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1. Finleitung

1 Einleitung

Die genetisch semiautonomen aber autoreduplikativen Organellen der Pflanzenzelle, die
Chloroplasten wie auch die Mitochondrien, sind die biosynthetischen beziehungsweise
bioenergetischen Kompartimente der Zelle. Sequenzanalysen der Mitochondriengene
und ihrer genomischen Organisation lassen darauf schlieBen, dass die Mitochondrien
vor mehr als 1.5 Milliarden Jahren aus der Endocytobiose eines a-Proteobakteriums in
ein anaerobes, autotrophes Archaebakterium entstanden sind (Gray et al., 1999). Die
Chloroplasten der heutigen Pflanzen und Algen gehen auf ein zweites, singuldres
endocytotisches Ereignis zuriick, der Aufnahme eines Vorfahren der Cyanobakterien in
eine heterotrophe, eukaryotische Wirtszelle (Douglas, 1998; Delwiche et al., 1999;
Raven & Douglas, 2003).

Mit und zum Zeitpunkt der Phagocytose entstand aus Wirtszelle und Endosymbiont eine
intertaxonische Chimére aus zwei autonomen Zellen. Im Zuge ihrer Entwicklung vom
urspriinglich frei lebenden Prokaryoten hin zu einem hochspezialisierten Zellorganell,
verloren jedoch die Chloroplasten und die Mitochondrien ihre Autonomie. Dies spiegelt
sich am deutlichsten in einer massiven Genomreduktion der Organellen im Vergleich
zum Genom der heute lebenden autonomen Cyanobakterien beziehungsweise
Proteobakterien wider. Zwar besitzen auch die Chloroplasten noch immer ein eigenes
Genom (Plastom) und eine eigene Maschinerie zur Proteinbiosynthese iiber die
Vorgéinge der Transkription und Translation, das Plastom kodiert allerdings nur noch
etwa 50 bis 200 Proteine.

Der Verlust der Gene ging jedoch nicht zwangsldufig mit dem Verlust ihrer Funktionen
einher, was sich in der pradiktierten Grofe des Chloroplasten Proteoms von 2100-3600
unterschiedlicher Proteinen (Abdallah et al., 2000; The Arabidopsis Genome Initiative,
2000) ablesen ldsst. Verantwortlich fiir die (funktionelle) Kompensation der

Genomreduktion des Organells ist der Endosymbiontische Gentransfer vom Organell
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zum Zellkern. Im Laufe der Evolution wurden viele der Gene des Genoms des Proto-
Chloroplasten in den Zellkern transferiert und Gene mit redundanter Funktion zum
Genom der Wirtszelle gingen verloren (Doolittle et al., 2003). Bedingung fiir eine
vollsténdige Kompensation der Genomreduktion des Organells war der Reimport der
vormalig im Chloroplasten kodierten Proteine aus dem Cytosol sowie der Import von
neuen Proteinen, die fiir die Etablierung einer aufeinander abgestimmten Organelle-
Zellkern-Interaktion benétigt wurden (Leister, 2003). Als Folge des endosym-
biontischen Gentransfers wurde nicht nur genetische Information an den Zellkern
abgegeben, sondern auch die transkriptionelle und translationelle Kontrolle der
Expression dieser Gene und der Synthese der entsprechenden Proteine.

Die iiberwiegende Zahl der noch im Plastom kodierten Proteine ist entweder Teil der
Transkriptions- und Translationsmaschinerie des Plastiden oder Untereinheiten des
Photosynthese-Apparates in der Thylakoidmembran. Schon aus der Tatsache, dass die
Multiproteinkomplexe der Photosysteme und der genetische Apparat des Plastiden in
zwei verschiedenen Genomen kodiert sind, ergibt sich die Notwendigkeit der
Kommunikation zwischen Organell und Zellkern [plastid-to-nucleus signalling (Barkan
& Goldschmidt-Clermont, 2000)]. Neben den assimilatorischen Reaktionen der
Photosynthese ist der Plastid an der Synthese der Aminosauren, Fettsduren und Lipide,
der Nucleotide, Pflanzenhormone, Vitamine und sekundidrer Metaboliten sowie der
Fixierung anorganischen Schwefels und Stickstoffs und an dem Metabolismus vieler
anderer essentieller Stoffwechselwege beteiligt (Leister, 2003). Daher mussten
Signalmechanismen etabliert werden, die es dem Zellkern erlauben, den Proteinstatus
des Organells zu kontrollieren und iiber die Expression des nukledr kodierten
Transkriptoms zu regulieren (Gray et al., 2003). Die Aufschliisselung der molekularen
Natur der Signale der Kommunikation zwischen Organell und Zellkern und die
Netzwerke der Regulation der Expression des nukledr kodierten Transkriptoms des

Chloroplasten sind Gegenstand der aktuellen Forschung.
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1.1 Das Plastom heutiger Chloroplasten

Durch den Transfer des Grofteils der genetischen Information von der Organelle in den
Zellkern, verloren die Chloroplasten ihre Autonomie, die Gesamtheit der zum Leben
bzw. Uberleben eines ehemals frei lebenden Cyanobakteriums bendtigten Proteine
durch die Vorgédnge der Transkription und Translation selbst synthetisieren zu konnen.
Das Plastom (cpDNA) kodiert nur 50 — 200 Proteine (Glockner et al., 2000), wobei die
Anzahl und die Organisation der Gene je nach Art variieren kann (Martin et al., 1998).
Die meisten der im Plastom verbliebenen Gene teilen sich in zwei Klassen auf: Gene,
die Teile der plastiddren Transkriptions- und Translationsmaschinerie kodieren (u. a.
rRNAs, tRNAs, Ribosomen, RNA-Polymerase-Untereinheiten) und Gene, deren Gen-
produkte an den Vorgingen der Photosynthese beteiligt sind (Abb. 1.1) (Leister, 2003).
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Abb. 1.1.: Funktionelle Klassifizierung und Anzahl der proteinkodierenden Gene der Genome der
Chloroplasten, Mitochondrien und Cyanobakterien. In Bezug auf die Organellen wurde jedes Gen,
dass im Genom des Organells von mindestens einer von 10 verschiedenen Arten gefunden wurde, in die

Berechnung mit einbezogen (Martin & Herrmann, 1998).
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Die Regulation der Expression des plastiddren Transkriptoms unterliegt allerdings nicht
mehr nur der Transkriptions- und Translationsmaschinerie der Plastiden und ist auch
nicht die Miniatur eines prokaryotischen, sondern eher Teil eines eukaryotisch
regulierten genetischen Systems (Hermann, 1997). Zwei DNA-abhidngige RNA-
Polymerasen unterschiedlichen phylogenetischen Ursprungs sind fiir die Transkription
verantwortlich und nutzen bevorzugt unterschiedliche cis-Elemente im 5’-Bereich der
Plastidengene. Die kernkodierte phagentypische NEP-Polymerase (nuclear encoded
polymerase) bindet an NT-Promotoren (nonconsensus type) plastiddarer Gene, wahrend
die PEP-Polymerase (plastid encoded polymerase) prokaryotischer Herkunft ist und
konservierte, typisch bakterielle CT-Promotorsequenzen (consensus type) in der -35-
(TTGACA) und der -10-Region (TATAAT) erkennt (Tonkyn & Gruissem, 1993).
Einige Gene des Plastoms besitzen beide Typen von Promotoren [z.B.: rps16 und ycf3-
psaAB (Summer et al., 2000)], so dass sie von beiden Polymerasen transkribiert werden
konnen. Dariiber hinaus sind sechs regulierende Untereinheiten der plastomkodierten
PEP-Polymerase, die c—Faktoren, vom Kern kodiert (Kanamaru et al., 1999) und die
Expression von drei dieser Faktoren konnte als lichtabhingig nachgewiesen werden
(Isono et al., 1997).

Mittlerweile erscheint die Regulation der Expression der plastidiren Gene sogar noch
komplexer. Legen und Mitarbeiter (2002) zeigten, dass in PEP-defizienten Pflanzen
zwar die meisten der plastomkodierten Proteine fehlten, die Transkription dieser Gene
aber durch die NEP-Polymerase ibernommen worden war und der Phinotyp somit auf
posttranskriptionelle Prozesse zuriickzufiihren sein musste. Neben der NEP-Polymerase
weist das Plastom im Vergleich zum prokaryotischen genetischen System weitere
Neuerungen auf. Die RNA-Edierung, die ko- oder posttranskriptionelle Insertion
(Rochaix, 2001) und die Deletion und/oder Substitution von Nukleotiden der mRNA
(Yoshinaga et al., 1996) sind ebenso erst im Verlauf der Endosymbiose entstanden, wie
die Einfiilhrung von Introns, die in Bakterien nur sehr selten zu finden sind (Ferat &
Michel, 1993). Auch die Herkunft der plastiddaren Gene bzw. offenen Leseraster ycfl, 2,
14 und 15 ist bisher nicht geklirt und sind eventuell erst in der Entwicklung vom frei
lebenden Prokaryoten zum Zellorganell erworben worden (De Las Rivas et al., 2002).
Berticksichtigt man, dass die DNA der heute lebenden Cyanobakterien die genetische
Information fiir mehrere tausend Proteine tridgt (Abb. 1.1) (Kaneko et al., 1996),
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unterlagen die Chloroplasten iiber den Prozess der Endosymbiose einer drastischen
Genomreduktion (Martin & Herrmann, 1998). Obwohl das Plastom des heutigen
Zellorganells weniger als 10% der Proteine eines Cyanobakteriums kodiert (Abb. 1.1),
gehen die Schitzungen verschiedener Arbeitsgruppen jedoch davon aus, dass das
Proteom des Chloroplasten zwischen 1.000 und bis zu 5.000 Proteine umfasst (Abdallah
et al., 2000; Rujan & Martin, 2000; Cavalier-Smith, 2000).

Die Diskrepanz zwischen der Anzahl der Gene des Plastoms und der Zahl der Proteine,
die das Proteom des Organells bilden, wird mit den Vorgéngen des ,,Endosymbion-

tischen Gentransfers* (EGT) erklért (Martin & Herrmann, 1998).

1.2 Endosymbiontischer Gentransfer

Endosymbiontischer Gentransfer ist eine spezielle und in der Natur weit verbreitete
Form des lateralen Gentransfers, der zwischen den Kompartimenten eines
eukaryotischen Systems unter der regulatorischen Kontrolle des Zellkerns stattfindet
(Herrmann, 1997; Brown, 2001). Die Gene des urspriinglichen Organellgenoms gingen
entweder verloren, wurden zum Zellkern transferiert oder sind auch heute noch Teil der
cpDNA. Im Verlauf des Transfers existierte das Gen solange in doppelter Ausfiihrung,
bis das System aus Zellkern, cytosolischen Ribosomen und Organell eine Maschinerie
zum gezielten Reimport des entsprechenden Genprodukts in das Organell entwickelt
hatte (Heins & Soll, 1998). Die daraus resultierende genetische Redundanz fiihrte iiber
den Verlust der Genkopie im Organell zur Genomreduktion (Dyall et al., 2004).

Fiir einen erfolgreichen Transfer muss das ehemals plastomkodierte Gen im Zellkern
zunichst durch einen funktionellen Promoter stabil exprimiert und das entsprechende
Protein mit Hilfe einer N-terminalen Prisequenz (Transitpeptid) aus dem Cytosol in das
Organell importiert werden kénnen (Martin & Russel, 2003). Die dazu bendtigte
nukledr  kodierte  Protein-Import-Maschinerie ~ der  dufleren und  inneren
Chloroplastenmembran war eine Neuentwicklung, die erst nach der Endocytose des
Cyanobakteriums etabliert wurde (Bolter et al., 1998; Heins & Soll, 1998; Reumann et
al, 1999).
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Im Falle der in den Plastiden und den Mitochondrien verbliebenen Gene ist
wahrscheinlich die direkte Regulation der Gene durch die Aktivitdt ihrer Genprodukte
in der Photosynthese und dem Elektronentransport nétig, um das empfindliche
Redoxgleichgewicht im Organell zu gewéhrleisten und die Entstehung der hoch
toxischen oxidativen Radikale zu verhindern (Allen, 2003). Da dariiber hinaus einige
der Genprodukte im Cytosol toxisch zu wirken scheinen [z.B. die Cytochrom-c-Oxidase
der Mitochondrien, die aus dem Organell exportiert den Programmierten Zelltod (PCD)
einleitet (Ludovico et al., 2002)], wéire demnach positive Selektion fiir die Transkription
und Translation dieser Gene im Organell und fiir das Ausbleiben des Transfers zum

Zellkern verantwortlich (Leister & Schneider, 2003).

1.3 Proteinimport aus dem Cytosol

Die Chloroplasten der Hoheren Pflanzen besitzen drei Membransysteme. Sie sind von
zwei Membranen umgeben, die auf die Plasmamembran und die &ullere Membran des
gram-negativen Cyanobakteriums zuriickgehen und besitzen ein inneres Membran-
system der Thylakoide, das das Thylakoidlumen umschlieBt. Viele der nukledr
kodierten Proteine des Chloroplasten bendtigen dazu eine Zielsequenz, um nach ihrer
Synthese an den Ribosomen des Cytosols als unreife Proteinvorstufen iiber die
Membranen in das Zellorganell importiert werden zu kénnen. Innerhalb der Chloro-
plasten konnen die Proteine zu insgesamt sechs verschiedenen Kompartimenten
transloziert werden: der duleren (OE = outer envelope) und inneren Membran (IE =
inner envelope), dem Intermembranraum und dem Stroma sowie zur Thylakoid-
membran (TM) oder dem Thylakoidlumen (Dyall et al., 2004). Fast alle diese Proteine
sind als Vorstufen des spiteren funktionellen Proteins mit einer N-terminalen,
abspaltbaren Extensionssequenz versehen, einem so genannten Chloroplasten-
Transitpeptid (cTP), das als plastidspezifisches Transportsignal fungiert (Blobel et al.,
1979). Die Ausnahme sind die meisten Proteine der dufleren Chloroplastenhiillmembran
(OEP = outer envelope proteins), also auch die Proteine, die als Bestandteil eines

Multiproteinkomplexes den Protein-Import-Apparat in der &uBeren Chloroplasten-
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membran bilden und direkt von der cytosolischen Seite in Membran inseriert werden
[z.B. Toc34 (Chen & Schnell, 1997)].

Der Protein-Import in den Chloroplasten bendtigt Energie aus der Hydrolyse von ATP
und GTP und wird durch das Zusammenspiel des TOC-Komplex (TOC = translocon on
the outer envelope of chloroplasts) der dufleren und dem TIC-Komplex (TIC =
translocon on the inner envelope of chloroplasts) der inneren Hiillmembran erreicht
(Jarvis & Soll, 2001). Vor dem eigentlichen Import bindet das Prédprotein an einen, so
genannten ,,Guidance-Komplex*, unter anderem bestehend aus 14-3-3-Proteinen und
dem Chaperon Hsp70, das die vorzeitige Faltung des Proteins im Cytosol verhindert
(Jarvis & Soll, 2001). Sobald der Guidance-Komplex mit dem gebundenen
Vorstufenprotein an der duleren Hiillmembran angelangt ist, startet der Prozess der
hoch spezifischen Mustererkennung. Sie muss gewdihrleisten, dass trotz der kaum
vorhandenen konservierten Motive der ¢TPs, nur Vorstufenproteine des Chloroplasten-
proteoms in das Stroma importiert werden (Bruce, 2001). Uber die integralen
Transportkandle des TOC- und TIC-Komplexes vermitteln Chaperone (Hsp70 und
Hsp100) die Passage des unreifen, ungefalteten Préproteins durch die Chloroplasten-
membranen.

Fiir den Transport in, oder iliber, die TM sind vier verschiedene Translokations-
mechanismen bekannt (Robinson et al., 2001). Die Komponenten und die Funktions-
weise des Protein-Import-Apparates der TM sind eindeutig prokaryotischen Ursprungs
(ausgenommen der spontanen Insertion, die bei Eukaryoten zu finden ist) und homologe
Systeme sind deshalb bisher hauptsichlich fiir Bakterien beschrieben worden. Die
Proteine der TM, also auch die Untereinheiten der vier Multiproteinkomplexe der
beiden Photosysteme, des Cytochrom c6/f-Komplexes und der ATPase, werden
entweder liber die SRP-abhingige (stromal recognition particle) Translokation (z.B.
Lhcb1) oder durch spontane Insertion (z.B. PsaX, PsaW, CFy-II, ELIP) in die Membran
integriert. Die SRP-abhidngige Translokation bendtigt Energie aus der Hydrolyse von
GTP und eine Zielsequenz, das ITP, die inmitten des reifen Proteins lokalisiert ist. Auch
die Insertion der plastomkodierten Untereinheiten der Multiproteinkomplexe aus dem
Stroma in die TM findet auf diesem Weg statt.

Die Proteine, die aus dem Stroma iiber die TM in das Thylakoidlumen transportiert

werden miissen, besitzen nach der Abspaltung des cTPs eine zweite N-terminale
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Signalsequenz (Vothknecht & Soll, 2002). Sie werden entweder iiber den Sec-
abhédngigen Transport (Sec-dependent pathway) oder das Tat- (twin arginine
translocation) Translokon transloziert. In Ersterem binden die Proteine im Stroma mit
ihrem ITP an eine Translokations-ATPase, ein so genanntes SecA-Protein (Mori et al.,
1999). SecA scheint unter Hydrolyse von ATP in regelmifligen Zyklen in die TM zu
inserieren und sich wieder herauszulosen und so das gebundene, ungefaltete
Vorstufenprotein iliber den eigentlichen Importkanal (SecY/E/G) durch die TM zu
bewegen (Economou, 1998). Die endgiiltige Faltung des reifen Proteins findet erst nach

der proteolytischen Abspaltung des Lumen-Transitpeptids im Thylakoidlumen statt.

1.4 Das Proteom des Chloroplasten

Das Proteom der Plastiden wird nicht nur in zwei verschiedenen Kompartimenten
synthetisiert, sondern ist auch dualen evolutionidren Ursprungs (Leister & Schneider,
2003). Das Proteom heutiger Chloroplasten ist, wie auch das Plastom, das Ergebnis aus
der Endosymbiose zweier urspriinglich autonomer Zellen. In A. thaliana sind nur noch
etwa 90 Proteine im Plastom kodiert (Leister & Schneider, 2003), im gesamten
Kerngenom wurden jedoch zwischen 2100 und 3600 Gene aufgrund des
Vorhandenseins eines cTP in den entsprechenden Genprodukten als Chloroplastengene
vorhergesagt (Abdallah et al., 2000; The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Richly
& Leister, 2004). Von diesen weist allerdings ein groBer Teil keinerlei Homologie zu
Genen der heute lebenden Cyanobakterien auf.

Andererseits kodieren von den etwa 4500 Genen im Zellkern, die aufgrund ihrer
Sequenzhomologie wahrscheinlich cyanobakterieller Herkunft sind (Martin et al.,
2002), nur etwa 1300 fiir Proteine, die ein cTP besitzen. Fiir den Grofteil dieser
Proteine (~1700) wurde zwar kein ¢TP gefunden, erstaunlicherweise aber wurde fiir
etwa 10% ein Mitochondrien-Transitpeptid (mTP), beziehungsweise fiir ca. 20% ein
Transitpeptid fiir das Sekretorische System, vorhergesagt (Abb. 1.2) (Martin et al.,
2002). In diesen Ergebnissen spiegeln sich drei entscheidende Vorgénge wider, die im
Laufe der Evolution der Pflanzenzelle zur Optimierung des genetischen und

metabolischen Systems aus Zellkern und den beiden Zellorganellen beigetragen haben:
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a) eine massive Umverteilung von Proteinen des ehemaligen Cyanobakteriums in
andere Kompartimente der Zelle,

b) die Etablierung neuer Chloroplastenfunktionen, wie die des lichtsammelnden
Pigment-Protein-Komplexes (LHC = light-harvesting-complex) der Photosysteme
(Montane & Kloppstech, 2000) und die des Protein-Import-Apparates fiir die Protein-
translokation {iber oder in die innere Plastidmembran (Jarvis & Soll, 2001), sowie

c¢) den Reimport eines grofen Teils der Proteine in die Organelle, deren Gene im Zuge
des EGT zum Zellkern transferiert wurden und nun unter der (komplexeren)

regulatorischen Kontrolle eines eukaryotischen, sexuell genetischen Systems stehen.

Mitochondria HJ__’ .

- o &
1) 00LE

(00¥E

—

Cyanobacterial endosymbiont

Abb. 1.2.: Uberblick der Gene cyanobakterieller Herkunft und der subzelluldren Lokalisationen
der etwa 4400 korrespondierenden Proteine. Mehr als 4000 der etwa 25700 Gene von A. thaliana sind
cyanobakteriellen Herkunft. Interessanterweise werden die meisten der nun nukledr kodierten Proteine in
andere Zellkompartimente transloziert, und mehr als die Hilfte des heutigen Proteoms des Chloroplasten

stammt nicht vom cyanobakteriellen Endosymbionten (Leister & Schneider, 2003).

Die oben genannten Zahlen basieren auf struktureller Genomanalyse, in diesem Fall der
Pradiktion eines cTPs. Durch aufeinander folgende spezielle Extraktions-,
Fraktionierungs- und Aufreinigungsmethoden sowie anschlieBender Proteinanalyse

(Proteomics), lasst sich die subzelluldre Lokalisation vieler Proteine auch experimentell
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nachweisen. Durch Massenspektrometrie konnten von Kleffmann und Mitarbeitern
(2004) in einer aufgereinigten Chloroplastenextraktion 690 unterschiedliche Proteine
identifiziert werden. Viele der identifizierten Proteine besitzen Homologe im Proteom
der Cyanobakterien. nicht aber in Hefe, was ihre Herkunft vom photosynthetischen
Endosymbionten unterstreicht. Fast alle Proteine der Schliisselfunktion im
Chloroplasten, der Licht- und Dunkelreaktion der Photosynthese, wurden detektiert.
Jedoch sind mehr als 30 % der gefundenen Proteine von bisher unbekannter Funktion.
Weitergehende Untersuchungen hatten die Lokalisation der Proteine auf subplastidirer
Ebene zum Ziel. Diese Analysen waren auf die Chloroplastenmembran (Ferro et al.,
2002, 2003; Froehlich et al., 2003), das Thylakoidlumen (Peltier et al., 2002) oder die
peripheren und integralen Proteine der TM (Friso et al., 2004) fokussiert. Durch die
Kombination von experimentellem Nachweis und struktureller Genomanalyse iiber
TargetP (Emanuelsson et al., 2000) und LumenP (Westerlund et al., 2003), identifizierte
die Arbeitsgruppe van Wijk’s insgesamt 4255 kernkodierte Chloroplastenproteine, die
sich in 3387 stromale Proteine, 291 Proteine des Thylakoidlumens und 520 Proteine der
TM aufteilen [Plastid Proteome Data Base (http://www.ppdb.tc.cornell.edu/)].

Mit einem anderen Ansatz testeten Richly und Leister (2004) die Vorhersage-
genauigkeit verschiedener cTP-Pradiktoren an einem Set von 4500 Proteinen, deren
subzelluldre Lokalisation bereits bekannt war. Sie konnten zeigen, dass eine
Kombination von vier verschiedenen Computerprogrammen jedem einzelnen der cTP-
Pradiktoren iiberlegen war und extrapolierten so, iibertragen auf das gesamte Genom
von A. thaliana, ecine Zahl von 2100 kernkodierten Proteinen mit plastiddrer

Signalsequenz.

1.5 Chloroplastenfunktionen

Da das Plastom nur etwa 5% des plastidiren Proteoms kodiert und 95 % der
Chloroplastengene im Zellkerns lokalisiert sind, kann die Morphologie und Funktion
der Plastiden selbst sehr unterschiedlich sein, auch wenn jede Zelle einer Pflanze

identische Plastomkopien besitzt (Leister, 2003). Bei hoheren Pflanzen entwickeln sich
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aus den Proplastiden junger Zellen im Zuge der Zelldifferenzierung, je nach
Lichtverhiltnissen und nach Gewebe, unterschiedliche Plastiden mit unterschiedlichen
Funktionen. AuBler den Chloroplasten des photosynthetisch aktiven Gewebes der
Pflanze treten Varianten auf. Die Amyloplasten, Proteoplasten und Elaioplasten dienen
als Speicherorte fiir Stirke, Proteine oder Lipide, wihrend die gelben oder roten
Chromoplasten Xanthophylle oder Carotinoide enthalten, die fiir viele Bliitenfarben
sowie die Farben einiger Friichte oder Wurzeln verantwortlich sind.

Die Chloroplasten sind neben der Photosynthese in viele wichtige Synthesewege der
Zelle involviert. Sie sind der Ort der Assimilation von Stickstoff und Schwefel und am
Metabolismus vieler essentieller Verbindungen wie Aminosduren, Fettsduren und
Lipide, Nukleotide, Pflanzenhormone, Vitamine und verschiedener sekundérer
Metabolite beteiligt. Die Photosynthese stellt jedoch die zentrale Reaktion in den
Chloroplasten dar und nimmt insofern eine Sonderstellung ein, als dass das Plastom
noch immer etwa die Hilfte der mindestens 70 Proteine des Photosynthese-Apparates

kodiert (Abb. 1.3) (Rochaix et al., 2001; Friso et al., 2004).

1.5.1 Photosynthese

Bei der Photosynthese der hoheren Pflanzen wird die Strahlungsenergie des
Sonnenlichts in ein elektrochemisches Potential transformiert, das zur Synthese von
ATP und NADPH genutzt wird, die der endergonischen Fixierung anorganischen CO,
in energiereiche organische Verbindungen dienen. Die Photosynthese kann in zwei
Teilreaktionen untergliedert werden:

a) bei der Lichtreaktion der Photosynthese wird die Energie aus der Absorbtion von
Photonen durch die LHCs auf einen priméren Elektronendonor der Photosysteme
ibertragen, ein proteingebundenes Chlorophyll a-Dimer, dessen Anregung zu einer
gerichteten Ladungstrennung fiihrt, wobei ein Elektron auf die stromale Seite des
Komplexes transportiert und ein primérer Elektronenakzeptor reduziert wird. Unter
physiologischen Bedingungen sind Photosystem II (PSII) und Photosystem I (PSI)

elektrochemisch in Serie geschaltet. PSII fungiert als eine Wasser-Plastochinon-

11



1. Finleitung

Oxidoreduktase (Govindjee et al., 1985) und iibertrégt die Elektronen aus der Spaltung
des Wassers iiber eine Elektronentransportkette aus Redoxsystemen zum Cytochrom
b6/f-Komplex, der wiederum das Elektronendefizit des oxidierten Photosystems I
ausgleicht. Nach dem Modell des modifizierten Q-Zyklus (Mitchell, 1976, Trumpower,
1990) reduziert schlieBlich eine Ferredoxin-NADP'-Reduktase (FNR) NADP' zu
NADPH. Ergebnis des nichtzyklischen Elektronentransports ist die Spaltung zweier
Wassermolekiile, die Synthese zweier NADPH-Molekiile und ein transmembraner pH-
Gradient, der von der ATP-Synthetase genutzt wird, um ADP und anorganisches
Phosphat (P;) zu ATP umzusetzen [Photophosporylierung (Mitchell, 1966)].

b) in der Dunkelreaktion der Photosynthese werden die in der Lichtreaktion gebildeten
Reduktionsidquivalente des NADPH genutzt, um in einer endergonischen Reaktion des
Calvin-Zyklus atmosphérisches CO, mit Hilfe von ATP zu energiereichen organischen

Verbindungen zu reduzieren.

Der Redoxstatus der proteingebundenen Redoxsysteme (Escoubas et al., 1995), das
Verhiltnis von ADP zu ATP als auch der transmembrane pH-Gradient {iber der TM,
also die direkten und indirekten Konsequenzen aus der Lichtreaktion der Photosynthese,
stellen gleichzeitig auch wichtige Signale fiir die koordinierte Regulation der

Expression der nukledr kodierten Gene des Plastiden dar (Pfannschmidt et al., 2001).

1.6 Funktion und Herkunft des Photosynthese-Apparates

Bei der Entwicklung der Chloroplasten bildet sich im Licht und unter dem Einflu3 der
Phytochrome aus der inneren Membran des Proplastiden eine komplexe Thylakoid-
struktur mit Grana- und Stromapartien, deren Membranen das Lumen umschlieen. Die
Thylakoidmembranen der ausdifferenzierten, voll funktionsfahigen Chloroplasten sind
in gestapelte (Granathylakoide) und wungestapelte (Stromathylakoide) Regionen
organisiert. Die vier integralen Multi-Protein-Komplexe des Photosynthese-Apparates
sind ungleichmidBig auf diese Regionen verteilt. PSII ist hauptsdchlich in den

Granathylakoiden zu finden, wohingegen PSI und die ATPase im Bereich der
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Stromathylakoide akkumulieren, so dass NADPH und ATP nach ihrer Synthese direkt
dem Calvin-Zyklus des Stroma zur Verfiigung stehen. Der Cytochrom be/f-Komplex,
der die Rolle des Mittlers im Elektronentransport zwischen PSII und PSI darstellt, ist

gleichmaBig iiber Grana- und Stromathylakoide verteilt.
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Abb. 1.3.: Modell der Thylakoidmembran der Héheren Pflanzen. Dargestellt sind die Zusammen-
setzung und die genetische Herkunft der integralen und peripheren Polypeptide der Thylakoidmembran.

Plastomkodierte Proteine sind griin, die kernkodierten Proteine gelb markiert (Herrmann, 1996).

PSI, PSII, der Cytochrom bg/f-Komplex und die plastidire ATP-Synthase sind
prokaryotischen Ursprungs (Abb. 1.3) und in ihrer Funktion in Cyanobakterien und
Pflanzen weitgehend konserviert (He & Malkin, 1992). Dagegen sind die LHCs der
Photosysteme erst innerhalb des eukaryotischen Systems entstanden und haben die
Phycobilisomen der Cyanobakterien ersetzt. Jeder der vier grofen integralen
Multiprotein-Komplexe der TM setzt sich sowohl aus nukledr als auch
plastomkodierten Untereinheiten zusammen.

Das PSII der hoheren Pflanzen besteht aus mindestens 29 Untereinheiten, von denen 15
im Plastom kodiert sind. Das Reaktionszentrum wird von zwei integralen, ca. 34 kD
groBen Membranproteinen D1 (PsbA) und D2 (PsbD) gebildet, mit denen das
Chlorophyll a-Dimer und die Elektronenakzeptoren Phidophytin sowie die Plastochinon-
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molekiile Q4 und Qg assoziiert sind. Zusammen mit Cytochrom bssg (PsbE und PsbF),
CP43 (PsbC) und CP47 (PsbB) sowie einiger kleinerer integraler Proteine bilden sie den
Kernkomplex des Photosystems II (Hankamer et al., 2001). PsbO, PsbP und PsbQ sind
die kernkodierten Untereinheiten des Sauerstoff produzierenden Komplexes (Tsiotis et
al., 1999). Weitere peripher vom Kernkomplex gelegene integrale Proteine stellen die
Verbindung zu einem Multi-Protein-Pigment-Komplex, dem LHCII her. Drei kleinere
(CP29, CP26 und CP24) und drei grofere (Lhcbl1-3) Proteine binden Chlorophyll a,
Chlorophyll b sowie Xantophylle und bilden den lichtsammelnden Antennenkomplex
des PSII.

Wie im PSII ist auch im Photosystem I der primére Elektronendonor, P700*, und die
primdren Elektronenakzeptoren, A;, A,, FeSa und FeSp, an zwei integrale plastom-
kodierte Proteine, PsaA und PsaB, gebunden. Zum Kernkomplex des PSI gehoéren
aullerdem die von PsaC bis PsaO benannten Untereinheiten. PsaC, PsaD und PsaE sind
an der Stromaseite der TM lokalisiert und direkt oder indirekt am Transfer der

Elektronen zum Ferredoxin beteiligt (Naver et al., 1996).

1.7 Regulation der nukledren Genexpression

Auf die Regulation der Expression plastomkodierter Proteine wurde zum Teil schon
vorher eingegangen und gezeigt, dass sie nicht separiert, sondern integriert in ein
genetisches System unter Kontrolle des Zellkerns ist. Der Chloroplast muss teilweise
sehr schnell auf Verdnderungen abiotischer Faktoren reagieren konnen. In Bezug auf die
Photosynthese bedeutet das vor allem Reaktionen auf Verdnderungen bei der
Lichtqualitdt und Lichtquantitit. Das beinhaltet Mechanismen fiir die kurzfristige
Anpassung des Photosynthese-Apparates, einschlieBlich strukturellen Umbaus wie der
so genannten ,,state transitions (Allen, 2001), aber auch ldngerfristige Adaptation iliber
Verianderungen der Stochiometrie der Photosysteme, etwa im Verhéltnis von PSI zu
PSII in der TM (Aro & Andersson, 1993).

Liangerfristige Adaptation findet {iber die Expression von Proteinen statt und benotigt
ein Signal fiir die Regulation der Expressionsrate. Die Transkription und Translation

plastomkodierter Proteine kann iiber den Redoxstatus spezifischer Proteine kontrolliert
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werden. Pfannschmidt und Mitarbeiter (1999) konnten zeigen, dass die
Transkriptionsrate der Apoproteine von PSI und PSII iiber den Redoxstatus von
Plastochinon, selbst Teil der Elektronentransportkette des Photosystems II, reguliert
wird. Thioredoxine, deren Redoxstatus von der lichtabhidngigen Reduktion von
Ferredoxin, also der Aktivitdt des PSI abhéngig ist, scheinen bei Belichtung die Rate der
Proteinsynthese in den Chloroplasten 50- bis 100-fach zu erhdhen, auch wenn die
Menge an Transkripten gleich bleibt (Danon & Mayfield, 1994). Die Thioredoxine
vermitteln die Bindung kernkodierter Aktivatorproteine an das 5’-Ende der mRNA und
damit indirekt deren Translation an den Ribosomen (Surpin et al., 2002).

Drei verschiedene Genome innerhalb einer Zelle, im Zellkern, in den Plastiden und in
den Mitochondrien, erfordern die Koordination deren Expression (Gray et al., 2003).
Besonders deutlich wird das im Fall der Photosynthese, die durch Vorginge in
verschiedenen Kompartimenten der Zelle beeinflusst wird und des Photosynthese-
Apparates, der ein Mosaik aus kernkodierten und plastomkodierten Komponenten
darstellt (Jarvis, 2001). Die Koordination der Expression dieser Genome steht unter der
Kontrolle des Zellkerns und findet iiberwiegend auf posttranskriptionaler Ebene statt
(Petracek et al., 1997, 1998; Sherameti et al., 2002), beinhaltet aber auch Signale vom
Plastiden an den Zellkern, die die Expression nukledrer Chloroplastengene
(Pfannschmidt et al., 2001).

Die Expression der nukledren Chloroplastengene (Kerngene, die Proteine des
Chloroplasten kodieren) ist auf verschiedene Weisen reguliert. Die Photorezeptoren
perzipieren Lichtqualitdt und -quantitit und sind in der Zell- oder Gewebeentwicklung
an wichtigen Photomorphosen wie der Samenkeimung, der Blithinduktion oder der
Bildung von Anthocyanen und Chlorophyll beteiligt (Deng & Quail, 1999). In hoheren
Pflanzen sind drei verschiedene Rezeptorsysteme bekannt: Phytochrome, Cryptochrome
und UV-(AB) Rezeptoren. Sie interagieren jedoch nicht direkt mit der DNA, sondern
regulieren die Genexpression iiber eine Signaltransduktionkaskade, die Proteinkinasen,
G-Proteine und das Ca®*/Calmodulin-System beinhaltet (Mulligan et al., 1997). Im
Gegensatz dazu stellt die Kommunikation vom Organell zum Zellkern (plastid-to-
nucleus signalling) eine Adaption an Verdnderungen der dufleren Bedingungen dar und
findet zum Teil, aber nicht immer, separiert und parallel zu der cytosolischen

Signaltransduktion der Lichtperzeption statt.
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1.7.1 Kommunikation vom Organell zum Zellkern

Die Expression vieler Gene im Zellkern, die plastidire Proteine kodieren, ist abhdngig
vom funktionellen Status des Plastiden und iiber Signale reguliert, die vom Organell
zum Zellkern gerichtet sind (Surpin et al.,, 2002). Wird die Entwicklung des
Chloroplasten auf der Stufe des Proplastiden unterbrochen, bleibt auch die Expression
dieser Gene aus. Das ldsst darauf schlieBen, dass diese Art der Expressionsregulation
getrennt von der Signaltransduktion der Lichtperzeption zu betrachten ist (Oelmiiller,
1989). Viele der Signale der Kommunikation vom Organell zum Zellkern sind Ergebnis
oder Bestandteil der photosynthetischen Reaktionen in den Chloroplasten und umfassen
den Redoxstatus der TM, Porphyrine, reaktive oxygene Zwischenprodukte und
Carotenoide (Rodermel, 2001). Wie auch schon fiir die Expression plastomkodierter
Proteine, konnte gezeigt werden, dass der Redoxstatus des Plastochinon-Pools die
Expression photosynthetischer Gene im Zellkern beeinflusst (Abb. 1.4) (Escoubas et al.,
1995; Maxwell et al., 1995; Pfannschmidt et al., 2001).

Redox control of
nuclear gene

expression \ ?
+r D
’ Redox control
of LHCII (1
phosphorylation  FRE® -
DEMU @“L FRE
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MNADFH

ROS
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Ha0 2 Redox control Redox control == mm = =
of chloroplast of nuelear
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Abb. 1.4.: Ubersicht der Redoxreaktionen in héheren Pflanzen, die Einfluss auf die Regulation der
Genexpression haben. Der Plastochinon-Pool (PQ) hat sowohl auf die Expression kernkodierter, als
auch plastomkodierter Gene FEinfluss. Die ROS, zusammen mit dem Redoxstatus des PQ-Pools,
regulieren auf bisher unbekannte Weise die Expression der Gene der Antioxidantien (z.B.: apx-Gen). Cyt,
Cytochrome; FD, Ferredoxin; FNR, Ferredoxin-NADP+ Reduktase; PC, Plastocyanin; QA and QB,
Plastochinone des PSII; TD, Thioredoxin (Surpin et al., 2002).
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Die Photooxidation des Chlorophylls fiihrt zur Produktion von ROS (reactive oxygen
species), die wiederum die Expression kernkodierter Gene beeinflussen (Mullineaux &
Karpinski, 2002). Carotinoide l6schen die Anregungsenergie von Chlorophyllen im
Triplettzustand und verhindern somit die Produktion freier Radikale und ROS. Wird die
Biosynthese der Carotinoide durch das Herbizid Norflurazon gehemmt, kommt es bei
intensiver Belichtung zur Bleichung der Chloroplasten. Obwohl der strukturelle
Schaden durch Norflurazon auf den Chloroplasten beschrinkt ist (Reiss et al., 1983), ist
die Expression vieler (z.B.: Lhcbl, PetG, E, H, Rbcs), aber nicht aller Gene (z.B.: Atp2)
des Kerns, die Photosynthese-relevante Proteine kodieren, deutlich reduziert.
Pfannschmidt und Mitarbeiter (2001) postulierten deshalb, dass ein Redoxsignal {iber
Thioredoxine der allgemeinen Adaption an moderate Lichtverhdltnisse dient, wihrend
die stressbedingte Antwort auf extreme Lichtintensititen von Glutathion und ROS
vermittelt wird.

Weder die molekulare Natur der Komponenten dieser drei mdglichen Redox-
Signalketten ist bekannt, noch ob diese Signale an einem einzelnen Element der
Promotoren ansprechbarer Gene zusammenlaufen oder sie die Genexpression auf
verschiedenen Ebenen regulieren (Gray et al., 2003). Photosynthese-abhéngige Signale
scheinen auch iiber die Regulation der mRNA-Stabilitdt zu wirken (Sullivan & Gray,

2002).

Die cuel-Mutante [CAB (chlorophyll a/b-binding underexpressed)] ist nicht in der
Lage, die Expression einer Reihe lichtregulierter Gene des Zellkerns nach Stimulierung
durch die Phytochrome zu steigern. CUEl kodiert einen Phosphoenol/Phosphat
Transporter der inneren Chloroplastenmembran, dessen Inaktivierung in cuel zu
pleiotrophen Effekte fiihrt. Unter anderem ist der Shikimat-Weg beeintrichtigt und
dadurch die Synthese der Flavonoide, einfacher Phenole und auch von Plastochinon
(Streatfield et al., 1999). Die relative GroBBe des Plastochinon-Pools der cuel-Mutante
ist 10-50 % geringer als im Wildtyp. So kénnte CUE1 letztendlich iiber Regulation des
Redoxstatus des Plastochinon-Pools (siche oben) auf die Genexpression Einfluss
nehmen (Surpin et al., 2002). Allerdings sind durch die vielfiltigen Effekte der
Mutation auch andere Ursachen fiir die Blockade der lichtinduzierten Expression

denkbar.
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Die Analyse der gun-Mutanten [genomes uncoupled (Susek et al., 1993)] fiihrte zur
Identifizierung eines weiteren Signalweges der Kommunikation vom Plastid zum
Zellkern. Pflanzen, die eines der bisher fiinf identifizierten gun-Allele (gunl-5)
besitzen, zeigen im Gegensatz zum Wildtyp keine Reduktion in der Expressionsrate von
Photosynthese-relevanten Genen des Kerns, wie RbcS (Rubisco small subunit) und
Lhch, wenn die Entwicklung des Chloroplasten durch Photooxidation verhindert ist. In
den gun-Mutanten ist allerdings weder die gewebs- und zellspezifische, noch die
lichtabhéngige oder zirkadiane Regulation der Lhch-Gene beeinflusst. Vielmehr scheint
spezifisch die plastiddre Regulation der Transkription der Gene im Kern beeintrichtigt
zu sein (Susek et al., 1993). Schon 1984 konnten Johanningmeier und Howell zeigen,
dass Mg-Protoporphyrin-IX-Monoethylester (MgProto-Me), ein Zwischenprodukt der
Tetrapyrrolbiosynthese, einen wirksamen Hemmstoff fiir die Akkumulation von Lhcb-
mRNA darstellt. Die vier Loci fiir GUN2 bis GUN5 konnten kloniert werden und es
zeigte sich, dass die vier Gene Enzyme (GUN2, GUN3 und GUNS) bzw.
Enzymaktivatoren (GUN4) der Tetrapyrrolbiosynthese kodieren (Mochizuki et al.,
2001; Vinti et al., 2000) (siche Abb.1.5).

GUN2 kodiert eine Hdm-Oxygenase (Davis et al, 1999) und GUN3 die
Phytochromobilin-Synthase (Kohchi et al.,, 2001) fiir die Synthese von 3(E)-
Phytochromobilin (P®B), dem Chromophor des Phytochrome A, ausgehend von
Protoporphyrin IX (Proto). Auch wenn sich die Mutationen in gun2- und gun3-
Mutanten direkt nur auf die Synthese von PO®B auswirken sollten, ist jedoch auch die
Biosynthese von Chlorophyll a gestort (Montgomery et al., 1999; Terry & Kendrick,
1999). GUN5 kodiert die ChlH-Untereinheit der Mg-Chelatase. Da die ChlH-
Untereinheit der Mg-Chelatase auch in Abwesenheit der Untereinheiten ChID und Chll
Proto bindet (Karger et al., 2001), konnte die ChlH-Untereinheit selbst Teil eines
Signalweges sein, die iiber die Bindung an Porphyrine als Konzentrationssensor fungiert
und direkt oder indirekt an der Genexpression im Zellkern beteiligt ist (Mochizuki et al.,
2001). GUN4 ist als Aktivator der Mg-Chelatase nur indirekt an der Regulation der
Chelatisierung von Proto zu Mg-Proto beteiligt (Larkin et al., 2003), wihrend GUN1 im
Gegensatz zu GUN2, 3, 4 und 5 nicht am Tetrapyrrol-Metabolismus, sondern an einem
zweiten, eventuell teilweise redundanten Signalweg beteiligt ist (Mochizuki et al., 2001;

Vinti et al., 2000).
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Abb. 1.5.: Tetrapyrrol-Biosynthese des Plastiden. Protoporphyrinogen IX entsteht, ausgehend vom
Glutamat aus 5-Aminolédvulinséure, im Stroma und wird nach dem Transport in die Hiillmembran des
Chloroplasten und/oder die Thylakoidmembran iiber Protoporphyrin IX zu Chlorophyll a oder 3(E)-
Phytochromobilin umgesetzt. Die von HY 1/GUN2, HY2/GUN3 und GUNS katalysierten Reaktionen sind
hervorgehoben (Surpin et al., 2002).

Zusammenfassend deutet vieles darauf hin, dass Mg-ProtolX als ein Zwischenprodukt
der Tetrapyrolbiosynthese, ein Signalmolekiil eines Kommunikationsweges von den
Plastiden zum Zellkern darstellt und dessen Akkumulation zur Reduktion der
Expressionsrate einer Reihe von Photosynthese-relevanten Genen fiihrt (Abb. 1.6).
Dazu passt, dass der Wildtyp unter photooxidativen Bedingungen mehrfach erhdhte
Konzentrationen an Mg-ProtolX aufweist, wihrend die Konzentration in gun2- und
gun5-Mutanten deutlich herabgesetzt ist (Strand et al., 2003).

Die laf6-Mutante (long after far-red6) ist ebenfalls im Tetrapyrrolmetabolismus
beeintrachtigt, wobei der ATP-abhéngige Reimport von Proto in das Stroma reduziert

zu sein scheint. Die daraus folgende Akkumulation von Proto im Cytosol wirkt sich
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direkt oder indirekt auf einen phyA-abhéngigen Signalweg aus, mit dem Ergebnis, dass
bei laf6-Mutanten, anders als in den gun-Mutanten, die Expression von Lhcb unter
photooxidativen Bedingungen reduziert ist (Moeller et al., 2001). Dies ist insofern
erstaunlich, da die Konzentration von Mg-ProtoIX in den Chloroplasten wie bei den
gun-Mutanten reduziert (die Pflanze akkumuliert 40% weniger Chlorophyll) und die
Expression des Lhcb—Gens folglich nicht mehr unterdriickt sein sollte. Da auch die
Syntheserate von POB nicht durch die Mutation betroffen ist, stellt anscheinend die
Akkumulation von Proto im Cytoplasma das eigentliche Signal dar und hat zu Folge,
dass die Induktion der Genexpression durch Licht abgeschwicht wird (Moeller et al.,
2001). Das konnte dadurch bestétigt werden, indem die Behandlung von Wildtyp-
Pflanzen mit Flumioxazin, einem Inhibitor der PPO (Protoporphyrinogen-IX-Oxidase),
zu dhnlich hohen Konzentrationen von Proto im Cytosol und im Ergebnis zum laf6-
Phinotyp, also reduzierter Hemmung des Hypokotylwachstums und reduzierter
Expression der lichtregulierten Gene Lhch, Chs und FNR fiihrte (zum Uberblick siehe:
Brown et al., 2001).

Die Regulation der Tetrapyrrolsynthese steht unter der Feedback-Kontrolle der GLU-
TR (Glutamyl-tRNA-Reduktase) durch Him (Weinstein et al., 1993). Meskauskiene
und Mitarbeiter (2002) identifizierten einen weiteren negativen Regulator der
Chlorophyll-Biosynthese, das FLU-Protein, das unabhingig von der Aktivitit von
GLU-TR Einfluss auf die Syntheserate von ALA (5-Aminoldvulinsdure) nimmt. flu-
Mutanten sind nicht mehr in der Lage, die ALA-Synthese und damit die Akkumulation
von Protochlorophylliden in der Dunkelheit herabzusetzen, obwohl die Him-
Konzentrationen denen des Wildtyps entsprechen (Meskauskiene et al., 2001). Sie
konnten zeigen, dass das FLU-Protein mit der GLU-TR direkt interagiert und iiber die
Hemmung der Aktivitit des Enzyms die Chlorophyll-Biosynthese reguliert. Sollte das
FLU-Protein Teil einer weiteren Feedback-Kontrolle sein, wird deutlich, wie komplex
die Tetrapyrrol-Synthese und damit auch die Feinabstimmung der Kommunikation vom
Plastiden zum Zellkern iiber die Tetrapyrrole reguliert ist (siche Abb. 1.6).

Die Proteine, die die Elemente der oben genannten und vom Plastiden zum Zellkern
gerichteten Signalwege darstellen, sind bisher kaum bekannt. Auch ist es bis jetzt nicht
gelungen, Plastid- von Licht-induzierten regulatorischen cis-Elementen zu entkoppeln

(McCormac et al., 2001), was vermuten ldsst, dass beide, Licht- und Plastid-spezifische
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Signale, ihren regulatorischen Einfluss iiber dieselben Ccis-Elementen ausiiben
(Kusnetsov et al., 1996). Da sich diese Signale zum groBen Teil auf die Transkription
der Gene im Kern auswirken, kann die differentielle Genexpressionsanalyse des
gesamten nukledren Transkriptoms des Plastiden in Verbindung mit struktureller und
funktioneller Genomik zur Entschliisselung der Funktionsweise der unterschiedlichen
Kommunikationswege und der Auswirkungen von Verdnderungen des physiologischen

Status des Organells beitragen.

Plastid ALA,

Chly/D",
e

Nucleus

Chloroplast
protein
gene

Abb. 1.6.: Modell des Plastid-to-Nucleus Signalling durch die Intermediate und Komponenten des
Tetrapyrrolmetabolismus. Protoporphyrinogen IX wird nach seiner Synthese im Stroma in den
Membranen des Chloroplasten durch die PPO zu Protoporphyrin IX (Proto) oxidiert. Das FLU-Protein
nimmt als Inhibitor der GLU-TR Einfluss auf die Syntheserate von ALA im Stroma (siche Abb. 1.5).
LAF6, zusammen mit einem integralem Membranprotein (MC), ist am ATP-abhéngigen Reimport von
Proto in das Stroma beteiligt. ChlH wird zur Chelatisierung des Proto bendtigt, seine Rolle in den
Vorgingen des Plastid-to-Nucleus Signalling ist im Text diskutiert. Die Synthese der meisten nukledr
kodierten Chloroplastenproteine wird durch die Mg-Porphyrine, die Intermediate des Tetrapyrrol-
metabolismus, direkt oder indirekt reprimiert. Faktor X ist moglicherweise fiir den Transport von Mg-
Proto und Mg-ProtoME iiber die Chloroplastenmembran ins Cytosol verantwortlich. CE, Chloroplasten-
membran; MgP, Mg-Proto; MgPMe, Mg-ProtoME; NE, Kernmembran (Surpin et al., 2002).
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1.8 Transkriptomics des Plastiden

Die Transkription ist der erste Schritt im Prozess der Genexpression. Verdanderungen in
der Genexpression sind eine Hauptdeterminante fiir morphologische und phénotypische
Verdnderungen, sowie ein Indikator fiir die zellulire Reaktion auf endogene und
exogene Stimuli oder Storungen (Lockhart & Winzeler, 2000). Im Gegensatz zum
Genom ist das Transkriptom hoch dynamisch und kann sich sehr schnell und dramatisch
verdndern. Zu wissen, wann, wo und in welchem Ausmal} ein Gen exprimiert wird, ist
entscheidend, um die Aktivitdt und die biologische Funktion des kodierten Proteins zu
verstehen (Bouchez & Hofte, 1998).

Mikro- und Makroarrays ermoglichen die Genexpressionsanalyse im gro3en Mafstab,
entweder ausgehend vom gesamten Genom eines Organismus oder, wie in dieser
Arbeit, eines ausgewihlten Sets von Genen, dem nukledren Transkriptom des Plastiden.
Nachdem DNA-Mikro- und Makroarrays vielfach und erfolgreich eingesetzt worden
sind (DeRisi et al., 1997; Wodicka et al, 1997), um die mRNA-Abundanzen in
verschiedensten Experimenten und Organismen zu messen, ist das Leistungsvermdgen
dieser Technik mittlerweile anerkannt und es liegt der Fokus nun auf Fragen des
experimentellen Designs, der Datenanalyse und der Extraktion der biologischen
Bedeutung der Ergebnisse.

Das klassische Design der differentiellen Genexpressionsanalyse ist der Vergleich der
Expressionsrate eines oder mehrerer Gene unter verschiedenen Bedingungen. Ein
Referenzstatus (z.B.: Wildtyp; ohne Behandlung etc.) gilt als die Kontrollbedingung
und eine oder mehrere Bedingungen, in denen eine oder einige Variablen verdndert
sind, als Probe (z.B.: Mutante; verdnderte Umweltbedingungen). In der Regel werden in
einer Einzelfallstudie mehrere hundert signifikant differenziell regulierte Gene
identifiziert. Die Extraktion der biologischen Bedeutung der FErgebnisse der
Transkriptomics kann durch die Kombination mit den Gebieten der Proteomics und
Metabolomics entscheidend unterstiitzt werden. Die Grundlage dieser Techniken bilden
zum grolen Teil Sequenzinformationen, erzeugt durch die vielfdltigen
Sequenzierungsprojekte wie dem des Arabidopsis-Genom-Projekts (The Arabidopsis

Genome Initiative, 2000) sowie die Vorhersage von Genen und die Annotation der
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Funktionen und subzelluldren Lokalisationen der Gene bzw. Genprodukte durch
bioinformatische Methoden und/oder durch den experimentellen Nachweis.

Die funktionelle Klassifizierung der Proteine hat in der letzten Zeit grofe Fortschritte
gemacht und immer mehr Genprodukte sind in einer wachsenden Zahl von Daten-
banken nach ihrer Funktion und ihrer Beteiligung an bestimmten Stoffwechselwegen
kategorisiert. Als schwieriger erweist sich noch der experimentelle Nachweis der
subzelluldren, insbesondere der subplastidiren Lokalisation, auch wenn durch die

Arbeitsgruppe van Wijk’s eine erste umfangreiche Datenbanken zugénglich ist (PPDB).

1.8.1 Clusteranalyse zur Gruppierung der Gene in Regulons

Um die biologische Information herausfiltern zu konnen, die der Vergleich vieler
Einzelfallstudien untereinander liefert, muss die uniiberschaubar groe Menge an
Expressionsdaten reduziert und visualisiert werden. Die Clusteranalyse (Clustering)
gehort in die Gruppe der data mining-Methoden und umfasst eine Vielzahl von
Verfahren, die die Daten nach ihrer Ahnlichkeit bzw. Unihnlichkeit uniiberwacht
(unsupervised), also ohne Vorgabe eines Musters, in bedeutungstrachtige Gruppen
klassifizieren und dadurch auf die relevanten enthaltenen Informationen reduzieren.

Clusteralgorithmen wie SOM- [Self-Organizing-Maps (Tamayo et al., 1999)], k-means-
[k-tuble means clustering (Sherlock, 2000)] und Hierarchisches Clustering [HCL (Eisen
et al., 1998; Sturn et al., 2002)] werden benutzt, um multiple Datensétze (in der
vorliegenden Arbeit mehrere Expressionsprofile) miteinander zu vergleichen und (in
diesem Fall) Gene nach ihrem Expressionsverhalten iiber eine Vielzahl von
Experimenten in Gruppen gleich exprimierter Gene, in so genannte Regulons,
einzuteilen. Das Ziel ist es, Cluster zu bilden, die untereinander mdglichst
unterschiedlich sind, das heifit eine mdoglichst groe Distanz zueinander aufweisen,
deren einzelnen Mitglieder aber wiederum sehr dhnlich sind und eine geringe Distanz
zueinander aufweisen (Brazma & Vilo, 2000; Quackenbush, 2001). Es werden zwei
Gruppen von Clusteralgorithmen unterschieden: Hierarchisches Clustering und

Partitioning. Das Ergebnis des Hierarchischen Clustering ist eine geschachtelte Struktur
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von Clustern, in der kleinere in groBeren Clustern enthalten sind. Beim Partitioning,
dazu gehéren SOM- und k-means-Clustering, entsteht nur eine Ebene von Clustern, die
nur Objekte und keine Cluster enthalten (siehe Kapitel 2.8.3.4; Seite 40 ff).

1.9 Ziel der Arbeit

Unter der Annahme, dass Gene mit dhnlichem Expressionsverhalten wahrscheinlich
auch dhnliche Funktionen aufweisen, konnen, aufgrund der bereits annotierten und
klassifizierten Gene in demselben Expressionscluster, auch Gene bisher unbekannter
Funktion (dies trifft auf fast die Hélfte der Gene fiir das nukledre Transkriptom des
Plastiden von A. thaliana zu) nach dem Konzept guilt-by-association charakterisiert
werden (Ruan et al., 1998; Quackenbush, 2003). Dieses Konzept der so genannten
,»gene discovery* wurde schon sehr frith und mehrmals erfolgreich bei Saccharomyces
cerevisae angewandt (DeRisi et al., 1997; Eisen et al., 1998; Giaever et al., 2002).

Uber die aufeinander abgestimmte Regulation der Genexpression von bereits
klassifizierten aber funktionell unterschiedlichen Genen kann dariiber hinaus ein
Zusammenhang zwischen verschiedenen Genfunktionen hergestellt und die
regulatorischen Netzwerke der Zelle untersucht werden. Die Identifizierung von
Regulons legt die Suche nach gemeinsamen, iiberreprdsentierten Sequenzmotiven der
genomischen DNA in der Umgebung dieser Gene nahe. Auf diese Weise kdnnen neue
cis-regulatorischen Elemente und Transkriptionsfakoren identifiziert und das
Verstindnis der regulatorischen Netzwerke der Genexpression erweitert werden.

Eine weitere Anwendung ist die Erstellung eines ,,transkriptionellen Fingerabdrucks®,
der die Beziehung zwischen Stimulus und der transkriptionellen Antwort darstellt. Die
Clusteranalyse der Expressionsprofile macht die Verwandtschaft der transkriptionellen
Antworten untereinander sichtbar. Dadurch konnen Expressionsprofile in bereits
gefundene Klassen eingeordnet (class prediction) oder neue Klassen gefunden werden
[class discovery (Golub et al., 1999)]. Bei ausreichend groBer Anzahl und Variation an
Expressionsprofilen ist es dann mdglich, unbekannte Mutationen anhand der

Transkriptionsmuster bekannter Stimuli zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

[(x-33P]dCTP Amersham, Freiburg
Agarose Sigma, Steinheim
Chloramphenicol Sigma, Steinheim
Chloroform Carl Roth Chemie, Karlsruhe
dNTP-Mix Invitrogen, Karlsruhe
EDTA Serva, Heidelberg
Essigsdure Riedel-deHaén, Seelze
Ethanol Sigma, Steinheim
Ethidiumbromid Sigma, Steinheim

First Strand Buffer Gibco BRL; Wiesbaden
Herings-Sperma DNA Promega, Mannheim
Methanol Merk, Darmstadt
Oligonukleotide BIG Biotech, Freiburg
PCR-Puffer 10x (konzentriert) Amersham, Freiburg
Primermix fiir die cDNA-Synthese Eurogentech, Belgien
Salzsdure J.T. Baker, Deventer (NL)
Superscript 11 Invitrogen, Karlsruhe

Tris Sigma, Steinheim

TRIzol Invitrogen, Karlsruhe

Alle anderen Chemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe) und Merck

(Darmstadt) bezogen.
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2.2 Gerate und Verbrauchsmaterial

Dampf-Autoklav Typ 23
Elektrophorese-Hoefer-Kammer SE600
Elektrophoresekammer DNA Sub Cell
Falcon-Tubes (25 ml, 50 ml)
Feinwaage 1608 MP

Kiihlzentrifuge Varifuge 3.0R
Kiivetten (halb-mikro, 10x10x45)
Magnetrithrer IKAMAG RCT
Metallblock-Thermostat TCS
pH-Meter Modell pH537
Phosphor-Imager MD Storm860
Phosphorscreen

Reaktionsgefafie (0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml)
SpeedVac HetoVac VR-1/120/240
Tischkiihlzentrifuge Centrifuge 5402
Universalschiittler KS 10

UV/Visible Spectrophotometer
Vortex Heidolph REAX 1R

2.3 Software

ArrayVision™ 6.0
ArrayStat™ 1.0

Clone Manager Version 4.0
Genesis Version 1.5.0 bl
GEPAS

GST-PRIME

AraCyc

KEGG

Melag, Berlin

Amersham, Freiburg

BioRad, Miinchen

Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA)
Sartorius, Gottingen

Heraeus Sepatech, Stuttgart

Greiner, Frickenhausen
IKA-Labortechnik, Staufen
Labortechnik Barkey, Bielefeld

WTW, Weilheim

Amersham, Freiburg

Applied Biosystems, Foster City (USA)
Eppendorf, Hamburg

Heto Lab, Wiesloch

Eppendorf, Hamburg

Edmund Biihler, Tiibingen

Amersham, Freiburg

Bender & Hobein GmbH, Freiburg

Imaging Research Inc, USA

Imaging Research Inc, USA
Scientific & Educational Software
Sturn et al., 2002
http://gepas.bioinfo.cnio.es/tools.html
Varotto et al., 2001
www.arabidopsis.org/tools/aracyc/

www.genome.jp/kegg/regulation.html

26



2. Material und Methoden

2.4 Zugang zu den Rohdaten und erganzenden Informationen

Alle Datensdtze der 101 Expressionsprofile sind in der GEO-Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) unter den Zugangscodes GSE1160 bis GSE1260
offentlich zugdnglich und in die Publikation:

Biehl A, E. Richly, C. Noutsos, F. Salamini und D. Leister (2004). ,,Analysis of 101
nuclear transcriptomes reveals 23 distinct regulons and their relationship to metabolism,
chromosomal gene distribution and co-ordination of nuclear and plastid gene
expression.” Gene (im Druck), eingeflossen.

Erginzende Informationen dazu sind unter http://mpiz-koeln.mpg.de/~leister/101.html

einzusehen.

2.5 Pflanzenmaterial

Die 101 Expressionsprofile stellen jeweils den Vergleich des mRNA-Status von A.
thaliana-Pflanzen zwischen einer Proben- und einer Referenzbedingung dar. Bis auf
den zu untersuchenden Stimulus wurden die Pflanzen eines Experimentes unter
denselben Wachstumsbedingungen (z.B.: Lichtintensitdt, Tag-Nacht-Rhythmus,
Bewisserung etc.) kultiviert. In der Regel wurden junge Rosettenblétter von jeweils
etwa 50, drei bis vier Wochen alten, Pflanzen zeitgleich, zwei Stunden nach Beginn der
Tagesperiode geerntet und zu einer Probe gepoolt. Ausnahmen sind die Untersuchungen
der differentiellen Expression in Stiangel- und Wurzelgewebe und der Entwicklung von
ein, zwei und drei Wochen alter Pflanzen. Eine detaillierte Beschreibung des Pflanzen-
materials ist in Tabelle 3.1 (Seite 47) aufgefiihrt.

Das Pflanzenmaterial bzw. die extrahierte RNA der meisten untersuchten Stimuli
stammt iiberwiegend von Mutanten und/oder unter speziellen Wachstumsbedingungen
herangezogenen Pflanzen des Labors der Arbeitsgruppe Leister (Ausnahmen siehe Tab.
3.1, Seite 47). Der GroBteil der differentiellen Expressionsanalysen wurde von A. Biehl
durchgefiihrt, aber auch die Ergebnisse einiger Hybridisierungs-Experimente von A.

Dietzmann und J. Kurth sind mit in den Gesamtdatensatz dieser Arbeit eingeflossen.

27



2. Material und Methoden

2.6 Design des 3292-GST-Makroarray

Mikro- und Makroarrays sind systematische Anordnungen hunderter bis mehrerer
tausend bekannter cDNAs, die als DNA-Sonden auf einem Substrat, auf Glas oder
Nylon immobilisiert worden sind. Die Identitdt und die Abundanz von freier markierter
DNA von unbekannter Sequenz und Konzentration kann iiber die spezifische
komplementire Bindung (Hybridisierung) an die einzelnen cDNA-Elemente (spots) des
Arrays bestimmt werden (Nadon et al., 2001). Wéhrend in den ersten Expressions-
analysen meist nur ESTs (expressed sequence tags) benutzt wurden, erlaubt die
mittlerweile vollstindige Sequenzinformation des Genoms verschiedener Organismen
die Amplifizierung von GSTs (gene sequence tags) direkt von der genomischen DNA
(Zhang et al., 1999).

Das Design des in dieser Arbeit verwendeten 3292-GST-Makroarrays basiert auf einem
1827-GST-Makroarray (Kurth et al., 2002), der 1999 mit der Sequenzinformation von
etwa 14000 der insgesamt 25700 Genen von Arabidopsis thaliana von Varotto und
Mitarbeitern in unserem Labor entworfen worden war. Mit der vollstindigen
Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms konnten durch Varotto und Richly mit Hilfe
von TargetP (Emanuelsson et al., 2000), einem Softwareprogramm fiir die Vorhersage
N-terminaler Prisequenzen (cTPs), genomweit 2661 nukledre Chloroplastengene
identifiziert werden. Etwa 75 % der Gene des 3292-GST-Makroarrays waren bereits als
exprimierte Sequenzen (ESTs) in den 6ffentlichen Datenbanken annotiert.

Wie von Varotto und Mitarbeitern (2001) beschrieben, wurden die GSTs der nukledren
Gene des Chloroplasten und weiterer 631 Gene, deren Genprodukte nicht im
Chloroplasten lokalisiert sind, mit Hilfe von GST-PRIME entworfen. Die Primerpaare
wurden als 35-mere synthetisiert, bestehend aus einer genspezifischen 20-mer Sequenz
und einer universellen 15-mer Sequenz des 5’-Endes fiir die Reamplifikation mit
universellen Endprimern.

Die PCR-Amplifikation der 150 bis 2050 Basenpaare groBen GSTs erfolgte von
genomischer DNA des Okotyps 0 (Col-0) von A. thaliana. Die PCR-Produkte wurden
per Agarose-Gelelektrophorese analysiert und quantifiziert und als Duplikate nach dem

in Abbildung 2.1 gezeigten Muster auf eine Nylonmembran aufgebracht.
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Zusétzlich wurden zur Kontrolle der Qualitidt der Hybridisierungen genomische DNA
von Col-0, humane cDNA (CTLA4, PE, BPI), Infl und Inf2 von Phytophtora infestans
sowie zur alternativen Normalisierung (Spiking-Kontrolle) Luciferase 1 in exponentiell
verschiedenen Konzentrationsstufen in das Spotting-Schema aufgenommen. Die
Synthese der Primer, die Analyse und Quantifizierung der GST-Amplikons wie auch

die Herstellung der Makroarrays wurde von Eurogentec, Seraing, Belgien durchgefiihrt.

2 TENEYAIE VT Sevy
AT A
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Abb. 2.1.: Spotting-Muster des 3292-GST-Makroarrays: Die Abbildung A. zeigt das eingescannte Bild
einer Hybridisierung mit **P-markierten Oligonukleotiden, die komplementir an die universelle 15-mer
Sequenz jedes GSTs gebunden haben. Dadurch konnte die Qualitdt der gespotteten Amplikons verifiziert
werden. Der Makroarray ist aus einem Raster von 16 x 48 Untereinheiten aufgebaut. Maximal sechs
verschiedene GSTs oder Kontrollen sind pro Untereinheit in Duplikaten aufgetragen. Unten rechts ist das
Spotting-Muster der GSTs der Untereinheiten des Rasters schematisch dargestellt. In B. ist das Ergebnis
der Hybridisierung einer komplexen und durch **P-markierten cDNA-Probe abgebildet. Die Probe hat

hier sequenzspezifisch an die jeweils korrespondierende Hybridisierungssonde gebunden.
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Das automatisierte Design der Primer mit Hilfe des Softwareprogramm GST-PRIME
gewihrleistete sowohl die Genspezifitit der Primer als auch die PCR-Amplifizierung
von iiberwiegend Exonbereichen der genomischen DNA in einer vorherrschenden
GroBle von 450-850 bp fiir mehr als 90% der GSTs. Zudem wurde von Richly und
Varotto eine BLASTN-Analyse durchgefiihrt, um die Moglichkeit von
Uberkreuzhybridisierungen zu untersuchen. Nur fiir 90 der 3292 GSTs wurde eine
Sequenzhomologie zu irgendeinem anderen offenen Leserahmen von A. thaliana
gefunden und im Vergleich der 3292 GSTs untereinander besallen nur 14 GSTs einen
homologen Sequenz von mehr als 100 bp (Richly et al., 2003).

Durch die universelle 15-mer Sequenz am 5’-Ende der fiir die Amplifikation der GSTs
benutzten Primer, konnte die Qualitdt des Spottings der DNA-Amplikons sehr einfach
durch die Hybridisierung komplementirer und durch **P-markierter Oligonukleotide

tiberpriift werden Abb. 2.1, A).

2.7 Hybridisierungexperimente

DNA-Arrays zeichnen sich durch eine Konstruktion aus, bei der auf einer festen
Matrix die genspezifischen Sequenzen immobilisiert werden und mit markierter
freier cDNA hybridisieren konnen. In diesem Sinne kann man DNA-Arrays als eine
Umkehrung des Northern-Blots betrachten (Freeman, 2000), bei dem die Probe
immobilisiert wird und mit freien, markierten Sonden hybridisieren kann.
Hintergrund fiir die Genexpressionsanalyse mit DNA-Arrays ist die Annahme, dass,
je stirker ein Gen exprimiert ist, desto groBer die Menge markierter RNA und
folglich das zu detektierende Signal ist.

Allerdings konnen nur relative Transkriptionsniveaus und keine absoluten Mengen
oder gar die Kopienzahl bestimmt und miteinander verglichen werden. Bei der
Erststrang-Synthese handelt es sich um 1:1 Umschreibungen. Ebenso besteht
zwischen der Menge an radioaktiv markierter Probe und der detektierten

Signalintensitit ein linearer Zusammenhang (Freeman, 2000).
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2.7.1 Extraktion von Gesamt-RNA

1 bis 5 g Blattmaterial (bzw. im speziellen Fall auch Wurzel- oder Stengelgewebe)
wurden geerntet, das Pflanzengewebe in fliissigem N, aufgebrochen, in ein 50 ml
Falcon-Reaktionsgefdl3 liberfiihrt und zur Extraktion der Gesamt-RNA 20 ml TRIzol
(Life Technologies), ein monophasischen Reagen mit Guanidin-Thiocyanat und Phenol,
hinzu gegeben. Das Blattmaterial wurde unter gelegentlichem Schwenken fiir 5 min bei
Raumtemperatur (RT) in TRIzol inkubiert und daran anschlieBend fiir 5 min bei 4500
rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und zu dem Uberstand 0.2 Volumen
Chloroform addiert. Die Inkubation (5 min bei RT) erfolgte unter regelméBigem
Schwenken. Danach wurde die Losung fiir 10 min bei 4500 rpm zentrifugiert, die obere,
wissrige Phase abgenommen und in ein neues 50 ml Reaktionsgefél tiberfiihrt.

Je ein halbes Volumen Isopropanol und 0.8 M Natriumcitrat/1.2 M NaCl wurden hinzu
gegeben, der Ansatz wiederum fiir 10 min geschwenkt und daran anschlieend fiir 10
min bei 4°C und 4500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-
Pellet zweimal in kaltem Ethanol (70 %) gewaschen, kurz getrocknet und in 250 pl
ddH,0O unter Zugabe von RNaseH-Inhibitor (Invitrogen) aufgenommen und bei 55-
60°C fiir 10 min resuspendiert.

Die Absorptionsmessung zur Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades
der RNA in wissriger Losung erfolgte in einem Spektralfotometer mittels
Quarzglaskiivette (1000 pl) bei 260 nm und 280 nm. Die RNA wurde 1:100 verdiinnt
und die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm (A260) fotometrisch bestimmt.
Die Konzentration im Messvolumen der Kiivette (1000 ul) berechnet sich als Quotient

des gemessenen Extinktionswertes (A260 ), des A260-Fakt0rs und des Verdiinnungs-
nm

faktors. Demnach ist die Konzentration ¢ (ng/pul): ¢ = Az x 40 x 100.

Bei 260 nm und einer optischen Dichte (OD) von 1 betrdgt die Konzentration an

einzelstrangiger RNA 40 pg/ml. Aus dem Quotienten A26 /A lasst sich der

Onm 280nm
Reinheitsgrad der RNA bestimmen. Fiir RNA sollte der Quotient optimalerweise
zwischen 1.5 und 2.0 liegen. Fiir die nachfolgende cDNA-Erststrangsynthese wurde die
Ausgangskonzentration an RNA auf 2-3 pg/ul in ddH,O eingestellt.
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2.7.2 cDNA-Erststrangsynthese

20-30 pg der aus Pflanzenmaterial isolierten Gesamt-RNA wurden durch reverse
Transkription in ¢cDNA umgeschrieben und gleichzeitig durch den Einbau von [o-
3P]dCTP radioaktiv markiert.

Dazu wurden 10 pl der Gesamt-RNA mit 5 pl einer Antisense-Primer-Mischung von
Oligonukleotiden (je 2.5 pmol) versetzt. Die Antisense-Primer-Mischung setzte sich aus
den Primerpaaren zusammen, die schon fiir die Amplifizierung der GSTs des
Makroarray verwendet wurden und somit passend fiir die Bindung in Antisense-
Richtung an jedes der als GST auf dem Makroarray aufgebrachten 3292 Gene waren.
Fiir die Bindung der Primer an die RNA (Annealing) wurde das Reaktionsvolumen fiir
10 min bei 70 °C erhitzt, anschlieBend kurz auf Eis gekiihlt und bei 43 °C &quilibriert.
Der Reaktionsmix fiir die reverse Transkription (6 ul 5-fach Puffer, 3 ul DTT, 1,5 pl
Nukleotid-Mix (je 16 mM dAGT, dGTP, dTTP, 100 uM dCTP), 50 pCi [a-33P]dCTP
(>2500 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) sowie 1 pl Reverse Transkriptase
(SuperScriptll, 200 U/ul, Life Technologies) wurden zugegeben und der
Reaktionsansatz fiir 1 h bei 43 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 1 pul 0.5 M EDTA
abgestoppt und die RNA durch Zugabe von 3 pul 3 M NaOH und 1 pl 1 % SDS fiir 30
min bei 65 °C hydrolisiert.

Nach weiteren 15 min bei RT wurde die Losung mit 3 ul 2 M HCI und 10 pl Tris/HCl1
pH 8.0 neutralisiert. Die cDNA wurde anschlieend durch Zugabe von 5 pl tRNA (10
mg/ml), 5 ul Na-Acetat pH 5,3 und 60 pl Isopropanol fiir 30 min bei —20 °C gefillt, um
nicht eingebaute Nukleotide zu entfernen. Der Niederschlag wurde pelletiert, getrocknet
und in 100 pl ddH20 aufgenommen.

Zur Bestimmung der Effizienz der Reaktion wurde die Einbaurate der markierten
Nukleotide bestimmt. Dazu wurde vor der Isopropanolfillung ein Aliquot entnommen,
in einem Fillungsmix (7 ul ddH20; 7 ul 0.05 M EDTA pH 8.0; 5 ul 10 mg/ml tRNA)
aufgenommen und je zu Hilfte auf zwei Glasfiberfiltern aufgebracht. Ein Filter wurde
dreimal 5 min in eiskalter TCA-Losung (10 % TCA, 1 % Na-Pyrophosphat) gewaschen,
kurz mit EtOH abgespiilt und getrocknet. Beide Filter wurden mit 5 ml Szintillations-

cocktail versetzt und die Radioaktivitat in einem Szintillationszdhler bestimmt.
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Die Einbaurate errechnet sich aus: Einbau in % = (gewaschen/ungewaschen) * 100. Ab
einer Einbaurate von 30 % konnten die Proben fiir die Hybridisierungen verwendet

werden.

2.7.3 Hybridisierungprozedur

Die Hybridisierungen wurden in 300 ml Glasréhren im Rotationsofen ausgefiihrt. Die
GST-Makroarrays wurden fiir mindestens 30 min bei 65 °C in 30 ml Hybridisierungs-
puffer (0,5 M Na,HPOyu, pH 7.2; 7 % SDS; 1 mM EDTA pH 8.0) und zusitzlichen 300
ul denaturierten Heringssperma prahybridisiert, um unspezifische Bindungen zu
verhindern. Danach wurde die markierte ¢cDNA Probe hinzu gegeben und die
Makroarrays bei 65 °C iiber Nacht hybridisiert. Daran anschlieBend wurde der
Hybridisierungspuffer durch Waschpuffer (2 x SSPE, 0.1 % SDS) ausgetauscht und die
Membranen fiir jeweils zweimal 30 min bei 65 °C gewaschen. Im abschliefenden
Waschschritt wurden die Filter fiir 15 min bei Raumtemperatur in 50 mM NaH,PO,, pH
7.2; 0.2 % SDS geschwenkt. Die Membranen wurden kurz angetrocknet, in
Haushaltsfolie luftblasenfrei eingepackt und auf Phosphoimagerplatten (Molecular-
Dynamics) fiir drei Tage exponiert.

Die DNA-Makroarrays konnten fiinf- bis achtmal wieder verwendet werden. Da die zu
vergleichenden Wachstumsbedingungen auf ein und dasselbe Filterset hybridisiert
wurden, musste die gebundene cDNA eines vorangegangenen Hybridisierungs-
experiments vor jedem erneuten Durchlauf zundchst entfernt werden (Stripping). Die
Makroarrays wurden in einer Schale fiir 10 min mit einer 85 °C heiflen Losung von
0.1% SDS in 1 Liter ddH,O iiberschichtet und auf einen Schiittler gestellt. Mit einem
Oberfliachen-Geigerzahlerrohr wurde die Membranen auf verbliebene Radioaktivitit
kontrolliert und bei +4 °C in einem Plastikbeuteln eingeschweiflt im Kiihlschrank

aufbewahrt.
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2.8 Datenanalyse

Jedes der 101 Expressionsprofile basiert auf dem Vergleich einer Kontrollbedingung (z.
B.: Wildtypstamm, Zeitpunkt O einer Zeitreihe, Medium ohne Zusatz) mit einer
Bedingung, deren Anderungen relativ zur Kontrollbedingung von Interesse ist (z. B.
Mutantenstamm, Zeitpunkte nach einer Behandlung, Medium mit Zusatz). Fiir beide
Vergleichsbedingungen wurden jeweils mindestens drei unabhédngige Hybridisierungs-
experimente auf drei verschiedenen Makroarrays durchgefiihrt. Das bedeutet, dass um
den Einfluss von Variationen in der Qualitit der Makroarrays untereinander zu
minimieren, fiir jede Wachstumsbedingung drei unabhidngige komplexe Proben
hergestellt und beide Bedingungen reziprok auf dieselben Makroarrays hybridisiert
wurden. Aus der Hybridisierung einer komplexen Probe ging ein separater Datensatz
mit jeweils zwei Datenpunkten pro GST hervor. Ein Expressionsprofil stellt den
Vergleich von mindestens je sechs Expressionsdaten eines jeden der 3292 GSTs pro

Vergleichsbedingung dar.

2.8.1 Makroarray-Quantifizierung

Die Phosphoimagerplatten wurden mit einem Phosphorimagersystem (Storm 860,
Molecular Dynamics) bei einer Auflésung von 50 pm/Pixel eingelesen und als
Graustufenbild mit 16bit Farbtiefe, d. h. in 65536 Graustufen gespeichert. Die
Zuordnung der einzelnen Positionen auf dem Makroarray mit den entsprechenden GST-
Identifikatoren, die Detektion artifizieller Signale, sowie die Quantifizierung der
Signalintensitdten nach Subtraktion des lokalen Hintergrunds und Normalisierung,
erfolgte mit der Software ArrayVision (Version 6.0, Imaging Research Inc.). In
ArrayVision wurde zunidchst ein ideales Raster definiert, das danach sowohl
automatisch als auch manuell dem eingelesenen Bild des Makroarrays angepasst werden
konnte. Der durchschnittliche Grauwert innerhalb jedes Rasterelementes wurde
berechnet, der umgebende lokale Hintergrund subtrahiert und die Signalintensitéten

jeder einzelnen Position des Rasters gegen die Signalintensititen aller Positionen
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normalisiert (Kurth et al., 2002). Das Ergebnis einer Hybridisierung, eines
unabhéngigen Experiments, ist eine von ArrayVision rearrangierte und exportierte
Tabelle, in der das normalisierte und, um den lokalen Hintergrund korrigierte,
Intensititsvolumen der Duplikate eines GSTs in zwei Spalten einer Reihe dem

entsprechenden GST-Identifikator zugeordnet ist.

2.8.2 Statistische Analyse der Makroarraydaten

Der Quantifizierung des Makroarrays schliet sich die statistische Analyse und
Qualititskontrolle der Expressionsdaten an. Fiir die Erstellung eines Expressionsprofils
wurden die Datensdtze von mindestens drei unabhidngigen Experimenten pro
Vergleichsbedingung in einer Excel-Tabelle zusammengestellt und in das Software-
Programm ArrayStat (Version 1.0, Imaging Research Inc.) importiert. ArrayStat
(Version 1.0, Imaging Research Inc.) ermdglicht auch bei relativ kleiner Anzahl von
Datenpunkten pro GST und Bedingung die Berechnung von Signifikanzintervalen (p-
Werten) und Standardfehlern, kontrolliert die Fehlerrate der ,,Falsch-Positiven* sowie
detektiert und eliminiert statistische Ausreiler innerhalb der Datensdtze. Verwendet
wurde ein proportionales statistisches Model, in dem die Daten zur Basis 10
logarithmiert werden, der Standardfehler wurde gepoolt (Pooled Common Error), um
der geringen Stichprobenzahl pro Datenpunkt Rechnung zu tragen und ein z-Test
durchgefiihrt, um signifikante Unterschiede zwischen den Datensidtzen zweier
verschiedener Vergleichsbedingungen zu identifizieren. Signifikante Unterschiede
zwischen den Datensitzen heifit im Falle der Expressionsanalyse die Transkripte
herauszufiltern, die einen eindeutigen Unterschied in ihrer Expressionsrate unter zwei
verschiedenen Wachstumsbedingungen zeigen. Zumindest zwei bis drei unabhéingige
Datensédtze pro Vergleichsbedingung sind nétig, um unter Verwendung spezieller
statistischer Algorithmen, die der geringen Stichprobenzahl pro Datenpunkt Rechnung
tragen, verldssliche Ergebnisse zu erzielen (Lee et al., 2000). Mindestens zwei Drittel
der Datenpunkte pro GST und Bedingung (z.B.: 4/6 oder 6/8 Datenpunkte bei drei bzw.

4 unabhidngigen Hybridisierungen pro Wachstumsbedingung) mussten nach der
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Bereinigung der Datensétze von artifiziellen Signalen (in ArrayVision) und statistischen
Ausreiflern in die Berechnung der durchschnittlichen Expressionsrate eingehen, um
nicht von der weiteren statistischen Analyse ausgeschlossen zu werden. Fiir die
Berechnung der Falsch-Positiv-Fehlerrate wurde ein nominaler Alpha-Wert von 0.05
und zur Korrektur der Falsch-Positiven die False Discovery Rate gewéhlt.

Das Resultat der statistischen Analyse durch ArrayStat ist eine Tabelle mit der
durchschnittlichen logarithmierten Expression jedes der 3292 GSTs fiir jeweils eine der
beiden Vergleichsbedingungen, aus der sich die relative Expression jedes Gens
zwischen der Proben- und Referenzbedingung errechnen lésst. Ein Signifikanzintervall
(p-Wert) beschreibt die Wahrscheinlichkeit der differentiell (zwischen zwei

Vergleichsbedingungen) unterschiedlichen Expression eines Gens.

2.8.3 Prozessierung und Interpretation der Expressionsdaten

2.8.3.1 Funktionelle Klassifizierung des Transkriptoms

Die Genprodukte der 3292 Gene des Makroarrays wurden durch den Abgleich der
Eintrdge in oOffentlich zugidngigen Datenbanken funktionell klassifiziert.
Hauptsdchlich beruht die Definition der funktionellen Klassen und die Einteilung der
Gene auf den Annotationen der entsprechenden Genprodukte in der KEGG
PATHWAY Database (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) und des AraCyc
Server (http://www. arabidopsis.org/tools/aracyc/). Die entsprechenden Proteine der
GSTs wurden in 15 funktionelle Klassen unterteilt (amino acid metabolism;
carbohydrate metabolism; other; other metabolic functions; photosynthesis/dark
reaction; photosynthesis/light reaction; protein modification and fate; protein
phosphorylation; protein synthesis; secondary metabolism; sensing, signalling and
cellular communication; stress response; transcription; transport; unclassified).

Dariiber hinaus konnten 147 von 3292 Genprodukten anhand der Plastid Proteome
Data Base [PPDB (http://www.ppdb.tc.cornell.edu/)] nach ihrer subplastidiren

Lokalisation charakterisiert werden.
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2.8.3.2 Definition von Regulons und Transkriptomklassen

Es wurde Hierarchisches Clustering (HCL) fiir die Klassifizierung der 101
Expressionsprofile (Class Discovery durch Class Prediction) nach ihrer Ahnlichkeit
und zur Ermittlung der Anzahl der zu erwartenden Regulons, abhidngig von der
Ahnlichkeit der Transkriptionsrate der 3292 Gene in 101 differentiellen Expres-
sionsprofilen, benutzt.

Unterschiedliche Clusteralgorithmen haben verschiedene Vor- und Nachteile.
Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit die Datensdtze sowohl mit HCL als auch
mit den Verfahren des Partitioning — SOM- und k-means-Clustering - untersucht und
so die Ergebnisse der drei Clustermethoden gegeneinander abgesichert. Aufgrund der
Uberlegenheit bei der Filterung von Noise und in der Erkennung von Datenmustern
(Zschunke, 2003) wurden zur Definition der Regulons letztendlich die Ergebnisse des
SOM-Clustering benutzt. Da die Methoden des Partitioning keine Information iiber
Distanzen zwischen den Regulons liefern, wurden die Software GEPAS
(http://gepas.bioinfo.cnio.es/tools.html) benutzt, um die durch Self-Organizing-Maps
definierten Regulons nochmals hierarchisch zu clustern (siche Abb. 3.11, Seite 64).
Die Clusteranalysen mit den Algorithmen von HCL, SOM- und k-means-Clustering
sowie die Visualisierung der Ergebnisse wurden mit dem Genesis-Softwarepaket
[Version 1.3.0 — 1.5.0 (Sturn et al., 2002)] durchgefiihrt. Grundsétzlich ist jede dieser
Methoden dazu geeignet, die vorherrschenden Strukturen in einem Datensatz
aufzuspiiren (Golub, 2001).

Mit Genesis wurde zuerst eine Expressionsmatrix erstellt. In einer Eingabetabelle
wurde die relative Expressionsrate (x;) jedes der 3292 Gene gegen die 101
Wachstumsbedingungen aufgetragen. Hochregulierte Gene werden von einem
Bereich von 1<x;<tco, herunterregulierte Gene von einem Bereich von 0< x;<lI
reprasentiert. Deshalb miissen die Expressionsraten logarithmiert werden, so dass
hochregulierten Genen positive Werte und herunterregulierten Gene negative Werte
zugeordnet werden. Benutzt wurde der Logarithmus zur Basis 2 (log2), der eine

offensichtlichere Unterscheidung im Sinne von ,,doppelt” und ,,halb* zulésst.
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Die Qualitdt der Regulons und deren biologische Aussagekraft sind von verschiedenen
Parametern abhéngig. Dazu zéhlt neben der Clusteranzahl und des Clusteralgorithmus
auch das DistanzmaB. Je nach Algorithmus muss eine Distanzfunktion zur Bestimmung
des Abstands zweier Elemente (d (x;,y;), zum Beispiel die euklidische Distanz) und/oder
eine Methode zur Berechnung des Mittelpunktes oder des Zentroiden eines Clusters
bekannt sein. Die Anzahl fehlender Werte in der Datenmatrix muss vor der
Distanzberechnung reduziert werden. Fehlende Werte konnen durch Effekte wihrend
des Spotting des Makroarrays, der Hybridisierung und der Datenanalyse auftreten. Ist
die Distanzberechnung (d) nicht unabhéngig von der Anzahl der Vektorelemente n, so

wie bei der Euklidischen Distanz (dg):

n
dg = / > (xi—vyi)* ,werden Vektoren mit fehlenden Werten im Vergleich zu Vektoren
i=1

ohne fehlende Werte anders und unter Umstidnden falsch gewichtet (Sturn, 2000).
Wenige fehlende Werte sind in der Regel kein Problem, so dass auf die
Expressionsdaten ein Filter angewendet wurde, der jedes der 3292 GSTs, fiir das nicht
in mindestens 95 von 101 Expressionsprofilen ein Wert vorhanden war, von der
weiteren Clusteranalyse ausgeschlossen wurde. Nach der Filterung zur Reduzierung
verblieben 1616 von 3292 Genen. Bei Mikro- bzw. Makroarraydaten sind die
Merkmalsrdume stetig, so dass als metrisches Distanzmal3 die Euklidische Distanz
gewdhlt wurde. Die Daten wurden durch das Quadratische Mittel (root mean square)
der Gesamtheit der Gene und der Experimente dividiert, um schwache Signale im

Vergleich zu stirkeren zu amplifizieren.

2.8.3.3 Hierarchisches Clustering

Die modifizierte Genexpressionsmatrix wurde auf zwei verschiedene Weisen
untersucht. Es wurden a) die Expressionsraten der 1616 Gene iiber die 101
Experimente, also die Datenreihen der Expressionsmatrix mit jeweils 101

Expressionsdaten pro Zeile, miteinander verglichen, und
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b) die Expressionsmuster der 101 Vergleichsbedingungen, also die 101 Spalten der
Expressionsmatrix mit jeweils 1616 Expressionsdaten pro Spalte.

Werden zwei Gene (Reihen) dhnlich exprimiert, kann vermutet werden, dass die Gene
ko-reguliert und vielleicht auch funktionell miteinander verbunden sind [guilt-by-
association (D’haeseleer et al., 2000)]. Aus dem Vergleich der Experimente lassen sich
Klassen bilden (Class Discovery), die den Effekt eines Stimulus mit dem Muster der
transkriptionellen Antwort in Beziehung setzen (Sturn, 2000).

Ein Clusteralgorithmus soll Cluster definieren, in denen die Variabilitit auf
Intraclusterebene gering ist, dessen Gene sich aber in Bezug auf ihr Expressions-
verhalten von Genen anderer Cluster unterscheiden. Hierarchisches Clustering wird
dann angewandt, wenn in einer Datenmenge S keine offensichtliche Partition in
separierte Datengruppen/Cluster vorliegt. Im Zuge des HCL wird ein Kladogramm
erstellt, dessen Knoten Teilmengen der Datenmenge S darstellen. Dabei ist S die Wurzel
des Baumes, die einzelnen Objekte in S die Blitter und die inneren Knoten stellen die
Vereinigungsmenge der jeweiligen Kindknoten dar. Die Linge der einzelnen Aste sind
ein MaB fiir die Verwandtschaft, in der sich die Ahnlichkeit der Elemente zueinander
widerspiegelt. Der verwendete agglomerativer Algorithmus beinhaltet mehrere
aufeinander folgende Schritte:

1) Zuerst wird eine Distanzmatrix, abhiingig von der Ahnlichkeit der Objekte, also der
Gene und/oder Experimente untereinander berechnet. Im ersten Durchlauf besteht jeder
n Cluster demnach nur aus einem Gen.

2) Es werden die zwei Cluster mit der kleinsten Distanz zueinander gesucht.

3) Diese werden zu einem neuen Cluster vereinigt und die Distanzen aller neu
gebildeten Cluster untereinander neu berechnet.

4) Im Weiteren werden die Schritte 2 und 3 so lange wiederholt, bis nur noch ein
Cluster tiibrig bleibt (n—1).

Die Distanz zwischen zwei Clustern wurde mit der average linkage-Methode bestimmt.
In diesem Verfahren wird die Distanz zwischen zwei Clustern aus der
durchschnittlichen Distanz zwischen allen Objekten beider Cluster miteinander
errechnet. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass kein Vorwissen liber die Gene oder
spezielle Einstellungen notwendig sind. Von Nachteil ist, dass der Benutzer selbst die

Cluster identifizieren und markieren muss. Da aber durch das HCL die Partition der
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Datenmenge in separierte Datengruppen offensichtlich wird, die Ahnlichkeit der
Elemente zueinander visualisiert werden kann und sich die Anzahl der Cluster
bestimmen ldsst, wird Hierarchisches Clustering meist vor, und zusammen mit, den

Verfahren des Partitioning eingesetzt.

2.8.34 Self-Organizing-Maps (SOM-Clustering)

Abb. 2.2.: Prinzip des SOM-Algorithmus. Dargestellt anhand eines 3 x 2-Gitters. Die Referenzvektoren
(1-6) bilden die Gitterknoten und ndhern sich mit jedem Durchlauf des Algorithmus den
Eingabevektoren, also den Datenpunkten (schwarze Punkte) an. Die Pfeile zeigen die mogliche Richtung

der Anndherung der Referenzvektoren an die Eingabevektoren.

Das neuronale Netzwerkmodell der Self-Organizing-Maps ist eine populdre Methode
der Clusteranalyse und dem k-means-Clustering sehr dhnlich. Beim SOM-Clustering
wird der d-dimensionale Eingaberaum auf ein ein- oder zweidimensionales Gitter
projiziert. Die Anzahl der Cluster muss vorgegeben werden und entspricht der Anzahl
der Knoten des Gitters, die als Reverenzvektoren bezeichnet werden. Das Neuronennetz
wirkt als topologische Merkmalskarte. Wird nun ein Signal an diese Karte herangefiihrt,
so werden nur diejenigen Gebiete der Karte erregt, die dem Signal dhnlich sind.
Wihrend des Algorithmus werden die Referenzvektoren in einem iterativen Prozess in
Richtung der Eingabevektoren dirigiert. Dies wird solange wiederholt, bis die Cluster

optimal getrennt sind.
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Der groBte Nachteil des Verfahrens liegt darin, dass die Anzahl der Cluster bereits vor
dem Beginn der Berechnung abgeschitzt werden muss und die Verwandtschaft der
Objekte eines Clusters untereinander nicht deutlich wird. Deshalb wurde die durch HCL

bestimmte Anzahl der Regulons (25) fiir die Partitioning-Verfahren iibernommen.

2.8.3.5 k-means Clustering

Beim k-means-Algorithmus ist eine gewiinschte Anzahl k von Clustern und eine
Funktion zur Bestimmung des Mittelpunktes eines Clusters bekannt. Der Algorithmus
lauft folgendermaflen ab:

1. Die Initialisierung: Die Auswahl von k (muss vorgegeben werden) Clusterzentren.

2. Zuordnung: Jedes Objekt wird dem ihm am nidchsten liegenden Clusterzentrum
zugeordnet.

3. Neuberechnung: Die Clusterzentren werden fiir jedes Cluster neu berechnet.

4. Wiederholung: Andert sich nun die Zuordnung der Objekte, wiederholt der

Algorithmus von Schritt 2 an, ansonsten Abbruch.

2.8.4 Suche nach Uberreprasentierten Sequenzmotiven in der

Promoterregion der Gene eines Regulons

Die Software MotifFinder [TAIR (http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/motiffinder/
index.jsp) erkennt und vergleicht die Haufigkeit von 6-mer ,,Wortern* 500 oder 1000
Basenpaare vor jedem Genlocus eines Datensatzes von Gensequenzen mit der
Haufigkeit desselben Sequenzmotivs innerhalb der Promoterregion der Gene des
gesamten Genoms. Nach der Eingabe einer Liste mit den AGI-Codes der Gene eines
Regulons und des zu untersuchenden Sequenzbereiches, in diesem Fall 500 Basenpaare
vor dem ATG-Translationinitiations-Codon, extrahiert MotifFinder automatisch die
entsprechenden DNA-Sequenzen.

Die Ausgabetabelle gibt unter anderem die Haufigkeit des Sequenzmotivs im Datensatz
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der Anfrage, die Haufigkeit des Sequenzmotivs in der vollstindigen Genomsequenz und
den p-Wert der Signifikanz an und listet die Gene auf, die das entsprechende
Sequenzmotiv beinhalten.

Vorrangiges Ziel der Analyse waren die Regulons, die sich nach der Clusteranalyse,
funktioneller Klassifizierung und Identifizierung der subplastidiren Lokalisation als
interessanteste Kandidaten erwiesen hatten. Nur die {iberreprisentierten Sequenzmotive
mit einem p-Wert < 107 (nach Hudson & Quail, 2003), also der hochsten Signifikanz,
wurden sowohl gegen 6ffentliche Datenbanken fiir bereits beschriebene Promotermotive

geblastet, als auch in einschliagigen Veroffentlichungen gesucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Experimenteller Aufbau zur Untersuchung des nuklearen

Transkriptoms des Chloroplasten

Zu Beginn des Projekts wurde die Verldsslichkeit der Expressionsanalyse durch den
Makroarray stichprobenartig, sowohl durch QRT-PCR in unserem Labor [Kurth,
Lindhout, Richly und Biehl (Kurth et al., 2002)] als auch durch Northern-Bloting in
einer Kolaboration mit Paul Jarvis’ Labor (Kubis et al., 2002) erfolgreich bestétigt.

Neben der speziellen Fragestellung hinter jeder einzeln betrachteten differentiellen
Expressionsstudie [u.a. prplll (Kurth et al., 2002); ppil (Kubis et al., 2003); mak3
(Pesaresi et al., 2003); atpc (Maiwald et al., 2003); (Bosco et al., 2004); psadl, psad2
(Ihnatowicz et al., 2004); toc159 (Kubis et al., 2004); aap3 (Okumoto et al., 2004)] war
bei der Auswahl der getesteten Bedingungen von besonderem Interesse, wie sich
verschiedene Wachstumsbedingungen (mit unterschiedlichsten Stimuli fiir die
Funktionen des Chloroplasten) auf die Expression des nukledre Transkriptom des
Chloroplasten auswirken. Andererseits sollten sowohl mdoglichst dhnliche (z.B.:
Mutanten der Photosystem-Untereinheiten), als auch moglichst gegensitzliche Stimuli
(z.B.: gun und cuel) (siche Tab. 3.1), anhand des jeweils resultierenden Transkriptoms

miteinander verglichen werden.

In zumindest 10 der 101 Expressionsprofilen wurden 3162 Gene, das entspricht mehr
als 96 % aller 3292 Gene des durch den Makroarray repréasentierten Transkriptoms des
Plastiden, sowohl unter dem Einfluss der speziellen Wachstums- als auch der
Referenzbedingung, exprimiert (Abb. 3.1). Jedoch konnte nur fiir etwa die Hélfte aller

Gene in mindestens 95 der 101 Bedingungen differentielle Expression nachgewiesen
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werden. Von diesen sind etwa 400 Gene unter jedem der untersuchten Stimuli
exprimiert, beispielsweise auch in den Plastiden des nichtphotosynthetischen

Wurzelgewebes.
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Abb. 3.1.: Differentielle Genexpression in 101 Wachstumsbedingungen: Nur fiir 130 der 3292 GSTs
konnte in weniger als 10 der untersuchten 101 Wachstumsbedingungen ein Signal detektiert werden.
1616 Gene wurden in 95 % aller Stimuli transkribiert (bzw. 1676 Gene nur in weniger als 95 von 101

Bedingungen), davon wiederum nur etwa 400 Gene in allen 101 Bedingungen.

Daraus lasst sich schlieBen, dass auch die meisten der offenen Leserahmen, die bisher
nicht als ESTs annotiert worden waren, zumindest unter speziellen Stimuli exprimiert
werden. Gleichzeitig scheint ein Grof3teil der Gene, die das plastiddre Proteom kodieren,
nicht fortwéhrend transkribiert zu werden. Das wiirde bedeuten, dass die Expression der
Gene nicht konstitutiv ist und nicht nur quantitativ reguliert wird, sondern die Gene

unter bestimmten Bedingungen selektiv ein- oder ausgeschaltet werden.
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Bezeichnung Haupteffekt auf die

Experiment Genotyp oder Behandlung Chloroplastenfunktionen

Behandlungen

1200pm Lichtadaptierte Pflanzen geerntet um 12.00 pm vs. dunkel Zirkadiane Rhythmik, Photosynthese und
adaptierte Pflanzen geerntet um 7.30 am nach 30min Licht andere Funktionen

1600pm Lichtadaptierte Pflanzen geerntet um 16.00 pm vs. dunkel Zirkadiane Rhythmik, Photosynthese und
adaptierte Pflanzen geerntet um 7.30 am nach 30min Licht andere Funktionen

1830pm Lichtadaptierte Pflanzen geerntet um 18.30 pm vs. dunkel Zirkadiane Rhythmik, Photosynthese und
adaptierte Pflanzen geerntet um 7.30 am nach 30min Licht andere Funktionen

lh D Lichtadaptiert nach 1h Dunkelheit vs. lichtadaptiert Photosynthese und andere Funktionen

1week 1 Woche alte Pflanzen vs. 4 Wochen alte Pflanzen Entwicklung des Chloroplasten

oh tec 1h L_icht nach_ 1h Dunkelheit vorher lichtadaptierter Pflanzen Photosynthese und andere Funktionen

- vs. lichtadaptiert
2weeks 2 Wochen alte Pflanzen vs. 4 Wochen alte Pflanzen Entwicklung des Chloroplasten
3weeks 3 Wochen alte Pflanzen vs. 4 Wochen alte Pflanzen Entwicklung des Chloroplasten

blue200micE

blue20micE

HL_1h
HLrec_2d
HLrec 2h
L 1h
L30min

mCO2 2d

mCO2 4d

mec_wou
ML 4C rec 24h 1

ML_4C rec_24h I

ML_4C

pAsc
pBro

pBroL
pCK
pCO2_10d
pCO2_1d
pCO2_6d

pFe

pmildew
pPar

pParL
pPro_2d
pPro_30min
pPro _3h
pPro_6h
PSI_DCMU
PSIL DCMU

PSII
pStau

48 Stunden bei 20 microE Blaulicht vs. 48 Stunden bei 20
microE Weillicht *

48 Stunden bei 200 microE Blaulicht vs. 48 Stunden bei 20
microE WeiBlicht *

1 h hohe Lichtintensitit ® vs. normale Lichtintensitzt ©

48 h Erholung " nach 1 h Lichtstress © vs. bevor Lichtstress ”
2 h Erholung® nach 1 h Lichtstress © vs. bevor Lichtstress ”

1 h normale Lichtintensitit " vs. iiber Nacht dunkel adaptiert
30 min normale Lichtintensitit ® vs. dunkel adaptiert
Niedrig-CO,-Stress: 2 d mit 0.003 % (v/v) CO, vs. normale
CO,-Konzentrationen

Niedrig-CO,-Stress: 4 d mit 0.003 % (v/v) CO, vs. normale
CO,-Konzentrationen

2 Tage nach mechanischer Verletzung vs. ohne Verletzung
24 h mittlere Lichtintensitit ¢ bei 4 °C vs. 20 °C

24 h Erholung nach 24 h mittlerer Lichtintensitit ¢ bei 4°C vs.
20°C*®

24 h Erholung nach 24 h mittlerer Lichtintensitit ¢ bei 4°C vs.
4°C*

4 h H,0 +4 h 25 mM Ascorbat (pH 5,5) vs. § h H,O ©
Behandlung mit dem Herbizid Bromoxynil vs. unbehandelt
Behandlung mit dem Herbizid Bromoxynil im Licht vs.
Behandlung mit Bromoxynil in Dunkelheit

Mit Cytokinin behandelte (2 h) Zellkultur vs. unbehandelte
Zellkultur ®

Hoch-CO,-Stress: 10 d mit 1 % (v/v) CO; vs. normale CO,-
Konzentrationen

Hoch-CO,-Stress: 1 d mit 1 % (v/v) CO, vs. normale CO,-
Konzentrationen

Hoch-CO,-Stress: 6 d mit 1 % (v/v) CO, vs. normale CO,-
Konzentrationen

Eisen-Stress: Blatter bespriiht mit einer Eisenlosung (0.06%
Fe?-Chelat-Losung) vs. ohne Behandlung

2 Tage nach Mehltau-Infektion vs. ohne Infektion
Behandlung mit Herbizid Paraquat vs. unbehandelt
Behandlung mit Herbizid Paraquat im Licht vs. Behandlung
mit Paraquat in Dunkelheit

48 h 100mM Prolin vs. ohne Behandlung
30’ mit 100 mM Prolin-Behandlung vs. H,0-Behandlung "
3 h mit 100 mM Prolin-Behandlung vs. H,0-Behandlung "

6 h mit 100 mM Prolin-Behandlung vs. H,0-Behandlung "

Wachstum unter PSI-spezifischem Licht und behandelt mit
dem Elektronentransport-Inhibitor DCMU vs. PSII-Licht *
Wachstum unter PSII-spezifischem Licht und behandelt mit
dem Elektronentransport-Inhibitor DCMU vs. PSI- Licht |
Wachstum unter PSII-spezifischem Licht und behandelt mit
dem Elektronentransport-Inhibitor DCMU vs. PSII- Licht
4 H,0 + 4 h 25 mM Staurosporin (pH 5,5) vs. §h H,O

Photosynthese und andere Funktionen

Photosynthese und andere Funktionen

Photosynthese und andere Funktionen
Verschiedene Funktionen
Verschiedene Funktionen
Photosynthese und andere Funktionen
Photosynthese und andere Funktionen

Calvin Zyklus, Respiration

Calvin Zyklus, Respiration

Induzierte Seneszenz, Verwundungsstress
Photoinhibition der Photosysteme

Photoinhibition der Photosysteme

Photoinhibition der Photosysteme

Verschiedene Funktionen
Photosynthese und andere Funktionen

Photosynthese und andere Funktionen
Verschiedene Funktionen

Calvin Zyklus, Respiration

Calvin Zyklus, Respiration

Calvin Zyklus, Respiration

Oxidativer Stress

Induzierte Seneszenz, Verwundungsstress
Photosynthese und andere Funktionen

Photosynthese und andere Funktionen

Erhohte (toxische) Konzentrationen von
zelluldrem Prolin
Erhohte (toxische) Konzentrationen von
zelluldrem Prolin
Erhohte (toxische) Konzentrationen von
zelluldrem Prolin
Erhohte (toxische) Konzentrationen von
zelluldrem Prolin

Photosynthese, Redoxstatus des Plastiden
Photosynthese, Redoxstatus des Plastiden

Photosynthese, Redoxstatus des Plastiden

Photosynthese und andere Funktionen

Fortsetzung Tabelle 3.1. —
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3. Ergebnisse

4 h 2uM Staurosporin + 4 h 25 mM Ascorbat (pH 5,5) vs. 4 h

pStaupAsc 25 mM Ascorbat " Photosynthese und andere Funktionen
pSuc MS-Medium mit 2% Saccharose vs. ohne Behandlung Photosynthese und andere Funktionen
pSuc_30min 30 min Saccharose-Behandlung* vs. H,O Behandlung " Photosynthese und andere Funktionen
pSuc_3h 3 h Saccharose-Behandlung * vs. H,O Behandlung " Photosynthese und andere Funktionen
pSuc_6h 6 h Saccharose-Behandlung* vs. H,O Behandlung " Photosynthese und andere Funktionen
red200micE é\‘éel;ﬁtl)fclhztg microE Rotlicht vs. 48 Stunden bei 20 microE Photosynthese und andere Funktionen
red20micE L\‘Se}ilﬁ?ieclhzﬂo microE Rotlicht vs. 48 Stunden bei 20 microE Photosynthese und andere Funktionen
root Waurzel vs. Rosettenblitter Unterschiedlich Pflanzengewebe
stem Stingel vs. Rosettenblatter Unterschiedlich Pflanzengewebe
Mutanten
Fehlt AAP3-Protein der Wurzel:
aap3 aap3 vs. WT " beeintrachtigter Aminosauren-Import im
Wurzelgewebe
Fehlt AAP6-Protein des Xylems:
aap6 aap6 vs. WT " beeintrachtigte Aufnahme von
Aminosduren im Xylem
. Fehlt Cytochrom c6 Protein atc6
aic6 ateé " vs. WT (Elektronentransport)
m . Fehlt ATP Synthase Untereinheit:
atpe atpcl-1 ™ vs. WT (24 h Licht) Photophosphorylierung
PR Fehlt ATP Synthase Untereinheit:
atpd atpd-1 ™" Maiwald et al., 2003) vs. WT (Tag-Nacht-Rhythmus) Photophosphorylierung
a Fehlt PEP Translokator: Austausch von
cuel cuel-1* (Streatfield et al., 1999) vs. WT Metaboliten, Plastid-Signaling
flubD flu (Meskauskiene et al., 2001), dunkel adaptiert vs. WT, dunkel ~ Fehlt FLU, Ein Regulator der Chlorophyll
adaptiert Biosynthese
fluL flu (Meskauskiene et al., 2001) Licht-adaptiert vs. WT, dunkel Fehlt FLU, Ein Regulator der Chlorophyll
adaptiert Biosynthese
gunl gunl-1 (Susek et al., 1993) vs. WT Unbekannt, Plastid-Signaling
. N Fehlt die ChIH-Untereinheit der Mg-
gun5 gun5 (Susek et al., 1993; Mochizuki et al., 2001) vs. WT Chelatase: Plastid-Signaling
hefl145 hef145 ™ vs. WT Aggregation des P}_lotosysteme I gestort:
Chloroplastenen Biogenese
kn09 kn09 " vs. WT Blockiert im mitochondrialen Prolin-

kn09pPro_2d

laf6_D

laf6_L_1h

mak3

pam46
pam48

petc

petel

petel _pete2
Petel_soil
pete2
Pete2_soil

ppil

Hyersensitive Prolin-utante kn09 " mit 100 mM Prolin behandelt
vs. unbehandelter WT

Dunkeladaptierte Arabidopsis laf6-Mutante vs. dunkel
adaptierter WT (landsberg)

1h im Licht adaptierte Arabidopsis laf6-Mutante vs. dunkel
adaptierter WT (landsberg)

atmak3-1 " vs. WT

pam46 ** vs. WT

pam48 ** vs. WT

petC " (Maiwald et al., 2003) vs. WT

petEl " auf MS-Medium gewachsen vs. WT
petELl_petE2 * auf MS-Medium gewachsen vs. WT
petE1l " auf Erde gewachsen vs. WT

petE2 ™ auf MS-Medium gewachsen vs. WT

petE2 ** auf Erde gewachsen vs. WT

ppilP (Jarvis et al., 1998) vs. WT

Katabolismus

Erhohte (toxische) Konzentrationen von
zelluldrem Prolin

Fehlt atABC1-Transporter, Signaltrans-
duktion der Phytochrome, Licht-
regulierten Genexpression

Fehlt atABC1-Transporter, Signaltrans-
duktion der Phytochrome, Licht-
regulierten Genexpression

Defekt in der cytoplasmatischen N-
Acetyltransferase: verschiedene
Funktionen

Defekt eines unbekannten Proteins,
alternierende Photosynthese

Defekt eines unbekannten Proteins,
alternierende Photosynthese

Fehlt Rieske-Protein petC
(Elektronentransport)

Fehlt Plastocyanin-Protein PETE1
(Elektronentransport)

Fehlen die Plastocyanin-Proteine PETEI
und petE2 (Elektronentransport)

Fehlt Plastocyanin-Protein PETE1
(Elektronentransport)

Fehlt Plastocyanin-Protein PETE2
(Elektronentransport)

Fehlt Plastocyanin-Protein PETE2
(Elektronentransport)

Defekt im Import von Chloroplasten-
Vorlauferproteinen

Fortsetzung Tabelle 3.1. —
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3. Ergebnisse

Defekt im Import von Chloroplasten-

. p
ppi2 Ppi2* vs. WT Vorlduferproteinen

4 . Fehlt das plastiddre Ribosomen-Protein
prplll prplll-1 " (Pesaresi et al., 2001) vs. WT PRPL11: plastiddre Proteinsynthese
prsl Prolyl-tRNA-Synthetase Mutante " vs. WT Fehlt Prolyl-tRNA-Synthetase

++ .
Prolyl—tRNA.-Synthetase Mutante ", dunkel adaptiert vs. WT, Fehlt Prolyl-tRNA-Synthetase
dunkel adaptiert

prs2 Prolyl-tRNA-Synthetase Mutante ** vs. WT Fehlt Prolyl-tRNA-Synthetase
Prolyl-tRNA-Synthetase Mutante **, dunkel adaptiert vs. WT,

prsl_D

prs2_ D dunkel adaptiert Fehlt Prolyl-tRNA-Synthetase
-+ Fehlt Photosystem I Protein PSI-D1:
psadl psadl-1"" vs. WT Photosynthese
g Fehlt Photosystem I Protein PSI-E1:
psael psael-1"" (Varotto et al., 2000) vs. WT Photosynthese
. Fehlt Photosystem I Protein PSI-E2:
psae2 psae2 " vs. WT Photosynthese
Weniger als 20 % des Photosystem I
psaf psaf ¢ vs. WT Proteins PSI-F nachweisbar
(Photosynthese)
- Fehlt Photosystem I Protein PSI-G:
psag psag - vs. WT Photosynthese
-+ Fehlt Photosystem I Protein PSI-H2:
psah2 psah2 " vs. WT Photosynthese
i Fehlt Photosystem I Proteins PSI-K und
psah2k psak_psah2 = vs. WT PSI-H2: Photosynthese
- Fehlt Photosystem I Protein PSI-K:
psak psak " vs. WT Photosynthese
g Fehlt Photosystem I Protein PSI-N:
psan psan-1"" vs. WT Photosynthese
o Fehlt Photosystem I Protein PSI-O:
psao psao-1 " vs. WT Photosynthese
-+ Fehlt Photosystem I Protein PSII-S:
psbs Psbs "~ vs. WT Photosynthese; Photoinhibition
h Fehlt Saccharose-Sensor/Transporter
sut2 sut2 vs. WT SUT2; Kohlenhydrattransport
tata tatA? vs. WT Beeintrachtigter Protein-Import tiber die
’ innere Chloroplastenmembran
tic40 tic40® vs. WT Beeintréichtigter Protein-Import tiber die
: innere Chloroplastenmembran
toc120 t0c120” vs. WT Beeintrachtigter Protein-Import iiber die
' dullere Chloroplastenmembran
tocl32 t0c132° vs. WT Beeintrachtigter Protein-Import tiber die
' duflere Chloroplastenmembran
toc160 t0c160° vs. WT Beeintréichtigter Protein-Import tiber die
' duBere Chloroplastenmembran
toc34 t0c34P vs. WT Beeintrachtigter Protein-Import iiber die
' dullere Chloroplastenmembran
toc75 t0c75° vs. WT Beeintrachtigter Protein-Import iiber die
' duflere Chloroplastenmembran
{0c89 10c89° vs. WT Beeintréichtigter Protein-Import liber die
° ' duflere Chloroplastenmembran
iptl PHLvs. WT Triosephosphate (TP)-spezifischer

Transport ist um 95 % reduziert

Tab. 3.1.: Auflistung der untersuchten Wachstumsbedingungen und Genotypen. Jedes
Expressionsprofil (siehe ,,Bezeichnung Experiment*) ist der differentielle Vergleich (siehe ,,Genotyp oder
Behandlung) der Expression des Transkriptoms des Chloroplasten in einer Wachstumsbedingung zu
einer Referenzbedingung oder eines genomischen Status zum Wildtyp. Der vermutete Haupteffekt auf die
Funktionen des Chloroplasten ist beschrieben.* RNA von J. Chory’s Labor; 2000 pmol Photonen m™s™;
¢ 80 wmol Photonen m?s™'; ¢ 100 pmol Photonen m™s™'; ¢ RNA von A. Haldrup; ' RNA von M. Baier’s
Labor; ® RNA von T.Schmiilling; " RNA von W.B. Frommer’s Labor; ' RNA von T. Pfannschmidt; * 60
mM Saccharose in MS-Medium; ™ RNA von J. Meurer’s Labor; P RNA von P. Jarvis’ Labor;  RNA von
U.L Fliigges’ Labor; ™ in unserem Labor isolierte Mutante. WT, Wildtyp.
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3. Ergebnisse

3.2 Analyse des differentiell exprimierten nuklearen

Trankriptoms des Chloroplasten

Die Expression der Gene des nukleédr kodierten Transkriptom des Chloroplasten wurde
in 101 differentiellen Vergleichen von jeweils einer Wachstumsbedingung oder eines
genetischen Status zu einer entsprechenden Kontrollbedingung analysiert. Die
untersuchten, unterschiedlichen Stimuli reichen von Null-Mutationen, die sich auf die
Photosynthese, den Proteinimport in die Plastiden, die Kommunikation zwischen
Organelle und Zellkern oder die Transkriptions- und Translationsmaschinerie des
Chloroplasten auswirken iiber Wachstumsbedingungen, in denen Wildtyppflanzen
unterschiedlichen Lichtqualititen- oder Quantititen, Verdnderungen des atmos-
phérischen CO,-Gehalts, verschiedenen Herbiziden oder Stressbedingungen ausgesetzt
wurden bis zum Vergleich verschiedener Pflanzengewebe und Entwicklungsstufen des
Chloroplasten (Tab. 3.1).

Die Abbildung 3.2 zeigt das signifikant differentiell regulierte Transkriptom von A.
thaliana tiber 101 getestete Wachstumsbedingungen. Mit Hilfe statistischer Methoden
wurde die Anzahl signifikant differentiell exprimierter Gene bestimmt und zwischen
Induktion und Repression der Genexpression in Abhdngigkeit des gegebenen Stimulus
unterschieden. Zur Bestimmung der signifikant differentiell exprimierten Gene wurde
ein proportionales statistisches Modell mit gepoolter Berechnung des Standardfehlers,
ein z-Test, ein nominales Alpha von 0.05 zur Berechnung des Signifikanzniveaus und
die False Discovery Rate zur Korrektur der Rate der Falsch-Positiven gewahlt.

Die absolute Anzahl der signifikant differentiell regulierten Gene variiert sehr stark
innerhalb der 101 Expressionsprofile. Wihrend sich die Behandlung von A. thaliana mit
Bromoxynil (57 Gene) oder Cytokinin (172 Gene) nur auf weniger als 2 % bzw. 5 %
des untersuchten nukledren plastiddren Transkriptoms auswirkt, fiihrt die Behandlung
mit Saccharose (30 min) zu signifikanten Verdnderungen der Expression von

anndhernden 80 % (2603 von 3292 Genen) aller Gene.
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3. Ergebnisse
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Abb.3.2.: Signifikant differentielle Expression des nukleiren plastidiren Transkriptoms unter 101

verschiedenen Bedingungen. Zwei Hauptklassen der transkriptionellen Antwort sind erkennen: in 38

Expressionsprofilen sind mehr als 75 % der signifikant differentiell exprimierten Gene hoch-, in 44

Expressionsprofilen dagegen herunterreguliert. Nur 19 Expressionsprofile zeigen ein +/- ausgewogenes

Verhéltnis von hoch- und herunterregulierten Genen. Die Sdulen stellen die differentiell exprimierten

Gene dar (griin fiir herunter-, rot fiir hochregulierte Gene). Die Abkiirzungen ergeben sich aus Tab. 3.1.
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3. Ergebnisse

Erstaunlicherweise zeigt die Expression des nukledren Transkriptoms des Chloroplasten
in 82 von 101 differentiellen Expressionsanalysen einen eindeutigen Trend. Die
Expression von jeweils mindestens 75 % aller signifikant differentiell exprimierten
Gene ist entweder induziert (in 38 der Expressionsprofile) oder reprimiert (in 44 der
Expressionsprofile). Nur 19 Expressionsprofile zeigen ein mehr oder minder
ausgewogenes Verhdltnis von hoch- zu herunterregulierten Genen. Das impliziert, dass
das nukledre Transkriptom des Chloroplasten tendenziell als Ganzes nach einem
,Entweder- (hochreguliert) Oder- (herunterreguliert) Prinzip reguliert ist. Diese
Vermutung wird im Kapitel 4.2.1 (Seite 84) ausfiihrlich diskutiert.

44 51
prsl petel
vs WT ¢ @ > vs WT
1355 31
38 36 11 il
650 | 16
1632 | 131 9 | 1723
31 nn 42
32
1234 | 88
4 33 | 47
prs2 o —_p ete2
vs WT vs WT
1489 | 92

Abb. 3.3.: Quervergleich der signifikant differentiell regulierten Gene des nukleiren Transkrip-
toms des Chloroplasten von jeweils zwei allelischen Mutanten. Die jeweils gemeinsamen signifikant
differentiell regulierten Gene der allelischen Mutanten prsl und prs2 sowie petel und pete2 wurden
paarweise miteinander verglichen. Fiir jeden Vergleich ist die Anzahl der gemeinsamen identischen Gene
gleichen (hoch/hoch oder runter/runter) oder entgegen gesetzten Trends der Expression (hoch/runter oder
runter/hoch) angegeben. Aus dem Quotienten der gleich regulierten Gene zur Gesamtanzahl der
gemeinsamen Gene errechnet sich ein Distanzmal3 d zweier Expressionsprofile. Je grofler das Distanzmal3

d (max. 1), desto unterschiedlicher sind die Datensétze.
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3. Ergebnisse

Die Auswirkungen der verschiedenen Stimuli auf die Expression des Transkriptoms
sind groftenteils nur sehr schwer vorherzusagen. Zumindest aber ist zu erwarten, dass
sehr dhnliche Stimuli ein sehr dhnliches Expressionsmuster der Gene zeigen. Unter
dieser Pramisse wurde die Reproduzierbarkeit und die Verldsslichkeit der Ergebnisse
der differentiellen Expressionsanalyse durch den Vergleich einiger der
Expressionsprofile untereinander bestétigt. Schon bei der Erstellung des signifikant
differentiell regulierten Transkriptoms ist zu erkennen, dass allelische Mutationen (z.B.:
prsl und prs2, prsl_D und prs2_D, petel und pete2, petel soil und pete2_soil) eine
sehr dhnliche transkriptionelle Antwort zur Folge haben (Abb. 3.2).

Mehr noch zeigt sich im direkten Quervergleich der Expressionsprofile, dass nicht nur
die absolute Anzahl und der vorherrschende Trend (Induktion oder Repression) der
differentiell regulierten Gene {ibereinstimmen, sondern auch dieselben Gene
tiberwiegend gleich reguliert sind (Abb. 3.3). Aus dem paarweise durchgefiihrten
Vergleich der vier Expressionsprofile entsteht eine jeweils etwa 1400 bis 1850 Genen
grole Schnittmenge der gemeinsamen, signifikant differentiell regulierten Gene. Ein
identischer Stimulus durch die allelischen Mutationen fiihrt zu einer hohen

Ubereinstimmung (und einer Distanz d — 0) der Transkriptome.

laf6_L 11 ll

Vs WT
tit
99 113
822
N
gunl — —y fluD
vs WT vs WT

86 60

Abb. 3.4.: Quervergleich der signifikant differentiell regulierten Gene von verschiedenen Mutanten
mit Einfluss auf den Tetrapyrrolmetabolismus. Die jeweils gemeinsamen signifikant differentiell
regulierten Gene der Mutanten des Tetrapyrrolmetabolismus gunl, lafé und flu_D wurden paarweise

miteinander verglichen. Fiir die Erklarung der Abbildung siehe Abb. 3.3.
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Ein Distanzmal} d von anndhernd 1, so wie zwischen den Mutationen des Plastocyanin
auf der einen und der Prolyl-tRNA-Synthetase auf der anderen Seite, zeigt dagegen die
jeweils fast vollstindig entgegen gesetzte Expression der gemeinsamen Gene an.

Das gleiche Phiinomen, die hohe Ubereinstimmung der Transkriptome von #hnlichen
Stimuli und umgekehrt, die groen Distanzen zwischen den Expressionsprofilen von
entgegen wirkenden Stimuli, ist auch im Vergleich der Expressionsprofile der Mutanten
mit beeintrachtigtem Tetrapyrrolmetabolismus [gunl, lafé und flu_D (Abb. 3.4)] und
der Signalling-Mutanten [gunl, gun5 und cuel (Daten nicht gezeigt)] untereinander
deutlich zu erkennen. Diese Beobachtungen konnten auch im Kapitel 3.3.1 (Seite 58)

anhand der Ergebnisse der Clusteranalyse der 101 Transkriptome bestitigt werden.

3.2.1 Funktionelle Klassifizierung des signifikant differentiell

exprimierten Transkriptoms des Chloroplasten

2.5%0.5% @ Photosynthese/Lichtreaktion

O Kohlenhydrat-Metabolismus
O Aminosaren-Metabolismus

B andere metabolische Funktionen

2.9% B Photosynthese/Dunkelreaktion
o)
O Sekundérer Metabolismus
0

2

W Transkription
43.2 O Proteinsynthese
O Proteinphosphorylierung

m Proteinmodifikation
O Sensing, Signalling, zellulare Kommunikation
W Reaktionen auf Stress
4.4% 0O Transport

6.8% 6.9% 7% W Andere

2.7% O nicht klassifiziert

Abb. 3.5.: Funktionelle Klassifizierung des nuklefiren Transkriptoms des Chloroplasten. Die Gene
des nukledren Transkriptoms des Chloroplasten, das durch den 3292-GST-Makroarray reprisentiert ist,
wurden in 15 funktionelle Klassen eingeteilt. Die Zahlen innerhalb der Diagrammsegmente geben den

prozentualen Anteil einer funktionellen Klasse vom gesamten nukledren Transkriptom wieder.
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Abb. 3.6.: Drei Klassen der Antwort des funktionell klassifizierten und differentiell exprimierten
Transkriptoms des Chloroplasten. Anhand der Expressionsprofile petel, prsl und sut?2 sind die drei
Hauptklassen der Antwort des funktionell klassifizierten und differentiell exprimierten Transkriptoms des
Chloroplasten dargestellt. In 26 Expressionsprofilen sind die Gene der Photosynthese gegen den Trend
des gesamten Transkriptoms hochreguliert und in 34 Expressionsprofilen gegen den Trend herunter-

reguliert. Nur unter 41 der 101 Stimuli zeigt das gesamte Transkriptom eine +/- einheitliche Expression.
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Zunichst wurde die Gesamtheit der korrespondierenden Gene bzw. Genprodukte des
3292-GST-Makroarrays anhand ihrer Annotationen in den Offentlich zugingigen
Datenbanken AraCyc und KEGG PATHWAY jeweils einer von 15 funktionellen Klassen
zugeordnet. Die funktionelle Klassifizierung des anndhernd vollstdndigen nukledren
Transkriptoms des Chloroplasten zeigt, dass die Funktion von mehr als 40 % der Gene
bisher nicht bekannt ist (Abb. 3.5). Die néchst groBeren, funktionell definierten Klassen
beinhalten Genprodukte, die bei den Vorgéngen von Transport, Transkription und dem
Metabolismus der Aminosduren der Zelle eine Rolle spielen. Gene des Kerngenoms, die
Proteine der Licht- und Dunkelreaktion der Photosynthese kodieren, machen hingegen

insgesamt nur etwa 3 % des bekannten Transkriptoms des Chloroplasten aus.

Jedes einzelne der 101 Experimente wurde getrennt betrachtet und das jeweils
(unterschiedliche) signifikant differentiell regulierte Transkriptom zur Verdeutlichung
des Einflusses eines Stimulus auf die Genexpression funktionell klassifiziert. Generell
sind die meisten funktionellen Genklassen beziiglich ihrer Expression jeweils mit dem
Trend des gesamten nukledren Transkriptoms reguliert (Abb. 3.6, C).

Die Ausnahme stellen die Gene der Licht- und Dunkelreaktion der Photosynthese dar
(Abb. 3.6, A und B). In insgesamt 60 der 101 differentiellen Expressionsanalysen
wurden die Gene, deren Genprodukte in die Vorgidnge der Photosynthese involviert
sind, gegen den Trend des gesamten Transkriptoms entweder hoch- oder herunter-
reguliert.

Um die Transkriptionsrate der Gene in den 101 Expressionsprofilen und die
Expressionsprofile untereinander detaillierter vergleichen zu konnen, wurde eine

Clusteranalyse aller Expressionsdaten durchgefiihrt.
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3.3 Untersuchung des nuklearen Transkriptoms des Plastiden

durch Clusteranalyse

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen qualitativen Analysen, wird im Clustering
nicht nur zwischen Induktion und Repression der Genexpression unterschieden, sondern
auch die Expressionsrate mit einbezogen (quantitativer Ansatz). Fiir den Vergleich der
101 Expressionsprofile und fiir die Analyse des Expressionsverhaltens der Gene wurden
drei verschiedene Methoden der Clusteranalyse eingesetzt. Hierarchisches Clustering,
SOM- und k-means-Clustering benutzen unterschiedliche Algorithmen und wurden
nebeneinander eingesetzt, um so die Ergebnisse der drei Verfahren gegeneinander
abzusichern.

Auf die Expressionsdaten wurde zuerst Hierarchisches Clustering angewandt, um die
Anzahl der zu erwartenden Cluster fiir die Methoden des Partitioning zu bestimmen
(Abb. 3.7). Als Distanzmal3 wurde die Euklidische Distanz verwendet. Um verléssliche
Ergebnisse zu erzielen, musste die Anzahl fehlender Messwerte in der Distanzmatrix
reduziert werden. Folglich wurden die Expressionsdaten einem Filter unterzogen, so
dass nur die 1616 Gene, die in mindestens 95 von 101 Vergleichen von Proben- und
Referenzbedingung exprimiert worden waren, fiir das Clustering beriicksichtigt wurden.
Das Hierarchische Clustering bietet gegeniiber den Partitioning den Vorteil, dass die zu
erwartende Anzahl an Regulons nicht schon vorab festgelegt werden muss, die Zahl der
Regulons aber nachher fiir das Partitioning genutzt werden kann (Sturn, 2000). In der
Abbildung 3.7 wird deutlich, dass sich aus dem Clustering der Expressionsdaten der
Gene unterschiedlich groBe Gruppen dhnlich regulierter Gene ergeben. Die Distanz der
Gene untereinander wird durch ein Kladogramm wiedergegeben und lésst in diesem
Fall die Unterscheidung in 25 unterschiedlich exprimierte Regulons zu.

Hierarchisches Clustern ermdglicht es, neben den Genen auch die Verwandtschaft der
Experimente darzustellen. Ist der Datensatz der Experimente ausreichend grof3, kann ein
Stimulus durch die Ahnlichkeit bzw. Unihnlichkeit der beobachteten transkriptionellen
Antwort zu den néchstgelegenen bzw. entferntesten Nachbarn im Kladogramm

charakterisiert werden (Abb. 3.8).
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3. Ergebnisse

Abb. 3.7: Hierarchisches Clustering der Expressionsdaten von 1616 Genen iiber 101 Bedingungen.
Dargestellt ist das average linkage Clustering von 101 Probenbedingungen und 1616 Genen, die in
mindestens 95 von 101 Bedingungen differentiell exprimiert worden waren. Dem jeweiligem
differentiellen Expressionswert jedes Gens ist in einer durchgehenden Zeile, unterteilt in die 101 Spalten
der Wachstumsbedingungen, ein Farbcode von griin flir herunterregulierte bis rot fiir hochregulierte
Expression zugeordnet. Das obere Kladogramm gibt die Verwandtschaft der Expressionsprofile wieder,
das Kladogramm auf der linken Seite die Ahnlichkeit des Expressionsverhaltens der Gene. Anhand der
Distanzunterschiede im Kladogramm der Gene wurde das Transkriptom in 25 Regulons unterteilt und die
Regulons farblich gekennzeichnet und nummeriert. Im Kladogramm der Bedingungen sind die
Expressionsprofile mit iiberwiegend herunterreguliertem Transkriptom in griin, die Expressionsprofile
mit vorherrschend hochreguliertem Transkriptom in rot markiert. Fiir eine detaillierte Darstellung des

Kladogramms der Expressionsprofile siche Abbildung 3.8.

3.3.1 Kladogramm der 101 differentiellen Transkriptome

Durch das Hierarchische Clustering der 101 Experimente ergibt sich eine Art Karte der
transkriptionellen Antworten auf die unterschiedlichsten Stimuli (Abb. 3.8). Wie schon
in Abbildung 3.2 gezeigt wurde, fiihrten der iiberwiegende Teil der Wachstums-
bedingungen und Mutationen zu einem entweder vorherrschend hochreguliertem oder
herunterreguliertem nukledren Transkriptom des Chloroplasten.

Obwohl nun nur noch das gemeinsam differentiell exprimierte Transkriptom von 1616
Genen in das Hierarchische Clustering einging, werden beide Klassen der
transkriptionellen Antworten wieder gefunden. Die deutliche Trennung ist im
Kladogramm der Expressionsprofile durch die geringen Distanzen zwischen den
Experimenten innerhalb einer Klasse und die groBen Distanzen zwischen den
Experimenten unterschiedlicher Klassen erkennbar. In einer dritten, kleineren Gruppe
von 26 Expressionsprofilen sind die Gene des Transkriptoms in einem ausgeglichen
Verhiltnis sowohl hoch- wie auch herunterreguliert. So wie bereits im
Uberkreuzvergleich der gemeinsamen, signifikant differentiell exprimierten Gene der
allelischen Mutanten (Abb. 3.3), wird die Verwandtschaft der Expressionsmuster von
identischen Stimuli auch im Hierarchischen Clustering nochmals bestitigt (z.B.: prsl

und prs2, prsl_D und prs2_D, petel und pete2, petel_soil und pete2_soil).
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Abb. 3.8.: Kladogramm der 101 Bedingungen. Zur besseren Ubersicht ist das Kladogramm der

Expressionsprofile aus Abbildung 3.7 modifiziert dargestellt. Die Reihenfolge der Expressionsprofile von

links unten nach rechts unten ist entsprechend der Reihenfolge von links nach rechts in Abb. 3.7. Das

Clustering fiihrt zu einem in drei Klassen aufgeteiltes Kladogramm: Expressionsprofile mit iiberwiegend

induziertem Transkriptom sind in griin (Klasse 1), mit reprimierten Transkriptom in rot (3) markiert. In

einer weiteren, deutlich abgegrenzten Klasse (2), ist das Transkriptom ausgewogen exprimiert.
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3.3.2 Analyse von Regulons

Hierarchisches Clustering wurde sowohl fiir die Experimente als auch fiir die Gene
angewandt (Abb. 3.7). Im Kladogramm der Gene konnten 25 unterschiedlich
exprimierte und unterschiedlich groe Regulons definiert werden. Fiir die
Unterscheidung zwischen getrennt voneinander regulierte Genclustern gibt es im
Hierarchischen Clustering keine festgelegten Grundregeln (Sturn, 2000). Die Kriterien
fiir die Identifizierung der Regulons sind die Distanzen (visualisiert im Kladogramm der
Gene) auf Inter- und Intraclusterebene sowie eine vorher festzulegende Minimalgrof3e
fiir die Anzahl der Gene eines Regulons.

Die Einteilung der Gene nach ihrem Expressionsverhalten in &dhnlich regulierte
Gengruppen unterliegt im Hierarchischen Clustering der subjektiven Betrachtung des
Experimentators. Deshalb wurde fiir die endgiiltige Definition der Regulons SOM-
Clustering durchgefiihrt und dabei die vorher bestimmte Anzahl von 25 zu erwartenden
Regulons verwendet. Das Ergebnis des SOM-Clustering ist nur eine Ebene von
Clustern, die nur Objekte und keine weiteren Cluster enthalten.

Die Regulons entstanden durch 1.616.000 Iterationen, also jeweils 1000 Wieder-
holungen des SOM-Algorithmus fiir jeden der 1616 Genvektoren der 5x5-
dimensionalen Matrix (sieche Kapitel 2.8.3.4, Seite 40). Neben den farblich kodierten
Expressionsraten der Mitglieder jedes Clusters, gibt der Median der Diagramme das
Expressionsverhalten der Gesamtheit der Gene wieder (Abb. 3.9). Jeder der Regulons
zeigt ein ganz spezielles Expressionsmuster und unterscheidet sich dadurch von jedem
anderen Cluster der SOM-Matrix. Die Distanzen der Regulons untereinander sind in
Abbildung 3.11 durch Hierarchisches Clustering dargestellt.

Da das SOM-Clustering einen anderen, iterativen Algorithmus benutzt, findet im
Vergleich zum Hierarchischen Clustering eine teilweise Umverteilung der Gene
zwischen den Regulons statt. Zwar unterscheiden sich die Regulons des SOM-
Clustering in der Anzahl der Gene von den Regulons des Hierarchischen Clustering und
des ebenfalls durchgefiihrten k-means-Clustering (siche auch Abb. A2; Seite 119 ff.),
generell werden aber iiber jede der drei Clustermethoden dieselben, deutlich

voneinander getrennten Expressionsmuster wieder gefunden (Abb. 3.10 A).
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85 Genes 5 1 99 Genes
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Abb. 3.9.: Ergebnis des SOM-Clustering von 1616 Genen. Dargestellt sind die farblich visualisierten
Expressionsdaten der durch SOM-Clustering definierten 25 Regulons (links) und die dazu
korrespondierenden Expressionsdiagramme (rechts) mit SOM-Vektor (blau) und Median (rosa) des
Clusters. Verwendet wurde eine 5x5-dimensionale SOM-Matrix und 1.616.000 (1000 x 1616) Iterationen.
Die Reihenfolge der Bedingungen ergibt sich aus Abb. 3.8.
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3.3.2.1 Vergleich von unterschiedlichen Clusteralgorithmen
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Abb. 3.10.: Vergleich von Hierarchischem, k-means- und SOM-Clustering. Die hohe Ubereinstim-
mung der Ergebnisse der drei Clusteralgorithmen ist exemplarisch anhand von Regulon 1 und 2 aus dem
Hierarchischem Clustering gezeigt. Schon in A. wird deutlich, dass die Partitioning-Methoden sehr
dhnliche Expressionsmuster geclustert haben. Die Mediane des SOM-Clusters 5-1 und des k-means-
Clusters S sind anndhernd deckungsgleich. Dieses Expressionsmuster findet sich auch in den Clustern 1
und 2 des Hierarchischen Clustering wieder. In B. ist zu erkennen, dass die Gene des HCL-Regulon 1 und

2 durch die Clusteralgorithmen des Partitioning groftenteils zu einem Cluster vereinigt worden sind.
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Mit dem Vergleich verschiedener Clusteralgorithmen sollten die Ergebnisse der
Clusteranalyse verifiziert werden. In der Abbildung 3.10 sind die Ergebnisse der
verschiedenen Clusteralgorithmen anhand des subjektiv erstellten Regulons 1 und
Regulons 2 aus dem Hierarchischen Clustering exemplarisch dargestellt und
miteinander verglichen worden. Es ist zu erkennen, dass 86% der Gene des SOM-
Clusters 5-1 bzw. 98 % des Cluster k-means S aus den Regulons 1 und 2 des HCL
stammen. Unter Vorgabe der 25 zu erwartenden Regulons aus dem HCL wurden durch
die Algorithmen des Partitioning die meisten der Gene der HCL-Regulons 1 und 2 zu
einem Regulon vereinigt. Ein Vergleich der Methoden des Partitioning untereinander
zeigt sogar noch eine deutlichere Ubereinstimmung. 95 % der Gene des k-means-

Regulons S sind auch durch den SOM-Algorithmus miteinander geclustert worden.

3.3.2.2 Expressionsmuster der Regulons

Da durch SOM-Clustering nur eine Ebene von Clustern entsteht und der Algorithmus
kein Distanzmal} fiir die Verwandtschaft der Cluster untereinander angibt, wurden die
SOM-Cluster durch die Software GEPAS nochmals hierarchisch geclustert (Abb. 3.11).
Das Ergebnis ist ein Kladogramm der Interclusterdistanzen. Dadurch lassen sich die
Regulons identifizieren, die entweder sehr dhnlich, oder noch wichtiger, sehr unéhnlich
zum Rest des Transkriptoms reguliert sind. Je groBBer die Distanz eines Regulons zum
Rest des Transkriptoms ist, desto eher stellt er ein Zielobjekt fiir die Suche nach
tiberreprédsentierten regulatorischen Elementen der Genexpression und funktionellen
Genklassen dar.

Im Kladogramm ist zu erkennen, dass die Gesamtheit der Gene von fiinf (SOM 5-1 und
SOM 5-2 sowie SOM 5-3, SOM 5-4 und SOM 5-5) der 25 Regulons ein sehr spezielles
Expressionsverhalten zeigen, das sich deutlich vom allgemeinen Trend des iibrigen
Transkriptoms unterscheidet. Da die Gene von Regulon 1 und 2 aus dem Hierarchischen
Clustering zum grofiten Teil in Regulon SOM 5-1 wieder zu finden sind, lésst sich dies
im Kladogramm des Hierarchischen Clustering auch visuell nachvollziehen (siche Abb.
3.7). Zusitzlich ist fiir jedes Regulons der prozentuale Anteil der Gene angegeben, die

nicht fiir Proteine des Plastiden kodieren.
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der Bedingungen ergibt sich aus Abb. 3.8.

SOM5-1( 3%)
SOM5-2 (22%)
SOM 1-1(42%)
SOM 1-2 (40%)
SOM2-1(35%)
SOM2-2 (31%)
SOM 1-3 (21%)
SOM 1-4 (13%)
SOM2-4( 5%)
SOM2-5( 6%)
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SOM 5.3 (52%)
SOM5-4 (28%)
SOM5-5( 4%)

Abb.3.11. Hierarchisches Kladogramm der SOM-Regulons. Das Kladogramm gibt die Distanzen der
Regulons untereinander wieder. Die Gene der Regulons der X-Dimension 5 der SOM-Matrix sind im
Vergleich zum Rest des Transkriptoms sehr speziell exprimiert (markiert in rot). Die Saulen der
Expressionsdiagramme geben den Median der Expressionsrate aller Gene eines Regulons fiir jede der
Bedingungen wieder (entsprechend Abb. 3.9). Die Prozentangaben beziehen sich auf den Anteil der Gene

eines Regulons, die nicht plastiddre Proteine kodieren (siche nachfolgendes Kapitel 3.3.2.4). Die
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Abb. 3.12.: Vergleich der Expression der Gene mit ¢TP gegeniiber Genen anderer subzellulirer
Lokalisationen bzw. der Expression der Gene von ausgewéhlten Regulons. Die Reihenfolge der 101

Expressionsprofile wurde nach dem Median der Expression aller Gene mit pradiktiertem ¢TP (A) sortiert.
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In Abbildung 3.12 sind die Expressionsprofile aufsteigend nach dem Median der
Expression aller Gene mit pridiktiertem cTP sortiert worden. Es ist deutlich zu
erkennen, dass es keine signifikant unterschiedliche Regulation der Expression
zwischen den Genen gibt, die Proteine des Chloroplasten kodieren und denen, deren
Genprodukte anderswo in der Zelle lokalisiert sind (siehe Abb. 3.12, A und B).

Im Gegensatz dazu sind die Gene des Regulons SOM 4-1 (D) sehr héufig, die Gene des
Regulons SOM 5-1 (C) sogar iiberwiegend, entgegen dem Trend der Expression aller
Gene des durch den Makroarray reprisentierten Transkriptoms exprimiert.
Exemplarisch fiir den Grossteil der iibrigen Regulons zeigt sich in Regulon SOM 3-5
(E), dass selbst in den Genclustern, deren Mitglieder sich wie im Falle der beiden oben
genannten Regulons fast ausschlieflich aus Chloroplastengenen rekrutieren, keine
deutlich unterschiedliche Expression im Vergleich zu den Genen festgestellt werden

kann, die Proteine anderer subzelluldrer Lokalisation kodieren.

3.3.2.3 Zusammenhang zwischen Genexpression und subzellularer

und subplastidarer Lokalisation der Genprodukte

Das Design des Makroarrays basiert auf der computerunterstiitzten Pradiktion und/oder
dem experimentelle Nachweis der subzelluldren und zum Teil auch der subplastiddren
Lokalisationen, der vom nukledren Genom von A. thaliana kodierten, Genprodukte. 631
nukleédre Gene, die zusétzlich zu den 2661 Chloroplastengenen des Kerns in das Set der
Hybridisierungssonden des Arrays aufgenommen wurden, kodieren Proteine des
Mitochondriums (7 %), des Sekretorischen Systems (6 %) oder anderer Lokalisationen
(8 %) (Abb. 3.13). Dieses Design des Makroarrays erlaubt es, einen moglichen
Zusammenhang zwischen Genexpression und subzelluldrer Lokalisation des
Genprodukts zu untersuchen.

Der Anteil der Gene eines Regulons, die nicht fiir plastiddre Proteine kodieren, variiert
zwischen den Genclustern sehr stark (Abb. 3.11). Wéhrend in einigen Regulons fast
ausschlieBlich nukledre Chloroplastengene zu finden sind (z.B.: SOM 5-1, SOM 4-1),
kodieren mehr als die Hélfte der Gene des Regulons SOM 5-3 Proteine anderer

subzelluldrer Lokalisation.
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B Chloroplast

B Thylakoide
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O Andere
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Abb. 3.13.: Subzellulire und subplastidire Lokalisationen der Genprodukte des 3292-GST-
Makroarrays. Das vorhergesagte nukledre Transkriptom des Chloroplasten beinhaltet 2661 Gene (Richly
et al, 2003) und macht damit etwa 80 % des durch den 3292-GST-Makroarray abgebildeten
Transkriptoms aus. 9 % dieser Gene kodieren Proteine der Thylakoide, wiahrend durch 7 %, 6 % und 8 %
aller gespotteten GSTs Teile des nukledren Transkriptoms des Mitochondriums, des Sekretorischen
Systems und anderer subzelluldrer Lokalisationen abgebildet werden (Design des DNA-Arrays und Blast-

Analyse der subzelluldren Lokalisationen der Genprodukte von Varotto und Richly).

Ein noch deutlicheres Bild ergibt sich bei der Betrachtung der subplastididren
Lokalisationen. Fiir 147 Genprodukte der 1616 Gene des Gesamtdatensatzes konnte
bisher der experimentelle Nachweis fiir die Lokalisation integral oder peripher der
Thylakoidmembran oder im Lumen der Thylakoide erbracht werden (PPBD).

Eindeutig sind Gene fiir Thylakoidproteine in Regulon SOM 5-1 tiberreprisentiert und
machen etwa 65 % aller Gene des Clusters aus (Abb. 3.14). In Regulon SOM 4-1
kodieren anndhernde 40 % der Gene und in Regulon SOM 5-2 immerhin 21 % der Gene
fiir Proteine, die in den Thylakoiden lokalisiert sind.
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70

147 Thylakoidgene (9.2 % von 1616)

Thylakoidproteine

Abb. 3.14: Verteilung der 147 in den Thylakoiden lokalisierten, nukleir kodierten Genprodukte
auf die Regulons. Fiir 147 (9,2 %) der 1616 Genprodukte des nukledren Transkriptoms des Chloro-
plasten ist der experimentelle Nachweis fiir die Lokalisation im Thylakoidlumen oder peripher oder inte-
gral in der Thylakoidmembran erbracht. Der tatsdchlichen Anzahl der Thylakoidgene (schwarze Séulen)

eines Regulons ist die zu erwartende Anzahl (graue Sdulen) bei zufélliger Verteilung gegeniiber gestellt.

3.3.24 Funktionelle Analyse der Regulons

Um die zufillig zu erwartende relative Verteilung mit der tatsdchlichen Verteilung der
funktionellen Genklassen innerhalb eines Regulons vergleichen zu kénnen, wurden die
1616 Gene des gefilterten, differentiell regulierten Transkriptoms beziiglich der
Zugehorigkeit zu Regulons funktionell klassifiziert.

Drei Regulons konnten identifiziert werden, die eine deutliche Akkumulation einer oder
mehrerer funktioneller Genklassen aufweisen. Im Regulon SOM 5-1, der, wie aus dem
Hierarchischen Clustering der Regulons hervorgeht, zusammen mit Regulon SOM 5-2
sehr speziell reguliert zu sein scheint (Abb. 3.11), ist die Klasse der Photosynthesegene
eindeutig liberreprisentiert (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15.: Funktionelle Klassifizierung der Gene des Regulons SOM 5-1. Die Gene des Regulons
wurden in 15 funktionelle Klassen unterteilt und die relativen Abundanzen der funktionellen Genklassen
(schwarze Saulen) im Regulon mit der Verteilung der funktionellen Genklassen im gesamten
Ausgangsdatensatz des 1616 Gene umfassenden Transkriptoms verglichen (graue Séulen). Regulon SOM

5-1 beinhaltet 6.1 % (99 Gene) der Gene des Gesamtdatensatzes.

Fast die Hélfte der Gene des Regulons kodieren Proteine, die in die Licht- oder
Dunkelreaktion der Photosynthese involviert sind. Anders ausgedriickt, finden sich iiber
65 % der Photosynthesegene des gesamten Datensatzes von 1616 Genen in einem
Cluster wieder, der nur etwa 6 % des gefilterten, differentiell exprimierten nukledren
Transkriptoms des Chloroplasten ausmacht (siche auch Abb. Al, Seite 118). Nahezu
alle nukleédr kodierten Untereinheiten der Photosysteme PSI und PSII und der LHCs
sind in diesem Regulon zu finden (siehe Tab. 3.3).

Auch Regulon SOM 5-2 weist eine Akkumulation von Genen auf, die in Beziehung zu

den Vorgingen der der Photosynthese stehen (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16.: Funktionelle Klassifizierung der Gene des Regulons SOM 5-2. Die Gene des Regulons
wurden in 15 funktionelle Klassen unterteilt und die relativen Abundanzen der funktionellen Genklassen
(schwarze Saulen) im Regulon mit der Verteilung der funktionellen Genklassen im gesamten
Ausgangsdatensatz des 1616 Gene umfassenden Transkriptoms verglichen (graue Séulen). Regulon SOM

5-2 beinhaltet 2.3 % (37 Gene) der Gene des Gesamtdatensatzes.

Erstaunlicherweise ist dieser Regulons jedoch weit weniger eindeutig funktionell
definiert als Regulon SOM 5-1, obwohl beide Gene mit sehr &hnlichen
Expressionsverhalten beinhalten.

Das zeigt, dass zwischen zwei untereinander sehr dhnlich, im Vergleich zum restlichen
Transkriptom aber sehr speziell regulierten Regulons, eine eindeutige Trennung nach
der Genfunktion stattgefunden hat. Andererseits unterstreicht dieses Ergebnis das
Potential des SOM-Clustering, unterschiedliche Expressionsmuster zu erkennen und
voneinander zu trennen. Ein weiteres Regulon zeigt eine interessante Verteilung der

funktionellen Genklassen:
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bei Regulon SOM 4-1 sind die Gene der Proteinsynthese deutlich iiberreprasentiert.
20% der zur Klasse der Proteinsynthese zugeordneten Gene des Gesamtdatensatzes
fallen in diesen Gencluster (sieche Abb. Al, Seite 118). Innerhalb der funktionellen
Klasse der Proteinsynthese sind es hier hauptsichlich die Gene der nukledr kodierten

Ribosomenproteine des Chloroplasten, die bei 101 Experimenten &dhnlich reguliert

waren (siehe Tab. 3.4).

51 Gene (3.2 %) SOM 4-1

Anteil in %

Abb. 3.17.: Funktionelle Klassifizierung der Gene des Regulons SOM 4-1. Die Gene des Regulons
wurden in 15 funktionelle Klassen unterteilt und die relativen Abundanzen der funktionellen Genklassen
(schwarze Saulen) im Regulon mit der Verteilung der funktionellen Genklassen im gesamten
Ausgangsdatensatz des 1616 Gene umfassenden Transkriptoms verglichen (graue Sdulen). Regulon SOM

4-1 beinhaltet 3.2 % (51 Gene) der Gene des Gesamtdatensatzes.

Die funktionelle Klassifizierung aller anderen Regulons ist in Abbildung A2 (Seite 119)
dargestellt. Durch die weiterfilhrende Unterteilung in kleinere und enger gefasste

funktionelle Klassen konnten vielleicht auch diese Regulons funktionell definiert

werden.
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3.3.35 Detailanalyse ausgewéhlter Regulons

Anhand der Ergebnisse aus der funktionellen Klassifizierung und der Bestimmung der
subzelluldren und subplastidiren Lokalisationen (Abb. 3.14) der Gene jedes Regulons
sowie der im hierarchischen Kladogramm (Abb. 3.11) dargestellten Distanzen der
Regulons zueinander, wurden die Regulons SOM 5-1 und SOM 4-1 als die
pradestinierten Kandidaten fiir eine tiefer gechende Analyse identifiziert.

Mittels MotifFinder wurde die Héaufigkeit von 6-mer Sequenzmotiven in der
Promoterregion (bis 500 Basenpaare vor dem Startcodon) jedes der Gene dieser
Regulons mit der Frequenz im gesamten Genom verglichen. Der p-Wert wurde durch
die Binominalverteilung bestimmt und nur Sequenzmotive mit einen p-Wert < 107
genauer klassifiziert (nach Hudson & Quail, 2003).

Nach diesen Kriterien konnten ausschlieBlich in Regulon SOM 5-1 {iberreprisentierte
Sequenzmotive identifiziert werden (Tab. 3.2): Die G-Box-Motive ACGTGG/CCACGT
(Uno et al., 2000), GCCACG/CGTGGC (Hudson & Quail, 2003), CACGTG (Toledo-
Ortiz et al., 2003; Hugq et al., 2004) und GGATAA/TTATCC (Hudson & Quail, 2003)
sowie das [-Box-Motiv GATAAG/CTTATC (Escobar et al., 2004) wurden bereits als
cis-regulatorische Sequenzmotive des Netzwerkes der von Phytochrom A regulierten
Genexpression in der Literatur beschrieben. Ein weiteres {iberreprésentiertes
Sequenzmotiv (ATGTGG/TACACC) ist jedoch bisher nicht mit der lichtregulierten
Expressionskontrolle in Verbindung gebracht worden.

Die funktionelle Klassifizierung des differentiell regulierten Transkriptoms erlaubte es,
in der grofBen Datenmenge der 1616 Genen, die sich nach ihrem Expressionsmuster in
25 deutlich voneinander verschiedene Regulons einteilen lieBen, iibergeordnete Muster
mit wichtiger biologischer Information zu extrahieren. Um eine mogliche funktionelle
Beziehung einiger oder mehrerer Gene eines Regulons untereinander zu analysieren,
miissen die Mitglieder eines potentiell interessanten Regulons genauer betrachtet
werden. In den Tabellen 3.3 und 3.4 sind die Gene der Regulons SOM 5-1 und SOM 4-
1 zusammen mit den Ergebnissen der funktionellen Klassifizierung der Genprodukte,
der Bestimmung der subzelluldren und subplastiddren Lokalisationen sowie der Analyse

iiberreprasentierter Sequenzmotive in der Promoterregion der Gene aufgelistet.
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Sequenzen mit Alle Sequenzen
oligoMer mind. 1 des Genoms p-Wert Typ Signalling-Typ
oligoMer mit mind. 1 oM
ABR phyA-Signalling/
1 ACGTGG 42/97 3817/28088 6.88E-13  G-Box ABA-Signalling
ABR phyA-Signalling/
CCACGT 42/97 3818/28088 6.94E-13  G-Box ABA-Signalling
phyA-Signalling
(zirkadiane
2 GCCACG 32/97 2291/28088 2.59E-12  G-Box Rhytmik)
phyA-Signalling
(zirkadiane
CGTGGC 32/97 2291/28088 2.59E-12  G-Box Rhytmik)
3| CACGTG 33/97 2819/28088 1.13E-10  G-Box phyA-Signalling
G-Box /
4 GGATAA 48/97 6337/28088 4.22E-09 Gata phyA-Signalling
G-Box /
TTATCC 48/97 6337/28088 4.22E-09 Gata phyA-Signalling
5 GATAAG 48/97 6488/28088 9.29E-09 I-Box phyA-Signalling
CTTATC 48/97 6489/28088 9.34E-09 I-Box phyA-Signalling
6 ATGTGG 36/97 5128/28088 6.00E-06 ? ?
TACACC 36/97 5128/28088 6.00E-06 ? ?

Tab. 3.2.: Uberrepriisentierte 6-mer Sequenzmotive in der Promoterregion der Gene des Regulons
SOM 5-1. Finf der sechs iiberreprisentierten 6-mer Sequenzmotive in der Promoterregion (500 bp vor
dem Startcodon) der Gene des Regulons SOM 5-1 sind G-Box-, GATA- oder I-Box-Motive, die bereits
als regulatorische Elemente des phyA-Signallings identifiziert worden waren. Die Funktion eines

weiteren Motivs (ATGTGG/TACACC) ist bisher nicht beschrieben worden.

Bei genauerer Betrachtung der Gene des Regulons SOM 5-1 fillt auf, dass auller den
funktionell in Beziehung stehenden Untereinheiten der Photosysteme und der
Lichtsammelkomplexe weitere funktionelle Subklassen gefunden werden. Die drei
Glycerinaldehyd-3-Phosphate-Dehydrogenasen (GAP) des Datensets sind ebenso
dhnlich exprimiert, wie die kleinen nukledr kodierten Untereinheiten und die
plastomkodierte groe Untereinheit der RuBisCo.

Neben einer Vielzahl von Untereinheiten der plastiddiren Ribosomen sind auch die
Thioredoxine deutlich iiberreprédsentiert. Interessanterweise finden sich mit der Mg-
protoporphyrinlX-Chelatase (CHLI) und der Mg-ProtoME-Cyclase zwei Enzyme des
Tetrapyrrolmetabolismus wieder, dessen Intermediate direkten Einfluss auf die
Expression photosyntheserelevanter Gene im Kern zu haben scheinen (Surpin et al.,

2002).
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UNIQID |PPDB|1(2]3|4|5 Fkt. Genklasse Annotation

At3926650 X amino acid metabolism ggﬁ%?&iﬁéﬁiiiﬁ%ﬂ%ﬁ (tgap A)

At1g12900 amino acid metabolism glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

At1g42970 X olo amino acid metabolism gcheraldehyde-3-phosphate

ehydrogenase

At2914750 o] amino acid metabolism adenosine phosphosulfate kinase

At3954050 o|lo|o]|oO carbohydrate metabolsim fructose-bisphosphatase precursor

At4g38970 o} carbohydrate metabolsim putative fructose-bisphosphate aldolase

At3g01500 X o|o other carbonic anhydrase, location in thylakoid

At3962030 0 other peptidylprolyl isomerase ROC4

At3g11170 other metabolic functions omega-3 fatty acid desaturase

At5g61410 other metabolic functions ribulose-5-phosphate-3-epimerase

At5g05580 other metabolic functions omega-3 fatty acid desaturase

At1g56190 o] photosynthesis/dark reaction | phosphoglycerate kinase, putative

At1g32060 o|o photosynthesis/dark reaction | phosphoribulokinase precursor

rbcL X photosynthesis/dark reaction | large subunit of RuBisCO

At5g38430 o] photosynthesis/dark reaction | RuBisCO small chain 1b precursor

At5g38420 o|lo|o|o]|oO photosynthesis/dark reaction | RuBisCO small chain 2b precursor

At1g67090 X o|lo]|o o] photosynthesis/dark reaction | RuBisCO small unit, putative

At4g09650 X o|o o] photosynthesis/light reaction | AtpD; ATP synthase delta subunit

At3g61470 X o|lo|o|o]|oO photosynthesis/light reaction | Lhca2

At1g61520 X o|lo|o|o]|oO photosynthesis/light reaction | Lhca3

At3g47470 X o] photosynthesis/light reaction | Lhca4

At1g29920 X o] o|o photosynthesis/light reaction | Lhcb1.1 (LHCP AB 160)

At1g29910 X o] photosynthesis/light reaction | Lhcb1.2 (LHCP AB 180)

At2934430 X o] photosynthesis/light reaction | Lhcb1.4

At2934420 X o] photosynthesis/light reaction | Lhcb1.5

At2g05100 X o] photosynthesis/light reaction | Lhcb2.1

At2g05070 X photosynthesis/light reaction | Lhcbh2.2

At5954270 X o] photosynthesis/light reaction | Lhch3 chlorophyll a/b binding protein

At5g01530 X o|lo|o o] photosynthesis/light reaction | Lhcb4.1 (CP29)

At3g08940 X o] photosynthesis/light reaction | Lhcbh4.2 (CP29)

At2g40100 X o] photosynthesis/light reaction | Lhcb4.3 (CP29)

At4910340 X o] photosynthesis/light reaction | Lhcb5 (CP26)

At1g15820 X o|o o|o photosynthesis/light reaction | Lhch6 (CP24)

At1g76100 X o] o] o] photosynthesis/light reaction | PetE1 (plastocyanin)

At19g20340 X o] o] o] photosynthesis/light reaction | PetE2 (plastocyanin)

At1g60950 o|lo|o photosynthesis/light reaction | PetF1; ferredoxin precursor

At1g10960 o|lo|o photosynthesis/light reaction | PetF2; ferredoxin precusor isolog

At2926500 X photosynthesis/light reaction | PetM

atpB X photosynthesis/light reaction | plastid gene product; ATP synthase

At1g03130 X o|o photosynthesis/light reaction | PsaD2

At4g28750 X o|lo|ofo photosynthesis/light reaction | PsaE1l

At2920260 X o|lo|o|o photosynthesis/light reaction | PsaE2

At1g31330 X o|o photosynthesis/light reaction | PsaF

At1g55670 X o|lo]|o photosynthesis/light reaction | PsaG

At3916140 X o|lo|o|o]|oO photosynthesis/light reaction | PsaH1

At1g52230 X o|lo|o o] photosynthesis/light reaction | PsaH2

At1g30380 X o|o photosynthesis/light reaction | PsaK

At5964040 X o] o|o photosynthesis/light reaction | PsaN

At5g66570 X o|lo|o|o]|oO photosynthesis/light reaction | PsbO1

At3g50820 X o|lo|ofo photosynthesis/light reaction | PsbO2

At2g30790 X o|lo|o|o]|oO photosynthesis/light reaction | PsbP2

At4921280 X o|o|o o] photosynthesis/light reaction | PsbQ1

At4905180 X o|lo|o o] photosynthesis/light reaction | PsbQ2

Fortsetzung Tabelle 3.1. —
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At1g79040 X o] photosynthesis/light reaction | PsbR

At1g44575 X 0 photosynthesis/light reaction | PsbS protein

At3g21055 X o] o] photosynthesis/light reaction | PsbT1

At1g51400 X o] o] photosynthesis/light reaction | PsbT2

At2906520 X o] o] photosynthesis/light reaction | PshX

Atlg67740 X o] photosynthesis/light reaction | PsbY

At2g04700 o} o photosynthesis/light reaction | FTR; ferredoxin-thioredoxin reductase
At2g39470 X o] photosynthesis/light reaction | thylakoid lumen protein, PsbP domain
At1g02560 X protein modification and fate | Clp protease proteolytic subunit (nClpP1)
At5g50920 X o] protein modification and fate | ClpC-V

At4g03520 X protein modification and fate | m-type thioredoxin

At2930950 X protein modification and fate | putative ftsH chloroplast protease (VAR2)
At1g03680 X o] protein modification and fate | putative thioredoxin-m

At2g28800 X o] protein modification and fate | chloroplast membrane protein ALBINO3
At39g02730 0 protein modification and fate | thioredoxin f1

At3915360 X 0 o] protein modification and fate | thioredoxin m4

At2g37220 X protein synthesis RNA-binding protein cp29

At3925920 protein synthesis chloroplast ribosomal protein L15
At1g35680 0 protein synthesis chloroplast ribosomal protein L21
At5g54600 o} protein synthesis chloroplast ribosomal protein L24
At3g62410 o} o} protein synthesis CP12 protein precursor-like protein
At3927850 X 0 protein synthesis chloroplast 50S ribosomal protein L12-C
At2947400 0 protein synthesis putative chloroplast protein CP12
At2g33450 protein synthesis chloroplast ribosomal protein L28
At5914320 protein synthesis chloroplast ribosomal protein S13
At4934050 secondary metabolism caffeoyl-CoA O-methyltransferase - like
At4918480 o} secondary metabolism Mg-protoporphyrin IX chelatase (CHLI)
At39g56940 X o] secondary metabolism Mg-ProtoME cyclase

At5954770 o] secondary metabolism thiazole biosynthetic enzyme (ARAG)
At5g67030 o] secondary metabolism zeaxanthin epoxidase precursor (ABAL)
At4g34190 X stress response stress encanced protein 1 (SEP1), Lil4
At1g09340 0 transcription putative RNA-binding protein
At4g24770 o] transcription RNA-binding protein RNP-T precursor
At5952440 0 transport HCF106

At2g35370 unclassified glycine decarboxylase complex H protein
At1g16030 unclassified heat shock protein 70, Hsp70
At1g12090 o unclassified hypothetical protein

At3g12120 unclassified hypothetical protein

At4901050 X o] unclassified hypothetical protein

At4901150 X unclassified hypothetical protein

At2g45180 unclassified lipid transfer protein (LTP)

At3959400 unclassified putative protein

At4g22890 X o] unclassified putative protein

At4g34350 o] unclassified putative protein

At1g54780 X o] o] unclassified thylakloid lumen protein

At1g21500 0 unclassified unknown protein

Tab. 3.3.: Gene des Regulons SOM 5-1. Die Gene des Regulons sind nach ihrer Zugehorigkeit zu den

funktionellen Genklassen sortiert. Die mit 1, 2, 3, 4, 5 und 6 iiberschriebenen Spalten stehen fiir die phyA-

regulierten cis-Elemente

ACGTGG/CCACGT; 2, GCCACG/CGTGGC; 3, CACGTG; 4,

GGATAA/TTATCC und 5, GATAAG/CTTATC sowie ein bisher nicht klassifiziertes Sequenzmotiv 6,
ATGTGG/TACACC. Die Spalte PPDB gibt den experimentellen Nachweis fiir die Lokalisation des

Genprodukts in den Thylakoiden wieder. Fiir At4g34050 wurde keine N-terminale Zielsequenz, fiir

At2g35370 ein mTP und fiir At2g45180 ein Transitpeptid fiir das Sekretorische System pradiktiert.
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UNIQID | TP |PPDB | Fkt. Genklasse Annotation

At4g08870 | C(2) amino acid metabolism putative arginase

At5g04590 | C(2) amino acid metabolism sulphite reductase

At5g17230 | C(4) carbohydrate metabolsim phytoene synthase

At2942220 | C(1) other hypothetical protein

At39g54900 | C(4) other putative protein

At4915560 | C(1) other metabolic functions DEF (CLA1) protein

At2g37660 | C(1) other metabolic functions unknown protein

At4g04640 | C(1) X photosynthesis/light reaction | AtpC1; ATP synthase gamma subunit

At4g32260 | C(3) X photosynthesis/light reaction | AtpG; ATP synthase beta' chain

At4g17600 | C(3) X photosynthesis/light reaction | Lil3 protein (similar to LHC group of proteins)

At5g47110 | C(2) photosynthesis/light reaction | Lil3 protein (similar to LHC group of proteins)

At4g12800 | C(5) X photosynthesis/light reaction | PsalL

At1g50250 | C(3) X protein modification and fate | chloroplast FtsH protease, putative VAR2

At1g12410 | C(5) X protein modification and fate | ClpP-protease

At4g24280 | C(3) X protein modification and fate | heat shock protein 70, putative / HSP70

At3g01480 | C(2) X protein modification and fate | peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, TLP 40 rotamase

At1g54500 | C(3) X protein modification and fate | rubredoxin, putative

At1g50320 | C(5) protein modification and fate | thioredoxin, putative

At1g32990 | C(1) protein synthesis chloroplast ribosomal protein L11

At1g79850 | C(3) protein synthesis chloroplast ribosomal protein S17; HCF60 (maize)

At1g68590 | C(1) X protein synthesis plastid-specific 30S ribosomal protein 3 / PSRP-3

At4934110 | C(5) protein synthesis poly(A)-binding protein

At1g64510 | C(1) X protein synthesis chloroplast plastid ribosomal protein S6

At5g13510 | C(5) protein synthesis chloroplast ribosomal protein L10

At3g54210 | C(1) protein synthesis chloroplast ribosomal protein L17

At1g48350 | C(1) protein synthesis chloroplast ribosomal protein L18

At2g43030 | C(5) protein synthesis chloroplast ribosomal protein L3

At2924090 | C(4) protein synthesis chloroplast ribosomal protein L35

At1g05190 | C(5) protein synthesis chloroplast ribosomal protein L6

At5915760 | C(3) protein synthesis ribosomal protein PSRP3

At4g20360 | C(4) X protein synthesis translation elongation factor EF-Tu precursor,
chloroplast

At3g55120 | C(4) secondary metabolism chalcone isomerase

Atlg44446 | C(3) secondary metabolism chlorophyll a oxygenase, chlorophyll b synthase

At3g51820 | C(3) X secondary metabolism chlorophyll synthetase

At29g20860 | M(3) secondary metabolism lipoic acid synthase (LIP1)

rpoC1 X transcription plastid gene product; RNA polymerase

At5924120 | C(5) transcription RNA polymerase sigma subunit SigE (SigE)

At3g53460 | C(3) X transcription RNA-binding protein cp29 protein

At4g25050 | C(5) transport acyl carrier - like protein

At2g23670 | C(4) X unclassified hypothetical protein

At1g75340 | C(5) unclassified hypothetical protein

At3922690 | C(4) unclassified hypothetical protein

At4g12520 | SP(1) unclassified lipid transfer protein (LTP) family protein

At5914910 | C(3) X unclassified putative protein

At4921210 | C(3) unclassified putative protein

At4g30620 | C(4) unclassified putative protein

At4g31560 | C(1) unclassified putative protein

At2g46820 | C(3) X unclassified unknown protein

At1g15980 | C(5) unclassified unknown protein

At2g20890 | C(5) unclassified unknown protein

At3g22970 | C(1) unclassified unknown protein

Tab. 3.4.: Gene des Regulons SOM 4-1. Siche Tab. 3.3. Die subzelluldre Lokalisation wurde durch die

Pradiktion moglicher Transitpeptide (TP) vorgenommen. C, Chloroplast; O, andere; SP, Sekretorisches

System; M, Mitochondrium.
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In Regulon SOM 4-1 clustern elf ribosomale Untereinheiten, ein Elongationsfaktor der
Translation und zwei RNA-bindende Proteine. Dariiber hinaus finden sich mit der
plastomkodierten RNA-Polymerase und dem nukledr kodierte sigma-Faktor ein
Grofiteil des nukledr kodierten genetischen Apparates des Chloroplasten in diesem
Regulon wieder. Bemerkenswert ist, dass zwar die y- und B-Untereinheiten der ATPase
dhnlich exprimiert sind, die d-Untereinheit der ATPase allerdings im ,,Photosynthese-
Regulon® SOM 5-1 wieder zu finden ist. Diese und weitere Beobachtungen sind in

Kapitel 4.3 (Seite 92) ausfiihrlich diskutiert.
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4 Diskussion

4.1 Ein 3292-GST-Makroarray zur Untersuchung des

plastidaren Transkriptoms

Dem Design des 3292-GST-Makroarrays liegt die mittlerweile vollstindige Sequenz
des Arabidopsis-Genoms zugrunde, so dass ein Set von 1827 nukledr kodierten
Chloroplastengenen (Kurth et al., 2002), noch basierend auf der partiellen genomischen
Sequenzinformation, von Varotto und Richly durch ¢TP-Pradiktion mittels TargetP auf
2661 GSTs erweitert werden konnte. Neben 631 zusitzlich gewéhlten Genen anderer
subzelluldrer Lokalisationen bilden die korrespondierenden mRNAs das nukledr
kodierte Transkriptom des Chloroplasten fast vollstandig ab (Richly et al., 2003).

Die groBe Anzahl von Genen, die Existenz von Introns und die zu Beginn der
Sequenzierungsprojekte nur unvollstindig verfiigbaren Genomsequenzen der Hoheren
Eukaryoten, lieB bis vor kurzem die direkte Amplifizierung von genspezifischen Sonden
(GSTs) von der genomischen DNA nur bei Prokaryoten und einfachen Eukaryoten
(Hefe) zu. Stattdessen wurden und werden teilweise nur die Sequenzen von ESTs fiir
die Expressionsanalyse genutzt (Wang et al., 2000; Schaffer et al., 2001). ESTs
reprisentieren einen groflen Teil des transkribierten Genoms und sind zudem frei von
Intronsequenzen. Da aber nur etwa 75% des durch TargetP pradiktierten nukledr
kodierten Transkriptoms als ESTs annotiert ist, besteht der grofe Vorteil des
verwendeten GST-Makroarrays in der Abbildung des gesamten potentiellen
Transkriptoms.

Dies konnte gezeigt werden, indem 96 % der korrespondierenden Gene des 3292-GST-
Makroarrays in mehr als 10 von 101 Expressionsprofilen differentiell und zumindest in

einem der 101 Experimente, signifikant differentiell verschieden exprimiert wurden

78



4 Diskussion

(sieche Abb. 3.1, Seite 43). Andererseits sind nur etwa 400 Gene, das entspricht 10
Prozent des abgebildeten Transkriptoms, in jedem (101/101) der Experimente als
differentiell exprimiert nachgewiesen worden. Diese Ergebnisse bestdtigen zum einen,
dass auch der Grofiteil der nicht als ESTs annotierten Gene transkribiert wurde und
unterstreicht damit die Vorteile der GST-Methode gegeniiber einem Sondensatz von
ausschlieBlich ESTs (nur 75 % der 3292 GSTs sind als ESTs annotiert). Dariiber hinaus
wird deutlich, dass die Expression der meisten Gene nicht konstitutiv ist und ein
Grofteil der Gene nur auf einen speziellen Stimulus hin exprimiert wird.

Das generelle Problem der statistischen Analyse der Makroarraydaten ist, dass die
Anzahl n der Datenpunkte pro Gen und Experiment klein ist. Dem gegentiber steht die
sehr grole Anzahl p der in einem Experiment untersuchten Parameter (Gene). In der
Literatur wird vom ,large p, small n“-Problem gesprochen. Durch den Einsatz von
ArrayStat konnten die Ergebnisse der Expressionsanalysen statistisch abgesichert
werden. Wurden in fritheren Arbeiten noch unflexible Schwellenwerte fiir die
Unterscheidung von differentiell exprimierten Genen festgelegt [z. B.: eine Expres-
sionsrate zwischen Probe und Referenz von >1.5 bzw. <0.67 (Chen, 2001b); >2.5 bzw.
<0.4 (Kurth et al., 2002); >4 bzw. <0.25 (Notterman, 2001)], wurde in dieser Arbeit fiir
jeden Vergleich ein individuelles Signifikanzniveau in Abhéngigkeit der Qualitdt und
der statistischen Verteilung der Daten berechnet (siehe Kapitel 2.8.2, Seite 35).

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durch die Expressionsanalyse mit dem
verwendeten GST-Makroarray konnten sowohl durch die Methoden der QRT-PCR
(Kurth et al., 2002) als auch mit Northern-Bloting (Kubis et al., 2002) bestétigt werden.

4.2 Effekte von 101 unterschiedlichen Stimuli auf die Expres-

sion des nukleéren Transkriptoms des Chloroplasten

Die Class Discovery versucht verschiedenen Proben aufgrund von Ahnlichkeiten eines
oder mehrerer Parameter in Gruppen einzuteilen, ohne dabei eine moglicherweise
bereits bestehende Klassenzuordnung der Proben in Bezug auf andere Merkmale zu
beachten. In dieser Arbeit wurde das Expressionsverhalten des nukledr kodierten

Transkriptoms des Chloroplasten von A. thaliana als Antwort auf 101 unterschiedliche
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Stimuli untersucht. Von den Stimuli - unterschiedlichen genetischen Status und/oder
speziellen Wachstumsbedingungen der Arabidopsis-Pflanzen - war bekannt, dass sie
sich auf unterschiedliche Chloroplastenfunktionen, darunter die Photosynthese, den
Proteinimport in die Plastiden, die Kommunikation zwischen Organelle und Zellkern
oder die Transkriptions- und Translationsmaschinerie und viele weitere Vorginge im
Organell und in der Zelle auswirken (Tab 3.1, Seite 47). Das Ziel war, eine Beziehung
zwischen den groftenteils bekannten physiologischen Effekten der Stimuli anhand des
daraus resultierenden Expressionsmusters des Transkriptoms des Chloroplasten
herzustellen (Class Prediction). Die zweite Moglichkeit, die Analyse der Gene und der
Regulation der Expression des Transkriptoms, ist wiederum mehr oder weniger
unabhingig vom Wissen iliber die Auswirkungen eines einzelnen Stimulus und bendtigt
Information tber die Gene (Gene Prediction), unter anderem auch, um bisher nicht
klassifizierten Genen eine Funktionen zuordnen zu konnen (Gene Discovery). Dieser
grundsitzlich andere Ansatz wird in Kapitel 4.2.2 ausfiihrlich diskutiert.

Das Transkriptom des Chloroplasten scheint sehr dynamisch zu sein. So sind je nach
Stimulus und bezogen auf die Referenzbedingung zwischen 2 % (pBroL) und 80 %
(pSuc_30’) der Gene signifikant unterschiedlich reguliert (siche Abb. 3.2; Seite 49). Fiir
den GroBteil aller Stimuli gilt, dass sie sich entweder fast ausschlieBlich induzierend
oder aber reprimierend auf die Expressionsrate der Gene auswirken. Nur in etwa 25 %
der Bedingungen ist ein mehr oder weniger ausgeglichen differentiell reguliertes
Transkriptom zu beobachten (siche Abb. 3.2; Abb. 3.7 und Abb. 3.8, Seiten 49, 56 und
58).

Der direkte, paarweise durchgefiihrte Vergleich von einigen ausgewihlten Stimuli
untereinander zeigt, dass diese drei Klassen nicht nur durch den allgemeinen Trend der
Expression des Transkriptoms gebildet werden, sondern auch groBtenteils dieselben
Gene entweder gleichsam reguliert sind oder im Vergleich sehr unterschiedlicher
Stimuli entgegen gesetzt hoch- oder herunterreguliert werden (siehe Abb. 3.3; Seite 50).
So haben sehr dhnliche Stimuli, wie im Falle allelischer Mutanten, eine im hohen Mal3e
qualitativ iibereinstimmende transkriptionelle Antwort zur Folge. Gleiches gilt in den
meisten Fillen auch fiir die Bedingungen, denen schon vorher durch die Class
Prediction (siche Tab. 3.1, Seite 47) ein sehr &hnlicher physiologischer Effekt

zugewiesen worden war. Beispielsweise ist das Expressionsverhalten des Transkriptoms
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der dunkeladaptierten flu-Mutante der gunl-Mutante sehr viel dhnlicher, als dem der
lichtadapierten laf6-Mutante (siche Abb. 3.4, Seite 51; siehe dazu auch Kapitel 1.7.1,
Seite 16).

Fiir den Vergleich aller 101 Stimuli untereinander und auf der Basis des differentiellen
Expressionsverhdltnis einer gemeinsam exprimierten Schnittmenge von 1616 Genen
wurde ein hierarchisches Clustering durchgefiihrt (sieche Abb. 3.7, Seite 56 und Abb.
3.8, Seite 58). Auch hier finden sich die drei oben beschriebenen Hauptklassen der
transkriptionellen Antwort wieder. 40 der untersuchten Stimuli bilden die
Transkriptomklasse 1, die aufgrund der Expressionsrate der 1616 gemeinsam
exprimierten Gene deutlich von den Stimuli separiert sind, die in ein Transkriptom der
Klasse 2 oder Klasse 3 resultieren. Die Transkriptome der Klasse 1 und Klasse 3 (35
Bedingungen) weisen wiederum einander entgegen gesetzt entweder vorherrschend
Induktion (Klasse 3) oder aber Repression (Klasse 1) der Genexpression auf.

In Tabelle 3.1 wurde versucht, die moglichen Effekte jeder der getesteten Bedingungen
auf die Funktionen des Chloroplasten vorherzusagen. Die Grundlage fiir die
Interpretation der Ergebnisse aus dem Hierarchischen Clustering der 101 differentiell
exprimierten Transkriptome bildet zu einem groen Teil die Class Prediction, das
Wissen iiber den physiologischen Effekt einer speziellen Wachstumsbedingung oder
eines genomischen Status. Schon aufgrund moglicher pleiotropher Effekte ist die
Interpretation des Kladogramms der Expressionsprofile schwierig.

Wie zu erwarten war und wodurch die Aussagekraft der Transkriptionskarte (siche Abb.
3.8, Seite 58) bestdtigt wird (deren Grundlage nicht nur die qualitativen, sondern auch
die quantitativen Expressionsdaten sind), sind die Expressionsprofile allelischer
Mutanten aufgrund ihrer Ahnlichkeit direkte Nachbarn (z.B.: prsl und prs2, prsl_D
und prs2_D, petel und pete2, petel_soil und pete2_soil). Viele weitere physiologisch
verwandte Stimuli clustern in jeweils einer der Hauptklassen der transkriptionellen
Antworten. So ist psah2 zusammen mit psak und der Doppelmutante psah2k sowie
weiteren Mutanten der Photosystemuntereinheiten (psaf, psael und psbs) zusammen in
einer Klasse (Klasse 1) wieder zu finden. In dieser Klasse clustern mit cuel, pete und
pStau [wobei Staurosporin die vom Redoxstatus von PSI abhingige und durch
Peroxiredoxin vermittelte Expression vieler photosyntheserelevanter Gene unterdriickt

(Baier et al., 2004)] dariiber hinaus weitere Bedingungen, deren Effekt sich auf die
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nukledre Transkription ebenfalls {iber die Storung des Redoxstatus der
Thylakoidmembran auswirken sollten (diskutiert fiir cuel in Surpin et al., 2002). Neben
cuel und pStau ist mit laf6 eine Mutante in Klasse 1 vertreten, die eine Storung in der
Tetrapyrrol-biosynthese aufweist und als Folge dessen, die Expression einiger nukleérer
Chloroplastengene durch erhohte Konzentrationen von Protoporphyrinogen IX im
Cytosol herabgesetzt sein sollte (siehe auch Kapitel 1.7.1, Seite 16 ff.).
Konsequenterweise finden sich dagegen die gunl, gun5 und die dunkeladaptierte flu-
Mutante in der Transkriptomklasse 3 wieder (siche Abb. 3.8). Auch sie besitzen eine
Mutation im Tetrapyrrolmetabolismus, allerdings sind in diesen Féllen die Aufthebung
der transkriptionshemmenden Effekte durch Mg-ProtoME [gunl, gun5 (Strand et al.,
2003) bzw. die ungehemmte Synthese von 5-Aminoldvulinsdure 3 [flu (Meskauskiene et
al., 2002) Ausloser fiir induzierte Genexpression im Zellkern.

Andererseits wird aber auch deutlich, dass teilweise vermeintlich dhnliche aber nicht
identische Stimuli einen ganz wunterschiedlichen Trend der Expression des
Transkriptoms zeigen konnen. Beispielsweise clustern einige der PSI-Mutanten (psadl,
psag, psan, psao) in der jeweils entgegen gesetzten Transkriptomklasse, obwohl sie
Untereinheiten desselben Multiproteinkomplexes sind. Das gleiche trifft auch auf und
Mutanten der Untereinheiten des Proteinimport-Apparates [toc75 (Klasse 1); toc34,
toc134 (Klasse 2); toc120, toc160, tic40, ppil, ppi2 (Klasse 3)] zu (siche Abb. 3.8).
Diese Ergebnisse sind zundchst unerwartet, allerdings ist bei der Interpretation zu
berticksichtigen, dass teilweise die Mutanten, die man im Zuge der Class Prediction
(siehe Tab. 3.1, Seite 47) in einer gemeinsamen Transkriptomklasse erwarten wiirde
(beispiclsweise die Photosynthese-Mutanten psao, psan, psad und psae), zwar
erstaunlicherweise unterschiedliche Expressionsprofile, andererseits aber wiederum
auch unterschiedliche Phanotypen aufweisen [siche dazu: psae (Varotto et al., 2000);
psad (Ihnatowicz et al., 2004); psao (Jensen et al., 2004)]. Im Falle der beiden ATPase-
Mutanten atpc und atpd ist zu beriicksichtigen, dass sie unter sehr unterschiedlichen
Wachstums- und insbesondere Lichtbedingungen gewachsen sind [atpc, Tag-Nacht-
Rhythmik; atpd, 24 h konstantes Licht (siche Tab. 3.1). Hier scheint der Faktor Licht
den Effekt der Mutation in Bezug auf den Einfluss auf die Transkription der nukledren

Chloroplastengene vollstidndig zu tiberlagern.
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Auch konnen Peptiduntereinheiten ein und desselben  Proteinkomplexes
unterschiedliche Funktionen besitzen. So wird flir die ChlH-Untereinheit (gun5) der
Mg-Chelatase die Funktion eines Konzentrationssensors diskutiert, die allerdings nur
zusammen mit der Untereinheiten ChID und Chll Proto zu Mg-ProtoIX umsetzen kann
(Karger et al., 2001).

Zudem ist die Regulation der Transkription nicht die einzige Mdglichkeit, die Funktion
des Proteoms als Antwort auf einen Stimulus zu modifizieren. Die Koordination der
Genexpression findet zu einem grofen Teil auf posttranskriptionaler Ebene statt
(Petracek et al., 1997, 1998; Sherameti et al., 2002) und auch translationale und
posttranslationale Prozesse (Zerges et al., 2002) kénnen der Anpassung des Proteoms an
unterschiedliche Bedingungen dienen. So nimmt beispielsweise die Photosynthese iiber
den Redoxstatus der TM zwar Einfluss auf die Transkription (Karpinski et al., 1999;
Oswald et al.,, 2001), allerdings werden wohl auch die Stabilitdt der Transkripte
(Petracek et al., 1998), die Beladung der Ribosomen (Tang et al., 2003), die Initiation
der Translation (Shen et al., 2001) und die Protein-Akkumulation (Yang et al., 2001)
iber Redox-Signale modifiziert.

Zumindest auf der Ebene des nukleédr kodierten plastiddaren Transkriptoms scheinen die
zum Teil sehr verschiedenen Stimuli in letztendlich zwei vorherrschende
transkriptionelle Antworten integriert zu werden und entweder in iiberwiegend
Induktion (Klasse 3) oder Repression (Klasse 1) der Genexpression des Transkriptoms
zu resultieren. Dies alles spricht fiir einen auf transkriptioneller Ebene arbeitenden
bindren Hauptschalter, so wie er schon zuvor im Clustering der Expressionsprofile von
35 unterschiedlichen Stimuli beobachtet und beschrieben werden konnte (Richly et al.,
2003) und so wie dessen Existenz hier durch die Erweiterung des Probensatzes auf 101
Bedingungen eindrucksvoll bestitigt werden konnte. Eine weitergehende
Klassifizierung des nukledren Transkriptoms zeigt zudem, dass verschiedene, und zum

Teil entgegengesetzte, Regulationsmechanismen der nukledren Genexpression vorliegen

(siche Kapitel 4.2.2).
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4.2.1 Integration der 101 Stimuli in eine von drei Hauptklassen der

transkriptionellen Antwort

Einer der wichtigsten abiotischen Parameter, iiber den die Genexpression im Zellkern
reguliert wird, ist die Lichtqualitidt und Quantitit. Die Entwicklung des Chloroplasten
wird iiber eine Signalkaskade gesteuert, an deren Anfang die Lichtperzeption durch die
Photorezeptoren des Cytosols steht, die Phytochrome und Cryptochrome (Moeller et al.,
2001). Die Pflanzenzelle reguliert und koordiniert auf diesem Wege unter anderem die
Expression von den nukledren und plastidiren Genen, die die Komponenten des
Photosynthese-Apparates des Chloroplasten kodieren (Strand et al., 2003).
Aus der in dieser Arbeit durchgefiihrten differentiellen Expressionsanalyse geht hervor,
dass bei den meisten getesteten Wachstumsbedingungen eine grofle Anzahl (zumeist
mehr als 1000) von Genen des nukledren Transkriptoms des Chloroplasten
1) als Antwort auf den jeweiligen Stimulus hin eine signifikant verdnderte
Expressionsrate im Vergleich zur entsprechenden Referenzbedingung
aufweisen (siche Abb. 3.2, Seite 49) und
i1) dass 75 % aller Stimuli in einen eindeutigen Trend der Expression des
anndhernd gesamten Transkriptoms resultieren, entweder vorherrschend
Induktion oder vorherrschend Repression.
Diese beiden klar voneinander getrennten Klassen werden durch die bereits bekannten
Signalling-Mutanten gunl, gun5 und die dunkeladaptierte flu-Mutante in der
Transkriptomklasse 3 und durch die infolge der Class Prediction als entgegen gesetzt
vermuteten Stimuli der lichtadaptierte flu-Mutante, der laf6- und der cuel-Mutante
sowie der Behandlung mit Staurosporin (pStau) in Transkriptomklasse 1 charakterisiert
(Abb. 3.8, Seite 58).
Neben den Mutanten der Tetrapyrrolbiosynthese sind im Satz der 101 Bedingungen
viele zusétzliche Stimuli enthalten, die Verdnderungen in einem der vier weiteren
Parameter verursachen sollten, die nach heutiger Ansicht als retrogrades Signal von den
Plastiden zum Zellkern gerichtet Einfluss auf die nukledre Genexpression nehmen [z.B.:

plastiddre Genexpression (prpl1l); ROS (HL 1h); Redoxstatus der Thylakoidmembran
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und der Thioredoxine (PSI DCMU, PSII DCMU, pPar, pBro, pFe, Photosystem-
Mutanten)].

Allerdings unterliegt nicht das vollstindige nukledre Transkriptom des Chloroplasten
der Regulation durch den oben beschriebenen, iibergeordneten und binir arbeitenden
Hauptschalter (Richly et al., 2003). Schon bei der Betrachtung jedes einzelnen der 101
Expressionsprofile wurde deutlich, dass es sehr hiufig neben dem allgemeinen Trend
der transkriptionellen Antwort zu entweder vorherrschend Induktion oder Repression
des Grofteils des nukledren Transkriptoms einige Gene gab, die dem Trend genau
entgegen gesetzt exprimiert worden waren (Abb. 3.5, Seite 53). Nach der funktionellen
Klassifizierung des durch den 3292-GST-Makroarray abgebildeten Transkriptoms
(Abb. 3.5, Seite 52) fallen diese Gene hauptsichlich in die funktionellen Genklassen der
Licht- und Dunkelreaktion der Photosynthese sowie mit Abstrichen in die Klasse der
Proteinsynthese.

Da aber speziell die photosyntheserelevanten Gene Ziel der retrograden Koordination
der Genexpression sind (Surpin et al., 2002; Gray et al., 2003; Strand et al., 2003),
scheint das Expressionsverhalten des restlichen (und iiberwiegenden) Teils des
nukledren Transkriptoms des Chloroplasten eingebettet zu sein in die Regulation des
gesamten nukledren Transkriptoms aller subzelluldrer Lokalisationen. Diese Vermutung
ist nur aufgrund des speziellen Designs des verwendeten Makroarrays mdglich. Ein
Vergleich der Expressionsraten der Gene, die das nukledre Transkriptom des
Chloroplasten reprisentieren mit den Genen, die Proteine anderer subzellulédrer
Lokalisationen kodieren, zeigt keine eindeutig unterschiedliche Regulation (siche Abb.
3.12, A und B, Seite 65).

Differentiell unterschiedliche Transkription hat zwar stattgefunden, allerdings ist
anzunchmen, dass die durch den Makroarray abgebildeten Teil-Transkriptome des
Sekretorischen Systems, des nukledren Transkriptoms der Mitochondrien und anderer
subzelluldrer Lokalisationen (siche Abb. 3.11, Seite 64) den allgemeinen Trend des
gesamten Transkriptoms der Zelle wiedergeben. Demnach wire ein allgemeiner, bindr
arbeitender Hauptschalter dafiir verantwortlich, dass bestimmte, bisher nicht
identifizierte Signale, die durchaus vom Chloroplasten kommen konnten, als Folge der
meisten der untersuchten Stimuli zu entweder vorherrschend Induktion oder

vorherrschend Repression der Genexpression im Zellkern und auch des Grofteils des
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nukledren Transkriptoms des Chloroplasten fithren. Die koordinierte Expression einer
groen Anzahl von Genen als Antwort auf spezielle Stimuli konnte beispielsweise
schon in Hefe nachgewiesen werden, wo 900 Gene des Transkriptoms aufgrund von

Stressbedingungen gleichsam aktiviert werden konnten (Gasch et al., 2000).

Ein zweiter integrativer Regulator, vermeintlich arbeitend in der Art, wie er von Gray
und Mitarbeitern (2003) beschrieben worden ist (Abb. 4.1), wire jedoch diesem
allgemeinen bindren Hauptschalter wiederum iibergeordnet und dient der speziellen
Koordination der Genexpression photosyntheserelevanter Gene aufgrund verschiedener
retrograder Signale vom Chloroplasten an den Zellkern. Diese Vermutung wird im

Weiteren ausfuhrlich diskutiert.

4.2.2 Hinweise fur einen integrativen Regulator der Transkription

photosyntheserelevanter Gene

Es gibt mittlerweile Hinweise, dass zumindest drei verschiedene Signalwege existieren,
die vom Chloroplasten zum Zellkern gerichtet sind und ebenso wie die Photorezeptoren
Einfluss auf die nukledre Genexpression nehmen (Mochizuki et al., 2001; Surpin et al.,
2002). Gray und Mitarbeiter (2003) gehen sogar von insgesamt fiinf verschiedenen
Prozessen innerhalb des Plastiden aus, durch deren Vorgénge Signale generiert werden,
die die Expression vor allem von photosyntheserelevanten Genen im Zellkern direkt
oder indirekt beeinflussen (Abb. 4.1).

Dazu gehdren neben den Signalen ausgehend von den Intermediaten des
Tetrapyrrolmetabolismus  (Mochizuki et al.,, 2001), dem Redoxstatus der
Thylakoidmembran und dem Einfluss von ROS (Pfannschmidt et al., 2001), auch die
Synthese plastomkodierter Proteine und der Redoxstatus der Thioredoxine.

Gray und Mitarbeiter (2003) diskutieren einen integrativen, bisher unbekannten
Regulator der nukledren Transkription, {iber den sich diese Signale auswirken und der
iiber ein spezielles Promotorelement der ansprechbaren Gene die nukledre Expression

entscheidend beeinflusst. Dabei interagiert der integrative Regulator mit demselben
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Promotorelement, tiber das auch als light response element (LRE) die lichtabhéngige
Expressionskontrolle vermittelt wird, iiber das aber im speziellen Fall der Plastidsignale

als plastid response element (PRE) Einfluss auf die Genexpression genommen wird.

MgPROTO

Abb. 4.1.: Modell der vom Plastiden zum Zellkern gerichteten Signalwege und der Interaktion mit
den Promotoren photosyntheserelevanter, nukledrer Gene. Die Regulation der nukledren
Genexpression ist vermutlich von zumindest fiinf verschiedenen Prozessen innerhalb der Plastiden
beeinflusst. Die Signalwege sind abhingig von: (1) Expression des Plastoms; (2) Tetrapyrrolsynthese;
(3) Redoxstatus des Plastochinon-Pools; (4) Redoxstatus der Thioredoxine; (5) ROS. Im oberen Teil der
Abbildung ist ein nukledres Gen schematisch dargestellt, das ein Promotorelement besitzt, das sowohl
iiber lichtabhéngige (LRE) als auch iiber Signale des Plastiden (PRE) ansprechbar ist. Die kodierende
Region des Gens fiir ein photosyntheserelevantes Protein ist in Rosa gekennzeichnet. Der rote Kreis
symbolisiert einen allgemeinen, bisher nicht identifizierten Faktor und Regulator der
Transkriptionsmaschinerie, der die Signale verschiedener Signalwege integriert. ALA, 5-
Aminoladvulinsdure; LRE (light response element); MgPROTO, Mg-Protoporphyrin; PSI, Photosystem I,
PSII, Photosystem II; PRE (plastid response element); PQ, Plastochinon; ROS (reactive oxygen
species); TRX, Thioredoxin (modifiziert von Gray et al., 2003).
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Wie schon in Kapitel 1.7.1 (Seite 16) beschrieben wurde, basiert diese Vermutung auf
den vielféltigen Expressionsanalysen mit Carotinoid-defizienten und mit dem Herbizid
Norflurazon behandelten Wildtyp-Pflanzen (Mayfield & Taylor, 1984; Batschauer et al.,
1986; Oelmiiller et al., 1986; Burgess & Taylor, 1987; Sagar et al., 1988).

Die Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass ein retrogrades Signalsystem, gerichtet
vom Chloroplasten zum Zellkern, fiir die Regulation der Transkription der zumeist
photosyntheserelevanten Gene verantwortlich ist. Allerdings war es fiir keines dieser
Gene moglich, ein regulatorisches Promoterelement - ansprechbar auf Behandlung mit
Norflurazon - von den durch Licht regulierten und als LRE bekannten Promoter-
elementen zu separieren. Tatsdchlich zeigten transgene Tabakpflanzen, die das GUS-
Reportergen unter der Kontrolle eines Promoters mit vielfachen Kopien von LREs
trugen, deutlich herabgesetzte Expression nach Behandlung mit Norflurazon (Martinez-
Hernandez et al., 2002).

Die ersten Hinweise fiir den Einfluss der plastidiren Genexpression auf die
Expressionsrate nukledr kodierter Gene ergaben sich aus der Analyse der Enzyme des
Calvin-Zyklus (Bradbeer et al., 1979). Gerstenpflanzen, denen plastiddre Ribosomen
fehlten, zeigten deutlich reduzierte Konzentrationen von Phosphoribulokinase und
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAP). Hess und Mitarbeiter (1991, 1994)
konnten in anschlieBenden Untersuchungen zeigen, dass in diesen Pflanzen auch andere
Komponenten des Calvin-Zyklus, der LHCs und Enzyme der Photorespiration auf
transkriptioneller Ebene reprimiert waren.

Durch Expressionsanalysen von Wildtyp-Pflanzen, in denen die plastididre Translation
durch chloroplastenspezifische Inhibitoren wie Chloramphenizol oder Streptomycin
gehemmt war, konnte gezeigt werden, dass auch hier die Expression einer Reihe von
nukledren, photosyntheserelevanten Genen (darunter wieder Lhcbl und RbcS)
herabgesetzt war (Sullivan & Gray, 1999).

Zusammen mit den bereits dargestellten Plastidsignalen, vermittelt durch die
Zwischenprodukte aus der Tetrapyrrolbiosynthese und durch den Redoxstatus der TM
(Kapitel 1.7.1, Seite 16), wird die Rolle der Thioredoxine als Regulatoren der nukledren
Transkription noch kontrar diskutiert (Gray et al., 2003). Jedoch deutet vieles darauf
hin, dass einige der direkt durch die Vorginge der Photosynthese im Chloroplasten

generierten Signale Einfluss auf die nukledre Transkription von hauptsédchlich - aber
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nicht nur - der Gene nehmen, die photosyntheserelevante Proteine kodieren. Dabei
scheint sich der retrograde Signalweg vom Chloroplasten zum Zellkern derselben
regulatorischen Promoterelemente zu bedienen, durch den auch die lichtabhédngige

Genexpression reguliert wird (Puente et al., 1996).

Im Datensatz der 101 Expressionsprofile lieferte die funktionelle Klassifizierung des
signifikant, differentiell unterschiedlich exprimierten Transkriptoms des Chloroplasten
einen ersten Hinweis flir die Existenz zweier unterschiedlicher Regulations-
mechanismen. Das in der Abbildung 3.3 (Seite 50) anhand der Expressionsprofile von
petel und prsl gezeigte Phidnomen von Induktion der Photosynthesegene bei
gleichzeitiger Repression des restlichen Transkriptoms beziehungsweise Repression der
Photosynthesegene bei gleichzeitiger Induktion des restlichen Transkriptoms war
dhnlich auch fiir die Signalling-Mutanten gunl, gun5 und die dunkeladaptierte flu-
Mutante (Schema petel) sowie fiir die lichtadaptierte flu, laf6- und cuel-Mutante
(Schema prsl) zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

Durch die zuvor schon in Bezug auf die Probenbedingungen besprochene
Clusteranalyse liel sich auch das Expressionsverhalten der 1616 Gene des in 101
Bedingungen gemeinsam differentiell exprimierten, nukledren Transkriptoms des
Chloroplasten genauer untersuchen. Unter Vorgabe der 25 zu erwartenden Genclustern
aus dem Hierarchischen Clustering wurden durch SOM-Clustering 25 Regulons
definiert (Abb. 3.7, Seite 56), die dann fiir die weiteren Analysen benutzt wurden.

Schon im Hierarchischen Clustering ist erkennbar, dass sich neben dem Grofteil der
entweder vorherrschend induzierten oder {iberwiegend reprimierten Gene in den
Transkriptomklassen 1 bzw. 3 auch Regulons finden, deren Gene sich genau entgegen
gesetzt zum allgemeinen Trend der Expression verhalten (Abb. 3.7, Regulon 1 und 2, 23
und 24). Die speziellen Expressionsmuster und die Gene dieser Regulons wurden auch
durch die Methode des SOM-Clustering wieder gefunden (Abb. 3.10, Seite 62). Aus
dem Hierarchischen Clustering der Regulons geht hervor, dass die Gene von fiinf der 25
Regulons sehr unterschiedlich zum Rest des Transkriptoms reguliert zu sein scheinen
(Abb. 3.11, Seite 64).

Bei Betrachtung der subzelluldren (Abb. 3.11) und subplastiddren (Abb. 3.14, Seite 68)

Lokalisationen der Gene jedes Regulons fillt auf, dass insbesondere in den Regulons
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SOM 5-1 und SOM 4-1 eine Akkumulation von fast ausschlie8lich Chloroplastengenen
stattgefunden hat und dass auf subplastidirer Ebene die Gene, die Proteine der
Thylakoide kodieren, eindeutig liberreprisentiert sind.

Die funktionelle Klassifizierung der Gene dieser Regulons definiert das Regulon SOM
5-1 als einen Gencluster, in dem hauptsdchlich Gene der Licht- und Dunkelreaktion der
Photosynthese sowie eine liberdurchschnittlich hohe Zahl an Genen der Proteinsynthese
und der Proteinmodifikation miteinander geclustert haben (Abb. 3.15, Seite 69),
wihrend in Regulon SOM 4-1 vorherrschend Gene der Proteinsynthese, des
Photosynthese-Apparates und (mit Abstrichen) der Proteinmodifikation wieder zu
finden sind (Abb. 3.17, Seite 71). Beide Regulons erweisen sich durch die subzelluldren
und subplastiddren Lokalisationen und die Verteilung der Gene auf die funktionellen
Genklassen, sowie durch ein zum Rest des Transkriptoms sehr spezielles
Expressionsverhalten (sieche Abb. 3.11, Seite 64), als erste Kandidaten fiir die Suche
nach einem speziellen Modus der Regulation der Genexpression.

Im Promoterbereich der Gene des Regulons SOM 5-1 sind auch bei strikter Auswahl
des Signifikanzintervalls [p-Wert < 10° (Hudson & Quail, 2003)] eindeutig
tiberrepriasentierte Sequenzbereiche auszumachen. Die vier G-Box Elemente und das
gefundene I-Box Element sind schon zuvor als cis-regulatorische Sequenzmotive einer
durch Phytochrom A regulierten, lichtabhédngigen Signalkaskade beschrieben worden
(Hudson & Quail, 2003; Toledo-Ortiz et al., 2003; Hugq et al., 2004; Escobar et al.,
2004).

Ein detaillierter Blick auf die Gene der Regulons SOM 5-1 und SOM 4-1 zeigt, dass in
beiden Regulons in weitere funktionelle Subklassen unter der Ebene von Photosynthese
und Proteinsynthese unterschieden werden kann. So kodieren tiber 85 % der
Photosynthesegene des Regulons SOM 5-1 fiir eine der Peptiduntereinheiten der vier
integralen Multiproteinkomplexe in der TM (Tab 3.3, Seite 75). Fast fiir jedes dieser
Gene konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass die Genexpression unter anderem
auch durch die retrograden Signalwege des plastid-to-nucleus Signalling reguliert wird
[z.B.: psbO, psbP, petC und fed-1 (Reiss et al., 1983), atpC, atpD, petE und psaF (Bolle
et al., 1994, 1996), Ihcbl und rbcS (Giuliano et al., 1988)].

Auch viele der iibrigen Gene dieser Regulons wurden bereits zuvor als Ziel der

Expressionsregulation {iber das plastid-to-nucleus Signalling identifiziert. Hess und
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Mitarbeiter (1991, 1994) beobachteten, dass die Transkription von verschiedenen
nukledr kodierten Enzymen des Calvin-Zyklus, der Photorespiration und auch die
Glyceraldehyd-3-Phosphate-Dehydrogenase (GAP) durch Inhibition der Genexpression
im Plastom herabgesetzt werden konnte. AuBer der Phosphoglycerat-Kinase und den
Peptiduntereinheiten der RuBisCo (Calvin-Zyklus) finden sich in Regulon SOM 5-1
auch alle drei gap-Gene des Datensatzes sowie der Glycin-Decarboxylase-Komplex H
(involviert in Photorespiration) wieder. Mehr noch konnten Marri und Mitarbeiter
(2004) nachweisen, dass GAP und die Phosphoribulokinase (PRK) iiber die Bindung
des Peptids CP12 miteinander interagieren. Die Bildung dieses Supramolekular-
komplexes tritt zusammen mit der lichtabhidngigen Modulation der Aktivitdt von GAP
und PRK in vivo auf. Konsequenterweise sind aufler den drei Genkopien der GAP auch
die PRK und CP12 im Regulon vertreten (Tab. 3.3).

Neben den Genen des Photosynthese-Apparates finden sich mit hcf106 (Mori & Cline,
2002) und alb3 (High et al., 1997, Bellafiore et al., 2002) zwei Gene, deren
Genprodukte als Bestandteil des Protein-Import-Apparates der TM direkt an der
funktionellen Aggregation der Photosysteme beteiligt sind. Dariiber hinaus clustern im
selben Regulon weitere Gene, die fiir Enzyme des proteolytischen Umsatzes der
Proteinkomplexe der TM kodieren [ClpC-V, nCIpP1 und VAR2 (Sakamoto et al., 2002,
2003)] und dadurch direkt mit den Vorgéngen der Photosynthese in Verbindung stehen.
Interessanterweise sind viele der Gene des Regulons SOM 5-1 direkt mit den
retrograden Kommunikationswegen zwischen Organelle und Zellkern in Verbindung zu
bringen. Der Zusammenhang zwischen der Translationsaktivitit an den plastididren
Ribosomen und der Transkriptionsrate nukledr kodierter Chloroplastengene (Hess et al.,
1991, 1994) wurde schon am Beispiel von GAP gezeigt. Gleiches gilt fiir die
Peptiduntereinheiten des Photosynthese-Apparates und ihre Bedeutung fiir den
Redoxstatus der TM. Der Elektronenfluss iiber die in Serie geschalteten PSII und PSI
bestimmt darliber hinaus {iber die Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktase direkt den
Redoxstatus der Thioredoxine, denen von Pfannschmidt und Mitarbeitern (2001)
ebenfalls eine Rolle in der Kommunikation zwischen Chloroplast und Zellkern
zugeschrieben wurde.

Die plastiddren Ribosomen und die Thioredoxine clustern ebenso in Regulons SOM 5-1

wie zwei der Schliisselenzyme des letzten bekannten retrograden Signalweges, der
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durch die Intermediate des Tetrapyrrolmetabolismus vermittelt wird. Die CHLI-
Untereinheit der Mg-Protoporphyrin IX Chelatase ist als eine von drei
Peptiduntereinheiten am Umsatz von Protoporphyrin IX zu Mg-Protoporphyrin IX
beteiligt (siche auch Abb. 1.6, Seite 21 und Kapitel 1.7.1, Seite 16 ff.). Mg-
Protoporphyrin IX und Mg-Protoporphyrin IX 6-Monomethylester (MgProtoMe) gelten
als retrograde Signale, die im Cytoplasma integriert werden [sieche Abb. 4.1 (Gray et al.,
2003)] und zu einer Inhibition der nukledren Transkription photosyntheserelevanter
Gene fiithren (Surpin et al., 2002).

Erst kiirzlich wurde eine Untereinheit der MgProtoMe-Cyclase (CHL27) identifiziert.
CHL27 ist an der Umsetzung von MgProtoMe zu Divinyl-Protochlorophylid beteiligt.
Antisense-Linien von A. thaliana mit reduziertem Gehalt an CHL27 weisen eine
erhohte Konzentration an MgProtoMe auf und besitzen chlorotische Blétter mit
reduzierter Abundanz fast aller Proteinuntereinheiten der Photosysteme (Tottey et al.,
2003). Diese Ergebnisse bekriftigen die Hypothese, nach der MgProtoMe ein
hemmendes retrogrades Signal fiir die nukledre Transkription photosyntheserelevanter
Gene darstellt. Diese beiden Gene des Tetrapyrrolmetabolismus clustern zusammen mit
hsp70, dessen lichtabhiangige Expressionsinduktion in CHLI-defizienten, nicht aber in
Null-Mutanten der CHLH-Untereinheit der Mg-Protoporphyrin IX Chelatase deutlich
gestort ist (Brusslan & Peterson, 2002). Dazu passt, dass das chlH-Gen in Regulon
SOM 1-4 zu finden ist und zumindest auf transkriptioneller Ebene ganz anders reguliert

zu sein scheint, als die CHLI-Untereinheit.

4.3 Netzwerk der Expressionsregulation des nuklearen

Transkriptoms des Chloroplasten

Es fillt auf, dass im Regulon SOM 5-1 viele der Gene clustern, die sowohl als Ziel der
bisher bekannten retrograden Signalwege diskutiert werden, als auch deren
Genprodukte eine Beteiligung an der Generierung des Signals zugesprochen wird. Die
tiberrepriasentierten Sequenzmotive in der Promoterregion der Gene dieses Regulons

lassen dariiber hinaus schlussfolgern, dass, wie schon von Gray und Mitarbeitern (2003)
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postuliert wurde, die retrograde Signaltransduktion die Genexpression iiber dieselben
cis-Elemente reguliert, iiber die auch die lichtabhidngige Signalkaskaden der
Phytochrome und Cryptochrome im Zuge der Chloroplastenentwicklung wirken.

Durch die Zusammenstellung der Gene des Regulons SOM 4-1 bestitigt sich, dass mit
der Photosynthese und der Proteinsynthese gerade die Chloroplastenfunktionen eine
spezielle Regulation der Genexpression aufweisen, deren Proteine noch immer in zwei
verschiedenen Genomen der Zelle kodiert sind. Aufler den Genen des genetischen
Apparates des Chloroplasten sind auch in diesem Regulon weitere Gene zu finden,
deren Genprodukte am proteolytischen Umsatz der Proteine der TM beteiligt sind oder
die durch die Aktivitit des Photosynthese-Apparates direkt beeinflusst werden
(Thioredoxine, Rubredoxin).

Es erscheint logisch, dass ein Mechanismus existiert, der, gesteuert iiber retrograde
Signale vom Chloroplasten zum Zellkern, vor allem der koordinierten Genexpression
von plastomkodierten und kernkodierten Proteinen dient. Nur durch eine spezielle Art
der Transkriptionsregulation ist es moglich, dass die Expression der kernkodierten
Photosystem-Untereinheiten und des nukledren genetischen Apparates des
Chloroplasten der allgemeinen transkriptionellen Reaktion durch den binédren
Hauptschalter entkommt. Nach den Ergebnissen der hier vorgestellten Transkriptom-
analyse, erscheint eine Steuerung der koordinierten Genexpression liber die nukledre
Kontrolle der Ribosomen-Abundanz und/oder die Aktivitdt der plastomkodierten RNA-
Polymerase durch die kernkodierten o—Faktoren und/oder eine direkte Feedback-

Kontrolle iiber die retrograden Signale des plastid-to-nucleus Signalling wahrscheinlich.

4.4 Interpretation aus evolutionarer Sicht

Der Existenz eines allgemeinen Hauptschalter der nukledren Transkription und eines
speziellen Regulationsmechanismus fiir die Transkription der kernkodierten
Proteinsynthese- und Photosynthesegene, diirften die Folgen aus dem Endosymbion-
tischen Gentransfer und dem Erwerb neuer Funktionen des Chloroplasten im Verlauf

der Endosymbiose sein. Ein Grofteil der nukledr kodierten Genprodukte des heutigen
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Proteoms des Chloroplasten ist erst im Zuge der Endosymbiose des ehemaligen
Cyanobakteriums in die eukaryotische Wirtszelle neu erworben worden [so wie
beispielsweise der Protein-Import-Apparat der duBleren und innere Plastidmembran
(Jarvis & Soll, 2001)]. Fiir etwa 1800 Proteine des plastiddren Proteoms finden sich
folglich keine Homologe in den heute noch frei lebenden Cyanobakterien (Martin et al.,
2002). Etwa 1300 Gene des Transkriptoms des Chloroplasten sind im Verlauf des der
Endosymbiose durch die Vorginge des EGT vom Organell an den Zellkern transferiert
worden, wahrend etwa 90 Proteine noch immer im Plastom kodiert sind (Leister &
Schneider, 2003). Der Flaschenhals des EGT ist die stabile Genexpression eines
transferierten Gens im Kern durch den Erwerb eines funktionellen Promoters (Martin &
Herrmann, 1998). Dadurch wurden sowohl das heute nukledr kodierte Transkriptom
cyanobakteriellen Ursprungs, als auch die neu erworbenen Genfunktionen, Teil eines
eukaryotischen Systems unter der regulatorischen Kontrolle des Zellkerns (Herrmann,
1997).

Die Gene des Photosynthese-Apparates und der plastomkodierten genetischen
Maschinerie zur Transkription dieser Gene und der Translation der Proteine sind
dagegen wohl aufgrund positiver Selektion im Plastom verblieben (Ludovico et al.,
2002; Leister & Schneider, 2003). Entscheidend dafiir scheint die Notwendigkeit der
direkten Regulation dieser Gene durch die Aktivitit ihrer Genprodukte in der
Photosynthese und dem Elektronentransport zu sein, die das empfindliche
Redoxgleichgewicht im Organell zu gewéhrleistet und die Entstehung von hoch
toxischen oxidativen Radikale zu verhindert (Allen, 2003).

Fiir den tiberwiegenden Teil des nukledren Transkriptoms des Chloroplasten scheint,
zumindest auf Ebene der Transkription, keine spezielle Regulation der Genexpression
vorzuliegen und auch nicht bendtigt zu werden. Ein Hinweis dafiir ist die hier gezeigte
Existenz eines transkriptionellen Hauptschalters, der sowohl die Genexpression dieser
Chloroplastengene, als auch der Gene anderer subzelluldrer Lokalisationen, gleichsam
reguliert.

Im Falle des Photosynthese-Apparates und der genetischen Maschinerie des
Chloroplasten war es dagegen aufgrund des dualen genetischen Ursprung nétig, die
Expression dieser Gene aufeinander abzustimmen, so dass beispielsweise die

Stochiometrie der Multiproteinkomplexe in der TM gewdhrleistet bleibt.
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45 Ausblick

Um die hier gemachten Beobachtungen noch genauer untersuchen und die
Schlussfolgerungen untermauern zu konnen, wére es sehr hilfreich, parallel zur
Expression des kernkodierten, auch das plastomkodierte Transkriptom des
Chloroplasten zu untersuchen. Drei der vier Plastomgene des Datensatzes clustern in
Regulon SOM 5-1 bzw. Regulon SOM 4-1, jedoch ist eine statistische Aussage nicht
moglich.

Von besonderem Interesse sind die bisher nicht klassifizierten Gene dieser beiden
Regulons. Sie stellen ausgewiesene Kandidaten dar, um durch das guilt-by-association-
Prinzip, ebenso wie der Grofteil der bereits funktionell klassifizierten Gene der
Regulons, direkt oder indirekt an den Vorgidngen der Photosynthese oder
Proteinsynthese beteiligt zu sein und/oder sogar ebenfalls eine Rolle in den
Signalwegen der Kommunikation zwischen den Chloroplasten und dem Zellkern zu
spielen. Aktuell versuchen wir in der Arbeitsgruppe von Dario Leister, diese Frage

durch reverse Genetik zu beantworten.
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5 Zusammenfassung / Summary

5.1 Zusammenfassung

Die Chloroplasten haben als Folge ihrer Entwicklung vom ehemals frei lebenden
Cyanobakterium hin zum biosynthetischen Zellorganell einer eukaryotischen Zelle die
Fahigkeit verloren, alle zum Leben beziehungsweise zum Uberleben bendtigten
Proteine selbststdndig zu synthetisieren. Die postendosymbiontische Evolution des
Proto-Chloroplasten war gepragt von einem massiven Gentransfer in den Zellkern, so
dass mehr als 90 % des Proteoms heutiger Chlorplasten kernkodiert und dadurch auch
die Regulation der Chloroplastenfunktionen gréRtenteils auf den Zellkern tibergegangen
ist.

Die Entwicklung eines vollstandig funktionellen Chloroplasten ist somit abhangig von
der koordinierten Expression von kernkodierten und plastomkodierten Genen als
Antwort auf sowohl entwicklungsspezifische als auch umgebungsbedingte Signale. Die
Regulation der Transkription dieser Gene ist eine effektive Methode, um Einfluss auf
die Funktionen des Chloroplasten zu nehmen. Die Transkriptionsregulation einer Reihe
von Genen des Kerns, insbesondere des zu annahernd gleichen Teilen im Kern und
Plastom kodierten photosynthetischen Apparates, ist abhéngig von der Prasenz
funktioneller Plastiden in der Zelle und beinhaltet retrograde Signale, die vom
Chloroplasten zum Zellkern gerichtet sind.

In dieser Arbeit wurde durch einen Makroarray die differentielle Expression von 3292
nukledren Genen, die groftenteils Proteine des Plastiden kodieren und fast das
vollstdndige kernkodierte Transkriptom des Chloroplasten darstellen, unter 101
verschiedenen Bedingungen untersucht. Eine gemeinsame Schnittmenge von 1616
konstitutiv exprimierten Genen zeigte nur drei (bergeordnete Hauptklassen der

transkriptionellen Antwort. Die meisten der getesteten Stimuli resultieren in entweder
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vorherrschend induzierte Transkription oder aber vorherrschend reprimierte
Transkription der meisten und Uberwiegend jeweils identischen Gene dieses Teils des
plastidaren Transkriptoms. Anscheinend existiert ein integrativer Hauptschalter, der das
nukledre Transkriptom des Chloroplasten als ein Ganzes reguliert.

Anhand ihres Expressionsverhaltens lieBen sich die 1616 Gene in 25 voneinander
separierte, ko-exprimierte Gruppen (Regulons) einteilen. Ausgenommen der Regulons
SOM 4-1 und SOM 5-1 sind alle anderen Regulons heterogen und beinhalten Gene, die
Proteine unterschiedlicher subzelluldrer Lokalisationen und verschiedener bioche-
mischer Funktionen kodieren. Das lasst darauf schlieBen, dass die verschiedenen
Zellorganellen und/oder verschiedenste Stoffwechselwege der Zelle zumindest auf der
Ebene der Transkription im Zellkern koordiniert sind.

Die Ausnahme sind die Gene des Kerngenoms, die die Untereinheiten des
Photosynthese-Apparates oder aber Proteine, die beteiligt sind an der Transkriptions-
und Translationsmaschinerie der plastomkodierten Gene (insbesondere Ribosomen-
Untereinheiten) (Regulon SOM 4-1 und Regulon SOM 5-1) kodieren. Die Ko-
Expression dieser Gene deutet darauf hin, dass ein bisher unbekannter Mechanismus,
moglicherweise (ber die nukledare Kontrolle der Ribosomen-Abundanz im Cloroplasten,
die Genexpression gerade des Teils des Proteoms koordiniert, der noch immer sowohl
im Kern als auch im Plastom kodiert ist. Die Ergebnisse aus den Expressionsanalysen
unterstitzen zudem die Vermutung, dass die retrograden Signale vom Organell zum
Zellkern an der Regulation der nukledren Transkription maRgeblich beteiligt sind.

Die Ko-Regulation der Gene der Photosynthese und der ribosomalen Proteine des
Chloroplasten entzieht sich der oben dargestellten generellen Expressionsregulation von
nukledaren Chloroplastengenen, die kontrolliert wird durch einen kirzlich beschriebenen
transkriptionellen Hauptschalter. Durch den Vergleich zu anderen Chloroplasten-
funktionen zeigt diese Beobachtung die Existenz eines speziellen Modus der
transkriptionellen Regulation der Photosynthese an. Aus der evolutionaren Sicht deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass die funktionelle Integration des Proto-Chloroplasten in
die eukaryotische Wirtszelle mit der Etablierung von verschiedenen Ebenen der

nukledaren Kontrolle der Transkription einherging.

97



Zusammenfassung / Summary

5.2 Summary

Along with their development from a once free-living cyanobacteria to the biosynthetic
organelles of the eucaryotic cell, chloroplasts have lost their ability to synthesize all the
proteins needed to live and survive on their own. Post-endosymbiotic evolution of the
proto-chloroplast was characterized by gene transfer to the nucleus. Hence, today more
than 90 % of the chloroplast proteins are nuclear-encoded and the regulation of
chloroplast functions includes nuclear transcriptional control.

The development of a fully functional chloroplast therefore depends on the coordinate
expression of nuclear and chloroplast genes in response to both developmental and
environmental signals. Control of transcript abundance of these genes is an effective
strategy for regulating chloroplast functions. Transcriptional Regulation of a whole
string of nuclear genes, espacially those coding for the photosynthetic apparatus which
is encoded almost equally in both the nuclear and the plastid genome, depends on the
presence in the cell of functional plastids and involves retrograde signals that originate
in the chloroplast acting to regulate transcription of nucleus-encoded photosynthetic
genes.

In this work, by means of a GST macroarray the expression profiles of 3292 nuclear
Arabidopsis genes, most of them encoding chloroplast proteins and representing almost
the whole nuclear plastid transcriptome, were determined from 101 different conditions.
A common intersection of 1616 most-constitutive expressed genes only showed three
main classes of response from the nuclear chloroplast transcriptome. Most of the 101
environmental and genetic conditions tested resulted in either predominantly induction
of gene expression or prevalent repression of transcription of always highly identical
subsets of genes indicating the existance of a major switch that regulates the nuclear
chloroplast transcriptome as a whole.

Due to their expression, the 1616 genes fell into 25 distinct groups of co-regulated
genes (regulons). Except regulons SOM 4-1 and SOM 5-1, regulons are heterogeneous
and consist of genes coding for proteins with different subcellular locations or
contributing to several biochemical functions. This implies that different organelles

and/or metabolic pathways are co-ordinated at the nuclear transcriptional level.
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The co-expression of nuclear genes coding for subunits of the photosystems or encoding
proteins involved in the transcription/translation of plastome genes (particularly
ribosome polypeptides) (regulons SOM 4-1 and SOM 5-1, respectively) implies the
existence of a novel mechanism that co-ordinates plastid and nuclear gene expression
and involves nuclear control of plastid ribosome abundance. The results from the
expression profiling also supports the conjecture that the retrograde signals from the
chloroplasts play an operative role in the regulation of nuclear transcription.

The co-regulation of genes for photosystem and plastid ribosome proteins escapes a
previously described general control of nuclear chloroplast proteins imposed by a
transcriptional master switch, highlighting a mode of transcriptional regulation of
photosynthesis which is different compared to other chloroplast functions. From the
evolutionary standpoint, the results provided indicate that functional integration of the
proto-chloroplast into the eucaryotic cell was associated with the establishment of

different layers of nuclear transcriptional control.
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Abb. A 1.: Verteilung der funktionellen Genklassen auf die Regulons. Dargestellt ist die Verteilung
der Gene von 5 der 15 funktionellen Genklassen auf die 25 Regulons. Angegeben ist der prozentuale
Anteil der Gene einer Genklasse in jedem der Regulons an der Gesamtzahl aller Gene der Genklasse im
Gesamtdatensatz. Beispielsweise sind in Regulon SOM 4-1 20 % aller Gene der Proteinsynthese zu
finden, die wiederum mehr als 25 % der Gene des Regulon repréasentieren (siehe Abb. A2 und Abb. 3.17,
Seite 71).
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7. Anhang

82 Gene SOM 5-5

Anteil in %

Abb. A 2.: Funktionelle Klassifizierung der Gene aller 25 Regulons. Die Gene der Regulons wurden
in 15 funktionelle Klassen unterteilt und die relativen Abundanzen der funktionellen Genklassen
(schwarze Sdaulen) im Regulon mit der Verteilung der funktionellen Genklassen im gesamten
Ausgangsdatensatz des 1616 Gene umfassenden Transkriptoms verglichen (graue Séulen).
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°C Grad Celsius

w~ Mikro

Abb. Abbildung

ALA 5-Aminolédvulinsdure

ATP Adenosin-5°-triphosphat

bp Basenpaare

CAB Chlorophyll a/b bindendes Protein

cDNA revers transkribierte mRNA (complementary DNA)

Ci Curie

Col-0 Arabidopsis Okotyp Columbia

cTP Chloroplasten-Transitpeptid

cue chlorophyll a/b-binding underexpressed

Cyt Cytochrom

dATP 2°-Desoxyadenosin-5‘-triphosphat

dCTP 2‘-Desoxycytidin-5°-triphosphat

ddH20 doppelt destilliertes Wasser

dGTP 2‘-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP 2‘-Desoxyribonukleosid-5°-triphosphat

dTTP 2°-Desoxythymindin-5°‘-triphosphat

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGT Endosymbiotischer Genetransfer

EST expressed sequence tag

FD Ferredoxin

FNR Ferredoxin-NADP -Reduktase

GLU-TR Glutamyl-tRNA-Reduktase

GST gene sequence tag

GTP Guanosin-5°-triphosphat

gun genomes uncoupled

h Stunde

HCI Chlorwasserstoff, Salzsdure

IE innere Chloroplastenmembrane

Kb Kilobasenpaare

KCl Kaliumchlorid

1 Liter

laf long after far red

LHC lichtsammelnder Antennenkomplex der Photosysteme
(light harvesting complex)

M Molar
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duBere Chloroplastenmembran
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Plastid Proteome Data Base
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Photosystem
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transfer RNA
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