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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Bedeutung von flichtigen Isoprenoiden fir die Atmosphdarenchemie erfordert
genaue Abschatzungen der globalen taglichen und saisonalen Emissionsraten der
Vegetation. Dazu ist die detaillierte Kenntnis der biochemischen und
physiologischen Vorgange in der Pflanze unerldsslich. Experimentell
charakterisierte Parameter kénnen dabei die nétigen Informationen flr prozess-
basierte Vorhersagemodelle liefern. Zentrales Ziel dieser Arbeit war daher,
Basiswissen Uber die Regulation der Isoprenoidemission durch verschiedene
Umweltfaktoren auf transkriptionaler, translationaler und physiologischer Ebene
zu verbessern. Die Untersuchungen wurden an der Graupappel, als Vertreter
eines starken Isopren-Emitters und an der Steineiche, einer Monoterpen
emittierenden Art, durchgefuhrt. Des Weiteren  wurde in der Arbeit die
Hypothese, Isopren kénne als antioxidativer Schutz gegen oxidativen Stress
wirken, Uberpruft.

1. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden konnte die DXR der
Graupappel (PcDXR) aus einer cDNA-Genbank isoliert und anschlieBend heterolog
exprimiert werden. Die gesamte PcDXR-Sequenz besteht aus 1724 bp und
codiert flr eine Proteinsequenz aus 472 Aminosauren. Das Molekulargewicht des
Enzyms betragt ca. 51,3 kDa. Im Vergleich zu 15 bekannten pflanzlichen
Sequenzen konnte die héchste Ahnlichkeit der PcDXR zur DXR der A. thaliana mit
einer Homologie von 86,23% festgestellt werden. Mit Hilfe der photometrisch
gemessenen Umsetzung von NADPH durch die PcDXR konnte die Enzymaktivitat
des heterolog exprimierten Proteins bestimmt werden. Durch die spezifische
Hemmung der Enzymaktivitat mittels Fosmidomycin wurde die Funktionalitat der
PcDXR eindeutig nachgewiesen.

2. Die tageszeitliche Variation der physiologischen und biochemischen
KenngroBen der Isoprenemission bei der Graupappel wurde in 2 Jahren an
zweimal 2 aufeinander folgenden Tagen an insgesamt 8 reprasentativen Baumen
ermittelt. Der photosynthetische Gaswechsel der Pflanzen (Netto-Assimilation,
Ci, Transpiration und die Stomatare Leitfahigkeit), DMADP-Gehalt der Blatter
und die Isoprenemission folgten dem tageszeitlichen Verlauf von Licht und
Temperatur. Hingegen zeigte die in vitro ISPS-Aktivitat keine signifikante
Veranderung wahrend der Tagesgang-Messungen. Hoéchsten Einfluss auf die
Isoprenemission wies die Blatttemperatur auf. Die Stomatare Leitfahigkeit hatte
keinen Einfluss auf die Isoprenemission.
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Zusammenfassung

3. Mittels quantitativer RT-PCR konnte in den gleichen Blattproben
gezeigt werden, dass die relativen Transkriptmengen der PcISPS klare diurnale
Verlaufe mit Maxima am Vormittag aufwiesen, wahrend im Gegensatz dazu bei
den Transkriptkonzentrationen der PcDXR kein Tagesgang festzustellen war. Des
Weiteren konnte kein kurzfristiger Einfluss der Lichtintensitat und der
Blatttemperatur auf die Expression von PcDXR oder PclISPS nachgewiesen
werden.

4, Wie bei der Graupappel wurde die tageszeitliche Variation der
physiologischen und biochemischen KenngréBen der Monoterpenemission bei der
Steineiche an zweimal 2 aufeinander folgenden Tagen ermittelt. Als
Hauptkomponenten der Monoterpenemission der Steineichenblatter wurden a-
Pinen, B-Pinen/Sabinen, Myrcen, Camphen, Limonen, p-Cymol und A-3-Caren
gemessen. Isopren wurde ebenfalls in der Emission nachgewiesen. Der
photosynthetische Gaswechsel der Steineichen (Netto-Assimilation, G,
Transpiration und die Stomatare Leitfahigkeit), und die Monoterpenemission
folgten dem tageszeitlichen Verlauf von Licht und Temperatur. Weder fir die
DMADP-Gehalte der Steineichenblatter noch fir die Summe der Mono-TPS
Aktivitaten konnte ein diurnalen Verlauf nachgewiesen werden. H&chsten
Einfluss auf die Monoterpenemission wies die Blatttemperatur auf. Im Gegensatz
zur Graupappel war bei der Steineiche ein regulierender Einfluss der Stomataren
Leitfahigkeit auf die Monoterpenemission zu beobachten. Eine schwache
negative, aber signifikante Korrelation bestand zwischen DMADP und
Monoterpenemissionsrate, obwohl der DMADP-Gehalt der Blatter nicht mit den
Lichtintensitaten und den Blatttemperaturen korreliert war. Der DMADP-Gehalt
der Steineichenblatter und die in vitro Mono-TPS-Aktivitat zeigten einen
signifikanten, negativen Zusammenhang.

5. Die Licht- und Temperaturabhangigkeit der Isoprenoidemission
konnte fur beide Pflanzenarten bestimmt und mit Hilfe des Guenther
Algorithmus (1997) charakterisiert werden. Die Blatter der Graupappel wiesen
ein Maximum der Isoprenemission bei einer Blatttemperatur von 42°C und einer
Lichtintensitdt von ca. 300 pmol Photonen m? s! auf. Die
Monoterpenemissionsrate der Steineichenblatter war bei ca. 35°C
Blatttemperatur maximal und befand sich bereits bei etwa 250 umol Photonen
m™ s! im Bereich der Sattigung.

6. Um den Einfluss von Isopren im bzw. in unmittelbarer Umgebung

des Blattes auf die Superoxidanionenradikal- (O,"-) Konzentration im Blatt
II



Zusammenfassung

feststellen zu kénnen, wurden mit Hilfe von Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) die
O, '-Radikale im Blatt sichtbar gemacht. Die Isoprenkonzentration in der
Umgebung der Blatter wurde durch Begasung erhdht. Unter diesen Bedingungen
konnte, verglichen zur Kontrollbehandlung, ein signifikanter Effekt auf die O, -
Konzentrationen im Blatt nachgewiesen werden. Die spezifische Hemmung der
Isoprenbiosynthese von Isopren-emittierenden Pappelblattern mit Fosmidomycin
konnte diesen Effekt jedoch nicht bestatigen. Eine Isoprenbegasung von
Fosmidomycin-behandelten Blattern zeigte keinen eindeutigen positiven Effekt.
Erganzende Versuche, bei denen die endogene Isoprenkonzentration gemessen
wurde, zeigten ebenfalls keine eindeutige Reduktion der O, -Radikale bei
erhdéhten, blattinternen  Isoprenkonzentrationen. Die  Ergebnisse der
durchgefiihrten Untersuchungen sind daher bezlglich einer madglichen
schitzenden Wirkung von Isopren gegen oxidativen Stress widersprichlich und

kdnnen keine klare Antwort auf diese Frage geben.
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Summary

Biochemical, Physiological and Climatic Influence on the
Emission of Isoprenoides from Gray Poplar (Populus x

canescens (Aiton) Sm.) and Holm Oak (Quercus ilex L.)

Summary

Because of their important role for the atmospheric chemistry, global daily and
seasonal emission rates of isoprene and monoterpenes have to be estimated with
accuracy. Therefore, detailed knowledge of biochemical and physiological
processes within the plant metabolism has to be gathered. Afterwards the gained
cognitions are used as information for process-based model calculations. The
major scope of the work was therefore to enlarge basic knowledge of the
regulation of isoprenoid emission, which is known to be dependent on several
environmental factors, especially light and temperature. Measurements of diurnal
isoprene emission have been performed in parallel on physiological, translational
and transcriptional level on leaves of Grey Poplar (Populus x canescens), a strong
isoprene emitting species. Additionally, examinations of diurnal monoterpene
emission in connection to physiologic and enzymatic processes was conducted in
leaves of Holm Oak (Quercus ilex), which emits a large spectrum of
monoterpenes. Furthermore a hypothesis was tested, whether isoprene emission
may serve the plant as antioxidative protection mechanism in order to overcome
oxidative stress. In main parts, the following results have been reached:

1. In the first part of this work, isolation of PcDXR (DXR of Grey Poplar)
from a cDNA-Genbank and heterologous expression of the isolated gene was
accomplished. The whole PcDXR-sequence consists of 1724 bp and encodes for a
proteine sequence of 472 aminoacids. The molecular weight was approximately
51,3 kDa. Comparing the PcDXR sequence with the DXR sequences from 15
different plants, highest similarity to the DXR of A. thaliana (86,23%) has been
found. With help of the photometrical measurement of the NADPH
implementation mediated through the PcDXR, its enzyme activity has been
determined. Specific inhibition of the enzyme by Fosmidomycin and thus
decreased NADPH implementation rate demonstrated functionality of the isolated
PcDXR enzyme.

2. Daytime variation of physiological and biochemical parameters of

the isoprene emission of Grey Poplar was measured twice on 2 following days in

IvV



Summary

2 years. All together, measurements have been performed on 8 representative
plants. Photosynthetic gas exchange (netto-assimilation, C;, transpiration and
stomatal conductance), DMADP content and Isoprene emission of the leaves
followed the diurnal course of light and temperature. In vitro ISPS activity
showed no significant diurnal changes. Strongest influence on the Isoprene
emission was shown by leaf temperature. Stomatal conductance had no
influence on the Isoprene emission.

3. Quantitative RT-PCR elucidated the gene expression pattern of
PcDXR and PcISPS in parallel to diurnal gas exchange measurements. Gene
expression of PcISPS showed distinct diurnal courses with maximum values on
the late morning, whereas PcDXR transcript levels stayed consistent over the
day. No short-term influence of PPFD and leaf temperature has been observed on
the expression rates of PcDXR or PcISPS.

4. Daytime variation of physiological and biochemical parameters of
the monoterpene emission of Holm Oak was measured the same way as for
Grey Poplar. Main components of the monoterpene emission were a-pinene, B-
pinene/sabinene, myrcene, camphene, limonene, p-cymol and A-3-carene and
also isoprene was detected. The photosynthetic gas exchange of the plants
(netto-assimilation, C;, transpiration and stomatal conductance) as well as
monoterpene emission followed the diurnal course of light and temperature. For
leaf DMADP content and for the sum of Mono-TPS activities no diurnal changes
have been detected. The leaf temperature showed strongest influence on
monoterpene emission. In contrast to the measurements on Grey Poplar, a
regulating influence of the stomatal conductance on the monoterpene emission
could have been observed. A weak negative correlation has been detected for
DMADP contents and the rate of monoterpene emission, although DMADP-
content of the leaves showed no correlations to leaf temperatures and light
intensity. DMADP content and in vitro Mono-TPS-activity of the Holm Oak leaves
were correlated negatively to each other.

5. Light and temperature dependency of the isoprenoide emission was
characterised for both plant species according to the Guenther algorithm (1997).
Maximum isoprene emission rate of Grey Poplar was reached at leaf

temperatures of 42°C and light intensities of approximately 300 umol photons

2 1

m™ s. Monoterpene emission rate of the Holm Oak leaves was reaching the
maximum values at a leaf temperature of 35°C and light intensities of 250 pmol

photons m™2 s™.
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6. In order to test the influence of isoprene within or in the nearest
surrounding of poplar leaves on the concentrations of superoxideanionradicals
(O27) Nitrobluetetrazoliumchloride (NBT) was used to make them visible.
Isoprene concentration was raised in the near surrounding of the leaf by
isoprene fumigation. Distinct influence of isoprene on the O, -concentrations
compared to non fumigated leaves has been demonstrated under the chosen
conditions. Specific inhibition of the isoprene synthesis and emission by
Fosmidomycin showed no further confirmation of these results and also isoprene
fumigation of the inhibited leaves showed no distinct effect. Considering the
influence of the endogenous isoprene content, again no distinct effect of
increased endogenous isoprene concentrations on the O, -concentration could
have been determined. The results concerning a possible protection effect

against oxidative stress are inconsistent and can not clarify this question.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Biogene fluchtige organische Verbindungen (BVOC)

Ein kleiner Anteil vom CO,, das von Pflanzen assimiliert wird, wird als biogene
flichtige organische Verbindungen (,biogenic volatile organic compounds",
BVOC) wieder in die Atmosphare abgegeben. Den gréBten Teil dieser Emissionen
machen Isopren, Terpenoide und einige oxygenierte Verbindungen, vor allem
Carbonyle und Alkohole, aus (GUENTHER et al., 1995). VOCs sind durch ihre
chemischen Eigenschaften definiert mit einem Siedepunkt unter 240°C bei 1013

mbar und einem Dampfdruck von > 0,1 mbar bei 20°C (DOTT et al., 2004).

1.1.1 Isoprenoide

Isopren, i.e. 2-Methyl-1,3-Butadien (CsHg), ist die kleinste Einheit der
Isoprenoide und kommt ubiquitar in allen Organismen vor. Durch Kopf-Schwanz-
Addition von Isopentenyldiphosphat, der aktivierten Form von Isopren und
Dimethylallyldiphosphat, der direkten Isopren Vorstufe und weiterer
Kondensationen entstehen Molekile von bis zu 40 Kohlenstoffatomen. Bisher
sind mehr als 25000 Isoprenoide bekannt (SACCHETTINI & POULTER, 1997), die ein
breites Spektrum an wichtigen biologischen Funktionen im Primarstoffwechsel als
Pigmente, Membranbestandteile, Elektronentransportibertrager, Vitamine oder
als Hormone (z. Bsp. Carotinoide, Seitenkette des Chlorophylls, Chinone,
Sterole) erflllen. Im Sekundarstoffwechsel dienen vor allem die Mono-, Sesqui-,
Di-, Tri-, Tetra- oder Polyterpene als Kommunikationsmittel zwischen Pflanzen in
allelopathischen Wechselwirkungen oder zwischen Pflanzen und Tieren
beispielsweise zur Anlockung von Bestaubern und zur Abwehr von Schadinsekten
(LANGENHEIM, 1994). Es sind mehr als 1000 verschiedene Monoterpenmolekiile
bekannt (GERSHENZON UND CROTEAU, 1991), die als offenkettige, mono-, bi- oder
trizyklische Cjo-Verbindungen in vielen verschiedenen Pflanzenfamilien
nachgewiesen werden konnten (KESSELMEIER UND STAUDT, 1999). In Tabelle 1.1
sind die chemischen Eigenschaften von Isopren, der Monoterpene und von p-
Cymol aus dem Emissionsspektrum der Steineiche angeflihrt.

Die Emission von Isopren wurde erstmals von SANADZE (SANADZE, 1957 in
SANADZE, 1991) entdeckt. Seither wurden mehrere hundert Isopren emittierende
Pflanzenarten beschrieben. Auch Algen (MOORE et al, 1994), Moose (HANSON et
al., 1999), Farne und krautige Pflanzen (TINGEY et al., 1987) emittieren Isopren.

1
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Vor allem aber bei Baumen gibt es Arten, die Isopren in bedeutenden Mengen

emittieren (HARLEY et al., 1999).

Tab. 1.1 Chemische Eigenschaften und Strukturformeln von Isopren und Monoterpenen
aus dem Emissionsspektrum der Steineiche.

Summen MG Dichte bei | Schmelzpt. | Siedept. | Flammpt
Isoprenoid Beschreibung Struktur
formel [g mol] | 25°C [g/ml] [°C] [°C] [°F]
Isopren Farblose
(2-Methyl-1,3- | CsHg 68,12 | 0,68 -146 34
. Flussigkeit P
butadien)
weiBer,
Camphen CioHi6 wachsartiger | 136,24 | 0,84 -50 160 98 @
Feststoff
[
Farblose 1\
A-3-Caren CioHi6 136,24 | 0,87 169 115
Flussigkeit
p-Cymol Farblose
(1-Methyl-4-iso | C1oH14 L 134,24 | 0,86 -68 177 119 {
Flussigkeit AN
propylbenzol)
Limonen
- 4- Farblose
(1-Methyl-4- | ¢ Hie 136,24 | 0,84 -76 175 48°C? @{’
Isopropenyl-1- Flissigkeit
Cyclohexen)
Myrcen =
- _3- Farblose
(7-Methyl-3= 1 ¢ Hie 136,24 | 0,79 167 103 :<:/:<
Methyl-1,6- Flussigkeit
Oktadien)
Farblose
a-Pinen C10H15 136,24 0,86 -62 155 90
Flissigkeit
. Farblose
B-Pinen CioH16 136,24 | 0,86 -61 165 91
Flussigkeit
Farblose
Sabinen C10H15 136,24 0,84 -60 164
Flussigkeit

Isoprenoide koénnen Uuber 2 unterschiedliche Stoffwechselwege synthetisiert
werden. Wahrend bei Menschen, Tieren und Pilzen alle bendétigten Isoprenoide
Uber den cytosolischen Acetat-Mevalonat-Biosyntheseweg synthetisiert werden,
existiert bei Pflanzen zusatzlich der Desoxyxylulose-5-Phosphat- (DOXP-)
Stoffwechselweg in den Chloroplasten (LICHTENTHALER, 1999). Die Isopren-
biosynthese durch den DOXP-Stoffwechselweg, wie sie im Weiteren beschrieben
wird, findet bei Pflanzen in den Chloroplasten statt. In Cyanobakterien wurde der
DOXP-Stoffwechselweg mehrfach nachgewiesen, und bestatigt damit die
Endosymbiontentheorie. Danach stammen die Chloroplasten urspringlich von
Cyanobakterien ab (LICHTENTHALER, 1999). Die Isoprenbildung wurde auch flr

viele Gram-positive Bakterien und Actinomyceten nachgewiesen (ROHMER et al.,



Einleitung

1993; KuzMA, 1995; WILKINS, 1996). CARRAU et al. (2005) haben kirzlich einen 3.
Syntheseweg (Methylcrotonyl-CoA (MCC)-Stoffwechselweg) beschrieben, der den
Leucin-Katabolismus mit der Isoprenoidbiosynthese verbindet. Der verbindende
enzymatische Schritt wird von einer 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase
katalysiert. Dieses Enzym wurde in einigen Bakterien und in den Mitochondrien
von Sdugetieren und Pflanzen gefunden. CARRAU et al. (2005) fanden in dieser
Studie widerspriichliche Ergebnisse fiir die Synthese von Monoterpenen und
Sesquiterpenen bei der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und postulieren
aufgrund von DNA-Sequenz-vergleichen eine in Mitochondrien stattfindende

Isoprenoidbiosynthese in S. cerevisiae.

1.1.2 Die Bedeutung der BVOCs flir die Atmosphare

Die meisten BVOCs reagieren mit Hydroxylradikalen, NOs-Radikalen und Ozon in
ahnlicher Weise wie die meisten VOCs anthropogenen Ursprungs (ATKINSON und
AREY, 1998). Quantitativ Uberragt die globale Emission der BVOCs die der
anthropogenen VOCs jedoch um ein Mehrfaches (GUENTHER et al., 1995;
STEINBRECHER UND ZIEGLER, 1997). Die weltweit geschatzte jahrliche Emission von
Isopren und Monoterpenen betragt je ca. 200-500 Mt Kohlenstoff, etwa dieselbe
GroBenordnung wie die jahrliche globale Methanemission (GUENTHER et al.,
1995). Isopren ist aufgrund seiner beiden ungesattigten Doppelbindungen hoch
reaktiv und verringert dadurch die OH-Konzentration der unteren Troposphare
entscheidend, was zu verlangsamten Abbauraten von wichtigen Treibhausgasen,
wie z. Bsp. Methan (BELL et al., 2003) flihrt. Reagiert Isopren direkt mit Ozon,
wird es vorwiegend zu Methylvinylketon, Methacrolein und Formaldehyd
abgebaut. Zusatzlich entstehen dadurch erhebliche Mengen an Hydrogenperoxid
und andere oxidative Molekile (FUENTES et al., 2000). In Gegenwart einer
ausreichenden Konzentration von NO, kénnen die BVOCs direkt zur Bildung von
Ozon (FUENTES et al., 2000) und sekundaren organischen Aerosolen (HOFFMAN et
al., 1997, GRIFFIN et al., 1999) in der Troposphare fihren. POISSON et al. (2000)
haben berechnet, dass durch gegenwartige Emissionsraten nicht-methanogener
Kohlenwasserstoffe, groBteils Isopren und Monoterpene, die Oberflachen-
konzentration von Ozon um bis zu 60% und die atmospharische Lebensdauer

von Methan um ca. 14% erhoht wird.
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1.1.3 Die Bedeutung der Isoprenoide flr die Pflanze

Viele Pflanzen, die Isoprenoide synthetisieren, besitzen daflr spezifische
Speicherorgane. Monoterpene erfullen in Pflanzen wichtige 6kologische
Funktionen, wie zum Beispiel Abwehr von Herbivoren und Pathogenen,
allelopathische Wechselwirkungen, Anlockung von Bestaubern oder Wundheilung
(LANGENHEIM, 1994). Die Bedeutung der Isoprenoidemission von Pflanzen, die
keine spezifischen Speicherorgane flr die Terpene besitzen, ist bis zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht aufgeklart. Die Isoprenoide, die von der Pflanze emittiert
werden, werden durch den komplexen DOXP-Stoffwechselweg synthetisiert und
sowohl auf Transkriptionsebene, translational und auch auf enzymatischer Ebene
reguliert. Ihre Emission hangt stark von den Licht- und Temperaturverhaltnissen,
die auf das Blatt einwirken, ab (GUENTHER et al., 1995). Die urspriingliche
Hypothese, dass durch die Emission mdglicherweise Uberschlissige Energie- oder
Kohlenstoffreserven abgebaut werden (LOGAN et al., 2000) wurde durch den
Mechanismus, der auch in Bakterien vermutet wird (FALL UND CoPLEY, 2000),
erklart und von ROSENSTIEL et al. (2006) wieder aufgegriffen. Die Emission der
Isoprenoide koénnte als eine Art Ventil Uberschissige Reduktionsaquivalente
entfernen, die bei erhdhter Photosyntheseaktivitat bei hohen Lichtintensitaten
akkumuliert werden und dabei das Photosystem schadigen kénnen. Die
aufwendige Synthese und Regulation dieses Stoffwechselweges scheint jedoch
eine weitere Klarung flr eine andere bedeutsame Funktion der Emission zu
erfordern. Verschiedene Experimente haben zu der Hypothese gefiihrt, dass
blattinterne Isoprenoidkonzentrationen zu erhdéhter Thermotoleranz der
emittierenden Pflanzen fihren kénnen (SHARKEY UND SINGSAAS, 1995; LORETO et
al., 1998a; SINGSAAS UND SHARKEY, 1998; DELFINE et al., 2000; SHARKEY UND YEH,
2001; PENUELAS et al., 2005) oder Isopren und Monoterpene als antioxidativer
Schutz vor reaktiven Sauerstoffverbindungen wie z. Bsp. Singulettsauerstoff,
Wasserstoffperoxid (LORETO UND VELIKOVA, 2001; AFFEK UND YAKIR, 2002; PENUELAS
et al., 2005) und Ozon (LORETO et al, 2001a) wirken kénnen. Die Mechanismen
dieser Schutzfunktionen sind jedoch unklar. Die lipophile Eigenschaft des
Isoprens kbénnte bewirken, dass es, ahnlich wie Zeaxanthin, in die
Phospholipidmembranen der Zellen eingebaut werden kann und so die Fluiditat
der Membranen positiv beeinflusst. SHARKEY UND SINGSAAS (1995) erklaren auf
diese Weise eine erhdhte  Thermotoleranz der Blatter  durch

Membranstabilisierung.
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1.2 Isoprenoidbiosynthese: der DOXP-Stoffwechselweg und seine
regulierenden Schlusselenzyme

Alle Isoprenoide werden aus 2 Cs-Vorlaufer Molekllen gebildet: aus Isopentenyl-

diphosphat (IDP) und Dimethylallyldiphosphat (DMADP), die entweder Uber den

Acetat-Mevalonat- oder den DOXP-Stoffwechsel synthetisiert werden. In

Abbildung 1.1 ist die Isoprenoidbiosynthese in der Pflanzenzelle vereinfacht

dargestellt. Im Cytoplasma der Pflanzenzelle lauft der Acetat-Mevalonat-

Biosyntheseweg flr Sesqui-, Di-, Polyterpene und Phytosterole ab.
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Abb.1.1 Isoprenoidbiosynthese in Pflanzenzellen. Abbildung leicht verandert nach
RODRIGUEZ-CONCEPCION UND BORONAT (2002). DMADP: Dimethylallyldiphosphat, GGDP:
Geranylgeranyldiphosphat, FDP: Farnesyldiphosphat, GDP: Geranyldiphosphat, GAP:
Glycerinaldehyd-3-Phosphat, DOXP: Desoxyxylulose-5-Phosphat und MEP: Methyl-
erythritol-4-Phosphat.

Der DOXP-Biosyntheseweg konnte erstmals in Bakterien nachgewiesen werden
(ROHMER et al., 1993). Bis zum Jahr 2002 konnten alle Stufen des
Stoffwechselweges vollstandig aufgeklart werden (ADAM et al., 2002). Im
plastidaren Stoffwechselweg wird aus Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat
Uber mehrere Schritte DMADP bzw. IDP synthetisiert und aus DMADP schlieBlich
Isopren gebildet. Zur Synthese der Monoterpene wird aus IDP und DMADP
Geranyldiphosphat (GDP) gebildet. In weiterer Folge durch mehrfaches
Anhangen von IDP-Einheiten an das GDP werden schlieBlich héhere Isoprenoide,
wie Chlorophylle, Carotinoide, Gibberelline, Tocopherole und Plastoquinone

synthetisiert. Im cytoplasmatischen Acetat-Mevalonat-Stoffwechselweg wird das
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DMADP bzw. IDP aus Acetyl-CoA Uber Mevalonat synthetisiert, aus DMADP und
den verknUpften IDP-Einheiten werden lber Farnesyldiphosphat Sesquiterpene,
Sterole und Polyterpene gebildet (LICHTENTHALER, 1999). Im Chloroplasten
geschieht die Isoprenoidbiosynthese durch den DOXP-Stoffwechselweg.
Ubiquinone werden in den Mitochondrien aus Isopentenyldiphosphat (IDP), das
aus dem Cytoplasma stammt, synthetisiert. Es besteht ein gewisser Austausch
von IDP zwischen den Kompartimenten (LICHTENTHALER, 1999). Der Acetat-
Mevalonat-Biosyntheseweg kann durch Mevinolin gehemmt werden, wahrend der

DOXP-Stoffwechselweg spezifisch durch Fosmidomycin inhibiert wird.

1.2.1 Der Desoxyxylulosephosphat (DOXP)-Biosyntheseweg

In Abbildung 1.2 ist der chemische Ablauf des DOXP-Biosyntheseweges
dargestellt, wie er in den Plastiden stattfindet. Der 1. Schritt des Stoffwechsel-
weges ist die Kondensation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Pyruvat
zu Desoxyxylulose-5-Phosphat (DOXP) und CO,. Dieser Schritt wird von der
Desoxyxylulose-5-Phosphat-Synthase (DXS) katalysiert (SPRENGER et al., 1997).
Die 1-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat-Reduktoisomerase (DXR) fungiert als
Katalysator flr den ndétigen Skelettumbau des DOXP und die Reduktion zu 2-C-
Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat (MEP). Dabei wird das Coenzym NADPH zu
NADP* und H* oxidiert (TAKAHASHI et al., 1998).

Durch eine Sequenz von 3 Reaktionsschritten, die durch die Enzyme CDP-
ME-Synthase (CMS), CDP-ME-Kinase (CMK) und ME-cPP-Synthase (MCS)
katalysiert werden, wird MEP (ber 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-Erythritol
(CDP-ME) und seinem Dihosphat (CDP-MEP) zu 2-C-Methyl-D-Erythritol-2,4-
Cyclodiphosphat (ME-cPP) umgewandelt (RODRIGUEZ-CONCEPCION und BORONAT,
2002). Diese werden durch die Gene ispD, ispE und ispF codiert (ADAM et al.,
2002). Die folgende reduzierende Ring6ffnung wird durch eine HMBPP-Synthase
(HDS), die durch das Gen ispG codiert wird (ADAM et al., 2002), katalysiert und
fihrt zu 1-Hydroxy-2-Methyl-2-(E)-Butenyl-4-Diphosphat (HMBPP, HECHT et al.,
2001).
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Abb. 1.2 Der chloroplastidare DOXP-Stoffwechselweg. Abbildung aus Abam et al. (2002).
GAP: Glycerinaldehyd-3-Phosphat, DOXP: Desoxyxylulose-5-Phosphat, DXS: Desoxy-
xylulose-5-Phosphat-Synthase, DXR: Desoxyxylulose-5-Phosphat-Reduktoisomerase,
MEP: 2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat, CMS: CDP-ME-Synthase, CDP-ME: 4-Di-
phosphocytidyl-2-C-methyl-D-Erythritol, CMK: CDP-ME-Kinase, CDP-MEP: 4-Diphospho-
cytidyl-2-C-methyl-D-Erythritoldiphosphat, MCS: ME-cPP-Synthase, ME-cPP: 2-C-Methyl-
D-Erythritol-2,4-Cyclodiphosphat, HMBPP: 1-Hydroxy-2-Methyl-2-(E)-Butenyl-4-Di-
phosphat, IDP: Iso-pentenyldiphosphat, DMADP: Dimethylallyldiphosphat, IDS: IDP/
DMADP-Synthase.



Einleitung

Die Umwandlung zu Isopentenyldiphosphat (IDP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMADP) erfolgt durch die IDP/DMADP-Synthase (IDS). Sie wird vom Gen ispH
codiert (ROHDICH et al., 2002). Alle Enzyme im DOXP-Stoffwechselweg, auBer
moglicherweise der DXS werden nur von jeweils einem Gen codiert. Alle Gene
besitzen eine Transitpeptidsequenz zum Transport der Proteine in den
Chloroplasten (RODRIGUEZ-CONCEPCION UND BORONAT, 2000).

1.2.2 Die 1-Desoxy-D-xylulose-5-Phosphat-Synthase (DXS)

Das Gen fur das 1. Enzym im DOXP-Stoffwechsel konnte von SPRENGER et al.
(1997) identifiziert werden. Die DXS katalysiert eine Kondensationsreaktion von
GAP mit Pyruvat mit anschlieBender Decarboxylierung von Pyruvat. Wahrend
GAP aus dem im Chloroplasten ablaufenden Calvincyclus stammt, ist die
Herkunft des Pyruvates unklar. ROSENSTIEL et al. (2006) postulieren, dass
cytosolisches Pyruvat als Phosphoenolpyruvat Uber ein Translokatorprotein
(FLUGGE, 1999) in den Chloroplasten transportiert wird. Untersuchungen mit
Arabidopsis Mutanten, die eine defekte DXS aufwiesen, haben ergeben, dass
entweder ein effektiver Import an cytosolischen Isoprenoid-Vorlaufermolekilen
in die Chloroplasten stattfinden muss, oder die DXS durch mehrere Gene codiert
wird und somit mehr als 1 DXS-Enzym vorhanden ist (ARAKI et al., 2000; ESTEVEZ
et al., 2001). Es konnten dartber hinaus 2 weitere DXS ahnliche Gene isoliert
werden, die beide eine Transitpeptidsequenz zum Transport in die Chloroplasten
aufweisen, langere Sequenzen fehlen jedoch im Vergleich zur DXR und die
genaue Funktion der Enzyme konnte noch nicht festgestellt werden (LoIS et al.,
2000; QUEROL et al., 2001). Nur wenig ist Uber die katalytischen Eigenschaften
von Pflanzenenzymen des DOXP-Stoffwechsels bekannt (RODRIGUEZ-CONCEPCION
und BORONAT, 2002). Die limitierende Funktion der DXS in der Isoprenoid-
biosynthese bei Pflanzen und Bakterien konnte hingegen mehrfach nachgewiesen
werden (ESTEVEZ et al., 2001; Lois et al., 2000; MiLLER et al., 1999 und 2000).
Neben der regulatorischen Rolle von DXS und DXR (RODRiGUEZ-CONCEPCION und
BORONAT, 2002), erflllen auch die ISPS bzw. die Mono-TPS eine bedeutende
kurz- und langfristige Regulationsfunktion in der Isoprenoidbiosynthese bzw. -
emission (MONSON et al., 1992, LEHNING et al., 1999, SCHNITZLER et al., 1997,
FISCHBACH, 2001).
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1.2.3 Die 1-Desoxyxylulose-5-Phosphat Reduktoisomerase (DXR)

ROHMER et al. (1996) vermuteten, dass ein intramolekulares Rearrangement des
DOXP mit nachfolgender Reduktion zum MEP flihren kénnte. 1998 konnte das
Gen dxr sowie das Enzym selbst aus Bakterien isoliert und dessen Funktion
bestatigt werden (KuzuyAMA et al., 1998; TAKAHASHI et al., 1998). Die Ermittlung
der Kristallstruktur der dxr aus E. coli erfolgte im Jahr 2002. Die Kristallisierung
zeigte, dass die dxr in ihrer Quartarstruktur aus einem Homodimer besteht
(REUTER et al., 2002; YAJIMA et al., 2002). Die Rolle der DXR in der Regulation
des DOXP-Stoffwechsels ist nicht ganz geklart. Widersprichliche Ergebnisse
verschiedener Untersuchungen (MILLER et al., 2000; RODRIGUEZ-CONCEPCION et
al., 2001; MAHMOUD UND CROTEAU 2001) scheinen die generelle Rolle der DXS in
der Regulation des metabolischen Flusses zu bestatigen, wahrend der DXR eher
eine limitierende oder eine von der Pflanzenart, dem Organ und/oder dem
Entwicklungsstadium unabhdngige Regulationsfunktion zugeschrieben wird
(RODRIGUEZ-CONCEPCION UND BORONAT, 2002). Die spezifische Hemmung des
DOXP-Stoffwechselweges durch Fosmidomycin basiert auf der kompetitiven
Bindung dieses DOXP-Strukturanalogons (SCHWENDER et al., 1999, KUzUYAMA et
al, 1998).

1.2.4 Die Isoprensynthase und Monoterpensynthasen

Die Isoprensynthase (ISPS) katalysiert die Umwandlung von DMADP zu Isopren
unter Abspaltung eines Diphosphatrestes (Abb. 1.3). 1991 wurde sie erstmals in
Populus deltoides Bartr. ex Marsh. nachgewiesen (SILVER UND FALL, 1995). Die
ISPS kommt in Chloroplasten vermutlich in geléster Form im Stroma (KuzMA UND
FALL, 1993; SILVER UND FALL, 1995; LEHNING et al., 1999) aber auch in einer an
Thylakoidmembranen gebundenen Form vor (WILDERMUTH UND FALL, 1998,
SCHNITZLER et al., 2005). MILLER (2001) konnte das Gen flr die ISPS aus der
Graupappel (Populus x canescens Ait. (Sm.)) isolieren und konnte im
Homologievergleich groBe Ahnlichkeit zu bekannten Monoterpensynthase (Mono-
TPS) Sequenzen feststellen. Die Charakterisierung der heterolog exprimierten
Graupappel ISPS ergab ein Temperaturoptimum von 40°C, ein pH-Optimum von
pH 7-8.5 und einen apparenten K,-Wert fir DMADP im millimolaren Bereich
(Bachl, 2004). Die ISPS Aktivitat ist abhangig von der Blattentwicklung und weist
saisonal bedingte Variationen mit einem Maximum im Hochsommer auf (LEHNING
et al., 2001).
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Abb. 1.3 Katalytische Umsetzung von DMADP zu Isopren durch die ISPS unter
Abspaltung eines Diphosphatrestes.

Die Synthese von Monoterpenen wird von Mono-TPSn katalysiert. Eine Mono-
TPS kann die Bildung eines Monoterpens oder mehrerer Monoterpene
katalysieren (KREUZWIESER et al., 1999; FISCHBACH, 2001). Vermutlich gibt es flr
die Synthese von «-Pinen, B-Pinen und Sabinen nur ein Enzym, die
Pinensynthase (LEWINSOHN et al., 1992), wahrend die Bildung von Myrcen von
einer seltenen, sehr produktspezifischen Synthase katalysiert wird (STAUDT et
al., 2001; FISCHBACH et al., 2001). Die Limonensynthase aus der Minze kann
neben Limonen auch geringe Mengen an o-Pinen, B-Pinen und Myrcen
synthetisieren (ALONSO et al., 1992). Die Pinensynthase der Riesentanne (Abies
grandis (Douglas ex D.Don) Lindl.) synthetisiert zu etwa gleichen Teilen a- und
B-Pinen (LEWINSOHN et al., 1992).

In Abbildung 1.4 ist das Beispiel eines chemischen Reaktionsschemas der
Biosynthese verschiedener Monoterpene dargestellt. Geranyldiphosphat (GDP)
wird von einer Mono-TPS zu Linalyldiphosphat (LDP) ionisiert und isomerisiert.
Im ndachsten Schritt erfolgt die Zyklisierung des Linalyldiphosphates zum a-
Terpenyl-Kation. Aus diesem Zwischenprodukt werden schlieBlich
stereospezifisch die verschiedenen Monoterpenstrukturen gebildet. Alle
Zwischenprodukte bleiben wahrend der Reaktion an das Enzym gebunden
(ALONSO UND CROTEAU, 1993). Das Temperaturoptimum der Mono-TPS zur
enzymatischen Bildung von o-Pinen, Sabinen, B-Pinen und Limonen in der
Steineiche liegt bei ca. 40°C, das pH-Optimum bei 6.7. Die Enzymreaktion ist
abhéngig von Mg?* Ionen und weist einen apparenten K.-Wert von ca. 60-100
MM flir das Substrat GDP auf. Das Molekulargewicht dieser Mono-TPS (ca.
600 bp) betragt ca. 48 kDa, was auf eine monomere Struktur hinweist. Die
Aktivitat ist abhangig von der Blattentwicklung und weist eine saisonal bedingte
Variation mit maximaler Aktivitdt vom Frihjahr bis zum Spatherbst und kaum

messbarer Enzymaktivitat im Winter auf (FISCHBACH, 2001).
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Abb. 1.4 Beispiel einer Mono-TPS Reaktionsfolge zur Biosynthese von Monoterpenen in
Salbei (aus Wise et al., 1998). Mono- und bizyklische Produkte werden durch
Isomerisierung von Geranyldiphosphat (GDP) zu Linalyldiphosphat (LDP) umgewandelt.
Azyklische Produkte koénnen entweder direkt aus GDP oder auch aus LDP gebildet
werden.

1.3 Regulationsfaktoren der Isoprenoidemission

Der genaue Regulationsmechanismus der Isoprenoidbiosynthese und —-emission
ist weitgehend ungeklart. Die wichtigsten Regulationsfaktoren, die auf
physiologischer und biochemischer Ebene wirken sind jedoch bekannt. Diese sind
die photosynthetische Photonenflussdichte (PPFD) sowie die Blatttemperatur
(GUENTHER et al., 1995), die Kohlenstoffverfligbarkeit, Adenylierungs- bzw.
Redox-Status sowie die Enzymaktivierung der regulierenden Schllisselenzyme
(WOLFERTZ et al., 2003).
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1.3.1 PPFD und Blatttemperatur

Die Abhangigkeit der Isoprenoidemission ist stark licht- und temperaturabhangig.
Da die Isoprenoide zum grdBten Teil aus zuvor assimiliertem Kohlenstoff
synthetisiert werden (s. 1.3.2), ist die Lichtabhangigkeit durch eine indirekte
Regulation Uber die Verfligbarkeit an Assimilaten erklarbar. Die Temperatur-
abhangigkeit der Isoprenemission wird hingegen durch die Aktivierung der ISPS
erklart (MONSON et al., 1992). Die Monoterpenemission wird wahrscheinlich in
ahnlicher Weise Uber Mono-TPS reguliert (LORETO et al., 1998a). Die Licht- und
Temperaturabhangigkeit wurde fur viele Pflanzenarten experimentell ermittelt
und entsprechend dem Guenther-Algorithmus (GUENTHER et al., 1995) berechnet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die spezifischen Parameter der Licht- und

Temperaturabhangigkeit flir Graupappel- und Steineichenblatter bestimmt.

1.3.2 Substratverfugbarkeit

Die Isoprenoidbiosynthese ist eng an die Photosynthese gekoppelt.
Flitterungsversuche mit *C markiertem CO, zeigten innerhalb weniger Minuten
eine zu ca. 80% °C Markierung des emittierten Isoprens (SHARKEY et al., 1991;
KARL et al., 2002; KREUzZWIESER et al., 2002). Der Verlust an assimiliertem
Kohlenstoff durch die Isoprenemission betragt im moderaten Temperaturbereich
0.5-2% (MONSON UND FALL, 1989; LORETO UND SHARKEY, 1990; BRUGGEMANN, 2002)
kann aber bei hohen Temperaturen und stark verminderter Photosynthese auf
ca. 20% (BRUGGEMANN UND SCHNITZLER, 2002; PENUELAS UND LLUSA, 2003) bzw.
sogar auf bis zu ca. 50% (SHARKEY UND LORETO, 1993; LERDAU UND KELLER, 1997;
PEGORARO, 2004) ansteigen. Auch bei der Steineiche wurden Verluste des
assimilierten Kohlenstoffs Uber die Monoterpenemission zwischen 0,1 und 20%
beobachtet (STAUDT UND BERTIN, 1998).

In Versuchen, emittierte Monoterpene von Q. ilex mit *3C zu markieren,
ermittelten LORETO et al. (1996) auf Grund der schnellen und fast vollstéandigen
Markierung, dass wahrscheinlich fast der gesamte Kohlenstoff aus
vorhergehender Photosynthese stammte. Hoéchstens 10% des emittierten
Kohlenstoffs stammt mdglicherweise aus einer 2. endogenen Quelle. Viele
weitere Untersuchungen kamen ebenfalls zum Ergebnis, dass 70-90% des
Kohlenstoffs im Isopren bei ungestressten Blattern aus der unmittelbar
vorangehenden Photosynthese stammten (DELWICHE UND SHARKEY, 1993; KARL et
al., 2002; FuNK et al., 2004; SCHNITZLER et al., 2004a). Unter starker Limitierung
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der Photosyntheseleistung durch Hitze- bzw. Wasserstress hingegen, nimmt der
Anteil des Kohlenstoffs aus alternativen Quellen auf ca. 30-40% zu (FUNK et al.,
2004).

1.3.3 Klimawandel: Erhohte CO,-Konzentration

Die Konsequenzen des vorhergesagten Klimawandels werden komplexe
Auswirkungen auf die globale Isoprenoidemission haben. Da die ambiente CO,-
Konzentration gegenwartig limitierend fur die Photosynthese ist, ist bei erhdhter
CO,-Konzentration ein Zuwachs an Blattbiomasse und damit der Isopren-
emittierenden Flache zu erwarten. Klimaerwarmung, langer anhaltende Dirre,
verlangerte Vegetationsperioden und beglnstigtes Wachstum Isopren
emittierender Pflanzenarten (KELLOMAKI et al., 2001) kénnten eine Zunahme der
globalen Isoprenoidemissionen und dadurch bedeutende Veranderungen in der
Atmosphdrenchemie und dem globalen Kohlenstoffzyklus bewirken (PEGORARO,
2004). Wenige Studien haben ergeben, dass der Einfluss erhdhter CO,-
Konzentration auf die Isoprenoidemission stimulierend zu wirken scheint. Fur
Quercus pubescens (TOGNETTI et al., 1998) und Q. rubra (SHARKEY et al., 1991)
konnten erhdhte Isoprenemissionsraten bei Pflanzen, die bei erhdhten CO,-
Konzentrationen angezogen wurden, festgestellt werden. LORETO et al. (1996a)
stellten fest, dass die a-Pinenemission der Steineiche stark abhangig von der
Verfugbarkeit photosynthetischen Kohlenstoffs ist. Versuche mit erhéhtem CO,
zeigten eine erhdhte Assimilationsrate und eine reduzierte Transpiration, die a-
Pinenemission blieb hingegen unbeeinflusst. Wurden Steineichenblatter unter
nicht-photorespiratorischen Bedingungen gehalten, erfolgte eine Stimulation der
Monoterpenemission ahnlich wie bei der Photosynthese. Einige neuere Studien
belegen jedoch eher die Hypothese, dass es durch erhéhte CO,-Konzentrationen
in der Atmosphare zu einer Reduktion der Isoprenoidemission (LORETO et al.,
2001a; ROSENSTIEL et al., 2003; SCHOLEFIELD et al., 2004; CENTRITTO et al. 2004;
PEGORARO, 2004) kommt. SCHOLEFIELD et al. (2004) haben eine Reduktion der
ISPS-Aktivitat verbunden mit einer Reduktion der Isoprenemission beobachtet
und vermuten, dass die Expression von Isoprenoidsynthese-Genen durch
erhdhtes CO, gehemmt wird. Trockenheit und hohe Dampfdruckdefizite zwischen
Blattoberflache und Umgebungsluft erwiesen sich hingegen als komplementare
Faktoren, die den hemmenden Effekt der erhdhten CO,-Konzentration auf die
Isoprenemission zum Teil aufheben kénnen. Ebenso wird die zwar geringe, aber

signifikante Kapazitdat des Bodens atmospharisches Isopren aufnehmen zu
13
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kdnnen durch Trockenheit stark gemindert. Dadurch ist es wahrscheinlich, dass
der prognostizierte Klimawandel zu einer erhdéhten globalen Isoprenemission

fihren wird (PEGORARO, 2004).

1.3.4 Stomatare Leitfahigkeit

Die Stomatdre Leitfahigkeit wird durch mehrere Umwelteinflisse reguliert:
Lichtintensitat, Luftfeuchte, Blatttemperatur und CO,-Partialdruck sind die
wichtigsten Faktoren. Die Emission der Isoprenoide geschieht vor allem durch die
Stomata, trotzdem hat die Stomatare Leitfahigkeit nur begrenzt Einfluss auf die
Emissionsrate (FALL UND MONSON, 1992; LORETO et al., 1996a). Isoprenoide
kdnnen jedoch nicht durch die Cuticula diffundieren. Diese hoch volatilen
Verbindungen mit einer Henry-Konstante von H > 10° haben Halbwertszeiten im
Gas- und Flussigkeitspool von wenigen Sekunden und kénnen deshalb nicht von
den Stomata kontrolliert werden. Eine Abnahme der Stomatadren Leitfahigkeit
fuhrt zur sofortigen Erhéhung im Partialdruck der Gasphase und des
Partialdruckgradienten zwischen interzellularem Gasraum und der Atmosphare.
Der Diffusionsfluss kann so, bei gleichbleibender Isoprenoidsyntheserate,
unverandert aufrechterhalten werden (NIINEMETS UND REICHSTEIN, 2003).
Monoterpene, die von auBBen auf das Blatt einwirken, kénnen von Q. ilex Blattern
aufgenommen werden. Diese Aufnahme geschieht wahrscheinlich durch die

Stomata der Blatter (PENUELAS UND LLUSA, 2002).

1.4 Quantitative Vorhersage der Isoprenoidemission: Erweiterung und
Validierung des prozess-basierten Modells SIM-BIM
Die besondere Bedeutung von Isopren und Monoterpenen flr die Atmospharen-
chemie erfordert die genaue Abschatzung der globalen taglichen und saisonalen
Emissionsraten der Vegetation. Dazu sind detaillierte Kenntnisse Uber die
biochemischen und physiologischen Vorgange in den Pflanzen unerlasslich. Nur
prozess-basierte Vorhersagemodelle, welche biochemische Prozesse wie auch
den physiologischen und phanologischen Zustand der Pflanzen miteinbeziehen,
kédnnen dynamische Veranderungen der Emissionsraten, bedingt durch
Anderungen der Umwelt, wie zum Beispiel erhéhte Lufttemperatur und erhohte
CO,-Konzentrationen der Luft, realistisch simulieren. Das saisonale Isoprenoid-
Synthase-Modell gekoppelt mit dem Biochemischen Isoprenoid-Biosynthese-
Modell SIM-BIM wurde als prozess-basiertes Modell zur Vorhersage der

Isoprenemission flr Quercus robur L. in Zentraleuropa entwickelt (ZIMMER et al.,
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2000; LEHNING et al., 2001) und fur Q. patraea Mattuschka (Liebl.) erfolgreich
validiert (ZIMMER et al., 2003). Einen besonderen Vorteil bietet dieses Modell
durch die prozess-basierte Berechnung der ISPS Aktivitat der Blatter und die
Berechnung gebildeten Isoprens aus photosynthetisch assimiliertem Kohlenstoff.
Andere Modelle, wie zum Beispiel der Isoprenoidemissionsalgorithmus ISOG97
(GUENTHER, 1997), basieren auf der Licht- und Temperaturabhangigkeit der
Isoprenoidemission und kénnen mittlere Emissionsraten flr viele Pflanzenarten
vorhersagen, scheitern jedoch an der Abschatzung genauer Emissionsraten bei
dynamischen Adaptierungsvorgangen der Pflanze unter sich &ndernden
Umweltbedingungen. Die Weiterentwicklung des Vorhersagemodells SIM-BIM2
(GROTE et al., 2006) ermdglicht prozess-basierte Vorhersagen der
Monoterpenemission von Q. ilex L. basierend auf experimentellen Daten der
Mono-TPS Aktivitat, die zum Teil im Laufe dieser Arbeit ermittelt werden

konnten.

1.5 Die Graupappel (Populus x canescens (AITON) SMITH)
Populus x canescens (AITON) SMITH ist eine Kreuzung von P. alba x tremula und

wird auch als Graupappel bezeichnet (Abb. 1.5). Sie gehoért zur Familie der

Salicaceae.

Abb.1.5 Populus x canescens. A und B zeigen die Graupappel in ihrer natirlichen
Wuchsform (Fotos http://www.bioimages.org.uk/HTML/R152292.HTM)

Im Erscheinungsbild kann P. x canescens wie P. alba L. oder P. tremula L.
auftreten. Die flach wurzelnden, bis zu 30 m hohen Baume bendtigen gut
durchliftete, leicht zu bewurzelnde Boden, Sommerwarme sowie > 300 mm NS
in der Vegetationszeit (HOFMANN, 2003). Die Pappeln zahlen, neben den Eichen
zu den Pflanzenarten mit den héchsten Emissionsraten (KESSELMEIER UND STAUDT,

1999). Wegen der hohen Wachstumsgeschwindigkeit und dem schnell nutzbaren
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Leichtholz mit geringem Ligningehalt, das vor allem zu Papier, Zahnstochern,
Streichhélzern und Sperrholzplatten verarbeitet wird, werden immer mehr
Pappeln flachendeckend angebaut (HOFMANN, 2002). Die Pappel wird auch als
Versuchspflanze zur Entgiftung von schwermetallhaltigen Bdden eingesetzt
(PUSCHENREITER, 2005; http://www.ctp.uni-freiburg.de/site.php?action=category
&value=4&lang=1). Die weite Verbreitung der stark Isopren emittierenden
Pflanzen entlang der groBen Fliisse in Mitteleuropa, Westasien, Nordafrika sowie
im Osten der USA (FRANKE, 1992; http://www.biologie.de/biowiki/Pappeln) hat

somit einen bedeutsamen Einfluss auf die globale Emissionsrate.

1.6 Die Steineiche (Quercus ilex L.)

In der Familie der Buchengewachse (Fagaceae) finden sich Arten, die
Monoterpene emittieren, wie die Buche (Fagus sylvatica) oder starke Isopren-
Emitter wie zum Beispiel Quercus robur L. die Stieleiche. Es gibt jedoch auch in
der Gattung Quercus-Arten die gar keine Isoprenoide emittieren, wie zum
Beispiel Q. cerris. Die Steineiche (Abb. 1.6) ist auch ein Vertreter der
Monoterpen-emittierenden Arten dieser Familie (LORETO et al., 1996). Im
Gegensatz zu den meisten Pflanzen, die Monoterpene produzieren, weist die
Steineiche keine speziellen Strukturen zur Speicherung der Monoterpene auf.
Monoterpene werden hingegen, ahnlich wie bei Isopren emittierenden Pflanzen,
sofort nach der Synthese an die Umwelt abgegeben. Die Emissionsrate ist
ebenfalls Licht- und Temperaturabhdangig und eng an die Verfligbarkeit
photosynthetischer Metabolite gekoppelt (STAUDT UND SEUFERT, 1995; LORETO et
al., 1996b).

Obwohl| geschatzt wird, dass Monoterpen-Emitter nur ca. 0,4% des
assimilierten Kohlenstoffs in Form von Monoterpenen wieder an die Umwelt
abgeben (TINGEY et al., 1991) ergaben Feldstudien, dass die Abgabe im
Baumbestand in temperaten Klimaregionen, die Emissionsrate von Isopren
erreichen kann (FEHSENFELD et al., 1992). Die Steineiche ist immergrin und tief
wurzelnd. Ihr hauptsachliches Verbreitungsgebiet ist der Mittelmeerraum, vor
allem im Norden Spaniens und im Nordwesten Frankreichs (ZANDER, 1984) bis zu

einer Seehohe von 1400 m G.N.N (PENUELAS et al., 1998).
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Abb. 1.6 Steineiche im mediterranen Gebiet,
Porec, HR. A, B Kronenform erwachsener Baume
an unterschiedlichen Standorten. C Blatter mit
Kapsel einer bereits abgefallenen Eichelfrucht. D
Die typische wirtelige Blattstellung. MafBstab ist
ca. 5 cm. (Fotos Mayrhofer).

Das Emissionsspektrum der Steineiche (Tab 1.1) umfasst die Monoterpene «-
Pinen, B-Pinen, Limonen, Sabinen, Myrcen, Camphen sowie A-3-Caren (PENUELAS
UND LLUSIA, 1999) und in sehr geringen Mengen auch Isopren (STREET et al.,
1997; LORETO, 1996b). Das Verhaltnis der spezifischen Monoterpenemission folgt
einer saisonalen Variation (FISCHBACH, 2001) und ist genetisch festgelegt. STAUDT
et al. (2001) beschreiben verschiedene Emitter-Typen bei Q. ilex in
Sudfrankreich. Alle getesteten Baume emittierten vor allem a-Pinen, B-Pinen,
Sabinen, Myrcen und Limonen, in unterschiedlichen Verhaltnissen. Ca. 70% aller
getesteten Baume waren vorwiegend Pinen-Emitter, gefolgt von ca. 20%
Limonen-Emittern und ca. 10% Myrcen-Emitter. Die Verhaltnisse der emittierten
Monoterpene sind genetisch festgelegt und in jeder Pflanze konstant und

unabhangig von Umwelteinflissen, Entwicklungsstadium oder Jahreszeit. Eine
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Studie von CsIKY UND SEUFERT (1999) erforscht die Verwendung der
interspezifischen Emissionsmuster zur taxonomischen Klassifizierung von Eichen.
Einer Kreuzung der Arten Q. robur und Q. ilex brachte eine Art hervor (Q. X
turneri), die sowohl Isopren in groBen Mengen als auch Monoterpene mit dem

gleichen Spektrum wie Q. ilex emittiert (SCHNITZLER et al., 2004b).

1.7 Ziele der Arbeit

Fir die Abschatzungen der globalen Emissionsraten von Isopren und
Monoterpenen der Vegetation ist die Kenntnis der biochemischen und
physiologischen Vorgange in den Pflanzen unerlasslich. Daher war das zentrale
Ziel dieser Arbeit die Zusammenhange transkriptionaler, translationaler und
physiologischer KenngréBen der Isoprenoidemission und deren Regulation durch
verschiedene Umweltfaktoren zu untersuchen.

Die Regulation auf Transkriptionsebene, sollte anhand der Schlisselenzyme
des DOXP-Stoffwechselweges, DXR und ISPS, naher betrachtet werden. Die
Gegenuberstellung der Enzymaktivitaten von ISPS und Mono-TPS mit den
DMADP-Blattgehalten sollten Erkenntnisse Uber die enzymatischen Vorgange
liefern und mit den physiologischen Zusammenhangen speziell von Netto-
Assimilation und Isoprenoidemission im diurnalen Verlauf weitere Aufschlisse
Uber die Regulation der Emission bringen. Daruber hinaus sollten die besonderen
EinflussgréBen Lichtintensitdt und Blatttemperatur auf die Isoprenoidemission
beleuchtet werden.

Die Bedeutung der Isoprenoidemission von Pflanzen, die keine spezifischen
Speicherorgane fiir Terpene besitzen, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
aufgeklart. Eine der Hypothesen (s. 1.1.3), Isopren kdénne als antioxidativer
Schutz gegen oxidativen Stress wirken, sollte in einem weiteren Ziel der Arbeit
untersucht werden.

Um auf experimentellem Weg das Erreichen der Ziele zu ermdglichen,
wurden folgende, wesentliche Arbeitsziele geplant.

Die Untersuchungen sollten an 2 Pflanzenarten, welche hohe Isoprenoid-
emissionsraten aufweisen und gleichzeitig wegen ihrer weiten Verbreitung im
europdischen Raum bedeutenden Einfluss auf die Atmosphdre besitzen,
durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Graupappel als bedeutender Isopren-
Emitter und die Steineiche, als Vertreter eines Monoterpen-Emitters ausgewahlt.
Mit der Isolierung des Gens flr die PcDXR aus der Graupappel, dessen

heterologe Expression in E. coli und die Uberpriifung der enzymatischen
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Funktionalitat des exprimierten Enzyms im ersten Abschnitt der Arbeit, sollte ein
molekulares Werkzeug zur weiteren Erforschung regulativer, transkriptionaler
Vorgange geschaffen werden.

Die simultane Messung von PcDXR- und PcISPS-Expressionsraten,
Enzymaktivitat der PcISPS, DMADP-Gehalten im Blatt und Isoprenemission
sowie photosynthetischem Gaswechsel im diurnalen Verlauf der Graupappel
sollten die biochemischen und physiologischen Zusammenhdnge der
Isoprenemission beleuchten.

Durch  diurnale Messungen der Monoterpenemission und des
photosynthetischen Gaswechsels der Steineiche, erganzt durch Messungen der
Enzymaktivitat der Mono-TPS und des DMADP-Gehaltes in den Blattern sollten
diese Zusammenhange flr die Monoterpenemission naher betrachtet werden.

Weiters sollten unter Standardbedingungen die spezifischen Parameter der
Licht- und Temperaturabhangigkeit flir beide Arten bestimmt werden.

Die ermittelten Daten all dieser Messungen wilrden in weiterer Folge zur
Validierung bzw. Weiterentwicklung der prozess-orientierten Modelle SIM-BIM
fur Isopren und SIM-BIM2 flir Monoterpene eingesetzt werden.

Im 3. Abschnitt der Arbeit sollte durch Isoprenbegasung und Anfarbung der
Superoxidanionenradikale (O, ) von gestressten Graupappelbldttern der
mogliche Einfluss von Isopren in und in der unmittelbaren Umgebung der Blatter

auf die O, -Konzentration in den Blattern ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

Alle angefuhrten Nahrlésungen (NL) und Pufferlésungen (P) wurden im Text in
Klammer mit Nummern bezeichnet. In Abschnitt 2.12 ist die genaue
Zusammensetzung der jeweiligen Ldsung angeflhrt. Die Herkinfte der
verwendeten Kits und Chemkalien (mit hochgestellten Zahlen markiert) sind im
Abschnitten 2.11 angefthrt.

2.1 Pflanzenmaterial und Anzucht

2.1.1 Populus x canescens (AITON) SM.

Populus X canescens ist eine Kreuzung zwischen P. alba und P. tremula. Alle
Pflanzen der Messkampagne sowie aller weiterer Versuche wurden im Institut far
Baumphysiologie der Universitat Freiburg unter sterilen Bedingungen durch
Mikrostecklinge vermehrt (LEPLE et al., 1992) und nach STROHM et al. (1995) unter
folgenden Bedingungen angezogen und kultiviert. Die Stecklinge wurden Uber 4
Wochen in Ndhragarrohrchen (Sigma, Deisenhofen, D; NL 1) unter definierten
Lichtverhéltnissen (100 pmol Photonen m™ s, 14/10 stindiger Licht-/
Dunkelrhythmus) und 25 + 2°C angezogen. Die mindestens 1 Zentimeter hohen
Pflanzchen mit 3-4 Blattern und Wurzel wurden in Kunststofftépfen (12 x 10 x 10
cm) auf einer Substratmischung aus 50% Perlit!, 25% Quarzsand und 25%
autoklavierter Anzuchterde (Floradur® Typ 1)? angezogen. Die Pflanzen wurden
taglich mit Leitungswasser gegossen und alle 2 Wochen mit 200 ml Dingerlésung
(Hakaphos blau)® (3 g I'') pro Pflanze gediingt. Nach etwa 3 Monaten wurden die
Jungpflanzen einige Wochen vor den Versuchen nach Garmisch-Partenkirchen
transportiert und dort im Gewachshaus taglich mit Leitungswasser gegossen.
Mindestens 1 Woche vor den Experimenten wurden die Graupappeln zur
Akklimatisierung auf den Wank (1780 m G.N.N., s. 2.7.1) transportiert und dort in
den Solardomen untergebracht. Um Schaden und Anthocyanbildung (s. Abb. 2.1
C) der Blatter durch die hohe Strahlungsbelastung zu vermeiden, wurden wahrend
der Adaptierungsphase griine Kunststoffnetze* zur Abschattung angebracht. Die
Netze bewirkten eine Verringerung von PPFD um ca. 50%. Die gleichaltrigen
Pflanzen waren in ihrem Erscheinungsbild sehr homogen. Die mittlere Hohe betrug
im Jahr 2002 ca. 1,2 m, die projizierten Blattflachen pro geerntetem Baum
betrugen im Mittel 1020 + 160 cm? (+ SD; n = 80) und das Frischgewicht betrug
im Mittel pro Blatt 1,6 + 0,30 g (+ SD; n = 80). Aus den gemessenen Daten ergab

20



Material und Methoden

sich ein Blattflachen/ Frischgewicht Index von 93,5 + 6,1 cm? g™! (+ SD; n = 80).

Abb. 2.1 Blatt einer jungen Graupappelpflanze, das in die Kiivette eingespannt wurde.
Der Pfeil bezeichnet den Chlorophyllfluoreszenzsensor, der in den Deckel der Klvette
eingesetzt wurde (A). Jeweils 50 Versuchsbaume wurden mit einer speziellen
Transportgondel fiir die Messkampagnen auf den Wank gebracht (B). Bei unbeschatteten
Baumen erfolgte eine Anthocyanbildung (Rotfarbung) im unteren Bereich der Planzen (C).

2.1.2 Quercus ilex L.

Im Januar 2002 wurden ca. 100 3-jahrige Jungpflanzen (s. Abb. 2.2 A und C) von
der Baumschule Vannucci Piante (Pistoia, I) und ebenso viele einjahrige (s. Abb.
2.2 B) von einem Forschungszentrum bei Rom (CNR-IREV, Rom, Italien) nach
Garmisch-Partenkirchen ins Gewdachshaus gebracht. Die alteren Pflanzen wurden
fur die Versuche im kommenden Sommer eingesetzt und wurden deshalb im
urspringlichen Substrat (Sandgemisch) und Topfen belassen. Durch den
Transport beschadigte und vertrocknete Zweige wurden abgeschnitten und zu
dicht gewachsene Baume gelichtet. Die Baume bestanden meist aus 3-4 Trieben
von ca. 1 m Hoéhe. Im Frihjahr wurde den Pflanzen 1x Langzeitdiinger (Baumfit)’
zugesetzt. Die einjahrigen Baumchen (jeweils 2 Triebe pro Topf) wurden in
Plastikréhren (40 cm hoch, Durchmesser 7 cm) in ein Bodensubstrat, bestehend
aus 50% Rindentorf®~Quarzsand- (0,1 bis 1,2 mm)’ Gemisch (50:50), 30%
Blumenerde (Composana)® und 20% Vermiculit! mit Langzeitdiinger (Baumfit)®

umgetopft. Alle Pflanzen wurden nach Bedarf mit Leitungswasser gegossen.
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Abb. 2.2 Dreijahrige (A, C) und 1-jahrige (B) Steineichen, die fir die Messkampagnen
2002 und 2003 eingesetzt wurden. MafB3stab ist ca. 10 cm.

2.2 Die Isolierung des Desoxyxylulose-5-Phosphat-Redukto-

iIsomerase Gens aus einer cDNA Genbank der Graupappel

Um das Desoxyxylulose-5-Phosphat-Reduktoisomerase-Gen aus der cDNA-
Genbank der Graupappel (PcDXR; MILLER, 2001) isolieren zu kénnen, mussten
geeignete Primer fUr die Herstellung einer Gensonde gewdahlt werden. Durch
Hybridisierung der Sonde mit der Genbank konnte schlieBlich das gesuchte Gen
isoliert werden. Die genaue Vorgehensweise ist im folgenden Abschnitt
beschrieben. Es wurden ausschlieBlich durch Autoklavieren (Vapoklav 500, H+P
Labortechnik, OberschleiBheim) sterilisierte GeféaBe und Gerate verwendet. Die
Anzucht von Bakterien erfolgte unter der Sterilbank (LaminAir®TL 2448 Haraeus,
Hanau, D). Alle Pipettierschritte erfolgten mit geeichten Kolbenhubpipetten
(Gilson, Abimed, Disseldorf, D) fir 20, 200 und 1000 pl.

2.2.1 Primerdesign

Zu Beginn der Arbeit waren die Gensequenzen der Desoxyxylulose-5-Phosphat-
Reduktoisomerase (DXR) flr Oryza, Zea, Arabidopsis, Lycopersicon und Mentha
bereits bekannt und in der EMBL-Datenbank (European Molecular Biology
Laboratory, http://www.ebi.ac.uk) verdéffentlicht. Ein Sequenzvergleich der
Proteinsequenzen der DXR von den oben genannten Organismen machte hoch
konservierte homologe Bereiche erkennbar. Zwei geeignet erscheinende Bereiche

wurden fiir das Design der Oligonukleotid®- (Primer-) Sequenzen ausgewahlt:
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Oligonukleotid dxr_forl (in 5'— 3' Richtung der Sequenz):
5'-GAC ATC GTC GCN GAR AAY CCN G-3'

Oligonukleotid dxr_revl (flir den Komplementarstrang):

5'-GCT ATG TCC TTC CCN GCY TCD ATN GC-3'
(N=AG,CoderT; D=A,GoderT; Y=Toder C; R=AoderG)

Abb. 2.3 Primerpaar das flir die Herstellung der PcDXR-Gensonde sowie alle PCR-Laufe, in
denen Uberprift wurde, ob die PcDXR in der Probe enthalten war, verwendet wurde.

2.2.2 Extraktion der Gesamt RNA aus Graupappelblattern

Flr die Isolierung und weitere Verwendung von RNA wurden alle GefaBBe, Mdorser,
Stempel und Spatel vor Gebrauch mit Diethylpyrocarbonat®- (DEPC-) Wasser
(0,1%) gespllt sowie Pipettenspitzen und ReaktionsgefdaBe mit Handschuhen

gesteckt, doppelt autoklaviert und nur mit Handschuhen weiter verwendet.
2.2.2.1 Extraktion der RNA nach der Tri-Reagent® Methode

Die RNA Extraktion frischer Pappelblatter erfolgte mittels Tri-Reagent®-Methode.
Frische Blatter wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und in flissigem
Stickstoff gemdrsert. 75 mg Blattpulver wurden dann in ein 1,5 ml ReaktionsgefaB

eingewogen und sofort mit 1 ml Tri-Reagent®'®

versetzt. Die Lésung wurde mittels
Reagenzglasschittler (Reax 2000, Heidolph, Kelheim, D) gut gemischt. Nach 5-
minutiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurden Zellwande, Membranen,
Polysaccharide und hochmolekulare DNA bei 20000 g und 4°C 10 min in einer
Tischzentrifuge (Sigma 3K15, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode, D)
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB Uberfiihrt und
mit 200 pl Chloroform® versetzt. Nach 15 s heftigem Schitteln, 3-minitiger
Inkubation bei RT und weiteren 15 min Zentrifugieren bei oben genannten
Bedingungen wurde die wésserige Phase des Uberstandes, die die RNA enthielt, in
ein neues ReaktionsgefaB Uberfihrt, mit 500 pl Isopropanol® versetzt und nach
sanftem Invertieren 10 min bei RT inkubiert. Nach weiterer 10-minutiger
Zentrifugation bei gleichen Bedingungen wurde das Sediment mit 1 ml 75%
Ethanol®/DEPC®°-Wasser gewaschen (mittels Reagenzglasschiittler schitteln und 5
min bei 16000 g und 4°C zentrifugieren). Das Sediment wurde anschlieBend 10
min luftgetrocknet und dann in 25 ul DEPC®-Wasser mit der Pipette resuspendiert,

10 min bei 55°C inkubiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

23



Material und Methoden

2.2.2.2 Extraktion der RNA mittels Qiagen-RNeasy Minikit

Die RNA Extraktion aus den langer als 1 Jahr gelagerten Proben war mit der Tri-
Reagent®-Methode nicht erfolgreich. Deshalb wurde fir diese Proben die
Isolierung der Gesamt RNA mit dem Qiagen RNeasy Minikit'® durchgefihrt. Die bei
-80°C gelagerten Blattproben wurden wie oben (2.2.2.1) beschrieben gemérsert.
Je 80 mg Blattpulver wurden in ReaktionsgefdBe eingewogen und mit 450 pl
Puffer RLT, der vorher mit 4,5 ul p-Mercaptoethanol (B-ME) versetzt wurde,
mehrere s geschittelt. Das Lysat wurde in ein QIA-Shredder ReaktionsgefaB
Uberfihrt und 2 min bei 20000 g und RT zentrifugiert (Sigma 3K15, Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Osterode, D). Der Uberstand wurde in ein neues
ReaktionsgefaB transferiert, ohne das Sediment aus Zelltrimmern aufzuwirbeln.
Nach Zugabe von 0,5 Volumen reinem Ethanol® zum klaren Lysat und guter
Durchmischung mittels Pipette wurde die Loésung in ein RNeasy Minispin Saulchen
Uberfihrt und 15 s bei 16000 g (bei RT) zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und 700 pl Puffer RW1 auf das Saulchen pipettiert und wiederum 15 s
bei 16000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit dem SammelgefaB3 verworfen
und das Spin Saulchen in ein neues 2 ml Sammelgefal gegeben. Nach Zugabe
von 500 pl RPE, der vorher vorschriftsgem&B mit Ethanol® versetzt wurde, wurde
erneut 15 s bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen, 500 pl RPE-Puffer auf das Sdulchen pipettiert und 2 min bei 20000 g
zentrifugiert. Danach wurde das Saulchen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Gberflhrt,
30 pl RNase freies Wasser direkt auf die Membran des Saulchens pipettiert und

zur Elution 1 min bei 16000 g zentrifugiert.

2.2.3 Photometrische Bestimmung der Quantitat und Reinheit von

Nukleinsauren

Mittels Extinktionsmessung bei 260 nm kann der Gehalt einer Lésung an
Nukleinsauren quantitativ bestimmt werden. Die Berechnung der jeweiligen
Nukleinsaurekonzentration erfolgte nach Berlcksichtigung des Verdinnungs-
faktors Uber spezifische Absorptionsquotienten (SAMBROOK et al., 1989). Die
Optische Dichte (OD) 1 bei 260 nm entspricht 33 pg einzelstrangiger DNA bzw.
50 pg doppelstréangiger DNA oder 40 pg RNA pro ml Lésung. Die Verdinnungen
fir die Nukleinsduremessungen wurden immer 1:100 mit H,O bidest bzw. DEPC®-
Wasser, im Fall von RNA, angesetzt.

Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zur Absorption bei 280 nm gilt als MaB
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fir die Reinheit der Nucleinsaurelésung. Werte zwischen 1,6 und 2,0 bedeuten
gute Reinheit, wahrend Werte unter 1,6 auf Verunreinigung durch Proteine oder

Phenole hinweisen.

2.2.4 Reverse Transkription

2.2.4.1 Reverse Transkription flr die Erzeugung der PcDXR-Sonde

Fir das Umschreiben zu cDNA wurden zu 2 pg RNA jeweils 10 pl 10x Puffer'?,
22 ul MgClL!'"' (50 mM), 20 pyl DNTP-Mix (10 mM, dATP, dTTP, dGTP, dCTP)!, 5 pul
Oligo(dT)1>.1s Primer®!, 38,5 ul DEPC’-Wasser abziiglich des RNA Volumens, 2 pl
RNAse-Inhibitor!' sowie 2 upl SuperScript II Reverse Transkriptase!! (400 U)
pipettiert und nach folgendem Programm im Thermocycler (Biometra Trio-
Thermoblock™, Goéttingen, D) inkubiert. Die Primerbindung erfolgte bei 25°C uber
10 min, in den folgenden 30 min erfolgte die Reverse Transkription bei 48°C und
dann eine abschlieBende 5-minltige Denaturierung bei 95°C. Die so erzeugte
cDNA diente als Template fiir 10 PCR Ansatze. Die Verwendung von Oligo(dT)-

Primern'! diente zur ausschlieBlichen Umschreibung von mRNA.
2.2.4.2 Reverse Transkription flr die Genexpressionsanalyse

Fur die Reverse Transkription der gelagerten Tagesgangproben (TGl 2001 und
TG2 2002) wurden 3 pg Template RNA pro Ansatz eingesetzt. Nachdem die
jeweilige Konzentration der RNA photometrisch bestimmt wurde (s. 2.2.3), wurde
das benétigte Volumen mit DEPC°-Wasser auf 11 pl aufgefillt und mit 1 ml
Oligo(dT)*-Lésung versetzt, 5 min auf 70°C erhitzt und 3 min auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 4 pl 5x Puffer'?, 1 pyl DNTP’s!!, 2 ul Dithiothreitol (DTT)?, 0,5 pl
Rnase-Inhibitor!! und 0,5 pl SuperScript II Reverse Transcriptase'® (400 U)
erfolgte eine Inkubation im Thermocycler (Biometra Trio-Thermoblock™) lGber 50

min bei 42°C und anschlieBend Uber 15 min bei 70°C.
2.2.5 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (,polymerase chain reaction®, PCR) ist eine
Technik mit der spezifische Abschnitte eines Gens amplifiziert werden, um eine
ausreichende Konzentration der gesuchten DNA flr weitere Untersuchungen zur
Verflgung zu haben. Die klassische PCR besteht aus einem Denaturierungsschritt
bei 94°C um die doppelstrangige DNA in Einzelstrange zu trennen, die dann als

Vorlage (Template) fur die Polymerase dienen kdnnen. Durch Abklhlung der
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Losung auf eine spezifische Temperatur wird die optimale Bindung der Primer
(Annealing) an das Template ermdglicht. Von den gebundenen Primern ausgehend
kann im folgenden Schritt die Polymerase eine komplementdare Kopie des DNA
Template Stranges erzeugen. Dieser Zyklus wird ca. 40-mal wiederholt. Dadurch

wird theoretisch eine Amplifikation des Templates um 2*° Kopien erreicht.
2.2.5.1 PCR der Gensonde

Mit den in Punkt 2.2.1 ausgewé&hlten Primern® und der in Punkt 2.2.4.1
hergestellten cDNA konnte nun eine PCR durchgefuhrt werden, um eine Gensonde
fir die Hybridisierung mit der A-Phagen-cDNA Genbank der Graupappel (MILLER,
2001) in ausreichender Konzentration herstellen zu kdénnen. FlUr einen Ansatz
wurden 31 pl H,O bidest, 5 pl PCR 10x Puffer’?, 1 ul DNTP-Mix'* (10 mM), 10 pl
cDNA (ca. 200 ng) und 1 pl Advantage Taq Polymerase'® (Mix plus MgCl,), 1 pl
dxr_forl und 1 ul dxr_revl pipettiert. Die optimalen Bedingungen fur die PCR mit
den ausgewahlten Primern® wurde durch Auswahl der Annealing Temperatur nach
der Schmelztemperatur der Primer’ (GC-Regel) und einigen Versuchen mit
leichten Variationen der Temperaturen und Inkubationszeiten ermittelt.

Im Falle von dxr_forl und dxr_revl (s. 2.2.1) stellte es sich als nitzlich
heraus, 2 Zyklen mit niedrigeren Annealing Temperaturen (48°C, je 30 s) vor der
eigentlichen Amplifikation durchzufliihren. Niedrige Temperaturen flhren zu
unspezifischen Bindungen und erleichterten die Bindung der beiden
Oligonukleotide. Die Gefahr einer Amplifizierung von unspezifischen Fragmenten
wurde durch die geringe Anzahl der voran gehenden Zyklen mit niedriger
Temperatur vermindert. Die folgenden 40 Zyklen wurden mit einer Annealing
Temperatur von 52°C (30 s) durchgefihrt. Der Start des Programmes erfolgte bei
95°C iiber 30 s zur Aktivierung der Polymerase!’. Die einzelnen Zyklen wurden
jeweils mit Denaturierung bei 94°C, je 30 s, Annealing (s. oben) und

anschlieBender Polymerisierung bei 72°C, je 30 s, gefahren.
2.2.5.2 PCR fir die Insertion der PcDXR in das Gateway-System

Um die PcDXR vollstéandig, aber ohne Polyadenylierungssignal und andere
Anhange vor dem Startcodon in einen Expressionsvektor von Gateway™
(Invitrogen) Uberfiilhren zu kénnen, mussten geeignete Primer® konstruiert
werden. Die Primer® wurden so gewéhlt, dass sie einerseits ca. 20 Basen der DXR
am 5'-Ende (attBl_dxr_for) und am 3'-Ende (attB1l_dxr_rev), die flir die

Klonierung bendétigten attB-Sequenzen (,attachment sites") sowie jeweils 4
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Guaninreste am 5'-Ende der Primer enthielten. Im Forward Primer wurden
zusatzlich 2 Nukleotide (T, G) hinter der attB-Sequenz eingebaut, im Reverse

Primer 1 Base (T), um das korrekte Leseraster der PcDXR zu erhalten.

AttB1_dxr_for: 5'-G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TIG ATG GCA
CTT AAT ATT CTA TCT CCA G-3'

AttB1_dxr_rev: 5'-GG GGA CCA CTT TGT ACA AGA AAG CTG GGT TCA AGC AAA
AAC AGG ACT TGG-3'

Abb. 2.4 Primersequenzen fir die Einfihrung der PcDXR in den Gateway-Eingangsvektor
DONR 221'', Am 5'-Ende jeweils die bendtigten 4 Guanidine und die attB-Sequenzen.
Unterstrichene Basen wurden zusatzlich eingefiigt, um einen Open Reading Frame (ORF)
zu erhalten. Mit dem dunkelgrau hinterlegten Codon (Startcodon Methionin im
AttB1_dxr_for, Stopcodon im AttB1_dxr_rev) beginnt jeweils der PcDXR-Sequenzbereich.

Die Herstellung der Primer® erfolgte durch die Firma Carl Roth (Karlsruhe, D). Sie
wurden nicht, wie bei Primern dieser GroBe Ublich, zusatzlich gereinigt. Die
Konzentration wurde auf 50 pmol verdinnt. Der PCR Ansatz wurde wie in 2.2.5.1
pipettiert. Statt der Advantage Taq Polymerase'? wurde eine Polymerase mit
Lesefehler Korrekturfunktion, die Platinum®Tag DNA Polymerase High Fidelity'?,
eingesetzt. Zuséatzlich mussten deshalb 2 pyl 50 mM MgCl,'! zugesetzt werden. Als
Template wurde 1 pl der Minipraparation des pB SK(-)** mit PcDXR Insert bzw.
10 pl der 2:3 verdinnten cDNA (s. 2.3 RT-PCR) der Probe 10C von Tagesgang 2
2002 eingesetzt. Mit 3 min bei 96°C wurde die PCR gestartet. Denaturiert wurde
jeweils 45 s lang mit 96°C, Annealing Temperatur war flir 4 Zyklen 55°C und fur
19 Zyklen 65°C ebenfalls 45 s mit dem pB SK(-)'?® Template. Mit der cDNA als
Template musste die Annealing Temperatur bei den ersten 4 Zyklen auf 48°C
verringert werden. Danach wurden 24 Zyklen mit 60°C gefahren. Die

Polymerisierung erfolgte Gber 2 min bei 72°C.
2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur Auftrennung von Nukleinsaure-
fragmenten nach ihrer GréBe. Dazu wurde Agarose'! 0,6% fiir Fragmente, die
groBer als 1 kb waren, 0,8% fir mittelgroBe Fragmente und 1,2% flir Fragmente,
die kleiner als 300 bp waren, durch Aufkochen in 80 ml TAE-Puffer (P8) gelést und
nach Zugabe von 4 pl Ethidiumbromid*® (10 mg mlI?) in die Plexiglasform (15 x 11
cm) gegossen. Innerhalb von 45 min war die Agarose!! vollstdndig polymerisiert

und der Kamm fiir die Probentaschen (15 Taschen a 20 uyl Volumen) konnte
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entfernt werden. Das Gel wurde anschlieBend in die Gelkammer transferiert und
vollstandig mit TAE-Puffer (P8) Uberdeckt. Im Falle von PCR-Proben wurden 10 pl
DNA mit 2 pl Bromphenolblau® (P9) versetzt, wahrend bei Restriktionsanséatzen (s.
2.2.9) der gesamte 20 pl Ansatz mit 4 pl Bromphenolblau® (P9) versetzt und
neben einem DNA-GréBenstandard!' (1 kb oder 100 bp, s. Abb. 6.1 A und B)
aufgetragen wurde. Nach einer Laufzeit von ca. 45 min bei 120 V (Elektrophoresis
Power Supply PS3002, Gibco BRL, Life Technologies, Karlsruhe, D) waren die
DNA-Fragmente durch ihre negative Ladung vom Minus- zum Pluspol gelaufen und
durch die pordse Struktur der polymerisierten Agarose ihrer GrdBe nach
aufgetrennt worden. Ethidiumbromid!® interkaliert zwischen den Basen der DNA
und die entstandenen Komplexe werden unter UV-Licht sichtbar. Das Gel wurde
unter einer UV-Lampe bertrachtet und mittels Geldokumentationsanlage (Intas,
Gottingen, D) fotografisch festgehalten. Das Bild wurde anschlieBend auf
Thermopapier (K65HM, Mitsubishi Electric Corporation, Japan) gedruckt und als

Datei abgespeichert.

2.2.7 Klonieren und Transformieren

2.2.7.1 TOPO Klonierung in den Vektor pCR®II-TOPO

Das in Punkt 2.2.5.1 erhaltene PCR-Produkt wurde mittels TOPO-TA Cloning Kit*!
in den E. coli Stamm Top 10F (chemisch kompetente Zellen)!! kloniert. Ein pl
vom PCR-Produkt wurde mit 3 pl H,O bidest, 1 pl Salzlésung*! (NaCl (1,2 M) und
MgCl, (0,06 M)) und 1 pl vom pCR®II-TOPO Vektor'' (10 ng pl' Plasmid-DNA) 30
min lang bei RT inkubiert. Von dieser Lésung wurden 2 ul auf die auf Eis
aufgetauten kompetenten Zellen pipettiert und sanft durchmischt. Nach 30-
minutiger Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock 30 s lang bei 42°C. Die
sofortige Zugabe von 250 pl SOC-Medium (NL2) und die anschlieBende
einstindige Inkubation bei 37°C ermdéglichte die vollstandige Regeneration und
das Wachstum der Zellen. Danach erfolgte das Ausplattieren der Bakterien-
suspension von 10 und 100 pl sowie der restlichen 140 pl auf LB-Nahragarplatten
(25 ml LB pro Platte, NL4) mit je 62,5 pl Kanamycin®®, 40 pl X-Gal'! (5-Brom-4-
chlor-3-indolyl-p-galactopyranosid) und 20 upl 1 M IPTG!Y (Isopropyl-B-D-
thiogalactosid) pro Platte und eine Inkubation bei 37°C Uber Nacht.

Der pCR®II-TOPO-Vektor!! enthélt Antibiotika-Resistenz fiir Ampicillin'* und
Kanamycin®* zur Selektion der Klone, die den Vektor enthalten. Zusétzlich gibt es

die Mdéglichkeit einer Blau-WeiB-Selektion positiver Klone, die das Insert im Vektor
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enthalten. Durch die Insertion eines Gen-Fragmentes in den Vektor wird das
LacZ'-Gen unterbrochen, welches fir das N-terminale Fragment der -
Galactosidase kodiert, das keine B-Galactosidase-Aktivitat besitzt, diese jedoch
gemeinsam mit dem inaktiven o-Fragment entwickeln kann. Wird das LacZ'-Gen

' und

durch das Insert zerstort, bleiben die Kolonien nach Zugabe von X-Ga
IPTG!' weiB, wahrend Kolonien ohne Insert eine Blaufarbung (Farbstoff 5,5'-
Dibrom-4,4'-dichlorindigo) aufweisen (MULHARDT, 2003). Nachdem die Uber Nacht
inkubierten Platten 1-2 h im Kihlschrank gelagert wurden, war die Farb-
unterscheidung leichter mdoglich. Zur weiteren Uberpriifung des Inserts mussten
nun positive Klone vermehrt werden, um eine Isolierung der Plasmid-DNA in
groBerer Menge machen zu kdénnen. 24 weiBe Kolonien wurden mit einer geringen
Menge des Agars ausgestochen und in je 5 ml LB-Flissigmedium (NL3) Gberimpft.
Zur Gegenselektion wurde Ampicillin'* (Endkonzentration 100 pg ml?) zugesetzt.
Die 24 Roéhrchen wurden mit Kappen versehen und Uber Nacht bei 37°C mit
200 rpm (Certomat®BS-T B. Braun Biotech International, Melsungen, D)

geschuttelt.
2.2.7.2 Klonierung Uber Ligase

Fur die Klonierung von sehr kleinen Fragmenten wurde eine Ligase-Reaktion Uber
Nacht angesetzt. Der Ligase-Ansatz mit 1 pl Vektor, 1 pl Ligase'!, 0,5 pl 10x
Ligase-Puffer!!, 1 ul DNA (aus der PCR) und 1,5 pl H,O bidest wurde {iber Nacht
bei 4°C inkubiert. Die niedrige Temperatur verringert die Molekularbewegung und
erhdht zusatzlich zur Ligase die Bindungswahrscheinlichkeit vom Insert in den
Vektor. Vom Ligase-Ansatz wurden am nachsten Tag 2 pl auf die auf Eis
aufgetauten kompetenten Top 10F Zellen!!, die mit 0,5 M B-ME® versetzt wurden,
pipettiert und sanft untergemischt. Danach wurde gleich verfahren wie bei der
TOPO-Klonierung (s. 2.2.7.1).

2.2.7.3 Das Gateway™ System

Das Gateway™ System basiert auf Rekombination durch den Bakteriophagen
Lambda. Zur besseren Selektion positiver Klone enthalten die Donor- und
Destinationsvektoren das ccdB-Gen zur negativen Selektion und ein
Chloramphenicolresistenz-Gen zur Gegenselektion. Bei der BP- oder LR-Reaktion
wird die Kassette mit diesen Genen gegen das gewlinschte Gen ausgetauscht. Das
ccdB-Protein erzeugt in den meisten E. coli-Stammen eine Wechselwirkung mit

der DNA-Gyrase und verhindert damit das Wachstum der Zellen. Bei erfolgreicher

29



Material und Methoden

Rekombination wird das ccdB-Gen ersetzt und die Zellen kdnnen wachsen
(MULHARDT, 2003).

2.2.7.3.1 Die BP-Rekombinationsreaktion (attB x attP — attL)

Uber PCR wurden die attB-Sequenzen an die PcDXR angehéngt (s. 2.2.5.2). Diese
ermoéglichen dann Uber Rekombination mit den attP-Sequenzen des DONR 221
Vektors'!, der als Eingangsvektor gewahlt wurde, die Insertion der PcDXR (BP-
Rekombinations-Reaktion). 2,5 uyl der Uuber Minipraparation (s. 2.2.8.1)
gereinigten Plasmid-DNA von Klon 18 (1:100 verdinnt; Endkonzentration im
Ansatz 125 ng pl™?) wurden mit 2 pyl DONR 221 Vektor'' (150 ng pl''), 4 pl 5x
Puffer und 7,5 pl TE-Puffer (P10) bei RT vermischt. Die BP-Clonase!! wurde 2 min
auf Eis aufgetaut, 2-mal kurz geschittelt (Reax 2000, Heidolph) und 4 ul davon
zum Ansatz pipettiert. Zweimal wurde der Ansatz kurz gemixt und lber 1 h bei
25°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 2 ul Proteinase K. Der
Reaktionsansatz wurde 10 min bei 37°C inkubiert und konnte dann, wenn nicht
sofort verwendet, mindestens 1 Woche bei -20°C aufbewahrt werden. Ein pl der
BP-Reaktion wurde sanft unter 50 yl kompetente E. coli Top 10-Zellen'! gemischt,
30 min auf Eis inkubiert und nach 30 s Hitzeschock bei 42°C und sofortiger
Lagerung auf Eis mit 450 pl SOC-Medium (NL2) versetzt. Danach wurde der
Ansatz fir 1 h bei 37°C und 200 rpm waagrecht geschiittelt (Certomat®BS-T
B. Braun Biotech International). Je 20, 100 und die restlichen 380 pl wurden auf
LB-Agarplatten (NL4) mit Kanamycin'* ausplattiert. TOP10F* Zellen!! sind nicht fir
die Transformation geeignet, da sie das ccdA-Gen enthalten und den
Selektionsmechanismus Uber das ccdB-Gen verhindern wirden. Nach erfolgter
Transformation wurde die Plasmid-DNA der Klone mittels Qiagen Minikit'°
(s. 2.2.8.2) gereinigt, Uber PCR ihr Insert Uberprift und in die LR-Reaktion

eingesetzt.
2.2.7.3.2 Die LR-Rekombinationsreaktion (attL x attR — attB)

Um die PcDXR in E. coli exprimieren zu kénnen, musste das Gen, das nun attL-
Sequenzen enthielt, durch Rekombination in einen Expressionsvektor gebracht
werden. Um spater das exprimierte Enzym Uber eine His-tag spezifische
Affinitatschromatografie (s. 2.4.2) reinigen zu kdénnen, wurde als Expressions-
vektor der pDEST17!'' mit 6 N-terminalen Histidinresten gewahlt. 1,5 pl vom
mittels Qiagen Plasmid Minikit!® gereinigten Eingangsvektor (1:10 verdinnt,
187 ng pl™') wurden mit 2 pl des Destinationsvektors! (150 ng pl?), 4 pl 5x LR-
Clonase-Reaktionspuffer'’ mit TE-Puffer auf 16 pl aufgefillt und bei RT gemischt.
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Zugabe von 4 pl LR-Clonase-Enzymmix!' und alle weiteren Schritte bis zur
Transformation erfolgten gleich wie bei Zugabe der BP-Clonase'!.

Da Expressionsstdmme den integrierten Vektor nach einiger Zeit wieder
verlieren, wurde die LR-Reaktion zuerst in Library Efficiency®DH5a™-Zellen'!
transformiert, um das Insert dauerhaft in E. coli erhalten zu kénnen. Dazu wurde
1 pl der LR-Reaktion auf ein 50 pl Aliquot der DH5a-Zellen'' gegeben und sanft
durchmischt. Die weiteren Schritte erfolgten wie in 2.2.7.3.1. Da der
Destinationsvektor in diesem Fall ein Ampicillinresistenz-Gen besitzt wurde dem
LB-Agar (NL4) Ampicillin* (100 ug ml') zugesetzt. Die Plasmid-DNA der Kolonien
wurde (ber Qiagen Minikit'°-Reinigung (s. 2.2.8.2) extrahiert und mittels PCR auf
ihr Insert untersucht. Um das Gen in groBen Mengen exprimieren zu kdnnen,
musste der Vektor in einen Expressionsstamm von E. coli gebracht werden. Es
wurde der Stamm BL21-Star (DE3)'! gewé&hlt. Dieser Stamm enthélt ein T7
Polymerase-Gen, das durch einen IPTG! induzierbaren lacUV5-Promotor
kontrolliert wird. Ein pl vom 1:10 (Endkonzentration 9 ng ul™?') verdiinnten,
gereinigten pDEST17!! wurde sanft unter die kompetenten Zellen gemischt und
30 min auf Eis inkubiert. Nach 30 s Hitzeschock bei 42°C wurden die Zellen sofort
wieder auf Eis gestellt, 250 pyl SOC-Medium zugesetzt und 1 h bei 225 rpm
waagrecht (Certomat®BS-T B. Braun Biotech International) geschiittelt. Danach
wurden je 20, 100 und 180 pl auf LB-Agarplatten (NL4) mit Ampicillin'* (100 pg
ml™) ausplattiert und (iber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.8 DNA Isolierung von Plasmiden

2.2.8.1 DNA Isolierung von Plasmiden nach BIRNBOIM & DoOLY

Die Plasmid-DNA Isolierung erfolgte mit Hilfe der Minipraparations-Methode nach
Birnboim & Doly (1979). Je 1,5 ml der Uber Nacht kultivierten Fllissigkulturen
wurden in ReaktionsgefaBe (1,5 ml, Eppendorf, Hamburg, D) geflllt und 3 min bei
20000 g (4°C) zentrifugiert (Sigma 3K15, Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Osterode, D). Der Uberstand wurde dekantiert und mdglichst vollstandig mit einer
Pipette abgesaugt. Jedes Sediment wurde durch auf- und abpipettieren in 100 pl
BD1 (P11) resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Mit der Zugabe von BD2
(P12) erfolgte der weitere Aufschluss der Zellen. Die Ldésung wurde durch
invertieren durchmischt und 5 min auf Eis inkubiert. Das Fallen von Salzen
erfolgte durch Zugabe von 150 pl 3 M Natriumacetat'® (BD3, P13), Invertieren

und 5-mindtiger Inkubation auf Eis. Die nun trib gewordene Ldsung wurde 10
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min zentrifugiert (20000 g, 4°C). Der Uberstand wurde ohne das weiBe
Proteinsediment in eine aus 250 pl Phenol und 250 pl Chlorophorm?/
Isoamylalkohol® (24:1) bestehende Lésung Uberfihrt, invertiert und 10 min bei RT
inkubiert. Durch die anschlieBende, 15-mintltige Zentrifugation erfolgte eine
Phasentrennung der Lésungen, wobei die in der oberen Phase enthaltene DNA
vorsichtig in 1 ml 100% Ethanol® Giberfiihrt wurde. Durch 10-minitige Inkubation
auf Eis erfolgte die Fallung der DNA, die durch anschlieBende Zentrifugation
(15000 g, 4°C) sedimentiert wurde. Der Uberstand wurde dekantiert, vollstédndig
abgesaugt und das DNA Sediment mit 0,5 ml 75% Ethanol® gewaschen
(Zentrifugieren 5 min, 20000 g, 4°C). Der Uberstand wurde dekantiert und das
Sediment 10 min im Rotationsexsikkator (Speedvac, Eppendorf, Hamburg, D) bei
45°C mit offenem Deckel der ReaktionsgefaBe getrocknet. Das Sediment wurde
abschlieBend in 50 pl H,O bidest resuspendiert. Wenn nétig, wurde die
Konzentration der DNA-L6sung bestimmt (s. 2.2.3), bei sofortiger Verwendung

auf Eis gehalten oder flr langere Lagerung bei -20°C eingefroren.
2.2.8.2 DNA Isolierung von Plasmiden mittels Qiagen Spin Minikit

Wenn eine besonders reine DNA flr bestimmte Anwendungen erforderlich war,
wie zum Beispiel bei der Sequenzierung der gesamten PcDXR, wurde die Plasmid
DNA mittels Qiagen Spin Minikit!® isoliert. Dazu wurden wie in 2.2.8.1
beschrieben, 1,5 ml einer Ubernachtkultur abgefillt und zentrifugiert (Sigma
3K15, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode, D). Nach Resuspension des
Bakteriensedimentes in 250 pl Lysispuffer P1 wurde die Losung durch Zugabe von
250 pul Puffer P2, 3-maliges Invertieren, Zugabe von 350 ul Puffer N3, Invertieren
und anschlieBendes Zentrifugieren (20000 g, 4°C, 10 min) von Zelltrimmern
befreit. AnschlieBend wurde der Uberstand ohne das weiBe Préazipitat in ein
Qiagen Minispin Saulchen Uberflihrt und 1 min (20000 g, 4°C) zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. Nach Zugabe von 750 ul PE-Puffer und 1-minUtiger
Zentrifugation, wurde das Saulchen in ein neues 2 ml SammelgefaB Gberfihrt und
1 min zentrifugiert, um die Ethanolreste des Waschpuffers vollstandig zu
entfernen. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde mit 50 pl EB-Puffer durch je 1-
minutige Inkubation und Zentrifugieren in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal3
eluiert. Die DNA wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten oder bei -

20°C eingefroren.
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2.2.9 Restriktion

Vektoren besitzen neben den Antibiotikarestistenzen und dem LacZ' Gen zur
Selektion eine sogenannte ,multiple cloning site" in die das DNA-Fragment bei der
Klonierung inseriert werden kann. Dieser Bereich besteht aus einer Abfolge von
Erkennungssequenzen flr verschiedene Restriktionsenzyme, die dort den DNA-
Strang schneiden kdnnen. Diese Sequenzen befinden sich vor und hinter dem
Insert, sodass das eingebaute Fragment mit Hilfe der Restriktionsenzyme auch
wieder aus dem Vektor herausgeschnitten werden kann. Ist die Sequenz des
Inserts bekannt, kann durch gezielte Auswahl geeigneter Enzyme verhindert
werden, dass das Zielfragment ebenfalls geschnitten wird. Im Falle des in Punkt
2.2.7 klonierten PCR-Fragmentes wurde das Restriktionsenzym EcoRI gewahlt, um
durch Uberprifung der zu erwartenden GréBe mittels Gelelektrophorese (s. 2.2.6)
Klone mit dem richtigen Insert selektieren zu kdnnen. Ein Restriktionsansatz
bestand aus 0,2 pl Restriktionsenzym?®!, 2 pl 10x Puffer!!, spezifisch fiir jedes
Restriktionsenzym, 0,2 pl RNase!! 100x, 15,6 pl H,O bidest sowie 2 pl DNA-
Loésung aus der Minipraparation (s.2.2.8.1). Dieser Ansatz wurde 1-2 h bei 37°C

im Trockenschrank (Heraeus ST5042 Heraeus, Hanau, D) inkubiert.
2.2.10 Sequenzierung

Die Agarose-Gelelektrophorese kann nur einen indirekten Nachweis Uber die
GroBe von DNA-Fragmenten liefern. Der direkte Nachweis der GroBe des Inserts
kann nur Uber Sequenzierung der DNA erfolgen. Die Sequenzierung wurde mit
einem Sequenzierungskit (BigDye RR Terminator Cycle Sequenzing Kit)® und
einem Sequenziergerat (ABI PRISM 310 Genetic Analyser, PE Applied Biosystems,
Weiterstadt, D) durchgefiuihrt. Die Auswertung erfolgte mit dem Power Macintosh
G3 Computer und dem Softwareprogramm ABI PRISM 310 Collection (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt, D).

2.2.10.1 Cycle sequencing

Zuerst musste die DNA (gereinigt Uber Minipraparation bzw. Qiagen-Spin
Minikit’®) mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, die wéahrend der
Elektrophorese von einem Laser angeregt und gemessen werden konnten. Dazu
wurde eine PCR mit jeweils einem Sequenzprimer, einem Forward und einem
Reverse, je 3,5 pl (M13 (-20) Sequenzierprimer®, 2,8 pmol), bzw. einem fir die
PcDXR spezifischen Sequenzierprimer® (Tab. 2.1) sowie 4 pyl vom Terminator-

Premix!®>, das fluoreszenzmarkierte (BigDye) Didesoxynukleotide, dNTP’s,
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thermostabile Diphosphatase und AmpliTag DNA-Polymerase FS enthalt, 2 upl
Puffer, 9,5 pl H,O bidest und 1 upl Plasmid DNA durchgeflihrt. Die markierten
ddNTP’s werden in der Polymerisierungsphase zuféallig eingebaut und flhren
dadurch zu einem Abbruch der Reaktion. Die unterschiedlich langen Fragmente
werden dann wahrend der Flissiggelelektrophorese der GréBe nach aufgetrennt.
Im Thermoblock wurde mit oben genanntem Ansatz folgende Reaktion
durchgefihrt. Einmal 1 min bei 96°C zum Aktivieren der Polymerase, dann in 25
Zyklen 30 s Denaturierung bei 96°C, 15 s Primer-Annealing bei 50°C und 4 min
Polymerisierung bei 60°C.

Tab. 2.1 Spezifische Primer®, die zum Sequenzieren der PcDXR eingesetzt wurden.

Primersequenz 3' — 5' Bezeichnung
'GAC ATT GTA GCG GAG AAT CCA G dxr_1_for
‘GCT CTT CTT GCA GAC CAG GTG dxr_3_for
‘GGA ATA GTA GGT TG dxr_4 for
‘GCA ATA GAA GCT GGA AAA GAC ATA TGC dxr_2_rev
*GAC TCA TCT GTT ATC GCA CAG dxr_5_for
‘CAC CAG GCA GAG TTA GTG S-dxr_rev

2.2.10.2 Ethanol-Prazipitation

Nach dem Cycle Sequencing erfolgte eine Reinigung der DNA-Fragmente von den
Komponenten der vorangegangenen Reaktion. Der gesamte PCR-Ansatz wurde
mit 2 pl Natriumacetat!® (3 M) und 60 pl 70% Ethanol® versetzt und 20 min bei RT
inkubiert. Durch 30-minltige Zentrifugation (20000 g, 4°C) wurde die DNA
sedimentiert. Das Sediment wurde 2-mal mit 250 pyl 70% Ethanol zum waschen
10 min lang zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen. Das reine DNA-
Sediment wurde im Rotationsexsikkator (Speedvac, Eppendorf, Hamburg, D) bei
45°C getrocknet. AnschlieBend wurde es in 25 pl Template Supression Reagent
(TSR)!?® resuspendiert, 2 min bei 90°C im Thermocycler (Biometra Trio-
Thermoblock™) denaturiert, 2-3 min auf Eis gehalten und in ReaktionsgefaBe’’
(Genetic Analyzer Sample Tubes; 0,5 ml mit Septa) Uberfuhrt. Die Proben waren
3 Tage bei RT haltbar.

2.2.10.3 Wartung und Einstellungen des Analysegerates

Zumindest alle 2 Wochen und nach jedem langeren Stillstand des Analysegerates

musste die Kapillare ausgebaut und das Fenster fiir den Laser mit 70% Ethanol®
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gereinigt werden, der Gelbehdlter mit warmem Leitungswasser von getrockneten
Gelresten befreit, mit H,O bidest gespilt und sorgsam getrocknet werden. Die
Pufferbehélter mussten neu mit frischem Puffer'® (Genetic Analyzer Puffer) gefillt
werden. Gelbehdlter und Kapillare wurden mittels Glasspritze mit frischem
Performance Optimized Polymer 6 (POP 6)* gefiillt. Die Proben wurden wahrend
50 s bei 2 kV Spannung elektrokinetisch auf das Gel aufgetragen. Die 2 h
dauernde Elektrophorese lief bei einer Spannung von 12 kV und 5 pA bei einer
Temperatur von 50°C. Das Analysegerat war so eingestellt, dass BigDye-
Terminatoren'® hochaufldsend detektiert werden konnten und eine Aufldsung der
Signale um genau eine Base erfolgte. Diese Fluoreszenzsighale wurden
anschlieBend in elektrische Sighale umgewandelt und automatisch vom
Analysenprogramm (Sequencing Analysis, PE Applied Biosystems) ausgewertet.
Das nach dem Abziehen der Hintergrundfluoreszenz erhaltene Elektro-
pherogramm stellte die Basenabfolge in verschiedenfarbigen Peaks dar. Adenin in
gruner Farbe, Thymin rot, Cytosin blau und Guanin in schwarz. Flir den Rechner
unleserliche Bereiche konnten manchmal manuell korrigiert werden. Das
Programm lieferte die Sequenzfolge auch im Textformat. Unter Optimalen
Bedingungen konnten Sequenzen von mehr als 500 Basen aufgelést werden. Gene
mit einer Lange von 1000 Basenpaaren konnten also mit den beiden universalen
M13-Primern® in nur 2 Elektrophoreseldufen vollstdndig sequenziert werden,
wahrend fiir ldngere Gene weitere sequenzspezifische Primer® (dxr_forl,
dxr_revl) im mittleren Bereich der Sequenz gewahlt werden mussten und weitere

Sequenzierungen noétig waren.
2.2.10.4 Sequenzanalyse

Zuerst mussten Anfang und Ende sowie zweifelhafte Stellen Uber das
Elektropherogramm manuell in der ausgegebenen Textdatei der Sequenz
korrigiert werden. Die korrekte Basenabfolge konnte dann durch Einlesen in das
Softwareprogramm DNA Strider 2.1 (Centre d'Etudes Nucleaires de Saclay, Gif-
sur-Yvette, F) in die Komplementarsequenz oder in die Proteinsequenz Ubersetzt
werden. Ferner konnten Restriktionskarten und Sequenzvergleiche erstellt, sowie
offene Leseraster ermittelt werden. Die gesamte Lange eines Gens wurde durch
Uberlappende Sequenzen ermittelt. Homologievergleiche der Basen- bzw.
Aminosaurenabfolge mit den Gensequenzen anderer Organismen konnten durch
Einlesen der ausgegebenen Textdateien in die Datenbank von EMBL (Heidelberg,

D) mit speziellen Suchprogrammen durchgefihrt werden. Die vollstandige
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Gensequenz der PcDXR wurde zur offiziellen Registrierung in der EMBL-Datenbank

unter der Registrierungsnummer AJ 574852 hinterlegt.

2.2.11 Hybridisierung der PcDXR-Gensonde mit der A-Phagen-Genbank

2.2.11.1 Digoxigenin-Markierung der Gensonde

Um das in 2.2.5.1 erzeugte PCR-Fragment als Hybridisierungssonde fiir das
Screening der cDNA-Genbank nutzen zu kdénnen, musste es durch Digoxigenin
(DIG DNA Labeling and Detection Kit)* markiert werden. Der
Hybridisierungsnachweis erfolgt durch einen spezifischen Antikérper gegen DIG,
an den eine Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt ist. Die Antikérperbindung
kann durch die enzymatische Reaktion der AP mit 5-Brom-4-chlor-3-
indolylphosphat (BCIP) und dem Farbstoff Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
nachgewiesen werden.

Die Restriktion der Minipraparation fir die Herstellung der Sonde erfolgte 1 h
mit EcoRI!, nachdem Uberpriift wurde, dass sich keine EcoRI- Schnittstelle im
Fragment befand, und wurde abschlieBend 10 min bei 70°C inkubiert, um das
Restriktionsenzym in der Lésung zu inaktvieren. Die Markierung erfolgte mittels
PCR. Im Ansatz flir die DIG-Markierung wurden 1 pl des 1:10000 verdiinnten
Fragmentes aus der Restriktion als Template mit 5 pl 10x PCR-Puffer'?, 1 ul Taq
Advantage Polymerase'?, 1 pl dNTP’s'* (10 ng pl'*;10 mM 1:10 verdinnt), 2,5 pl
dNTP-Labeling-Mix** (DIG 10x, = 10 mM), 1 ul dxr_forl, 1 pl dxr_revl und
39,5 ul H,O bidest versetzt und im gleichen Temperaturprogramm wie flir die PCR
in 2.2.5.1 gefahren. Als Kontrolle wurde gleichzeitig eine PCR ohne markierte
dNTP’s durchgefilhrt. Das Ergebnis der PCR wurde in einer Agarose®!-
Gelelektrophorese (1,5%; 5 pl Probe und 2 pl Bromphenolblau® neben der 100 bp
Leiter'! aufgetragen) kontrolliert. Das markierte Fragment sollte im Gel langsamer
laufen als die Kontrolle (s. 3.3). Die restlichen 45 pl wurden zu je 6 pl portioniert

und bei -20°C gelagert.
2.2.11.2 Anzucht der \-Phagen

In einer 5 ml LB-Ubernachtkultur (NL3) wurde zuerst der zu infizierende E. coli
Stamm XL1-Blue MRF''® angezogen. Am nédchsten Tag wurde die Kultur 1:1 mit
frischem LB-Medium, das vorher mit je 100 pl sterilfiltriertem 20%igem D-
Maltose-Monohydrat® und autoklaviertem 1 M MgSO, 7xH,0'” komplementiert

wurde, verdinnt und weitere 30 min bei 37°C geschittelt. In der Zwischenzeit
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wurden 6 Rechteckplatten mit je 70 ml LB-Agar (NL4) gegossen. Die Platten
durften nicht vollstdndig austrocknen, um die Bindung mit der Top-Agarose®! zu
verbessern. 6 Reagenzgldser wurden mit je 8 ml Top-Agarose®! (NL5), versetzt
mit je 160 pl Maltose® und MgS0,4!’ (s.0.), gefiillt und in einem 48°C warmen
Wasserbad gehalten.

Die A-Phagen cDNA Genbank der Graupappel (MILLER, 2001) stand in Form
einer Phagensuspension in SM-Puffer (P15) und 0,3% Chlorophorm® mit einem
Titer von 3 * 10° PFU (Plaque forming unit) ml? zur Verfligung. Je 500 upl
Phagensuspension wurden mit je 500 pl XL1-Blue-Kultur’® gemischt und davon je
100 pl einzeln in jedes Top-Agarose!!-Réhrchen zugegeben. Da 48°C zu heiB fiir
die Bakterien ist, musste die flissige Agarose kurz und heftig geschittelt und
sofort auf die Rechteckplatte ausgegossen werden. Ein kurzes Abflammen der
Oberflache l6ste die entstandenen Luftblasen auf und erzeugte eine glatte
Oberflache. Die Platten wurden 15 min offen trocknen gelassen und wurden dann
verkehrt genau 11 h bei 37°C inkubiert. Nach 11 h war eine Plaquedichte von ca.
10000 pro Platte erreicht, was bei einer Anzahl von 6 Platten gewahrleistete, dass
das gesamte Genom flr die Hybridisierung zur Verfligung stand. Die Bakterien
waren schon sehr stark lysiert, sodass die Plaques bereits miteinander zu
verschmelzen begannen. AnschlieBend wurden die Platten 15 min auf RT
abgekiihlt, mit Parafiim M® (Structure Probe, Inc., West Chester, USA)

verschlossen und bei 4°C gelagert.
2.2.11.3 Transfer der Phagenplaques auf Nitrozellulosefilter

Alle Schalen und Gerate wurden mit 70% Ethanol gespilt, die Lésungen
autoklaviert und alle Vorgange ausschlieBlich mit Handschuhen durchgefiihrt. Alle
Zeitangaben wurden unter Verwendung einer Stopuhr strikt eingehalten.

Die Nitrozellulosefilter (Hybond-C pure, Hybond™ECL, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg, D) wurden auf eine GréBe von 10 x 10 cm zugeschnitten und
am linken oberen Eck mit blauem Kugelschreiber markiert. Drei Rechteckschalen
wurden mit je 3 Schichten Filterpapier (Whatman International Ltd., Maidstone,
GBR, 11,5 x 11,5 cm) ausgelegt mit je 30 ml Denaturierungspuffer,
Neutralisierungspuffer und Waschpuffer I gefillt. Die Phagenplatten wurden
solange wie méglich im Kiihlschrank gehalten, um ein Ablésen der Top-Agarose'!
mit dem Filter zu vermeiden. Je 1 Filter wurde vorsichtig mit 2 Pinzetten an den
gegenulberliegenden Ecken auf die Phagenplatte gelegt und 30 s liegen gelassen.

Wahrenddessen wurden die Ecken und die Beschriftung des Filters auf der
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Unterseite der Petrischale angezeichnet, um spater die exakte Lage und
Orientierung des Filters rekonstruieren zu kénnen. Der Filter saugte sich sofort auf
der feuchten Oberflache an und durfte nicht mehr verschoben werden, um die
Abdricke der einzelnen Plaques nicht zu verwischen. Nach vosichtigem Abldsen
wurde der Filter mit der Phagenflache nach oben 5 min in den Denaturierungs-
puffer gelegt, danach 5 min im Neutralisierungspuffer belassen und abschlieBend
5 min in den Waschpuffer I gelegt. Das Filterpapier sollte gewahrleisten, dass die
Nitrozellulosefilter nicht in der Lésung schwammen sondern nur gerade vom
Puffer bedeckt wurden. Die Nitrozellulosefilter wurden bei RT auf Filterpapier
getrocknet und dann 2 h bei 80°C im Trockenschrank (Heraeus ST5042 Heraeus,
Hanau, D) inkubiert. Spater wurden die Filter bis zur eigentlichen Hybridisierung

zwischen Filterpapier trocken und dunkel aufbewahrt.
2.2.11.4 Hybridisierung

Die Prahybridisierung erfolgte in Plastikschalen (22 x 12 cm), jeweils 4 Filter pro
Schale, wobei die Phagenflachen nicht aufeinander liegen durften. Die Filter
wurden im Hybridisierungspuffer (P20) im Wasserbad (Julabo SW-20C, Julabo
Labortechnik, Seelbach, D) bei 65°C 1 h sanft geschittelt, um verbleibende freie
Bindungsstellen auf dem Filter abzusattigen. Die 6 pl DIG markierte Sonde
wurden in einem 1,5 ml ReaktionsgefaB3 mit 100 pl TE-Puffer (P10) gemischt und,
nachdem mittels Kantle ein Loch in den Deckel gestochen wurde, 10 min im
kochenden Wasserbad inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. Der Puffer flr
die Prahybridisierung wurde abgegossen, die Sonde untergemischt und wieder zu
den Filtern gegossen. Die Hybridisierung erfolgte mindestens 7 h bei 65°C im
schittelnden Wasserbad. Danach erfolgten mehrere Waschschritte um
unspezifische Bindungen zu entfernen. Alle Waschschritte erfolgten in
Plastikschalen (s.0.) mit jeweils ca. 100 ml Lésung. Die Filter wurden aus der
Hybridisierungslésung genommen, 30 s im 65°C warmen Waschpuffer I (P18,
auBerhalb des Wasserbades!) geschwenkt und danach 30 s im Waschpuffer I bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Filter 1 min bei RT in Puffer I
(P21) inkubiert und dann in Puffer II (P22, RT) transferiert. Nach 30 min wurden
16 pl der Anti-DIG-AP-L6sung hinzugefiigt. Die Filter wurden weitere 30 min sanft
in dieser Losung geschwenkt (Duomax 1030, Heidolph). Danach wurden die Filter
2-mal 15 min jeweils in frischer Puffer I Ldsung (RT) stark geschittelt und
anschlieBend in die kleineren Rechteckschalen zu maximal 2 Filtern in 50 ml Puffer
ITI (P23) mit 500 pl NBT/BCIP Stammldsung Uberfihrt und im Dunkeln Gber Nacht

38



Material und Methoden

sanft geschwenkt. Die gefarbten Filter mit positiven Signalen wurden dann 10 min
in Puffer I geschwenkt, in frischen Puffer I transferiert, weitere 2 h geschwenkt
und anschlieBend zwischen Filterpapier getrocknet. Da die Signale im feuchten
Zustand besser zu erkennen waren, wurde der zugehdrige Bereich auf den
Phagenplatten mit Hilfe der Eckenmarkierungen sofort ermittelt und markiert. Die
getrockneten Nitrozellulosefilter wurden zwischen Filterpapier im Dunkeln bei RT
gelagert.

Die als positiv identifizierten Bereiche auf den Phagenplatten wurden
ausgestochen und in je 1 ml SM-Puffer (P15) mit 10 uyl Chlorophorm® geldst und
bei 4°C aufbewahrt. Da die Plaquedichte der ersten Platten zu hoch war, musste
die Hybridisierung mit dem ausgewahlten Bereich erneut durchgeflihrt werden.
Dazu wurde von den ausgestochenen und geldésten Phagen eine Verdliinnungsreihe
erstellt. 450 pl einer frisch angezogenen XL1-Blue-Kultur'®> wurden mit 450 pl SM-
Puffer Lésung verdinnt und mit 100 pl der Phagenlésung versetzt (10!) und
vermischt. Aus dieser Stammldésung wurden 100 pyl entnommen und wieder mit
900 pl XL1-Blue-SM-Lésung verdiinnt (10%). Es wurde weiterhin so verfahren bis
zur 10 Verdiinnung. Alle Lésungen wurden dann 10 min bei 37°C inkubiert. Je
100 pl jeder Verdiinnungsstufe wurde dann in die Top-Agarose'! (NL5) gemischt
und ausplattiert wie in 2.2.11.2 beschrieben. Nachdem die Filter erfolgreich
hybridisiert wurden, konnten die vereinzelten Plaques aus dem Agar ausgestochen

werden.
2.2.11.5 In vivo Excision des pBluescript SK(-) Phagemids

Um die cDNA aus dem Phagen zu isolieren, wurden zunédchst Ubernacht Kulturen
von E. coli SOLR!® und XL1-Blue!® herangezogen. 50 pl des isolierten Phagen
wurden in SM-Puffer gelést und mit 100 pl XL1 Blue-Suspension'* sowie 0,5 ul der
Helferphagen-Lésung®® vermischt und 15 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe
von 1,5 ml 2xYT-Medium (NL6) wurde die Lésung 2 h bei 37°C im Wasserbad
(Julabo SW-20C) geschittelt, danach 20 min auf 70°C erhitzt (Trockenschrank
Heraeus ST5042 Heraeus, Hanau, D) und anschlieBend 15 min bei 8000 g
zentrifugiert (Sigma 3K15, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode, D). Der
Uberstand, der das Phagemid enthielt, wurde in ein steriles ReaktionsgefaB
Uberflhrt und bei 4°C gelagert (1-2 Monate mdéglich). Von dieser Phagemidldésung
wurden jeweils 1 pl und 50 pl mit 200 pl E. coli (SOLR) Suspension vermischt und
15 min bei 37 °C inkubiert. Davon wurden je 100 pl auf LB-Agarplatten mit
Ampicillin (100 pl mI'?) ausplattiert und ber Nacht bei 37°C inkubiert. Um zu
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Uberprufen, welcher Klon das richtige Insert besaB3, wurde jeweils mittels Impfése
die Halfte einer Kolonie in 200 pl TE-Puffer geldst und die andere Halfte in 4 ml
LB-Medium mit Ampicillin Gber Nacht angezogen. Zu den 200 pl der Bakterien
Suspension wurden 200 pl puffergeséttigtes Phenol'! zugesetzt, geschittelt (Reax
2000, Heidolph) und 10 min bei 65°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von
200 pl Chloroform® bei RT. Die Lésung wurde geschiittelt und 5 min bei 16000 g
zentrifugiert. Ein pl des Uberstandes konnte als Template in die PCR eingesetzt
werden. Bei Proben mit positiver PCR wurde aus der Flussigkultur mittels Qiagen
Spin Minikit!® Reinigung die Plasmid- (Phagemid) DNA isoliert, durch Restriktion

Uberprift und anschlieBend sequenziert.

2.3 Bestimmung der Genexpression von PcDXR und PclISPS

2.3.1 Quantitative Reverse Transkriptase (RT-) PCR

Die RNA der Tagesgang Proben wurde in cDNA (s. 2.2.4.2) umgeschrieben und als
Template in der quantitativen RT-PCR verwendet. Bei der RT-PCR wird ein
Fluoreszenzfarbstoff (Sybr®Green'®) unspezifisch in doppelstrdngige DNA
eingebaut. Die Starke des detektierbaren Signals ist direkt proportional zur Menge
an DNA, die in jedem PCR-Zyklus neu gebildet wird. Zur Quantifizierung der
Produkte wird die Kinetik der PCR herangezogen. In den frihen PCR-Zyklen findet
die Amplifikation der Fragmente exponentiell statt. Spater verlangsamt sich die
Reaktion durch Anhaufung von Produkten oder Limitierung von Substrat zu
linearem Verlauf und kommt schlieBlich zum Stillstand. Als Richtwert wird jene
Zykluszeit (Cr—Wert, ,Threshold Cycle") verwendet, in der die Amplifikation noch
exponentiell verlauft und in der sich das Signal deutlich vom Hintergrund abhebt
(MULHARDT, 2003). Je geringer die urspringliche Menge an DNA in der Probe ist,
desto spater erreicht das Signal (in der exponentiellen Phase) den Schwellenwert,
desto héher ist also der Cr-Wert. Uber Eichstandards definierter Plasmidmenge
kann von der Zykluszeit auf die DNA-Menge geschlossen werden. Die Messungen
wurden mit einem RT-PCR Gerat (Sequence Detection System 5700, Applied
Biosystems) durchgefiihrt und mit Hilfe des Software-Programms GeneAmp 5700
SDS 1.3 der gleichen Firma ausgewertet. Nach jedem Zyklus wurde die
Fluoreszenz aller Proben mittels CCD-Kamera (,charge-coupled device")
gemessen. Durch einen Vergleich mit den Kontrollproben ,no template control®,
einem Probenansatz ohne DNA Vorlage und ,no amplification control®, einem

Probenansatz ohne Primer wurde der Schwellenwert ermittelt, der die Signale
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unterhalb als Hintergrundrauschen und somit als Null definiert (Cr—Wert). Je mehr
Kopien des DNA-Templates in der Probe vorhanden sind, desto friher wird das
Schwellenwertsignal detektiert. Das Verhaltnis Cr-Wert zu Kopienanzahl wurde
Uber die Plasmidkonzentrationen, der in jedem PCR-Lauf mitgefiihrten Eichreihe
(100, 1000, 10%, 10° 10° 107 und 10% Plasmidkopien in je 2 Parallelansitzen)
ermittelt. Alle Untersuchungen wurden in Dreifachansatzen in 96-well Platten
(Applied Biosystems) in 25 pl Probenvolumen durchgefltihrt. Pro Ansatz wurden je
12,5 pl Sybr®Green Mastermix!®, 7,5 pl Primerlésung (1 pM  pl™ in H,O bidest)
und 5 ul der Probe pipettiert. Flir die Probe wurde der 20 pl cDNA-Ansatz
(2.2.4.2) 1:2,5 mit H,O bidest verdinnt. Dadurch konnten flr jede Probe je 3
Ansatze zur Expressionsanalyse flur p-Tubulin (Pcg-TUB), Isoprensynthase
(PcISPS) und PcDXR derselben cDNA eingesetzt werden. Um Unterschiede in den
PCR-Laufen miteinbeziehen zu kénnen, wurde als interner Standard eine bekannte
Plasmidkonzentration als Probe auf jeder zu vergleichenden Platte mitgefiihrt (10°
oder 10° Kopien).

Als BezugsgroBe der Expression der beiden zu untersuchenden Gene PcDXR
und PcISPS wurde die Expression von Pcg-TUB (,housekeeping gene") gemessen.
Bei diesem Gen wurde eine gleich bleibende Expressionsrate im Tagesverlauf,
unabhangig von Umweltfaktoren, angenommen. Dadurch kdnnen etwaige
Schwankungen durch Pipettierungenauigkeiten oder unterschiedliche DNA Mengen
in den Proben, zum Beispiel durch unvollstandige reverse Transkription der mRNA
oder geringeren mRNA-Gehalten in den Proben durch die Dauer der Lagerung,
einberechnet werden. Nach Beendigung des PCR-Laufs wurde eine
Schmelzpunktanalyse (Dissoziationskurve) der amplifizierten = Fragmente
durchgefiihrt, um unspezifisch vervielfaltigte von spezifisch amplifizierten Proben
besser unterscheiden zu koénnen. Besondere Bedeutung kommt bei der

I\\

Auswertung der ,no template contro zu, da unspezifisch gebundene
Primerdimere in den vorliegenden Proben ein Signal, ungefdahr vergleichbar dem
Signal der 100-1000 Kopien der Eichkonzentration, verursachten. In manchen
Fallen konnte eine Unterscheidung durch die Schmelzpunkt-Kurve gemacht
werden. Die Etablierung des PCR-Systems fir Pcp-TUB, PcISPS und PcDXR

erfolgte analog zur Vorgehensweise bei HEUSER (2003).
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Pcp-TUB: tub_150_for 5'-GAT TTG TCC CTC GCG CTG T-3'
tub_150_rev 5'-TCG GTA TAA TGA CCC TTG GCC-3'

PcISPS: is_for_spez 5'-TTT GCC TAC TTT GCC GTG GTT CAA AAC-3'
is_rev_spez 5'-TCC TCA GAA ATG CCT TTT GTA CGC ATG-3'

PcDXR: dxr-2_rev 5'-GCA TAT GTC TTT TCC AGC TTC TAT TGC-3'
dxr-4_for 5'-GGA ATA GTA GGT TGC GCA GGC-3'

Abb. 2.5 Primer die fiur die Genexpressionsanalyse der Tagesgangproben flr das
Housekeeping Gen Pcs-TUB und die zu untersuchenden Gene der PcISPS (MILLER, 2001)
und der PcDXR eingesetzt wurden. Die verwendeten Primer fihrten zur Amplifikation von
Fragmenten in der Lange von 65 (PcDXR), 150 (Pcs-TUB) und 197 (PcISPS) Basen.

Die RT-PCR wurde mit folgendem Temperatur-Programm gefahren:

1. Start der PCR 2 min 50°C
2. Denaturierung 10 min 95°C
3. Denaturierung 15s 95°C
4. Annealing und Polymerisierung 1 min 60°C

Die Schritte 1. und 2. dienten zur Aktivierung der AmpliTag Gold Polymerase®>.
Schritt 3. und 4. wurden in 45 Zyklen durchgeflihrt. Die Aufnahme der

Dissoziationskurve erfolgte bei 60°C.
2.3.1.1 Berechnung der Plasmidkonzentrationen flr die Eichgerade

Um die Menge der RT-PCR Amplifikate auf die vorhandene Menge an mRNA
(cDNA) in der Probe zurlckrechnen zu kénnen, wurden von den Genen, die in
Vektoren einkloniert vorlagen, Lésungen definierter Konzentrationen hergestellt.
Dazu wurden die Plasmide mittels Qiagen Spin Minikit!® aus E. coli
Ubernachtkulturen gereinigt und ihre Konzentration photometrisch bestimmt. Mit
Hilfe der Basenanzahl des Vektors und des bekannten Inserts (Pcs-TUB: 416 bp
im Vektor pCR 2.1: 3906 bp; PcISPS 1649 bp im Vektor pQE50: 3932 bp; PcDXR
1736 bp im Vektor pBSK(-): 3054 bp) wurde Uber das mittlere Molekulargewicht
der Basen die Anzahl der Plasmide bestimmt:

M - Cpiasmid
Npiasmid = — (Gl. 1)
NBasen - MGBasen
Np1asmid Anzahl der Plasmide ml*
M Molmasse = 6,023 - 1023 Teilchen mol™*
CPlasmid Konzentration des Plasmids [ug ml™]
Ngasen Anzahl der Basen im Plasmid
MGgasen mittleres Molekulargewicht der Basen [308,95 g mol™]
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Die Plasmidldsung wurde auf 108 Plasmide pro 5 pl (Probenvolumen) eingestellt
und in 10er Schritten bis 10 Plasmide verdiinnt. Die Eichgerade von Pcg-TUB
wurde fiir die Auswertung aus der 10°-bis zur 108-Konzentration berechnet, da die
»,hon template control*-Probe Signale in der H6he des Ci-Wertes der 1000 Kopien-
Konzentration aufwies. Die Ci-Werte der Proben lagen weit Uber diesen Werten,
sodass eine Einbeziehung der 10°-Konzentration auch nicht notwendig war. Die
Eichgeraden der PcISPS und der PcDXR wurden aus den Plasmidkonzentrationen
102 bis 10® berechnet (Abb. 2.6).

40
35
30
25
20
15

10 1 1 1 1 1 1
102 103 10* 10> 10 107 108 10°

Anzahl der Plasmidkopien

C.-Wert

Abb. 2.6 Beispiel einer Eichgerade der Tagesgangproben (A), Pcs-TUB (e), PCISPS (e)
und PcDXR (¢). B, C und D: Fotos der Agarosegelelektrophorese (2%) der in der RT-PCR
amplifizierten Eichreihe. In B und C sind die Eichreihen von PcISPS (B) und Pcs-TUB (C)
mit von links (10?) nach rechts (10%) zunehmenden Plasmidkonzentrationen dargestellt.
Das Amplifikat der 1000 Plasmidkopien der PcDXR (D) war im Gel aufgrund der kleinen
GréBe des PcDXR-Fragmentes nicht zu sehen. Im Vergleich zum 100 bp Eichstandard
(zwischen Bund C und in D rechts) befinden sich die Banden wie erwartet bei ca. 200 bp
(B, PcISPS), 150 bp (C, Pcs-TUB) und bei 65 bp (D, PcDXR).

2.3.1.2 Datenverarbeitung

Die vom Software Programm GeneAmp 5700 SDS 1.3 (Applied Biosystems) aus
den Eichgeraden berechneten Kopienzahlen der PcISPS und PcDXR Proben wurden
durch die Kopienzahlen der Pcp-TUB Proben dividiert und als relative
Transkription ausgedrickt. Die Einberechnung der internen Plattenstandards war
nicht notwendig, da die Cr-Werte dieser Proben in der erwarteten GréoBenordnung

lagen und die PCR Laufe als gleichwertig angesehen werden konnten.

2.4 Heterologe Expression der PcDXR und Proteinreinigung

2.4.1 Anzucht und Aufschluss der Bakterien

Die BL21-Star (DE3) Kolonien (s. 2.2.7.3.2) wurden mittels PCR auf ihr Insert

Uberprift. Ein positiver Klon wurde ausgewahlt und in 25 ml LB-Flissigmedium
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(NL3) mit Ampicillin®* (100 pl ml') Gber Nacht bei 37°C geschiittelt
(Certomat®BS-T B. Braun Biotech International, Melsungen, D). Nachdem eine OD
von ca. 0,6 bis 1,0 erreicht worden war, wurde die Kultur 1:20 mit frischem LB-
Nahrmedium (ohne Ampicillin) verdinnt und weitere 2-3 h bei 37°C geschittelt
(OD ca. 0,4). Durch Zugabe von 0,5 mM IPTG!' wurde die Expression induziert.
Die Kultur wurde weitere 1-2 h bei 37°C geschittelt. AnschlieBend wurden die
Zellen 20 min bei 4000 g und 4°C abzentrifugiert (Rotor JA 14, Beckmann
Zentrifuge). Der Uberstand wurde dekantiert und 1 g Zellen auf Eis gehalten und
sofort verwendet, oder in flissigem N, schockgefroren und bei -80°C
aufbewahrt. Eingefrorene Zellen wurden 10 min auf Eis aufgetaut. Alle Bakterien-
und Proteinlésungen wurden im Folgenden immer auf Eis gehalten. Die frischen
bzw. aufgetauten Bakterien wurden mit 5 ml Lysispuffer (P25) versetzt und
mittels Pipette resuspendiert. Danach erfolgte ein 2-maliger Aufschluss der Zellen
mittels hydraulischer Hochdruckpresse (French pressure cell press, SLM
Instruments Inc., Urbana, USA). Dabei wird die Bakterienlésung mit sehr hohem
Druck (1000 bar) durch eine winzige Offnung gedriickt, wobei die Zellen platzen.
Danach wurden die Zelltrimmer wahrend 20-minUtiger Zentrifugation bei 4000 g

(Rotor JA 20, Beckmann Zentrifuge) sedimentiert.

2.4.2 Proteinreinigung mittels Affinitats-Saulenchromatographie unter

nativen Bedingungen

Die 5 ml Uberstand wurden mit 1ml einer Ni-NTA-Agarose!® versetzt und wéhrend
1 h auf Eis sanft geschittelt. Die Losung wurde dann auf eine Plexiglassaule (fur
1 ml Ni-NTA Agarose'®, Qiagen, Hilden, D) transferiert; der Durchfluss (Probe D)
wurde aufgefangen. AnschlieBend wurde die Saule 2-mal mit je 4 ml Waschpuffer
(P26, Probe W1 und W2) gewaschen, die Losungen wurden getrennt aufgefangen.
Die Elution erfolgte mit 2 ml Elutionspuffer (P27). In der Zwischenzeit wurde ein
PD-10 Gelfiltrationssaulchen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D) mit
25 ml RB-Puffer (P28) equilibriert. Die 2 ml Eluat wurden auf das PD-10 Saulchen
aufgetragen und mit 3,5 ml RB-Puffer eluiert (Probe E). Die umgepufferte
Proteinldsung wurde portioniert, in flissigem N, schockgefroren und bei -80°C

gelagert.
2.4.3 Colorimetrische Bestimmung des Proteingehaltes nhach BRADFORD

Die Bestimmung des Proteingehaltes in den Lésungen erfolgte mittels

colorimetrischer Bestimmung bei 595 nm im Bradford-Test (BRADFORD, 1976).
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Durch die Komplexbildung der Proteine mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue
verschiebt sich ihr Absorptionsmaximum von der Wellenldange 465 zu 595 nm. Die
Reaktion dauert 15 min; danach verhalt sich die Absorption der Proteine bei
595 nm weitere 15 min proportional zu ihrer Konzentration. 10 pl Probe wurden
mit 2 ml der Coomassie Farbelésung'® (P29) vermischt und 15 min bei RT in
Halbmikrokivetten inkubiert. Als Referenz diente RB-Puffer und als Eichstandard
wurden die BSA' (Albumin Bovine Fraction V, pH7, Standard grade, lyophil.)
Konzentrationen 0,25, 0,5, 0,75 und 1 mg ml! eingesetzt. Die Eichstandards und
die Proben wurden jeweils in 3 Parallelen gemessen. Die umgepufferte Probe
wurde flr die colorimetrische Bestimmung 1:10 verdinnt. Von den Messwerten
wurden Mittelwerte gebildet. Uber die BSA-Eichkurve wurde die jeweilige

Proteinkonzentration der L6sung berechnet.

Absorption bei 595 nm
o
N

0.0 1 1 1 1
0.25 0.50 0.75 1.00

BSA-Konzentration [mg ml™]
Abb. 2.7 Beispiel einer Protein-Eichkurve. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration im
Test wurden als Referenz bekannte BSA-Konzentrationen in den Bradford Test eingesetzt.

Mit Hilfe der Geradengleichung aus der linearen Regression (Mittelwerte + SD flir n = 3;
r’ = 0,999, p < 0,001) wurden die unbekannten Proteinkonzentrationen berechnet.

2.4.4 Denaturierende SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

In der SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese werden Proteine der GréBe nach
aufgetrennt. Mit Hilfe von GréBenstandards kdénnen die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht identifiziert werden.

Die Konzentration der Proben flir die Elektrophorese wurde im Fall der dxr
und der Desoxyxylulose-5-Phosphat-Synthase (dxs) aus S. leopoliensis prozentual
aus der hochsten Proteinkonzentration (Probe D) berechnet. Fur die PcDXR-
Proben wurden die Proben D, W1 und W2 ebenfalls prozentual aufgetragen, flr
die PcDXR (53 pug ml™t) selbst und auch bei der zum Vergleich aufgetragenen dxr

aus S. leopoliensis (63 pg ml?) wurden 10 pl Probe eingesetzt. Alle Proben
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wurden mit RB-Puffer auf 10 pl aufgefullt und mit 10 pl 2x Probenpuffer (Tris
Glycine SDS Sample Buffer 2x, Novex, Invitrogen) versetzt. Danach erfolgte eine
5-mindtige Inkubation bei 85 °C. Zur Auftrennung der Proteine wurde im Fall von
dxr und dxs ein 4-20%iges Tris-Glycin Gradientengel verwendet, zur Auftrennung
der PcDXR ein 12%iges Tris-Glycin Gel (beide, 1,0 mm x 10 well, Novex,
Invitrogen). Die Proteine wurden vom Minus zum Pluspol mit 120 V Spannung
Uber 90 min in einer Xcell II Mini-Cell (Novex) aufgetrennt. Nachdem der
Klebestreifen von der unteren Offnung zum Gel entfernt wurde, wurde das Gel in
die Kammer eingesetzt und der Kamm entfernt. Der denaturierende
Elektrophoresepuffer (Tris Glycine SDS Running Buffer 10x, Novex) wurde in die
beiden Kammerteile gefiillt, sodass die Geltaschen gut und die untere Offnung
zum Gel gerade knapp bedeckt wurde. Es wurden jeweils 20 ul Probe und 10 pl
GréBenstandard (Multimark, Multi-Colored Standard, Novex) in die Geltaschen
geladen. Nach dem Lauf wurde das Gel aus der Plastikverschalung heraus
gebrochen und 20 min bei RT in der Fixierlosung geschwenkt. Danach folgte die
Farbung der Proteinbanden in einer kolloidalen Coomassie-Farbeldsung'® (P30) bei
RT Uber Nacht (Duomax 1030, Heidolph). Ungebundene Farbpartikel wurden mit
deionisiertem Wasser abgewaschen. Das Gel wurde mit dem Tischscanner
eingescannt (HP Scan Jet 4c, Hewlett Packard). Die Strecke y, von den Taschen
zur Laufmittelfront, und die Strecke x, von den Geltaschen zu den einzelnen
Proteinbanden, wurden mit dem Lineal vermessen und daraus der Rf-Wert
berechnet (Rf = x/y). Die Molekulargewichte (in kDa) des GréBenstandards
wurden grafisch gegen den Rf-Wert aufgetragen und mit Hilfe einer
polynomischen Kurvenanpassung 4. Ordnung wurde die GréBe der PcDXR sowie

der unbekannten Proteinbanden geschatzt.
2.5 Nachweis der Funktionalitat der gereinigten PcDXR

Um die Funktionalitat der isolierten PcDXR bestimmen zu koénnen, wurde das
indirekte Nachweisverfahren Uuber die photometrische Messung des NADPH
Verbrauchs bei der Umsetzung des Desoxyxylulose-5-Phosphats (DOXP) zu
Methylerythritol-4-Phosphat (MEP) angewendet (TAKAHASHI et al., 1998; GROLLE,
2000). Bei diesem Verfahren wird zuerst das nicht kaufliche Substrat DOXP
enzymatisch hergestellt, welches dann von der DXR unter Verbrauch von NADPH
umgesetzt wird. Der Verbrauch von NADPH kann als Abnahme der Extinktion bei
340 nm im Photometer gemessen werden. Die dxs und die dxr aus S. leopoliensis
standen in E. coli im Vektor pQE 30 (MILLER, 2001) in Form einer 1:1
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Glycerinkultur zur VerfiUgung. Die Bakterien wurden kultiviert, die dxr und dxs
jeweils getrennt exprimiert und Uber die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie isoliert
(s. 2.4.2).

2.5.1 Herstellung des Substrates Desoxyxylulose-5-Phosphat (DOXP)

Die Herstellung des DOXP erfolgte enzymatisch durch die Reaktion der DXS, die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Pyruvat'* zu DOXP umsetzt. Da GAP bei
RT nicht stabil ist und zerfallt, musste wahrend der Reaktion das GAP
kontinuierlich durch die Reaktionen der Fructose-Aldolase und der

Triosephosphat-Isomerase!® aus Fructose-1,6-Bisphosphat!*

synthetisiert werden.
Zur Herstellung dieser reaktiven Lésung wurden 50 pl dxs (aus S. leopoliensis,
820 pug ml™?) in RB-Puffer (P28) mit 500 pl 660 mM Pyruvat!* in RB, 500 pl
330 mM Fructose-1,6-Bisphosphat in RB, 50 ul Fructose-Aldolase!* (0,09 U pl™?),
25 pl Triosephosphat-Isomerase!* (10 U pl!) und 3875 pl RB mit 50 mM B-ME®
gemischt und 20 h im Dunkeln bei RT inkubiert. Um das gebildete DOXP
aufzureinigen wurde eine BaCl,-Fallung (GROLLE, 2000) durchgefiihrt. Neun
Aliquots des oben genannten Ansatzes wurden mit 1 Aliquot einer 1 M BaCl,’-
Lésung vermischt. Es bildete sich ein weiBer Niederschlag der durch 5-min(tiges
Zentrifugieren (6000 g, 4°C, Rotor JA 20, Beckmann Zentrifuge) sedimentiert
wurde. Im Sediment waren wasserunldsliche Bariumsalze, die mit Fructose-1,6-
Bisphosphat, Dihydroxyacetonphosphat und Triosepyrophosphat gebildet wurden,
enthalten. Das Sediment wurde 3-mal mit H,O bidest gewaschen (resuspendiert
und erneut zentrifugiert) und die Uberstidnde wurden mit dem ersten Uberstand
vereinigt. Drei Volumen von eisgekiihitem, reinem Ethanol® wurden zum
Uberstand gemischt und 30 min bei -80°C inkubiert. Danach erfolgte eine
Zentrifugation fir 15 min bei 6000 g und 4°C.

Wasserldsliche, aber alkoholunldsliche Bariumverbindungen, wie zum Beispiel
DOXP, wurden bei diesem Vorgang geféllt. Pyruvat verblieb als wasser- und
alkohollésliches Salz im Uberstand. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment mit 70%igem Ethanol® gewaschen. Durch 4-faches Waschen des
Sediments mit H,O bidest konnte es fast vollstandig wieder in Lésung gebracht
werden. Die Lésung wurde in einer Glasschale Uber Nacht gefriergetrocknet
(Gefriertrocknung Alpha I-5, Christ, Osterode, D). Das weiBe Pulver wurde
gewogen und bei -20 °C gelagert. Um ungefédhr die Konzentration von DOXP
ermitteln zu kénnen, wurde angenommen, dass die weiBe Substanz zu gleichen
Teilen aus DOXP und GAP bestand. Das Molekulargewicht fiir das DOXP-Barium-
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Salz betrégt 573,3 g mol™. Fiir den Funktionstest wurde eine ca. 50 mM Lésung in
H,O bidest hergestellt. Die Lésung musste 5 min im Ultraschallbad (Sonorex RK
100, Bandelin, Berlin, D) inkubiert und unlésliche Reste 1 min bei 20000 g (Sigma

3K15, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode, D) abzentrifugiert werden.

2.5.2 Photometrische Bestimmung der NADPH-Umsetzung durch die
DXR

Die Durchfihrung des Funktionstests erfolgte in 0,5 ml Quarzkivetten mittels
Perkin-Elmer Lambda 2 UV/VIS Spectrometer (Beaconsfield, GBR) mit
beheizbarem Kulvettenschlitten bei 340 nm und 30°C uber 25 min. Im Ansatz
wurden 335 pl RB-Puffer (mit 5 mM B-ME!®) mit 5 pl 100 mM MnCl,Y’, 25 pl 3 mM
NADPH?® und 50 pl gereinigter PcDXR (53 pg ml?) in RB-Puffer vermischt. Durch
Zugabe von 30 pl 50 mM DOXP wurde die Reaktion gestartet und wahrend 25 min
in 1-min-Auflésung aufgezeichnet. Als Positivkontrolle wurde ein Ansatz mit
gereinigter dxr (6,3 ug ml?, urspriinglich aus S. leopoliensis) durchgefiihrt. Um zu
Uberpriifen, ob es sich tatsachlich um eine Reaktion der DXR handelte, wurde die
Reaktion spezifisch durch Zugabe von Fosmidomycin'® (Endkonzentration 1 mM)
gehemmt. Als weitere Kontrollen dienten Ansatze einerseits ohne bzw. mit sehr
geringer Enzymmenge (Probe 0) und andererseits ohne Substrat. Die Kontrolle
ohne Substrat wurde in 5-minttiger Aufldsung aufgezeichnet. Alle Experimente
wurden in 3 Wiederholungen durchgeflihrt und statistisch ausgewertet. Dazu
wurde mit Hilfe des Software Programms SPSS flir Windows 8.0.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) eine einfaktorielle ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-

Korrektur durchgefiihrt.

2.6 Bestimmung von DMADP-Gehalt und I1SPS- bzw.
Monoterpensynthase-(Mono-TPS-) Aktivitat in Blattern

2.6.1 Bestimmung des DMADP-Gehaltes in Blattern

2.6.1.1 Hydrolyse von DMADP

Die Bestimmung des DMADP-Gehaltes erfolgte nach BRUGGEMANN (2002). Durch
niedrige pH-Werte und hohe Temperaturen wird das Reaktionsgleichgewicht in der
Endreaktion der Isoprensynthese im DOXP-Stoffwechselweg verschoben. Unter
diesen Bedingungen wird bevorzugt die Phosphatgruppe abgespalten und die

Bildung von Isopren geférdert. Isopren geht wegen seines niedrigen Siedepunktes
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sofort in die Gasphase Uber und kann mittels Gaschromatograph gemessen
werden. Die bei -80°C gelagerten Proben wurden in flissigem Stickstoff
gemodrsert und gefriergetrocknet (Gefriertrocknung Alpha I-5, Christ, Osterode,
D). Etwa 10 mg des lyophilisierten Materials wurden in 2 ml ReaktionsgefaBe aus
Glas (Supelco, Bellefonte, PA, USA) eingewogen und nach Zugabe von 200 pl
8,5%iger ortho-Phosphorséure’ mit einem Teflon beschichteten Aluminiumdeckel
mit Gummiseptum (Supelco, Bellefonte, PA, USA) gasdicht verschlossen. Die
Glaschen wurden vorsichtig auf einem Reagenzglasschuttler (Reax 2000,
Heidolph) geschittelt und im Wasserbad (6A, U3, Julabo) 90 min bei 70°C
inkubiert und 3 min auf Eis abgekihlt. Zum Stoppen der Reaktion durch
Neutralisierung wurden 100 pl 9,2 N NaOH!’ zugefiigt. Das gebildete Isopren

wurde gaschromatographisch analysiert.
2.6.1.2 Gaschromatographische Analyse von Isopren

Die Quantifizierung des gebildeten Isoprens erfolgte mit dem
Gaschromatographen (GC) Varian Star 3400 (Varian, Darmstadt, D) Uber einen
Flammenionisationsdetektor (FID). Der GC war mit einem Multi-Purpose-Sampler
(MPS, Gerstel, Milheim/ Ruhr, D) und einem temperaturprogrammierten
Kaltaufgabesystem KAS 3 (Gerstel, Mlilheim/Ruhr, D) ausgestattet. Die Trennung
erfolgte in 2 aufeinander folgenden Sadulen. Jeweils 500 ul der Gasphase wurden
aus den Glaschen vom ,Multi-Purpose-Autosampler® (MPS) zur Analyse

aufgetragen. Das Gerat wurde mit folgenden Parametereinstellungen genutzt:

Saule 1: 25 m Al,O5/KCl Saule 2: 25 m CP-SIL 13 CB
Durchmesser 0,53 mm Durchmesser 0,53 mm
Filmdicke 10 pm Filmdicke 2 pm

(beide Chrompack, Frankfurt, D)

FID-Temperatur: 250°C

FID-Gase: Make-up Gas N, (5,0) und H, (5,0): Fliisse 30 ml min™
Synthetische Luft: Fluss 300 ml min™

Temperaturprogramm flr das KAS: Temperaturprogramm flr den GC:
Aufgabetemperatur: -100°C Starttemperatur: 140°C
Heizrate: 10°C min™ Haltezeit 1: 0,5 min
Endtemperatur: 240°C Heizrate: 6°C min!
Endtemperatur: 200°C
Haltezeit 2: 2 min
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Durch Co-Chromatographie mit einem Isopren Standard®! (10 ppm Isopren in N,
(5,0)) und Vergleich der Retentionszeiten, konnte das Isopren identifiziert
werden. Die injizierte Isoprenmenge wurde nach folgenden Gleichungen
quantifiziert:

Vinj Cstd * Vvial FEin;
Nstq = . (Gl. 2) und Ninj = Nstg = —— (Gl 3)
Vinj + Vvial Vmol FEStd

Nsyg  iNjizierte Isoprenmenge des Isoprenstandards [nmol]

Vinj  injizierte Probenvolumen [ml]

Viviar  Volumen eines GC ReaktionsgefaBes [ml]

Csta Konzentration des Isoprenstandards [ppmv]

Vmoi Molvolumen eines idealen Gases unter Standardbedingungen [I mol™]
Ninj injizierte Isoprenmenge der Probe [nmol]

FEin; Flacheneinheiten des Isoprenpeaks der analysierten Probe [pV:s]
FEsta Flacheneinheiten des Isoprenpeaks des analysierten Standards [HV-s]

Die Auswertung der Tagesgangproben erfolgte nach obenstehender Gleichung 3
unter Einbeziehung der Wiederfindungsraten (s. 2.6.1.3) flr die jeweilige

Baumart.
2.6.1.3 Berechnung der DMADP-Wiederfindungsrate

Um von der im Test gebildeten Isoprenmenge auf den urspringlichen DMADP-
Gehalt in den Blattern schlieBen zu koénnen und eine Unterschatzung der
Ergebnisse aufgrund unvollstindiger Hydrolyse sowie Uberschitzung durch eine
chemische Reaktion minimieren zu kdnnen, mussten die Daten mit Hilfe der
Wiederfindungsrate korrigiert werden. Um die Wiederfindungsrate zu ermitteln,
wurde eine Eichreihe bekannter DMADP-Konzentrationen (je 190 ul 8,95%ige o-
Phosphorsaure® wurden mit je 10 pl 0, 25, 50, 100, 250 und 500 yM DMADP-
Stammldésung versetzt) einmal mit ca. 10 mg lyophilisiertem Blattmaterial und
einmal ohne Blattmaterial im Test (s. 2.6.1) hydrolysiert. Um den DMADP-Gehalt
des Blattpulvers zu berlcksichtigen, erfolgte eine Normierung der Null-Proben
(Konzentration des eingesetzten DMADP ist null) auf 10 mg Blattmaterial (Gl. 4).
AnschlieBend wurden die Flachen der Proben mit Blattmaterial mit Hilfe der

Gleichung Gl. 5 korrigiert.
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FEO " 10 FEO, norm EW _
I:EO, norm — ———— (Gl 4) FEkorr= I:EProbe'— +FEO, norm (GI 5)
EWq 10

FEo norm  Flacheneinheit der Null-Probe, normiert auf 10 mg Blattpulver [pV - s]

FEo Flacheneinheit der Null-Probe [uV - s]

10 Normgewicht 10 [mg] des Blattpulvers

EW, Einwaage der Null-Probe [mg]

FEkorr Flacheneinheit der Probe, normiert auf 10 mg Blattpulver, korrigiert
durch Einbeziehung von FEg norm [MV * S]

FEprobe injizierte Isoprenmenge der Probe [nmol]

FEo, norm Mittelwert der Null-Proben Fléacheneinheiten (n = 6) [pV-s]

EW Einwaage der Probe [mg]

Die Berechnung der im Test gebildeten Isoprenmenge erfolgte durch die

Gleichung:

Cstd * Vvial * FEkorr
niso = (Gl. 6)

Vol * FEstd

Niso die gebildete Isoprenmenge [nmol]
Cstd Konzentration des Isoprenstandards [ppmv]
Vyial Volumen eines GC ReaktionsgefaBes [ml]
FEorr Flacheneinheit der Probe, normiert und korrigiert [PV - s]
Vol Molvolumen eines idealen Gases unter Standardbedingungen [| mol™]
FEstd Flacheneinheit des analysierten Isoprenstandards [uV - s]

Die Flacheneinheiten der Proben ohne Blattmaterial wurden unkorrigiert
eingesetzt. Die Beeintrachtigung der Hydrolyse durch das Blattpulver wurde aus
der Differenz der beiden Regressionsgeraden ermittelt (Abb. 2.8). Dabei ergab
sich fur die Hydrolyse mit Pappelblattpulver eine Rate von 75% im Vergleich zur
Reaktion ohne Blattpulver und flr die Hydrolyse mit Steineicheblattpulver eine
Rate von 67,4%. Die Steigung der linearen Regression aus der Hydrolyse mit
Blattpulver entspricht der gesamten Wiederfindungsrate. Bei der Graupappel
wurden im Test 8,3% des DMADPs zu Isopren umgesetzt, flir die
Wiederfindungsrate bei der Steineiche wurde ein Wert von 12,2% ermittelt. Die
Proben der Tagesgangexperimente wurden wie oben beschrieben ausgewertet und
anschlieBend mit Hilfe der Wiederfindungsrate auf 100% DMADP-Gehalt in den

Blattern hochgerechnet.
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Abb. 2.8 Eichkurven zur Ermittlung der Wiederfindungsrate des Isoprens aus dem im
Blatt enthaltenen DMADP. Eine Eichreihe bekannter DMADP-Konzentrationen (0, 0,25, 0,5,
1, 2,5 und 5 nmol) wurde, einmal mit lyophilisiertem Blattmaterial (®) und einmal ohne
Blattmaterial (O), im Test (s. 2.6.1) hydrolysiert. A zeigt die beiden Kalibriergeraden fir
Pappelblatter, in B sind die Kalibriergeraden fiir die Steineiche dargestellt. Die
Hydrolyseeffizienz wird durch die Anwesenheit von Blattpulver im Testansatz
beeintrachtigt. Bei der Graupappel lduft die Umsetzung des DMADPs zu Isopren bei den
Proben mit Blattpulver zu 75% ab, bei der Steineiche zu 67,4%. Die Steigung der linearen
Regression aus der Hydrolyse mit Blattpulver entspricht der gesamten Wiederfindung-
srate. Bei der Graupappel wurden im Test 8,3% (r* = 0,999, p <0,001, n = 6) des
DMADPs zu Isopren umgesetzt, flir die Wiederfindungsrate bei der Steineiche wurde ein
Wert von 12,2% (r’> = 0,996, p = 0,004, n = 6) ermittelt.

2.6.2 Bestimmung der ISPS-Aktivitat in Pappelblattern

2.6.2.1 Herstellung von Pappelblattextrakten

Die Herstellung der Blattextrakte bei der Graupappel erfolgte nach BRUGGEMANN
(2002). Um Enzyme im Blatt messen zu kdénnen, mussten die Zellen
aufgeschlossen und die Proteine von den Zellwanden und groben
Zellkompartimenten getrennt werden. Daflir wurde 250 mg Polyvenylpoly-
pyrrolidon?® (PVPP) in einem Zentrifugenréhrchen eingewogen und in 5 ml PEB fiir
Graupappel (P4) und 50 pl 2 M DTT® 30 min auf Eis zum Vorquellen inkubiert. Ein
frisches Pappelblatt wurde in flissigem N, schockgefroren und unter flissigem N,
gemorsert. 250 mg des Blattpulvers wurden zur obengenannten Lésung gegeben
und 15 min auf Eis gerthrt. Danach erfolgte eine Zentrifugation 20 min bei 20000
g und 4°C (Kuhlzentrifuge ]J2-21, Beckmann, Mlinchen, D). Um das im Enzymtest
storende Detergenz zu entfernen, musste der Extrakt in einen geeigneten
Reaktionspuffer umgepuffert werden. Dazu wurden PD-10 Gelfiltrationssdaulchen

(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D) mit je 25 ml ISB-
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(Isoprensynthasepuffer, P5) Puffer equilibriert. Je 2,5 ml des hellgriinen
Uberstandes wurden auf das PD-10 S&aulchen aufgetragen und mit 3,5 ml ISB-

Puffer eluiert.
2.6.2.2 Der Enzymtest und die Berechnung der ISPS-Aktivitat

Fir den Isoprensynthase-Test nach LEHNING et al. (1999) wurden 88 ul des
Enzymextraktes mit 2 pl MgCl,'” und 10 pyl 100 mM DMADP (im Labor des IFU
synthetisiert nach KELLER und THOMPSON, 1993) in ISB in gasdicht verschlossenen
2 ml GlasreaktionsgefaBen mit Gummisepten (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
mittels Reagenzglasschittler (Reax 2000, Heidolph) geschittelt und im
Wasserbad (6A, U3, Julabo) 60 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Abziehen der Losung und Spilen mit 100 pl H,O bidest mittels gasdichter Spritze
(Hamilton, Bonaduz, CH) gestoppt. Der Nachweis des gebildeten Isoprens erfolgte
im Gaschromatographen wie in 2.6.1.2 beschrieben. Die ISPS-Aktivitat wurde
nach folgender Formel, bezogen auf die Gesamtblattflache (Ober- und Unterseite
des Blattes), berechnet. Die Variable Gbf.s wurde aus den Tagesgangproben flr
die Blatter jeder Baumart aus dem Verhéltnis Frischgewicht [g] zu Blattfliche [m?]
ermittelt:

Niso * VEIu - VExtr
|SAbe = (G| 7)
Gbftest * ttest * Vrest * Vepio

1SAGot ISPS-Aktivitdt bezogen auf die Gesamtblattfliche [nmol m™ s7!]
Niso die gebildete Isoprenmenge [nmol]

Ve Volumen, mit dem die PD-10 Saule eluiert wurde [ml]

Vextr Volumen, in das das Blattpulver eingewogen wurde [ml]

Gbfiest der Einwaage entsprechende Gesamtblattflaiche [m?]

trest Dauer des Enzymtests [s]

Viest Volumen, das in den Enzymtest eingesetzt wurde [ml]

Vepio Volumen, das auf die PD-10 Sdule aufgetragen wurde [ml]

2.6.3 Bestimmung der Mono-TPS-Aktivitat in Q. ilex Blattern

2.6.3.1 Herstellung von Blattextrakten der Steineiche

Die Herstellung der Steineichenblattextrakte erfolgte nach FiscHBACH (2001). Die
in flissigem N, schockgefrorenen Steineichenblatter wurden in flissigem N, mit
Mérser und Pistil homogenisiert. 250 mg des Blattpulvers wurden in 6 ml
Extraktionspuffer (P6) 20 min auf Eis gerlthrt. Nach 20-minUtiger Zentrifugation
(10000 g, 4°C) wurden 2,5 ml des klaren Uberstandes tber ein PD-10 S&ulchen in
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3 ml KP;-Puffer (P7) umgepuffert (s. 2.6.2.1).
2.6.3.2 Der Enzymtest

Der Enzymtest wurde in braunen 2 ml ReaktionsgefaBen (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) nach den Angaben in FISCHBACH (2001) durchgefliihrt. Pro Ansatz wurden je
50 ul Proteinextrakt, 43 pl KP;-Puffer (P7), 2 pl MgCl,'” und 5 pyl 5mM GDP? in
KP;-Puffer in den gasdicht verschlossenen GefaBen kraftig mit Hilfe des
Reagenzglasschittlers (Reax 2000, Heidolph) geschuttelt und 1 h bei 40°C im
Wasserbad (6A, U3, Julabo) inkubiert. Durch Abziehen der Flissigphase mit einer
gasdichten Spritze (Hamilton, Bonaduz, CH) und Splilen des Glaschens mit 150 pl
KP;-Puffer wurde die Reaktion gestoppt. Die wahrend der Reaktion gebildeten
Monoterpene wurden gaschromatographisch analysiert.

2.6.3.3 Gaschromatographische Analyse

Fir die gaschromatographische Bestimmung der Monoterpene wurde ein
Gaschromatograph CP-9000 (Chrompack, Frankfurt, D) verwendet, der mit einem
Multi-Purpose-Sampler (Gerstel, Milheim/ Ruhr, D) und einem
temperaturprogrammierten Kaltaufgabesystem KAS 3 (Gerstel) ausgestattet war.
Jeweils 1 ml der Gasphase wurde aus den Glaschen zur Analyse aufgetragen. Das

Gerat wurde mit folgenden Parametereinstellungen betrieben:

FID-Temperatur: 275°C
Tréagergas: Helium (5,0): Fluss 1,5 ml min™!

FID-Gase: Make-up Gas Helium (5,0) und Wasserstoff (5,0): Flisse 30 ml min™
Synthetische Luft: Fluss 250 ml min™*
Split: 30 ml min™
Splitloszeit 1,0 min

Temperaturprogramm fir das KAS: Temperaturprogramm flir den GC:
Starttemperatur: 27°C Starttemperatur: 35°C
Heizrate 1 und 2: 12°C st Haltezeit: 0,5 min
Plateautemperatur 1 und 2: 240°C Heizrate 1: 30°C min™
Haltezeit 1: 10 min Plateautemperatur 1: 78°C
Haltezeit 2: 5 min Haltezeit 1: 4 min
Heizrate 2: 9°C min™t
Plateautemperatur 2: 160°C
Heizrate 3: 35°C min™
Plateautemperatur 3: 250°C
Haltezeit 3: 3,4 min
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2.6.3.4 Quantifizierung der Monoterpene und Berechnung der Enzymaktivitat

Uber Cochromatographie mit Standardsubstanzen® und Vergleich der jeweiligen
Retentionszeiten erfolgte die Identifizierung der gebildeten Monoterpene. Zur
Quantifizierung von a-Pinen, Camphen, Sabinen, B-Pinen, Myrcen und Limonen
wurden 10* M Monoterpen Stammldsungen in Pentan® hergestellt und davon
jeweils 1 (n = 10) und 2 ul (n = 5) in ein ReaktionsgefaB pipettiert und gasdicht
verschlossen. Eine ausfihrliche 5-Punkt-Eichung der Substanzen erfolgt in der
Arbeit von FISCHBACH (2001). Zur Kontrolle wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit eine 2-Punkt-Eichung durchgefihrt. AnschlieBend erfolgte eine
gaschromatographische Analyse der Proben (s. 2.6.3.3).

@® o-Pinen
3,5e+5 7 camphen
B p-Pinen
> sabinen
— 2,8e+5 A Myrcen
'7;,, QO Limonen
>
=
— 2,1e+5
Q
<
]
E
L 1,4e+5
7,0e+4
I I I I
8,0e-5 1,2e-4 1,6e-4 2,0e-4

Monoterpene [UM ReaktionsgefaB™]

Abb. 2.9 Zwei-Punkt-Eichung zur Quantifizierung der Monoterpene (a-Pinen, Camphen,
Sabinen, pB-Pinen, Myrcen und Limonen; 10 M) mittels GC. Die Gasphase von jeweils 1 (n
= 10) und 2 pl (n = 5) wurden gaschromatographisch analysiert. Die Flacheneinheiten
wurden gemittelt (+ SD) und gegen die 1:10% und die 2:10* M Monoterpen-
konzentrationen aufgetragen. Die Geraden verlaufen durch den 0-Punkt.

Die Berechnung der spezifischen Enzymaktivitaten bezogen auf die Proteinmenge

bzw. die Enzymaktivitaten pro Blattflache erfolgte nach den folgenden Formeln:

FEwr
MONOAgpe, = (Gl. 8)
KFstq = IZ - PV - PC

MonoAspe, Spezifische Mono-TPS-Aktivitat [pkat] auf die Proteinmenge bezogen

FEwr Flacheneinheit aus der Gaschromatographie [uV s™]

KFstq Steigung der Eichgeraden bezogen auf die Monoterpenmenge [pmol]
pro Probengefal

| V4 Inkubationszeit [s]

PV Volumen des eingesetzten Proteinextraktes [ml]

PC Proteinkonzentration im Extrakt [mg ml™]
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FEmT - Vol - 3,5
MonoAgpr = (Gl. 9)
KFstq - IZ - Gbf - PV - E - 2,5

MonoAg,: Mono-TPS-Aktivitdt bezogen auf die Gesamtblattflache [pmol m™? s™]

Vol Volumen des Enzymextraktes nach Zentrifugation [ml]

3,5 Endvolumen des Enzymextraktes nach dem Umpuffern [ml]

Gbf Gesamtblattfliche der eingesetzten Blattmischprobe [m™? g FG™]
E Gewicht der homogenisierten Blattmischprobe [g]

2,5 Volumsanteil des Enzymextraktes, das zum Umpuffern

eingesetzt wurde [ml]

2.7 Messung des photosynthetischen Gaswechsels und der

Isoprenoidemission

Aufbau der Gaswechselanlage, Kilvettenmessung und Messtechnik sind in
BRUGGEMANN (2002) ausfuhrlich beschrieben. Wenn nicht anders angefthrt, wurde
die Anlage unter gleichen Bedingungen betrieben. Bei Anpassungen an
Graupappel bzw. Steineiche und in Fallen anderweitiger Nutzung, wie im Falle der
externen Isoprenbegasung oder Messung von Monoterpenemissionen, folgt eine
genaue Beschreibung des Versuchaufbaus. Als wichtigste KenngréBen des
photosynthetischen Gaswechsels wurden die CO,-Aufnahme (Assimilation) und die
CO,-Abgabe (Respiration) sowie die H,O-Abgabe (Transpiration) des Blattes
gemessen. Mit Hilfe dieser Daten konnten der Wasserdampfleitwert der
Spaltéffnungen im Blatt (Stomatdre Leitfahigkeit, gH,O) und die CO,-
Konzentration im Blattinneren (C;) berechnet werden. Bei der Graupappel wurde
die Isoprenemission gemessen wahrend bei der Steineiche neben den geringen

Isoprenemissionen vor allem die Emission der Monoterpene aufgezeichnet wurde.
2.7.1 Die Messanlage

Die Messungen des photosynthetischen Gaswechsels sowie der Isoprenoid-
emissionsraten wurden in Pflanzenanzuchtkammern, im Folgenden Solardome
(Abb. 2.10) genannt, auf dem Berg Wank (1780 m U.N.N.) durchgefihrt. Die
Versuchspflanzen wurden im Solardom 2 gehalten, wahrend die Kivetten-
messungen im Solardom 1 durchgefiihrt wurden. Die Heizung in den Kammern
verhinderte ein Abfallen der nachtlichen Temperaturen unter 5°C, wahrend die
standige Beliiftung der Solardome untertags vor Uberhitzung durch starke
Sonneneinstrahlung schitzte. Fur die Gaswechsel- und Isoprenoidmessungen

wurde Reinluft definierter Feuchte bendtigt. Dazu wurde AuBenluft von einem
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Kompressor (SF-1, Atlas Copco, Wilrijk, B, 2001 und 2002; 2003: KCTM 401-100,
mit integriertem Kaltetrockner und Aktivkohlefilter, Kaeser Kompressore