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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die arbuskulire Mykorrhiza

Die arbuskuldre Mykorrhiza ist eine der am weitesten verbreiteten mutualistischen Sym-
biosen im Pflanzenreich. Der Begriff Mykorrhiza (= Pilzwurzel) wurde von Frank (1885)
fiir das Zusammenleben von Pilzen und Pflanzenwurzeln geprigt. Uber 80 % aller rezen-
ten Landpflanzen sind in der Lage, eine solche Verbindung mit Pilzen aus der Ordnung
Glomales (Zygomycota; Morton & Benny, 1990) einzugehen. Im Gegensatz zum breiten
pflanzlichen Wirtsspektrum ist die Anzahl der pilzlichen Mikrosymbionten eher gering:
nur etwa 150 Arten aus der oben genannten Ordnung sind zur Ausbildung der Symbiose
befdhigt.

Beide Symbiosepartner profitieren von dem Zusammenleben. Der Hauptvorteil fiir Pflan-
ze und Pilz liegt in der gegenseitigen Versorgung mit Néhrstoffen (Smith & Read, 1997).
So liefert der Pilz {iber sein ausgedehntes extraradikales Mycel vor allem mineralische
Néhrstoffe (insbesondere Phosphate), aber auch Wasser, an die Pflanze. Im Gegenzug
wird er dafiir mit photosynthetischen Kohlenhydraten in Form von Monosacchariden ver-
sorgt. Weitere Vorteile der Symbiose liegen in einer Mykorrhiza-vermittelten erhohten
Resistenz der Pflanze gegeniiber Wurzelpathogenen (Cordier et al., 1998) oder Trocken-
stress (Augé, 2001). Die 6kologische Fitness der Pflanze wird durch diese Symbiose gene-
rell erhoht.

Die arbuskuldre Mykorrhiza ist eine entwicklungsgeschichtlich sehr alte Symbiose. Dies
ist durch fossile Hinweise auf Mykorrhiza-&hnliche Strukturen in Wurzeln von Pflanzen
aus dem Ordovicium (vor ca. 480-460 Mio. Jahren) belegt (Redecker et al., 2000). Es wird
diskutiert, dass die Ausbildung der arbuskuldren Mykorrhiza die dauerhafte Besiedlung
des Festlandes durch Pflanzen tiberhaupt erst ermdglicht hat (Wilkinson, 2001). Ein weite-
res Argument fiir das hohe Alter der Symbiose ist die Tatsache, dass die pilzlichen Mikro-
symbionten sich zu obligat biotrophen Organismen entwickelt haben. Ohne einen pflanz-
lichen Partner sind die Glomales nicht in der Lage, ihren Lebenszyklus zu durchlaufen.
Die namensgebende Struktur der Symbiose ist die sog. Arbuskel (,,Bdumchen®), eine di-
chotom hochverzweigte pilzliche Struktur, die sich nach Durchdringen der pflanzlichen
Zellwand in Wurzelcortexzellen ausbildet (Abbildung 1.1). Die Wirtszelle bildet eine pe-
riarbuskuldre Membran aus, durch welche die pilzliche Struktur vom Protoplasten der Zel-
le getrennt bleibt. Zwischen Pilz und Pflanze entsteht somit ein neues apoplastisches

Kompartiment, der periarbuskuldre Raum, der als Kontakt- und Austauschzone zwischen
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beiden Partnern angesehen wird (Bonfante, 2001). Die Arbuskel ist der Ort des Néhrstoff-
transports zwischen beiden Partnern, was zumindest fiir den Transport mineralischer

Néhrstoffe vom Pilz zur Pflanze nachgewiesen wurde (Harrison, 1999, Harrison et al.,
2002).

Abbildung 1.1 Arbuskel von Glomus mosseae in einer Wurzelcortexzelle von Allium porrum. Abbildung
aus Brundrett et al., 1984.

Arbuskeln sind dynamische Gebilde, die in relativ kurzen Zeitspannen entstehen und auch
wieder abgebaut werden. Fiir Mais und andere Graser wurde eine ,,Generationszeit™ von
7-10 Tagen ermittelt (Alexander et al., 1988). Die Kolonisierung durch den Pilz fiihrt zu
weitreichenden cytologischen Verdnderungen in der Pflanzenzelle (Gianinazzi-Pearson,
1996). Der Zellkern wandert von einer randstidndigen in eine zentrale Position und zeigt
Chromatindekondensation (Lingua et al., 2001). Die Vakuole fragmentiert und Organellen
wie Plastiden und Mitochondrien proliferieren. Diese Verdnderungen sind mit einer Um-
organisation des Cytoskeletts der kolonisierten Zelle verbunden (Blancaflor et al., 2001),
die auch mit einer verstdrkten Transkriptionsaktivitdt fiir Cytoskelettkomponenten einher-
geht (Bonfante et al., 1996). Chemische Signale und Komponenten, die bei der Ausbil-
dung der Symbiose oder bei der Steuerung der komplexen Interaktion wihrend der Kolo-

nisierung einer Zelle durch den Pilz eine Rolle spielen, sind bislang unbekannt.
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1.2 Apocarotinoidakkumulation in mykorrhizierten Wurzeln

Bereits seit langerer Zeit ist bekannt, dass Wurzeln bestimmter Pflanzen nach Kolonisie-
rung durch AM-Pilze ein ,,gelbes Pigment* enthalten (Abbildung 1.2; Jones, 1924). Erst
71 Jahre spéter gelang die Isolierung und Identifizierung der farbgebenden Komponente
dieses Pigmentes (Klingner et al., 1995). Die als Mycorradicin bezeichnete Substanz ist in
ihrer freien Form eine Cjs-Dicarbonsdure mit einem konjugierten Doppelbindungssystem
([*] in Abbildung 1.3 B), die vermutlich durch oxidative Spaltung eines Carotinoids ent-
steht. Mycorradicin liegt in der Wurzel allerdings nicht frei, sondern in einer als ,,gelber
Pigmentkomplex‘ (Abbildung 1.3 A) bezeichneten Form vor (Fester et al., 2002a). Durch
alkalische Hydrolyse ldsst sich dieser Komplex in seine Komponenten zerlegen. Dabei
finden sich neben Mycorradicin als Hauptkomponente weitere Verbindungen, wie Cyclo-

hexenonderivate, die vermutlich iiber Zuckerreste mit dem Mycorradicin verestert sind.

nicht mykorrhiziert mykorrhiziert

Abbildung 1.2 Gelbfirbung von Maiswurzeln durch Mykorrhizierung. Sechs Wochen alte Maispflanzen
zeigen nach Kolonisierung durch Glomus intraradices eine deutliche Gelbfarbung im Vergleich zu nichtko-
lonisierten Wurzeln; Abbildung aus Walter et al., 2000.

Zeitgleich mit der Identifizierung des Mycorradicins wurde die Mykorrhiza-spezifische
Akkumulation von loslichen C,3;-Cyclohexenonglycosiden ([1-6] in Abbildung 1.3) be-
schrieben (Maier et al., 1995). Diese urspriinglich als Sesquiterpene klassifizierten Ver-
bindungen akkumulieren nach Mykorrhizierung in zahlreichen Species der Poaceae (Mai-

er et al., 1997), sowie in Tabak (Maier et al., 1999) und Tomate (Maier et al., 2000).
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Abbildung 1.3 A: HPLC-Chromatogramme von Maiswurzelextrakten (80 % (v/v) Methanol); Detektion bei
244 nm. Abbildung verdndert nach Walter et al. (2000). B: Strukturen der hauptséchlich akkumulierenden
Verbindungen. [1-6]: Cyclohexenonderivate (R: Glycosylreste); [*]: Mycorradicin (Klingner et al., 1995),
Hauptbestandteil des gelben Pigmentkomplexes; R:H (als freie Séure nach alkalischer Hydrolyse des Pig-
mentkomplexes).

Sowohl Mycorradicin als auch die Cyclohexenonderivate sind inzwischen als putative
Apocarotinoide, d.h. als Abbauprodukte von Carotinoiden, beschrieben worden. Zum Bei-
spiel sind die in mykorrhizierten Wurzeln akkumulierenden Cyclohexenonderivate (C;3)
strukturell sehr eng mit Abscisinsdure (ABA, C;s), einem gut untersuchten Apocarotinoid,
verwandt. ABA entsteht nach oxidativer Spaltung an der 11-12-Position von 9-cis-
Violaxanthin. In Mais wird diese Reaktion von VP14, einer positions- und konfigurations-
spezifischen Dioxygenase katalysiert, die nur Substrate mit 9-cis-Konfiguration akzeptiert
(Schwartz et al., 1997).

Ausgehend von einem dhnlichen Biosyntheseschema fiir die Cyclohexenone miisste die
oxidative Spaltung eines Carotinoids hier allerdings an der 9-10-Position erfolgen. Ein
entsprechendes Enzym, das trans-konfigurierte Carotinoide in 9-10, 9°-10’-Position spal-
tet, wurde kiirzlich aus Arabidopsis thaliana kloniert und charakterisiert (Schwartz et al.,
2001). Eine solche Umsetzung wiirde in ein von Walter et al. (2000) postuliertes hypothe-
tisches Biosyntheseschema fiir die akkumulierenden Apocarotinoide passen (Abbildung

1.4). Fiir die Cyclohexenonderivate wurde durch Fiitterungsversuche bereits gezeigt, dass
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ihre Biosynthese iiber den Methylerythritolphosphat- (MEP-) Weg (s. 1.3) verlauft, womit

Carotinoide als direkte Vorstufen wahrscheinlich sind (Maier et al., 1998).

C

14

Abbildung 1.4 Hypothetisches Schema zur Biosynthese der akkumulierenden Apocarotinoide aus einem
gemeinsamen Vorldufer. Die oxidative Spaltung eines Carotinoids an den Positionen 9-10 bzw. 9°-10° und

anschliefende Modifikationen konnten zur Entstehung der Cyclohexenone und des Mycorradicins fiihren.

1.3 Der Methylerythritolphosphatweg der Isoprenoidbiosynthese

Die in mykorrhizierten Maiswurzeln akkumulierenden Apocarotinoide sind, wie alle Ter-
penoide, aus den Grundbausteinen Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyl-
diphosphat (DMAPP) aufgebaut. Deren Biosynthese kann durch zwei unterschiedliche
Stoffwechselwege erfolgen. Der klassische Mevalonat-Weg im Cytosol wurde lange Zeit
als einziger Biosyntheseweg angesehen. Fiitterungsversuche mit markierten Verbindungen
ergaben jedoch Markierungsmuster in Terpenoiden, die sich mit dem Mevalonat-Weg
nicht vereinbaren lieBen (Rohmer et al., 1993; Schwarz, 1994). Diese und weitere Befun-
de fiihrten schlieBlich zur Entdeckung eines alternativen Biosyntheseweges fiir IPP und
DMAPP in Bakterien und Pflanzen, der heute nach seinem ersten spezifischen Intermediat
als Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg) bezeichnet wird. Dieser Stoffwechselweg
ist in Pflanzen plastidenlokalisiert und alle plastiddren Isoprenoide, wie Mono- und Diter-
pene, Carotinoide, Tocopherole, Plastochinone oder der Phytolrest der Chlorophylle, wer-
den tiiber diesen Weg synthetisiert (Lichtenthaler, 1999, Eisenreich et al., 2001). Beide
Stoffwechselwege arbeiten in Pflanzen parallel und konnen in gewissen Mengen auch In-

termediate oder Endprodukte austauschen (Hemmerlin et al., 2003; Laule et al., 2003).
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Wiéhrend Pflanzen sowohl iiber den Mevalonatweg als auch tiber den MEP-Weg verfiigen,
scheint in den meisten Eubakterien ausschlielich der MEP-Weg aktiv zu sein. Tiere und
Pilze hingegen verfiigen, soweit bislang bekannt, nur iiber den Mevalonatweg. Die einzige
bekannte Ausnahme bilden hier Protozooen der Gattung Plasmodium, die ein griines,
plastidenéhnliches Organell, den Apicoplasten, besitzen, in dem ebenfalls der MEP-Weg
zur Isoprenoidbiosynthese ablduft (Jomaa et al., 1999).

Die Biosynthese von IPP und DMAPP iiber den MEP-Weg beginnt mit der Kondensation
von Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) und Pyruvat unter Abspaltung von CO; in einer
Transketolase-dhnlichen Reaktion. Diese wird durch das thiaminabhingige Enzym 1-
Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase (DXS) katalysiert (Sprenger et al., 1997; Lois et
al., 1998). Das gebildete Intermediat 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (DXP) ist nicht nur
Vorstufe fiir IPP und DMAPP, sondern kann auch in die Biosynthese von Thiamin (Vita-
min B;) und Pyridoxol (Vitamin Bg) eingehen. Daher wird der nachfolgende Schritt des
MEP-Wegs als der erste spezifische Schritt in Richtung Isoprenoide bezeichnet. DXP
wird dabei in einer NADPH-abhédngigen Reaktion reduziert und gleichzeitig durch intra-
molekulare Umlagerung zu 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP) isomerisiert (Ku-
zuyama et al., 1998b; Takahashi et al., 1998; s. 1.4). Die weiteren Reaktionsschritte fiih-
ren liber eine Cytidylierung und anschlieBende Phosphorylierung und Abspaltung eines
Cytidinmonophosphats zur Bildung einer ungewohnlichen Cyclodiphosphatverbindung.
Die Aufspaltung dieses Ringes liefert Hydroxymethylbutenyldiphosphat, das anschlieBend
durch die IPP/DMAPP-Synthase in einem Schritt in beide Isoprenoidmonomere tiberfiihrt
wird (vgl. Abbildung 1.5). Die Aufklarung des gesamten Stoffwechselwegs in Escherichia
coli gelang durch eine Kombination biochemischer und genomischer Techniken in einem
sehr kurzem Zeitraum (Rodriguez-Concepcion & Boronat, 2002). Orthologe der Gene al-
ler am Stoffwechselweg in E. coli beteiligten Enzyme lassen sich in den Organismen fin-

den, die iiber einen MEP-Weg verfiigen.
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Abbildung 1.5 Schema des MEP-Wegs der Isoprenoidbiosynthese. Enzyme: DXS: 1-Desoxy-D-xylulose-5-
phosphat-Synthase; DXR: 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase; CMS: CDP-Methyl-
erythritol-Synthase; CMK: CDP-Methylerythritolkinase; MCS: Methylerythritolcyclodiphosphat-Synthase;
HDS: Hydroxymethylbutenyldiphosphat-Synthase; IDS: IPP/DMAPP-Synthase. Die Reversibilitit einzel-
ner Reaktionen ist nicht beriicksichtigt. Rote Markierungen kennzeichnen die im jeweiligen Reaktionsschritt

verdnderten Molekiilteile.
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1.4 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase (DXR)

Wie oben beschrieben, stellt der zweite Reaktionsschritt des MEP-Wegs die erste spezifi-
sche Umsetzung der Isoprenoidbiosynthese dar. Katalysiert wird die Reduktion und in-
tramolekulare Umlagerung von DXP zu MEP durch die DXR (EC 1.1.1.267). Die Identi-
fizierung des dxr-Gens erfolgte zunéchst in E. coli (Kuzuyama et al., 1998b; Takahashi et
al., 1998). Inzwischen sind auch Kristallstrukturen des DXR-Proteins aus diesem Bakteri-
um verfiigbar (Reuter et al., 2002; Yajima et al., 2002). Zusammen mit Mutagenese-
Experimenten (Kuzuyama et al., 2000) und mechanistischen Untersuchungen (Radyke-
wicz et al., 2000; Hoeffler et al., 2002) bilden diese Strukturen die Grundlage fiir die Ana-
lyse des komplexen Reaktionsmechanismus des Enzyms, der bislang nicht zweifelsfrei be-
legt werden konnte. Das Enzym zeigt eine Abhéngigkeit von NADPH, die Affinitidt zum
nichtphosphorylierten NADH ist deutlich geringer. Weiterhin sind divalente Kationen fiir
die Reaktion essentiell; dabei ist Mangan der bevorzugte Cofaktor.

Ein wichtiges Hilfsmittel zur Untersuchung der DXR-Reaktion sowie des kompletten
MEP-Wegs ist der spezifische Inhibitor Fosmidomycin (Abbildung 1.6; Kuzuyama et al.,
1998a), ein Strukturanalogon eines postulierten Intermediates in der Umsetzung von DXP
zu MEP. Fosmidomycin hemmt die Reaktion in einer Mischung aus kompetitiver und
nichtkompetitiver Inhibition mit einem berechneten K;-Wert von 38 nM fiir das Enzym
aus E. coli. Die Substanz ist auch pharmakologisch von grofler Bedeutung. Der Malariaer-
reger Plasmodium falciparum besitzt ebenfalls den MEP-Weg zur Isoprenoidbiosynthese,
wiahrend Menschen auf den Mevalonatweg beschrinkt sind. Daher sind Inhibitoren des
MEP-Wegs potentielle Kandidaten fiir Malariamedikamente. Fosmidomycin selbst wird
bereits in klinischen Studien zur Malariabekdmpfung eingesetzt und zeigt als Mischprépa-

rat mit anderen Wirkstoffen gute Ergebnisse (Wiesner et al., 2003).

(l)H

N _~_-POsHz
r

Fosmidomycin

Abbildung 1.6 Struktur des spezifischen DXR-Inhibitors Fosmidomycin (nach Kuzuyama et al., 1998a).

Die von der DXR katalysierte Reaktion hat biochemisch nur eine Entsprechung in der
Biosynthese der verzweigtkettigen Aminosdure Valin. Dort setzt eine Reduktoisomerase

2-Acetolactat in 2,3-Dihydroxyisovalerat um. Auch diese Reaktion ist durch ein Struktur-
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analogon eines Intermediates, 2-Oxo-3-hydroxyisovalerat, hemmbar (Kuzuyama et al.,
1998a).

Neben bakteriellen dxr-Genen bzw. Enzymen ist inzwischen auch eine Reihe pflanzlicher
Gene kloniert und teilweise charakterisiert. So wurden Gene bzw. cDNAs aus Arabidopsis
thaliana (Schwender et al., 1999; Carretero-Paulet et al., 2002), Mentha x piperita (Lange
& Croteau, 1999), Catharanthus roseus (Veau et al., 2000) und Lycopersicon esculentum
(Rodriguez-Concepcion et al., 2001) isoliert. Andere Klone stammen aus EST-Projekten,

wie z.B. die DXR-Sequenz aus Stevia rebaudiana (Brandle et al., 2002).

1.5 Zielstellung der Arbeit

Die DXR-Reaktion stellt als erster spezifischer Biosyntheseschritt in Richtung IPP und
DMAPP einen potentiellen Regulierungspunkt im frithen Isoprenoidstoffwechsel dar. Bis-
lang sind nur einige wenige biologische Systeme auf entsprechende Regulationsmecha-
nismen untersucht worden. Die dabei erzielten Ergebnisse ergeben jedoch kein einheitli-
ches Bild. In A. thaliana ist die DXR offensichtlich einer direkten Lichtregulation unter-
worfen und zeigt auBerdem entwicklungsabhéngige Modulationen (Carretero-Paulet et al.,
2002). In Zellkulturen von C. roseus ist eine starke Zunahme von DXS- und DXR-
Transkripten nach Induktion der Produktion von Monoterpen-Indolalkaloiden zu beobach-
ten (Veau et al., 2000). In einem transgenen Ansatz in M. piperita konnte durch Uberex-
pression der homologen DXR eine Steigerung der Produktion von etherischen Olen um
etwa 50% erreicht werden, was auf eine geschwindigkeits- und durchsatzbegrenzende
Rolle der DXR in diesem System hinweist (Mahmoud & Croteau, 2001). Im Gegensatz
dazu konnte in L. esculentum selbst wihrend der massiven Akkumulation von Carotinoi-
den im Verlauf der Fruchtreifung keine Induktion von DXR nachgewiesen werden
(Rodriguez-Concepcion et al., 2001).

Anfangliche Untersuchungen mit heterologen Sonden an Maiswurzeln zeigten eine Erho-
hung der Transkriptmengen von DXS und DXR, die mit der Akkumulation der Apocaroti-
noide wihrend der Mykorrhizierung einhergeht (Walter et al., 2000). Da die DXS-
katalysierte Reaktion auch als Ausgangspunkt der Biosynthesen von Pyridoxol und Thia-
min dient, befasst sich die vorliegende Arbeit mit der genaueren Untersuchung der DXR,
die den ersten spezifischen Reaktionschritt in Richtung IPP und DMAPP katalysiert. Ziel
der Arbeit war die Klonierung und Charakterisierung einer Mykorrhiza-induzierten DXR

aus Maiswurzeln. Durch die Analyse der Regulation auf Transkript- und Proteinebene,
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sowie der rdumlichen Verteilung des DXR-Proteins in mykorrhizierten Maiswurzeln, soll-
ten Erkenntnisse liber Ort und Zeitpunkt der Isoprenoidbiosynthese und damit letztlich
auch tiber mogliche Funktionen der akkumulierenden Metabolite oder ihrer Vorldufer in

der Symbiose gewonnen werden.
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2. Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenanzucht und Mykorrhizierung

Die hier beschriebenen Versuche wurden mit Zea mays L. cv. Garant bzw. Zea mays L.
dwarfl (Schneider et al., 1992) durchgefiihrt. Das Saatgut wurde von der hauseigenen
Girtnerei aus der eigenen Nachzucht zur Verfiigung gestellt. Je 4 Maiskdrner wurden in
Bldhton (LecaTon, 2-5 mm PartikelgroBe, Fibo Exclay, Pinneberg) in Plastiktopfen ausge-
legt und zur Keimung gebracht. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in einer Phytokammer
bei 16 h Licht (400 pmol m™ sec™) und 20 °C. Die arbuskuldren Mykorrhizapilze Glomus
intraradices Schenk & Smith (Isolat 49, H. von Alten, Universitit Hannover) und Glomus
mosseae (Nicholson & Gerdemann) Gerd. & Trappe wurden an Lauchpflanzen (Allium
porrum L.) vermehrt und standen als Inokula in Bldhton zur Verfiigung. Mykorrhizierung-
sansidtze wurden durch Anzucht von Maispflanzen fiir mindestens 4 Wochen in einem

Gemisch aus Inokulum und sterilem Bldhton (1:9 bis 2:8 (v/v)) durchgefiihrt.

2.1.2 Bakterienstimme

Tabelle 2.1 listet die verwendeten Bakterienstimme auf. Die Anzucht der Bakterien er-
folgte entweder auf Agarplatten oder als Suspensionsschiittelkultur (180-200 rpm) in Lu-
ria-Bertani-Medium (Sambrook et al., 1989) bei 37 °C, sofern nicht anders angegeben. Se-
lektion auf resistenzvermittelnde Plasmide erfolgte durch Zusatz des entsprechenden An-

tibiotikums.

Tabelle 2.1 Bakterienstimme, die zu Klonierungs- bzw. Expressionsarbeiten eingesetzt wurden.

Stamm Genotyp

E.coli DH5a F-, deoR, endAl, gyrA96, hsdR17, (. my '), recAl, relAl, su-
(Clontech) pE44, ®80lacZAM1S, thi-1, A(lacZY A-argFV169)

E.coli XL1 Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac [F’
(Stratagene) proAB, lacl'ZAM15 Tnl0 (Tet")]

E.coli M15 Nal®, Str*, Rif’, Thi’, Lac’, Ara’, Gal’, Mtl', F', RecA", Uvr’,
[pPREP4] (Qiagen) |Lon"
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2.1.3 Oligonukleotide

Fir Sequenzierungsreaktionen bzw. PCR-Amplifikationen benétigte Oligonukleotide
wurden von den Firmen TopLab (Martinsried), Medigenomix (Martinsried), bzw. MWG
Biotech (Ebersberg) bezogen.

2.1.4 Vektoren

Es wurden folgende Vektoren verwendet:

pBlueScript® S/K (+/-) (Stratagene, LaJolla CA, USA): Ein ca. 2,9 kb groBes Klonie-

rungsphagemid, das bei der ,,in vivo excision* der A-ZAP-Phagen einer cDNA-Bank ent-
steht. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz und ermoglicht Blau-/WeiB3-Selektion

durch a-Komplementierung des B-Galaktosidase-Gens (lacZ).

pGEM® T Easy (Promega, Madison WI, USA): Ein 3 kb groBes Klonierungsplasmid aus

dem pGEM® T Easy-Klonierungskit. Es liegt im Kit als linearisiertes Plasmid mit 3°-T-
Uberhingen vor und kann somit zur T/A-Klonierung von PCR-Produkten genutzt werden.

Das Plasmid triagt eine Ampicillin-Resistenz und erlaubt Blau-/Weil3-Selektion.

pQE30-32 (Qiagen, Hilden): Ca. 3,5 kb groB3e Expressionsplasmide fiir die heterologe re-

kombinante Proteinexpression in E. coli. Die multiple Klonierungsstelle wird flankiert
von der kodierenden Sequenz fiir einen 6xHistidin-Tag (in 5’-Richtung), sowie vom to-
Terminator des Phagen A. Das Plasmid vermittelt Ampicillin-Resistenz. Die einzelnen
Vektoren unterscheiden sich jeweils um eine Base vor der multiplen Klonierungsstelle,
was eine Auswahl des passenden Vektors fiir die Klonierung im Leserahmen des His-Tags

erlaubt.

2.1.5 Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von den Firmen
Roth, Sigma und Merck bezogen. Enzyme fiir molekularbiologische Arbeiten wurden,
wenn nicht anders angegeben, von Roche (Mannheim) bzw. von MBI Fermentas (St. Le-
on-Rot) geliefert.

Alle Losungen und Medien wurden mit doppelt destilliertem Wasser aus einer Milli-Q-

Anlage (Millipore, Schwalbach) angesetzt.
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2.1.6 Gerite

Sofern nicht gesondert aufgefiihrt, kamen folgende Geréte zum Einsatz:

Zentrifugen: Eppendorf 5417R-Tischzentrifuge
Sorvall Super T21 (Kendro)
Hettich Universal 30 RF

Thermocycler: Eppendorf MasterCycler Gradient

Elektrophoresen: Hoefer Mighty Small IT SE250

Geldokumentationssystem:

MBT20EL, MBT30EL (MicroBioTecBrand)
GelPrint 20001 (MWG-Biotech, Ebersberg)

Phosphor Imager: Storm 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale CA, USA)
Ultraschall: UW 2070 (Bandelin, Berlin)
Blotkammer: Mini-PROTEAN II (BioRAD, Miinchen)
Spektrophotometer: Beckman DU 640

GeneQuantPro (Amersham, Freiburg)
Mikrotom: HM335E (Microm, Walldorf)
Mikroskop: Zeiss LSM 410, Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Jena)

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von Nukleinsiuren

2.2.1.1 Isolierung von RNA

Gesamt-RNA aus Z. mays wurde nach einer Guanidinthiocyanat-Methode isoliert. In fliis-
sigem Stickstoff gemorsertes Gewebe wurde in Extraktionspuffer suspendiert [4 M Gua-
nidinthiocyanat, 20 mM EDTA, 20 mM MES, 0.5 % (w/v) N-Laurylsarcosin, 5 % (w/v)
PVPP, 1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol, pH 7,0] und anschlieBend mit Phenol-Chloroform
extrahiert. Nach Phasentrennung durch Zentrifugation (15 min 17.000 x g bei RT) wurden
die Nukleinsduren aus der wéssrigen Phase durch Zugabe von 1/20 Vol. 1M Essigséure
und 0,7 Vol. Ethanol (auf —20 °C vorgekiihlt) prazipitiert. Das Nukleinsdurepellet wurde
nach einem Waschschritt mit 3 M Kaliumacetat, pH 4,8, in sterilem H,O resuspendiert
und die enthaltene RNA in 2 M LiCl iiber Nacht selektiv ausgefallt. Das RNA-Pellet wur-

de erneut mit 2 M LiCl gewaschen und in sterilem H,O aufgenommen. Nach photometri-
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scher Quantifizierung und Qualitétskontrolle auf einem 1 % (w/v)-Agarosegel wurde die

isolierte RNA bei —80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.1.2  Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA von Z. mays wurde aus jungen Bléttern isoliert. Unter fliissigem Stick-
stoff gemdrsertes Material wurde in Extraktionspuffer [100 mM TrisHCI, pH 8,0, 50 mM
EDTA, 500 mM NaCl, 1,5 % (w/v) SDS, 10 mM 2-Mercaptoethanol] resuspendiert und
10 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 3 M Kaliumacetat, pH 5,2, wurde 1 h auf
Eis inkubiert und anschlieBend mit 23.000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterworfen. Nach Phasentrennung durch Zentrifu-
gation (5 min 17.000 x g) wurde die DNA mit Isopropanol aus der wissrigen Phase ausge-
fallt. Das erhaltene Pellet wurde gewaschen, getrocknet und anschlieBend in 5 mM
TrisHCI, pH 8,5, mit 100 pg/ml RNaseA resuspendiert. Die isolierte DNA wurde bei 4 °C
gelagert.

Alternativ zur oben beschriebenen Methode kam das Qiagen DNeasy Mini- bzw. Midi-Kit

(Qiagen, Hilden) nach Angaben der Hersteller zum Einsatz.

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus E. coli-Suspensionskulturen wurde mit dem Nucleospin Plasmid Kit
der Firma Macherey-Nagel (Diiren) isoliert. Es kamen die mitgelieferten Puffer und Lo-
sungen des Herstellers zum Einsatz. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgt dabei

prinzipiell durch Bindung an eine Kieselgelmatrix in Spinséulchen.

2.2.1.4 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde auf einem UV-Leuchttisch bei einer Anre-
gungswellenldnge von 360 nm detektiert. Die gewiinschten DNA-Fragmente wurden mit
einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe des QiaExII-Gelextraktionskits
(Qiagen) nach Herstellerangeben aus der Gelmatrix eluiert. Die Quantifizierung der elu-
ierten DNA erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung und Vergleich der Bandenin-

tensitdt mit dem mitgefiihrten GroBenmarker (SmartLadder, Eurogentec, Seraing, Bel-

gien).
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2.2.2 Isolierung von cDNA-Klonen

Eine A-ZAP cDNA-Bank (Stratagene, LaJolla CA, USA) aus mykorrhizierten Maiswur-
zeln (Z. mays dwarfl) stand in der Arbeitsgruppe zur Verfiigung. Fiir den Primérscreen
wurden ca. 360.000 Klone dieser Bank nach Herstellerangaben ausplattiert und auf A-
mersham Hybond-Nylonrundfilter (Durchmesser 100 mm) {ibertragen. Die Filter wurden
nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) weiterbehandelt und die DNA durch UV-
Crosslinken (UV Stratalinker™ 1800 (Stratagene), 120 mJ Energieleistung) fixiert. Nach
Hybridisierung mit einer radioaktiven DNA-Sonde (s. 2.2.10.1) wurde unspezifisch ge-
bundene Radioaktivitdt durch zwei Waschschritte mit 2 x SSC [SSC: 150 mM NacCl,
15 mM Na-Citrat, pH 7,0], 0,1 % (w/v) SDS bei 60 °C entfernt; anschlieBend wurden die
Filter mit Rontgenfilm (Amersham) bei —80 °C in einer lichtdichten Kassette mit Verstér-
kerfolie exponiert. Nach Filmentwicklung konnten die Phagen mit positivem Signal (Pri-
maérklone) identifiziert und isoliert werden. Sie wurden aus den Platten ausgestochen, in
0,5 ml SM-Puffer [SO mM TrisHCI, pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM MgSQOy, 0,01 % (w/v)
Gelatine] suspendiert und erneut ausplattiert. Der zweite Isolierungsschritt verlief analog
zum ersten, jedoch wurden hier kleine Petrischalen (82 mm) und die entsprechend kleine-
ren Nylonfilter verwendet. Die so isolierten Sekundirklone wurden gemiR der Stratagene-
Anleitung durch in vivo excision in pBlueScript-Phagemide iiberfiihrt und durch Restrikti-

onsanalysen und Teilsequenzierungen charakterisiert.

2.2.3 Enzymatische Modifikation von Nukleinsiuren

2.2.3.1 Restriktionsanalysen

Fiir Restriktionsanalysen wurden 0,5-1 ng DNA mit 10 U des jeweiligen Restriktionsen-
zyms in einem Endvolumen von 20 pl eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug 60 min bei
der angegebenen optimalen Arbeitstemperatur des entsprechenden Enzyms. Bei priparati-
ven Verdaus wurden entsprechend groflere Mengen DNA eingesetzt (2-5 pg).

Restriktionsverdaus mit genomischer DNA wurden tiber Nacht durchgefiihrt. 10 pg DNA

wurden mit 50 U des jeweiligen Enzyms inkubiert.

2.2.3.2 Ligationen

Ligationen wurden entweder mit der im pGEM® T Easy-Kit (Promega) enthaltenen T4
Ligase oder mit einer T4 Ligase von Roche (Mannheim) durchgefiihrt. Ein typischer Liga-
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tionsansatz wurde in einem Endvolumen von 10 ul mit 2-10 U Ligase (je nach verwende-

tem Enzym) iiber Nacht bei 14 °C durchgefiihrt.

2.2.3.3 Radioaktive Markierung von DNA

Die radioaktive Markierung von DNA-Molekiilen, die als Sonden in Hybridisierungsexpe-
rimenten verwendet wurden, erfolgte mit dem MegaPrime™-Kit der Firma Amersham
(Freiburg). 20 ng des DNA-Fragments wurden dabei nach Anlagerung von Hexanukleoti-
den als Zufallsprimer durch das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I mit a->"P-
dATP (3000 Ci/mmol, ICN, Eschwege) markiert. Die Reaktion erfolgte bei 37 °C fiir
10 min. Die radioaktive Sonde wurde vor Zugabe zum Hybridisierungsansatz fiir 5 min

bei 95 °C denaturiert.

2.2.3.4 Anhdngen von 3’-A-Uberhingen (A-tailing)
Um DNA-Fragmente mit glatten Enden (z.B. nach Amplifikation mit Pfu-DNA-

Polymerase) in den pGEM® T Easy-Vektor ligieren zu konnen, miissen diesen Fragmen-
ten zunichst 3’-A-Uberhéinge angefiigt werden, die dann komplementir zu den 3’-T-
Uberhiingen des Vektors sind. Dazu wurden Aliquots der entsprechenden Fragmente mit
0,2 mM ATP und 5 U Tag DNA-Polymerase (Qbiogene, Heidelberg) fiir 30 min bei 70 °C
inkubiert. Danach konnten die Fragmente fiir die unter 2.2.3.2 beschriebenen Ligations-

reaktionen verwendet werden.

2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.2.4.1 Standard-PCR

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Technik zur gezielten Amplifikation eines DNA-
Fragments mittels zweier spezifischer Oligonukleotide (Primer) und einer hitzebestindi-
gen DNA-Polymerase (Mullis & Faloona, 1987). Ein Prozess bestehend aus Denaturie-
rung, Primeranlagerung und Elongation wird 25-30 mal zyklisch durchlaufen. Im Stan-
dardansatz (Endvolumen 50 pl) wurden 0,1-50 ng DNA-Matrize mit jeweils 100 pg der
spezifischen Primer im entsprechenden Reaktionspuffer eingesetzt. Ein typisches PCR-

Programm ist in Tabelle 2.2 dargestellt.
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Tabelle 2.2 Generelles Schema fiir PCR-Programme. Die Annealingtemperatur in Schritt 3 liegt typischer-

weise 3-4 °C unterhalb der spezifischen Schmelztemperatur der verwendeten Primer.

1 | Initiale Denaturierung 1 — 5 min 95°C

2 | Denaturierung 30 —45 sec 95 °C

3 | Annealing 45 - 60 sec Annealingtemperatur
4 |Elongation 1 —3 min 72 °C

5 20 — 35 Zyklen der Schritte 2 bis 4

6 | End-Elongation 5—15 min 72 °C

7 | Abkiihlen 4 °C

Als DNA-Polymerase wurde standardméBig eine 7ag-DNA Polymerase (Qbiogene) ein-
gesetzt. Fiir Anwendungen, bei denen eine besonders geringe Fehlerrate der Amplifikation
erforderlich war (z. B Expressionsklonierungen), kam eine Pfu-DNA Polymerase (Prome-

ga) mit proofreading-Aktivitit zum Einsatz.

2.2.4.2 PCR mit genomischer DNA

Zur Amplifikation eines genomischen DXR-Fragments aus Mais wurde eine spezielle
Touchdown-PCR verwendet. Das verwendete Programm ist im folgenden dargestellt
(Tabelle 2.3). Die PCR wurde mit genomischer DNA von Mais (s. 2.2.1.2) als Matrize
durchgefiihrt. Als DNA-Polymerase kam ein Mix aus 2,5 U Tag DNA Polymerase (Qbio-
gene) und 1,5 U Pfu DNA-Polymerase (Promega) zum Einsatz. Die getesteten Primer sind
in Tabelle 2.4 aufgefiihrt.

Tabelle 2.3 PCR-Programm zur Amplifikation eines genomischen DXR-Fragments. In Schritt 6 wird pro
Zyklus die Temperatur um 0,5 °C abgesenkt.

1 |Initiale Denaturierung 2 min 94 °C

2 |Denaturierung 30 sec 94 °C

3 | Annealing / Elongation 10 min 72 °C

4 10 Zyklen der Schritte 2 und 3

5 | Denaturierung 30 sec 94 °C

6 | Annealing/Elongation 10 min 72 °C-0,5°C
7 35 Zyklen der Schritte 5 und 6

8 | End-Elongation 20 min 72 °C

9 | Abkiihlen 4°C
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Tabelle 2.4 Sequenzen der filir die Klonierung des genomischen DXR-Fragments getesteten Primer. Die
Bindungsstellen der jeweils mit 1 und 2 bezeichneten Primer liegen weiter auB3erhalb in der cDNA-Sequenz

als die der mit 3 und 4 bezeichneten Oligonukleotide.

Primer Sequenz (5’ — 3’)

DXRfwl1 GTC GCC AGC ATC GCT TCC ACT TCG

DXRfw?2 CAT CGC TTC CAC TTC GGT CTC AGC G
DXRfw3 CAG CGG CAATTA CCA CAG CCT CC

DXRfw4 GGC AAT TAC CAC AGC CTC CCC AG

DXRrel GCA TTT TAT TCA TGT GGA GGC CTG

DXRre2 GGA GGC CTG AAA ATT GAA CAT GG

DXRre3 AAC TCC TGC TGT ACA ACGTTG TC

DXRre4 CAC AAA CAC ATC ATA TCT TAG AAC TCC TGC

2.2.5 Sequenzierung von DNA und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von DNA erfolgte als externe Auftragsarbeit durch die Firmen TopLab
(Martinsried) bzw. Medigenomix (Martinsried). Die erhaltenen Sequenzen wurden mit
den Programmen DNAStar LaserGene (DNAStar Inc., Madison WI, USA) und BioEdit
(Hall, 1999) analysiert. Datenbankabfragen mit BLAST (Altschul et al., 1997) erfolgten
iiber die Internetseite der GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) mit den Stan-
dardeinstellungen des Programms. Die Vorhersage moglicher plastiddrer Transitpeptide
und ihrer wahrscheinlichen Prozessierungsstellen wurde mit ChloroP V1.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/; Emanuelsson et al., 1999) durchgefiihrt.

2.2.6 Extraktion von Proteinen

2.2.6.1 Herstellung von loslichen Proteinextrakten aus Bakterienkulturen

Frisch geerntete bzw. pelletierte und bei —80 °C gelagerte Bakterienkulturen wurden in
Extraktionspuffer [100 mM TrisHCI, pH 7,5, 300 mM NaCl, 1 mM 2-Mercaptoethanol,
2,5 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerin] resuspendiert. Dabei wurde ein Volumenverhélt-
nis von ca. 1:50 bzw. 1:100 (bezogen auf das Originalkulturvolumen vor der Ernte) ein-
gehalten. Die resuspendierten Zellen wurden mit 100 pg/ml Lysozym fiir 30 min auf Eis

inkubiert und anschlieBend durch Ultraschallaufschluss (3 x 45 sec 60 % Duty 65 % Po-
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wer) auf Eis lysiert. Der durch Zentrifugation (23.000 x g bei 4 °C) gewonnene Uberstand

wurde als 16slicher Rohextrakt verwendet.

2.2.6.2 Extraktion der unloslichen Proteinfraktion aus E. coli

Zur Isolierung unldslicher Proteine aus E. coli-Zellen wurde das Zellpellet bzw. der Riick-
stand nach der 16slichen Proteinextraktion in einem denaturierenden Extraktionspuffer
[8 M Harnstoff, 100 mM NaH,PO4, 10 mM Tris, 10 mM Imidazol, 0,2 % (v/v) Triton X-
100, pH 8,0] resuspendiert. Nach Ultraschallbehandlung (3 x 45 sec 60 % Duty 65 % Po-
wer) wurde die Suspension zentrifugiert (20 min 20.000 x g bei RT) und der Uberstand als

denaturierter Extrakt verwendet.

2.2.6.3 Herstellung von Gesamtproteinextrakten aus pflanzlichen Geweben

Pflanzliche Gesamtproteinextrakte fiir die SDS-PAGE bzw. Western-Blotanalyse wurden
durch eine phenolische Extraktion (Meyer et al., 1988) gewonnen. In fliissigem Stickstoff
gemorsertes Pflanzenmaterial wurde mit 3 ml Tris-gesittigtem Phenol (pH 8,0) und 3 ml
Phenol-gesittigtem 10 mM TrisHCI, pH 8,0, resuspendiert und anschliefend 30 min ge-
riihrt. Die Phasentrennung wurde durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 3000 x g bei
Raumtemperatur erreicht. Die wissrige Oberphase wurde samt Interphase verworfen. An-
schlieBend wurde das Protein aus der Phenolphase durch Zugabe von 4 Vol. 0,1 M Am-
moniumacetat in Methanol ausgefallt (mindestens 4 h bei —20 °C). Das durch Zentrifuga-
tion (10 min 3000 x g 4 °C) erhaltene Pellet wurde dreimal mit 0,1 M Ammoniumace-
tat/Methanol gewaschen und luftgetrocknet. AnschlieBend wurde es in Probenpuffer
[68 mM TrisHCI, pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 0,7 M 2-Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerin]

durch dreiminiitiges Kochen gelost.

2.2.7 Aufkonzentrierung von Proteinlosungen

Verdiinnte Proteinldsungen wurden durch Ultrafiltration mit Amicon Ultra-4-
Filtrationseinheiten (AusschluBgrofe 10.000 Da, Millipore, Schwalbach) aufkonzentriert.
Verdiinnte Proben fiir die SDS-PAGE wurden durch Bindung der Proteine an eine Matrix
(StrataClean, Stratagene) und anschlieBende Elution durch SDS-PAGE-Probenpuffer auf-
konzentriert (Ziegler et al., 1999)
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2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im allgemeinen nach der Methode von
Bradford (1976) mit BSA als Standard. Zwischen 5 und 20 pl der Probe wurden mit 1 ml
Bradford-Losung [0,065 % (w/v) Coomassie G-250 in 5 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v)
H3PO4] gemischt, und nach kurzer Inkubationszeit bei 595 nm photometrisch gegen einen
entsprechenden Leerwert vermessen.

Der Proteingehalt SDS-haltiger Losung wurde nach Esen (1978) bestimmt. Dazu wurden
je 5 ul Proteinlosungen auf Filterscheiben FN7 getiipfelt, getrocknet und anschlieBend 20
min in Féarbelosung [0,05 % (w/v) Coomassie G-250 in 25% (v/v) Isopropanol, 10% (v/v)
Essigsdure] gefdrbt. Die Filterscheiben wurden mehrmals in kochendem H,O gewaschen.
AnschlieBend wurde der Farbstoff durch Inkubation in 0,5 % (w/v) SDS eluiert und die
Extinktion der Lésung bei 578 nm im Photometer bestimmt. Die Konzentrationsbestim-

mung erfolgte durch Bezug der Messwerte auf den mitgefiihrten Standard (2 mg/ml BSA).

2.2.9 Gelelektrophoresen

2.2.9.1 Elektrophorese von Nukleinsduren

Die Auftrennung von DNA erfolgte, sofern nicht anders angegeben, in 1 % (w/v) Agaro-
segelen in TBE-Puffer [0,45 M TrisHCI, pH 8,0, 0,45 M Borsdure, 10 mM EDTA]. Der
aufgeschmolzenen Gellosung wurde vor dem Giellen 0,1 pg/ml Ethidiumbromid zur Vi-
sualisierung der DNA zugesetzt. Die Proben wurden vor dem Beladen des Gels mit 10x
Probenpuffer [20 % (v/v) Glycerin, 0,1 M EDTA, 1 % (w/v) SDS, 0,2 % (w/v) Bromphe-
nolblau, 0,2 % (w/v) Xylencyanol FF] versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung er-
folgte je nach GelgroBe bei 80-120 V in TBE-Puffer. Nach der Elektrophorese wurden die
Gele mit dem Geldokumentationssystem unter UV-Anregung fotographiert.

Zur Auftrennung von RNA kamen denaturierende Agarosegele zum Einsatz [1 % (w/v)
Agarose in 20 mM MOPS, 5 mM Natriumacetat, | mM EDTA, 0,74 % (v/v) Formalde-
hyd, pH 7,0]. Die RNA-Proben wurden vor der Beladung in 5x RNA-Ladepuffer [80 mM
MOPS, 20 mM Natriumacetat, 8 mM EDTA, 2,6 % (v/v) Formaldehyd, 30 % (v/v) For-
mamid, 20 % (v/v) Glycerin, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau, pH 7,0] mit 0,1 pg/ml Ethidi-

umbromid versetzt und 5 min bei 65° C denaturiert.
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2.2.9.2 Elektrophorese von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche dena-
turierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli, 1970). Die Her-
stellung der Gele erfolgte mit Hilfe der konzentrierten Acrylamidlésung Rotiphorese Gel
30 (Roth), die 30 % (w/v) Acrylamid und 0,8 % (w/v) Bisacrylamid enthilt. Sofern nicht
anders angegeben, wurden 10 %-ige Gele verwendet.

Die Proteinproben wurden vor dem Beladen mit Proteinprobenpuffer [0,125 M TrisHCI,
pH 6.8, 5 mM EDTA, 15 % (v/v) Glycerin, 2 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau,
0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol] im Verhéltnis 1:1 gemischt. Die Auftrennung der Proteine
im Gel erfolgte bei konstant 25 mA Stromstérke.

Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder zum Blotten weiterverwendet (s.
2.2.10.2) oder mit Coomassie-Losung [0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250,
10 % (v/v) Essigsdure, 40 % (v/v) Methanol] durch Kochen fiir 2-3 min in der Mikrowelle
gefarbt. Nach Entfiarbung des Hintergrunds durch mehrmaliges Aufkochen in 7 % (v/v)

Essigsdure wurden die Gele im Geldokumentationssystem unter Weil3licht fotographiert.

2.2.10 Blots

2.2.10.1 Blotten und Hybridisieren von Nukleinsduren

Der Transfer von DNA auf Nylonmembranen (Amersham Hybond N) erfolgte nach einem
Semi-Dry-Verfahren. Das Agarosegel wurde vor dem Blotten fiir 15 min mit 0,25 M HCl
behandelt, mit Wasser gewaschen und anschlieend denaturiert (15 min in 0,5 M NaOH,
1,5 M NaCl), neutralisiert (15 min in 0,5 M TrisHCI, pH 8,0, 1,5 M NaCl) und abschlie-
Bend kurz in 2 x SSC gewaschen. Das Blotten auf die Nylonmembran erfolgte {iber Nacht
mit 2 x SSC als Transferpuffer.

RNA wurde mit Hilfe eines inversen alkalischen Kapillarblots auf Hybond N-Membran
transferiert. Nach der Elektrophorese wurde das Gel ohne weitere Vorbehandlung in den
Blotaufbau eingebaut. Der RNA-Transfer erfolgte fiir ca. 2 h mit 10 mM NaOH; 5xSSC
als Puffer.

Nach Abbau der Blots wurden die Nukleinsduren durch UV-Crosslinken (UV Stratalin-
ker™ 1800 (Stratagene) mit 120 mJ Energieleistung) auf den Membranen fixiert. Die
Vorhybridisierung erfolgte fiir mindestens 2 h bei 60 °C in Hybridisierungspuffer
[7 % (w/v) SDS, 250 mM NaP;, pH 7,0, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA]. Anschlieend
wurde die radioaktiv markierte Sonde zugegeben und bei 60 °C iiber Nacht hybridisiert.
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Unspezifisch gebundene Radioaktivitdt wurde durch mehrfaches Waschen der Membran
in absteigenden SSC-Konzentrationen bei 60-65 °C entfernt. Die Detektion der radioakti-
ven Signale erfolgte entweder durch Exposition eines Rontgenfilms oder durch Phospho-

rImager-Detektion.

2.2.10.2 Blotten und Detektion von Proteinen

Elektrophoretisch getrennte Proteine wurden nach einem Nass-Blotverfahren auf PVDF-
bzw. Nitrocellulosemembranen iibertragen. Dazu wurden die SDS-PAGE-Gele kurz in
Transfer-Puffer [Towbin-Puffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH ca. §,1-8,5; fiir PVDF
mit 20 % (v/v) Methanol] gespiilt und anschlieBend zusammen mit der in Transferpuffer
dquilibrierten Membran in die Blotkassette eingesetzt. Der Proteintransfer erfolgte fiir ca.
1 h bei konstant 100 V. Nach Ende des Transfers wurde das Gel zur Uberpriifung der Blo-
teffizienz in Coomassie gefarbt. Die Membran wurde kurz in TBS [100 mM TrisHCI,
pH 7,5, 150 mM NaCl] gespiilt und anschlieBend fiir 1 h bei RT mit 5 % (w/v) Trocken-
milchpulver (BioRad) in TBS inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.
Die Inkubation mit dem primiren Antikdrper (in 5 % (w/v) Trockenmilchpulver/TBS) er-
folgte tiber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schiitteln. Die typischerweise verwendeten An-
tikorperverdiinnungen sind in Tabelle 2.5 aufgelistet.

Tabelle 2.5 Fiir Western Blot-Analysen verwendete Antikorper und ihre typischen Verdiinnungen. Abwei-

chungen sind im Text angegeben.

Verdiinnung
Primirantikorper
Anti-His-Tag (monoklonal, aus Maus, Novagen) 1: 2000
Anti-ZmDXR (polyklonal, aus Kaninchen, Eurogentec) 1: 2000

Sekundarantikorper (AP-Konjugate)
Anti-Maus-IgG;-AP (Novagen) 1: 5000-1:10.000
Anti-Kaninchen-IgG;-AP (Chemicon, Ternecula CA, USA) 1: 3000-1:5000

Unspezifisch gebundene Antikorper wurden anschlieBend durch dreimaliges Waschen (je
5 min) in TTBS [TBS pH 7,5 mit 0,05 % (v/v) Tween-20] entfernt. Nach Spiilen der
Membran in TBS (3 x 5 min) wurde die Membran mit dem Sekundérantikdrper in
5 % (w/v) Trockenmilchpulver inkubiert (1 h bei RT). Bei den Sekundérantikérpern han-
delte es sich um Anti-IgG,;-Konjugate mit alkalischer Phosphatase (AP) zur enzymati-
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schen kolorimetrischen Detektion. Nach erneutem Waschen mit TTBS (3 x Smin) wurde
die Membran in TBS pH 9,5 inkubiert (2 x 5 min) und mit AP-Substratpuffer [TBS, pH
9,5, mit 50 mM MgCl,] &dquilibriert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von
0,16 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und 0,32 mg/ml p-Nitro-
blautetrazoliumchlorid (NBT) gestartet. Nach ausreichender Farbentwicklung wurde die
Reaktion durch Waschen der Membran in TE [10 mM TrisHCI, pH 8,0, 1 mM EDTA]
bzw. Wasser gestoppt. Die Membran wurde dann in der Geldokumentation unter weilem

Auflicht fotographiert bzw. direkt mit einem Scanner eingelesen.

2.2.11 Heterologe Proteinexpression in E. coli

2.2.11.1 Klonierung in pQE30

Zur bakteriellen Expression von ZmDXR wurde das pQE30-Vektorsystem (Qiagen) ver-
wendet, welches die Sequenz fiir einen N-terminalen 6xHistidin-Tag (His-Tag) enthélt.
Der kodierende Teil der ZmDXR33-cDNA ohne das berechnete Transitpeptid wurde mit
der Primerkombination KpnDXR/PstDXR mit Hilfe einer Pfi-DNA-Polymerase amplifi-
ziert, so dass am 5’-Ende der Sequenz eine neue Kpnl- und am 3’-Ende eine neue Ps¢I-
Schnittstelle angefiigt wurden.

Tabelle 2.6 Sequenzen der Primer, die fiir die Amplifikation des kodierenden Teils der ZmDXR33 cDNA

eingesetzt wurden. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte kennzeichnen die neu eingefiigten Kpnl- bzw.

PstI-Schnittstellen.

Primer Sequenz (5’ —3’)
KpnDXR CAG GTA CCC AACAGG CTCCACC
PstDXR CAC TGC AGT TAT GCA GGG ACA GG

Das resultierende Amplikon wurde nach Anhingen eines 3’-A-Uberhangs (s. 2.2.3.4) in
den Klonierungsvektor pPGEM® T Easy (Promega, Madison WI, USA) kloniert. Die ligier-
ten Vektoren wurden in E. coli DH5a transformiert. Der Erfolg der Ligation wurde durch
Restriktionsverdau mit Kpnl und Ps¢l iiberpriift. Die ausgeschnittenen Fragmente wurden
aus dem Agarosegel isoliert (s. 2.2.1.4) und anschlieBend in den ebenfalls mit Kpnl und
Pstl linearisierten Expressionvektor pQE30 ligiert. Die Klonierung in den korrekten Lese-

rahmen hinter den N-terminalen His-Tag des Vektors wurde durch Ansequenzierung bes-
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tatigt. AnschlieBend wurden die fertigen Expressionskonstrukte in den Expressionsstamm

M15 [pREP4] (Qiagen) transformiert.

2.2.11.2 Expression der rekombinanten ZmDXR

3,6 Liter einer Kultur von E. coli M15 [pREP4] pQEdxr wurden bei 37 °C geschiittelt, bis
eine ODggp von ca. 0,6 erreicht war. Nach Induktion der Expression durch 0,2 mM IPTG
wurde die Kultur weitere 4,5 Stunden bei 30 °C geschiittelt. Nach der Ernte der Bakterien
(15 min 5000 x g bei 4 °C) wurden die Zellpellets in 72 ml Extraktionspuffer (s. 2.2.6.1)
resuspendiert und die 16slichen Proteine wie in 2.2.6.1 beschrieben extrahiert. Der so ge-

wonnene l6sliche Proteinextrakt wurde bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

2.2.11.3 Uberexpression der rekombinanten ZmDXR

Fiir die Uberexpression der rekombinanten ZmDXR wurden 800 ml einer Kultur von E.
coli M15 [pREP4] pQEdxr bei 37 °C bis zu einer ODgyy von 0,6 angezogen, und dann mit
I mM IPTG induziert. Die Kultur wurde weiter bei 37 °C tiber Nacht (16 h) geschiittelt,
durch Zentrifugation geerntet (15 min 5000 x g 4 °C) und in denaturierendem Extrakti-
onspuffer (s. 2.2.6.2) resuspendiert. Nach der Extraktion (Durchfiithrung wie in 2.2.6.2 be-

schrieben) wurde die solubilisierte Proteinfraktion bei RT gelagert.

2.2.12 Aufreinigung von Proteinextrakten durch Metallaffinitits-Chromatographie

2.2.12.1 Auftrennung loslicher Extrakte am Talon-Harz

Losliche bakterielle Proteinextrakte mit rekombinanter ZmDXR wurden mit 2 ml
50 % (v/v) Talon-Matrix (Clontech, Palo Alto CA, USA) gemischt, die zuvor in Extrakti-
onspuffer (s. 2.2.6.1) dquilibriert worden war. Die Bindung des rekombinanten Proteins an
die Matrix erfolgte bei 4 °C iiber Nacht. Nach mehrmaligem Spiilen mit Extraktionspuffer
wurde das Material komplett in eine 2 ml-Sdule (Clontech) gepackt. Die Sdule wurde mit
Waschpuffer [100 mM TrisHCI, pH 7,5, 300 mM NaCl, 1 mM 2-Mercaptoethanol,
20 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerin] gespiilt. Anschliefend wurde das gebundene Pro-
tein mit Elutionspuffer [100 mM TrisHCI, pH 7,5, 300 mM NaCl, 1 mM 2-
Mercaptoethanol, 150 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerin] von der Saule eluiert.
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2.2.12.2 Auftrennung der unloslichen Fraktion an Ni-NTA-Agarose

Solubilisierte Extrakte der unldslichen Proteinfraktion wurden mit 2 ml einer 50 % (v/v)
Suspension von Ni-NTA-Agarose (Qiagen) gemischt und tiber Nacht unter Schiitteln bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Uberfithrung der kompletten Suspension in eine 2 ml-
Séule wurde die Elution analog zu 2.2.12.1, jedoch unter denaturierenden Bedingungen,
durchgefiihrt. Durch den Einsatz von Ni-NTA-Agarose waren hohere Konzentrationen an
Imidazol fiir die Elution notwendig. Der Waschschritt wurde mit 30 mM durchgefiihrt, die
Elution des spezifisch gebundenen Proteins erfolgte mit 250 mM Imidazol in denaturie-

rendem Puffer.

2.2.13 Aktivitatstests mit der angereinigten rekombinanten ZmDXR

2.2.13.1 Substratherstellung

DXP als spezifisches Substrat der DXR-Reaktion ist nicht kommerziell verfiigbar. Daher
wurde es in einem enzymatischen Produktionsassay aus den Vorstufen Pyruvat und Gly-
cerinaldehyd-3-phosphat mit einer angereinigten rekombinanten DXS aus Synechococcus
leopoliensis (zur Verfligung gestellt von W. Zimmer, Garmisch-Partenkirchen) hergestellt.
Die grundlegende Methode wurde von Miller et al. (2000) iibernommen und adaptiert.
33 mM Fructose-1,6-diphosphat und 66 mM Pyruvat wurden mit 1 U Aldolase (Roche),
50 U Triosephosphat-Isomerase (Roche) und 25-50 ug S. leopoliensis DXS in Reaktions-
puffer [100 mM KP;, pH 7,5, 5 mM MgCl,, 5 mM 2-Mercaptoethanol, 1 mM Thiamin-
diphosphat, 10 % (v/v) Glycerin] iiber Nacht bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Erhitzen auf 95 °C fiir 5 min gestoppt und das ausgefallene Protein abzentrifugiert (5 min
20.000 x g, 4 °C). Der Uberstand wurde aliquotiert und direkt fiir DXR-Enzymtests einge-
setzt oder bei —80 °C gelagert.

Radioaktive Ansitze zur Abschétzung der Reaktionsausbeute wurden wie oben beschrie-
ben durchgefiihrt; jedoch wurde zusitzlich [2-'*C]-Pyruvat (666 MBg/mmol, NEN Life
Sciences, Boston, USA) eingesetzt. Pro Ansatz wurden 1,85 kBq Radioaktivitdt verwen-
det. Nach Abstoppen der Reaktion durch Erhitzen wurden die Reaktionsprodukte durch
Diinnschichtchromatographie getrennt [Silicagel 60 F,s4 20x20-Platten (Merck) mit n-
Propanol:Ethylacetat:H,O (6:1:3 (v/v)) als Laufmittel]. Nach Entwicklung und Trocknung
der Platten wurde die Radioaktivitidt durch Exposition mit einem Phosphorlmager Low
Energy Screen visualisiert. Das Reaktionsprodukt DXP wurde durch Cochromatographie
mit einem authentischen Standard ([1, 2-'*C,]-DXP, 18,5 kBq in 6 pl; zur Verfiigung ge-
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stellt von M.H. Zenk, Biozentrum Halle) identifiziert. Die erzielten Ausbeuten lagen bei

ca. 13-20 %.

2.2.13.2 DXR-Enzymassays

Fraktionen der Talonsdule, die entsprechende Mengen an rekombinanter ZmDXR aufwie-
sen, wurden fiir Tests auf DXR-Enzymaktivitdt eingesetzt. Die Assays wurden in einem
Endvolumen von 1 ml durchgefiihrt (modifiziert, nach Miller et al., 2000). 20-50 pl einer
Talonfraktion wurden mit 20 pl frisch hergestelltem DXP (s. 2.2.13.1) in einem Reakti-
onsmix [50 mM TrisHCI, pH 7,5, I mM MnCl,, 1 mM 2-Mercaptoethanol] inkubiert. Die
enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 0,125 mM NADPH gestartet und an ei-
nem UV/VIS-Photometer (Beckmann DU 640) bei 340 nm tiber 5 min verfolgt. Die Ab-
nahme der Absorption bei 340 nm wurde zur Bestimmung der Reaktionsrate durch lineare
Regression verwendet. Mit Hilfe des spezifischen Extinktionskoeffizienten fiir NADPH
(e340=0,0063 nM™' cm™) konnten Umsatzraten fiir NADPH und spezifische Enzymaktivi-

taten bestimmt werden.

2.2.14 Herstellung und Test eines polyklonalen Antiserums gegen ZmDXR

2.2.14.1 Antigengewinnung und Erzeugung des polyklonalen Antiserums

Zur Gewinnung des Antigens fiir ein polyklonales Antiserum gegen die rekombinante
ZmDXR wurden die Eluatfraktionen aus der Aufreinigung der unldslichen Proteinfraktion
verwendet. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereinigt und aufkonzentriert (s.
2.2.7). AnschlieBend wurde das so gewonnene Antigen zur Herstellung eines polyklonalen
Antiserums in 2 Kaninchen verwendet (durch Firma Eurogentec, Seraing, Belgien). Es
wurde eine mehrstufige Immunisierung der Tiere mit insgesamt 4 Boost-Injektionen iiber

einen Zeitraum von 3 Monaten durchgefiihrt.

2.2.14.2 Spezifitits- und Sensitivitdtstests

Die wihrend der Antiserumproduktion erhaltenen Testseren wurden mit Hilfe von Wes-
tern Blot-Analysen ( s. 2.2.10.2) auf ihre Spezifitdt hin tiberpriift. Zur Bestimmung der
Sensitivitdt der Seren wurde eine Dot Blot-Analyse durchgefiihrt. Dazu wurde eine seriel-
le Verdiinnung des angereinigten Antigens auf eine PVDF-Membran getiipfelt, die an-

schlieBend nach dem in 2.2.10.2 beschriebenen Verfahren weiterbehandelt wurde. Nach
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dem Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen wurden die zu testenden Seren in

Verdiinnungen von 1: 1000 und 1: 2000 eingesetzt.

2.2.15 Affinititsreinigung des polyklonalen Antiserums

Die Affinititsreinigung des polyklonalen Antiserums wurde mit immobilisiertem Antigen
nach einer Methode von T. Vogt (IPB Halle, pers. Mitteilung) durchgefiihrt. 70 ug des
angereinigten rekombinanten Proteins wurden auf einem praparativen SDS-Page-Gel auf-
getrennt und anschlieend auf eine PVDF-Membran geblottet. Nach dem Transfer wurde
ein schmaler Streifen von der Membran abgeschnitten und mit einer Coomassie-
Farbelosung inkubiert. Nach teilweiser Entfarbung des Membranstreifens und Visualisie-
rung der Proteinbande wurde die Region mit der Antigenbande aus der Membranfldche
ausgeschnitten. Dieser Membranabschnitt wurde anschlieBend mit 5 % (w/v) Trocken-
milchpulver in TBS inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. 6 ml des
rohen Antiserums wurden dann fiir mehrere Stunden bei Raumtemperatur unter Schiitteln
mit dem Membranstreifen inkubiert. Nach 4 Waschschritten mit TBS wurden die spezi-
fisch gebundenen Antikorper durch Inkubation mit 100 mM Glycin, pH 2,5, eluiert. Das
Eluat wurde sofort durch Zugabe von 1 M Tris HCI, pH 8,0, neutralisiert, um eine Denatu-

rierung der Antikdrper zu vermeiden.

2.2.16 Immunlokalisation

2.2.16.1 Fixierung/Einbettung des Materials

Frisch geerntetes Wurzelmaterial von Z. mays wurde kurz in destilliertem Wasser gewa-
schen, sofort in Fixativ [3 % (w/v) Paraformaldehyd; 0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS
(135 mM NaCl, 3 mM KCI, 1,5 mM KH,PO4, 8 mM Na,HPO,, pH 7,0)] iiberfiihrt und in
kleine Stiicke geschnitten. Das Material wurde anschlieBend fiir 5-10 min im Exsikkator
vakuuminfiltriert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 2 h bei RT fixiert. Nach zwei
Waschschritten mit PBS (jeweils 15 min) wurden die Proben in einer aufsteigenden Etha-
nolreihe [jeweils 30 min 10 % (v/v), 30 % (v/v), 50 % (v/v), 70 % (v/v), 90 % (v/v) und
100 % (v/v) Ethanol] bei Raumtemperatur dehydratisiert. Alle weiteren Schritte wurden in
einem Inkubationsschrank bei 55 °C durchgefiihrt. Nach einer weiteren Inkubation in

100 % (v/v) Ethanol wurde mit der Infiltrierung des Probenmaterials mit Polyethylengly-
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col [PEG; Mischung aus PEG 1500 und PEG 4000 im Verhéltnis 2:1 (w/w)] begonnen.
Der Ablauf ist in Tabelle 2.7 dargestellt.

Tabelle 2.7 Ablauf der Infiltration von fixiertem Wurzelmaterial mit PEG. Alle Schritte wurden bei 55 °C
im Inkubationsschrank durchgefiihrt.

PEG : Ethanol (v/v) Inkubationszeit bei 55 °C
1:3 lh
1:1 lh
3:1 I,5h
reines PEG 2h

Das Material wurde anschlieBend in Einbettungsformen tiberfiihrt und in PEG eingebettet.
Nach langsamer Abkiihlung (iiber Nacht) wurden die Einbettungen aus den Formen gelost

und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.16.2 Schneiden und Immunmarkierung

Am Rotationsmikrotom wurden von den eingebetteten Proben 1620 um dicke Schnitte
angefertigt. Diese Schnitte wurden in Zellkultureinsétze mit 8 um Nylonnetz (Nunc,
Wiesbaden) iiberfiihrt. Alle weiteren Schritte wurden in 24-well-Zellkulturplatten (Grei-
ner, Frickenhausen) durchgefiihrt. Das Einbettungsmedium (PEG) wurde durch zweimali-
ges Waschen der Schnitte mit PBS entfernt. Anschliefend wurden die pflanzlichen Zell-
wiénde durch eine 15-miniitige Inkubation mit 1 % (w/v) Cellulase, 0,1 % (w/v) Pectolya-
se, 0,1 % (w/v) BSA in PBS verdaut. Nach dreimaligem Waschen der Schnitte mit PBS
wurden freie Aldehydgruppen durch Behandlung mit 0,1 M NH4ClI in PBS blockiert. An-
schlieBend erfolgte die Blockierung freier unspezifischer Bindungsstellen durch 30-
miniitige Inkubation mit 5 % (w/v) BSA in PBS. Die Schnitte wurden iiber Nacht bei 4 °C
mit dem primédren Antikorper [Anti-6xHis-ZmDXR; 1:1000 in 5 % (w/v) BSA/PBS] in-
kubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1 % (w/v) BSA in PBS erfolgte die Inkubation
mit dem Sekundirantikorper [Anti-Kaninchen-IgG;-Alexa488-Konjugat (MolecularPro-
bes, Eugene OR, USA); 1:500 in 0,1 % (w/v) BSA/PBS] fiir 60 min bei 37 °C. Dieser und
alle folgenden Schritte wurden unter Lichtabschluss durchgefiihrt, um ein Ausbleichen der
Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die

Schnitte entweder direkt auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager tiberfiihrt und mit
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SlowFade®-Antifading-Reagenz (Molecular Probes) eingedeckelt oder fiir Gegenfirbun-

gen weiterverwendet.

2.2.16.3 Gegenfdrbungen der Schnitte

Die immunmarkierten Schnitte wurden mit Weizenkeimagglutinin (WGA)-Konjugaten
gefarbt, um pilzliche Strukturen innerhalb der Schnitte zu visualisieren (Harrison et al.,
2002). Dazu wurden die Schnitte fiir 30 min bei RT in 0,05 mg/ml WGA-
Tetramethylrhodaminisothiocyanat (WGA-TRITC, Molecular Probes) in PBS inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in PBS folgte eine Gegenfarbung mit 4',6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid (DAPI, 0,1 pg/ml in PBS) zur Sichtbarmachung von DNA.
Nach weiteren drei Waschschritten in PBS wurden die Schnitte auf Poly-L-Lysin-

Objekttriger iiberfithrt und mit SlowFade® Antifading Reagenz eingedeckelt.

2.2.16.4 Analyse der Schnitte am Konfokalmikroskop und Bildverarbeitung

Die immunmarkierten und gefarbten Schnitte wurden an einem Zeiss LSM 410 bzw. Zeiss
LSM 510 Meta Konfokalmikroskop ausgewertet. Die Gerdte wurden im Multitrack-
Modus mit den in Tabelle 2.8 dargestellten Kanaleinstellungen betrieben

Tabelle 2.8 Kanaleinstellungen am LSM 410 bzw. LSM 510 Meta bei der Auswertung der immunmarkier-
ten und gefarbten Wurzelschnitte. LP: Langpassfilter; BP: Bandpassfilter

Kanal Anregungswellenlinge | Emissionsfilter Fluoreszenzsignal
1 488 nm BP505-530 Alexa488
2 543 nm LP560 TRITC
3 350 nm LP385 DAPI

Zur Analyse rdumlicher Strukturen wurde am Mikroskop LSM 510 Meta die Moglichkeit
der Erstellung von optischen Schnittserien in z-Richtung verwendet. Sofern nicht anders
angegeben, wurden Stapel von 25 einzelnen optischen Schnitten mit einem durchschnittli-
chen Abstand in z-Richtung von 0,5 pm zwischen den einzelnen Schnitten angefertigt.

Die Verarbeitung der Bilder erfolgte mit der Zeiss LSM 510 Meta-Software sowie dem
LSMIX-Programm (Zeiss). Die Projektionen der z-Serien wurden mit einem Projektions-
winkel von 0-3° (in y-Richtung) zwischen den einzelnen optischen Schnitten berechnet.

Weitergehende Bildbearbeitung erfolgte mit Hilfe des Programms Adobe Photoshop 5.5.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung einer DXR-cDNA aus Maiswurzeln

Ausgangsmaterial fiir die Klonierungsarbeiten war eine A-ZAP cDNA-Bank aus my-
korrhizierten Maiswurzeln (Z. mays dwarfl kolonisiert mit G. intraradices). Ein Aliquot
der Bank (ca. 360.000 Klone) wurde ausplattiert und die Phagen-DNA anschliefend auf
Nylonfilter libertragen. Als Sonde fiir die Hybridisierung kam ein 1,8 kb groes Notl/Sall-
Fragment des Oryza sativa-EST-Klons S11168 (Genbank Nr. D46469, zur Verfiigung ge-
stellt von Dr. T. Sasaki, MAAF Genbank, Japan) zum Einsatz, das eine hohe Sequenzihn-
lichkeit zu bekannten pflanzlichen DXR-Sequenzen aufwies. Mittlerweile konnte durch
Datenbankvergleiche sichergestellt werden, dass S11168 eine Teilsequenz der DXR aus
Oryza sativa darstellt.

Nach zweistufiger Aufreinigung wurden 45 positive Klone isoliert und durch die soge-
nannte ,,in vivo excision‘“-Methode in pBlueScript-Phagemide iiberfiihrt. Eine erste Cha-
rakterisierung der erhaltenen Klone erfolgte durch einen Restriktionsverdau mit EcoRI
und Xhol, wobei idealerweise die komplette cDNA aus dem Plasmid herausgeschnitten
wird. Dieser Verdau wurde zur Abschétzung der Grofen der klonierten cDNAs eingesetzt.
Die isolierten Klone zeigten eine Lénge von etwa 1,7-1,9 kb. Weitere Restriktionsverdaus
und Ansequenzierungen wurden durchgefiihrt, um grobe Kartierungen der Klone vorzu-
nehmen. Dabei lieferte vor allem der Einsatz der Enzymkombination BamH1/Xhol Ergeb-
nisse, die zur Klassifizierung der Klone in drei Hauptgruppen genutzt werden konnten.
Die jeweils ldngsten Klone jeder Gruppe wurden komplett doppelstringig sequenziert.
Tabelle 3.1 zeigt die Haupteigenschaften der so erhaltenen Gruppen.

Die Klongruppen ZmDXR64 und ZmDXRS88 weisen Sequenzinsertionen auf, die das
durchgingige offene Leseraster an verschiedenen Stellen unterbrechen: bei ZmDXR64
liegt die Insertion an Position 1487-1592 der cDNA (106 bp), bei ZmDXRS&8 reicht sie
von Position 450—498 (49 bp). Somit diirften die Klone beider Gruppen keine funktionel-
len DXR-Proteine kodieren. Abfragen der Offentlich zugédnglichen Maisdatenbank
(ZmDB, verfiigbar unter http://www.zmdb.iastate.edu/; Dong et al., 2003) mit beiden
Klonen lieferten nur Sequenzen als Ergebnis, die identisch mit Teilsequenzen von

ZmDXR33 waren.
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Tabelle 3.1 Eigenschaften der drei Gruppen DXR-dhnlicher Klone. Die Benennung der Gruppen erfolgt

nach ihrem jeweils ldngsten Vertreter.

ZmDXR33 | ZmDXR64 ZmDXRS88

Gesamtldnge (bp) 1678 1986 1918
interne BamHI-Schnittstellen 1 2 2
Haufigkeit 67% 7,5% 15%
% Identitdt zu ZmDXR33 85,5 81,7
(auf Nukleinsdureebene)

5’-untranslatierter Bereich (bp) 112 171 169
OREF (bp) 1419 1299 321
abgeleitetes Protein (Aminoséurereste) 473 433 107

Unter den ca. 360.000 verfiigbaren EST-Sequenzen (Stand Oktober 2003) konnten keine
identifiziert werden, die ZmDXR64 bzw. —88 entsprechen. Weitergehende Analysen er-
gaben, dass die Insertion im cDNA-Klon ZmDXR88 mit groer Wahrscheinlichkeit von
einem falsch gespleissten Intron herriihrt: ein Vergleich mit einem genomischen Fragment
aus Mais (Genbank Nr. AZ916496) ergab eine teilweise Ubereinstimmung des Fragments
mit der Insertion im cDNA-Klon. Fiir ZmDXR64 liegen bislang noch keine entsprechend
verwertbaren genomischen Fragmente in der Datenbank vor. Deshalb wurden die weiter-
gehenden Analysen und Arbeiten auf den Klon ZmDXR33 beschrénkt.

Die vollstindige Sequenz der ZmDXR33-cDNA hat eine Linge von 1678 bp (Abbildung
3.1). Nach einem untranslatierten 5’-Bereich von 112 bp ist ein durchgéngiges offenes Le-
seraster von 1419 bp erkennbar, gefolgt von einer untranslatierten 3’-Region von 126 bp,
die mit einem PolyA-Signal abschlieBt. Der offene Leserahmen entspricht einem Protein
mit 473 Aminosdureresten mit einem Molekulargewicht von 51,28 kDa und einem be-
rechneten isoelektrischen Punkt (pI) von 6,7. Der cDNA-Klon ZmDXR33 wurde unter der
Genbanknummer AJ297566 in die EMBL-Datenbank eingegeben.

Sequenzvergleiche der kompletten abgeleiteten Aminosduresequenz von ZmDXR33 mit
anderen pflanzlichen DXR-Sequenzen aus den Datenbanken ergaben sehr hohe Identi-

tiatswerte von bis zu 91,3 % fiir das komplette, unprozessierte Protein (s .Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2 Identititswerte fiir pflanzliche DXR-Sequenzen aus der Datenbank (Genbanknummern in
Klammern). Angegeben ist die prozentuale Identitit auf Aminosédureebene bezogen auf das von ZmDXR33
abgeleitete Protein (ZmDXR). Die Werte fiir die reifen Proteine wurden ohne die berechneten Plastidenim-

portsequenzen ermittelt.

komplettes Protein reifes Protein

Arabidopsis thaliana (AF148852) 82,8 % 89,7 %
Artemisia annua (AF182287) 76,2 % 84 %

Catharanthus roseus (AF250235) 81,3 % 89,3 %
Hordeum vulgare (AJ583446) 88 % 92,7 %
Lycopersicon esculentum (AF331705) 83,4 % 92,2 %
Mentha x piperita (AF116825) 74,1 % 81,4 %
Oryza sativa (AF367205) 91,3 % 95,2 %
Stevia rebaudiana (AJ429232) 77,4 % 85,8 %

Im Clustal W-Alignment fillt auf, dass die N-terminalen Doménen (ca. 50 Aminosdureres-
te) am wenigsten konserviert sind, wihrend die restlichen Sequenzen eine hohe Uberein-
stimmung aufweisen (Abbildung 3.2). Da der komplette MEP-Weg in Pflanzen plastiden-
lokalisiert ist, liegt die Vermutung nahe, dass die variablen N-terminalen Doméinen der
Proteine plastidire Importsignale darstellen. Eine entsprechende Uberpriifung der
ZmDXR-Sequenz mit dem Programm ChloroP V1.1 ergab das Vorhandensein einer mog-
lichen sogenannten ,stroma targeting domain® (STD) fiir den Plastidenimport (vgl.
Abbildung 3.1). Die wahrscheinlichste Schnittstelle fiir eine plastiddre Signalpeptidase
wurde von der Software zwischen den beiden Aminosédureresten C48 und C49 berechnet.
Die potentielle Schnittstelle liegt damit genau N-terminal zu einem hochkonservierten
CSX-Motiv (wobei X fiir M, A oder V stehen kann), das sich in allen bekannten pflanzli-
chen DXR-Sequenzen an der Nahtstelle zwischen STD und reifem Protein befindet (Car-
retero-Paulet et al., 2002). Das berechnete reife Protein von ZmDXR besteht demnach aus
423 Aminosédureresten mit einem Molekulargewicht von 45,85 kDa und einem berechne-
ten pl von 5,6. Hydrophobizititsanalysen nach Kyte & Doolittle (1982) mit Hilfe des Pro-

tean-Moduls der DNAStar Lasergene-Software weisen es als losliches Protein aus.



Ergebnisse 33

1 CCGTCGCCAGCATCGCTTCCACTTCGGTCTCAGCGACGGTCGCCACCACCGCTCCCCTCCCTCTCCCCCTCCTCGCCCAG

81 CGGCAATTACCACAGCCTCCCCAGCAAGCCGGGATGGCTGCACTCAAGGCATCGTTCCGGGGTGAGCTCAGCGCCGCTTC
M A A L K A S F R G E L S A A S

161 CTTCCTCGACTCCAGCAGGGGACCTCTCGTCCAGCACAAAGTGGATTTTACGTTTCAAAGGAAGGGCAAACGAGCTATTT
rF L. D S S R GGP L V Q H K VD F T F Q R K G K R A T

241 CACTGAGAAGGACATGCTGTTCTATGCAACAGGCTCCACCACCAGCATGGCCTGGGCGAGCTGTTGCTGAGCCTGGCCGG
s L R R T C C s M Q Q A P P P A W P G R AV A E P G R

321 AGGTCATGGGATGGCCCAAAGCCTATCTCGATTGTTGGTTCAACTGGTTCCATAGGAACACAGACATTGGACATTGTTGC
R s woD G P XK P I S I V G S T G S I G T Q T L D I V A

401 GGAGAATCCTGATAAGTTCAGAGTTGTTGCTCTTGCTGCTGGATCCAATGTCACGCTTCTAGCTGATCAGGTCAAAACAT
E N P D K F RV VAL AAG S NV T L L A D Q V K T

481 TCAAACCTAAGTTGGTTGCTGTAAGAAACGAATCATTAGTTGATGAATTGAAAGAAGCCTTGGCTGATTGCGAAGAGAAG
F K P K L VA V R N E S L VvV D E L K E A L A D C E E K

561 CCAGAAATTATTCCTGGGGAGCAAGGTGTCATAGAAGTTGCTCGCCATCCAGATGCAGTTACAGTTGTCACAGGGATAGT
p E I I P G E Q GV I E V A R H P D AV T V V T G I V

641 AGGTTGTGCAGGGCTGAAGCCTACAGTTGCTGCAATTGAAGCTGGTAAAGACATAGCATTGGCAAACAAAGAGACACTTA
G ¢ A G L K P T VAATI EAGI KDTIATILANI KE T L

721 TTGCAGGTGGTCCTTTTGTGCTTCCCCTTGCACACAAACACAAAGTGAAAATTCTTCCAGCTGATTCTGAGCACTCTGCA
I A G G P F VL P L A HIKHI KV K I L P A D S E H S A

801 ATATTTCAGTGTATACAAGGCTTGTCCGAAGGTGCACTTCGTCGCATTATTCTAACTGCATCAGGTGGTGCTTTCAGGGA
I ¥F o C I 9 G L S E G A L RUR I I L T A S G G A F R D

881 CTGGCCAGTTGACAGGCTGAAAGATGTAAAAGTTGCTGACGCTTTAAAGCATCCAAACTGGAATATGGGAAGGAAGATCA
w p VvV DR L KDV KV A DA AILI KHUPNWNMG R K I

961 CAGTAGATTCTGCTACTTTATTCAACAAGGGTTTAGAAGTTATTGAAGCACATTATTTATTTGGTGCTGAATATGATGAC
T v D s A T L F N K G L E V I E A H Y L F G A E Y D D

1041 ATTGAGATTGTGATTCACCCACAGTCTATCATACACTCTATGGTTGAAACCCAGGATTCATCTGTCCTAGCTCAGTTGGG
I ¢ I v I H P Q s I I H s M VvV E T Q D s S V L A Q L G

1121 ATGGCCAGATATGCGGTTACCAATCTTATACACCTTATCATGGCCAGATAGAATCTATTGCTCTGAGGTCACCTGGCCCC
w pp DM R L P I L Y T L S W P DR I Y C S E V T W P

1201 GTCTGGATCTTTGCAAGTTGGGTTCACTGACATTCAGAGCTCCAGACAACGTAAAATACCCATCAATGGACCTAGCCTAT
R L DL CX L G S L T F RAP DNV K Y P S M DL A Y

1281 GCAGCTGGCCGCGCTGGGGGCACCATGACAGGAGTCCTGAGCGCTGCTAATGAGAAGGCCGTGGAGTTGTTCATTGACGA
AA G RAGGTM TGV L S A A NE KAV E L F I D E

1361 GAAGATTAGCTACCTGGACATATTCAAGGTGGTGGAGCTTACATGTAACGCGCATCGGAACGAGCTGGTAACAAGCCCGT
kK 1 s y L p I F K Vv Vv EL T CNAIHIRNE L V T S P

1441 CACTGGAGGAGATCGTCCATTACGATCTGTGGGCGAGGAGATATGCAGCCAGTCTACAACCATCTTCTGGCCTGAGCCCT
s L E E I vV H Y D L W A R R Y A A S L Q P S S G L S P

1521 GTCCCTGCATAATAGGTCGTCACGACAACGTTGTACAGCAGGAGTTCTAAGATATGATGTGTTTGTGGCTCCTGTTTCCA
v P A *

1601 TGTTCAATTTTCAGGCCTCCACATGAATAAAATGCATCTATTCCATGTGATTTCTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Abbildung 3.1 Komplette Sequenz des cDNA-Klons ZmDXR33 mit konzeptioneller Translation. Die fett
gedruckten Nukleotide kennzeichnen den durchgingigen offenen Leserahmen des Klons. Die putative Sig-

nalsequenz fiir den Plastidenimport ist unterstrichen.
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JRNQGRGFGK!
JKDSKVN---GI!

[~
o
RFRRRBRRRR

At 86 GSTGSIGTQTLDIVAENPDKFRVVALAAGSNVTLLAD
Aa 80 IGSTGSIGTQTLDIVAENPDKFEVVALAAGSNVTLLAE
Cr 83 GSTGSEGTQTLDIVAENPDKFRVVALAAGSNVTLLAD

P\-B R I W KPTVAAIEAGKDIALANKETLIAGGPFVLP!
Aa 180 LKPTVAAIEAGKNIALANKETLIAGGPFVLP
Cr 183 LKPTVAAIEAGKDIALANKETLIAGEPFVLP
;A AN VT KPTVAATEAGKD IALANKETLIAGGPFVLP: ILPADSEHSAIFQCIQGLEEGELRREILTASGGAFRDWPVEKL1D
PN RV T KPTVAAIEAGKDIALANKETLIAGGPFVL ILPADSEHSAIFQCIQGLPEGALRRIILTASGGAFRDWPVEKLK!Y
)l IR KPTVAAIEAGKDIALANKETLIAGGPFVLP! HKHI ILPADSEHSAIFQCIQGLPEGALRRIILTASGGAFRDIPVEKL1E
Os 182 LKPTVAAIEAGKDIALANKETLIAGGPFVLPE?: ILPADSEHSAIFQCIQGLPEGALRRIILTASGGAFRDWPVEKL1E
Sr 181 LKPTVAAIEAGKNIALANKETLIAGGPFVLP KHﬂzEILPADSEHSAIFQCIQGEPEGALRRIILTASGGAFRD!PVEKL1D
b4 SR KPTVAATEAGKDIALANKETLIAGGPFVLPLA [ ILPADSEHSAIFQCIQGLSEGALRRIILTASGGAFRDWPVIRILKIY

At 286 M TWPRLDLCKLGSLTFK!

Aa 280 I TWPRLDLCKLGSLTFKE

Cr 283 TWPRLDLCKLGSLTFKE
Hv 292 TWPRLDLCKLGSLTFKF.

Le 284

Mp 289

Os 282 xﬂgTQDSSVLAQLGWPDMREPILYT!SWPD TWPRLDLCKLGSLTFK PDN|
Sr 281 (ETQDSSVLAQLGWPDMRLPILYTLSWPD: TWPRLDLCKLGSLTFKRPDN

Zm 281 TQDSSVLAQLGWPDMRLPILYTLSWPD!

At 385
Aa 379
Cr 382
Hv 391

YPSDLAYAAGRAGGTMTGVLSAANEKAVEMFIDEKIE
SRSk lVK Y PSMD LA YSAGRAGGTMTGVLSAANEKAVERFIFERTHE
Mp 388 PEMDLAYAA RIS TMTGVLSAANEKAVEUFIDEK]]
[ERT: WK Y PSMDLAYAAGRAGGTMTGVLSAANEKAVEWF IDEKT
Sr 380
Zm 380

Abbildung 3.2 Sequenzvergleich von ZmDXR mit pflanzlichen DXR-Sequenzen aus der Datenbank: Ara-
bidopsis thaliana (At, Genbank Nr. AF148852), Artemisia annua (Aa, AF182287), Catharanthus roseus
(Cr, AF250235), Hordeum vulgare (Hv, AJ583446), Lycopersicon esculentum (Le, AF331705), Mentha x
piperita (Mp, AF116825), Oryza sativa (Os, AF367205), Stevia rebaudiana (Sr, AJ429232), Zea mays
ZmDXR (Zm, diese Arbeit, AJ297566). Schwarz unterlegte Aminoséurereste sind in 80% der verglichenen

Sequenzen konserviert. Der Stern (*) kennzeichnet die berechnete Schnittstelle der Signalpeptidase.

3.2 Heterologe Expression von ZmDXR in E. coli

Die Identifizierung des von ZmDXR33 abgeleiteten Proteins (ZmDXR) als mogliche
DXR basierte zunichst einzig auf der hohen Identitit der Aminosiuresequenz zu bekann-
ten pflanzlichen DXRs. Deshalb war es notwendig, durch heterologe Expression des
Klons die enzymatische Funktion zu zeigen. Dazu wurde das Fragment der cDNA, das fiir
das putative reife Protein kodiert, mittels einer PCR-Reaktion mit Pfu-Polymerase und
den Primern KpnDXR/PstDXR (s. Tabelle 2.6) amplifiziert. Nach A-tailing und Subklo-
nierung in den pGEM-Vektor konnte das Fragment mit Kpnl und Pstl geschnitten werden

und in den mit den gleichen Enzymen linearisierten Expressionsvektor pQE30 ligiert wer-
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den. Nach Transformation in einen Klonierungsstamm wurden die Plasmide durch PCR
und Restriktionsanalysen auf das Vorhandensein des Inserts iiberpriift und positive Klone
anschlieBend in den Expressionsstamm M15 [pREP4] transformiert. Isolation von Plas-
mid-DNA und Restriktionsanalysen bestétigten das Vorhandensein des Expressionskon-

strukts pQE30dxr.

3.2.1 Ermittlung der optimalen Induktionsbedingungen

Die Expression rekombinanter Proteine ist in dem System M15 [pREP4]/pQE mit Hilfe
von IPTG induzierbar. IPTG ist ein nichtmetabolisierbares Analogon zu Galaktose, das
den lac-Repressor bindet und somit die /ac-Operator-Sequenzen auf dem Expressi-
onsplasmid freigibt, d.h. theoretisch sollte nur bei Anwesenheit einer bestimmten Menge
an Galaktose bzw. IPTG die Expression des heterologen Proteins erfolgen.

AuBlerdem ist die Expression des rekombinanten Proteins auch von dufleren Faktoren, ins-
besondere Kulturtemperatur und Dauer der Expression, abhéngig. Diese Faktoren miissen
von Fall zu Fall immer wieder neu empirisch bestimmt werden. Zur Ermittlung der opti-
malen Parameter fiir die heterologe Expression von ZmDXR33 wurden zwei Temperatu-
ren (30 °C und 37 °C), sowie verschiedene IPTG-Konzentrationen (0, 0,2, 0,5 und 1 mM
IPTG) bei einer Induktionsdauer von zunidchst 5 Stunden getestet. Dazu wurden 5 ml-
Kulturen angesetzt, aus denen nach der Induktionsphase die 18slichen Proteine extrahiert
wurden. Nach Auftrennung der Proteinextrakte auf einem SDS-PAGE-Gel und Blot auf
PVDF-Membran wurde das rekombinante Protein durch einen monoklonalen Anti-His-
Tag-Antikorper nachgewiesen. Bei einer Induktionstemperatur von 30 °C ist mehr His-
Tag-Protein in der 19slichen Fraktion nachweisbar als bei 37 °C (Abbildung 3.3). Fiir wei-
tere Versuche wurde 0,5 mM IPTG als Induktorkonzentration ausgewihlt. Um den
Einflul der Induktionsdauer auf die Mengen an rekombinantem Protein zu ermitteln, wur-
den Vergleiche zwischen einer fiinfstiindigen und einer Ubernachtinduktion bei 30 °C mit
den oben angegebenen IPTG-Mengen durchgefiihrt. Bei allen getesteten Ubernachtansit-
zen waren jedoch nur Spuren von His-Tag-Protein in der 16slichen Fraktion nachweisbar.
Fiir die Reinigungsversuche mit 6xHis-ZmDXR wurde die Induktion deshalb fiir 5 Stun-
den bei 30 °C mit 0,5 mM IPTG als Induktor durchgefiihrt.
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Abbildung 3.3 Test fiir optimale Expressionsbedingungen fiir ZmDXR. Western-Blot-Analyse mit 10 pg
Protein/Spur; Blot auf PVDF-Membran; Primir-Antikdrper: Anti-His-Tag 1:2000; Sekundér-Antikorper:
Anti-Maus-IgG;-AP 1:5000.

3.2.2 Partielle Aufreinigung an Talon-Harz

Zur Aufreinigung der rekombinanten ZmDXR wurden 3,6 Liter E. coli M15 [pREP4]
pQEdxr-Kultur fiir 5 h bei 30 °C mit 0,5 mM IPTG induziert. Nach Zellaufschluss und
loslicher Extraktion wurden 235 mg Gesamtprotein mittels Metallaffinitéts-
chromatographie an Talon-Harz aufgetrennt. Dabei wurden die ersten Spiilschritte
(2,5 mM Imidazol) im Batch-Verfahren durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Material
in eine 2 ml-Siule liberfiihrt und 2 ml-Fraktionen gesammelt. Deutlich erkennbar ist der
typische dreistufige Verlauf der Proteinelution von den Metallaffinitdtsmatrizes (Abbil-
dung 3.4). Nach dem Durchlauf von nicht gebundenem Protein wurde durch eine leichte
Erhohung der Imidazolkonzentration unspezifisch oder nur locker gebundenes Protein ab-
gewaschen. In dieser Reinigung wurden in den Waschfraktionen die hochsten Proteinkon-
zentrationen bestimmt. AbschlieBend wird durch Einsatz einer hohen Imidazolkonzentra-
tion (150 mM) oder alternativ durch Absenken des pH-Werts im Elutionspuffer das re-
kombinante Protein spezifisch eluiert.

Reprisentative Fraktionen der Reinigung wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot-
Analyse auf das Vorhandensein der rekombinanten ZmDXR untersucht. Im relevanten
Molekulargewichtsbereich (berechnete Grofle der rekombinanten ZmDXR: 48,1 kDa) ist

dabei eine schwache Bande erkennbar, die dem Protein entsprechen konnte (Abbildung
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3.5). Jedoch sind noch viele Verunreinigungen erkennbar, insbesondere eine starke Bande

bei ca. 60 kDa, die in allen Wasch- und Elutionsfraktionen sichtbar bleibt.

T 160
+ 140
+ 120
-+ 100

|
T
o
o
mM Imidazol

\ —pmol NADPH/s —e—O0OD595  ------ mM Imidazol \

Abbildung 3.4 Elutionsprofil des M15 [pREP4] pQEdxr-Extrakts von der Talonsdule. Je 10 ul pro Fraktion

wurden zur Proteinbestimmung nach Bradford eingesetzt. Aktivititsbestimmung mit jeweils 20 pl Protein.

Der in Abbildung 3.6 dargestellte Western-Blot zeigt die Anwesenheit von Proteinen mit
His-Tag in den einzelnen aufgetragenen Fraktionen. Eine schwache Bande fiir das rekom-
binante Protein ist bereits im Rohextrakt detektierbar. Starkere Signale werden ab Wasch-
fraktion 2 erhalten, was dafiir spricht, dass Teile des rekombinanten Proteins bereits mit
20 mM Imidazol von der Séule eluiert werden. Die grof3te Menge an His-Tag-Protein fin-
det sich in den Fraktionen Wasch 5 und Elution 1. Jedoch sind hier auch zahlreiche Ban-
den mit einem kleineren als dem berechneten Molekulargewicht des rekombinanten Prote-
ins nachweisbar.

Versuche, die rekombinante DXR mit Hilfe einer hydrophoben Interaktionschroma-
tographie an Phenylsepharose FF weiter anzureinigen, waren nicht erfolgreich. Das His-

Tag-Protein eluierte zusammen mit dem Hauptproteinpeak.
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Abbildung 3.5 SDS-PAGE-Analyse reprisentativer Fraktionen der Aufreinigung der rekombinanten

ZmDXR an Talon-Harz. Die Fraktionen Spiil3 bis Elution2 wurden vor dem Auftragen auf das Gel um den
Faktor 10 aufkonzentriert. 10 % Polyacrylamid-Gel, CBB-Farbung.

— (9] o < Tp] ~— (9]
= £E o © B 5 & & 5
< S 3 §&§ & & & 5 %
@ A ® = = = = o |
kDa
68.8—
52.5— — ca. 48kDa
40.0—
28.4—

Abbildung 3.6 Western-Blot-Analyse der Fraktionen aus der Aufreinigung der rekombinanten ZmDXR an

Talon-Harz. Beladung wie in Abbildung 3.5. Blot auf PVDF-Membran. Priméarantikorper: Anti-His-Tag-AK
(1:2000); Sekundér-AK: anti-Maus-IgG,-AP-Konjugat (1:5000).
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3.2.3 Aktivititstests

Fraktionen der Aufreinigung von M15 [pREP4] pQEdxr-Extrakten, die nach Analyse auf
Western-Blot-Ebene mit Anti-His-Tag-Antikorpern die Anwesenheit von rekombinanter
DXR vermuten lieBen, wurden auf ihre enzymatische Aktivitit in DXR-Assays unter-
sucht. Der Aktivitidtsnachweis beruht auf dem Umsatz des eingesetzten NADPH, dessen
Oxidation zu NADP" sich sehr leicht photometrisch bei einer Wellenlinge von 340 nm
verfolgen ldsst. Als Positivkontrolle diente eine rekombinante DXR aus S. leopoliensis
(als Klon E. coli TG1 pQEdxr von W. Zimmer zur Verfligung gestellt), die zuvor iiber ei-
ne Talon-Séule angereichert worden war.

Der Reaktionsverlauf wurde am Photometer {iber 5 min verfolgt, wobei alle 15 sec ein
Messpunkt registriert wurde. Zur Bestimmung der anfénglichen Reaktionsrate wurde zu-
ndchst der ODs40-Verlauf gegen die Zeit aufgetragen, um die Linearitit des OD-Verlaufs
beurteilen zu konnen. Die Reaktionsrate wurde dann durch lineare Regression bestimmt.
Die so erhaltenen Werte wurden anschlieBend mit dem spezifischen Extinktionskoeffi-
zienten fiir NADPH bei 340 nm verrechnet, um Umsatzraten bestimmen zu konnen.
Durch Bezug auf die eingesetzten Proteinmengen in den Assays wurden spezifische Akti-
vititen berechnet. Die Rohdaten von Assays mit angereinigter rekombinanter ZmDXR

(Waschfraktion 5) sind in Abbildung 3.7 dargestellt.

Zeit (s)

- 4 - -Proteinkontrolle ~—a&—ZmDXR - - %% - -ZmDXR+Fosmidomycin

Abbildung 3.7 Rohdaten des Aktivitdtstests mit angereinigter rekombinanter ZmDXR (Fraktion Wasch 5
aus Abbildung 3.5 bzw. Abbildung 3.6). 5 pug Protein/Assay; Proteinkontrolle: Assay mit hitzedenaturiertem
Protein (5 min 95° C); ZmDXR+Fosmidomycin: 1 pM Fosmidomycin im Assay.
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Mit hitzedenaturiertem Protein bzw. bei Zugabe des DXR-spezifischen Inhibitors Fosmi-
domycin (Kuzuyama et al., 1998a) konnte keine Abnahme der ODs49 nachgewiesen wer-
den. Damit ist sichergestellt, dass der Umsatz von NADPH spezifisch fiir eine ablaufende
DXR-Reaktion ist. Tabelle 3.3 zeigt die aus den Rohdaten berechnete spezifische Aktivi-
tit im Vergleich zur Positivkontrolle.

Tabelle 3.3 Spezifische Aktivititen der ZmDXR-Enzymassays im Vergleich zur Positivkontrolle aus S. leo-

poliensis. n.d.: nicht detektierbar

Probe spezif. Aktivitit (nkat mg'1 Protein)
S. leopoliensis DXR 34,94

+ 1 uM Fosmidomycin n.d.
ZmDXR 28,02

+ 1 uM Fosmidomycin n.d.

- DXP n.d.

denaturiertes Protein n.d.

Neben der Waschfraktion 5 zeigte nur noch die Elutionsfraktion 1 messbare DXR-
Aktivitit (2,15 nkat mg” Protein). Trotz der deutlichen Signale im Western Blot war in
keiner der friiheren Waschfraktionen DXR-Aktivitdt nachweisbar. Ob dies an einer nicht
ausreichenden Sensitivitdt des Enzymtests fiir geringere Mengen an rekombinanter DXR

lag, ist unklar.

3.2.4 Anreinigung aus der unloslichen Fraktion

Zur Herstellung eines polyklonalen Antiserums werden groere Mengen reinen Antigens
bendtigt. Da durch heterologe Expression von ZmDXR in E. coli nur wenig, stark verun-
reinigtes Protein in der loslichen Fraktion erhalten wird, wurde zur Antigengewinnung ei-
ne andere Strategie gewéhlt. Durch Induktion mit 1 mM IPTG bei 37 °C iiber Nacht sollte
eine Uberexpression und damit verbunden, eine Sequestrierung des Proteins in die unlds-
liche Fraktion erzielt werden. Nach Solubilisierung der unloslichen Riickstdnde unter de-
naturierenden Bedingungen wurde der erhaltene Extrakt durch Metallaffinitéts-
Chromatographie an Ni-NTA-Agarose aufgetrennt. Dieses Material ist besténdiger gegen-
iiber den denaturierenden Bedingungen der verwendeten Puffer als die sonst zum Einsatz
kommende Talon-Matrix. Abbildung 3.8 zeigt das Elutionsprofil des Extrakts aus 800 ml
M15 [pREP4] pQEdxr —Kultur von der Ni-NTA-Siule.
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Abbildung 3.8 Elutionsprofil des denaturierenden Extrakts von M15 [pREP4] pQEdxr von Ni-NTA-
Agarose. 45 mg Gesamtprotein; Proteinbestimmung nach Bradford (10 pl/Fraktion)

Die Flution des rekombinanten Proteins von der Matrix erforderte hier hohere Imidazol-
konzentrationen als bei der Verwendung von Talon-Material. Das gebundene Protein elu-
ierte nach Steigerung der Imidazolkonzentration auf 250 mM in 2 Hauptpeaks. Die ent-
sprechenden Fraktionen wurden mit Hilfe von SDS-PAGE auf die Reinheit des rekombi-
nanten Proteins hin untersucht (Abbildung 3.9).

kDa 32 33 34 35 3B 37T 38 389 40 4 42 43
116,25 — |
97.4—
66,2 —
so_ W
2

31,0— il

E§s = ;_

Abbildung 3.9 SDS-PAGE-Analyse der Fraktionen 32 — 43 nach Auftrennung des denaturierenden Extrakts
von M15 [pREP4] pQEdxr iiber Ni-NTA-Agarose. 5 ul pro Fraktion; 10 % Polyacrylamidgel; CBB-

Férbung.
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Die Fraktionen 35 bis 38, sowie 40 und 41 wurden vereinigt; insgesamt wurden ca. 3 ml
Proteinlosung mit einer Konzentration von 0,77 mg/ml erhalten. Dies entspricht einer Pro-

teinmenge von ca. 2,3 mg.

3.2.5 Herstellung und Aufreinigung des polyklonalen Antiserums

Zur Herstellung eines polyklonalen Antiserums wurden ca. 1,6 mg Antigen (Herstellung s.
3.2.4) an die Firma Eurogentec geschickt. Dort wurden zwei Kaninchen (Identifikations-
nummern 641 bzw. 642) mit dem Antigen immunisiert. Vor Beginn der Immunisierung
wurde Kaninchenserum als Praimmunserum gewonnen. Im weiteren Verlauf wurden meh-
rere Nachinjektionen mit dem Antigen vorgenommen; nach der dritten Boost-Injektion
wurde eine groBere Testcharge des Antiserums zur Uberpriifung iibersandt. Zunichst
wurden E. coli-Proteinextrakte durch Western Blots analysiert. Dabei war ein starker Hin-
tergrund an Proteinbanden erkennbar, die sowohl vom Antiserum als auch von Praiimmun-
serum erkannt wurden (0. Abb.). Gesamtproteinextrakte aus Maisgeweben wurden nach
elektrophoretischer Trennung auf PVDF geblottet und mit dem Serum bzw. dem Prdim-
munserum inkubiert. Das Pradimmunserum zeigte keine Reaktivitit gegeniiber Proteinen
aus Mais (Abbildung 3.10). Das Testserum hingegen detektierte eine Hauptbande in Ex-
trakten aus Maisbldttern und Wurzeln. Allerdings waren auch noch etliche schwichere
Banden erkennbar. Auffallend ist auch, dass bei der als Positivkontrolle eingesetzten an-
gereinigten rekombinanten DXR zahlreiche Banden detektiert wurden. Dies spricht dafiir,
dass die Reinheit des Antigens durch die Kontrolle auf SDS-PAGE (Abbildung 3.9) iiber-
schitzt wurde.

Der parallele Test mit dem Serum des Kaninchens 641 ergab identische Resultate und ist
deswegen hier nicht eigens dargestellt.

Mit Hilfe eines Dot-Blot-Versuchs wurde die Sensitivitit dieses Testserums ermittelt. Da-
zu wurden Verdiinnungen des Antigens auf eine PVDF-Membran getiipfelt und mit dem

Serum inkubiert (Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.10 Western-Blots zur Uberpriifung der Spezifitit des Testserums 642 in Gesamtproteinextrak-
ten aus Maisgeweben. 10 pg Gesamtprotein aus den angegebenen Maisgeweben pro Spur; DXR: 25 ng des
rekombinanten Antigens als Positivkontrolle; NM: nicht mykorrhiziert; M: mykorrhiziert (G. intraradices);

Primérantikorper: Testserum 642 (SA 642) bzw. Prdimmunserum 642 (PIS 642) jeweils 1:2000.
Auch hier ist wie im vorhergehenden Western-Blot-Experiment erkennbar, dass das Pré-

immunserum keine Reaktion mit dem Antigen zeigte. Fiir beide getesteten Seren konnte

bei einer Verdiinnung von 1:2000 eine Sensitivitdt von weniger als 7 pg Antigen festge-

stellt werden.
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Abbildung 3.11 Dot-Blot-Versuch zur Ermittlung der Sensitivitdt der Testseren. Serielle Verdiinnungen des
rekombinanten Antigens wurden auf PVDF getiipfelt und mit den angegebenen Serenverdiinnungen inku-

biert.

Aufgrund der in Abbildung 3.10 sichtbaren Nebenbanden, die durch das polyklonale Anti-
serum detektiert wurden, war eine Reinigung des Antiserums notwendig. Um unspezifi-
sche Bindung aus dem Gesamtserum auszuschlieen, wurde in einem ersten Versuch ro-
hes Antiserum einer Affinititschromatographie an einer Protein A-Matrix (Affi-Gel® Pro-
tein A Agarose, Biorad) unterworfen. Tests auf Western-Blots mit der eluierten IgG-
Fraktion des Serums brachten jedoch keine Verbesserung der Spezifitit des Serums. Da-
her wurde in einem weiteren Schritt eine Affinitdtsreinigung des Serums am spezifischen
Antigen durchgefiihrt. Etwa 70 pg des angereinigten rekombinanten Antigens wurden
nach Elektrophorese auf eine PVDF-Membran transferiert. Der Membranbereich, der das
spezifische Antigen enthielt, diente als Affinitditsmatrix flir die Reinigung. 6 ml Antiserum
wurden mehrere Stunden mit dem Membranstreifen inkubiert. Nach mehrmaligem Wa-
schen mit TBS wurden die gebundenen Antikdrper durch ein Absenken des pH-Wertes
auf pH 2,5 eluiert. In Tabelle 3.4 sind die Proteinausbeuten der einzelnen Elutionsschritte

aufgefiihrt.
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Tabelle 3.4 Proteinausbeuten bei der Affinitdtsreinigung des polyklonalen Antiserums

Probe Volumen pg/nl ug gesamt
Eluat 1 1200 pl 0,185 222
Eluat 2 600 pl 0,085 51
Eluat 3 600 ul 0,025 15

Wichtig bei der Reinigungsprozedur ist, dass die bei niedrigem pH eluierten Antikorper
sehr schnell wieder in den neutralen pH-Bereich zuriickiiberfiihrt werden, um Denaturie-
rung und damit Aktivitdtsverlust der Antikorper zu vermeiden.

Die beiden ersten Eluate wurden aufkonzentriert und per Western Blot auf ihre Spezifitét
hin getestet. Abbildung 3.12 belegt, dass nach erfolgter Affinititsreinigung sowohl im re-
kombinanten Antigen als auch in pflanzlichen Extrakten (hier aus nichtmykorrhizierten

Maiswurzeln) nur noch eine Bande mit dem korrekten Molekulargewicht erkannt wird.

Wurzel
kDa DXR NI

85,9—
68,8— 1
525— ° &

40,0 -

284 -

Abbildung 3.12 Western Blot zur Uberpriifung der Spezifitit der affinititsgereinigten Antikdrper. 25 ng re-
kombinantes Antigen (DXR), bzw. 10 pg Gesamtproteinextrakt aus nichtmykorrhizierten Maiswurzeln. Blot
auf PVDF; Primér-Antikorper: Eluat 1 der Affinitatsreinigung 1: 2000.

Der parallel durchgefiihrte Test mit dem Eluat 2 der Reinigung ergab vergleichbare Er-
gebnisse. Die affinitdtsgereinigten Antikorper wurden aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
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3.3 Charakterisierung der Mais-DXR

3.3.1 Differentielle Transkriptakkumulation

Aus Untersuchungen von Walter et al. (2000) war bekannt, dass DXR-Transkripte durch
Mykorrhizierung hochreguliert werden. Durch Verwendung der klonierten cDNA
ZmDXR33 als Sonde sollte dies nun im homologen System {iberpriift werden. Weitere
Maisgewebe wurden auf DXR-Expression hin untersucht, um ein Expressionsprofil zu
erstellen. Je 5 ng Gesamt-RNA aus den einzelnen Geweben wurden dazu elektrophore-
tisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran geblottet. Nach Hybridisierung mit der

kompletten cDNA ZmDXR33 ergab sich folgendes Bild (Abbildung 3.13):

Wurzel Keimling
NM MG.i. MGm. D Blatt

[ — : .‘ DXR
- o

- I I I

Abbildung 3.13 Northern-Blot-Analyse zur Erstellung eines Expressionsprofils fiir ZmDXR. NM: nichtmy-

rel. Einheiten

korrhizierte Wurzeln; M G.i.: mykorrhizierte Wurzeln (G. intraradices); M G.m.: myk. Wurzeln (G. mos-
seae); D: Dunkelkeimung; L: Lichtkeimung. Jeweils 5 pg Gesamt-RNA pro Spur wurden mit der komplet-
ten cDNA von ZmDXR33 hybridisiert. Die Beladungskontrolle erfolgte durch Hybridisierung mit einem
346 bp 18S rDNA-Fragment. Quantifizierung erfolgte durch Exposition beider Hybridisierungen mit dem
Phosphorlmager. Die quantitativen Werte sind als Quotient der Intensititen [ZmDXR]/[18S] berechnet und
auf den Wert aus nichtmykorrhizierten Wurzeln normiert.

Die hochste Transkriptakkumulation wurde in Blittern gefunden (etwa das Dreifache der
Menge in nichtmykorrhizierten Wurzeln). In Wurzeln selbst war durch die Mykorrhizie-
rung eine Verdoppelung der Transkriptmengen nachweisbar. Der geringe Unterschied in

den Induktionsfaktoren zwischen den beiden Mykorrhizapilzen G. intraradices und G.

mosseae ist wahrscheinlich auf Unterschiede in den Mykorrhizierungsraten der Pilze zu-
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rickzufiihren. G. mosseae zeigte in mehreren Versuchen eine langsamere Mykorrhizie-
rung, so dass alle weiteren Experimente nur noch mit G. intraradices durchgefiihrt wur-
den. Geringere Transkriptmengen waren auch in Keimlingen nachweisbar. Belichtete

Keimlinge zeigten ein etwas hoheres Niveau an DXR-Transkript als etiolierte Stadien.

3.3.2 Differentielle Akkumulation von DXR-Protein

Anderungen von Transkriptniveaus eines bestimmten Gens miissen nicht notwendigerwei-
se auch eine Anderung der Mengen des entsprechenden Proteins bedeuten. Daher wurde
der affinitdtsgereinigte Antikdrper gegen die rekombinante Mais-DXR zur Analyse der
Proteinmengen verwendet. In den untersuchten Wurzelproteinextrakten wurde eine ein-
zelne Bande im korrekten Molekulargewichtsbereich erkannt (Abbildung 3.14). Analog zu
den Transkriptmengen war auch hier eine hohere Proteinmenge in mykorrhizierten Proben
nachweisbar. In Gesamtproteinextrakten aus Maisbldttern waren zwei dicht iibereinander
liegende Banden erkennbar. Die Intensitdt der Bande, die auf gleicher Hohe mit den in
Wurzeln detektierten Banden liegt, war etwa mit der Bandenintensitit in mykorrhizierten

Wurzeln vergleichbar.

Wurzel
kDa NM M Blatt

68.8—
52.5—

AA

D

40.0—

28.4—

21.7—

Abbildung 3.14 Western Blot-Analyse von Mais-Gesamtproteinextrakten. NM: nichtmykorrhizierte Wur-
zeln; M: mykorrhizierte Wurzeln (G. intraradices). Je 25 ng Gesamtprotein wurden pro Spur geladen. Blot
auf PVDF-Membran; Primédr-Antikorper: affinititsgereinigter Anti-DXR (Eluatl) 1: 2000. Pfeilspitzen: obe-
re Bande bei ca. 51 kDa (in Blattextrakt); untere Bande bei ca. 45 kDa (Hauptbande).
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3.3.3 Genomische DNA-Blot-Analyse

Eine wichtige Fragestellung in der vorliegenden Arbeit betraf die Regulation des MEP-
Wegs in mykorrhizierten Maiswurzeln. Die DXR katalysiert den zweiten Reaktionsschritt
in diesem Stoffwechselweg. Dies ist zugleich der erste Schritt, der spezifisch ausschlief3-
lich in Richtung Isoprenoide fiihrt. Um eine mogliche Regulation {iber Isogene zu unter-
suchen, wurde versucht, die Kopienzahl fiir ZmDXR im Maisgenom iiber eine genomische
DNA-Blotanalyse zu ermitteln. Die genomische DNA wurde mit Restriktionsenzymen
verdaut, von denen eines (BamHI) genau einmal in der cDNA schneidet, wahrend die rest-
lichen Enzyme (Hindlll, Xbal, Xhol) keine Schnittstellen in der cDNA haben. Abbildung
3.15 zeigt das Ergebnis dieser Analyse.

BamHI
Hindlll
Xbal
Xhol

kb

Abbildung 3.15 DNA-Blot-Analyse genomischer Mais-DNA. 10 pg DNA pro Spur wurden mit den ange-
gebenen Enzymen verdaut und auf einem 0,7 % (w/v) Agarosegel aufgetrennt. Hybridisiert wurde unter
stringenten Bedingungen mit der kompletten cDNA von ZmDXR33. Exposition: 7 Tage bei —80 °C

Die Ergebnisse der Hybridisierung des DNA-Blots sind nicht eindeutig. So sind beim
Verdau mit BamHI mindestens 5 Banden detektierbar, bei Hindlll sind es mindestens 10.

Bei den Xbal- bzw. Xhol-Verdaus sind jeweils 4 Banden feststellbar.
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Die Interpretation der Ergebnisse wird dadurch erschwert, dass bislang keine Informatio-
nen iiber die genomische Organisation des DXR-Gens in Mais vorliegen. Insbesondere
Kenntnisse iiber die Intron-/Exonstruktur sowie die Grofle evtl. Introns sind fiir eine ge-
naue Analyse des DNA-Blots unerlésslich. Die zahlreichen Banden mit einer Gré3e von
weniger als 1,7 kb (die GroBe der cDNA) sprechen bereits flir Restriktionsschnittstellen
innerhalb des Gens.

Zur Erleichterung der Interpretation der Ergebnisse wurde deshalb versucht, mittels PCR
ein genomisches Fragment fiir das DXR-Gen zu amplifizieren. Vergleichende Datenbank-
analysen ergaben, dass sich die beiden bislang bekannten DXR-Gene aus Arabidopsis tha-
liana und Oryza sativa in ihrer Intron-/Exon-Struktur sehr dhnlich sind. Das Reisgen ent-
hilt bei einer Lange von ca. 6 kb sehr lange Intronsequenzen (vgl. Abbildung 4.2). Primer
zur Amplifikation des genomischen Fragments aus Mais wurden so gewdhlt, dass sie in
Analogie zum Reisgen jeweils im ersten bzw. letzten Exonbereich liegen. Es standen je-
weils zwei dullere und zwei innere Forward- bzw. Reverseprimer (s. Tabelle 2.4) zur Ver-
fligung.

Wie in Abbildung 3.16 dargestellt, fiihrte die Verwendung der Primerkombination
DXRfw2 / DXRre2 zur Amplifikation eines ca. 6 kb grolen Fragments. Dieses wurde aus
dem Gel eluiert, mit einem 3’-A-Uberhang versehen und wird zur Zeit in einen geeigneten
Vektor subkloniert.

Primerkombination

fwi1/rel fwifre2 fw2ire1  fw2ire2

Abbildung 3.16 Ergebnis des Tests verschiedener Primerkombinationen zur Amplifikation eines genomi-
schen DXR-Fragments. Je 15 pl der PCR-Ansétze wurden auf ein 0,7 % (w/v) Agarosegel aufgetragen. Es
wurden Doppelansétze durchgefiihrt.
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3.4 Immunlokalisierung der Mais-DXR in Wurzelkortexzellen

Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der rdumlichen Vertei-
lung der Mais-DXR in Wurzelzellen. Dazu wurden Querschnitte durch fixierte Wurzeln
angefertigt, die dann mit dem affinititsgereinigten Antiserum gegen die rekombinante
DXR inkubiert wurden, um deren Lokalisation innerhalb des Gewebes bzw. innerhalb
einzelner Zellen untersuchen zu konnen. Zusitzlich wurden pilzliche Strukturen mit Wei-
zenkeimagglutinin  (WGA, gekoppelt an Tetramethylrhodaminisothiocyanat, WGA-
TRITC), einem Lectin aus Weizen mit hoher Affinitdt zu N-Acetylglucosamin, angeférbt.
Eine Gegenfarbung mit DAPI ermdglicht die Erfassung von DNA in Zellkernen.

3.4.1 Etablierung der Markierungsbedingungen

Ausgehend von den Experimenten auf Western-Blot-Ebene war es die erste Aufgabe, ge-
eignete Bedingungen fiir eine erfolgreiche Immunmarkierung der Mais-DXR in den Wur-
zelquerschnitten zu etablieren. AuBerdem musste sichergestellt werden, dass durch das
Antiserum keine unspezifischen Signale erzeugt werden. Es wurden drei unterschiedliche
Verdiinnungsstufen des Priméirantikdrpers getestet. Bei einer Verdiinnung von 1:2000 war
die Signalintensitdt in den Schnitten sehr schwach. Eine Vervierfachung der Antikorper-
menge auf 1:500 erbrachte wesentlich stirkere Signale, die jedoch trotz der vorher erfolg-
ten Affinitdtsreinigung des Serums auch unspezifischer wurden. Insbesondere wurde bei
dieser hoheren Konzentrationen des Anti-DXR-Antikorpers eine unspezifische Kreuzreak-
tivitdt mit Komponenten der pflanzlichen Zellwand festgestellt. Daher wurde fiir alle fol-
genden Versuche eine Primédrantikdrperverdiinnung von 1:1000 verwendet, die das Opti-
mum an Signalstirke und Spezifitit erbrachte.

In Abbildung 3.17 ist ein Vergleich zwischen Prdiimmunserum und affinitatsgereinigtem
Antiserum dargestellt. Nach Inkubation mit dem Praimmunserum konnte kein Fluores-
zenzsignal fiir Alexa488, und damit fiir eine Markierung der DXR, festgestellt werden.
Deutlich sichtbar waren allerdings die pilzlichen Strukturen und die pflanzliche Zellwand
durch ihre Autofluoreszenz nach Anregung mit der 488 nm-Laserlinie.

Die Inkubation mit dem DXR-Antikérper dagegen fiihrte zu einer deutlichen griinen Fluo-
reszenz (s. Pfeile in Abbildung 3.17). Signale fiir die Mais-DXR waren in der Ndhe des
Arbuskels sowie des pflanzl. Zellkerns feststellbar. Durch die Verwendung des Antise-
rums in einer Verdiinnung von 1:1000 war keine unspezifische Bindung der Antikorper an

die pflanzliche Zellwand detektierbar. Autofluoreszenz-Signale der pilzlichen Strukturen
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wurden sowohl im roten als auch im griinen Kanal detektiert. Wie Abbildung 3.17 zeigt,
ist eine Abgrenzung dieses Signals von dem Alexa488-Signal der spezifischen DXR-

Markierung jedoch problemlos moglich.

PIS
642

SA
642

Abbildung 3.17 Vergleich von Praiimmunserum (PIS) und affinitdtsgereinigtem Antiserum gegen Mais-
DXR (SA642) in Immunlokalisierungsexperimenten. Beide Seren wurden 1:1000 verdiinnt. Analyse am
LSM 410 (40x Objektiv), gezeigt ist jeweils ein einzelner optischer Schnitt. Detektion mit Kanal 1 (griin)
fiir Alexa488-Signale und mit Kanal 2 (rot) fiir Autofluoreszenz von Pilz und pflanzl. Zellwand. Die Mal3-

stibe entsprechen jeweils 10 um. a: Arbuskel; die Pfeile zeigen beispielhaft Lokalisierungssignale fiir DXR.

3.4.2 Differentielle Lokalisation der Mais-DXR in kolonisierten und nichtkolonisier-

ten Zellen

Nach der Etablierung der Bedingungen fiir die Immunmarkierung der DXR in den Schnit-
ten war ein moglicher Unterschied im Lokalisierungsmuster zwischen kolonisierten (ar-

buskelhaltigen) und nichtkolonisierten (arbuskelfreien) Zellen zu untersuchen. Die DXR
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ist ein plastidenlokalisiertes Enzym, daher sind in den Schnitten diese Organellen mar-

kiert, wenn sie genligend DXR-Protein enthalten.

Abbildung 3.18 Immunlokalisierung der Mais-DXR in nichtkolonisierten Wurzeln (A) und mykorrhizierten
Wurzeln (B). Inkubation mit Antiserum (1:1000). Analyse am LSM 410; 40x Objektiv; fiir Kanalbelegung

s. Abbildung 3.17. Abgebildet ist jeweils ein einzelner optischer Schnitt; MaBstébe: 10 pm.

Wie in Abbildung 3.18 dargestellt, besteht ein markanter Unterschied zwischen koloni-
sierten und nichtkolonisierten Zellen in der Lokalisation und der Abundanz der Signale
fiir die DXR. In nichtkolonisierten Zellen findet sich die DXR vor allem in vereinzelten
Plastiden, die im Cytoplasma verteilt vorliegen (Bild A). Dagegen ist in arbuskelhaltigen
Zellen (Bild B) eine starke Proliferation der Plastiden erkennbar. Die rdumliche Vertei-
lung der Organellen in der Zelle ist ebenfalls stark verdndert: es kommt zur Ausbildung
eines Netzwerkes, das die Arbuskel umgibt. Eine weitere Aggregation von DXR-haltigen
Plastiden ist in einer ringformigen Struktur um den pflanzlichen Zellkern erkennbar (linke
obere Zelle in Bild B). Bei dieser Zelle ist nicht klar zu erkennen, ob sie eine Arbuskel be-

inhaltet.

3.4.3 Fiérbung der pilzlichen Zellwand mit WGA-TRITC

Ein Problem der vorangegangenen Untersuchungen liegt darin, dass die Anwesenheit pilz-
lichen Materials in Zellen nicht zweifelsfrei belegt werden kann. Die beobachteten Auto-
fluoreszenzen sind zwar ein Hinweis, aber kein zwingender Beleg fiir die Existenz eines

Arbuskels in einer bestimmten Zelle. Daher wurden Versuche unternommen, die pilzliche
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Zellwand spezifisch zu markieren, um damit zu zweifelsfreien Aussagen beziiglich der
Lokalisation von DXR und Arbuskeln zu kommen.

Als geeignetes Agens zur Markierung pilzlicher Zellwénde bietet sich Weizenkeimagglu-
tinin (WGA) an. Dieses Lectin hat eine sehr hohe und sehr spezifische Affinitdt zu N-
Acetylglucosamin, der monomeren Hauptkomponente des Chitins der pilzlichen Zellwéan-
de. Um eine Kolokalisierung von Pilzstrukturen und DXR zu gewihrleisten, wurde fiir
diese Versuche WGA in Kopplung an TRITC gewdhlt, dessen Fluoreszenzcharakteristika
deutlich von denen des Alexa488-Farbstoffs verschieden sind. Erste Versuche mit WGA-
TRITC machten deutlich, dass die Dicke der Schnitte (bis 20 um) kein durchgéngiges
Féarben der Prédparate erlaubte. Daher wurde vor der Férbung eine Inkubation mit Zell-
wand-lytischen Enzymen durchgefiihrt, um durch Verdau der pflanzlichen Zellwéinde ein
besseres Eindringen des Markierungsagens in die Prdparate zu ermoglichen. Abbildung
3.19 zeigt das Ergebnis einer WGA-TRITC-Markierung. Deutlich erkennbar ist eine Ar-
buskel, die eine Maiswurzelzelle fast vollstdndig ausfiillt. Die starke dichotome Verzwei-
gung des symbiotischen Organs ist undeutlich zu erkennen. Unter den hier gewidhlten An-
regungs- und Detektionsbedingungen ist auch eine Autofluoreszenz der pflanzlichen
Zellwinde festzustellen.

Die Kombination der Immunlokalisierung der Mais-DXR mit der Anfarbung pilzlicher
Zellwiande durch WGA-TRITC ermoglicht deren Colokalisation und Aussagen iiber eine
mogliche Korrelation von DXR-haltigen Plastiden mit Arbuskeln. In Abbildung 3.20 ist
eine solche Colokalisation dargestellt. Deutlich erkennbar ist ein Teil einer Arbuskel mit
threr Stammhyphe (im rechten Bildteil). In der direkten Umgebung der arbuskuléren
Struktur, die durch ihre starke Verdstelung erkennbar ist, finden sich Signale fiir die Mais-
DXR. Interessanterweise sind sie auf den stark veridstelten Bereich der Arbuskel be-
schriankt, die Stammhyphe zeigt keine solche Markierung. DXR-haltige Plastiden oder de-
ren tubuldre Auslaufer (sog. stromules, abgeleitet von ,,stroma containing tubules*; Kohler

et al., 1997; Tobin, 1997) sind rdumlich eng mit den Arbuskelausldaufern korreliert.
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Abbildung 3.19 Markierung pilzlicher Zellwande mit WGA-TRITC. Detektion im roten Kanal. Der Mal3-
stab entspricht 10 um. Dargestellt ist ein einzelner optischer Schnitt (Analyse am LSM 410; 40x Objektiv).

Abbildung 3.20 Simultane Detektion der Mais-DXR (durch anti-DXR/Alexa488; griiner Kanal) und pilzli-
cher Strukturen (durch WGA-TRITC, roter Kanal). Analyse am LSM 410 (40x Objektiv). Malistab: 5 um.

Dargestellt ist ein einzelner optischer Schnitt.
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3.4.4 Riumliche Rekonstruktion durch Projektion gestapelter optischer Schnitte

Die bisher durchgefiihrten Untersuchungen zur Lokalisation der DXR in Maiswurzelzel-
len beschréinkten sich auf die Analyse einzelner optischer Schnitte am Konfokalmikroskop
(LSM 410). Arbuskeln sind jedoch Strukturen, die das Volumen einer kolonisierten Kor-
texzelle fast vollig ausfiillen konnen. Daher ist es interessant, eine Art dreidimensionale
Analyse der Verteilung von DXR-Protein und Arbuskel in Zellen durchfiihren zu konnen.
Diese Moglichkeit besteht durch das Anlegen von optischen Schnittstapeln. In einem de-
finierten Abstand (in z-Richtung, also in der Tiefenebene des Priparats) werden optische
Schnitte durch das Préparat gelegt, die anschlieBend durch Projektion zu einem einzelnen

Bild einen quasirdumlichen Einblick ermdglichen.

Abbildung 3.21 Arbuskel in einer Wurzelkortexzelle von Mais. Griiner Kanal: Alexa488-Signal fiir DXR;
roter Kanal: TRITC-Signal fir WGA-markierte Pilzhyphen; blauer Kanal: DAPI-Gegenfarbung. Analyse
am LSM 510 Meta mit 63x Objektiv. Dargestellt ist die Projektion von 25 einzelnen optischen Schnitten in

einem z-Abstand von ca. 0,5 pm; Malstab: 5 pm.

In Abbildung 3.21 ist eine solche Projektion dargestellt. Deutlich erkennbar ist das Plast-

idennetzwerk im griinen Kanal. Einzelne Plastiden (als intensivere Signale erkennbar)
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sind durch zahlreiche stromules miteinander verbunden. Im roten Kanal ist die biumchen-
artige Struktur der Arbuskel sichtbar. Dickere Hyphen verzweigen sich in der distalen Re-
gion des Organs zu immer feiner verdstelten Strukturen. Im blauen Kanal sind durch die
DAPI-Firbung pilzliche Zellkerne sichtbar. In der Uberlagerung aller drei Kanile erkennt

man die enge Kolokalisaton von DXR-haltigen Plastiden und arbuskuldren Strukturen.

Die meisten Plastiden finden sich dabei um die fein verzweigten distalen Strukturen an der

Oberflache der Arbuskel.

Abbildung 3.22 Kontrollexperimente fiir die Lokalisierung der DXR in Maiswurzeln. A: nichtmykorrhizier-
te Wurzelzelle nach Inkubation mit DXR-Antiserum; B: mykorrhizierte Wurzelzelle nach Inkubation mit
DXR-Antiserum; C: mykorrhizierte Zelle nach Inkubation mit Prdiimmunserum. Analyse am LSM 510 Meta
mit 63x Objektiv. Kanal- und Farbbelegung: rot: WGA-TRITC; griin: anti-DXR/Alexa488; blau: DAPI. Die
MaBstébe entsprechen jeweils 5 pm. Es sind jeweils die Projektionen von 25 optischen Schnitten (Abstand
0,5 pm) dargestellt. Die Pfeile in Bild A weisen auf einzelne DXR-haltige Plastiden hin.

Die in Abbildung 3.17 dargestellten Kontrollexperimente wurden wiederholt und am LSM
510 Meta mit Hilfe von optischen Schnittstapeln erneut ausgewertet. Auch die Lokalisie-
rung der DXR in nichtmykorrhizierten Zellen wurde in diesem Ansatz erneut iiberpriift.
Wie in Abbildung 3.22 dargestellt, wurden die wesentlichen Befunde der vorausgegange-
nen Analysen bestitigt. Bild A zeigt die Lokalisierung DXR-haltiger Plastiden in einer
nichtkolonisierten Zelle. Deutlich erkennbar ist die Aggregation von Plastiden um den
Zellkern, wie bereits in Abbildung 3.18 angedeutet. Hier kann allerdings eine Kolonisie-
rung der Zelle durch den Pilz definitiv ausgeschlossen werden, da im roten Kanal kein
Signal fir WGA-TRITC feststellbar ist. Weiterhin sind Lokalisierungssignale fiir DXR-
haltige Plastiden im Cytoplasmasaum der Zellen (mit Pfeilen markiert) sichtbar. In Bild B
ist die aus Abbildung 3.21 bereits bekannte plastididre Netzwerkbildung um den Arbuskel
erneut sichtbar. Der pflanzliche Zellkern ist inmitten der Arbuskel zu erkennen. Bild C
zeigt das Ergebnis nach Inkubation eines mykorrhizierten Wurzelschnitts mit dem Praim-

munserum. Deutlich sichtbar sind Arbuskelstrukturen sowie der pflanzliche Zellkern. Es
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konnen jedoch keine markierten Plastiden im griinen Kanal detektiert werden. Somit ist

die Spezifitit der Detektion der Mais-DXR auch in diesem Versuch bestitigt.

3.4.5 DXR-Akkumulation in Abhéingigkeit vom arbuskuliren Lebenszyklus

Arbuskel sind dynamische Gebilde, die sich in einer Zelle entwickeln, eine begrenzte Zeit
aktiv bleiben und anschliefend wieder zerfallen. Um eine evtl. Abhingigkeit der DXR-
Akkumulation von bestimmten Entwicklungsstadien der Arbuskel zu untersuchen, wurden
Schnitte von mykorrhizierten Maiswurzeln nach entsprechenden Stadien des arbuskulédren
Lebenszyklus durchsucht. Da fiir Mais noch keine molekularen Marker fiir die Arbuske-
lentwicklung verfligbar sind, wurden entsprechende Stadien nach morphologischen Krite-
rerien klassifiziert. Wichtige Parameter sind dabei Anzahl, Verzweigungsgrad und
Durchmesser der Hyphen (nach Kinden & Brown, 1975, 1976). Wéhrend der Entwicklung
zur voll ausgewachsenen Arbuskel ist dabei ein stetig ansteigender Verdstelungsgrad, so-
wie ein Abnehmen des Durchmessers der Hyphen zu verzeichnen. Die basalen Stamm-
hyphen sind relativ dick, wéihrend die distalen stark verzweigten Hyphen feiner und diin-
ner werden. Die Degeneration der Arbsukel wird eingeleitet durch einen Kollaps der dista-
len Hyphen, der sich mit fortschreitendem Zerfall der Struktur stetig basal ausbreitet. Das
Endstadium der Arbuskel ist dann durch einen vollstindigen Kollaps der Hyphen in der
kolonisierten Zelle charakterisiert.

In Abbildung 3.23 sind entsprechende Stadien der Arbuskelentwicklung mit der gleichzei-
tigen Lokalisation der DXR dargestellt. In der ersten Spalte (roter Kanal) sind dabei die
pilzlichen Strukturen durch WGA-TRITC visualisiert. Die zweite Spalte (griiner Kanal)
bildet die Lokalisierungssignale fiir die DXR ab, wéhrend in der dritten Spalte (blauer
Kanal) die DAPI-Gegenfirbung dargestellt ist. Die vierte Spalte zeigt eine Uberlagerung

aller drei Kanile.
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WGA-TRITC anti-DXR/Alexa488 DAPI Uberlagerung
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Abbildung 3.23 DXR-Akkumulation in Abhéngigkeit von Arbuskelstadien. Dargestellt ist der Entwick-
lungsgang von sehr jungen (Zeile A) iiber voll entwickelte (Zeilen C, D) bis zu fast vollstindig zerfallenen
Arbuskeln (Zeile F). Kanalbelegung siehe Beschriftung. Analyse am LSM 510 Meta mit 63x Objektiv. Dar-

gestellt sind jeweils Projektionen von 25 einzelnen optischen Schnitten; MaBstab: 5 pm.
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Nach Penetration der pflanzlichen Zellwand beginnt die einwachsende Hyphe sich zu ver-
zweigen (Zeile A). In diesem frithen Stadium der Arbuskelentwicklung, das durch wenige
dicke, kaum verzweigte Hyphen charakterisiert ist, finden sich Markierungen fiir DXR vor
allem in einzelnen Plastiden, die im Cytoplasma verteilt vorliegen. Es sind auch bereits
erste Anzeichen fiir Plastidenaggregationen sichtbar. Die Gegenfarbung mit DAPI ermdg-
licht in den meisten Fillen nicht nur eine Visualisierung von pilzlicher oder pflanzlicher
DNA in den jeweiligen Zellkernen, sondern bewirkt durch die Anregungswellenlinge von
350 nm auch eine starke Autofluoreszenz von Zellwandmaterial. Somit ist oft auch der
Zellumriss deutlich sichtbar.

Zeile B stellt ein etwas fortgeschrittenes Wachstumsstadium der Arbuskel dar. Deutlich
erkennbar ist der hohere Verzweigungsgrad der Hyphen, die allerdings immer noch relativ
dick sind. In diesem Stadium ist eine Orientierung der Plastiden in die mehr distalen Be-
reiche der Arbuskel erkennbar; ihre Anzahl ist gegeniiber dem in Zeile A abgebildeten
Stadium aber noch nicht wesentlich erhoht.

Dagegen ist im nédchsten Entwicklungsstadium (Zeile C) bereits eine deutliche Proliferati-
on DXR-haltiger Plastiden feststellbar. Einzelne Plastiden sind durch stromules zu einem
Netzwerk verbunden, das die fast komplett entwickelte Arbuskel eng umgibt. Diese fiillt
bereits einen betridchtlichen Teil des Zellvolumens aus und ist hochgradig verzweigt. Die
groffte Ausdehnung erreicht die Arbuskel im vollentwickelten Zustand (Zeile D). Sie fiillt
das Zellvolumen fast komplett aus. In diesem Stadium ist der hochste Grad an Vernetzung
der DXR-haltigen Plastiden zu beobachten. Das Plastidennetzwerk ist eng mit den distalen
Ausléaufern der Arbuskel verwoben. Die in den Zeilen C und D dargestellten Arbuskelsta-
dien diirften wahrscheinlich die funktionell aktivsten Phasen des arbuskuldren Lebenszyk-
lus darstellen, in denen der intensivste Néhrstofftransport erfolgt.

Der beginnende Zerfall der Arbuskel wird durch das Kollabieren der distalen Hyphenbe-
reiche charakterisiert. Wie in Zeile E abgebildet, verlieren die Hyphen ihren runden Quer-
schnitt und bilden eine Knduelstruktur. Das die Arbuskel umgebende Plastidennetz kolla-
biert ebenfalls und bleibt weiterhin in engem Kontakt mit dem pilzlichen Material. In die-
sem Stadium werden die hochsten Markierungsintensitdten flir die DXR beobachtet. Es ist
allerdings unklar, ob dies auf einer rdumlichen Kondensation des vorhandenen Proteins
beruht oder tatsdchlich eine verstdrkte Proteinbiosynthese in dieser Phase zu verzeichnen
ist. Im DAPI-Kanal (blau) ist fiir dieses Stadium auch eine erhohte Autofluoreszenz zu
beobachten, die evtl. von den kollabierenden Pilzhyphen ausgeht. Die Bedeutung dieser

stairkeren Fluoreszenz ist unklar. Zeile F stellt ein sehr fortgeschrittenes Zerfallsstadium
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dar. Der Kollaps der pilzlichen Hyphen hat auch die Stammhyphe der Arbuskel erreicht,
wie an der ovalen Deformation sichtbar ist. Die distalen Bereiche sind nur noch als verwa-
schene, strukturlose Aggregate pilzlichen Materials sichtbar. Das Netzwerk DXR-haltiger
Plastiden scheint sich ebenfalls fast vollstdndig aufgeldst zu haben. Es sind nur noch ganz
vereinzelte Signale fiir DXR zu erkennen.

Insgesamt ist eine Korrelation der DXR-Akkumulation und auch der Bildung eines plasti-
diren Netzwerkes mit dem Entwicklungsgang einer Arbuskel festzustellen. Wihrend die
Netzwerkstruktur synchron mit der vollen Entwicklung der Arbuskel ihre hochste Kom-
plexitdt erreicht, ist die maximale Akkumulation des DXR-Proteins etwas in Richtung be-

ginnende Arbuskeldegeneration verschoben.
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4. Diskussion

4.1 Klonierung und molekulare Charakterisierung der Mais-DXR

cDNA

Ein erstes Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Klonierung der Mykorrhiza-induzierten
DXR aus Maiswurzeln. Durch Einsatz des Reis-EST S11168 als Sonde gelang die Isolie-
rung von drei cDNA-Klone mit hoher Ahnlichkeit zu bereits bekannten pflanzlichen
DXR-Sequenzen. Interessanterweise zeigte allerdings nur einer der drei Klone ein durch-
géngiges offenes Leseraster. Die Leseraster der beiden anderen Klone sind an unterschied-
lichen Stellen durch Insertionen unterbrochen. Diese Insertionen konnen zumindest im
Falle des Klons ZmDXRS88 auf ein fehlerhaftes oder unvollstindiges Splicing der Vorldu-
fer-mRNA zuriickgefiihrt werden. Ein kurzes genomisches DNA-Fragment aus Mais, das
den 3’-Teil des 49 bp-Insertionsbereichs abdeckt, liegt in der Datenbank vor (AZ916496).
Die Insertion im Klon ZmDXRS88 endet mit der Basenabfolge AG, die typischerweise am
3’-Ende von Intron-Sequenzen zu finden ist (Brown & Simpson, 1998). Fiir den zweiten
Klon ZmDXR64 liegen noch keine entsprechenden genomischen Fragmente in den Daten-
banken vor, jedoch schlieft auch hier die Insertion mit den Basen AG ab. Insgesamt ist
davon auszugehen, dass beide Klone die Produkte eines unkorrekten Splicings oder
Transkripte von Pseudogenen darstellen. Untermauert wird dieser Befund durch das Feh-
len entsprechender ESTs in den 6ffentlich zugénglichen Maisdatenbanken.

Auffillig ist der extrem hohe Grad an Sequenzidentitit auf Aminosdureebene innerhalb
der bekannten pflanzlichen DXRs. Die N-terminalen Plastidenimportsequenzen weisen
kaum konservierte Bereiche auf, jedoch liegt die berechnete wahrscheinliche Schnittstelle
der plastiddren Signalpeptidase in allen bekannten Sequenzen direkt N-terminal von ei-
nem konservierten CSX-Motivs (wobei X fiir M, V oder A steht; Carretero-Paulet et al.,
2002). Die putativen prozessierten Proteine zeigen dagegen extrem hohe Identitidtswerte
von bis zu 95 %. Dies ist moglicherweise auch ein Hinweis auf einen sehr starken Selekti-
onsdruck, der kaum Spielraum fiir Verdnderungen im Laufe der Evolution zulie3. Selbst
die in den ,,variableren* Bereichen auftretenden Aminosdureaustausche sind oft konserva-
tiv, so dass keine allzu grolen Auswirkungen auf die Struktur des Proteins oder seine Ei-
genschaften zu erwarten sind. Die DXR-Proteine bilden eine eigene in sich abgeschlosse-
ne Gruppe, die kaum Ahnlichkeiten zu anderen bekannten Proteinen in Pflanzen aufweist.

Die vom Reaktionsmechanismus her verwandten Ketol-Saure-Reduktoisomerasen aus der
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Valin-Biosynthese zeigen nur eine Sequenzidentitdt von ca. 10 % zu den DXR-Proteinen
aus dem gleichen Organismus (4. thaliana und O. sativa). Ein konserviertes Motiv im N-
terminalen Bereich der prozessierten DXR-Proteine (GSTGS I/V G) hat allerdings eine
gewisse Ahnlichkeit zu dem GxGxxGxxxG-Motiv der Ketol-Siure-Reduktoisomerasen,

das als mogliche NADPH-Bindungsstelle diskutiert wird (Rane & Calvo, 1997).

4.2 Heterologe Expression der Mais-DXR ¢cDNA

Die heterologe Expression des cDNA-Klons hatte zwei Ziele. Zunichst sollte durch eine
funktionelle Expression die Identitit des Klons als DXR bestétigt werden. AuBBerdem soll-
te das rekombinante Protein als Antigen fiir die Herstellung eines polyklonalen Antise-
rums gegen die Mais-DXR dienen.

Die Expression unter den als optimal ermittelten Expressionsbedingungen resultierte in
sehr geringen Mengen an nativem rekombinanten Protein. Eine Verdnderung dieser Be-
dingungen fiihrte zu einer Sequestrierung des rekombinanten Proteins in die unlosliche
Fraktion von E. coli. Die durch die oben genannten Induktionsbedingungen erzielten
Mengen an rekombinanter DXR liessen sich durch die eingesetzten Chromatographie-
techniken nur grob anreinigen. Eine mogliche Ursache dafiir konnten eventuelle Protein-
Protein-Wechselwirkungen in den bakteriellen Extrakten sein, die unter den verwendeten
Chromatographiebedingungen nicht unterdriickt werden konnten. So ist zum Beispiel in
der SDS-PAGE-Analyse der Talonreinigung (Abbildung 3.5) eine starke Proteinbande bei
ca. 60 kDa erkennbar, deren Intensititsverteilung in den einzelnen Fraktionen ziemlich
genau mit der des His-Tag-Proteins (Abbildung 3.6) korreliert. Auch eine anschlieende
hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenylsepharose FF ermoglichte keine Ab-
trennung der rekombinanten DXR von diesem Protein. Eine mogliche Ursache fiir diese
artifizielle Protein-Protein-Wechselwirkung konnte in der Existenz des konservierten Pro-
lin-reichen Motivs PPPAWPGRA am N-Terminus des putativen prozessierten DXR-
Proteins liegen. Solche Prolin-reiche Regionen konnen Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen vermitteln (Kay & Williamson, 2000).

Die Aktivitditsmessungen mit den rekombinanten Proteinfraktionen belegten die Anwe-
senheit einer rekombinanten funktionellen DXR. Insbesondere durch Einsatz des spezifi-
schen Inhibitors Fosmidomycin (Kuzuyama et al., 1998a) war es moglich, den Umsatz
von NADPH als DXR-spezifisch zu charakterisieren. Dabei wurde in den Assays sowohl

mit der Postivkontrolle aus Synechococcus leopoliensis als auch mit den Proben der re-
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kombinanten ZmDXR bei einer eingesetzten Inhibitorkonzentration von 1 pM eine kom-
plette Hemmung der Reaktion erreicht. Diese Fosmidomycinkonzentration entspricht etwa
dem 25fachen Wert des von Kuzuyama et al. (1998a) angegebenen K;-Werts von Fosmi-
domycin fiir die DXR aus E. coli (38 nM). Im Gegensatz dazu fiihrten Inhibitorkonzentra-
tionen von 7,5 uM in den von Miller et al. (2000) beschriebenen Tests mit der rekombi-
nanten DXR aus §. leopoliensis erst zu einer Halbierung der spezifischen Aktivitdt des
Enzyms. Interessanterweise ist die spezifische Aktivitdt der in dieser Arbeit als Positiv-
kontrolle eingesetzten rekombinanten DXR aus S. leopoliensis mit etwa 35 nkat mg™' Pro-
tein etwa siebenmal hoher als von Miller et al. (2000) beschrieben. Die Ursache fiir die
wesentlich hohere spezifische Aktivitdt und die erheblich effektivere Inhibition der Reak-
tion bleibt unklar. Die rekombinante DXR aus Z. mays zeigt in den Aktivititstests eine
dhnliche spezifische Aktivitit wie die Positivkontrolle.

Aufgrund der limitierten Proteinmenge waren weiterfiihrende enzymkinetische Messun-
gen nicht durchfiihrbar. In der Literatur sind keine kinetischen Daten fiir pflanzliche
DXR-Enzyme verfiigbar. Die bislang heterolog exprimierten Enzyme wurden meist nur
qualitativ auf DXR-Aktivitdt hin untersucht (Lange & Croteau, 1999; Schwender et al.,
1999), bzw. durch Komplementation von dxr-Mutanten in E. coli funktionell identifiziert
(Rodriguez-Concepcion et al., 2001; Carretero-Paulet et al., 2002). Verfiigbare kinetische
Daten aus prokaryotischen Systemen zeigen apparente K,,-Werte, die sich innerhalb eines
sehr weiten Konzentrationsbereichs bewegen: so wurde fiir die rekombinante DXR aus
Zymomonas mobilis ein apparenter K,-Wert fiir DXP von 0,3 mM ermittelt (Grolle et al.,
2000), wahrend entsprechende Messungen fiir das rekombinante Enzym aus E. coli Werte
von 73 uM (Hoeffler et al., 2002) bzw. 250 uM (Kuzuyama et al., 2000) ergaben. In allen

Féllen handelt es sich bei den untersuchten Enzymen um His-Tag-Proteine.

4.3 Regulation und genomische Organisation der friihen Schritte des
MEP-Wegs

Aus fritheren Untersuchungen war eine Mykorrhiza-spezifische verstdrkte Transkriptak-
kumulation von DXS und DXR in Wurzeln bekannt (Walter et al., 2000). Diese Ergebnisse
konnten in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe einer homologen Sonde im Northern-Blot
verifiziert werden. Auf Gewebeniveau ist fiir die DXR in mykorrhizierten Wurzeln ein In-

duktionsfaktor von ca. 2 gegeniiber nichtmykorrhizierten Wurzeln feststellbar. Dieser

Wert ist nicht sehr hoch, bezieht seine Signifikanz jedoch aus der Tatsache, dass die sym-
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biotische Interaktion auf eine anteilsméBig geringe Zellpopulation im gesamten Wurzel-
gewebe beschrinkt ist. Ahnliche Werte werden auch fiir die Transkriptakkumulation von
ZmDXS?2 im mykorrhizierten Maiswurzeln erhalten (Walter et al., 2002). Bei der DXS
scheint eine Aufgabenteilung zwischen zwei unterschiedlichen Genen und damit eine Re-
gulation {iber Isogene vorzuliegen. Dabei ist das mit ZmDXS!] bezeichnete Gen eher in
primédren Stoffwechselsituationen, wie z. B. Photosyntheseprozesse oder Wachstum und
Entwicklung, aktiv. ZmDXS2 ist dagegen eher in Wurzeln aktiviert, und ist zudem durch
Mykorrhizierung induzierbar (Abbildung 4.1; Walter et al., 2002). Die in der vorliegenden
Arbeit erzielten Ergebnisse deuten hingegen auf die Aktivitdt eines einzelnen DXR-Gens
in Z. mays hin. So detektiert die homologe Sonde im Northern-Blot nur eine Bande bei ca.
1,8 kb (Abbildung 3.13). Weiterhin wurden Transkripte sowohl in Wurzeln als auch in
photosynthetisch aktiven Bldttern nachgewiesen. Auch die Ergebnisse des genomischen
Southern-Blots deuten auf das Vorliegen eines Gens mit niedriger Kopienanzahl im Mais-
genom hin. Die genaue Kopienzahl kann zwar ohne Kenntnisse des Intron-Exon-Musters
und der Intronsequenzen nicht angegeben werden, jedoch ist die Existenz einer DXR-
Genfamilie in Mais auszuschliefen. Genauere Informationen kénnten dabei durch die
Amplifikation und anschlieBende Analyse des genomischen DXR-Fragments aus Z. mays
erhalten werden. Frithere Untersuchungen und Datenbankanalysen der beiden sequenzier-
ten Genome aus A. thaliana und O. sativa ergaben fiir beide Organismen das Vorhanden-
sein eines einzelnen DXR-Gens (Rodriguez-Concepcion & Boronat, 2002; Lange & Ghas-
semian, 2003). Dies wird fiir 4. thaliana auch durch eine keimlingsletale T-DNA-

Insertionsmutante im DXR-Gen untermauert (Budziszewski et al., 2001).
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Abbildung 4.1 Northern Blot Analyse der differentiellen Transkriptakkumulation von ZmDXS! und
ZmDXS2. Je 5 ng Gesamt-RNA pro Spur wurden geblottet und mit den entsprechenden spezifischen Sonden
fiir DXS1 bzw. -2 hybridisiert. Die Quantifizierung erfolgte durch Bezug auf Hybridisierungssignale mit ei-
ner 18S rRNA-Sonde. R: Wurzel; NM: nicht mykorrhiziert; M G.i.: mykorrhiziert mit G. intraradices; M
G.m.: myk. mit G. mosseae; S: Keimlinge; D: Dunkelanzucht; Li: Lichtanzucht; L. Blitter; K: unreife (wei-

Be) Maiskorner. Abbildung aus Walter et al. (2002).

Vergleicht man beide bekannten Gene hinsichtlich ihrer Intron-Exon-Struktur, so stellt
man fest, dass in beiden Féllen 12 hoch konservierte Exonbereiche vorliegen. Die Intron-
positionen unterscheiden sich in beiden Organismen nur um maximal 10-20 bp. Dagegen

ist die Lange der Intronsequenzen in O. sativa wesentlich grofer (Abbildung 4.2).

A. thaliana DXR (ca. 3,2 kb)
O——H—HHEHHHH—THET

O. sativa DXR (ca. 6 kb)

o—————HH O .

500 bp [ Exons — Introns

Abbildung 4.2 Intron-Exonstruktur der codierenden Bereiche der DXR-Gene aus A. thaliana und O. sativa
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Ausgehend von diesen vergleichenden Daten ist die Grofle des kodierenden Bereichs (ein-
schliesslich Introns) des DXR-Gens aus Z. mays sicher eher im Gréfenbereich des O. sa-
tiva-Gens zu erwarten. Ein entsprechend groes Amplikon aus genomischer DNA von Z.
mays liegt bereits vor und mufl vor weitergehenden Analysen noch in einen geeigneten
Vektor subkloniert werden. Durch Datenbankanalysen konnte fiir Z. mays festgestellt
werden, dass ein DXR-Gen (als TC 209786) auf Chromosom 8 bei 99,6 cM in der Nihe
des Markers AZ916496 lokalisiert ist. Da die genetische Karte des Maisgenoms aber noch
nicht vollsténdig ist, ldsst sich auch daraus noch nicht sicher ableiten, dass ZmDXR in nur
einer Kopie in Mais vorliegt.

Erwartungsgemil finden sich in Bléttern die hochsten Mengen an DXR-Transkript, was
mit der notwendigen Bereitstellung von MEP-Weg-abhdngigen Isoprenoidvorstufen ins-
besondere fiir Komponenten des Photosyntheseapparats (z.B. Carotinoide) erkliart werden
kann. Auffillig ist jedoch, dass das hohe Transkriptniveau in Maisbldttern nicht von ei-
nem &hnlich hohen DXR-Proteingehalt in den Bléttern reflektiert wird. Die in Abbildung
3.14 sichtbare Bande bei ca. 45 kDa entspricht in ihrer Intensitdt etwa derjenigen in my-
korrhizierten Maiswurzeln. Jedoch ist in Blittern eine weitere schwichere Bande bei ca.
51 kDa sichtbar, die in ihrer Grof8e dem unprozessierten Préiprotein der DXR vor dem
Plastidenimport entsprechen kdnnte. Somit ist denkbar, dass in Bldttern ein hoherer Prote-
inumsatz fiir die DXR vorliegt, als dies in Wurzeln der Fall ist.

In Maiskeimlingen sind ebenfalls DXR-Transkripte nachweisbar. Ob die etwas hdheren
Transkriptmengen in lichtgekeimten Proben auf eine eventuelle Lichtregulation der DXR
hinweisen, bleibt in der vorliegenden Arbeit ungeklart. Fiir die DXR aus A. thaliana wurde
allerdings eine solche direkte Regulation durch Licht beschrieben (Carretero-Paulet et al.,
2002).

Durch ihre Position als erster spezifischer Schritt zur Isoprenoidbiosynthese im MEP-Weg
ist die DXR-katalysierte Reaktion ein potentieller Regulationspunkt dieses Stoffwechsels.
Bislang wurde dies allerdings nur in einigen wenigen Systemen untersucht, wobei die Er-
gebnisse kein einheitliches Bild ergeben. Wie oben erwihnt, weist die DXR aus A. thalia-
na eine direkte Lichtregulation auf. Etiolierte Keimlinge zeigen nach Belichtung einen
deutlichen Anstieg der Menge von DXR-Transkript. Promotor::GUS-Fusionsexperimente
zeigten weiterhin eine entwicklungsspezifische Modulation der DXR-Expression. Insbe-
sondere in jungen photosynthetisch aktiven Geweben und in Infloreszenzen sind héhere
Expressionsniveaus detektierbar (Carretero-Paulet et al., 2002). Das hohe Expressionsni-

veau in den jungen Stadien ist mit der Lichtinduktion der DXR vereinbar, wihrend der
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Anstieg in den Infloreszenzen mit der Produktion von fliichtigen Terpenoiden in den Blii-
ten korreliert (Chen et al., 2003). Die Expression der DXR in A. thaliana ist mit der DXS-
Expression gekoppelt.

Eine dhnliche Koordination der Regulation von DXS und DXR ist im Fall der induzierba-
ren Monoterpen-Indolalkaloid-Produktion in Catharanthus roseus-Zellkulturen feststell-
bar (Veau et al., 2000). Der Monoterpenrest dieser Alkaloide wird liber den MEP-Weg
synthetisiert. Vier Tage nach Beginn der Induktion sind die ersten DXS- und DXR-
Transkripte nachweisbar. Bei der Fruchtreife in Tomate scheint dagegen keine Koordina-
tion zwischen DXS und DXR vorzuliegen. Bei der massiven Akkumulation von Caroti-
noiden scheint die DXS-Reaktion der limitierende Schritt in der Biosynthese der lospre-
noidvorstufen (Lois et al., 2000) zu sein. Dagegen bleiben DXR-Transkript und auch Pro-
tein auf ihrem konstitutiven Niveau (Rodriguez-Concepcion et al., 2001). Einen klaren Ef-
fekt auf die Flussrate im MEP-Wegs durch eine DXR kann man in Mentha x piperita er-
kennen (Mahmoud & Croteau, 2001). Transgene Pflanzen, die mit der endogenen DXR als
sense-Konstrukt transformiert waren, zeigten je nach Uberexpression bzw. Cosuppresion
in den einzelnen Linien deutliche Unterschiede in der Ausbeute an etherischen Olen, die
vor allem aus Monoterpenen bestehen. Bei liberexprimierenden Linien war die Ausbeute
an Monoterpenen um bis zu 50 % gesteigert, wihrend bei Cosuppressionslinien deutlich
weniger Monoterpene gebildet wurden. Gleichzeitig zeigten diese Pflanzen eine Redukti-
on im Chlorophyllgehalt. Entsprechende transgene Ansétze mit der endogenen DXS zeig-
ten keine Auswirkungen auf den Monoterpengehalt in M. piperita (S. Mahmoud, Pullman

WA, USA; pers. Mitteilung).

4.4 Lokalisation von DXR-Protein in Maiswurzeln

Der Einsatz von Analysemethoden wie Northern- und Western-Blots ist immer dann prob-
lematisch, wenn Effekte untersucht werden sollen, die nicht gleichférmig im untersuchten
Gewebe auftreten, sondern lokal auf einzelne Zellpopulationen beschriankt sind. In diesen
Féllen fiihren Totalgewebeanalysen zu einer deutlichen Unterschdtzung von Induktions-
faktoren fiir hochregulierte Gene und ihre Produkte, da die messbaren Effekte durch die
groBe Zahl an nicht verdnderten Zellen im Gewebe stark reduziert werden. Aus diesem
Grund lag ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf Immunlokalisierungsexperimen-

ten in Maiswurzeln. Es sollte untersucht werden, ob die beobachtete Induktion der DXR-
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Transkripte und des Proteins systemische oder lokalisierte Effekte sind, die sich eventuell
in einer differentiellen raumlichen Akkumulation des DXR-Proteins widerspiegeln.

In nichtkolonisierten Zellen in Maiswurzeln waren Signale fiir DXR in einzelnen Plast-
iden im Cytoplasmasaum der Zellen und in einer Plastidenaggregation um den Zellkern
sichtbar (Abbildung 3.22A). Dabei ergaben Analysen von Zellen aus nichtmykorrhizierten
Wurzeln und von nichtkolonisierten (also arbuskelfreien) Zellen aus mykorrhizierten
Wurzeln das gleiche Ergebnis. Damit wurde gezeigt, dass die auf Transkript- und Protein-
ebene auftretenden Induktionseffekte keine systemischen sondern lokal begrenze Effekte
sein miissen. Die Aggregation von Plastiden um den Zellkern ist erkldrbar durch die Tat-
sache, dass beispielsweise die Nukleotidbiosynthese in Pflanzen in Plastiden abléduft, so
dass eine rdumliche Ndhe dieser Organellen zum Ort des Nukleotidbedarfs, beispielsweise
bei der Transkription von Genen zu mRNA, plausibel ist. Ahnliche Plastidenverteilungen
werden auch in nichtmykorrhizierten transgenen Tabakwurzeln beobachtet, in denen die
Plastiden durch ein importiertes GFP markiert werden (Kohler et al., 1997; Fester et al.,
2001). In Tabak scheint jedoch die Anzahl der in nichtmykorrhizierten Wurzelzellen
sichtbaren Plastiden hoher zu liegen als in Mais. Dies konnte zunéchst einmal auf einen
Unterschied zwischen den beiden untersuchten Pflanzenspezies hinweisen. Diese Beo-
bachtung ist jedoch unter Umstédnden auch darauf zuriickzufiihren, dass einige Plastiden in
Maiswurzelzellen keine oder nur sehr geringe Mengen DXR enthalten, und somit mit Hil-
fe des DXR-Antiserums nicht detektierbar sind. Es bleibt allerdings unklar, ob in Mais-
wurzelzellen verschiedene Plastidenpopulationen mit unterschiedlichen Stoffwechselakti-
vitdten existieren.

Wird eine Cortexzelle in Maiswurzeln von einem AM-Pilz kolonisiert, &ndern sich Abun-
danz und Verteilung der DXR-haltigen Plastiden. Es ist eine starke Proliferation der Or-
ganellen feststellbar, die mit einer Relokalisation in Richtung der pilzlichen Hyphen ein-
hergeht. Die Plastiden sind dabei vor allem um die distalen, fein verzweigten Ausldufer
der Arbuskel verteilt. Durch Querverbindung einzelner Plastiden {iber sog. stromules
(stroma containing tubules; Kohler et al., 1997) bildet sich ein dichtes Netzwerk, das die
Arbuskel eng umschlieft. Ahnliche plastidire Netzwerke um Arbuskel sind auch in trans-
genen Tabakpflanzen durch GFP-Markierung beobachtet worden (Fester et al., 2001). Da
Plastiden der Ort wichtiger metabolischer Prozesse, wie z.B. Stickstoff-Assimilierung,
Fettsdure- und Pyrimidinbiosynthese sind, ist die enge rdumliche Korrelation zwischen
den Organellen und dem Arbuskel moglicherweise essentiell fiir eine funktionierende In-

teraktion der beiden Organismen. Die Quervernetzung der Plastiden konnte dabei einem
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vereinfachten Transport von Metaboliten und/oder Proteinen innerhalb des Netzwerkes
dienen. Die starke Proliferation der Plastiden in arbuskelhaltigen Zellen ist in Einklang
mit den beschriebenen Effekten einer Aktivierung des pflanzlichen Stoffwechsels wéh-
rend der Kolonisierung durch AM-Pilze. Neben Plastiden ist auch eine Proliferation von
Mitochondrien, sowie eine verstirkte Transkriptionsaktivitit des Zellkerns nachgewiesen
worden (Gianinazzi-Pearson, 1996). Neben den Verdnderungen im Metabolismus ist auch
eine starke rdumliche Umorientierung von kolonisierten Wurzelzellen feststellbar. Die
Umstrukturierung des Cytoskeletts diirfte wohl vorrangig dazu dienen, der Arbuskel den
benoétigten Raum innerhalb der Cortexzelle zu verschaffen. Es ist jedoch auch bekannt,
dass Organellen, wie z.B. Plastiden, entlang von Cytoskelettstringen verlagert werden

konnen (Staiger, 2000).

4.5 Korrelation zwischen Arbuskelentwicklung und DXR-Akkumula-
tion

Arbuskel sind dynamische Gebilde mit einer durchschnittlichen Lebensdauer von 7-10
Tagen in Mais (Alexander et al., 1988). Um mogliche Korrelationen der DXR-Akkumu-
lation bzw. der plastidiren Vernetzung mit Entwicklungsstadien der pilzlichen Struktur
feststellen zu konnen, war eine Klassifizierung unterschiedlicher Arbuskelstadien notwen-
dig. Da fiir die arbuskuldre Mykorrhiza in Mais noch keine funktionellen molekularen
Marker bekannt sind, wurde diese Klassifizierung aufgrund morphologischer Parameter
der Arbuskelstrukturen erstellt. In Anlehnung an elektronenmikroskopische Arbeiten
(Kinden & Brown, 1975, 1976) wurden insbesondere die Anzahl und Dicke der pilzlichen
Hyphen sowie ihr Verzweigungsgrad zur Klassifizierung von Stadien eingesetzt. Auch die
GesamtgroBe der Arbuskel im Verhéltnis zur GroBe der kolonisierten Zelle wurde als Kri-
terium verwendet. Insgesamt wurden 6 Stadien definiert (vgl. Abbildung 3.23).

Auftillig ist, dass die Proliferation der DXR-haltigen Plastiden erst einsetzt, wenn die ar-
buskuldre Entwicklung bereits begonnen hat. Zeitgleich zu dieser Vermehrung setzt offen-
sichtlich auch die rdumliche Umorganisation der Organellen in Richtung der Arbuskelo-
berflache ein. Insgesamt ist eine starke Korrelation der Vernetzung DXR-haltiger Plast-
iden mit der Entwicklung der arbuskuldren Strukturen erkennbar. Der hochste Vernet-
zungsgrad dieser Organellen wird dabei um voll entwickelte und wahrscheinlich physio-
logisch aktive Arbuskeln erreicht. Im Gegensatz dazu ist das Maximum der Signalstéirke

fiir DXR-Protein eher in Richtung auf spétere Stadien und den beginnenden Abbau der
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Arbuskeln verschoben. Ob diese maximale Signalstirke fiir DXR-Protein jedoch auf einer
tatsdchlichen erhohten Proteinbiosynthese in diesem spezifischen Stadium oder eher auf
einer rdumlichen Konzentration des vorhandenen Proteins innerhalb des kollabierenden
Netzwerks beruht, ist unklar.

Im Gegensatz zur beinahe kontinuierlichen Detektion des DXR-Proteins wéhrend des Ar-
buskelzyklus in Mais sind zwei andere Proteine nur auf bestimmte Phasen der arbuskula-
ren Entwicklung beschrédnkt. So ist der Phosphattransporter MtPT4 nur um voll entwickel-
te Arbuskeln in Medicago truncatula detektierbar (Harrison et al., 2002). Ebenfalls aus-
schlieBlich um metabolisch aktive Arbuskeln ist eine H'-ATPase lokalisiert, die wahr-
scheinlich die Energetisierung des Nahrstofftransports sicherstellt (Gianinazzi-Pearson et
al., 1991). Beide Proteine sind direkt in den Prozess des Nihrstofftransports integriert, so
dass ihre Anwesenheit bzw. Aktivitdt auch nur wihrend der Phase des aktiven Transports
erforderlich ist. Die Detektion der DXR iiber einen wesentlich breiteren Zeitraum hinweg
legt den Schlul3 nahe, dass ihre Funktion (bzw. die der akkumulierenden Apocarotenoide
oder ihrer putativen Carotinoidvorldufer) nicht direkt mit dem Nahrstofftransport, der
primdren Aufgabe der Arbuskel, verkniipft ist.

Um kollabierte Arbuskel liegt fast kein Lokalisierungssignal fiir die DXR mehr vor. Dies
spricht dafiir, dass nach dem Abbau des plastiddren Netzwerkes die Aktivitit des MEP-
Weges in den einzelnen Plastiden herunterreguliert wird. In transgenen Tabakpflanzen
sind bleiben einzelne, nicht vernetzte Plastiden um kollabierende Arbuskel sichtbar (Fes-

ter et al., 2001).

4.6 Rolle der DXR-Induktion und der Apocarotinoidakkumulation

Im Biosyntheseweg der akkumulierenden Apocarotinoide sind bislang die frithen Schritte
der DXS (Walter et al., 2000, 2002), sowie der DXR (vorliegende Arbeit) im MEP-Weg
beziiglich ihrer Regulation charakterisiert worden. Analysen der Phytoendesaturase (PDS)
als Carotinoid-spezifischer Stoffwechselschritt zeigten eine Aktivierung des PDS-
Promotors in kolonisierten Tabakwurzelzellen (Fester et al., 2002b). Dies bedeutet, dass
wahrscheinlich die komplette Carotinoidbiosynthese durch Mykorrhizierung induziert
wird.

Bislang ist noch unklar, ob die akkumulierenden Apocarotinoide oder ihre Carotinoidvor-
laufer eine funktionelle Rolle in der Symbiose haben. Jedoch ist eine funktionelle Signifi-

kanz fiir die Endprodukte eher unwahrscheinlich, da diese in hydrophoben, osmiophilen
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Tropfchen in der Vakuole und im Cytosol von Zellen akkumulieren (Fester et al., 2002a).
In mykorrhierten Maiswurzeln waren geringe Mengen an C-Carotin messbar, die in
nichtmykorrhizierten Wurzeln nicht detektiert wurden (Fester et al., 2002b). Diese Ergeb-
nisse sprechen fiir einen schnellen metabolischen Fluss durch diesen Stoffwechselweg, da
die Mengen an akkumulierenden Apocarotinoiden sehr hoch sind. Durch Hemmung der
Carotinoidbiosynthese im PDS-Schritt mit Hilfe von Norflurazon konnte eine messbare
Akkumulation von Phytoen erreicht werden, die in mykorrhizierten Maiswurzeln etwa
fiinfmal hoher war als in nichtmykorrhizierten Wurzeln (Fester et al., 2002b).

Weitere Hinweise auf eine mdgliche funktionelle Rolle von Carotinoiden wurden durch
Experimente mit den Maismutanten al/l (albescent plant 1) und y9 (pale yellow 9) erhal-
ten. Beide Mutanten sind Carotinoid-defizient und zeigen nach Mykorrhizierung keine
Akkumulation von Mycorradicin (Fester et al., 2002b). Wihrend die Struktur der Ar-
buskeln in den Wurzeln beider Mutanten unverindert blieben, war ihre Anzahl im Ver-
gleich zur Situation in Wildtypwurzeln stark reduziert (Fester et al., 2002b). Da beide
Mutanten aber wahrscheinlich keine volle Photosynthesekapazitit aufweisen, kann ein se-
kundirer Effekt der schlechteren Versorgung mit Photosyntheseprodukten auf die Ausbil-
dung der Symbiose nicht ausgeschlossen werden.

Carotinoide zeigen starke antioxidative Wirkung. Eine mdgliche Funktion in der arbusku-
laren Mykorrhiza konnte demnach in der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies liegen,
die wéahrend der Mykorrhizierung in Wurzeln entstehen (Salzer et al., 1999). Diese Sauer-
stoffspezies sind auch als second messenger fiir die Induktion der Carotinoidbiosynthese
beschrieben (Bouvier et al., 1998). Bislang fehlen allerdings eindeutige experimentelle
Ergebnisse, die eine klare Definition der Funktion von Carotinoiden in der arbuskuléren

Mykorrhiza erlauben.

4.7 Weiterfithrende Arbeiten

Wichtige, bislang noch ungekldrte Fragestellungen im Umfeld der vorliegenden Arbeit
betreffen vor allem die schon angesprochene Rolle der (Apo)carotinoide in der Physiolo-
gie der arbuskuldren Mykorrhiza, sowie Mechanismen der Mykorrhiza-spezifischen Gen-
regulation. Bei der Frage nach der physiologischen Funktion der Metabolite oder ihrer
Vorlédufer erscheint eine Analyse eines sehr spiten Stoffwechselschritts sinnvoll. Hier bie-
tet sich die bereits erwéhnte regiospezifische Dioxygenase vom CCD-Typ (carotenoid-

cleavage dioxygenase, Schwartz er al., 2001; vgl. 1.2) an. Ein entsprechender Mykorrhiza-
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induzierter cDNA-Klon liegt bereits vor. Neben der Bestimmung der Substratspezifitit
des kodierten Enzyms ist auch in diesem Fall eine Lokalisierung des Proteins von beson-
derem Interesse. Durch Colokalisation von CCD und DXR wére nicht nur eine raumliche,
sondern auch eine zeitliche Auflosung der Isoprenoidbiosynthese und der Carotinoidspal-
tung moglich. Weiterhin wire die Dioxygenase auch ein ideales Werkzeug fiir funktionel-
le transgene Ansitze durch Uberexpression oder silencing. Insbesondere wiirde ein erfolg-
reiches silencing der CCD zur endgiiltigen Kldrung der Frage beitragen kdnnen, ob die
akkumulierenden Apocarotinoide selbst eine physiologische Funktion fiir die Symbiose
haben. Weitere interessante Moglichkeiten fiir funktionelle Analysen ergeben sich durch
transgene Ansétze, durch die frithe Schritte der Isoprenoidsynthese beeinflusst werden.
Hierfiir ist die DXR allerdings eher ungeeignet, da sich durch ein entsprechendes silencing
auch Auswirkungen auf pflanzliche Primérprozesse, wie Photosynthese, ergeben diirften.
Erfolgversprechender wire deshalb der Einsatz des DXS2-Gens, dessen Suppression keine
derartig globalen Auswirkungen auf die Pflanze haben diirfte.

Beziiglich der Mechanismen der Mykorrhiza-spezifischen Genregulation liegt das Haupt-
interesse momentan auf der Analyse entsprechender Promotoren. Nach der Klonierung
und Sequenzierung des kodierenden genomischen Fragmentes von ZmDXR wire die Iso-
lierung des Promotors und die Identifizierung von cis-aktiven Elementen der nichste logi-
sche Schritt. Interessant wire insbesondere der Vergleich des DXR-Promotors mit dem
Promotor des DXS2-Gens. Wiahrend der DXR-Promotor nicht nur in mykorrhizierten
Wurzeln, sondern auch in allen anderen untersuchten Geweben aktiv zu sein scheint, ist
die Aktivitdt des DXS2-Promotors wahrscheinlich auf mykorrhizierte Wurzeln beschrénkt.
Erste potentielle cis-aktive Elemente, sog. MRR (mycorrhiza and resistance related)-
Regionen, wurden kiirzlich in Solanum tuberosum (Rausch et al., 2001) und M. truncatula
(Harrison et al., 2002) beschrieben. Innerhalb des DFG-Schwerpunkts 1084 (Molekulare
Grundlagen der Mykorrhiza-Symbiosen), in dem die vorliegende Arbeit entstanden ist,
sind einige weitere Promotorsequenzen Mykorrhiza-induzierter Gene flir vergleichende
Studien verfiigbar (Friihling et al., 1997; Hohnjec et al., 2003; Wulf et al., 2003), so dass

eine Identifizierung Mykorrhiza-spezifischer Promotorelemente moglich erscheint.
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5. Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit standen die Klonierung, Charakterisierung und

Lokalisierung einer 1-Desoxy-D-xylulose-5-phsophat-Reduktoisomerase (DXR), eines

Enzyms des plastidiren Methylerythritolphosphat-Wegs der Isoprenoidbiosynthese, aus

Zea mays. Bisherige Untersuchungen hatten eine erhohte Transkriptakkumulation eines

DXR-Gens in Maiswurzeln im Laufe der Kolonisierung durch arbuskuldre Mykorrhizapil-

ze gezeigt, die mit der Akkumulation von Apocarotinoiden in den kolonisierten Wurzeln

einhergeht.

Ausgehend von diesen Vorarbeiten wurde mit Hilfe einer heterologen Sonde eine
Reihe DXR-dhnlicher Klone aus einer cDNA-Bank von mykorrhizierten Maiswur-
zeln isoliert. Sequenzanalysen ergaben fiir einige der Klone unvollstindige offene
Leserahmen, so dass sich alle weiterfithrenden Analysen und Arbeiten auf den
Klon ZmDXR33 mit einem durchgingigen Leserahmen von 1419 bp und einem
abgeleiteten Protein von 473 Aminosduren konzentrierten. Der Klon zeigt sehr ho-
he Sequenzidentitidtswerte auf Aminosidureebene zu bereits bekannten pflanzlichen
DXR-Sequenzen (bis zu 95 %) und enthélt ein putatives N-terminales Plastiden-
importsignal, das 48 Aminosduren umfasst.

Heterologe Expression des Klons als His-Tag-Konstrukt in Escherichia coli er-
moglichte die grobe Anreinigung des rekombinanten Proteins und die funktionelle
Identifizierung als DXR durch Enzymassays. Die Spezifitit des gemessenen
NADPH-Umsatzes fiir eine DXR-Reaktion konnte durch Hemmung der Reaktion
mit Hilfe des DXR-spezifischen Inhibitors Fosmidomycin belegt werden.

Die Uberexpression des rekombinanten Proteins in E. coli lieferte geniigend Anti-
gen fiir die Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen das DXR-Protein.
Das resultierende Serum hat eine Sensitivitit von weniger als 7 pg Antigen und
zeigte leichte Kreuzreaktivitit in Maisproteinextrakten. Nach einer Affinititsreini-
gung an immobilisiertem Antigen wurde nur noch eine einzelne Bande mit dem
korrekten Molekulargewicht der Mais-DXR in Wurzelextrakten detektiert.
Expressionsanalysen bestitigten die Erhohung der Transkriptakkumulation fiir
ZmDXR in Wurzeln durch Mykorrhizierung. Transkripte waren auch in photosyn-
thetisch aktiven Blittern, sowie in Keimlingen nachweisbar. Die differentielle Ak-
kumulation von ZmDXR in Maiswurzeln konnte auch auf Proteinebene verifiziert

werden. Eine genomische DNA-Blotanalyse fiihrte zu dem Ergebnis, dass ZmDXR
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hochstwahrscheinlich in einer sehr niedrigen Kopienanzahl im Maisgenom vor-
liegt.

e Immunlokalisierungsstudien in Maiswurzeln belegten zunéchst, dass die in Nor-
thern- und Western-Blots ermittelten erhohten Akkumulationen von DXR-
Transkripten und DXR-Protein keine systemischen Effekte in mykorrhizierten
Wurzeln sind, sondern lokal auf Arbuskel-haltige Zellen beschriankt sind. DXR-
enthaltende Plastiden sind in solchen Zellen durch stromules zu einem Netzwerk
verbunden, das die Arbuskeloberfliche umgibt. Dagegen finden sich in nichtkolo-
nisierten (also Arbuskel-freien) Zellen einzelne markierte Plastiden im Cytoplas-
masaum der Zellen, sowie Aggregationen um den Zellkern. Die Dynamik der Ar-
buskelentwicklung in einer kolonisierten Zelle spiegelt sich auch in der Entwick-
lung des plastiddaren Netzwerkes wider. Der hochste Vernetzungsgrad wird dabei
um voll entwickelte, hochaktive Arbuskel erreicht. Die hochste Markierungsinten-
sitdt der Plastiden scheint dagegen in Richtung einer Phase des beginnenden Ar-
buskel- und Netzwerkabbaus hin verschoben zu sein.

e Im Gegensatz zu anderen charakterisierten und lokalisierten Proteinen in der ar-
buskuldren Mykorrhiza ist die DXR wihrend fast allen Entwicklungsstadien von
Arbuskeln aktiv. Die Rolle der DXR-Induktion sowie der Akkumulation der Apo-
carotinoide bleibt jedoch weiter unklar. Eine funktionelle Signifikanz der Apoca-
rotinoide selbst ist aufgrund cytologischer Befunde unwahrscheinlich, so dass Ca-
rotinoide als ihre direkten Vorldufer eher als die funktionellen Molekiile angese-
hen werden.

Der Schwerpunkt weiterfithrender Arbeiten wird zum einen auf einer Ermittlung der phy-
siologischen Rolle der (Apo)carotinoide fiir die arbuskuldre Mykorrhiza liegen. Hierfiir
bieten sich mit den bislang charakterisierten Schritten der frithen Isoprenoidsynthese bzw.
mit dem noch zu analysierenden putativen oxidativen Spaltungsschritt in der spaten Apo-
carotinoidbiosynthese zwei vielversprechende Ansatzpunkte fiir Gensuppressions- bzw.
Uberexpressionsansitze in transgenen Pflanzen. Weiterhin sind die Mechanismen der
Mykorrhiza-spezifischen Genregulation von besonderem Interesse. Vergleichende Promo-
torstudien sollen hier zur Identifizierung von neuen Mykorrhiza-spezifischen cis-aktiven

Elementen oder anderen regulatorischen Prinzipien fiithren.
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6. Summary

The main topics of the work described here were the cloning, characterization and local-

ization of a 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase (DXR) from the me-

thylerythritol phosphate pathway in isoprenoid biosynthesis in Zea mays. Previous inves-

tigations had shown an increase in DXR transcript accumulation in maize roots upon colo-

nization by arbuscular mycorrhizal fungi, concomitant with the accumulation of apocaro-

tenoids.

Based on these preliminary data, a number of DXR-like clones were isolated from
a cDNA library constructed from mycorrhizal maize roots. Sequence analysis re-
vealed interrupted open reading frames for a number of clones. Therefore, all fur-
ther analyses and experiments were focused on the clone ZmDXR33, showing a
continuous open reading frame of 1419 bp, resulting in a deduced protein of 473
amino acids. The clone shows high sequence identities on amino acid levels to
published plant DXR sequences (up to 95 %) and contains a putative N-terminal
plastid import sequence of 48 amino acids.

Heterologous expression of the clone in Escherichia coli allowed a partial purifica-
tion of the recombinant protein and the functional identification by enzyme assays.
Specificity of the measured NADPH consumption for the DXR reaction could be
demonstrated by the use of fosmidomycin, a specific inhibitor of the DXR reac-
tion, completely abolishing NADPH consumption.

Overexpression of the recombinant protein in E. coli led to sufficient antigen for
the production of a polyclonal antiserum against the maize DXR. This serum ex-
hibited a sensitivity of less than 7 pg towards the antigen, but showed slight cross
reactivity against other proteins in maize extracts. After affinity purification using
immobilized antigen, the serum detected a single band with the correct molecular
weight of DXR in maize root extracts.

Expression analysis confirmed the increase in transcript levels of ZmDXR in roots
upon mycorrhization. Other tissues with DXR transcript accumulation are photo-
synthetic leaves and seedlings of maize. The differential accumulation of ZmDXR
in maize roots could also be confirmed on the protein level. From the analysis of a
genomic DNA blot it is concluded that ZmDXR is likely to be a low-copy gene in

maize.
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e Immunolocalization studies in maize roots revealed that the observed accumula-
tion of DXR is not a systemic effect in mycorrhizal roots, but is limited locally to
arbuscule-containing cells. DXR-containing plastids in these cells are intercon-
nected by stromules, forming a dense network on the surface of arbuscules. In non-
colonized cells DXR-containing plastids are found anisotropically distributed in
the cytoplasm layer or in an aggregation around the cell nucleus. The dynamics of
arbuscule development are reflected in the formation of the plastidial network as
visualized by the DXR antibody. Highest densities of plastid interconnection are
detectable around fully mature, presumably highly active arbuscules. However, the
highest labeling intensity for DXR protein appears to be slightly shifted to stages
of beginning arbuscule and plastid network degeneration.

e In contrast to other characterized and localized proteins in the arbuscular my-
corrhizal interaction, the DXR appears to accumulate throughout a broader time
window of the arbuscular life cycle. The role of DXR induction and apocarotenoid
accumulation in the arbuscular mycorrhizal interaction remains unclear. Based on
cytological evidence, a functional significance for the apocarotenoids seems highly
unlikely, pointing to the precursor carotenoids as the potential functional principle.

Future work will focus on the physiological significance of the (apo)carotenoids in the ar-
buscular mycorrhizal symbiosis using transgenic functional approaches. The characterized
early steps of isoprenoid biosynthesis and the putative oxidative cleavage step in late apo-
carotenoid formation represent promising tools for such approaches. Another focus is the
mechanism of mycorrhiza-specific gene regulation. Comparative analysis of promoters is
expected lead to the identification of novel cis-acting elements or other regulatory princi-

ples in AM symbiosis.
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