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EINLEITUNG 1

1. Einleitung
Die Erhaltung der eigenen Art ist das zentrale Ziel aller Organismen. Eine wichtige, wenn

nicht entscheidende Rolle in diesem Zusammenhang spielt die Vermehrung und Ausbreitung

von Organismen und deren Reproduktion. Bei Pflanzen haben sich im Laufe der Evolution

zwei Fortpflanzungsweisen entwickelt. Die asexuelle vegetative Fortpflanzung, die allein auf

mitotischer Zellteilung beruht und in der Regel zu erbgleichen Nachkommen führt und die

sexuelle Fortpflanzung, bei der eine Rekombination des elterlichen Erbguts stattfindet. Die

Bedeutung der geschlechtlichen oder generativen Fortpflanzung ist weniger in der Vermeh-

rung, als vielmehr in der Rekombination der Erbanlagen zu sehen. Diese, sich stetig wieder-

holende Vermischung der Erbanlagen verschiedener Individuen schafft die Voraussetzung

für eine Evolution und Anpassung an sich ändernde Umweltbedingungen (STRASBURGER,

1991).

Grundlage der sexuellen Fortpflanzung ist die Entwicklung geschlechtlich differenzierter,

haploider Keimzellen (Gameten), die zur Zygote verschmelzen. Aus der diploiden Zygote

entwickelt sich der Sporophyt, der nach einer mehr oder weniger langen, somatischen Ent-

wicklungsphase die gametenbildende Generation, den Gametophyten, hervorbringt. Dieser

ist bei Samenpflanzen (Spermatophyta) heteromorph, da die getrennt geschlechtlichen Ga-

metophyten im Vergleich zum Sporophyten stark reduziert sind. Dies ermöglicht eine be-

schleunigte geschlechtliche Fortpflanzung (STRASBURGER, 1991).

Der Pollen, der männliche Gametophyt der Samenpflanzen, entwickelt sich in den Antheren.

Im reifen Zustand enthält er neben Genprodukten seines vegetativen und generativen Kerns

auch Produkte aus der sporophytischen Genexpression des Tapetums. Aufgrund des dehy-

drierten Zustands des Pollens zum Zeitpunkt der Anthesis liegen die RNAs, Proteine und

bioaktiven Moleküle zunächst in einer inaktiven Form vor (TAYLOR und HEPLER, 1997). Bei

der Rehydrierung des Pollens auf einem kompatiblen Stigma der weiblichen Blüte werden

die eingelagerten Genprodukte aktiviert und erlauben das zügige Auswachsen des Pollen-

schlauchs. Im Anschluss an die Penetration des Stigmas durchwächst der Pollenschlauch

auch den Stylus (Narbenfaden) und entläßt zur Befruchtung der weiblichen Samenanlage die

beiden Spermazellen in den Embryosack, wo die doppelte Befruchtung stattfindet. Aus der

Befruchtung der Eizelle geht die Zygote hervor, aus der Befruchtung der diploiden Zentral-

zelle das triploide Endosperm.

Die Untersuchung der molekularen Vorgänge und ihrer Regulation während der Pollenkei-

mung, des Pollenschlauchwachstums und der Befruchtung ist im Hinblick auf das Verständ-

nis dieser grundlegenden biologischen Prozesse von besonderer Relevanz. Darüber hinaus

stellt Pollen mit dem Prozess der Pollinierung ein attraktives Modellsystem zur Untersuchung

von Zell-Zell-Interaktionen, Signaltransduktionswegen sowie des polaren Spitzenwachstums
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dar (FRANKLIN-TONG, 1999). Um diese Prozesse zu verstehen, hat die Erforschung der zu-

grunde liegenden Genexpression eine zentrale Bedeutung. Zudem sind bisher nur wenige

Gene beschrieben worden, deren Expression direkt durch die Pollenkeimung induziert wird

oder mit dem Pollenschlauchwachstum in Verbindung steht.

Mais besitzt neben Petunie, Lilie, Tabak, Tomate und einigen Brassica-Arten aufgrund seiner

getrenntgeschlechtlichen Blüten, seiner relativ großen Pollen und gut etablierter Methoden

zur in vitro Kultur und Fertilisation (u.a. KRANZ und LÖRZ, 1993; KRANZ et al., 1998;

SCHREIBER und DRESSELHAUS, 2003) hervorragende Eigenschaften, um molekulare Frage-

stellungen der Pollenkeimung zu bearbeiten.

Vergleichende Genexpressionsanalysen bieten die Möglichkeit Einsicht in die molekularen

Abläufe während der Pollenkeimung und des Pollenschlauchwachstums in Angiospermen zu

erlangen. Zur Identifizierung von Genen, die an der Pollenentwicklung und -keimung beteiligt

sind, steht beim Mais u.a. die molekularbiologisch und biochemisch gut charakterisierte

Mutante white pollen (whp, COE et al., 1981) zur Verfügung. Diese enthält aufgrund des

Ausfalls der Chalconsynthase, dem Schlüsselenzym der Anthocyanbiosynthese, keine Fla-

vonole im Pollen. Der Pollen ist daher farblos und aufgrund der Flavonoldefizienz männlich

steril. Die Sterilität der whp-Mutante ist auf ein eingeschränktes, vorzeitig arretiertes Pollen-

schlauchwachstum zurückzuführen, dass durch künstliche Zufuhr von Flavonolen kompen-

siert werden kann (MO et al., 1992; POLLAK et al., 1995).

1.1. Pollenentwicklung

Die Entwicklung des Pollens erfolgt in den Antheren des Sporophyten. Aus dem zentralen

Archespor der Antheren entstehen die Pollenmutterzellen. Diese sind in dem einschichtigen

Tapetum eingebettet, das für die Ernährung und Wandbildung der sich entwickelnden Pol-

lenkörner verantwortlich ist. Aus je einer Pollenmutterzelle entstehen durch meiotische Tei-

lung vier haploide, einkernige Mikrosporen. Diese sind von einer Callosewand umgeben und

zu einer Tetrade zusammengefaßt. Nach Auflösung der Tetrade und einer ausgeprägten

Interphase durchläuft die Mikrospore die Pollen-Mitose I, die eine große, das Pollenkorn fast

vollständig ausfüllende vegetative Zelle, die Pollenschlauchzelle, und eine kleine generative

Zelle, die Antheridiumzelle, hervorbringt. In der entstandenen Struktur, dem Pollenkorn, liegt

die generative Zelle 'endocytiert' im Cytoplasma der vegetativen Zelle. In einigen Pflanzen

z.B. in Mais und Brassica erfolgt vor der Anthesis eine zweite mitotische Teilung, bei der die

generative Zelle in zwei Spermazellen geteilt wird und trizellulärer Pollen entsteht. In den

meisten Pflanzen mit bizellulärem Pollen findet diese Mitose erst während des Pollen-

schlauchwachstums im Stylus statt (MASCARENHAS, 1990; STRASSBURGER 1991).

Die Überführung des Pollens in einen metabolisch inaktiven Zustand erfolgt durch die Dehy-

drierung des Pollenkorns. Bei dem Verlassen der Anthere liegt der Wassergehalt von Pollen
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zwischen 6 und 60% (KNÖFEL und SEMBDNER, 1995), bei Maispollen bei 57% (KERHOAS et

al., 1987). In dieser Form ist der Pollen relativ tolerant gegenüber Umwelteinflüssen während

seiner Übertragung auf ein geeignetes Stigma (LIN und DICKINSON, 1984). Moleküle, die zum

Schutz der Zellintegrität anstelle des Wassers im Pollen eingelagert werden, sind bisher

nicht identifiziert worden. Sucroseeinlagerungen dienen scheinbar als Schutz vor übermäßi-

ger Austrocknung des Pollens, die zum Verlust der Vitalität führen würde (HOEKSTRA et al.,

1989).

1.2. Pollinierung

Die Pollinierung beginnt bei Angiospermen mit dem Auftreffen des Pollens auf der Narbe

einer weiblichen Blüte und endet mit der Entlassung der Spermazellen aus der Pollen-

schlauchzelle in den Embryosack. Grundlegende Voraussetzungen für diese Prozesse, die

letztlich eine erfolgreiche Befruchtung und Zygotenbildung gewährleisten, sind Erkennung

und Signalübertragung zwischen dem männlichen Gametophyten (Pollenkorn, später Pollen-

schlauchzelle) und dem weiblichen Sporophyten (Stigma, Stylus und Fruchtknoten). In die-

sem Zusammenhang sind die Prozesse beim in vitro und in vivo Pollenschlauchwachstum

sowie die in vivo Abläufe bei der Zell-Zell-Erkennung von großem Interesse. Sie erinnern an

die Wechselwirkungen zwischen Pflanzen und Pathogenen (LORD, 2000, siehe 1.4) und an

Vorgänge des Nervenzellwachstums im tierischen System (SANDERS und LORD, 1989). Das

auf die Spitzenregion beschränkte, polare Wachstum des Pollenschlauchs gilt als schnellstes

Wachstum im gesamten Pflanzenreich. Beim Mais erreicht der Pollenschlauch Wachstums-

geschwindigkeiten von 1 cm pro Stunde (MASCARENHAS, 1993).

Adhäsion des Pollenkorns und Rehydrierung

Der erste Schritt der Pollinierung ist die Adhäsion des dehydrierten und metabolisch ruhen-

den Pollenkorns an ein kompatibles Stigma und seine Rehydrierung. In Arabidopsis thaliana

sind an der Adhäsion lipophile Moleküle in der Exine beteiligt, deren Verlust das Ausbleiben

der Rehydrierung zur Folge hat (ZINKL et al., 1999). Im unmittelbaren Zusammenhang mit

der Rehydrierung stehen bei dieser Pflanze die im Pollenkitt vorkommenden Wachse, Lipide

und Oleosine (MAYFIELD et al., 2001).

Bei Brassica erfolgt die Rehydrierung des Pollens auf dem trockenen Akzeptorstigma zwei-

phasig über Mikrokanäle zwischen Stigma und Pollen (SARKER et al., 1988). Nach einer Ini-

tiationsphase folgt die zweite Rehydrierungsphase, bei der die Intine in die spätere Keimpore

gezogen wird und sich als Fuß nach außen stülpt. Durch diese Fußstruktur, die im engen

Kontakt mit dem Stigma steht, erfolgt die Auskeimung des Pollenschlauchs (ELLEMAN et al.,

1992).
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Keimung und Pollenschlauchwachstum

Im Anschluss an die erfolgreiche Rehydrierung des Pollens durch kontrollierte Wasserauf-

nahme über distinkte Wasserniveaus (BUITINK et al., 1996; GILISSEN, 1977; ZUBERI und

DICKINSON, 1985) erfolgt die Aktivierung von eingelagerten RNAs, Proteinen und anderen

bioaktiven Molekülen, die zur Keimung und zum Auswachsen des Pollenschlauchs führt. Bei

trockenen Stigmata penetriert der Pollenschlauch direkt und wächst durch die extrazelluläre

Matrix (ECM) des Stigmas in den Transmissionsweg (transmission tract) des Stylus. Bei

feuchten Stigmata wird er, vor der Penetration durch chemotropische Signale, zum zentralen

Bereich des Pistills geleitet und wächst erst hier in die ECM ein (LORD, 2003). Das Eindrin-

gen in den Transmissionsweg scheint durch eine Vielzahl von im Pollenschlauch -

exprimierten Proteinen erleichtert zu werden. Hierzu zählen u.a. Cutinasen (HISCOCK et

al.,1994), Polygalacturonasen (DEARNAKEY und DAGGARD, 2001), Pectinesterasen (MU et al.,

1994), Glucanasen (KOTAKE et al., 2000; DOBLIN et al., 2001) und Endoxylanasen (BIH et al.,

1999). Diese Enzyme modifizieren die in die ECM von Stigma und Stylus sekretierten bioak-

tiven Moleküle wie Zucker, Polysaccharide, glycosylierte Proteine und Lipide (KNOX, 1984).

Strukturanalysen von LENNON und LORD (2000) zeigten, dass die extrazellulären Matrizen

des Pollenschlauchs und des Pistills bei ihrem Zusammentreffen zu einer Einheit verschmel-

zen. In Lilien konnte in diesem Kontext das 9 kD-große stigma/stylar cystein-rich adhesin

(SCA) identifiziert werden (PARK et al., 2000; MOLLET et al., 2000). Zusätzliche chemotropi-

sche Funktionen des SCA zeigen Parallelen zur Leitung von wachsenden Neuronen im tieri-

schen System. Hier erfolgt das Wachstum über einen chemotaktischen Leitweg aus Matrix-

molekülen (Laminin) und kleinen Peptiden (Netrin, HEDGECOCK und NORRIS, 1997; SONG und

POO, 2001).

Mit dem Eintritt des Pollenschlauchs in den Stylus wird das Cytoplasma vollständig aus dem

Pollenkorn in den Pollenschlauch überführt und sukzessive mit der wachsenden Pollen-

schlauchzelle nachgezogen. Durch die regelmäßige Bildung von Zwischenwänden aus Cal-

lose, sogenannten callose-plugs, werden ältere, cytoplasma-entleerte Zellbereiche von der

Spitzenregion des Pollenschlauchs abgetrennt (LORD et al., 1996; LORD, 2000).

Aufgrund des polaren Charakters der Pollenschlauchzelle mit ausgeprägtem Spitzenwachs-

tum (TAYLOR und HEPLER, 1997) und der regelmäßigen Einlagerung von callose-plugs ist

das Mitführen der male germ unit (MGU), bestehend aus dem vegetativen Nucleus und der

endocytierten generativen Zelle1 bzw. den beiden aus ihr hervorgegangenen Spermazellen2,

                                                
1 bei bizellulärem Pollen
2 bei trizellulärem Pollen
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elementar. Der Transport der MGU wird durch Myosine in Verbindung mit F-Actin (LORD et

al., 1996), möglicherweise auch durch Mikrotubuli und den Motorproteinen Kinesin und Dy-

nein, gewährleistet (ASTROM et al., 1995; CAI et al., 1996; JOOS et al., 1994).

Cytoplasmaströmung und Cytoskelett

Innerhalb des Cytoplasmas fällt während des Pollenschlauchwachstums eine charakteristi-

sche, an eine umgekehrte Fontäne erinnernde Strömung auf, die sich bis kurz vor die Pol-

lenschlauchspitze erstreckt. In der unmittelbaren Spitzenregion läßt sich lichtmikroskopisch

kein Cytoplasma identifizieren. In diesem Bereich, der sogenannten klaren Zone (clear zo-

ne), erfolgt das Spitzenwachstum durch Verschmelzen von Golgi-Vesikeln mit dem Pollen-

schlauchapex und Exocytose von Strukturmolekülen. Die Vesikelfusionsraten sind für die

Geschwindigkeit des Pollenschlauchwachstums verantwortlich, während der Turgor des

Pollenschlauchs nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint (BENKERT et al., 1997).

Eine hohe Calciumkonzentration am Apex der Spitzenregion ist desweiteren für die Exocyto-

seaktivität und/oder die Anheftung der Golgi-Vesikel an die Plasmamembran unentbehrlich

(ROY et al., 1999; LANCELLE et al., 1997). Möglicherweise wird die Verschmelzung von Vesi-

keln mit der Membran auch durch eine calciumabhängige Kinase unterstützt (YANG, 1998).

In Tieren werden das Actincytoskelett, die Axonleitung, Prozesse des Zellzyklus, die Interak-

tion zwischen Zellen und die Zellpolarität u.a. durch Rop GTPasen reguliert. In Pflanzenpol-

len sind Rop GTPasen für die Akkumulation des Calciums am Schlauchapex mitverantwort-

lich (GU et al., 2003). Das Genprodukt eines der elf in Arabidopsis identifizierten Rop-Gene,

ROP1, ist streng auf den Apexbereich beschränkt und an der Regulation des Pollen-

schlauchwachstums beteiligt. ROP1 reguliert über die Calciumkonzentration indirekt das os-

zillierende Auftreten von Actin-Filamenten (FU et al., 2001; LI et al., 1999). In der Elongati-

onsphase ist die Calciumkonzentration hoch und die Actinstrukturen sind reduziert. In der

Phase langsamen Wachstums sind die Verhältnisse umgekehrt (GU et al., 2003).

Adhäsion und Fortleitung des wachsenden Pollenschlauchs

Der Aufbau der Pollenschlauchwand und der Pollenschlauchspitze hat wesentlichen Einfluss

auf die Leitung und Adhäsion des Pollenschlauchs in der ECM des Stylus. Die Pollen-

schlauchwand ist zweilagig, selten dreilagig. Einer inneren, festen Callosescheide (1,3-β-

Glucan) ist eine fibrilläre Schicht aus Pectin, Hemicellulose und Cellulose aufgelagert. Die

fibrilläre Schicht scheint eine Ausstülpung des pectinreichen Teils der Intine zu sein, die im

Bereich der Pollenschlauchspitze callosefrei ist (HESLOP-HARRSION, 1987).
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Pectinester beschränken sich auf die wachsende Spitzenregion und sind in weiter distal lie-

genden Bereichen des Pollenschlauchs nicht zu finden, wohingegen sie in unveresterter

Form die älteren festen Schlauchzellbereiche bedecken (LENNON und LORD, 2000; LI et al.,

1997). Nach FRANKLIN-TONG (1999) werden Pectine im Golgi-Apparat polymerisiert, verestert

und durch die Vesikel am Apex des wachsenden Pollenschlauchs als Baumaterial sekretiert.

Nach ihrer Entesterung werden sie calciumabhängig zu Pectinpolymeren verknüpft. Mögli-

cherweise erfolgt die Adhäsion des Pollenschlauchs im Transmissionsweg durch eine Quer-

vernetzung von Pectinpolymeren der Pollenschlauchwand und der Stylus-ECM durch SCA-

Proteine (MOLLET et al., 2000).

Die Stylusmatrix hat neben leitenden Aufgaben auch Aufgaben als Nährstofflieferant für den

schnell wachsenden Pollenschlauch (BOSCH et al., 2000). So wird das chemotropisch auf

den Tabak-Pollenschlauch wirkende Protein TTS (transmitting tract specific glycoprotein)

auch als Quelle für Strukturmoleküle verwendet. Die aus den TTS-Proteinen durch Deglyco-

sylierung freiwerdenden Zucker werden in die Pollenschlauchwand integriert (CHEUNG et al.,

1995; WU et al., 2001; CLARKE et al., 2000).

Calcium wurde lange Zeit für den chemotropischen Faktor der Pollinierung und der Pollen-

schlauchleitung gehalten. Außer in Antirrhinum sind bisher jedoch keine Calciumgradienten

in Stylen nachgewiesen worden. Hinweise auf eine durch Pollinierung induzierte Calciumse-

kretion in der gesamten ECM des Stylus gibt es nicht. In der Stylus-ECM von Petunie wird an

Pectinester gebundenes Calcium durch die pollenschlauchvermittelte Degradation der Ester

freigesetzt und wird vom Pollenschlauch durch Kanäle am Apex aufgenommen (LENARTOW-

SKA et al., 2001). Auch wenn Calcium nicht grundsätzlich auf die Pollenschlauchleitung wirkt,

so hat es doch Einfluss auf dessen Wachstumsgeschwindigkeit und über calciumabhängige

Rezeptorkinasen auf die Reorientierung der wachsenden Schlauchspitze (PIERSON et

al.,1996; MALHÓ und TREWAVAS, 1996; FRANKLIN-TONG, 1999). Funktionen als second mes-

senger hat Calcium auch in Brassica oleracea und zwar während des Auskeimens des Pol-

lenschlauchs (ELLEMANN und DICKINSON, 1999).

Derzeit wird angenommen, dass die Fortleitung des wachsenden Pollenschlauchs im Pistill

bis hin zum Ovar verschiedenen Wegweisern folgt. Hier übernehmen chemotropische Sub-

stanzen der Synergiden, möglicherweise Calcium (CHAUBAL und REGER, 1992), die Leitung

des Pollenschlauchs bis hin zur Entlassung der beiden Spermazellen in den Embryosack

(HIGASHIYAMA et al., 2001, 1998). Die Erkennung der chemotropischen Wegweiser, z.B. Li-

ganden in der Stylusmatrix durch Rezeptorkinasen in der Pollenschlauchwand, wird derzeit

intensiv untersucht.
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Neben Proteinkinasen des LRR-Typs3, wie z.B. die PEX-Glycoproteine in den Pollen-

schlauchwänden in Mais und Tomate (STRATFORD et al., 2001), sind Kinasen des S-Domain-

Typs identifiziert worden, die bei der Selbstinkompatibilität (SI) in Brassica eine zentrale

Rolle spielen (vgl. 1.4). In diesem Zusammenhang ist der SI-Faktors SCR4 aus der Pollen-

ECM isoliert worden. Hierbei handelt es sich, wie auch beim Stylus-ECM-Protein SCA, um

ein cysteinreiches Protein mit Homologien zu Proteinen der Pathogenabwehr (LORD, 2003).

Cysteinreiche Sekretionsproteine sind mehrfach als Liganden für Rezeptorkinasen ins Ge-

präch gebracht worden. Im tierischen System konnte gezeigt werden, dass cysteinreiche

Proteine neben Chemotaxis auch Adhäsion vermitteln und antimikrobiell wirken. So ist z.B.

Allurin ein spermiumchemotaktisches Peptid in Xenopus, das ebenfalls Einfluss auf die Ad-

häsion des Spermiums an das Ei hat (LI et al. 2001; OLSON et al., 2001).

1.3. Flavonole und die Fertilität von Pollen

Bei der Pollenkeimung in Angiospermen haben Flavonole, eine Klasse der Flavonoide, eine

wesentliche Bedeutung (MO et al., 1992; YLSTRA et al., 1994). Flavonole sind sporophyti-

schen Ursprungs und werden nach ihrer Synthese im Tapetum, z.T. in sehr großen Mengen,

ins Cytoplasma des sich entwickelnden Gametophyten aufgenommen (WIERMANN und

GUBATZ, 1992; VOGT und TAYLOR, 1995). Die Identifizierung von flavonoldefizienten selbst-

sterilen Mutanten in Mais und Petunie lieferte Erkenntnisse hinsichtlich der Notwendigkeit

der Flavonole für die männliche Fertilität bei Pflanzen. In der white pollen-Mutante aus Mais

(whp, COE et al., 1981) führt der Flavonolmangel durch den Ausfall beider Chalconsynthase-

Gene des Anthocyanbiosynthesewegs, C2 und Whp (WIENAND et al., 1986; FRANKEN et al.,

1991), zur männlichen Sterilität. Diese Sterilität äußert sich in einem eingeschränkten Pol-

lenschlauchwachstum (MODENA, 1982; POLLAK et al., 1995), bei dem die Pollenschläuche im

Narbenfaden vor dem Erreichen der weiblichen Samenanlage platzen (HANSEN und TAYLOR,

1982). Der auftretende Defekt ist biochemisch durch Flavonolzugabe kompensierbar, so

dass ein funktionsfähiger Pollenschlauch ausgebildet wird, der zur Befruchtung in der Lage

ist. Eine Befruchtung kann ebenfalls durch Verkürzung der Narbenfäden vor der Pollinierung

herbeigeführt werden (MO et al., 1992; VOGT et al., 1994). Transgene Petunien mit suppres-

siertem Chalconsynthase-Gen synthetisieren ebenfalls keine Flavonole und sind männlich

steril. Die Fertilität ihres Pollens ist jedoch, anders als bei der whp-Mutante, durch das Aus-

keimen des flavonoldefizienten Pollens auf einem flavonolhaltigen Wildtyp-Stigma rekonsti-

tuierbar (TAYLOR und JORGENSEN, 1992; VOGT et al., 1994). Aufgrund der Wiederherstellbar-

keit der Fertilität durch Zuführung von Flavonolen spricht man von konditioneller männlicher

                                                
3 Leucin-Rich-Repeat
4 S-Locus cystein-rich protein
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Fertilität5 (CMF, TAYLOR und JORGENSEN, 1992; POLLAK et al., 1995). Sehr wahrscheinlich

handelt es sich bei Flavonolen um Liganden eines rezeptorvermittelten Signalübertragungs-

wegs (TAYLOR und HEPLER, 1997)

1.4. Analogien zwischen Prozessen der Pollinierung und
der Interaktion von Pathogen und Wirt

Obwohl es sich bei der Pollinierung und der Pathogenabwehr um Prozesse mit unterschied-

lichen Zielen handelt, gibt es eine Reihe von Paralellen zwischen beiden Mechanismen. Die

auf den ersten Blick auffälligsten Parallelen zwischen der Interaktion von Pollen und Stigma

auf der einen und Pathogen und Wirtszelle auf der anderen Seite sind morphologischer Na-

tur. Hier die Penetration der Papillarzelle des Akzeptorstigmas durch den auskeimenden

Pollenschlauch und Wachstum im weiblichen Stylusgewebe, dort die Infektion epidermaler

Zellen (DICKINSON, 1995) z.B. durch den Typ-III-Sekretionsapparat (GALAN und COLLMER,

1999) oder durch eindringende Pilzhyphen mit anschließendem intrazellulären Wachstum.

Auch auf molekularer Ebene gibt es beträchtliche Ähnlichkeiten. Mechanismen der Signal-

weiterleitung gewährleisten in beiden Systemen die Erkennung des jeweiligen Eindringlings

und leiten entsprechende Reaktionen ein.

Bei der Pollinierung (1.2) dient die Signalübertragung der Kommunikation zwischen männ-

lichem Gametophyten und weiblichem Sporophyten und führt u.a. zur Erkennung von Eigen-

und Fremdpollen oder kompatiblem und inkompatiblem Pollen, ermöglicht die Zell-Zell-

Erkennung oder reguliert das Pollenschlauchwachstum im weiblichen Stylus.

In der Pathogenabwehr werden durch die spezifische Erkennung eines Pathogens verschie-

dene Signaltrandsuktionswege aktiviert, um eine effektive Abwehr des Krankheitserregers

einzuleiten und eventuell die Resistenz gegenüber dem Pathogen zu vermitteln.

Überaus deutlich werden diese Analogien bei einer Gegenüberstellung des Liganden-

Rezeptor-Modells der pflanzlichen Pathogenabwehr und der sporophytischen Selbstinkom-

patibilität in Brassica.

Die Pathogenabwehr in Pflanzen

Pflanzen haben in Ermangelung eines zirkulierenden Immunsystems, dass in der Lage ist,

schnell und effizient eindringende Erreger zu erkennen und unschädlich zu machen, indivi-

duelle Mechanismen zur Erkennung und Abwehr von Pathogenen entwickelt. Die Erkennung

eines Pathogens beruht auf der spezifischen Interaktion zwischen einem vom Pathogen ex-

                                                
5 conditional male fertilty
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primierten Liganden, dem sogenannten Elicitor, und einem korrespondierenden pflanzenei-

genen Rezeptor. Die nach der Erkennung vermittelten ersten Schritte der Abwehrreaktion

sind Ionenflüsse (insbesondere von Calcium) und Veränderungen des Phosphorylierungszu-

stands von Proteinen der betroffenen Zellen. Die Bildung von Salicylsäure, Stickoxiden und

toxischen Sauerstoffprodukten führen u.a. zur systemischen Ausbreitung der Pathogenab-

wehr, zur hypersensitiven Antwort und letztlich zum lokalen Zelltod.

Aufgrund der Expression von Ligand und Rezeptor durch zwei komplementäre Gene, einem

Avirulenzgen avr und einem Resistenzgen R, spricht man von einer Gen-durch-Gen vermit-

telten Resistenz (KEEN, 1990; DANGL, 1994; VAN DER BIEZEN und JONES, 1998; HOLT III. et

al., 2000). Die Erkennung von Avirulenzsignalen, die intrazellulär oder extrazellulär im

Wirtsorganismus auftreten, wird durch R-Rezeptoren mit LRR-Domäne6 vermittelt. Die im

Bereich der LRR-Domäne des R-Proteins stattfindende Interaktion mit einem Elicitor ist spe-

zifisch. Neben R-Proteinen mit extrazellulärer LRR-Rezeptordomäne sind cytoplasmatische,

eng mit der Plasmamembran assoziierte LRR-Rezeptoren bekannt, die zusätzlich über eine

Domäne mit Nukleotidbindestelle (NB) verfügen (HOLT III et al., 2000).

Ein solches R-Protein ist PRF7 (SALMERON et al., 1994), das zusammen mit LePTO (MARTIN

et al., 1993) die Resistenz in Tomate gegenüber Pseudomonas syringae pv. tomato vermit-

telt (Abb 1-1). Im nicht induzierten Zustand bildet das LRR-NBS-LZ6-Protein PRF einen we-

nig stabilen Komplex mit der membranständigen Serin/Threonin-Proteinkinase LePTO

(MARTIN et al. (2003). Die Interaktion von LePTO mit dem Avirulenzsignal AvrPto, das über

den Typ-III-Sekretionsweg (GALAN und COLLMER, 1999) von Pseudomonas eingebracht wird,

führt nach Meinung von RATHJEN et al. (1999) zur Aktivierung von LePTO und infolgedessen

zu einer Stabilisierung des Rezeptorkomplexes. MARTIN et al. (2003) nehmen in ihrem affinity

enhancement-Modell an, dass die Stabilisierung des Rezeptorkomplexes zu dessen Men-

genzunahme führt. Diese bewirkt die AvrPto-abhängige Progression der Basalresistenz hin

zur spezifischen Resistenzantwort. Ein stromabwärtsgelegenes Element von LePTO ist die

Serin/Threonin-Proteinkinase LePTI1 (PTO INTERACTOR 1, ZHOU et al., 1995), die LePTO als

Phosphorylierungssubstrat dient. LePTI1 überträgt das Phosphorylierungssignal auf ein bis-

her unbekanntes Substrat weiter (SESSA et al., 2000; BOGDANOVE und MARTIN, 2000).

                                                
6 LRR: leucin-rich-repeat NB: nucleotid binding site LZ: leucin-zipper
7 Pto resistance and fenthion sensitivity
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Abb. 1-1: Modell der Resistenzvermittlung gegenüber Pseudomonas syringae in Tomate
Die Resistenz gegenüber Pseudomonas syringae pv. tomato in Tomate wird durch PTO und PTI1 im Rahmen
einer Signalkaskade vermittelt. Die Bindung des Avirulenzproduktes [AvrPto] an den zunächst instabilen,
cytoplasmatischen Komplex aus PTO und PRF führt zu dessen Stabilisierung. Diese Stabilisierung (affinity en-
hancement) erhöht die Menge vorliegender PTO/PRF-Komplexe und stimuliert so die Basalresistenz über eine
verstärkte Phosphorylierung von PTI1 durch PTO zur hypersensitiven Antwort.
Im Zusammenhang mit diese Arbeit nicht relevante weitere Wege der Resistenzantwort sind grau dargestellt.
Abbildung modifiziert nach Bogdanove und Martin (2000) und Martin et al. (2003).
[PTO] Serin/Threonin-Proteinkinase (Pseudomonas pv. tomato); [PRF] Pto resistance and fenthion sensitivity,
LRR-NBS-CC-Protein; [PTI] PTO interactor, Serin/Threonin Proteinkinase; [API] AvrPto-interacting Protein;
[ADI] AvrPto-dependent PTO interactor; [PR] pathogenesis response

Die sporophytische Selbstinkompatibilität in Brassica

Neben Mechanismen, die die Pollinierung zwischen Pflanzen unterschiedlicher Arten verhin-

dern und passenden von nicht-passenden Pollen unterscheiden, haben sich bei einigen

Pflanzenarten biologische Mechanismen entwickelt, die die Selbstbefruchtung unterbinden.

Dieser, als Selbstinkompatibilität (SI) bezeichnete Prozeß, fördert die Auskreuzung zwischen

unterschiedlichen Individuen einer Art und erhöht so die genetische Diversität. Man unter-

scheidet bei der SI zwischen einem gametophytischen und einem sporophytischen System

(BRUGIÈRE et al., 2000). Viele andere Pflanzenarten sind selbstkompatibel, wobei jedoch z.B.

bei Mais monogenetisch basierende Kreuz-Inkompatibilität (cross incompatibility) bei Hybrid-

Kreuzungen zwischen verschiedenen Linien beobachtet werden kann (KERMICLE, 1995).

Generell ist zu vermuten, dass bei allen Pflanzen Mechanismen entwickelt wurden, die eine

Identifizierung bzw. Unterscheidung von Pollen ermöglichen.

Das am besten untersuchte sporophytische Selbstinkompatibilitätssystem (SSI) bei Brassi-

caceaen wird genetisch durch den S-Locus (BATEMAN, 1955) kontrolliert. Die Vermittlung der

SI-Antwort in Brassica, die zu einer Ablehnung von Pollen derselben Inkompatibilitätsgruppe
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führt, erfolgt über eine Signalkaskade an der drei SI-Faktoren beteiligt sind. Gemeinsam bil-

den die beiden weiblichen und der männliche SI-Faktor eine Inkompatibilitätsgruppe, den

sogenannten S-Haplotyp, der in einem der insgesamt etwa 80 S-Loci codiert wird (BRUGIÈRE

et al., 2000).

Die beiden weiblichen SI-Faktoren sind das zellwandassoziierte S-Locus Glycoprotein (SLG)

und die in der Zellwand der Papillarzelle lokalisierte S-Rezeptor Kinase (SRK). Das Glyco-

protein SLG wird ausschließlich im Stigma exprimiert und in großer Menge in dessen ECM

sekretiert. Die Aminosäuresequenz des SLG-Proteins weist innerhalb des S-Haplotypen eine

über 90%-ige Homologie zur S-Domäne der SRK auf. Die Rezeptorkinase besitzt neben der

extrazellulären S-Domäne mit charakteristischen 10-12 Cysteinresten, eine Transmembran-

domäne und eine cytoplasmatische Domäne mit Serin/Threonin-Kinaseaktivität (NASRALLAH

und NASRALLAH, 1993).

Der männliche SI-Faktor S-Locus cystein-rich protein (SCR) ist ein 6 kD-großes, cysteinrei-

ches Protein, das dem Pollen während seiner Reifung aus dem Tapetum aufgelagert wird.

Alle bisher identifizierten SCRs haben ein hochkonserviertes Sekretionssignalpeptid und

sind, abgesehen von einem Glycin- und acht Cysteinresten8, in den unterschiedlichen In-

kompatibilitätsgruppen wenig konserviert.

Die Initiation der SI-Antwort beginnt mit der Diffusion der SCR-Proteine aus dem Pollenkitt in

die Zellwand der Stigma-Papillarzellen und der Bindung an die extrazelluläre S-Domäne ei-

nes SRK-Homo-Multimers. Jede Rezeptorkinase dieses Multimers ist im inaktiven Zustand

im Bereich der Kinasedomäne mit zwei Thioredoxin-H-ähnlichen Proteinen (THL1 und THL2)

assoziiert, die die Autophosphorylierung der SRK verhindern (GIRANTON et al., 2000;

MAZZURCO et al., 2001; CABRILLAC et al., 2001). Mit der Bindung eines SCR-Proteins an die

extrazelluläre S-Domäne einer SRK des selben Haplotyps dissoziieren die THL-Proteine und

die reaktivierte Rezeptorkinase initiiert über ihre Autophosphorylierung eine Phosphorylie-

rungskaskade. Im Verlauf dieser Kaskade wird ein intrazelluläres Akzeptorprotein phospho-

ryliert. Ein mögliches SRK-Substrat ist die stigmaspezifisch exprimierte E3 Ubiquitinligase

ARC19 (GU et al., 1998), die die Degradation von Stigmaproteinen veranlassen kann (STONE

et al., 2003). Sollten hier von Stigmaproteinen betroffen sein, die die Pollinierung unterstüt-

zen, könnte dies zur Ablehnung des inkompatiblen Pollens führen (HISCOCK und MCINNIS,

2003). Neben einer gestörten Adhäsion des Pollenkorns, die die Pollenkeimung und die Pe-

netration des Stigmas blockiert (NASRALLAH et al., 1994), wird im Zusammenhang mit der SI

die Unterbindung der Pollen-Rehydrierung diskutiert (IKEDA et al., 1997).

                                                
8 Konsensus: x2-10Cx5/7GxCx5-8Cx8-15CxCx5-11Cx0/1Cx0-6Cx0-6
9 arm-repeat-containing 1
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Genkartierungen zeigen, dass in nahezu allen bisher untersuchten S-Loci das SCR-Gen des

männlichen SI-Faktors zwischen den beiden zugehörigen SLG- und SRK-Genen der weibli-

chen SI-Faktoren lokalisiert ist (BRUGIÈRE et al., 2000). Diese enge Nachbarschaft der drei

Komponenten eines S-Haplotyps zeigt deutliche Parallelen zum Histokompatibilitätskomplex

in Mammalia (NASRALLAH et al., 1994) und zu der genetischen Organisation bei der Patho-

genabwehr in ein komplementäres Genpaar aus Avirulenz- und Resistenzgen (siehe oben).

1.5. Genexpression während der Pollenentwicklung und Pollinierung

Es wird davon ausgegangen, dass im Mais insgesamt etwa 20.000 Gene an der Pollenent-

wicklung beteiligt sind (MASCARENHAS, 1990; TWELL, 1994). Davon gelten etwa 6% als aus-

schließlich pollenexprimiert (SARI-GORLA et al., 1986).

Die Genexpression in sich entwickelnden Pollen ist in zwei Phasen unterteilt. In der ersten

Phase, nach Meiose und Auflösung der Tetrade, werden in der haploiden Mikrospore rRNAs,

tRNAs sowie mRNAs früher Gene exprimiert, die für Proteine mit Funktionen während der

Mikrosporendifferenzierung und Entwicklung codieren. Mit dem Einsetzen der Pollen-Mitose I

beginnt die Transkription der späten Gene mit Funktionen bei der Keimung und dem Pollen-

schlauchwachstum (MASCARENHAS, 1990).

Im reifenden Pollenkorn kommt die Translation wegen der, mit zunehmender Dehydrierung

des Pollenkorns steigenden, intrazellulären Kaliumkonzentration zum Erliegen (BASHE und

MASCARENHAS, 1984). Die Einstellung der Translation hängt möglicherweise mit einer ge-

störten Ausbildung eines funktionsfähigen Initiationskomplexes und der Stabilisierung von

RNA-Sekundärstrukturen bei steigenden Salzkonzentrationen zusammen (TWELL, 1994).

Die zum Zeitpunkt der Reife in Pollen eingelagerten, großen Mengen an Proteinen und

RNAs sind für den schnellen Keimprozess und das Schlauchwachstum essentiell

(MASCARENHAS, 1990; TWELL, 1994). Studien mit Inhibitoren der RNA- bzw. Proteinsynthese

haben gezeigt, dass die Keimung und das frühe Pollenschlauchwachstum in den meisten

Spezies von der Translation und nicht von der Transkription abhängen (MASCARENHAS,

1993). Vermutlich erfolgt die Translation eingelagerter mRNAs an Polysomen, die nach der

Rehydrierung aus den gespeicherten rRNAs gebildet werden. Nach MASCARENHAS und

MERMELSTEIN (1981) werden 50% der neu synthetisierten Proteine im Pollen von mRNAs

translatiert, die zum Zeitpunkt der Anthesis bereits eingelagert waren.

Der Gehalt an Gesamt-RNAs in einem Maispollenkorn beträgt 350-700 pg, von denen 2,5%

mRNAs sind (MASCARENHAS et al., 1984). Von diesen mRNAs treten etwa 85% häufig (bis zu

1.700 Kopien) oder sehr häufig (bis 32.000 Kopien) im Pollenkorn auf. 15% der mRNAs wer-

den von 17.000 seltenen Sequenzen (mit bis zu 200 Kopien je Pollenkorn) repräsentiert.
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Wegen der höchst unterschiedlichen Umweltbedingungen während der Pollinierung ist die

Genexpression und ihre Regulationsmechanismen während der Pollenkeimung und des

Schlauchwachstums sehr komplex. Daher ist die Zahl der bis heute identifizierten keimungs-

abhängig exprimierten Gene gering. Isolierte Sequenzen aus cDNA-Bibliotheken keimender

Pollen repräsentieren meist Gene, die schon während der Pollenreifung aktiv transkribiert

und nicht erst durch die Keimung oder das Pollenschlauchwachstum induziert werden

(TAYLOR und HEPLER, 1997). Einige pollenspezifisch exprimierte Gene und die Funktion ihrer

Produkte sind im Folgenden dargestellt.

Frühe Pollengene und ihre Produkte

Als Produkte früher Gene wurden u.a. Actin- und Hitzeschockproteine isoliert, sowie solche

Genprodukte, die der Aufrechterhaltung des normalen Zellmetabolismus dienen: Alkoholde-

hydrogenasen, β-Galactosidasen, Glucosidasen, Transaminasen u.a. (MASCARENHAS, 1990).

Späte Pollengene und ihre Produkte

Als Produkte später Gene wurden überwiegend Proteine identifiziert, die am Zellwandmeta-

bolismus oder an Aufbau und Regulation des Cytoskeletts beteiligt sind. Dazu gehören:

- Pollen Extensin-ähnliche Proteine (PEX) aus Mais und Tomate mit N-terminalem LRR

und C-terminaler Extensindomäne. Diesen, in der Calloseschicht von Pollenschläuchen

lokalisierten Proteinen, werden Funktionen bei der Interaktion von Pollen und Pistill zu-

geschrieben (RUBINSTEIN et al., 1995; STRATFORD et al., 2001).

- Die putative Pectinmethylesterase ZmC5, deren Aufgabe die Demethylierung von Pecti-

nen bei der Pectindegradation durch Polygalacturonasen und Pectatlyasen im Verlauf

des Pollenschlauchwachstums ist (WAKELEY et al., 1998).

- Das Produkt, des in der vegetativen Zelle des Pollens transkribierten ntp303-Gens aus

Nicotiana tabacum (WETERINGS et al., 1992)

- Eine pectindegradierende Polygalacturonase die differentiell lokalisiert ist: im reifen Pol-

len ist sie im Cytoplasma lokalisiert, nach der Keimung in der Zellwand (ALLEN und

LONDSDALE, 1993).

- Zwei Actinbindeproteine ZmABP1 und ZmABP2 sind Actindepolymerisierungsfaktoren

(ADF, LOPEZ, et al., 1996).

- Eine calciumabhängige, calmodulinunabhängige Proteinkinase (CDPK) mit möglicher

regulatorischer Funktion beim Aufbau des Cytoskeletts (ESTRUCH et al., 1994).
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Darüber hinaus wurden pollenspezifisch exprimierte Kinasen des LRR- und S-Domain-Typs

identifiziert:

- Die Serin/Theronin-Rezeptorproteinkinase PRK1 aus Petunia inflata mit einer Leucin-

reichen-Wiederholung in der extrazellulären Domäne hat mögliche Funktionen bei der

Signalweiterleitung während der Pollenentwicklung oder des Pollenschlauchwachstums

(MU et al., 1994; LEE et al., 1996).

- Die LRR-Rezeptorkinasen LePRK1, LePRK2 (MUSCHIETTI et al., 1998) und LePRK3 aus

Tomate sowie die PRK1-homologe Kinase aus Mais ZmPRK1 (KIM et al., 2002). Verglei-

che hierzu auch 4.3.

- Das Produkt des späten Pollengens lat52 zeigt Homologien zu Kunitz Trypsin-Inhibitoren

und hat Einfluss bei der Rehydrierung des Pollens (MUSCHIETTI et al., 1994).

Einige Pollenproteine sind als keimungsabhängig translatiert identifiziert worden und existie-

ren im reifen, metabolisch ruhenden Pollen noch nicht:

- Phytasen aus Pollen von Lilie und Petunie (LIN et al., 1987)

- Ein 65 kD-Protein aus Tabak konnte erst nach dem Einsetzen der Pollenkeimung nach-

gewiesen werden. Das Tabakprotein wird offensichtlich von prä-synthetisierten mRNAs

translatiert (CAPKOVA et al., 1988).

1.6. Promotoren von pollenspezifisch exprimierten Genen

Mechanismen der gewebespezifischen Genexpression in Pollen von monocotyledonen und

dicotyledonen Pflanzen sind bisher wenig bekannt. Gründe hierfür sind der im Vergleich zu

prokaryotischen Promotoren relativ komplexe Aufbau eukaryotischer Promotoren sowie me-

thodische Schwierigkeiten für eine erfolgreiche transiente Pollen-Transformation.

Untersuchungen von pollenspezifisch exprimierten Genen aus Monokotyledonen wie Mais

und Dikotyledonen wie Tomate, Tabak und Brassica (HAMILTON et al., 1998; KYOZUKA et al.,

1994; STRATFORD et al., 2001; BATE und TWELL, 1998; ROGERS et al., 2001; DZELZKALNS et

al., 1993) haben gezeigt, dass die wesentlichen cis-aktiven Sequenzbereiche ihrer Promoto-

ren in einem Bereich von -500 bp bis etwa +300 bp des jeweiligen Transkriptionsstarts zu

finden sind. Dieser Bereich kann funktionell in eine 5' Region, die die Expressionsstärke z.B.

durch Enhancer-Motive wie das 6 bp große quantitative Element Q (HAMILTON et al., 1998)

bestimmt, und eine für die Gewebespezifität verantwortlich 3' Region, die etwa etwa bei Ba-

senpaar -100 beginnt, unterteilt werden (HAMILTON et al., 1998; BATE und TWELL, 1998;

ROGERS et al., 2001; DZELZKALNS et al., 1993). Die Sequenzen der entsprechenden Enhan-

cer- und Spezifitäts-Elemente variieren stark, so dass allgemeingültige Konsensus-

Sequenzen einzelner Motive nicht abgeleitet werden können.
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1.7. Zielsetzung

Bisher ist nur eine geringe Zahl von Genen, die an der Pollenkeimung und dem Pollen-

schlauchwachstum beteiligt oder für die Pollenfertilität verantwortlich sind, bekannt. Für die

Identifizierung solcher Gene bietet sich vor allem ein Vergleich der Genexpression zwischen

fertilem und sterilem Pollen an. Bereits etablierte Subtraktionsmethoden zur Identifizierung

von differentiell exprimierten Genen und geeignete in vitro Systeme der Pollenkeimung sind

in Kombination mit männlich sterilen Mutanten vielversprechende Werkzeuge, um das Wis-

sen in den elementaren biologischen Prozess der Pollinierung zu vertiefen.

In der ökonomisch bedeutenden Kulturpflanze Mais konnten dagegen bislang nur wenige

pollenspezifisch exprimierte Gene identifiziert werden (1.5). Für keines dieser Gene konnte

bisher ein kausaler Zusammenhang zur Pollenfertiliät gefunden werden. Ein vielverspre-

chendes Untersuchungsobjekt zur Identifizierung von relevanten Genen der Pollenentwick-

lung und -keimung bietet die white pollen-Mutante des Mais (whp; 1.3). So könnte ein Ver-

gleich der Transkripte in keimendem Pollen des fertilen Wildtyps und der männlich sterilen

whp-Mutante die Möglichkeit eröffnen, einerseits generell pollenspezifisch exprimierte Gene

zu identifizieren und andererseits deren Rolle bei der flanolabhängigen Pollenfertilität zu un-

tersuchen. Dabei bietet Mais, gerade auch aufgrund seiner getrenntgeschlechtlichen Blüten,

seines großen Habitus und der hervorragenden Eignung zur manuellen und kontrollierten

Pollinierung, deutliche Vorteile gegenüber anderen Modellpflanzen, wie z.B. Arabidopsis.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mit Hilfe der molekularen subtraktiven Hybridisierung Ge-

ne des Mais zu identifizieren, die während der Pollenentwicklung, -keimung oder dem Pol-

lenschlauchwachstum und/oder differentiell in Wildtyp und whp-Pflanzen exprimiert werden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit können solche Gene molekularbiologisch auf Transkriptions-,

Translations- und Funktionsebene analysiert werden. Ihre Bedeutung für die Pollinierung soll

einerseits durch vertiefende Studien an Wildtyp- und whp-Pflanzen und andererseits mit Hilfe

von transgenen Ansätzen, z.B. durch Ausschalten der Gene im PTGS10-Ansatz, untersucht

werden.

                                                
10 post-transcriptional gene silencing
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien, Radiochemikalien, Enzyme und Kits

Alle eingesetzten Chemikalien wurden mit dem Reinheitsgrad zur Analyse (p.A.) von den

Firmen Amersham Biosciences (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Applied Biosystems

(Darmstadt), Biomol (Hamburg), Biozym (Oldenburg), Duchefa (Haarlem, NL), Fluka (Neu-

Ulm), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics

(Mannheim), Roth (Karslruhe), Serva (Heidelberg), Sigma Aldrich (München) und Stratagene

(Heidelberg) bezogen.

Die radioaktive Markierung von Nukleinsäuren erfolgte mit α-[32P]-dCTP (3.000Ci/mmol), die

von Proteinen durch Phosphorylierung mit γ-[32P]-ATP (3.000Ci/mmol) der Firma Amersham

Biosciences (Freiburg).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Enzyme stammten von den Firmen Amersham

Biosciences (Freiburg), Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas (St. Leon-Roth) und Roche

Diagnostics (Mannheim).

In dieser Arbeit verwendete molekularbiologische Kits lieferten die Firmen Amersham Biosci-

ences (Freiburg), BD Biosciences (Heidelberg), Invitek (Berlin), Macherey-Nagel (Düren),

Qiagen (Hilden) und Stratagene (Heidelberg).

2.1.2. Medien und Reagenzien

Sämtliche Lösungen wurden mit Wasser angesetzt, das über eine Aufbereitungsanlage Milli-

pore Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, USA) bis zu einer Qualität von aqua bidest aufgereinigt

wurde. In der Regel wurden alle Lösungen durch ein 20-minütiges Erhitzen auf 125°C bei

2·105 Pa sterilisiert. Alle nachfolgend nicht erwähnten Standardrezepte wurden nach

SAMBROOK et al. (1989) durchgeführt.

2.1.3. Größenstandards

Zur Größenbestimmung von DNA-Fragmenten wurden die SmartLadder (Eurogentec, Se-

raing, Belgien), die 1 kb DNA Ladder (Invitrogen, Karlsruhe) und der DNA Molecular Weight

Marker II (Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Ferner kamen bei Hybridisierungen mit

dem DIG-System der Firma Roche Diagnostics (Mannheim) die digoxigeninmarkierten DNA

Standards DNA Molecular Weight Marker II und VII zum Einsatz.
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Die Größenbestimmung von RNAs erfolgte mit der 0.16-1.77 kb RNA Ladder (Invitrogen,

Karlsruhe) und der RNA Ladder, High Range (MBI Fermentas, St. Leon-Roth).

Das Molekulargewicht von Proteinen wurde mit dem SeeBlue Plus2 Pre-Stanined Standard

(Invitrogen, Karlsruhe), dem Prestained Protein Marker, Broad Range (6-175 kDa) und dem

Protein Marker, Broad Range (2-212 kDa) der Firma New England Biolabs (Frankfurt am

Main) bestimmt.

2.1.4. Primer

In der Arbeit eingesetzte Primer wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe), Operon

(Köln) und Sigma-Ark (Steinheim) im 10 und 50 nmol-Maßstab synthetisiert und nach Her-

stellerangaben in LiChrosolv-Wasser zu 100 µM und 10 µM gelöst. Die Stocklösungen wur-

den bei –20°C gelagert. Eine Übersicht der eingesetzten Primer ist Tab. 2-1 zu entnehmen.

Primer Primersequenz
D1 CGGTATCGATAAGCTTGA

D2 P-TCAAGCTTATCGATACCGCACA

D3 Biotin-CGGTATCGATAAGCTTGA

PRMMH52 CGGAAGCCAACGCTGCATTTTCGC

PRMMH53 TGTGATTTCTCATCGCTGCG

PRMMH55 GGAGTCGCATATGGGATGCTTTTCATGCTG

PRMMH59 GTGAGGCAATGCGTCGATCC

PRMMH62 ATGGCCGACTCCCTAACCT

PRMMH65 TAGGGAGGTCGACATGGGATGCTTTTCATGCTGC

PRMMH66 GGAGTCAGGATCCTTCACTGCAGATTTCGTCCC

PRMMH67 TAGGGAGGGTACCATGGGATGCTTTTCATGCTGC

PRMMH68 GGAGTCAAGCTTCTTCACTGCAGATTTCGTCCC

PRMMH70 GTGGTACTAGCAAGCATGATAA

PRMMH75 ACAAAAAGGGCTTCCTGTGC

PRMMH85 CCGCGAGGCATTCTGAAATCG

PRMMH89 CCCTTTACCCTAGCTATATAGATGC

PRMMH100 GCATCTAGAGGCCGACTCCCTAACCTTC

PRMMH101 TAACTGCAGGACAAACGACAAGTTCGGG

PRMMH102 GGCTCTAGAGTTGCCGTTTCCGTTCCG

PRMMH103 TGTCTGCAGCAAAACAATCTCAGATGGC

T1 CTCTTGCTTGAATTCGGACTA

T2 P-TAGTCCGAATTCAAGCAAGAGCACA

T3-17-mer ATTAACCCTCACTAAAG

Tab. 2-1: Verwendete Primer
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2.1.5. Deponierte ZmPti1-Nukleinsäuresequenzen

Die in dieser Arbeit bestimmten Nukleinsäuresequenzen und die aus ihnen abgeleiteten

Aminosäuresequenzen der isoliereten ZmPti1-cDNAs und des ZmPti1-Gens sind in Gene-

Bank hinterlegt:

Nukleinsäuresequenz des GeneBank accession number
ZmPti1-cDNA Klon cSHD56 3a AY554281
ZmPti1-cDNA Klon cSHD56 3a AY554282
genomischer ZmPti1-Klon g24 AY554283

Tab. 2-2: Deponierte Nukleinsäuresequenzen in GeneBank

2.1.6. Vektoren und Bakterienstämme

Die folgenden E. coli Bakterienstämme wurden eingesetzt: BM25.8 (BD Biosciences, Frei-

burg), DH5α (QIAGEN, Hilden), Rosetta(DE3) (Novagen, Merck Biosciences, Schwalbach),

TOP 10F' (Invitrogen, Karlsruhe), XL1-Blue MRA (P2) und XL1-Blue MRF (Stratagene, Hei-

delberg). Die Anzucht aller Bakterien erfolgte, soweit nicht anders angegeben, nach Her-

stellerangaben.

Als Plasmid-Vektoren fanden pBluescript KS (Stratagene, Heidelberg), pCR2.1-TOPO (In-

vitrogen , Karlsruhe) sowie der pTriplEx2 (BD Biosciences, Freiburg) Verwendung. Einge-

setzte Phagen waren der λ FixII (Stratagene, Heidelberg) und der λ TriplEx2 (BD Biosci-

ences, Freiburg).

Als Expressionvektoren wurden der pET-30a (Novagen/Merck Biosciences, Schwalbach),

sowie zwei von Gregory B. Martin12 zur Verfügung gestellte Expressionvektoren, auf Basis

des pGEX-KG (GUAN und DIXON, 1991) und des pMAL-c2 (New England Biolabs, Frankfurt

am Main) verwendet.

                                                
12 Boyce Thompson Institute for Plant Research and Department of Plant Pathology, Cornell University, Ithaca,

New York 14853, USA
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2.1.7. Pflanzenmaterial

Das Pflanzenmaterial wurde aus Saatgut von Zea mays L. kultiviert und stammte aus den in

Tab. 2-3 aufgelisteten Maislinien oder -pflanzen. Pflanzen wurden, soweit nicht anders an-

gegeben, im Gewächshaus unter kontrollierten Bedingungen angezogen. Die Kultivierung

erfolgte bei 16 Stunden Helligkeit (24°C) und 8 Stunden Dunkelheit (16°C), einer Lichtstärke

von 24.000-25.000 Lux und einer Luftfeuchtigkeit von 55-95%. Die Anzuchtbedingungen und

Ernte bestimmter Gewebe sind in 2.2.2 wiedergegeben.

AC-Nummer / GH-Nummern / Linie Herkunft / Genotyp / Kreuzung

A188 GREEN und PHILIPS (1975)

AC 3484 Colored / Uncolered AC 2520⊗ Chile SWS (97 CH-724-0008-0001): C2c2/whp/in

AC 3491 Colored / Uncolered AC 2570⊗ Chile SWS (97 CH-724-0008-0004): C2c2/whp/in

AC 3492 Colored / Uncolered AC 2570⊗ Chile SWS (97 CH-724-0008-0005): C2c2/whp/in

AC 3505 Colored / Uncolered AC 2570⊗ Chile SWS (97 CH-724-0008-0006): C2c2/whp/in

AC 3507, 3553, 3710 Colored / Uncolered Selbstung der AC 3484, 3491,3492, 3505

 F1 Colored: heterozygot C2c2/whp/in bzw. C2C2/whp/in

 F1 Uncolored: homozygot c2/whp/in

AC 3719 A188 x GH2985: GH 3097-3101

AC 3720 GH2991a x GH2991b: GH 3102-3110

AC 3721 A188 x GH2991a: GH 3116-3118

AC 3725 2991a x 2991b: GH 3111-3115

AC 3729 A188 x GH2989: GH 3142-3143

AC 3730 A188 x GH2995b: GH 3119-3121

AC 3733 A188 x GH2990a: GH 3122-3124

AC 3734 A188 x GH2986: GH 3144-3149

AC 3738 GH 2991a x A188: GH 3125-3129

AC 3740 GH2995b x A188: GH 3130

AC 3741 GH2990a x A188: GH 3131-3135

AC 3759 A188 x GH2994: GH 3164

AC 3760 GH2996 x A188: GH 3165-3171

AC 3767 GH2989 x A188: GH 3150-3159

AC 3768 GH2994 x A188 : GH 3160-3161

AC 3770 A188 x GH 2996: GH 3161-3163

AC 3777 GH3010 x A188: GH 3172-3176

AC 3788 A188 x GH3010: GH 3177-3179

GH 2984 - 2997, 3010, 3011, 3028, 3052-

3054

A188 x H99 Hybrid: stabil transformiert PTGS-Konstrukt

pUbi:5'-ZmPti1-3':C2Intron:3'-ZmPti1-5':nos und p35S:pat

H99 D'HALLUIN et al. (1992)

LineC Color converted W22-Linie (WIENAND et al. 1986)

Tab. 2-3: Aufstellung der für die Gewinnung von Pflanzenmaterial verwendeten Maispflanzen
[AC Nummer] Accession Nummer, [GH Nummer] Gewächshausnummer, Linien sind kursiv dargestellt.
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Standardmethoden

Alle in dieser Arbeit nicht näher erläuterten molekularbiologischen Standardmethoden der

DNA-, RNA- und Proteinanalyse wurden nach SAMBROOK et al. (1989) durchgeführt. Bei der

Verwendung von Kits wurde in der Regel nach Herstellerangaben vorgegangen, abweichen-

de Vorgehensweisen sind dokumentiert.

2.2.2. Ernte von Maisgeweben

2.2.2.1. in vitro Keimung von Maispollen

Zur Pollenernte wurde alter Pollen am Vorabend durch Abstreifen der männlichen Blüte ent-

fernt und frischer, reifer Pollen am Folgetag zwischen 11 und 12 h durch Ausschütteln der

Blüte gesammelt und unmittelbar weiterverarbeitet. Die in vitro Keimung von reifem Pollen in

Flüssigmedium und auf Halbfestmedium erfolgte mit dem berichtigten Pollenkeimmedium

1xPGM (10% (w/v) Sucrose, 0,5‰ H3BO3, 10 mM CaCl2, 0,05 mM KH2PO4, 6% (w/v)

PEG 4000; SCHREIBER und DRESSELHAUS, 2003). Anfangs wurde bei der in vitro Keimung in

Flüssigmedium eine um den Faktor 10 zu hohe Borsäurekonzentration verwendet, die zum

relativ schnellen Platzen sich entwickelnder Pollenschläuche führte.

in vitro Keimung in Flüssigmedium

Zur in vitro Keimung von reifen Pollen in Flüssigkultur wurde 30-50 mg Pollen in 35 mm Pe-

trischalen mit 1-2 ml 1xPGM versetzt und die Keimung mikroskopisch verfolgt. Pollen mit

Keimraten über 70% wurden in ein Reaktionsgefäß überführt, sedimentiert und nach Ab-

nehmen des Überstandes in Flüssigstickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei

-70°C. In vitro gekeimter Pollen wurde für RNA-Präparationen (2.2.4.1) und zur Gewinnung

von Gesamtproteinextrakten (2.2.5.6) eingesetzt.

in vitro Keimung in Flüssigmedium mit zugesetzten Seidepoteinen

Zur in vitro Keimung von reifen Pollen in Anwesenheit von Gesamtproteinen aus Seide wur-

den je 35 mm Petrischale 30 mg Pollen in 2 ml 1xPGM inkubiert, dem 20 µg/ml Seideprotei-

ne zugesetzt waren. Nach Entfernen des Keimmediums inklusive eines Großteils der Seide-

proteine erfolgte die weitere Aufarbeitung wie oben beschrieben.
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in vitro Keimung auf Halbfestmedium

Für die in vitro Keimung von reifen Pollen auf Halbfestmedium wurde autoklavierter, auf etwa

70°C abgekühlter, 0,6%iger (w/v) Agar 1:1 mit doppelt konzentriertem sterilfiltriertem Pollen-

keimmedium (2xPGM) versetzt. Das Medium wurde in 35 mm Petrischalen circa 2 mm hoch

gegossen. Nach Erstarren und Abtrocknen der Mediumoberfläche konnte bis zu 40 mg frisch

geernteter Pollen feinverteilt aufgebracht werden. Die Keimung der Pollenkörner wurde mi-

kroskopisch beobachtet und dokumentiert. Auf Halbfestmedium keimender Pollen wurde für

die transiente Transformation (2.2.12.2.1) eingesetzt.

2.2.2.2. Rollenkultur zur Keimung von Maiskörnern

Zur Gewinnung von Pflanzenmaterial 7-14 Tage alter Maispflanzen (Sproß, junge Blätter,

junge Wurzeln, ausgekeimte Körner) wurden Rollenkulturen angelegt. Hierzu wurde Hand-

tuchpapier zu einer lockeren Rolle gewickelt, in ein hohes Weckglas gestellt und mit destil-

liertem Wasser komplett durchfeuchtet und anschließend autoklaviert. Oberflächen-

sterilisierte Maiskörner wurden zur Keimung in die einzelnen Windungen gelegt und im ver-

schlossenen Weckglas in der Phytokammer bis zur Keimung inkubiert. Nach dem Auskei-

men der Maiskörner konnte ein zweites, zuvor sterilisiertes Weckglas, als Deckel aufgesetzt

werden. Die Keimlinge wurden bis zu einer Größe von etwa 15 cm angezogen und geerntet.
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2.2.3. Analyse von DNA

2.2.3.1. Präparation von genomischer DNA

Zur Präparation genomischer DNA aus Maisgeweben nach DELLAPORTA et al. (1983) wurde

circa 3 g in Flüssigstickstoff schockgefrorenes oder bei -70°C gelagertes Gewebe tiefkalt

gemörsert. Nach Zugabe von 10 ml Extraktionspuffer (100 mM Tris, pH 8.0, 50 mM EDTA,

500 mM NaCl) wurde das Gewebe bei 65°C im Wasserbad bis zum vollständigen Auftauen

inkubiert und in Nalgene-SS34-Zentrifugenröhrchen überführt. Im Mörser verbliebene Ge-

websreste wurden mit 5 ml Extraktionspuffer herausgespült. Anschließend wurde 1 ml

20% (w/v) SDS zugegeben, kräftig geschüttelt und bis zur Fertigstellung aller Proben auf Eis

inkubiert. Nach 10 minütigem Schütteln im Wasserbad bei 65°C wurden 5 ml 5 M Kaliuma-

cetat zugegeben, kurz durchmischt und 20 min auf Eis inkubiert. Abschließend wurden die

Proben für 20 min bei 4°C und 20.000xg geklärt und der Überstand durch Miracloth (Calbio-

chem, Darmstadt) gefiltert. Zur Fällung der Nukleinsäuren wurden 10 ml Isopropanol zuge-

geben, 30 min auf Eis inkubiert und anschließend 20 min bei 4°C und 5.400xg zentrifugiert.

Das resultierende Pellet wurde vorsichtig mit 500 µl TE-Puffer 50:10 in ein 2 ml Reaktions-

gefäß überführt und unter leichtem Schütteln über Nacht gelöst. Am Folgetag wurden die

RNAs bei 37°C in einem 30-minütigen RNAse-Verdau (Endkonzentration 100 µg/ml) zersetzt

und die DNA-Lösung einmal mit Phenol:Chloroform (1:1) extrahiert. Nach 5-minütiger Zen-

trifugation bei >10.000xg wurde mit 500 µl Chloroform extrahiert und erneut zentrifugiert.

Anschließend erfolgte die DNA-Fällung durch Zugabe von 50 µl 3 M Natrium-Acetat pH 5.1

und 500 µl Isopropanol. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis wurde für 10 min bei 4°C,

>15.000xg zentrifugiert. Abschließend wurde das resultierende Pellet mit 800 µl 70%igem

Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und über Nacht in 250 µl TE-Puffer 10:1 resuspen-

diert. Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung und Kontrolle der DNA-Qualität im

Agarosegel wurden genomische DNAs für Southern Analysen (2.2.3.5) eingesetzt.

2.2.3.2. Amplifikation von DNA-Fragmenten (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem Advantage 2 PCR Enzyme System

(BD Biosciences, Heidelberg) oder der Taq-Polymerase der Firma MBI Fermentas (St. Leon-

Roth) in einem Thermocycler Biometra Uno II (Whatman-Biometra, Göttingen). In der Regel

wurden touch down Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) durchgeführt. Hierbei wurde in den

ersten 12-18 Zyklen die Annealing-Temperatur sukzessive von 60°-68°C auf 56°-62°C ge-

senkt um maximale Spezifität bei der Amplifikation zu erhalten. In 16-10 zusätzlichen Zyklen

wurde die Annaeling-Temperatur bei 56°-62°C gehalten.
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2.2.3.3. Markierung von DNA-Fragmenten

Die in dieser Arbeit eingesetzten radioaktiv oder Digoxigenin-markierten Sonden wurden von

der isolierten ZmPti1-cDNA (3.2.1.) durch PCR-Amplifikation mit ZmPti1-spezifischen Pri-

mern13 und/oder Restriktionen erhalten. Eine Übersicht dieser Sonden-Fragmente, ihrer Lage

und Homologie in Bezug auf die ZmPti1-cDNA ist Abb. 2-1 zu entnehmen.

2.2.3.3.1. Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin

Die Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin erfolgte nach dem DIG Application

Manual for Filter Hybridizations (Roche Diagnostics, Mannheim) als PCR Labeling mit spezi-

fischen Primern oder als direkte Markierung von DNA-Fragmenten durch random primed

labeling.

Abb. 2-1: Schema der ZmPti1-cDNA und der davon abgeleiteten
Hybridisierungssonden

Homologe Anordnung der 1,6 kb langen ZmPti1-cDNA und der aus ihr
abgeleiteten Sondenfragmente. Für die durchgeführten Hybridisierungen
wurden folgende Sonden synthetisiert und eingesetzt:
[5‘ UTR Pti1] PCR-Amplifikation vom ZmPti1-cDNA-Klon cSHD56_3 mit
den Primern LD 5' Insert und PRMMH62; [5‘UTR+ORF Pti1] Insertions-
fragment des Subtraktionsklons D56; [ORF Pti1] PCR-Amplifikation vom
ZmPti1-cDNA-Klon cSHD56_3 mit den Primer PRMMH55 und
PRMMH56; [ORF +3‘UTR Pti1] PCR-Amplifikation vom ZmPti1-cDNA-
Klon cSHD56_3 mit den Primern PRMMH55 und PRMMH52; [3‘UTR
Pti1] PCR-Amplifikation vom ZmPti1-cDNA-Klon cSHD56_3 mit den
Primern PRMMH53 und PRMMH52. Translationsstart (→) und -stop (*)
des ZmPti1.

                                                
13 eine Aufstellung aller verwendeten Primer ist dem Anhang zu entnehmen

500 bp

* AAA

ORF Pti1

5‘UTR + ORF Pti1

ORF + 3‘UTR Pti1

3‘UTR Pti1

5‘UTR Pti1

ZmPti1-cDNA
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2.2.3.3.2. Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit α-[32P]-dCTP. Hierzu wurden

mit Prime It II (Stratagene, Heidelberg) 25-50 ng DNA mit 50 µCi α-[32P]-dCTP (3.000

Ci/mmol) in einem 50 µl-Reaktionsansatz 3 h bei 37°C nach Herstellerangaben markiert.

Nicht eingebaute Nukleotide wurden im Anschluss mit MicroSpin Columns S-300 HR

(Amersham Biosciences, Freiburg) abgetrennt. Radioaktiv markierte, denaturierte DNA-

Fragmente fanden bei Northern Analysen (2.2.4.3), genomischen Southern Analysen

(2.2.3.5) und beim Screening der genomischen Bibliothek (2.2.9.1) Verwendung.

2.2.3.4. Southern Blot Transfer und Hybridisierung mit spezifischen
digoxigeninmarkierten DNA-Sonden

Die Übertragung elektrophoretisch aufgetrennter DNA-Fragmente erfolgte über Nacht per

Kapillarblot auf positiv geladene Nylonmembranen mit 0,4 M NaOH (SOUTHERN, 1975;

SAMBROOK et al., 1989). Nach dem Spülen der Membranen mit 2xSSC wurden sie zur Fixie-

rung der DNA-Fragmente beidseitig mit 1.200 µJ/cm2 UV-Licht bestrahlt.

Zum Nachweis spezifischer DNA-Fragmente wurden die Membranen zunächst 3 h prähybri-

disiert (5xSSC, 2% (w/v) Roche Blocking Reagent, 0,1% (v/v) Na-Lauroylsarkosin,

0,2% (w/v) SDS, Hefe-RNA) und dann über Nacht bei 65°-68°C gegen frisch denaturierte

digoxigeninmarkierte Sondenfragmente (2.2.3.3.1) in einer Konzentration von 20-25 ng/ je ml

Prähybridisierungslösung hybridisert. Bei der Verwendung von formamidhaltigen (50% (v/v))

Prähybridisierungs- und Hybridisierungslösungen wurde bei 42°C hybridisiert.

Die hybridisierten Membranen wurden zweimal 5 min bei RT mit 2xSSC, 0,1% (w/v) SDS

und zweimal 20 min bei 65°C mit 0,2xSSC, 0,1% (w/v) SDS unter Schütteln gewaschen.

Nach Äquilibrierung in DIG1 (150 mM NaCl, 100 mM Maleinsäure, pH 7.5) erfolgte eine In-

kubation für 30 min in DIG2 (150 mM NaCl, 100 mM Maleinsäure, pH 7.5, 1% (w/v) Roche

Blocking Reagent). Nach Zugabe von Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmenten (Roche Diagnostics,

Mannheim) in einer Konzentration von 1:5.000 bis 1:10.000 wurden für weitere 30 min unter

Schütteln inkubiert. Im Anschluss wurden die Membranen zweimal für 15 min gewaschen

(150 mM NaCl, 100 mM Maleinsäure pH 7.5, 0,3% (w/v) Tween 20) und 5 min in DIG3

(100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 9.5) äquilibriert. Die Detektion der spezifisch gebunde-

nen Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente erfolgte per Chemilumineszenz nach Aufbringen der

Detektionslösung (CSPD 1:100 in DIG3). Vor der Exposition mit Hyperfilm MP (Amersham

Biosciences, Freiburg) wurden die eingeschweißten Membranen 15 min bei 37°C präinku-

biert.
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2.2.3.5. Genomische Southern Blot Analyse und Hybridisierung
mit spezifischen DNA-Sonden

Zur Southern Analyse genomischer Pflanzen-DNA (2.2.3.1) wurden 15 µg DNA bei 37°C für

4-6 h mit 30 Einheiten der entsprechenden Restriktionsendonukleasen in Gesamtreaktions-

ansätzen von 40-50 µl verdaut. Die elektrophoretische Auftrennung der Restriktionsansätze

erfolgte über Nacht in 0,8%igen Agarose-Gelen bei 20-24 V.

Zur Spaltung der hochmolekularen DNAs wurde das getrimmte Agarosegel 5 min in 250 mM

HCl unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde zweimal 15 min in Denaturie-

rungspuffer (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und zweimal 15-minütiger in Neutralisierungspuffer

(1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 7.2, 1 mM EDTA) geschüttelt. Der Transfer der DNAs er-

folgte über Nacht per Kapillarblot (SOUTHERN, 1975) mit 20xSSC auf eine Hybond NX Ny-

lonmembran (Amersham Biosciences, Freiburg). Die Membran wurde kurz in 2xSSC gespült

und zur Fixierung der DNAs beidseitig mit 1.200 µJ/cm2 UV-Licht bestrahlt. Im Anschluss

wurde die Membran für 3 h bei 42°C mit einer formamidhaltigen Prähybridisierungslösung

(50% (v/v) Formamid, 5xSSC, 2% (w/v) Roche Blocking Reagent, 0,1% (v/v) Na-Lauroyl-

sarkosin, 0,2% (w/v) SDS, Hefe-RNA) blockiert. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht nach

Zugabe von 20-25 ng/ml frisch denaturiertem digoxigeninmarkierten Sondenfragmenten

(2.2.3.3.1). Gebrauchte formamidhaltige Hybridisierungslösungen wurden vor der Wieder-

verwendung 10 min bei 70°C im Wasserbad denaturiert.

Vor der Detektion spezifischer DNA-Fragmente wurde die Membran zweimal 10 min bei RT

mit 2xSSC, 0,1% (w/v) SDS, einmal 10 min bei 65°C mit 0,5xSSC, 0,1% (w/v) SDS und

ebenfalls einmal 10 min bei 65°C mit 0,1xSSC, 0,1% (w/v) SDS schüttelnd gewaschen.

Zur Detektion von digoxigeninmarkierten, spezifisch gebundenen Sonden wurde die Mem-

bran unter leichtem Schütteln bei RT für 5 min in DIG1 (150 mM NaCl, 100 mM Maleinsäure,

pH 7.5), 30 min in DIG2 (150 mM NaCl, 100 mM Maleinsäure, pH 7.5, 1% (w/v) Roche Blok-

king Reagent) und 30 min in DIG2 mit zugesetztem Anti-Digoxigenin-Fab-Fragment (Ver-

dünnung 1:10.000; Roche Diagnostics, Mannheim) inkubiert.

Zum Entfernen unspezifisch anhaftender Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmente wurde dreimal

15 min in DIG1 mit 0,3% (v/v) Tween 20 bei RT gewaschen. Nach Äquilibrierung der Mem-

bran für 5 min in DIG3 (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 9.5) wurden je nach Größe der

Membran 1,2 bis 1,8 ml Detektionslösung (CSPD 1:100 in DIG3) aufgebracht und einge-

schweißt. Die Membran wurde 15 min bei 37°C präinkubiert und auf Hyperfilm MP (Amer-

sham Biosciences) exponiert.



MATERIALIEN UND METHODEN 26

2.2.4. Analyse von RNA

2.2.4.1. RNA-Extraktion

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte aus tiefkalt gemörserten oder mit der Schwingmühle

tiefkalt aufgeschlossenen Maisgeweben. Soweit nicht anders angegeben fanden alle Extrak-

tionsschritte auf Eis und im 15 ml-Falcon statt. 1xExtraktionspuffer (200 mM NaCl, 50 mM

Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM EDTA, 1% (w/v) SDS) wurde ohne SDS als zweifach konzentrierte

Stocklösung angesetzt, autoklaviert und bei Bedarf mit sterilfiltriertem 20% (w/v) SDS frisch

angesetzt.

2 ml aufgeschlossenes Gewebepulver wurde tiefkalt mit 4 ml 1xExtraktionspuffer und 4 ml

Phenol (pH 4.0, Wasser-gesättigt) versetzt und homogenisiert. Danach wurden 1,5 ml Chlo-

roform zugegeben, gründlich durchmischt, bis zur Fertigstellung aller Proben auf Eis inku-

biert und anschließend 30 min im über-Kopf-Schüttler bei 4°C inkubiert. Nach 5-minütiger

Zentrifugation (4°C, 5.400xg) wurde der Überstand mit je 2 ml Phenol und Chloroform ver-

setzt, gemischt, für 30 min im über-Kopf-Schüttler bei 4°C inkubiert und zur Phasentrennung

zentrifugiert. Im Bedarfsfall wurde der Phenol:Chloroform-Schritt solange wiederholt bis die

Trübung des Überstandes merklich nachließ bzw. die Interphase deutlich geringer ausfiel. Im

Anschluss an eine Zentrifugation (5 min, 4°C, 5.400xg) wurde der Überstand mit 3 ml Chlo-

roform extrahiert, im über-Kopf-Schüttler inkubiert, zentrifugiert und der klare Überstand in

ein 30 ml Corex-Zentrifugenröhrchen überführt. Die Fällung der Nukleinsäuren erfolgte nach

Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat und 2,5 Volumen Ethanol für 30 min auf Eis. Im

Anschluss an die Pelletierung für 25 min bei 4°C, 12.000xg wurde das Pellet in 800 µl Was-

ser aufgenommen und die RNA-Lösung in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe

von 800 µl 8 M LiCl wurden die RNAs über Nacht bei 4°C gefällt. Am Folgetag wurde das

Pellet nach 30-minütiger Zentrifugation bei 4°C, >15.000xg durch Überschichten mit 500 µl

70%igem Ethanol gewaschen, erneut für 10 min abzentrifugiert und die RNAs nach Verwer-

fen des Überstandes 20 min über Kopf getrocknet. Die RNAs wurden in 50-200 µl Wasser

aufgenommen. Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung wurden die RNAs bei

-70°C gelagert und standen für Northern Analysen (2.2.4.2, 2.2.4.3) oder cDNA-Synthesen

(2.2.6) zur Verfügung.
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2.2.4.2. RNA-Agarosegel-Elektrophorese

Zur Vorbereitung der RNAs wurden gleiche Mengen in einem Gesamtvolumen von 50 µl auf-

genommen und nach Zusatz von 5 µl 1 M NaCl und 100 µl Ethanol über Nacht bei –20°C

gefällt. Nach 30-minütiger Zentrifugation bei 4°C, 13.000 xg wurde das Pellet mit 70%igem

Ethanol überschichtet und erneut 10 min zentrifugiert. Die Pellets wurden 20 min bei RT ge-

trocknet, in 25 µl RNA-Probenpuffer (40% (v/v) deionisiertes Formamid, 14% (v/v) Formalde-

hyd, 1xMOPS, pH 7.2, 10% (v/v) Glycerol, 0,8‰ Bromphenolblau) resuspendiert und nach 3-

minütiger Inkubation bei 60°C neben einen RNA-Standard über Tag in einem Formaldehyd-

Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

Formaldehyd-Agarosegele unterschiedlicher Konzentration wurden (1x MOPS [40 mM 4-

Morpholinopropansulfonsäure, 10 mM Natrium-Acetat, 1 mM EDTA, pH 7.2], 6% (v/v) Form-

aldehyd, 100 ng/ml Ethidiumbromid) nach SAMBROOK et al. (1989) hergestellt.

2.2.4.3. Northern Blot Transfer und Hybridisierung
mit spezifischen DNA-Sonden

Die Identifizierung spezifischer RNA-Transkripte erfolgte nach elektrophoretischer Auftren-

nung (2.2.4.2) und Kapillartransfer über Nacht mit 10xSSC auf eine Hybond N+ Nylonmem-

bran (Amersham Biosciences, Freiburg). Durch beidseitige Bestrahlung der Membran mit

1.200 µJ/cm2 UV-Licht wurden die RNAs auf der Membran fixiert. Nach Abtrennung der

RNA-Standards wurde dieser durch Färbung mit 0,05% (w/v) Methylenblau, 0,3 M Natrium-

Acetat, pH 5.0 und Differenzierung mit destilliertem Wasser visualisiert.

Die Prähybridisierung erfolgte für 3 h in Dextransulfatpuffer (10% (w/v) Dextransulfat, 1 M

NaCl, 1% (w/v) SDS, 70 µg/ml denaturierte Fischsperma-DNA) bei 65°C bis 68°C. Nach Zu-

gabe der radioaktiv markierten, spezifischen Sonde (2.2.3.3.2) wurde über Nacht bei hybridi-

siert.

Alle Waschschritte erfolgten bei der Hybridisierungstemperatur. Nach Entfernen der Hybridi-

sierungslösung mit 1xSSC wurde die Membran 10 min mit vorgewärmtem 1xSSC gewa-

schen. Im Anschluss wurde zweimal für je 7 min mit vorgewärmtem 1xSSC, 1% (w/v) SDS

im Wasserbad geschüttelt. Nach dem Spülen mit 1xSSC wurde die Membran eingeschweißt

und bei -70°C mit Hyperfilm MP (Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert.

Zur erneuten Beprobung von Membranen wurden gebundene Sondenfragmente durch

zweimaliges Waschen mit kochender 0,1%iger (w/v) SDS-Lösung für je 20 min entfernt. Die

feuchte Membran wurde eingeschweißt und bis zum Abklingen der Reststrahlung bei –20°

gelagert.
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2.2.4.4. PCR Ansatz zum Nachweis spezifischer mRNAs

Der PCR-basierte Nachweis von ZmPti1-Transkripten mit dem Primerpaar PRMMH59/52 in

cDNAs aus Eizellen, Zentralzellen, Synergiden, Spermazellen, Nucellus- und anderen Ge-

weben der Linie A188 wurde von Dr. Stefan Scholten14 durchgeführt.

Zellen und Gewebe wurden wie von KRANZ et al. (1991) beschrieben isoliert. Zur Isolierung

von Nucellusgewebe wurde die Basalregion der Samenanlage ohne Embryosack aufge-

trennt. Nach Trennung des äußeren und inneren Integuments konnte Nucellusgewebe mit

Teilen des inneren Integuments entlassen werden. Gewebe und Einzelzellen wurden mit

650 mosm Mannitol gewaschen und anschließend in Flüssigstickstoff schockgefroren

Zur cDNA-Synthese wurde mRNA aus jeweils 25 Synergiden, Eizellen und Zentralzellen, vier

Clustern von etwa 15 Antipoden, 400 Spermazellen und fünf zuvor in Flüssigstickstoff aufge-

schlossenen Nucellusgewebsstücken mit den oligo dT(25) Magnetic Beads (Dynal, Hamburg)

isoliert. Zur Lyse wurden die Zell- oder Gewebssuspensionen mit 2-fach konzentriertem Ly-

sis/Binde-Puffer versetzt (200 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 M LiCl, 20 mM EDTA, pH 8.0, 10 mM

DTT, 2% LiDS), so dass mit destilliertem Wasser die Suspension auf eine einfach konzen-

trierte Lysis/Bindepuffer-Lösung verdünnt werden konnte. Die Endvolumen lagen zwischen

20 und 40 µl. Zur Isolierung von polyA+-RNAs wurden 15 µl oligo dT(25) Magnetic Beads mit

1xLysis/Binde-Puffer gewaschen und zum Zell- oder Gewebslysat gegeben. Nach Durch-

mischung für 15 min und zweimaligem Waschen mit je 50 µl Waschpuffer (10 mM Tris-HCl,

pH 7.5, 150 mM LiCl, 1 mM EDTA) wurde zweimal mit 50 µl Erststrangsynthese-Puffer

(50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2) äquilibriert und die Magnetpartikel mit

gebundener mRNA in 3 µl Wasser resuspendiert. Die cDNA-Erststrangsynthese erfolgte mit

dem SMART-System von BD Biosciences (Heidelberg) nach Herstellerangaben. Für jeden

Zell- bzw. Gewebstyp wurde die optimale Zyklenzahl der long-distance PCR (LDPCR) für die

Synthese von cDNAs eines Größenbereiches von 0.5 bis 3 kb empirisch ermittelt. Die indivi-

duellen Bedingungen der LDPCR führten zu cDNA-Konzentrationen von etwa 20 ng/µl.

Zur PCR-basierten Genexpressionsanalyse wurden als template jeweils 20 ng der zell- bzw.

gewebsspezifischen cDNA-Populationen bzw. 500 ng genomische DNA eingesetzt. Die Am-

plifikation mit den ZmPti1-3'UTR-spezifischen Primern PRMMH59 und PRMMH52 erfolgte

mit 35 Zyklen (94°C, 1 min; 65°C, 30 sec, 72°C, 45 sec). Zur Analyse wurde die Hälfte jedes

PCR-Ansatzes elektrophoretisch aufgetrennt (3.3.1.2.).

                                                
14 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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2.2.5. Analyse von Proteinen

2.2.5.1. Überexpression rekombinanter Proteine

Die Überexpression rekombinanter Proteine erfolgte mit den Expressionsvektoren pET-30a

(Novagen/Merck Biosciences, 2002a), pGEX-KG (GUAN und DIXON, 1991) und pMAL-c2

(New England Biolabs, Frankfurt am Main) nach Transformation (2.2.11) in den E. coli

Stamm Rosetta(DE3) (Novagen/Merck Biosciences, Schwalbach).

Die Vektoren zur Expression der Tomate Serin/Threonin-Kinasen LePTO als Maltose-Binde-

Protein-Fusion (  MBP-LePTO in pMAL-c2, LOH und MARTIN, 1995) und LePTI1(K96N) als

Glutathion-S-Transferase-Fusion (  GST-LePTI1(K96N) in pGEX-KG, ZHOU et al., 1995)

wurden freundlicherweise von Gregory B. Martin15 zur Verfügung gestellt.

Zur Expression des Mais-PTI1 (ZmPTI1) als His-Tag-Fusionsprotein (  ZmPTI1-6His) wur-

de der offene Leserahmen (ORF) des isolierten ZmPti1-cDNA-Klons cSHD56_3 (3.2.1.) mit

dem Primerpaar PRMMH56/64 amplifiziert (2.2.3.2). Das korrespondierende Amplifikat wur-

de mittels der primerinternen NdeI- und NotI-Restriktionsschnittstellen in einen entsprechend

linearisierten pET-30a-Vektor integriert (  pET-30:Pti1).

Zur Expression eines Mais-PTI1 mit einem Aminosäuretausch von Lysin100 nach Aspara-

gin100 ( ZmPTI1(K100N)-6His) wurde mit dem Primerpaar PRMMH55/84 ein modifizierter 5‘

Bereich des ZmPti1-ORFs amplifiziert. Der Austausch des unmutierten 5' ORF mit dem Ly-

sin100 im pET-30:Pti1 gegen das mutierte Teilstück mit dem Asparagin100 erfolgte über die

Restriktionsschnittstellen NdeI und HindIII (  pET-30:Pti1(K100N)).

Die ordnungsgemäße Subklonierung wurde durch Sequenzierung (2.2.13) überprüft.

Die Proteinexpression mit transformierten Rosetta(DE3)-Zellen erfolgte in LB-Medium mit

Antibiotika in folgenden Endkonzentrationen: 30 µg/ml Kanamycin, 34 µg/ml Chlorampheni-

col bei pET-30-Vektoren; 100 µg/ml Ampicillin, 34 µg/ml Chloramphenicol bei pMAL-c2- und

pGEX-KG-Vektoren.

Eine Vorkultur aus 3 ml Medium wurde nach Impfung mit einer Einzelkolonie über Nacht bei

37°C und ~160 rpm angezogen. 50 ml LB-Medium, inklusive der entsprechenden Antibiotika,

wurde mit Zellen aus 1 ml der Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600 von 0.6 bei 28°C

und 180 rpm im 500 ml Erlenmeyer-Kolben angezogen. Die Induktion der Expression des

rekombinanten Proteins erfolgte durch die Zugabe von IPTG bis zu einer Endkonzentration

von 1 mM bei pET-30-Vektoren und 0.2 mM bei pMAL-c2- und pGEX-KG-Vektoren. Die Zel-

                                                
15 Boyce Thompson Institute for Plant Research and Department of Plant Pathology, Cornell University, Ithaca,

New York 14853, USA
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len wurden in der Regel nach 3 h durch Abzentrifugieren geerntet, mit ¼ Kultur-Volumen

20 mM Tris-HCl pH 8.0 gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden vor der Wei-

terverarbeitung bei -70°C eingefroren und bis zu einem Monat gelagert.

Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte denaturierend oder nativ entsprechend

ihres Affinitätstags mit Ni-NTA-Matrizen (His-Tag-Fusionsproteine), Amylose-Resin (MBP-

Fusionsproteine) oder GST-Binde-Matrix (GST-Fusionsproteine).

2.2.5.2. Denaturierende Affinitätsaufreinigung rekombinanter
His-Fusionsproteine

Die denaturierende Proteinaufreinigung der rekombinanten His-Tag-Fusionsproteine

ZmPTI1-6His und ZmPTI1(K100N)-6His aus den Rosetta(DE3)-Zellen erfolgte mit QIAGEN

Ni-NTA Agarose. Zellen aus 2-3 ml Kultur (2.2.5.1) wurden entsprechend dem Hersteller-

protokoll 19 des The QIAexpressionist (2002) im Batch-Verfahren mit den für eine 1 ml Kultur

angegebenen Volumina aufgearbeitet.

Für größere Kulturvolumina von 50 ml erfolgte die Batch-Aufarbeitung nach einem ange-

paßten Protokoll. Die Lyse des ~0,5 g Zellpellets erfolgte nach Auftauen auf Eis durch kräfti-

ges Vortexen bis zur Transluzion der Kultur in 2,5 ml Puffer B (100 mM NaH2PO4, 10 mM

Tris-HCl, 8 M Harnstoff, 10 mM β-Mercaptoethanol, pH 8.0). Nach Abtrennung unlöslicher

Bestandteile durch 20-minütige Zentrifugation bei 4°C und 16.000xg wurde der Überstand in

ein 15 ml-Falcon überführt, mit 150 µl QIAGEN Ni-NTA Agarose (Hilden) versetzt und 1,5 h

bei RT gerollt. Die Matrix wurde durch 1-minütiges Zentrifugieren bei 4°C und 3.500xg abge-

trennt und viermal mit je 2 ml Puffer C (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl, 8 M Harnstoff,

pH 6.3) durch einfaches Durchmischen gewaschen. An die Affinitätsmatrix gebundene re-

kombinante His-Fusionsproteine wurden 3-4 mal mit je 100 µl Puffer C + 100 mM EDTA

eluiert. Je 1 µl der Eluate wurde testweise in der SDS-PAGE aufgetrennt.

2.2.5.3. Native Affinitätsaufreinigung rekombinanter
His-Fusionsproteine

Für den Einsatz im Kinase-Assays (2.2.5.11) wurden die His-Tag-Fusionsproteine ZmPTI1-

6His und ZmPTI1(K100N)-6His nativ mit QIAGEN Magnetic Ni-NTA Agarose Beads

(2.2.5.3.1) aus Rosetta(DE3)-Zellen aufgereinigt.

Für den Einsatz als Substrat im in-gel Assay (2.2.5.11.3) wurden große Mengen rekombi-

nantes ZmPTI1(K100N)-6His mit QIAGEN Ni-NTA Agarose (2.2.5.3.3) nativ aus Roset-

ta(DE3)-Zellen aufgereinigt.
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2.2.5.3.1. Native Affinitätsaufreinigung mit Ni-NTA Magnetic Agarose Beads

Zur nativen Proteinaufreinigung überexprimierter His-Tag-Fusionsproteine wurden Rosetta

(DE3)-Zellen aus 3 ml Expressionskultur auf Eis aufgetaut, in 200 µl His-Lysispuffer+Tween

(50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM

PMSF, 0,05% (v/v) Tween 20) aufgenommen, mit 1 mg/ml Lysozym versetzt und für 30 min

auf Eis inkubiert. Anschließend wurde mit einem Branson Sonifier 250 mit eingetauchter Mi-

krotip für 10 sec bei 20-30 Watt Ausgangsleistung16 auf Eis sonifiziert. Das Proteinlysat wur-

de durch 30-minütige Zentriguation (4°C, >15.000xg) geklärt und nach der Zugabe von 10 µl

Ni-NTA Magnetic Beads 1 h bei 4°C im über-Kopf-Schüttler inkubiert. Nach Abtrennung der

Magnetpartikel wurde das Gesamtproteinlysat abgenommen und die Matrix dreimal mit je

200 µl His-Waschpuffer+Tween (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol,

10 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, 0,05% (v/v) Tween 20) gewaschen. Nach Entfer-

nen des Waschpuffers wurden die Magnetpartikel mit den rekombinanten Proteinen für

Phosphorylierungsassays (2.2.5.11.1) oder Interaktions-Kinase-Assays (2.2.5.11.2) einge-

setzt.

2.2.5.3.2. Native Affinitätsaufreinigung mit Ni-NTA Agarose (Minipräp)

Zur nativen Aufreinigung der in in-gel Kinase Assays (2.2.5.11.3) eingesetzten rekombinan-

ten ZmPTI1-6His und ZmPTI1(K100N)-6His wurde eine Minipräp-Proteinaufreinigung mit

QIAGEN Ni-NTA Agarose durchgeführt. Das Batch-Verfahren erfolgte in Anlehnung an das

Protokoll 14 aus dem Herstellerprotokoll The QIAexpressionist (2002).

Rosetta(DE3)-Zellen aus 3 ml Kultur (2.2.5.1) wurden auf Eis aufgetaut und in 100 µl His-

Lysis-Puffer (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 mM β-

Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) resuspendiert und nach Versetzen mit 1 mg/ml Lysozym

30 min auf Eis inkubiert. Nach Überführen des Lysisansatzes wurde für 10 sec bei 20-30

Watt Ausgangsleistung mit dem Branson Sonifier 250 auf Eis sonifiziert. Das Proteinlysat

wurde durch 30-minütige Zentrifugation (4°C, >15.000xg) geklärt und nach Zugabe von 10 µl

Ni-NTA Agarose 1 h bei 4°C im über-Kopf-Schüttler inkubiert. Die Matrix wurde pelletiert

(1 min, 4°C, 1.000xg) und nach Entfernen des Überstandes dreimal mit je 100 µl Waschpuf-

fer (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10 mM β-Mercaptoethanol,

1 mM PMSF) gewaschen. Abschließend wurde an der Ni-NTA Agarose gebundenes rekom-

binantes Protein dreimal mit 10 µl Elutionspuffer (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl,

250 mM Imidazol) eluiert. Nach der BRADFORD-Proteinmengenbestimmung stand das re-

kombinante Protein als Kontrolle im in-gel Assay (2.2.5.11.3) zur Verfügung.

                                                
16 Geräteinstellung Time:Hold, Duty Cycle: Constant, Output: 6
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2.2.5.3.3. Native Affinitätsaufreinigung mit Ni-NTA Agarose (Maxipräparation)

Für den Einsatz als Substrat im in-gel Kinase Assay (2.2.5.11.3) wurden große Mengen des

rekombinanten ZmPTI1(K100N)-6His nativ mit QIAGEN Ni-NTA Agarose aufgereinigt. Das

durchgeführte Batch-Verfahren erfolgte in Anlehnung an das Protokoll 9 des QUIAGEN The

QIAexpressionist (2002).

Rosetta(DE3)-Zellen einer 200 ml Kultur (2.2.5.1) wurden auf Eis aufgetaut, in 4 ml His-

Lysis-Puffer (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 10 mM β-

Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) resuspendiert und nach Versetzen mit 1 mg/ml Lysozym

sowie 25 U/ml Benzonase Nuclease17 (Novagen/Merck Biosciences) 30 min auf Eis inku-

biert. Nach Überführung des Lysisansatzes in ein 15 ml-Falcon wurde auf Eis viermal für je

10 sec bei 20-30 Watt Ausgangsleistung mit dem Branson Sonifier 250 mit Mikrotip sonifi-

ziert. Zwischen den einzelnen Sonifikationsschritten wurde für mindestens 3 min auf Eis ge-

kühlt. Zum geklärten Proteinlysat (30 min, 4°C, >15.000xg) wurden 100 µl Ni-NTA Agarose

gegeben und 1 h bei 4°C im über-Kopf-Schüttler inkubiert. Nach Zentrifugation (1 min, 4°C,

1.000xg) wurde der Überstand abgenommen und die Matrix dreimal mit je 2 ml Waschpuffer

(50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM

PMSF) gewaschen. Abschließend wurde das gebundene ZmPTI1(K100N)-6His dreimal mit

je 100 µl Elutionspuffer (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol) von der

Ni-NTA Agarose eluiert. Nach der BRADFORD-Proteinmengenbestimmung stand das

ZmPTI1(K100N)-6His als Substrat für die co-Polymerisation im in-gel Assay (2.2.5.11.3) zur

Verfügung.

2.2.5.4. Native Proteinaufreinigung rekombinanter MBP-Fusionsproteine

Rekombinantes LePTO wurde als MBP-Fusionsprotein (  MBP-LePTO, LOH und MARTIN,

1995) aus Rosetta(DE3)-Zellen von 1,3 ml Kultur (2.2.5.1) nach NEW ENGLAND BIOLABS

(2001), MAIN et al. (1988) und JIA et al. (1997) mit Amylose Resin (New England Biolabs,

Frankfurt am Main) wie folgt aufgereinigt:

Nach Auftauen auf Eis wurden die Zellen in 200 µl Column-Buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.4,

200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) aufgenommen,

1 mg/ml Lysozym zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde auf Eis mit

einem Branson Sonifier 250 mit eingetauchter Mikrotip für 10 sec bei 20-30 Watt Ausgangs-

leistung sonifiziert. 40 µl Amylose Resin wurden pelletiert (1 min, 4°C, 1.000xg), zweimal mit

200 µl Column-Buffer gewaschen und in 20 µl Column-Buffer resuspendiert. Das geklärte

Proteinlysat (30 min, 4°C, >15.000xg) wurde zu der gewaschenen Amylose Resin gegeben
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MATERIALIEN UND METHODEN 33

und 1 h bei 4°C im über-Kopf-Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Matrix pelletiert

(1 min, 4°C, 1.000xg) und dreimal mit je 200 µl Column-Buffer gewaschen. Nach Entfernen

des Waschpuffers standen die immobilisierten rekombinanten Proteine für den Standard-

Phosphorylierungsassays (2.2.5.11.1) oder Interaktions-Kinase-Assays (2.2.5.11.2) zur Ver-

fügung.

2.2.5.5. Native Proteinaufreinigung rekombinanter GST-Fusionsproteine

Rekombinantes LePT1(K96N) wurde als GST-Fusionsprotein (  GST-LePTI1(K96N), ZHOU

et al., 1995) aus Rosetta(DE3)-Zellen von 2,0 ml Kultur (2.2.5.1) nach NOVAGEN (2002b),

CHANG et al. (1992) und JIA et al. (1997) mit GST-Bind-Resin (Novagen/Merck Biosciences,

Schwalbach) aufgearbeitet. Im wesentlichen verlief die Aufreinigung analog zur Affinitätsauf-

reinigung von MBP-Fusionsproteinen (2.2.5.4) mit folgenden Modifikationen:

Als Lysis- und Waschpuffer wurde der GST-Bind/Wash-Buffer (4,3 mM Na2HPO4, pH 7.3,

1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF) ver-

wendet. Als Affinitätsmatrix wurden 40 µl GST-Bind-Resin 1 min bei 4°C, 1.000xg pelletiert,

einmal mit 100 µl GST-Bind/Wash-Buffer gewaschen und anschließend in 20 µl GST-

Bind/Wash-Buffer aufgenommen.

2.2.5.6. Gesamtproteinextrakte aus Pflanzengeweben

Zur Extraktion von Gesamtproteinen wurden bei -70°C gelagerte Maisgewebe von entwik-

kelnden männlichen Blüten, Seide, adulten Blättern sowie 7 Tage alten Keimlinge aus Rol-

lenkulturen (2.2.2.2) verwendet. Alle Gewebe wurden für 2 min tiefkalt in 2 ml Reaktionsge-

fäßen in einer Labor-Schwingmühle 30mm (Retsch, Haan) mit einer Frequenz von 30/s auf-

geschlossen und nach Versetzen mit etwa 1 Volumen Gesamtprotein-Extraktionspuffer

(50 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% (v/v) TritonX100, 10 mM Mercap-

toethanol, 2 mM PMSF) auf Eis aufgetaut und homogenisiert. Nach einstündiger Inkubation

bei 4°C im über-Kopf-Schüttler wurden die Proteinextrakte geklärt (10 min, 4°C, 10.000xg)

und die Überstände in vorgekühlte Reaktionsgefäße überführt. Die Proteinkonzentrationen

wurden nach BRADFORD (1976) mit dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Mün-

chen) bestimmt. Als Referenzprotein diente Rinderserumalbumin (BSA, MBI Fermentas, St.

Leon-Rot).

Die Gesamtproteinextraktion aus reifem Pollen erfolgte analog, außer, dass dieser mit 2-3

Volumen Gesamtpotein-Extraktionspuffer mit 2,5 U/ml Benzonase Nuclease (Nova-

gen/Merck Biosciences) versetzt wurde.
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Zur Extraktion von Gesamtproteinen, die in Kinase Assays (2.2.5.11) eingesetzt wurden,

wurde der Gesamtprotein-Extraktionspuffer mit 60 mM β-Glycerophosphat, 1 mM Na-ortho-

Vanadat und 5 mM NaF sowie 20 µl/ml Proteinase Inhibitor Cocktail (#P8849, Sigma Aldrich,

München) ergänzt.

Zum Einsatz der Gesamtproteine in in-gel Assays (2.2.5.11.3) wurde an Stelle des Gesamt-

protein-Extraktionspuffers der in-gel Lysispuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM NaCl,

1 mM MgCl2, 1 mM Na-ortho-Vanadat, 100 µM NaF, 1% (v/v) Nonidet P-40, 10 mM β-

Glycerophosphat, 1% (v/v) Glycerol, 1 mM PMSF, 1 mM AEBSF) verwendet.

2.2.5.6.1. Gesamtproteinextrakte aus in vitro gekeimtem Pollen

In vitro auf 1xPGM-Halbfestmedium gekeimter Pollen (2.2.2.1) wurde nach Überführung von

der Agarplatte in ein vorgekühltes 2 ml Reaktionsgefäß mit ½ Volumen 2-fach konzentrier-

tem Gesamtprotein-Extraktionspuffer versetzt und mit einem Dispergierwerkzeug aufge-

schlossen. Nach Zentrifugation (30 min, 4°C, 10.000xg) wurde der Überstand mit Centri-

con 10 Aufkonzentrationssäulen (Amicon, Bevely, USA) eingeengt, um die Proteinkonzen-

tration zu erhöhen.

2.2.5.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine und Proteinextrakte wurden vor der elektrophoretischen Größenauftrennung mit

SDS-Ladepuffer versetzt (Endkonzentration in der Proteinprobe 12 mM Tris-HCl pH 7.5,

5% (v/v) Glycerol, 0,4% (w/v) SDS, 2,8 mM β-Mercaptoethanol, 0,02% (w/v) Bromphe-

nolblau) und 5 min bei 85°C inkubiert.

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte mit dem NuPAGE Gel System der Firma

Invitrogen (Karlsruhe) in einer XCell SureLock Minigel-Kammer mit 10%- und 12%igen

NuPAGE Bis-Tris Gelen und 1xMOPS Laufpuffer nach Herstellerangaben.

In Kinase-Assays (2.2.5.11) wurden rekombinante Proteine und Proteinextrakte nach

LAEMMLI (1970) in 10-12%igen (w/v) Polyacrylamidgelen mit 0,1% (w/v) SDS aufgetrennt.

Die Acrylamidkonzentration im Sammelgel betrug 5%. Die Elektrophorese erfolgte in einer

Mini-PROTEAN 3 Elektrophoresis Cell der Firma Bio-Rad Laboratories (München) für 2-3 h

bei 15-25 mA je Gel.

Das Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine wurde aus parallel aufgetrennten Protein-

standards (2.1.3) hergeleitet.
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2.2.5.8. Synthese eines polyklonalen Antikörpers

Die Synthese eines polyklonalen, gegen ZmPTI1 gerichteten Antikörper wurde in zwei Ka-

ninchen (#5221, #5222) von der Firma Biogenes (Berlin) durchgeführt. Für die Immunisie-

rung wurde rekombinantes ZmPTI1-6His überexprimiert (2.2.5.1) und denaturierend aufge-

reinigt (2.2.5.2). Beide Kaninchen wurden am 1., 7., 14. und 28. Tag insgesamt je ~700 mg

ZmPTI1-6His injiziert. Die erste Probeblutung erfolgte am 28. Tag, die erste Blutung am

35. Tag. Um die Sensitivität des Antiserums zu erhöhen, wurde jedem Tier insgesamt weite-

re 300 mg rekombinantes Protein am 70., 84. und 98. Tag injiziert. Am 112. Tag erfolgte die

Ausblutung und Antiserumgewinnung.

Die beiden Präimmunseren und Antiseren gegen ZmPTI1 wurden hinsichtlich ihrer immuno-

genen Aktivität getestet (2.2.5.8.1) und aliquotiert bei 4°C und -20°C gelagert.

2.2.5.8.1. Test des polyklonalen Antikörpers

Die erhaltenen Antiseren der Tiere #5221 und #5222 wurden hinsichtlich ihrer immunogenen

Aktivität gegen das ZmPti1-Protein getestet. Beide Antiseren wurden in Konzentrationen von

1:250, 1:500, 1:1.000, 1:2.500 und 1:5.000 zum Nachweis von ZmPTI1 in Western Detektio-

nen eingesetzt. Je Antiserumkonzentration wurden nebeneinander 100 ng rekombinantes

ZmPTI1-6His (2.2.5.1) und 40 µg Pollen-Gesamtproteinextrakt (2.2.5.6) elektrophoretisch

aufgetrennt (2.2.5.7). Nach Western Blot der aufgetrennten Proteine auf eine ECL-

Nitrocellulose-Membran (2.2.5.9) wurde die Membran in Streifen geschnitten. In der an-

schließenden Western Detektion (2.2.5.10) wurde rekombinantes und natives ZmPTI1 mit

den unterschiedlichen Antiserumkonzentrationen nachgewiesen und so die immunogene

Aktivität der Antiseren bestimmt. Zur Bestimmung der immunogenen Hintergrundaktivität der

Präimmunseren wurden diese in einer Konzentrationen von 1:500 eingesetzt.

Aufgrund der höheren immunogenen Aktivität des Antiserums des Tieres #5222 (3.3.3.2.),

wurde dieses zum Nachweis von endogenem ZmPTI1 als primärer Antikörper in Konzentra-

tionen von 1:250 bis 1:500 eingesetzt.

2.2.5.9. Western Blot von SDS-Gelen

Der Transfer elektrophoretisch aufgetrennter Proteine und Proteingemische (2.2.5.7) erfolgte

semi dry mit der Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Elektroblotapparatur (Bio-Rad Labo-

ratories, München) auf ECL-Nitrocellulose-Membran (Amersham Biosciences, Freiburg).

Ungefärbte Proteingele sowie drei Stücken Whatman-Papier gleicher Größe wurden vor dem

Transfer 30 min in Kathoden-Puffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM Glycin, 0,1% (w/v)

SDS) inkubiert. Zur Übertragung mit Coomassie gefärbter Proteine (SAMBROOK et al., 1989)

wurde die SDS Konzentration des Kathoden-Puffers auf 0,5% (w/v) erhöht. Die ECL-Nitro-
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cellulose-Membran wurde mit drei Stücken Whatman-Papier geicher Größe für 30 min in

Anoden-Puffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM Glycin, 30% (v/v) Methanol) äquilibriert.

In der Blottingapparatur wurden die in Anodenpuffer inkubierten Whatman-Papiere und die

Membran deckungsgleich und blasenfrei auf die Anode gelegt. Im Anschluss wurde das

Protein-Gel ebenfalls blasenfrei umgekehrt aufgelegt und mit drei, in Kathoden-Puffer inku-

bierten, Whatman-Papieren abgedeckt. Nach Aufsaugen überschüssigen Puffers erfolgte der

Transfer für 2-2,5 h mit 0,65 mA/cm2 Gel. Die ECL-Membran wurde mit destilliertem Wasser

gespült und zwischen Whatman-Papier lichtgeschützt bei 4°C aufbewahrt oder nach Kon-

trolle der quantitativen Überführung der Proteine durch Ponceau-Färbung (SAMBROOK et al.,

1989) für die Western Detektion (2.2.5.10) verwendet.

2.2.5.10. Western Detektion

Der Western Nachweis von spezifischen Proteinen erfolgte in Anlehnung an das Western

Blot Protocol des His-Tag Monoclonal Antibody (NOVAGEN, 2001). Alle Inkubationsschritte

der ECL-Membran erfolgten mit der Proteinseite nach oben bei RT auf einem Orbital-

Schüttler in sauberen 145 mm-Petrischalen. Die ECL -Membran wurde zweimal für je 10 min

in 1xTBS (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 7,5 mM NaCl) äquilibriert. Nach der anschließenden ein-

stündigen Blockierung der Membran in 15 ml Blockinglösung (5% Glücksklee Magermilch-

pulver in 1xTBS) wurde zweimal für je 10 min mit 1xTBSTT (20 mM Tris-HCl, pH 7.5,

500 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween20, 0,2% (v/v) Triton X100) gewaschen und für 10 min in

1xTBS inkubiert. Es folgte eine einstündige Inkubation der Membran in 15 ml einer 1:1.000

Verdünnung des monoklonalen His-Tag-Antikörpers der Firma Novagen/Merck Biosciences

(Schwalbach) oder einer 1:250 bis 1:400 Verdünnung des ZmPTI1-Antiserums des Kanin-

chens #5222 (2.2.5.8) in Blockinglösung. Nach zweimaligem Waschen für 10 min in

1xTBSTT und 10-minütiger Inkubation in 1xTBS wurde für 1 h in 15 ml einer 1:5.000 Ver-

dünnung des HRP-konjugierten, monoklonalen Anti-Kaninchen IgG (#A1949, Sigma-Aldrich,

München) in Blockinglösung inkubiert. Anschließend wurde fünfmal 10 min mit 1xTBSTT

gewaschen. Zur Detektion der spezifisch gebundenen Kaninchenantikörper wurde die Mem-

bran mit 100-200 µl frischer Detektionslösung des ECL-Immunodetektionssystems (Amer-

sham Biosciences, Freiburg) überschichtet, eingeschweißt und umgehend mit Hyperfilm MP

(Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert.

Zur Wiederverwendung von ECL-Nitrocellulose-Membranen wurden gebundene Antikörper

durch 5-minütiges Inkubieren in 0,2 M NaOH entfernt. Nach Spülen mit Wasser und 10-

minütigem Äquilibrieren in 1xTBS wurde die Membran bei 4°C aufbewahrt oder für weitere

Western Detektionen eingesetzt.
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2.2.5.11. Kinase Assays

In Kinase Assays wurden nativ affinitätsaufgereinigte rekombinante Proteine (2.2.5.3.1,

2.2.5.4 und 2.2.5.5) und nativ extrahierte Gesamtproteine aus Maisgeweben (2.2.5.6) unter

nativen Bedingungen in Gegenwart von radioaktivmarkiertem γ-[32P]-ATP inkubiert, um die

Auto- bzw. trans-Phosphorylierungsaktivitäten zu bestimmen.

2.2.5.11.1. Standard-Phosphorylierungsassay

Für den Standard-Phosphorylierungsassay wurde mit Ni-NTA Magnetic Agarose Beads nativ

aufgereinigtes ZmPTI1-6His und ZmPTI1(K100N)-6His (2.2.5.3.1), mit Amylose Resin nativ

aufgereinigtes LePTO (2.2.5.4) sowie mit GST-Bind-Resin nativ aufgereinigtes LeP-

TI1(K96N) (2.2.5.5) eingesetzt. Alle verwendeten Gesamtproteinextrakte aus Maisgeweben

wurden ebenfalls nativ aufgearbeitet (2.2.5.6). Der Standard-Phosphorylierungsassay er-

folgte modifiziert nach CHANG et al. (1992) und JIA et al. (1997):

Die jeweiligen Matrizen mit immobilisierten rekombinanten Proteinen wurden durch kurzes

Waschen mit 1xKinasepuffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.0, 10 mM β-Mercaptoethanol, 10 mM

MnCl2) äquilibriert. Zum Entfernen der Überstände wurden die Amylose- und GST-Bind-

Resin für 1 min bei 4°C und 1.000xg pelletiert. Die Ni-NTA Magnetic Agarose Beads wurde

mittels eines Magneten abgetrennt. Standard-Phosphorylierungsassays wurden im 50 µl-

Ansatz durchgeführt:

a) direkt auf matrixgebundenen rekombinanten Proteinen,

b) direkt auf matrixgebundenen rekombinanten Proteinen in Gegenwart von 40 µg Gesamt-

protein verschiedener Maisgewebe oder

c) direkt auf Kombinationen verschiedener matrixgebundener rekombinanter Proteine.

Als Negativkontrollen wurden Gesamtproteinextrakte mit frischer unbeladener Affinitätsmatrix

inkubiert, um Hintergrundphosphorylierungsaktivitäten in unterschiedlichen Maisgeweben zu

identifizieren.

Der Reaktionsansatz für den Kinaseassay setzte sich zusammen aus 50 mM Tris-HCl

pH 7.0, 10 mM β-Mercaptoethanol, 10 mM MnCl2, 20 µM ATP und 10 µCi γ-[32P]-ATP. Wäh-

rend der 20- bis 30-minütigen Inkubation bei 25°C wurden die Proben im Thermomixer leicht

geschüttelt (1000 rpm) und alle 5 min aufgeschnippt. Nach Zentrifugation (1 min, RT,

1.000xg) wurde der Überstand entfernt und die Matrizen zweimal mit je 100 µl 1xTBS Isolie-

rungspuffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.3, 300 mM NaCl, 10 mM β-Mercaptoethanol, 0,1% (v/v)

Tween 20) gewaschen. Die Elution der matrixgebundenen Proteine erfolgte durch die Zu-

gabe von 20 µl 2xSDS-Ladepuffer und 5-minütiger Inkubation bei 85°C. Nach kurzer Zentri-

fugation (>15.000xg) wurden die Proben auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel geladen

und elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.5.7). Beim Gellauf wurde darauf geachtet, dass nicht
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eingebautes γ-[32P]-ATP mit der Lauffront aus dem Gel lief. SDS-Polyacrylamid-Gele wurden

nach dem Gellauf zweimal für 10 min in 1xLAEMMLI Laufpuffer (25 mM Tris-HCl, 19,2 mM

Glycin, 0,1% (w/v) SDS) bei RT gewaschen, anschließend getrocknet (2.2.5.11.4) oder ein-

geschweißt und bei RT mit Hyperfilm MP (Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert.

2.2.5.11.2. Interaktions-Kinase-Assay

Für den Interaktions-Kinase-Assay wurde natives an Ni-NTA Magnetic Agarose Beads im-

mobilisiertes ZmPTI1(K100N)-6His (2.2.5.3.1) mit je 40 µg Gesamtprotein verschiedener

Maisgewebe präinkubiert. Dabei sollten putative ZmPTI1-Phosphorylierungspartner aus dem

Gesamtproteinextrakt spezifisch mit dem immobilisierten ZmPTI1(K100N)-6His interagieren

und durch anschließendes Waschen nicht entfernt werden.

Ni-NTA Magnetic Agarose Beads mit gebundenem ZmPTI1(K100N)-6His (2.2.5.3.1) wurden

durch Waschen mit 100 µl Interaktionspuffer (50 mM NaH2PO4, pH 8.0, 300 mM NaCl,

20 mM Imidazol, 10 mM β-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, 0,05% (v/v) Tween 20) äquili-

briert. Nach Entfernen des Überstandes wurden die Magnetpartikel in 100 µl Interakti-

onspuffer aufgenommen und mit 40 µg Gesamtprotein versetzt. Nach einstündiger Inkubati-

on bei 4°C im über-Kopf-Schüttler wurde der Überstand entfernt und einmal mit 100 µl Inter-

aktionspuffer gewaschen. Die Affinitätsmatrix, an die das rekombinante ZmPTI1(K100N)-

6His mit putativen Interaktionspartnern gebunden war, wurde mit dem Reaktionsansatz

(50 mM Tris-HCl pH 7.0, 10 mM β-Mercaptoethanol, 10 mM MnCl2, 20 µM ATP und 10 µCi

γ-[32P]-ATP) versetzt und wie für den Standard-Phosphorylierungsassay (2.2.5.11.1) be-

schrieben behandelt.

2.2.5.11.3. in-gel Assay

Für den in-gel Assay nach WOOTEN (2002) wurde je 40 µg Gesamtprotein aus verschiede-

nen Maisgeweben eingesetzt, die nativ mit dem in-gel-Lysispuffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.5,

137 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1 mM Na-ortho-Vanadat, 100 µM NaF, 1% (v/v) NP-40, 10 mM

β-Glycerophosphat, 1% (v/v) Glycerol, 1 mM PMSF, 1 mM AEBSF) präpariert wurden

(2.2.5.6). Als Substrat wurde rekombinantes ZmPTI1(K100N)-6His eingesetzt, das in einer

Maxipräparation nativ aufgereinigt wurde (2.2.5.3.2). Als Kontrollen standen mit Ni-NTA Aga-

rose Beads aufgereinigtes ZmPTI1-6His und ZmPTI1(K100N)-6His zur Verfügung

(2.2.5.3.2). Gesamtproteinextrakte sowie die rekombinanten Kontrollproteine wurden frisch

hergestellt. Das Substrat wurde am Vortag nativ aufgereinigt und bei 4°C gelagert

(2.2.5.3.3).
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Tag 1

In einer Mini-PROTEAN 3 Elektrophoresis Cell der Firma Bio-Rad Laboratories (München)

wurden zwei 1 mm dicke, 12%ige SDS-Polyacrylamid-Gele gegossen: eines ohne Substrat

(Gel A), eines mit co-polymerisierten Susbtrat (Gel B: 300 µg/ml ZmPTI1(K100N)-6His).

12% Trenngel (5 ml) Gel A Gel B
Wasser 2,36 ml 2,36 - x ml
1,5 mg Substrat (ZmPTI1(K100N)-6His) ./. x ml
1,5 M Tris-HCl, pH 8.8 1,30 ml 1,30 ml
30% Acryl-BisAcrylamid-Mix 2,00 ml 2,00 ml
50% Glycerol 100 µl 100 µl
20% SDS 25 µl 25 µl
10% APS 170 µl 170 µl
TEMED 2,5 µl 2,5 µl

Die Trenngele wurde nach Überschichten mit Wasser zum Polymerisieren für 1-1.5 h bei

37°C inkubiert, das Wasser im Anschluss entfernt und das Gel mehrfach mit LAEMMLI-

Laufpuffer (25 mM Tris-HCl, 19,2 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) gespült. Anschließend wur-

den die beiden 5%igen Sammelgele mit je zehn Taschen gegossen:

5% Sammelgel für zwei Gele
Wasser 2,16 ml
0,5 M Tris-HCl, pH 6.8 950 µl
30% Acryl-BisAcrylamid-Mix 635 µl
20% SDS 18,8 µl
10% APS 43,8 µl
TEMED 3 µl

Nach dem Auspolymerisieren der Sammelgele wurden die Kämme vorsichtig entfernt und

die Gele in die Elektrophoresekammer überführt. Obere und untere Kammer wurden mit

LAEMMLI-Laufpuffer befüllt, die Geltaschen mit Laufpuffer gespült und, um die Unversehrtheit

der Taschen zu kontrollieren, mit je 1 µl 2xSDS-Ladepuffer (125 mM Tris-HCl, pH 6.8,

4% (w/v) SDS, 10% β-Mercaptoethanol, 20% Glycerol, 0,05% (w/v) Bromphenolblau) bela-

den.

Beide Gele wurden mit identische Mengen an Kontrollproteinen und Gesamtproteinextrakten

beladen. Die gelektrophoretische Auftrennung der Proben und eines gefärbten Proteingrö-

ßenstandards erfolgte für etwa 3 h bei 12,5 mA je Gel bis zum Austritt der Bromphenolblau-

Lauffront (2.2.5.7).
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Nach dem Gellauf wurden die Sammelgele abgetrennt und jedes Gel in einen individuell ge-

kennzeichneten Behälter überführt. Das Entfernen des SDS aus beiden Gelen erfolgte unter

leichtem Schwenken durch fünfmaliges Waschen für 12 min mit je 50 ml SDS-Removal So-

lution I (20% (v/v) Isopropanol, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0) auf einem Orbital-Schüttler. Im An-

schluss wurde dreimal für je 20 min mit je 50 ml SDS-Removal Solution II (50 mM Tris-HCl,

pH 8.0, 1 mM DTT) geschwenkt. Zur Denaturierung der Proteine wurden die Gele jeweils in

50 ml Denaturierungspuffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20 mM DTT, 6 M Guanidinhydrochlo-

rid) wie folgt inkubiert: einmal für 30 min sehr leicht schwenkend, einmal für 30 min leicht

schwenkend und nach erneutem Pufferwechsel für 1 h leicht schwenkend. Zur Renaturie-

rung der Proteine wurden die Gele viermal für 10 min bei RT in je 50 ml Renaturierungspuf-

fer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM DTT, 0,04% Tween20, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2)

leicht schwenkend inkubiert. Die Renaturierung wurde bei 4°C ohne Schwenken mit je 50 ml

Renaturierungspuffer für 3 h und ein zweites Mal für mindestens 12 h fortgesetzt.

Tag 2

Nach zweimaligem Waschen der Gele mit je 50 ml SDS-Removal Solution II für 10 min bei

RT unter leichtem Schwenken, wurden die Gele in 25 ml kaltem Kinase Assay Puffer (25 mM

Hepes, pH 7.4, 20 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, 5 mM NAF, 100 µM Na-ortho-Vanadat, 2,5 µg/ml

p-Nitrophenylphosphat, 1 mM DTT) leicht schwenkend äquilibriert.

Je Gel wurden 25 ml heißer Kinase Assay Puffer (25 mM Hepes, pH 7.4, 20 mM MgCl2,

1 mM MnCl2, 5 mM NAF, 100 µM Na-ortho-Vanadat, 2,5 µg/ml p-Nitrophenylphosphat, 1 mM

DTT, 50 µM ATP, 120 µCi γ-[32P]-ATP) für 10 min bei 30°C vorgewärmt. Die äquilibrierten

Gele wurden in den heißen Kinase Assay Puffer überführt und für 2 h bei 30°C unter leichter

Bewegung inkubiert. Nach Entfernen des heißen Kinase Puffers wurden die Gele bei RT

unter leichtem Schütteln mit Gel-Waschlösung (5% Trichloressigsäure, 1% Natrium-

pyrophosphat) gründlich gewaschen: viermal 10 min, zweimal 20 min und übers Wochenen-

de mit Wechsel der Waschlösung alle 8 bis 16 h. Im Anschluss an das Waschen der Gele

wurden diese getrocknet (2.2.5.11.4) und bei RT mit Hyperfilm MP (Amersham Biosciences,

Freiburg) exponiert.

2.2.5.11.4. Trocknung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Um die Schärfe und Intensität der Phosphorylierungssignale zu erhöhen, wurden SDS-Poly-

acrylamid-Gele aus Kinase-Assays im Gel Drying System 583 (Bio-Rad Laboratories, Mün-

chen) getrocknet. Hierfür wurden die Gele blasenfrei auf ein gut durchfeuchtetes Whatman-

Papier gelegt und mit Frischhaltefolie faltenfrei abgedeckt. Nach Anlegen eines Vakuums

wurde 2.5 h bei langsam ansteigender Deckeltemperatur (max. 60°C) getrocknet und an-

schließend bei RT mit Hyperfilm MP (Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert.
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2.2.6. SMART cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNAs aus Gesamt-RNAs erfolgte mit dem SMART PCR cDNA Synthe-

sis Kit (BD Biosciences, Freiburg) nach Herstellerangaben (User Manual PT3041-1).

Das Design der verwendeten SMART18-Primer erlaubt die präferenzielle Anreicherung von

Erststrang-cDNAs mit vollständigem 5' Ende und unterbindet die Erststrangsynthese von

poly A--RNAs, sowie die spätere Amplifikation unvollständig revers transkribierter cDNAs und

kontaminierender genomischer DNAs.

Für die cDNA-Synthese wurde je 1 µg Gesamt-RNA (2.2.4.1) aus 10 min in Flüssigmedium

gekeimtem Pollen (2.2.2.1) und ungekeimtem Pollen des Wildtyps (wt) und der white pollen

Mutante (whp) eingesetzt. Die Erststrangssynthese erfolgte entsprechend den Angaben in

den Abschnitten VA und VIIA des User Manuals. Die Zweitstrangsynthese und Amplifikation

der cDNAs durch long distance PCR (LDPCR) erfolgte mit 20 Zyklen (95°C 15 sec, 65°C

30 sec, 68°C 6 min) nach einem 1-minütigen Denaturierungsschritt bei 95°C im Biometra

Uno II Thermocycler (Whatman-Biometra, Göttingen). Die synthetisierten cDNA-

Populationen wurden für die Subtraktive Hybridisierung nach BUCHANAN-WOLLASTON und

AINSWORTH (2.2.7.1), zur Herstellung einer cDNA-Bibliothek mit dem SMART cDNA Library

Construction Kit (2.2.8) und in der suppressiven Subtraktiven Hybridisierung mit dem PCR-

Select cDNA Subtraction Kit (2.2.7.2) der Firma BD Biosciences (Freiburg) verwendet.

2.2.7. Subtraktive Hybridisierungen

Zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene im Pollen der sterilen white-pollen Mutante

und dem fertilen Wildtyp wurden cDNA-Populationen (2.2.6) aus 10 min in vitro gekeimtem

Pollen der whp-Mutante und des Wildtyps miteinander verglichen. Der Vergleich erfolgte

nach einer von BUCHANAN-WOLLASTON und AINSWORTH 1997 beschriebenen Methode

(2.2.7.1) und mit dem PCR-Select cDNA Subtraction Kit (2.2.7.2) der Firma BD Bioscien-

ces (Freiburg). Grundsätzlich findet in beiden Methoden die Hybridisierung zweier cDNA-

Populationen, dem tester und dem driver, statt. Die Hybridisierung wird dazu genutzt, cDNA-

Sequenzen die in beiden Populationen vorhanden sind abzureichern und gleichzeitig, die

überwiegend oder ausschließlich in einer Population (tester) vorhandenen cDNA-Sequenzen

anzureichern.

                                                
18 SMART: Switch Mechanism At 5' end of RNA Transcript
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2.2.7.1. Subtraktive Hybridisierung nach BUCHANAN-WOLLASTOn
und AINSWORTH

Die subtraktive Hybridisierung nach BUCHANAN-WOLLASTON und AINSWORTH (1997) wurde

wie von LORBIECKE und SAUTER (2002) beschrieben durchgeführt. Wie in Abschnitt 2.2.6

beschrieben, wurden aus Gesamt-RNAs 10 min in vitro gekeimter Pollen des Wildtyps und

der white pollen Mutante die tester- und driver-cDNA-Populationen synthetisiert. Nach der

Restriktion der tester- und driver-cDNAs mit den Restriktionsendonukleasen RsaI und AluI

erfolgte die Ligation der korrespondierenden Adaptoren. Nicht ligierte Adaptorkomponenten

wurden elektrophoretisch über ein Agarosegel abgetrennt. Im Anschluss an die Elution der

tester- und driver-cDNAs erfolgte deren Amplifikation mit adaptorspezifischen Primern.

Für die erste Hybridisierung wurden 0,5 µg tester- und 5 µg driver-cDNA gemeinsam denatu-

riert, für 20 h bei 65°C inkubiert und anschließend die biotinylierten driver-tester-cDNA-

Hybride sowie die driver-cDNAs über Streptavidin-Magnetic Beads (Dynal, Hamburg) aus

dem Ansatz entfernt. Nach Zugabe von 2,5 µg frisch denaturierter driver-cDNA wurde für 2 h

hybridisiert und driver-tester-cDNA-Hybride und überschüssige driver-cDNAs entfernt. Die

resultierenden, subtrahierten tester-cDNAs aus dem Überstand wurden spezifisch amplifi-

ziert und für die nächsten beiden Hybridisierungsrunden aus langer und kurzer Hybridisie-

rung mit neuen driver-cDNAs eingesetzt.

Die nach drei Runden langer und kurzer Hybridisierungen angereicherten tester-cDNAs wur-

den spezifisch amplifiziert, mit EcoRI restringiert und nach Aufreinigung in einen entspre-

chend linearisierten pBluescript KS (Stratagene, Heidelberg) subkloniert. Nach Transformati-

on der Plasmide in den E.coli-Stamm DH5a (QIAGEN, Hilden) wurden erhaltenen Subtrakti-

onsklone in Dot-Blot Hybridisierungen (2.2.7.1.1) analysiert.

2.2.7.1.1. Dot-Blot Hybridisierung

Um zu überprüfen, ob die Subtraktionsklone aus 2.2.7.1 cDNA-Fragmente enthalten, die

differentiell exprimierte Gene repräsentieren, wurden ihre cDNA-Insertionen in Dot-Blots auf-

gespendet und gegen Sonden aus driver- und tester-cDNA-Populationen hybridisiert.

Zur späteren Hybridisierung gegen zwei Sonden, einer tester- und einer driver-spezifischen,

wurden zwei identische Dot Blots hergestellt: Hierzu wurden die cDNA-Insertionen zufällig

ausgewählter Subtraktionsklone mit den MCS19-spezifischen Primern EI und EII20 per PCR

amplifiziert (Denaturierung 94°C 4 min, 30 Zyklen: 94°C 45 sec, 55°C 45 sec, 72°C 1 min).

                                                
19 Multiple Cloning Site
20 Primer EI: 5'-CCCCCGGGCTGCAGGAATTC-3'  EII: 5'-TATCGATAAGCTTGATATCG-3'
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Von allen, für die PCR Amplifikation gewählten, Subtraktionsklonen wurden über-Nacht-

Kulturen im Reaktionsgefäß und Ausstriche auf LB-amp100-Platten angefertigt.

Zur Herstellung der beiden identisch beladenen Dot-Blots wurden die amplifizierten cDNA-

Insertionen mit einer Dot-Blot-Apparatur auf eine Hybond N+ Nylonmembran (Amersham

Biosciences, Freiburg) aufgespendet. Die in Wasser äquilibrierten Membranen wurden bla-

senfrei auf ebenfalls in Wasser äquilibrierte Whatman-Papiere in die Dot Blot Apparaturen

gelegt. Die Apparaturen wurden geschlossen und jeweils 90 µl einer 1:10 Verdünnung des

PCR-Ansatzes wurde per Vakuum auf die Membranen aufgebracht. Die beiden Membranen

wurden mit dem DNA-Seite nach oben 5 min auf zwei Lagen Whatman-Papier denaturiert

(0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl), 5 min neutralisiert (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 7.0) und

10 min auf 2xSSC inkubiert. Zur Fixierung der cDNA-Fragmente wurden die Membranen

beidseitig mit 1.200 µJ/cm2 UV-Licht bestrahlt.

Für die differentielle Hybridisierung der beiden Membranen wurden je 3 µg tester- und driver-

cDNA zur Abtrennung der Adaptoren mit 10 U EcoRI verdaut und über eine MicroSpin Co-

lumn S-300 HR (Amersham Biosciences, Freiburg) aufgereinigt. Für die radioaktive Markie-

rung mit je 50 µCi α-[32P]-dCTP (2.2.3.3.2) wurden je 30 ng der adaptorfreien tester- und

driver-cDNAs eingesetzt. Nach Denaturierung der Sondenfragmente wurde den prähybridi-

sierten Membranen jeweils gleiche Mengen spezifischer Aktivität (12·107 cpm) einer der bei-

den Sonden zugesetzt und über Nacht bei bei 68°C hybridisiert. Das Waschen und die De-

tektion beider Membranen erfolgte nach dem Northern Protokoll (2.2.4.3).

Aufgespendete cDNA-Insertionen von Subtraktionsklonen, die im Autoradiogramm mit der

tester- ein stärkeres Signal als mit der driver-Sonde zeigten, wurden in Northern Analysen

(2.2.4.3) als Sonde gegen Gesamt-RNAs aus reifem und in vitro keimendem Pollen des

Wildtyps und der whp-Mutante eingesetzt.

2.2.7.2. Suppressive subtraktive Hybridisierung (SSH)

In der suppressiven subtraktiven Hybridisierung (SSH) mit dem PCR-Select cDNA Sub-

traction Kit (BD Biosciences, Freiburg) wurde in einer ersten Hybridisierung von tester- und

driver-cDNA-Populationen die Häufigkeit der auftretenden cDNAs normalisiert. Die Methode

gewährleistet, dass nach einer zweiten Hybridisierung nur solche tester-cDNAs exponentiell

amplifiziert und angereichert werden können, die in der ersten Hybridisierung einzelsträngig

blieben. Das sind vor allem tester-cDNAs, die differentiell exprimierte Gene repräsentieren

und sehr selten vorkommen.

Für die SSH wurden tester- und driver-cDNA-Populationen wie in 2.2.6 beschrieben aus Ge-

samt-RNAs von 10 min in vitro gekeimtem Pollen des Wildtyps und der white pollen Mutante

synthetisiert. Diese wurden entsprechend dem SMART PCR cDNA Synthesis Kit User Ma-
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nual Abschnitt VII B und VIII (BD BIOSCIENCES, 2000) in einer LDPCR mit 21 Amplifikations-

zyklen amplifiziert, in einer Column Chromatography gereinigt, mit RsaI verdaut und ab-

schließend aufgereinigt.

Das weitere Vorgehen erfolgte nach dem Benutzerhandbuch für das PCR-Select cDNA

Subtraction Kit (BD BIOSCIENCES, 2001c). Nach der Ligation unterschiedlicher tester-Adap-

toren 1 und 2R an je eine Hälfte der tester-cDNA-Population (Abschnitt IV F) wurden die bei-

den tester-cDNA-Populationen (tester-1 und tester-2R) jeweils mit einem Überschuss an

driver-cDNAs (Verhältnis ~1:30) versetzt und zur Normalisierung von seltenen und häufigen

cDNA-Sequenzen 10 h bei 68°C inkubiert (IV G). Im Anschluss wurden beide Hybridisie-

rungsansätze vereinigt, mit zusätzlicher frisch denaturierter driver-cDNA versetzt und über

Nacht bei 68°C hybridisiert (IV H). Bei der anschließenden PCR (27 Zyklen: 94°C 30 sec,

66°C 30 sec, 72°C 1,5 min) erfolgte bei allen doppelsträngigen tester-tester-cDNAs das

Auffüllen der Primerbindestellen im Bereich der Adaptoren 1 und 2R. Methodisch wird so

gewährleistet, dass nur die tester-cDNAs amplifiziert werden, die an beiden Enden unter-

schiedliche tester-Adaptoren haben (IV I). Die resultierenden cDNAs wurden abschließend

mit nested Primern erneut amplifiziert (12 Zyklen: 94°C 30 sec, 66°C 30 sec, 72°C 1,5 min)

und nach Ligation mit dem TOPO TA Cloning Kit in elektrokompetente Zellen TOP 10F' (In-

vitrogen, Karlsruhe) transformiert. Die Analyse der Klone erfolgte entsprechend dem PCR-

Select Differential Screening Kit (BD Biosciences, Freiburg) wie in 2.2.7.2.1 erläutert.

2.2.7.2.1. Differentielle Durchmusterung der Subtraktionsklone
der suppressiven subtraktiven Hybridisierung

Die Analyse der Klone aus der suppressiven subtraktiven Hybridisierung (SSH, 2.2.7.2) er-

folgte in Anlehnung an das Protokoll des PCR-Select Differential Screening Kit (BD

BIOSCIENCES, 2001a).

Die PCR-Amplifikation der cDNA-Insertion von Subtraktionsklonen (94°C, 3 min, 23 Zyklen:

94°C 30 sec, 68°C 3 min) erfolgte aus 1 µl Bakterienkultur mit den nested Primern 1 und 2R

(Abschnitt VII A). Für die differentielle Hybridisierung mit vier unterschiedlichen Sonden wur-

den identische Dot-Blots durch Aufspenden von je 40 µl einer 1:22 Verdünnung der PCR-

Ansätze wie in 2.2.7.1.1 beschrieben angefertigt und gegen gleiche spezifische Aktivitäten

(4,5·107 cpm) radioaktiv markierter Sonden (2.2.3.3.2) hybridisiert. Die Synthese der als

Sonden eingesetzten cDNAs sind Abschnitt V des Benutzerhandbuchs zu entnehmen. Die

Prähybridisierung und Hybridisierung sowie das Waschen und die Autoradiografie erfolgte

entsprechend dem Northern Protokoll (2.2.4.3).

Subtraktionsklone, die mit den eingesetzten tester-Sonden stärkere Autoradiografiesignale

zeigten als mit den driver-Sonden, wurden für die Northern Analysen (2.2.4.3) ausgewählt,

um die differentielle Expression auf RNA-Ebene zu bestätigen.
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2.2.8. Erstellung und Analyse einer cDNA-Bibliothek –

SMART cDNA Library Construction

Aus der cDNA-Population 10 min in vitro gekeimter Wildtyp Pollen wurde mit dem SMART

cDNA Library Construction Kit (BD Biosciences, Freiburg) eine cDNA-Bibliothek im λ Tripl-

Ex2 Vektor nach Herstellerangaben erstellt.

50 µl der mit LDPCR amplifizierten cDNA-Population (2.2.6) wurden entsprechend dem

SMART cDNA Library Construction Kit User Manual (BD BIOSCIENCES, 2001b) mit Pro-

teinase K verdaut (Abschnitt V C), mit der Endonuklease SfiI restringiert und über CHROMA

SPIN-400 Säulen größenfraktioniert (V D). Vier cDNA-Fraktionen des Größenbereichs 600-

800 bp wurden vereinigt, gefällt und in 7 µl Wasser aufgenommen (V E). 0,5 µl der aufge-

nommenen cDNAs wurden in den SfiI-geschnittenen λ TriplEx2 Vektor subkloniert (VI A),

mit dem Gigapack III Gold Packaging Extract (Stratagene, Heidelberg) nach Herstelleran-

gaben verpackt und die Anzahl lebensfähiger Phagenpartikel bestimmt (6·106 pfu).

Nach Amplifikation der resultierenden cDNA-Bibliothek (VII E) wurde deren Titer bestimmt

(5,24·108 pfu) und die Durchmusterung mit spezifischen Sonden, wie in Abschnitt 2.2.8.1

beschrieben, durchgeführt. Zur langfristigen Lagerung der cDNA-Bibliothek wurden Phagen-

Dauerkulturen hergestellt (2.2.10).

2.2.8.1. Durchmusterung der cDNA-Bibliothek mit spezifischen Sonden

Um die cDNA-Bibliothek aus in vitro gekeimten Wildtyp-Pollen (2.2.8) zu durchmustern, wur-

den Zellen des E.coli Stammes XL1-Blue MRF (Stratagene, Heidelberg) mit λ TriplEx2

Phagenpartikeln infiziert und ausplattiert: XL1-Blue MRF Zellen wurden frisch angezogen,

geerntet und in 10 mM MgSO4 resuspendiert (OD600=0.8). 600 µl dieser Zellen wurden mit

55.000 pfu λ TriplEx2 gemischt, für 15 min bei 37°C präinkubiert und in verflüssigtem

0,6% NZY-TopAgar (45°C) auf vortemperierte 135 mm LB-Platten ausplattiert. Nach Inkuba-

tion über Nacht bei 37°C wurden die durchlysierten Platten für 4 h bei 4°C durchgekühlt und

Doppel-Filterabdrücke mit Hybond N Nylonmembranen (Amersham Biosciences, Freiburg)

angefertigt. Die Filter wurden mit der Phagenseite nach oben getrocknet, auf Whatman-

Papier 5 min denaturiert (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl), 5 min neutralisiert (1,5 M NaCl, 0,5 M

Tris-HCl, pH 7.0), für 10 min auf 2xSSC äquilibriert und zum Fixieren der Phagen-DNA beid-

seitig mit 1.200 µJ/cm2 UV-Licht bestrahlt.

Zur Identifizierung von Phagenpartikeln mit Sonden-homologen cDNA-Insertionen wurden

die Doppel-Filterabdrücke bei 68°C prähybridisiert, mit digoxigeninmarkierten Sonden

(2.2.3.3.1) hybridisiert, gewaschen und detektiert (2.2.3.4). Aus den Plattenbereichen, die in

den Chemiluminogrammen beider Filterabdrücke ein Signal gaben, wurden die Phagen aus-

gestochen und in SM-Puffer überführt. Durch wiederholtes Durchmustern konnten Pha-
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genklone aus den Phagen-Populationen vereinzelt werden, die die gewünschte cDNA-Inser-

tion trugen. Die Überführung der cDNA-Insertionen isolierter Phagenklone in E.coli wird in

Abschnitt 2.2.8.2 erläutert.

2.2.8.2. Konversion von isolierten λ TriplEx2-Phagen in Plasmide

Die Überführung der cDNA-Insertion eines vereinzelten, rekombinanten λ TriplEx2-Phagen

in E.coli Zellen des Stammes BM25.8 als Plasmid wurde nach dem Protokoll des SMART

cDNA Library Construction Kit (BD BIOSCIENCES, 2001b) durchgeführt. Die Konversion erfolgt

über Cre Rekombinase vermittelte spezifische Rekombination an loxP-Stellen nach Pha-

geninfektion einer BM25.8-Zelle. Beim Entlassen der Phagen-DNA in die E.coli-Zellen ent-

steht durch Zirkularisierung das Plasmid pTriplEx2, das die inserierte cDNA trägt und se-

quenziert werden kann (2.2.13).

2.2.9. Analyse einer genomischen Bibliothek

Zur Herleitung der genomischen Sequenz des ZmPti1-Gens wurde eine genomische Biblio-

thek λ FixII (Stratagene, Heidelberg) der Maislinie LineC durchmustert.

2.2.9.1. Durchmusterung einer genomischen Bank mit spezifischen Sonden

Die Durchmusterung der genomischen LineC Bibliothek erfolgte mit ingesamt 1 Million Pha-

genpartikeln mit einer radioaktiv markierten Sonde (2.2.3.3.2). Für den λ FixII Phagen wur-

de als Wirt der E.coli-Stamm XL1-Blue MRA (P2) (Stratagene, Heidelberg) eingesetzt. Die

Infektion des Wirtes mit rekombianten Phagen erfolgte wie in Abschnitt 2.2.8.1 angegeben.

Zur Durchmusterung der genomischen Bibliothek wurden in der ersten Runde Einzelfilterab-

züge mit Hybond ECL Nitrocellulosemembranen (Amersham Biosciences, Freiburg) angefer-

tigt, die wie in Abschnitt 2.2.8.1 beschrieben für die Prähybridisierung vorbereitet wurden.

Die Prähybridisierung und Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden (2.2.3.3.2) er-

folgte bei 68°C entsprechend dem Northern Protokoll (2.2.4.3). Aus den Plattenbereichen,

die im Autoradiogramm ein Signal gaben, wurden die Phagen ausgestochen und in SM-

Puffer überführt. Vor der weiteren nicht-radioaktiven Durchmusterung dieser Phagenpopula-

tionen wurde ein PCR-basierter Vortest (2.2.9.2) durchgeführt, in dem aus 18 Phagenpopu-

lationen zwei identifiziert wurden, die die gewünschte Insertion enthielten. Diese wurden wie

in Abschnitt (2.2.8.1) beschrieben vereinzelt und analysiert (2.2.9.3).
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2.2.9.2. Vortest isolierter Phagen-Populationen durch PCR

Vor dem Vereinzeln von Phagenklonen durch wiederholte Durchmusterung mit spezifischen

Sonden (2.2.9.1) wurden Phagenpopulation aus der ersten Screening-Runde mittels PCR

analysiert. Dabei wurden die Phagenpopulationen identifiziert, die rekombinante Phagen mit

der gewünschten DNA-Insertion beinhalteten.

In dem touch-down PCR-Ansatz wurden rekombinante Phagenpopulationen mit unterschied-

lichen ZmPti1-cDNA-spezifischen Primern auf die Insertion korrespondierender ZmPti1-

Genbereiche hin geprüft. In einem 50 µl Standard-PCR Ansatz wurden je 5 µl der 500 µl-

Phagenstocks (isolierter Agar-Plattenbereich in SM-Puffer) als template eingesetzt. Zum

Aufschluss der Phagen wurde für 10 min bei 95°C inkubiert und nach Zugabe von 2,5 U Taq-

Polymerase (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) mit Annealing-Temperaturen von 60°-55°C am-

plifiziert (2.2.3.2). Nach Analyse der PCR-Amplifikate in ethidiumbromidgefärbten Agarosegel

konnten die Phagenpopulationen identifiziert werden, die zur Vereinzelung des ZmPti1-

Phagenklons in weiteren Screening-Runden eingesetzt wurden (2.2.9.1).

2.2.9.3. Isolierung von Phagen-DNA

Phagen-DNA wurde aus Phagenklonen mit den Methoden nach LEE und CLARK (1997), SU

et al., (1998) und HARRY (2002) sowie nach Herstellerangaben mit dem QIAGEN Lambda Kit

(Qiagen, Hilden) und Nucleobond AX (Macherey und Nagel, Düren) präpariert. Häufig auf-

tretende Probleme, wie geringe DNA-Ausbeute oder schlechte Restringierbarkeit der erhal-

tenen Phagen-DNA, konnten von keiner Methode befriedigend gelöst werden. Aus amplifi-

zierten, PEG-gefällten Phagen konnte nach Aufreinigung im Cäsiumchloridgradienten hoch-

wertige Phagen-DNA isoliert werden (SAMBROOK et al., 1989).

2.2.9.4. Southern Analyse von Phagen-DNA

Die Southern Analyse der restringierten Phagen-DNA aus isolierten genomischen λ FixII

Phagen (2.2.9.3) erfolgte mit digoxigeninmarkierten Sonden-Fragmenten (2.2.3.3.1). Hierzu

wurde 1 µg Phagen-DNA mit je 10 Einheiten unterschiedlicher Endonukleasen für 5 h bei

37°C vollständig verdaut und in einem 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt. Die Durchführung

des Kapillarblots der aufgetrennten DNA-Fragmente und deren Detektion sind in 2.2.3.4 er-

läutert.
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2.2.9.5. inverse PCR zur Amplifikation unbekannter DNA-Bereiche

Für die Durchführung der in Abb. 2-2 schematisch dargestellten iPCR-Methode (HARTL und

OCHMANN, 1996) wurden 15 ng Phagen-DNA im 20 µl Ansatz über Nacht bei 37°C mit 10 U

einer Endonuklease verdaut. Nach Inaktivierung der Endonuklease (20 min, 80°C) und Phe-

nol:Chloroform-Extraktion wurde die restringierte Phagen-DNA in einem 150 µl Ligationsan-

satz mit 10 U T4-Ligase über Nacht bei 4°C religiert. Nach Inaktivierung der Ligase (15 min,

75°C) wurde 1 µl des Ligationsansatzes in einem 40 µl Ansatz mit 0,8 U des Advantage 2

Polymerase Mixes (BD Biosciences, Freiburg) per touch down PCR mit Annealing-Tempera-

turen von 64°C bis 56°C amplifiziert (2.2.3.2). Für die erfolgreiche Anwendung dieser Metho-

de ist es essentiell, dass die verwendete Endonuklease (hier PstI) nicht zwischen den beiden

Primerbindestellen (hier PRMMH75/62) schneidet.

Abb. 2-2: Inverse PCR zur Amplifikation der ZmPti1-Promotor- und 5‘UTR-Region
A Darstellung der PstI-Restriktionsfragmente des Phagenklons g24 mit Bereichen des ZmPti1-Gens (vgl.
Abschnitt 3.2.3.1, Abb. 3-7). Zur besseren Übersicht ist die später ermittelte Exon/Intron Struktur (Abb. 3-8)
des ZmPti1-Gens eingezeichnet. Die beiden für die iPCR verwendeten Primer PRMMH75 (Ende Intron 2)
und PRMMH62 (Anfang Exon 2) sind angegeben. 15 ng PstI-restringierte Phagen-DNA des Klons g24 wur-
de nach Verdünnung ligiert. Von den z.T. mit sich selbst ligierten, zirkulären PstI-Fragmenten [4,1kb PstI-
‘Plasmid‘] können DNA-Bereiche jenseits des bekannten Bereichs (gelb) per PCR amplifiziert werden.
B Ethidiumbromid-gefärbtes Agarosegel mit iPCR-Fragmenten einer erwarteten Länge von etwa 3.0 kb. Als
Template für die iPCR wurden 0,1 und 0,3 pg der PstI-verdauten und anschließend religierten DNA des
Phagenklons g24 eingesetzt.
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2.2.10. Herstellung von Dauerkulturen

Zur langfristigen Aufbewahrung von lebensfähigen Bakterien und infektiösen Phagen wurden

Dauerkulturen hergestellt, die bei -70°C gelagert wurden.

Gefrierkulturen von Phagen

500 µl des SM-Puffer-Stocks vereinzelter Phagen oder Phagenpopulationen wurden mit

35 µl DMSO versetzt, gemischt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren.

Gefrierkulturen von Bakterien

Über Nacht bei 37°C angezogene Bakterienkulturen wurden mit 1 Volumen 2xFreeze Mix

(0,2 M KNaH2PO4, pH 7.0, 1% (w/v) Hefeextrakt, 10% (v/v) DMSO, 10% (v/v) Glyzerin) ver-

setzt, gründlich gemischt und in flüssigem Stickstoff tiefgefroren.

2.2.11. Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

Kompetente E.coli-Zellen wurden nach INOUE et al. (1990) hergestellt: 250 ml SOB-Medium

(2% (w/v) Bactotryptone, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2,

10 mM MgSO4) wurden in einem 2 l-Erlenmeyerkolben mit 1 ml einer Bakterien-Röhrchen-

kultur angeimpft und über Nacht bei 18°C und 200-220 rpm bis zu einer maximalen OD600

von 0.6 angezogen. Die Zellen wurden vor der Ernte 10 min schüttelnd auf Eis inkubiert, für

10 min bei 4°C und 2.500xg in einem vorgekühlten Zentrifugenbecher abzentrifugiert und

das Pellet in 80 ml eiskaltem TB-Puffer (10 mM Pipes, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 55 mM

MnCl2 - alle Komponenten bis auf MnCl2 mit KOH auf pH 6.7 einstellen, dann erst MnCl2 zu-

geben und sterilfiltrieren, bei 4°C lagern) resuspendiert. Abschließend wurde für 10 min im

Eisbad inkubiert, abzentrifugiert, das Pellet in 20 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und

unter Rotieren auf Eis 7% (v/v) DMSO zugegeben. Die kompetenten Zellen wurden zu 250 µl

aliquotiert, in Flüssigstickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

Für die Transformation kompetenter Zellen wurden 20 µl-Ligationsansätze 10 min bei 70°C

inkubiert, mit 50 µl TCM-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM CaCl2, 10 mM MgCl2) ver-

setzt, durchmischt und für 30 min auf Eis mit je 100 µl kompetenten Zellen inkubiert. Nach 1-

minütigem Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad und Abkühlen auf Eis wurde 250 µl LB-

Medium zugegeben, 1 h bei 37°C und 180 rpm präinkubiert und der Ansatz auf entspre-

chende Selektionsplatten ausgespatelt.
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2.2.12. Biolistische Transformationen

Bei der biolistischen Transformation nach SANFORD (1990) wurden Goldpartikel, die mit

Plasmid-DNA beladen waren, auf Maisgewebe geschossen. Neben der Analyse der transi-

enten Expression von Genkonstrukten in verschiedenen Geweben konnten stabil transfor-

mierte Pflanzen aus dem Beschuss embryogener Kalluskulturen regeneriert werden (BRETT-

SCHNEIDER et al., 1997; BECKER et al., 1994).

2.2.12.1. Herstellung stabil transformierter Maispflanzen

Zur Funktionsanalyse des ZmPti1-Gens wurden Maispflanzen erzeugt, deren endogenes

ZmPti1-Gen funktionell über einen post-transcriptional-gene-silencing Ansatz (PTGS) ausge-

schaltet werden sollte. Hierzu wurden embryogene Kalluskulturen mit dem beschriebenen

PTGS-Konstrukt (3.3.4.3.1.) biolistisch stabil transformiert und transgene Maispflanzen rege-

neriert (SANFORD, 1990; BRETTSCHNEIDER et al., 1997; BECKER et al., 1994). Außerdem wur-

den die Promotor-Reportergen-Konstrukte aus der transienten Analyse der ZmPti1-Promo-

toraktivität und -Gewebsspezifität (3.3.2.2., 2.2.12.2) zur stabilen Transformation eingesetzt.

Die Herstellung stabil transformierter Maispflanzen wurde freundlicherweise von Dr. Reinhold

Brettschneider, Katja Müller und Dagmar Stang21 durchgeführt. Unreife, circa 12 Tage alte,

Maisembryonen der Hybridlinie A188 x H99 mit einer Größe von 1,0-1,5 mm wurden steril

isoliert und für 4 bis 12 Tage mit der Skutellumseite nach oben auf N6-Medium (D'HALLUIN et

al., 1992) kultiviert, das mit 1 mg/l 2,4-Dichlorophenoxyessigsäure (2,4-D) und 0,6% (w/v)

Phytagel angepaßt war. Vier Stunden vor der biolistischen Transformation und 20 bis 24

Stunden danach erfolgte die Inkubation der Embryonen auf MSC-Medium (ZHONG et al.,

1992), dessen osmotischer Wert mit Sucrose auf 670 mOsm/kg erhöht wurde.

Der Beschuss der Embryonen wurde mit der PDS 1000/He gun der Firma Bio-Rad Laborato-

ries (München) mit 0,4-0,8 µm großen Goldpartikeln (Heraeus, Karlsruhe) durchgeführt und

erfolgte nach Herstellerangaben, modifiziert nach BECKER et al. (1994):
Parameter des Partikelbeschusses
Abstände zwischen den einzelnen Komponenten

Berstscheibe und Macrocarrier 25 mm
Macrocarrier und Stopnetz 8 mm
Stopnetz und Zielgewebe 55 mm

Gasdruck 1.350 psi
Vakuum 28 inch Hg
Größe der Goldpartikel ∅ 0,4 - 0,8 µm
Goldmenge je Schuß ~ 50 µg

                                                
21 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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Vor der Fällung der Plasmid-DNA auf das Gold wurden 100 mg Goldpartikel dreimal in je

2 ml Ethanol durch vortexen gewaschen und jeweils für 10 sec bei 10.000xg abzentrifugiert.

Die Waschschritte wurden zweimal mit je 2 ml Wasser wiederholt. Das Gold wurde in 2 ml

Wasser im Schallwasserbad gut resuspendiert, zu je 2,5 mg (ausreichend für 48 Schuß) ali-

quotiert und stand so für die Fällung der Plasmid-DNA zur Verfügung bzw. konnte bei -20°C

gelagert werden.

2,5 µg Plasmid-DNA der eingangs erwähnten Genkonstrukte wurden mit 2,5 µg Plasmid-

DNA des Selektionskonstrukts p35S:pat gemischt und zu einem 2,5 mg-Gold-Aliquot gege-

ben. Nach Durchmischen wurden in den Deckel des Reaktionsgefäßes 50 µl 2,5 M CaCl2
und 20 µl 0,1 M Spermidin vorgelegt. Durch Schließen des Deckels und sofortigem Vortexen

für 2 min wurden die Plasmid-DNAs auf die Goldpartikel gefällt. Nach 10-sekündiger Zentri-

fugation bei 10.000xg wurde das Pellet mit 250 µl Ethanol gewaschen und schließlich in

240 µl Ethanol aufgenommen. Nach gründlichem Vortexen wurde im Schallwasserbad für 1-

2 sec resuspendiert. Je Schuss wurden 5 µl der DNA-beladenen Goldpartikel-Suspension

auf einen Macrocarrier aufgebracht und der Beschuss des Zielgewebes durchgeführt.

Zur Selektion transformierter Pflanzen wurden die Embryonen nach der 20-24-stündigen

Behandlung auf osmotisch angepaßtem MSC-Medium (s.o.) für zwei Wochen zur Kallusbil-

dung auf N6-Medium mit 1 mg/l 2,4-D kultiviert. Im Anschluss erfolgte für weitere zwei Wo-

chen die Selektion erfolgreich transformierter Kalli auf N6-Medium (ohne Casaminohydroly-

sat) mit 5 mg/l Phosphinotrycin (PPT). Nach weiteren zwei Wochen Inkubation auf MS-

Medium mit 1 mg/ml 2,4-D und 1 mg/l PPT wurden die embryogenen Kalli für die Regenera-

tion auf MS-Medium mit 1 mg/l PPT überführt und bei 24°C mit 16 h Licht kultiviert. Keimlin-

ge wurden in Magenta-Boxen mit halbfestem 0,4% (w/v) Agarose MS-Medium mit 1 mg/l

PPT überführt. Nach der Ausbildung von Wurzeln wurden Keimlinge von 6-8 cm Größe in

Anzuchterde überführt und im Gewächshaus unter einem Glasdeckel (zur Reduktion des

Wasserverlustes durch Transpiration) kultiviert. Regenerate von 20-40 cm Größe wurden zur

Bestätigung der Selektion zweimal in vier Tagen mit einer Basta-Lösung (250 mg/l PPT,

0,1% (v/v) Tween 20) gesprüht. Pflanzen, die nach der Behandlung keine Nekrosen bilde-

ten, wurden großgezogen und in Southern Analysen (2.2.3.5) weiter analysiert.
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2.2.12.2. Transiente Transformation von Maisgeweben

Durch die transiente Transformation von Geweben mit Promotor-Reportergen-Konstrukten

(3.3.2.2.) wurden die korrespondierenden Promotoren und Promotorbereiche auf ihre Ge-

websspezifität und Aktivität hin untersucht.

2.2.12.2.1. Transiente Transformation von in vitro keimendem Maispollen

Zur transienten biolistischen Transformation von in vitro keimendem Maispollen wurde Pollen

der Linie A188 gleichmäßig auf 1xPGM Keimplatten ausgebracht (2.2.2.1) und unmittelbar

zum Beschuss eingesetzt. Es wurden sechs Paralleltransformationen je Promotor-

Reportergen-Konstrukt durchgeführt. Dazu wurden 25 µl (1,25 mg) gewaschene Goldpartikel

(2.2.12.1) mit insgesamt 3 µg Plasmid-DNA des jeweiligen Promotor-Reportergen-Konstrukts

beladen. Sollten die keimenden Pollen für die quantitative Bestimmung der GUS-Aktivität

(2.2.12.3.2) eingesetzt werden, wurden zusätzlich 3 µg Plasmid-DNA des Luciferase-

Reportergen-Konstrukts (pUbi:Luc:nos) auf die Goldpartikel gefällt. Die Goldpartikel wurden

zunächst mit der Plasmid-DNA gemischt und zur Fällung der DNA 25 µl 2,5 M CaCl2 und

10 µl 0,1 M Spermidin in den Deckel des Reaktionsgefäßes vorgelegt. Beim Schließen wur-

de der Fällungsansatz sofort für 2 min gevortext. Nach Abzentrifugation (10 sec, 10.000xg)

wurden die Goldpartikel mit 125 µl Ethanol gewaschen, in 65 µl Ethanol aufgenommen,

gründlich gevortext und zum vollständigen Resuspendieren der Partikel 1-2 sec im Schall-

wasserbad inkubiert. Je Schuss wurden 10 µl des Fällungsansatzes auf einen Macrocarrier

vorgelegt. Der Goldpartikel-Beschuss erfolgte nach Herstellerangaben mit der PDS 1000/He

gun der Firma Bio-Rad Laboratories (München) modifiziert nach SCHREIBER et al. (2003) mit

folgenden Parametern:
Parameter des Partikel-Beschusses

Abstände zwischen den einzelnen Komponenten
Berstscheibe und Macrocarrier 20 mm
Macrocarrier und Stopnetz 15 mm
Stopnetz und Zielgewebe 55 mm

Gasdruck 1.550 psi
Vakuum 28 inch Hg
Größe der Goldpartikel ∅ 0,3 - 3,0 µm
Goldmenge je Schuß ~ 200 µg

Nach dem Beschuss wurden die Platten mit keimenden Pollen über Nacht bei RT inkubiert.

Am Folgetag erfolgte entweder der histochemische GUS-Nachweis (2.2.12.3.1) oder die

quantitative Bestimmung der GUS-Aktivität (2.2.12.3.2).
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2.2.12.2.2. Transiente Transformation von Maisembryonen

Zur transienten biolistischen Transformation wurden Maisembryonen 10 Tage nach Befruch-

tung (A188 x H99) steril präpariert und mit der Skutellumseite nach oben auf MS-Medium

ausgelegt. Je Platte wurden 15 Embryonen mit Plasmid-DNA-beladenen Goldpartikeln be-

schossen. Der Fällungsansatz und die Beschußparameter entsprachen denen der transien-

ten Transformation von in vitro keimenden Pollen (2.2.12.2.1), der Gasdruck betrug jedoch

nur 1.350 psi.

2.2.12.3. Analyse transient transformierter Maisgewebe

Die Expressionsstärke und -spezifität der Promotoren in Promotor-Reportergen-Konstrukten

mit dem uidA-Gen als Reportergen wurden indirekt über den Nachweis der Aktivität der β-

Glucuronidase (GUS), dem uidA-Genprodukt, bestimmt.

Die qualitative Bestimmung der GUS-Aktivität in unterschiedlichen Geweben erfolgte über

einen histochemischen GUS-Nachweis (2.2.12.3.1). Quantitative Nachweise der GUS-

Aktivität in in vitro keimenden Maispollen wurden luminometrisch durchgeführt (2.2.12.3.2).

2.2.12.3.1. Histochemischer GUS-Nachweis

Für den histochemischen Nachweis der GUS-Aktivität in transient transformierten Geweben

(2.2.12.2) wurden diese einen Tag nach der Transformation mit X-Gluc-Färbelösung über-

schichtet und bei 37°C inkubiert (MCCABE et al., 1988). Transient transformierte Maisem-

bryonen (2.2.12.2.2) wurden für 24 h gefärbt und anschließend eingescannt. Die Färbung in

Pollen und Pollenschläuchen transient transformierter in vitro keimender Pollen (2.2.12.2.1)

erfolgte für 6 h. Die durch katalytische Bildung des 5,5'-Dibromo-4,4'-Dichloro-Indigo auftre-

tende Blaufärbung wurde fotografisch dokumentiert.

2.2.12.3.2. Quantitative Bestimmung der GUS- und Luciferase-Aktivität

Zur quantitativen Bestimmung der GUS- und Luciferase-Aktivitäten von transient transfor-

mierten in vitro keimenden Pollen (2.2.12.2.1) wurde das Gewebe nach über-Nacht-Inku-

bation bei RT mit einer Rasierklinge von den PGM-Platten abgekratzt und auf Eis in vorge-

kühlte 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Nach der Zugabe von 200 µl EGL-Puffer (0,1 KPO4

pH 7.8, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, 5% (v/v) Glycerol) wurden die Proben mit einem Disper-

gierwerkzeug für 30 sec homogenisiert und zelluläre Bestandteile anschließend 10 min bei

4°C und 10.000xg abzentrifugiert. Die Überstände wurde erneut zentrifugiert und die geklär-

ten Proteinlysate für die luminometrische Aktivitätsbestimmung der β-Glucuronidase und

Luciferase im Luminometer Lumat LB 9501 (EG&G Berthold, Australien) eingesetzt:
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Instrumentenparameter Lumat LB 9501

Meßdauer 10 s / 1 min
Anzahl der Messungen 1
Verzögerung Injektion/Messung 0 sec
Injektionsdauer 1,2 sec
Kalkulationsfaktor RLU 1.000
Maximaler Hintergrund (RLU/s) 50

Zur luminometrischen Bestimmung der Luciferase-Aktivität wurden 20 µl des geklärten Pro-

teinextrakts bei RT für 1 min präinkubiert und im Luminometer automatisch mit Luciferase

Assay Reagent (Promega, Mannheim) versetzt. Bei der katalytischen Umsetzung des Lucife-

rin-Substrats in Oxyluciferin durch die Luciferase wird Licht emittiert. Diese Lichtemission

wurde für 1 min gemessen und als relative Lichteinheiten (RLUs) ausgegeben.

Die luminometrische Bestimmung der GUS-Aktivität erfolgte mit dem Gus-light chemilumi-

nescent reportergene assay system (Applied Biosystems, Darmstadt). 10 µl Proteinlysat

wurden mit 90 µl einer 1:100 Substratverdünnung versetzt und 15 min bei RT inkubiert. Als

Substrat diente Glucuron, dessen katalytische Umsetzung durch die β-Glucuronidase nach

automatische Zugabe des Accelerators im Luminometer gemessen wurde. Die aus der Ac-

celerator-Zugabe resultierende Lumineszenz wurde 10 sec gemessen und ebenfalls als RLU

ausgegeben.

Die Hintergrundaktivität im GUS- und Luciferase-Aktivitäts-Test wurde aus unbeschossenen

in vitro keimenden Pollen ermittelt und von den Meßwerten der transformierten Proben sub-

trahiert. Meßwerte unter der Hintergrundaktivität wurden bei der Auswertung nicht berück-

sichtigt. Um die Netto-GUS-Aktivität mit der jeweiligen Transformationseffizienz zu normali-

sieren, wurden die ermittelten Meßwerte der GUS-Aktivität durch die korrespondierenden

Meßwerte der Luciferase-Aktivitätsbestimmung geteilt. Die so normalisierten GUS-Aktivitäten

(GUSnorm) der sechs parallel durchgeführten Transformationen je Konstrukt wurden gemittelt.

dHintergrun

dHintergrun

LucLuc
GUSGUSGUSnorm −

−
=
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2.2.13. Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen erfolgten nach der Kettenabbruchmethode (SANGER et al., 1977) mit

dem ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Kit with AmpliTaq® DNA Polymerase

(Applied Biosystems, Weiterstadt) und einem automatischen Sequenziergerät vom Typ 377A

der Firma Applied Biosystems. Der Standardsequenzierungsansatz setzte sich wie folgt zu-

sammen:

Sequenzierungsansatz
DNA 500 ng
Primer 15 pmol
Big-Dye 3 µl
Half-Term 7 µl
DMSO 0,5 µl
H2O ad 20 µl

Die Sequenzreaktion erfolgte im Thermocycler Biometra Uno II (Whatman-Biometra, Göttin-

gen) mit folgendem PCR-Profil: 96°C 2 min, 26 Zyklen (96°C 30 sec, 50°C 15 sec, 60°C

3.5 min), 60°C 10 min. Der 20 µl Sequenzansatz wurde mit 35 µl Ethanol versetzt, durch-

mischt und bei 18°C, >15.000xg für 25 min zentrifugiert. Der Überstand wurde mit einer aus-

gezogenen Pasteurpipette abgenommen und das Pellet 20 min bei RT getrocknet. Die

Gelläufe sowie deren Auswertung wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wienand22

durchgeführt.

                                                
22 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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2.2.14. Computergestützte Auswertung und Analyse

Die Sequenzdaten wurden mit den folgenden Programmen verarbeitet, ediert und online mit

den aktuellsten Versionen der Datenbanken dEST, EMBL, Genbank, PIR, PROSITE,

SWISS-PROT und TrEMBL verglichen:

BLAST 2.x (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; ALTSCHUL et al., 1997)

BCM Search Launcher (http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/SearchLauncher; WORLEY et al.,

1998; SMITH et al., 1996; WORLEY et al., 1995)

Dragon Promotor Finder 1.3 (http://sdmc.i2r.a-star.edu.sg/promoter/promoter1_4/

DPF.htm, Infocomm Research 2002

GeneDoc (NICHOLAS und NICHOLAS, 1997)

Graphical Codon Usage Analyser (http://http.gcua.schoedl.de/, FUHRMANN et al., 2003)

ExPASy Server (http://tw.expasy.org/;GASTEIGER et al., 2003)

PredictProtein 1.99.08 (http://cubic.bioc.columbia.edu, ROST, 1996)

Prosite 99.07 (http://www.expasy.ch/prosite/, HOFMANN et al., 1999)

SignalP 1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, NIELSEN et al., 1999)

Softberry Inc. (http://www.softberry.com/berry.phtml)

Webcutter 2.0 (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html, HEIMAN, M., 1997)

WinGene 1.0 (HENNING, L., 1999)

WinPep 1.22 (HENNING, L., 1999)

Die Auswertung von Autoradiografiesignalen erfolgte densitometrisch mit dem Programm

PCBAS 2.09g (raytest Isotopenmeßgeräte GmbH) nach Einlesen der Autoradiogramme mit

handelsüblichen Scannern.
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung von differentiell exprimierten Genen bei Mais,
die an der Pollenentwicklung und -fertilität beteiligt sind

Für die Charakterisierung von Genen, die an der Pollenentwicklung und -fertilität beteiligt

sind, ist die männlich sterile white pollen (whp) Mutante bei Mais ein geeignetes Untersu-

chungsobjekt. Die Sterilität des whp-Pollens wird auf eine Flavonoldefizienz aufgrund aus-

bleibender Expression der Chalkonsynthase während der Pollenentwicklung zurückgeführt

(POLLAK et al., 1995). Ob diese Flavonoldefizienz in der whp-Mutante Auswirkungen auf die

Expression weiterer, möglicherweise für die Fertilität des Pollens essentieller Gene hat wur-

de näher untersucht. Mögliche Unterschiede im Genexpressionsmuster können durch sub-

traktive Hybridisierungen von cDNA-Populationen aus Pollen des fertilen Wildtyps (wt) und

der sterilen whp-Mutante identifiziert werden.

3.1.1. Subtraktive Hybridisierung

Um in zwei mRNA-Populationen differentiell exprimierte Transkripte zu identifizieren, werden

beide mRNA-Populationen zunächst in cDNAs überschrieben. Die cDNA Population, in der

nach differentiell exprimierten Transkripten gesucht werden soll, wird als tester oder target

bezeichnet, die Referenz-cDNA-Population bezeichnet man als driver. In der Regel erhält die

driver-Population eine molekulare Markierung, z.B. durch Biotin (BUCHANAN-WOLLASTON und

AINSWORTH, 1997). Zusätzlich oder alternativ kann eine selektive Amplifikation tester-

spezifischer cDNAs erfolgen (BD BIOSCIENCES, 2000).

Im Anschluss an eine Hybridisierung homologer tester- und driver-cDNAs können mit Hilfe

der Markierung cDNA-Hybride aus tester- und driver-cDNAs sowie verbliebene driver-cDNAs

aus dem Gemisch entfernt werden. Danach können nicht hybridisierte tester-cDNAs mittels

PCR spezifisch angereichert werden.

Um Transkripte zu identifizieren, die für die Fertilität des Wildtyp-Pollens essentiell sind und

möglicherweise aufgrund der Flavonoldefizienz im sterilen whp-Pollen nicht exprimiert wer-

den, wurde folgender Subtraktionsansatz konzipiert:

Als tester- Population wurden cDNAs (2.2.6.) aus RNAs (2.2.4.1.) von 10 min in vitro ge-

keimtem reifen Pollen (2.2.2.1.) des fertilen Wildtyps23 verwendet. Als driver-Population

                                                
23 Wildtyp-Genotyp: C2/c2whp/whp bzw. C2/C2whp/whp (flavonolhaltig  fertil)
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dienten cDNAs, die aus mRNAs von 10 min in vitro gekeimtem reifen Pollen der männlich

sterilen white pollen24-Mutante gewonnen wurden.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten beiden Subtraktionsmethoden nach BUCHANAN-

WOLLASTON und AINSWORTH (1997), modifiziert nach LORBIECKE und SAUTER (2002), und BD

BIOSCIENCES (2000) werden im folgenden dargestellt.

3.1.2. Subtraktive Hybridisierung nach BUCHANAN-WOLLASTON und AINSWORTH

Nach der cDNA-Synthese aus mRNAs in vitro gekeimter reifer Pollen des Wildtyps und der

whp-Mutante wurden die korrespondierenden cDNAs mit den Endonukleasen AluI und RsaI

geschnitten (2.2.7.1.). An die resultierenden, 50 bp bis 500 bp großen, cDNA-Fragmente

wurden entsprechende tester-25 bzw. driver-26Adaptoren ligiert. Diese Adaptoren erlauben die

spezifische Amplifikation der tester oder driver-cDNA-Population. Die PCR-Amplifikation der

tester-cDNAs erfolgte mit der Adaptorkomponente T1, die der driver-cDNAs mit dem 5' Bio-

tin-markierten D1-homologen Primer D327. In sechs aufeinanderfolgenden Hybridisierungs-

runden wurden cDNAs der tester-Population jeweils mit einem fünf- bis zehnfachen Über-

schuss der Biotin-markierten driver-cDNAs hybridisiert. Die resultierenden tester/driver-

cDNA-Hybride sowie überschüssige driver-cDNAs wurden dann mittels Streptavidin be-

schichteten, paramagnetischen Partikeln (Dynal, Hamburg) aus dem Gemisch entfernt. Die

verbliebenen tester-cDNAs wurden spezifisch amplifiziert und in der nächsten Hybridisie-

rungsrunde erneut mit einem Überschuss an biotinylierten driver-cDNAs versetzt.

Die angereicherten cDNA-Sequenzen der tester-Population wurden nach einem abschlie-

ßenden PCR-Amplifikationsschritt mit der Endonuklease EcoRI restringiert, aufgereinigt und

subkloniert. 130 der daraus resultierenden Subtraktionsklone wurden über Dot Blot Hybridi-

sierungen analysiert (Abb. 3-1).

3.1.2.1. Dot Blot Hybridisierung der Subtraktionsklone

Die Dot Blot Hybridisierung (2.2.7.1.1.) ermöglicht es, eine relativ große Zahl von erhaltenen

Subtraktionsklonen schnell und effizient auf eine differentielle Expression der zugehörigen

Gene hin zu untersuchen. Hierzu werden zwei Membranen mit gleichen Mengen PCR-ampli-

fizierter Insertionsfragmente der Subtraktionsklone beladen und gegen radioaktiv markierte

Sonden aus den tester- und driver-cDNA-Ausgangspopulationen hybridisiert. Die Expositi-

                                                
24 white pollen-Genotyp: c2/c2whp/whp (flavonoldefizient  steril)
25 Adaptor T1 5'-CTTCTTGCTTGAATTCGGACTA-3' und Adaptor T2 5'-P-TAGTCCGAATTCAAGCAAGAGCACA-3'
26 Adaptor D1 5'-CGGTATCGATAAGCTTGA-3' und Adaptor D2 5'-P-TCAAGCTTATCGATACCGCACA-3'
27 Primer D3 5'-Biotin-CGGTATCGATAAGCTTGA-3'
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onszeiten der Autoradiogramme werden anhand der Hybridisierungssignale, die beide Son-

den mit Kontroll-cDNA-Fragmenten konstitutiv exprimierter Gene geben, angeglichen. Da-

nach erlaubt der in silico Vergleich der Signalstärken (2.2.14.) Rückschlüsse auf die Expres-

sionsmuster der korrespondierenden Gene in den Ausgangsgeweben der Subtraktion.

92 Subtraktionsklone wurden wie beschrieben analysiert. Die Anpassung der Expositions-

zeiten beider Membranen und densitometrische Normalisierung der Expositionssignale er-

folgte mit Hilfe der internen Kontrolle (GAPDH). Ein Vergleich zwischen den beiden Dot Blots

(Abb. 3-1) zeigt zehn Subtraktionsklone (D7, D14, D15, D32, D36, D38, D56, D58, D64 und

D74), die mit einem Faktor von 2,3 bis 4,2 deutlich stärker mit der tester-Sonde hybridisieren.

Der Subtraktionsklon D138 zeigt mit der tester-Sonde ein schwächeres Signal (Faktor 0,4).

Die aus den Dot Blot Hybridisierungen gewonnenen Ergebnisse liefern erste Hinweise auf

eine differentielle Expression der von den Subtraktionsklonen repräsentierten Gene. Weiter-

führende Untersuchungen auf Transkriptionsebene erfolgen in Northern Analysen (3.1.2.3).

Abb. 3-1: Hybridisierungen von Inserts der Subtraktionsklone mit tester- und driver-Sonden
cDNA-Inserts auf zwei identisch beladenen Membranen wurden gegen radioaktiv markierte Sonden aus te-
ster- und driver-cDNAs hybridisiert. Über densitometrische Vergleiche der Signalstärken können Subtraktions-
klone identifiziert werden, die differentiell exprimierte Gene repräsentieren. Die hochgestellten Faktoren geben
das jeweilige Signalverhältnis an: In grün sind Subtraktionsklone mit erhöhter, in rot mit verringerter Expressi-
on im tester-Gewebe dargestellt. Die densitometrische Normalisierung der Expressionssignale erfolgte über
das Hybridisierungssignal der internen Kontrolle (GAPDH).
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3.1.2.2. Sequenzanalysen der identifizierten Subtraktionsklone

Um wiederholte Hybridisierungen mit identischen cDNA-Fragmenten in Northern Analysen

zu vermeiden, wurden cDNA-Fragmente von Subtraktionsklone mit voraussichtlich differenti-

eller Expression in wt- und whp-Pollen (Abb. 3-1) zuvor sequenziert (2.2.13.) und durch Da-

tenbankabgleich auf Homologien zu bereits bekannten Sequenzen (2.2.14.) hin untersucht.

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse und Datenbankrecherchen sind in (Tab. 3-1) wiederge-

geben.

Interessanterweise wiesen die abgeleiteten Aminosäuresequenzen von fünf der zehn poten-

tiell differentiell exprimierten Subtraktionsklone (D7, D15, D56, D64 und D74) sowie von

weiteren drei Subtraktionsklonen (im Dot Blot nicht dargestellt D1, D3 und D4) Homologien

zu drei unterschiedlichen Bereichen der in Tomate identifizierten Proteinkinase PTI1 (PTO

INTERACTOR 1 [U28007], ZHOU et al., 1995) auf.

Der Klon D2 besitzt auf Aminosäureebene Homologien zu einem Pollenallergen [Z27090]

aus Phleum pratense, Klon D32 zu einem Signalprotein mit Adenylylcyclase-Aktivität

[AJ307886]. Der Klon D10 entspricht einem Bereich eines Actingens aus Zea mays

[U60511]. Der Subtraktionsklon D58 enthält zwei miteinander artifiziell fusionierte cDNA-

Fragmente mit Homologien zu einem Gen unbekannter Funktion aus Arabidopsis thaliana

[AY064060] sowie zu einem EST aus Sorghum bicolor [BF657161]. Klon D36 ist Teil der

ribosomalen 25S RNA aus Zea mays. Ein im tester-Gewebe vergleichsweise schwächer ex-

primiertes Gen repräsentiert der Subtraktionsklon D138, der eine Homologie zu einem EST

aus Saccharum officinarum [CA212010] zeigt.

Klon Homologie

D1 / 4 / 15 / 64 [U28007] Lycopersicon esculentum PTO INTERACTOR 1 (Pti1)

D2 [Z27090] Phleum pratense Pollenallergen

D3 / 7 [U28007] Lycopersicon esculentum PTO INTERACTOR 1 (Pti1)

D10 [U60511] Zea mays Actin

D32 [AJ307886] Zea mays Signalprotein mit Adenylylcyclase Aktivität

D56 / 74 [U28007] Lycopersicon esculentum PTO INTERACTOR 1 (Pti1)

D58 [AY064060] Arabidopsis thaliana unbekanntes Protein

[BF657161] Sorghum bicolor EST

D138 [CA212010] Saccharum officinarum EST

Tab. 3-1: Homologien der isolierten Subtraktionsklone oder ihrer abgeleiteten Amino-
säuresequenzen zu DNA- und Proteinsequenzen in den Datenbanken

Subtraktionsklone mit identischen Insertionsfragmenten sind gemeinsam aufgeführt. [Acces-
sion Nummern] der entsprechenden homologen Sequenzen oder Proteine sind angegeben.
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3.1.2.3. Northern und Southern Analysen der identifizierten
Subtraktionsklone

Mit Northern Analysen (2.2.4.3.) wurde untersucht, ob die identifizierten Subtraktionsklone

mit Homologie zum PTI1 aus Tomate tatsächlich ein differentiell exprimiertes Gen repräsen-

tieren. Hierzu wurden in Northern Analysen RNAs unterschiedlicher Gewebe und Maisgeno-

typen eingesetzt und die cDNA-Insertionssequenz des Subtraktionsklons D56 als radioaktiv

markierte Sonde (2.2.3.3.2.) verwendet.

Die Northern Hybridisierung (Abb. 3-2) zeigt, dass gleiche Mengen Pti1-homologer Tran-

skripte im wt- als als auch im whp-Pollen detektiert werden können. Das entspricht nicht den

Erwartungen. Durch die Subtraktion sollten gerade cDNA-Sequenzen abgereichert werden,

die im tester- und driver-Gewebe gleich stark exprimierte Transkripte repräsentieren.

Abb. 3-2: Northern und Southern Hybridisierung mit dem isolierten Subtraktionsklon D56
A Northern Hybridisierung von RNAs unterschiedlicher Maisgewebe der angegebenen Genotypen. Pti1-
homologe Transkripte werden in gekeimten Pollen des Wildtyp (tester) und des white pollen (driver) Genotyps
sowie schwach in männlichen Blüten der Linie LineC detektiert. Die Anwesenheit von D56-homologen Tran-
skripten im tester- und driver Gewebe hätte in der Subtraktion zu einer Abreicherung der korrespondierenden
Sequenzen führen müssen. Das ethidiumbromidgefärbte Gel (Etbr) zeigt nahezu äquivalente Beladung des
Gels mit 20 µg Gesamt-RNA je Spur.
B Southern Hybridisierung der für die Subtraktion eingesetzten tester- und driver-cDNA-Populationen sowie
der aus den einzelnen Subtraktionsrunden erhaltenen cDNA-Populationen (Sub 2, 4 und 6). Anders als im
Northern Blot konnten in der korrespondierenden driver-cDNA Population keine D56-homologe Sequenzen
detektiert werden. Eine Abreicherung D56-homologer Sequenzen bei der Subtraktion konnte daher nicht er-
folgen.
Das Ethidiumbromidgefärbte Gel (unten, Etbr) zeigt die Beladung mit je 1 µg cDNAs. Als Sonde im Northern
und Southern Blot wurde das Insertionsfragment des Subtraktionsklons D56 eingesetzt.
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Um diesen Widerspruch zu klären, wurden Southern Analysen (2.2.3.4.) mit den tester- und

driver-cDNA-Populationen durchgeführt die für die Subtraktion eingesetzt wurden. Als Sonde

wurde wiederum das Insertionsfragment des Subtraktionsklons D56 verwendet. Die Hybridi-

sierung zeigt, dass D56-homologe cDNAs nur in der tester-, nicht jedoch in der driver-cDNA-

Population vorliegen (Abb. 3-2B). Hierdurch konnten die entsprechenden Pti1-homologen

Sequenzen im Verlauf der Subtraktion nicht abgereichert werden und verblieben in der Sub-

traktion. Wie später bei einem Vergleich einer virtuell mit AluI und RsaI geschnittenen

ZmPti1-cDNA gezeigt werden konnte, repräsentieren die acht isolierten AluI/RsaI-Sub-

traktionsfragmente (Tab. 3-1) die kurzen Restriktionsfragmente (<230 bp) der ZmPti1-cDNA

(3.2.1). Zwei theoretisch existierende, größere Restriktionsfragmente konnten hingegen nicht

isoliert werden (Abb. 3-3). Analysen, der für die Subtraktion eingesetzten cDNA-Popula-

tionen, haben gezeigt, dass in den driver-cDNAs kurze cDNAs unterrepräsentiert sind (Abb.

3-2B). So konnten Subtraktionsklone isoliert werden, die nicht-differentiell exprimierte Tran-

skripte repräsentieren.

Abb. 3-3: ZmPti1-cDNA mit den zugeordneten Insertionsfragmenten der Pti1-
homologen Subtraktionsklone

Die acht Insertionsfragmente der isolierten Pti1-homologen Subtraktionsklone (grün-
gelb) können aus dem AluI/RsaI Restriktionsmuster der ZmPti1-cDNA anbgeleitet wer-
den. Sie sind 182, 217 und 226 bp lang. Zwei weitere nicht isolierte, theoretisch auf-
tretende AluI-Subtraktionsfragmente (grau, 236 und 513 bp in Länge) sind zusätzlich
angegeben. Weitere Erläuterungen im Text.
Alle Fragmente sind entsprechend ihrer jeweiligen Position in der 1,6 kb langen cDNA
angeordnet. Nur relevante Schnittstellen sind angeben, hochgestellte Zahlen geben die
Position der Schnittstelle an. Translationsstart (→) und -stop (*) des ZmPti1.
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3.1.3. Suppressive subtraktive Hybridisierung (BD Biosciences)

Aufgrund der Probleme in der Subtraktionsmethode nach BUCHANAN-WOLLASTON und AINS-

WORTH (3.1.2) wurde ein methodischer anderer Ansatz zur Identifizierung differentiell expri-

mierter Gene gewählt: Die suppressive subtraktive Hybridisierung (SSH, 2.2.7.2.) nach BD

BIOSCIENCES (2000) mit dem PCR-Select cDNA Subtraction Kit (BD Biosciences, Heidel-

berg). Als Ausgangsmaterial wurden wiederum tester- und driver-cDNA-Populationen aus

RNAs in vitro gekeimter wt- und whp-Pollen synthetisiert.

Bei dieser Methode findet in den ersten Schritten eine Normalisierung der selten und häufig

auftretenden Sequenzen in der tester-cDNA-Population statt. Gleichzeitig erfolgt die Anrei-

cherung differentiell exprimierter Sequenzen. Dieses hat zur Folge, dass sowohl sehr selten

auftretende cDNA-Sequenzen, als auch cDNAs, die zu gering differentiell exprimierten Ge-

nen gehören in der Subtraktion verbleiben und nicht abgereichert werden.

Zehn der circa 200 analysierten Subtraktionsklone (2.2.7.2.1.), die putativ differentiell expri-

mierte Gene repräsentieren, wurden sequenziert (2.2.13.) und in Northern Analysen unter-

sucht (2.2.4.3.). Für keinen der zehn untersuchten Klone konnte eine differentielle Expressi-

on in den Ausgangsgeweben gezeigt werden.

3.1.4. Fazit aus den subtraktiven Hybridisierungen

Mit den beiden durchgeführten Methoden konnten bei der Subtraktion zwischen in vitro ge-

keimtem Pollen des Wildtyps und des white pollen Genotyps nicht die gewünschten Ergeb-

nissen erzielt werden.

Dennoch erschienen die aus der Subtraktion nach BUCHANAN-WOLLASTON und AINSWORTH

isolierten Pti1-homologen Sequenzen, aufgrund der extrem starken und pollenspezifischen

Expression des korrespondierenden Gens in Mais (vgl. Abb. 3-2A), als ein besonders inter-

essantes Ziel weiterer Untersuchungen.
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3.2. Isolierung eines Pti1-homologen Gens ZmPti1

Nahezu alle bis dato isolierten Gene der Pti1-Familie anderer Pflanzen sind ausschließlich

mit der Pathogenabwehr in grünen Geweben assoziiert (1.4.).

Es stellten sich daher folgende Fragen: Handelt es sich bei dem identifizierten Pti1-

Homologen aus Mais tatsächlich um ein Gen der Pti1-Familie? Inwieweit ist eine pollenspe-

zifische Expression mit einer Funktion von Pti1 bei der Pathogenabwehr vereinbar? Oder

spielt Mais-Pti1 eine Rolle bei der Pollenentwicklung und Pollenfertilität?

Aufgrund dessen wurde die Isolierung einer Mais-Pti1-cDNA (ZmPti1), eines Mais-Pti1-Gens

und eine funktionelle Charakterisierung des Genprodukts durchgeführt.

3.2.1. Isolierung einer Pti1-homologen cDNA aus Mais

Aus einer mit dem SMART cDNA Library Construction Kit (BD BIOSCIENCES, 2001) erstell-

ten cDNA Bibliothek (2.2.8.) von 10 min in vitro gekeimten Wildtyp Pollen28 wurden durch

Plaquescreening (2.2.8.1.) vier unabhängige Phagenklone isoliert. Als Sonde wurde das Di-

goxigenin-markierte Insertionsfragment des Subtraktionsklons D56 verwendet (2.2.3.3.1.).

Nach Überführen des Phagemids in den Bakterienstamm BM 25.8 (2.2.8.2.) wurden die Klo-

ne analysiert. Alle vier isolierten Klone (cSHD56_1, cSHD56_2, cSHD56_3 [AY554281] und

cSHD56_4 [AY554282]) verfügen über etwa 1,6 kb lange cDNA-Insertionen. Da der cDNA-

Klon cSHD56_3 die höchste Homologie zur genomischen Sequenz des Pti1-Gens (3.2.3.1)

aufweist, wird dieser hier exemplarisch dargestellt (Abb. 3-4).

Base bei Aminosäure beiBasenpaar relativ zum
Translationsstart +1 cSHD 56_3 cSHD56_4 cSHD56_3 cSHD56_4

-52 cTc cCc außerhalb des ORF
+145 aTt aCt Ile Ser
+294 Gtg Atg Val Met
+379 gTt gCt Val Ala
+406 gAa gGa Glu Gly

+1282 tCt tTt außerhalb des ORF

Tab. 3-2: Sequenzunterschiede der isolierten ZmPti1-cDNA-Klone cSHD56_3 und _4
Angegeben sind Stelle und Art der Unterschiede (Großbuchstaben) der Nukleinsäurese-
quenz der beiden vollständig sequenzierten ZmPti1-cDNA Klone cSHD56_3 und _4 sowie
die sich hieraus ergebenden Abweichungen in der abgeleiteten Aminosäuresequenz.

                                                
28 Die RNAs für die Herstellung der cDNA-Bibliothek und für die Subtraktion nach BUCHANAN-WOLLASTON und

AINSWORTH (3.1.2) waren identisch.
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Der Vergleich (2.2.13., 2.2.14.) der beiden vollständig sequenzierten Klone cSHD56_3 und

cSHD56_4 ergab einen Unterschied in 6 Basenpaaren sowie eine alternative Polyadenylie-

rungsstelle (Tab. 3-2; Abb. 3-4). Vier dieser Basenunterschiede führen an den entsprechen-

den Stellen zu Änderungen in der abgeleiteten Aminosäuresequenz. Die anderen beiden

liegen außerhalb des offenen Leserasters. Die cDNA des Klons cSHD56_3 ist nach Basen-

paar +1.396 polyadenyliert, die des Klons cSHD56_4 nach Basenpaar +1.291.

Abb. 3-4: Nukleinsäuresequenz der isolierten ZmPti1-cDNA des Subtraktionklons cSHD56_3
Der vorhergesagte, 1122 bp lange offene Leserahmen ist grün dargestellt, Start (atg) und Stopco-
don (tga) sind angegeben. Positionen, an welchen Abweichungen zwischen den Nukleinsäurese-
quenzen des dargestellten Klons cSHD56_3 und des zweiten vollständig sequenzierten Subtrakti-
onsklons cSHD56_4 festgestellt wurden sind unterstrichen und in Großbuchstaben dargestellt. Die
alternative Polyadenylierungsstelle des Klons cSHD56_4 ist durch eine Raute ♦ markiert.

1    gccaggccag gtaacccaca acacaaggag aaggggaagg gcggcgaggg
51   aagggctccg cgtcgcgtcc cttctcttcc tcctcctctc tccaacaccc
101  catccatcag cgctgccctc cgcattgctc ttgatccatc cagtacatcg
151  attcTccccc caagatcaaa ggccggagaa ggaggaagaa aggttaggga
201  gtcggccatg ggatgctttt catgctgctg tgtggcagat gacgacaacg
251  ttggcaggag gaagaagcat gacgatccct atgttcctat ccctgctcat
301  gtttataatt ttggacctag ccggttccca gccccaaccc ctgtcatctc
351  caTtggcaga gctcagccaa ttgcagtacc ggccattcat ctggaagagc
401  tgaaggaaat tacaaaaaac ttcagcagtg atgccctcat tggcgagggc
451  tcgtatgcca gagtctattt tggtgtgctg aaagatggga cgaaatctgc
501  aGtgaagaag cttgactcca gcaaacagcc tgatcaagaa ttccttgtgc
551  aggtttcagc tgtctcaaga ttgaagcatg agaatgTtgt ccaactcgtc
601  ggatactgcg ccgAagggag cacccgcgtc cttgcttatg agtatgcaac
651  taggggatca ttgcatgata tcctccatgg taaaaagggt gtgaaaggag
701  cccagccagg gccagtcctg tcatggatgc agcgagctag gattgccgta
751  tgtgctgctc ggggtctcga gttcctccac gagaaggccg atcctcgagt
801  ggtccaccgc gacatcaagt caagcaacat actgctcttt gaccatgatg
851  ttgcgaagat cggggacttc gacatctcaa accaggcccc tgacatggct
901  gcgcgcctcc actctactcg cgttcttggc acctttggct accatgcacc
951  agaatatgcc atgactggac agcttagcac gaagagtgat gtctacagct
1001 ttggagttgt gctgctggag cttttaaccg gtcgcaagcc agttgaccac
1051 acactgcccc gtggccagca gagccttgtg acatgggcta caccgaggct
1101 tagtgaagac aaggtgaggc aatgcgtcga tccaaggctc ggagacgaat
1151 accctccaaa ggctgtagcc aagatggctg ctgtggccgc cctctgcgtg
1201 caatacgagg gtgaattccg tcccaacatg agcatcgtcg tcaaggctct
1251 gaaccccttg ctgcacagcc ggtctggcaa ccgccctact gcctcgtcgg
1301 cctcccacgc tgccgagcga tccggactgt gatttctcat cgctgcgaca
1351 actttgggtt cacgaaaaag gaccgtcttg tggagcgttg gtgttgctgt
1401 gtcgtgactg ccaaagcctt ggcgcagaga agagctttgc catgcagctg
1451 tgtattgtaa attgttttgt aagcgatgcg cctcctggtC tgtgtgccct
1501 gtcatcatcc tattctattc tagaaaatgg tgtacgatgg atcatggatg
1551 ataccaacta tttggtctct tttggaatgc gaaaatgcag cacttggctt
1601 ccgtaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa

♦
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3.2.2. Analyse der abgeleiteten Aminosäuresequenz von ZmPti1

Die genauere Analyse der von der ZmPti1-cDNA ([AY554281]; 3.2.1) abgeleiteten Ami-

nosäuresequenz kann Anhaltspunkte für die Zugehörigkeit zur Familie der Pti1-Kinasen und

Funktion des ZmPti1-Produkts liefern (Abb. 3-5).

Die abgeleitete Aminosäuresequenz von 374 Aminosäuren codiert für ein 40.840 Da großes

Protein. Dieses ist wahrscheinlich im Cytoplasma lokalisiert, da es kein Signalpeptid identifi-

ziert werden konnte. Homologieuntersuchungen auf Aminosäureebene bestätigen eine 71%-

bzw. 78%-ige Identität von ZmPTI1 zum PTO INTERACTOR 1 (LePTI1) aus Tomate bzw. zu

einer PTI1-ähnlichen Kinase aus Reis. Diese und weitere Homologien zu Serin/Threonin-

Kinasen aus anderen Organismen sind in Tab. 3-3 zusammengefaßt. Eine Gegenüberstel-

lung dieser Aminosäuresequenzen ist in Abb. 3-6 dargestellt.

Protein ID Bezeichnung Identität Ähnlichkeit
NP_908680 putative Pto kinase interactor 1 O. sativa 78% 86%
AAC61805 Pto kinase interactor 1 L. esculentum 71% 79%
NP_188367 Serin/Threonin Proteinkinase A. thaliana 69% 78%
AAF91336 Pti1-ähnliche Kinase G. max 65% 80%
CAE55203 Protein Kinase 1 N. tabacum 65% 80%
AAG16628 Serin/Threonin Kinase BNK1 B. napus 46% 60%
BAA94509 Protein Kinase 1 P. nigra 44% 58%

Tab. 3-3: Homologie der abgeleiteten ZmPti1-Aminosäuresequenz zu bekannten Serin/Threonin-
Proteinkinasen anderer Pflanzen
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Abb. 3-5: ZmPti1: Nukleinsäuresequenz der cDNA mit abgeleiteter Aminosäuresequenz und charakte-
ristischen Kinasesubdomänen

Dargestellt ist die Nukleinsäuresequenz der ZmPti1-cDNA des Klones cSHD56_3 mit der abgeleiteten Ami-
nosäuresequenz des offenen Leserahmens (grün). Die Konsensus-Sequenzen der Subdomänen bekannter
Proteinkinasen, ihre Funktion und Bezeichnung nach HANKS et al. (1988) sind rechts verzeichnet. Hoch kon-
servierte Aminosäuren in der Konsensus-Sequenz sind fett dargestellt. Übereinstimmungen von Aminosäuren
zwischen der abgeleiteten Aminosäuresequenz und im Konsensus sind in der Sequenz fett hervorgehoben
und numeriert. Die Subdomänen IV, V und X mit schwächer konservierten Aminosäuren unbekannter Funkti-
on sind nicht eingezeichnet. Die Positionen und Längen der sieben Introns sind angegeben ( ; siehe dazu
3.2.3.).

   gccaggccaggtaacccacaacacaaggagaaggggaagggcggcgagggaagggct
ccgcgtcgcgtcccttctcttcctcctcctctctccaacaccccatccatcagcgctgcc
ctccgcattgctcttgatccatccagtacatcgattctccccccaagatcaaaggccgga
gaaggaggaagaaaggttagggagtcggccatgggatgcttttcatgctgctgtgtggca
                               M  G  C  F  S  C  C  C  V  A 
gatgacgacaacgttggcaggaggaagaagcatgacgatccctatgttcctatccctgct
 D  D  D  N  V  G  R  R  K  K  H  D  D  P  Y  V  P  I  P  A 
catgtttataattttggacctagccggttcccagccccaacccctgtcatctccattggc
 H  V  Y  N  F  G  P  S  R  F  P  A  P  T  P  V  I  S  I  G 
agagctcagccaattgcagtaccggccattcatctggaagagctgaaggaaattacaaaa
 R  A  Q  P  I  A  V  P  A  I  H  L  E  E  L  K  E  I  T  K 
aacttcagcagtgatgccctcattggcgagggctcgtatgccagagtctattttggtgtg
 N  F  S  S  D  A  L  I  G  E  G  S  Y  A  R  V  Y  F  G  V 
ctgaaagatgggacgaaatctgcagtgaagaagcttgactccagcaaacagcctgatcaa
 L  K  D  G  T  K  S  A  V  K  K  L  D  S  S  K  Q  P  D  Q 
gaattccttgtgcaggtttcagctgtctcaagattgaagcatgagaatgttgtccaactc
 E  F  L  V  Q  V  S  A  V  S  R  L  K  H  E  N  V  V  Q  L 
gtcggatactgcgccgaagggagcacccgcgtccttgcttatgagtatgcaactagggga
 V  G  Y  C  A  E  G  S  T  R  V  L  A  Y  E  Y  A  T  R  G 
tcattgcatgatatcctccatggtaaaaagggtgtgaaaggagcccagccagggccagtc
 S  L  H  D  I  L  H  G  K  K  G  V  K  G  A  Q  P  G  P  V 
ctgtcatggatgcagcgagctaggattgccgtatgtgctgctcggggtctcgagttcctc
 L  S  W  M  Q  R  A  R  I  A  V  C  A  A  R  G  L  E  F  L 
cacgagaaggccgatcctcgagtggtccaccgcgacatcaagtcaagcaacatactgctc
 H  E  K  A  D  P  R  V  V  H  R  D  I  K  S  S  N  I  L  L 
tttgaccatgatgttgcgaagatcggggacttcgacatctcaaaccaggcccctgacatg
 F  D  H  D  V  A  K  I  G  D  F  D  I  S  N  Q  A  P  D  M 
gctgcgcgcctccactctactcgcgttcttggcacctttggctaccatgcaccagaatat
 A  A  R  L  H  S  T  R  V  L  G  T  F  G  Y  H  A  P  E  Y 
gccatgactggacagcttagcacgaagagtgatgtctacagctttggagttgtgctgctg
 A  M  T  G  Q  L  S  T  K  S  D  V  Y  S  F  G  V  V  L  L 
gagcttttaaccggtcgcaagccagttgaccacacactgccccgtggccagcagagcctt
 E  L  L  T  G  R  K  P  V  D  H  T  L  P  R  G  Q  Q  S  L 
gtgacatgggctacaccgaggcttagtgaagacaaggtgaggcaatgcgtcgatccaagg
 V  T  W  A  T  P  R  L  S  E  D  K  V  R  Q  C  V  D  P  R 
ctcggagacgaataccctccaaaggctgtagccaagatggctgctgtggccgccctctgc
 L  G  D  E  Y  P  P  K  A  V  A  K  M  A  A  V  A  A  L  C 
gtgcaatacgagggtgaattccgtcccaacatgagcatcgtcgtcaaggctctgaacccc
 V  Q  Y  E  G  E  F  R  P  N  M  S  I  V  V  K  A  L  N  P 
ttgctgcacagccggtctggcaaccgccctactgcctcgtcggcctcccacgctgccgag
 L  L  H  S  R  S  G  N  R  P  T  A  S  S  A  S  H  A  A  E 
cgatccggactgtgatttctcatcgctgcgacaactttgggttcacgaaaaaggaccgtc
 R  S  G  L  -
ttgtggagcgttggtgttgctgtgtcgtgactgccaaagccttggcgcagagaagagctt
tgccatgcagctgtgtattgtaaattgttttgtaagcgatgcgcctcctggtctgtgtgc
cctgtcatcatcctattctattctagaaaatggtgtacgatggatcatggatgataccaa
ctatttggtctcttttggaatgcgaaaatgcagcacttggcttccgtaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaa

ATP Bindestelle
G-X-G-X-X-G

Phosphotransfer-Reaktion
A-X-K

I

II

ATP Bindung
D-X-X-X-X-N VI
ATP Bindung

D-F-G VII

Katalytisches Zentrum
Thr/Ser Spezifität:

G-T/S-X-X-Y/F-X-A-P-E
Indikator des katalytischen

Zentrums: A-P-E VIII

Autophosphory-
lierungsstelle

IX

XI

79 81 86

10098

202 207

72 78

220 221

237 241 242 245 247 248 249

261 266

338

III111

484

853

78

200

81

97

194
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Abb. 3-6: Aminosäure-Alignment Pti1-ähnlicher und anderer Serin/Threonin-Proteinkinasen
Alignment der Aminosäuresequenzen von Serin/Threonin-Proteinkinasen mono- und dikotyledoner Pflanzen.
Subdomänen der Proteinkinasen nach HANKS et al. (1988); vgl. hierzu Abb. 3-5). Konservierte Aminosäuren
sind entsprechend ihrer Zugehörigkeit zu den Subdomänen farbig dargestellt. Der Stern markiert die putative
Phosphorylierungsstelle.
Aminosäuresequenzen [Protein ID]: ZmPTI1 - putativer Pto interactor 1, Zea mays, [abgeleitete Aminosäure-
sequenz]; OsPTI1 - putativer Pto interactor 1, Oryza sativa, [NP_908680]; LePTI1 - Pto interactor 1, Lycoper-
sicon esculentum [AAC61805]; AtPK - putative Proteinkinase, Arabidopsis thaliana, [NP_188367]; GmPTI1 -
putativer Pto1 interactor 1, Glycine max, [AAF91336]; NtPK1 - Proteinkinase 1, Nicotiana tabacum
[CAE55203]; BnBNK1 - Serin/Threonin Proteinkinase BNK1, Brassica napus, [AAG16628]; PnPK1 - Protein-
kinase 1, Populus nigra [BAA94509]

Funktionen der katalytischen Subdomänen von Proteinkinasen (Hanks et al., 1988)

ATP Bindung Phosphotransfer-Reaktion

Katalytisches Zentrum unbekannte Funktion

             
             
ZmPti1       
Os_NP_9086   
Le_AAC6180   
At_NP_1883   
Gm_AAF9133   
Nt_CAE5520   
Bn_AAG1662   
Pn_BAA9450   
             

                                                                                  
                                                                                  
MGCFSCCCVA...................DDDNVGRRKKHDDPYVPIPAHVYNFGPSRF.......PAPTPVISIGRAQPIA
MGCFSCCGA......................DDVGKKKKRDDPYVPIPDPGGNYGRSKPGP.....PAPSRSPPTSRNLPIA
MSCFSCC......................DDDDMHRA.TDNGPFMAHNSAGNNGGQRAT.......ESAQRETQTVNIQPIA
MGCFGCCGGGED..................FRRVSETGPKPVHNTGG....YNGGHHQRAD.......PPKNLPVIQMQPIS
MGCFGFCKGDDS...................VTVADR....GPFMQSTPTGNPSYHGRHAAV........TAPRTINVQPIA
M...SCCGGGEED..........VYSGGPPSNQNTAPPRAGNPYG.........GASDRGEP....GGGAKTGTPQKVLPIE
MGWIPCSGKSSG..........................KTKKRSDSDENLSRNCSVSASERSK..AKSSVSESRSRGSDNIV
MGFLCCSGKPSKRLESSSINENNSNIKRKDQTHVTSGSLKMKPYVNNLSKEGESKDDQLSLDVKSLNMKDEISKDRRSNGKQ
                                                                                  

             
             
ZmPti1       
Os_NP_9086   
Le_AAC6180   
At_NP_1883   
Gm_AAF9133   
Nt_CAE5520   
Bn_AAG1662   
Pn_BAA9450   
             

                                                                                  
                                                                                  
EGSTRVLAYEYATRGSLHDILHGKKGVKGAQPGPVLSWMQRARIAVCAARGLEFLHEKADPRVVHRDIKSSNILLFDHDVAK
GGSIRVLAYEYAPRGSLHDILHGKKGVKGAQPGPALSWMQRVKIALSAAKGLEFLHEKAEPRVVHRDIKSSNIMLFDNDVAK
DGGFRVLAYEYAPNGSLHDILHGRKGVKGAQPGPVLSWAQRVKIAVGAAKGLEYLHEKAQPHIIHRDIKSSNILLFDDDVAK
DGPLRVLAYEYAPNGSLHDILHGRKGVKGAQPGPVLSWHQRVKIAVGAARGLEYLHEKANPHVIHRDIKSSNVLLFDDDVAK
DGPFRALAYEYAPKGSLHDILHGRKGVKGAQPGPVLSWAQRVKIAVGAARGLEYLHEKAEIHIIHRYIKSSNILLFDDDVAK
EANNRILVYEFAAMGSLHDVLHGRKGVQGAEPGPVLTWNERVKIAYGAAKGLEYLHEKVQPPIVHRDVRSSNVLLFDDFTAK
DGDQRLLVYEYMPLGSLEDHLHDISPSK..QP...LDWNTRMKIAAGAAKGLEYLHDKTMPPVIYRDLKCSNILLGDDYFPK
EGDQRLLVYEYMPLGSLENHLHDIPPNR..QP...LDWNTRMKIAAGAAKGLEYLHNEMKPPVIYRDLKCSNILLGEGYHPK
                                                                                  

            
            

ZmPti1       
Os_NP_9086   
Le_AAC6180   
At_NP_1883   
Gm_AAF9133   
Nt_CAE5520   
Bn_AAG1662   
Pn_BAA9450   
            

                                                                                  
                                                                                  
IGDFDISNQAPDMAARLHSTRVLGTFGYHAPEYAMTGQLSTKSDVYSFGVVLLELLTGRKPVDHTLPRGQQSLVTWATPRLS
VGDFDVSNQSPDMAARLHSTRVLGTFGYHAPEYAMTGQLSTKSDVYSFGVVLLELLTGRKPVDHTLPRGQQSLVTWATPRLS
IADFDLSNQAPDMAARLHSTRVLGTFGYHAPEYAMTGQLSSKSDVYSFGVVLLELLTGRKPVDHTLPRGQQSLVTWATPRLS
IADFDLSNQAPDMAARLHSTRVLGTFGYHAPEYAMTGTLSTKSDVYSFGVVLLELLTGRKPVDHTLPRGQQSVVTWATPKLS
IADFDLSNQAPDAAARLHSTRVLGTFGYHAPEYAMTGQLTSKSDVYSFGVILLELLTGRKPVDHTLPRGQQSLVTWATPKLS
IADFNLTNQSSDTAARLHSTRVLGTFGYHAPEYAMTGQITQKSDVYSFGVVLLELLTGRKPVDHTMPKGQQSLVTWATPRLS
LSDFGLAKLGPVGDKSHVSTRVMGTYGYCAPEYAMTGQLTLKSDVYSFGVVLLEIITGRKAIDNSRCTGEQNLVAWARPLFK
LSDFGLAKVGPSGDKTHVSTRVMGTYGYCAPDYAMTGQLTFKSDIYSFGVVLLELITGRKAIDQRKERGEQNLVAWARPMFK
                                                                                  

            
            

ZmPti1       
Os_NP_9086   
Le_AAC6180   
At_NP_1883   
Gm_AAF9133   
Nt_CAE5520   
Bn_AAG1662   
Pn_BAA9450   
            

                                                                                  
                                                                                  
E.DKVRQCVDPRLGDEYPPKAVAKMAAVAALCVQYEGEFRPNMSIVVKALNPLLHSRSGNRPTASSASHAAERSGL......
E.DKVKQCVDPRLEGDYPPKAVAKMAAVAALCVQYEADFRPNMSIVVKALNPLLNSRPNNRPASFTD..AGERSGL......
E.DKVKQCVDARLNTDYPPKAIAKMAAVAALCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLL.PRPVPS.....................
E.DKVKQCVDARLNGEYPPKAVAKLAAVAALCVQYEADFRPNMSIVVKALQPLLNPPRSAPQTPHRNPY.............
E.DKVKQCVDVRLKGEYPSKSVAKMAAVAALCVQYEAEFRPNMSIIVKALQPLLNTRSSHSKESSNM...............
E.DKVKQCVDPKLNNDYPAKAIAKMAAVAALCVQYEADFRPNMTIVVKALQPLLNAKPAGPESNT.................
DRRKFSQMADPMIQGQYPPRGLYQALAVAAMCVQEQPNLRPVIADVVTALTYLASQRFDPMSQPVQGSLFGPGTPPRSKRVV
DRRNFSCMVDPLLQGQYPIRGLYQALAIAAMCVQEQPNMRPAVSDLVMALNYLASHKYDPQVHSVQDSRRSPSRPGLDKDRG
                                                                                  

VII VIII IX

XIX

             
             
ZmPti1       
Os_NP_9086   
Le_AAC6180   
At_NP_1883   
Gm_AAF9133   
Nt_CAE5520   
Bn_AAG1662   
Pn_BAA9450   
             

                                                                                  
                                                                                  
VPAIHLEELKEITKNFSSDALIGEGSYARVYFGVLKD.GTKSAVKKLD..SSKQPDQEFLVQVSAVSRLKHENVVQLVGYCA
VPAIPLDEIKGITKNFSSDALIGEGSYARVFFGVLRD.GRRSAVKKLD..SSKQPDQEFLVQVSAVSRLKHENIIQLIGYCA
VPSIAVDELKDITDNFGSKALIGEGSYGRVYHGVLKS.GRAAAIKKLD..SSKQPDREFLAQVSMVSRLKDENVVELLGYCV
VAAIPADELRDITDNYGSKSLIGEGSYGRVFYGILKS.GKAAAIKKLD..SSKQPDQEFLAQVSMVSRLRQENVVALLGYCV
VPSITVDELKPLTDNFGSKCFIGEGAYGKVYQATLKN.GRAVVIKKLD..SSNQPEHEFLSQVSIVSRLKHENVVELVNYCV
IPVVSLDELNKLTGNFGQKALIGEGSYGRVFFAKLSD.GQQAAIKKLDTSSSSEPDSDFTAQLSMVSALKHEHFVTLMGYCL
AQTFTFSELATATRNFRKECLIGEGGFGRVYKGYLASTGQTAAIKQLD.HNGLQGNREFLVEVLMLSLLHHPNLVNLIGYCA
AQTFTFEELAAATSNFRSDCFLGEGGFGKVYKGYLDKINQAVAIKQLD.RNGVQGIREFVVEVVTLSLADHPNLVKLIGFCA
                                                                                  

I II III IV
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NtPK1
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3.2.2.1. ZmPti1 codiert für eine Serin/Threonin-Proteinkinase

Die detaillierte Analyse der aus der ZmPti1-cDNA abgeleiteten Aminosäuresequenz zeigt,

dass es sich bei ZmPTI1 wahrscheinlich um ein Familienmitglied der Proteinkinasen mit Se-

rin/Threonin-Spezifität handelt. Die für Proteinkinasen charakteristischen Subdomänen nach

HANKS et al. (1988) konnten auch in der ZmPti1-Aminosäuresequenz identifiziert werden

(Abb. 3-5 und Abb. 3-6).

Die insgesamt elf bekannten Subdomänen (I-XI) der Proteinkinasen teilen sich in hochkon-

servierte sowie weniger stark konservierte Subdomänen auf. Die hochkonservierten Subdo-

mänen (I, II, VI, VII, VIII und IX) besitzen katalytische Funktionen oder sind für die Zusam-

menführung der entsprechenden Reaktionszentren verantwortlich. Die weniger stark konser-

vierten Bereiche (III, IV, V, X und XI) liegen wahrscheinlich als Schleifen vor und unterstüt-

zen die Bildung einer funktionsfähigen Sekundärstruktur, die die aktiven Zentren zueinander

ausrichtet.

Hochkonservierte Aminosäuren in den einzelnen katalytischen Subdomänen scheinen eine

wichtige Rolle bei der Katalyse zu spielen. Den meisten wird dabei eine Beteiligung an der

ATP-Bindung und Übertragung der Phosphatgruppe zugeschrieben. In den von HANKS et al.

(1988) und HANKS und QUINN (1991) verglichenen Aminosäuresequenzen von Proteinkina-

sen aus Vertebraten, Hefen, Drosophila, Nematoden, Aplysia, Aspergillus, Hydra, Phaseolus

und dem S13 Virus sind 14 Aminosäuren hoch konserviert. Von diesen 14 Aminosäuren sind

13 in der ZmPTI1-Primärsequenz an charakteristischer Position zu identifizieren (Abb 3-5):

Glycin (G79), Glycin (G81), Valin (V86), Lysin (K100), Glutaminsäure (E111), Asparaginsäu-

re (D202), Asparagin (N207), Asparaginsäure (D220), Phenylalanin (P248), Glutaminsäure (E249),

Asparaginsäure (D261), Glycin (G266) und Arginin (R338). Das in Subdomäne VII hochkonser-

vierte Glycin222, zwei Positionen C-terminal von der Asparaginsäure220
, ist in ZmPTI1 durch

eine Asparaginsäure222 ersetzt.

Den elf Subdomänen I-XI der Proteinkinasen sind nach HANKS et al. (1988) kennzeichnende

Funktionen zugeordnet. Das Zentrum der katalytischen Domäne wird in den Subdomänen VI

bis IX vermutet. In dieser Region befinden sich die Mehrzahl der hoch konservierten Ami-

nosäurereste. Die charakteristischen Funktionen der Subdomänen können auch für das ab-

geleitete ZmPTI1 postuliert werden.

Die Subdomäne I mit der Konsensus-Sequenz Gly-X-Gly-X-X-Gly befindet sich nahe dem N-

Terminus der katalytischen Domäne und ist direkt an der ATP-Bindung beteiligt. Die konser-

vierten Aminosäurereste Glycin79 und Glycin81 von ZmPTI1 fallen in diesen Konsensus. In

Position -7 und -1 zum ersten Glycin sind häufig hydrophobe Aminosäuren (in ZmPTI1 Phe-

nylalanin72 und Isoleucin78) zu finden.
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Dreidimensionale Modelle der ATP-Bindung durch Nukleotidbindeproteine mit gleicher Kon-

sensus-Sequenz wie z.B. v-Src (WIERENGA und HOL, 1983) zeigen, dass die Aminosäuren

des Konsensus eine Ellenbogenstruktur um Nukleotide ausbilden. Hierbei steht das erste

Glycin mit der Ribose, das zweite mit der terminalen Phosphatgruppe in Kontakt. Ein konser-

viertes Valin, zwei Positionen carboxyterminal der Konsensus-Sequenz (V86 bei ZmPTI1),

scheint dabei die Positionierung der Glycine zu unterstützen.

Funktionen bei der ATP-Bindung werden ebenfalls den invarianten Aminosäureresten Aspa-

raginsäure202 und Asparagin207 in Subdomäne VI und den Aminosäuren in Subdomäne VII

(Konsensus Asp-Phe-Gly; in ZmPTI1 Asp220, Phe221 und Asp222) zugeschrieben. Die Apa-

raginsäurereste an den Positionen 202 und 220 könnten dabei mit den Phosphatgruppen

des ATP interagieren (BRENNER, 1987). Der Konsensus D-F-G der Subdomäne VII ist in der

letzten Position in ZmPTI1 und fünf weiteren aufgeführten Proteinkinasen modifiziert (Abb. 3-

6). Bei den Pti1-homologen Kinasen aus Mais, Reis, Tomate, Arabidopsis und Glycine max

ist statt eines Glycins eine weitere Asparaginsäure (D222 in ZmPTI1) vorhanden.

Das invariante Lysin (K100) in Subdomäne II ist die wahrscheinlich am besten charakterisierte

Aminosäure der katalytischen Domäne von Proteinkinasen. Lysin scheint am Phosphotrans-

fer direkt beteiligt zu sein. ATP-Analoga sowie Substitutionen des Lysins durch andere Ami-

nosäuren (inklusive Arginin; KAMPS und SEFTON, 1986; SNYDER et al., 1985; CHEN et al.,

1987, ZHOU et al. 1995) führen zur vollständigen Inhibierung der Enzymaktivität (ZOLLER et

al., 1981; KAMPS et al., 1984 ; RUSSO et al., 1985). Inwieweit der recht konservierte Abstand

von 14 bis 23 Aminosäuren – bei ZmPTI1 beträgt er 16 Aminosäuren – zwischen der Sub-

domäne I und dem Lysin der Subdomäne II für die Proteinfunktion kritisch ist, ist unklar. Ein

Alanin zwei Positionen N-terminal (A98 bei ZmPTI1) des konservierten Lysins tritt in fast allen

von HANKS et al. (1988) untersuchten Proteinkinasen auf.

Empirische Untersuchungen haben gezeigt, dass weitere Konsensus-Sequenzen im Bereich

der Subdomäne VI und VIII Hinweise auf die Substratspezifität von Proteinkinasen für Tyro-

sinreste oder Serin/Threonin-Reste liefern. Aufgrund der Übereinstimmung mit dem Konsen-

sus für Serin/Threonin-Proteinkinasen in Subdomäne VIII (Gly-Thr/Ser-X-X-Tyr/Phe-X-Ala-

Pro-Glu) kann postuliert werden, dass es sich bei ZmPTI1 (G241-T242-F-G-Y245-H-A247-P248-

E249) um eine Serin/Threonin-Proteinkinase handelt.

Die Subdomäne VIII (Konsensus Ala-Pro-Glu; in ZmPTI1 Ala247-Pro248-Glu249) liegt nahe des

katalytischen Zentrums der Proteinkinasen. Analysen mit Affinitätssubstraten, die kurz vor

der Konsensus-Sequenz binden, führten zur Inhibierung der Enzymaktivität (BRAMSON et al.,

1982). Darüber hinaus konnte für v-Src (BRYANT und PARSONS, 1984) gezeigt werden, dass
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alle drei Aminosäuren für die Kinaseaktivität essentiell sind. Bei Proteinkinasen mit Auto-

phosphorylierungsaktivität befindet sich die Phosphorylierungsstelle innerhalb von 20 Ami-

nosäuren stromaufwärts dieser Subdomäne. Eine putative Autophosphorylierungsstelle von

ZmPTI1 könnte somit das Threonin237 sein.

Die Funktionen der Subdomänen III, IV, V, IX, X und XI sind bisher nicht geklärt. Subdomä-

ne IX umfaßt einen relativ konservierten Bereich, der von den stark konservierten Aminosäu-

ren Asparaginsäure und Glycin flankiert wird, die sich auch in ZmPTI1 (Asp261 und Gly266)

wiederfinden. Der in Subdomäne XI liegende, konservierte Argininrest (in ZmPTI1 R338) mar-

kiert das carboxyterminale Ende der katalytischen Domäne.

Zusammenfassend kann aufgrund dieser Resultate postuliert werden, dass ZmPTI1 eine

Pti1-homologe Proteinkinase mit Serin/Threonin-Substratspezifität ist. Das identifizierte

Threonin237 zwischen Subdomäne VII und VIII könnte das mögliche Ziel einer Autophospho-

rylierungsaktivität sein.
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3.2.3. Genomische Organisation des ZmPti1-Gens

Die Isolierung, Sequenzierung und weiterführende genomische Untersuchungen des ZmPti1-

Gens sollten Einblick in seine genomische Organisation geben. Insbesondere war hierbei

von Interesse, mögliche Pti1-homologe Sequenzen im Maisgenom zu bestimmen.

3.2.3.1. Isolierung eines genomischen ZmPti1-Klons

Zur Isolierung eines genomischen ZmPti1-Klons wurde eine genomische λ FixII Bibliothek

aus der Wildtyp-Maislinie LineC durchmustert (2.2.9.1.). Als Sonde diente der radioaktiv

markierte (2.2.3.3.2.) 3' nicht-translatierte Bereich29 der isolierten ZmPti1-cDNA. Zwei aus

insgesamt 18 Phagenpopulationen der ersten Screening-Runden wurden für die weitere

Untersuchung ausgewählt und vereinzelt (2.2.9.2.). Die beiden Klone zeigten in PCR-

Analysen Sequenzen homolog zum 5' ORF und 3' UTR der ZmPti1-cDNA.

Mit Hilfe der Endonukleasen EcoRI und PstI wurden Restriktionen von DNA der beiden iso-

lierten Phagenklone g11 und g24 durchgeführt. Anschließende Southern Analysen (2.2.9.4.)

mit unterschiedlichen ZmPti1-homologen Sonden zeigten, dass nur Phagenklon g24 voll-

ständig bezüglich des transkribierten Bereichs des ZmPti1-Gens ist. Die Southern Analysen

des Phagenklons g24 und die daraus hergeleitete Struktur des Phagenklons sind in Abb. 3-7

dargestellt. Als Sonden wurden die folgenden Bereiche der ZmPti1-cDNA (Abb. 2-1) einge-

setzt: der 5' untranslatierte Bereich30 (5' UTR), der 5' Bereich des offenen Leserahmens31

sowie der offenene Leserahmen inklusive der 3' untranslatierten Region32 (ORF+3' UTR).

Einzelne Teilsequenzen von Klon g24 wurden per PCR amplifiziert (2.2.3.2.):

- der offene Leserahmen des ZmPti1-Gens beginnend mit dem Startcodon bis kurz vor die

Polyadenylierungsstelle im 3' UTR (  TOPO 63-1-1, Tab. 3-4).

- ein 3,0 kb-Fragment, das den gesamtem 3' UTR zwischen Stopcodon und 3' Ende des

Phageninserts umfasst (  TOPO 63-7-2, Tab. 3-4).

Nach Subklonierung der korrespondierenden, überlappenden Amplifikate in den pCR2

TOPO Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) erfolgte deren Sequenzierung (2.2.13.).

                                                
29 Sonde 3'UTR-Pti1: PCR-Amplifikat mit den Primern PRMMH53 und PRMMH52 vom ZmPti1-cDNA-Klon
30 Sonde 5'UTR-Pti1: PCR-Amplifikat mit den Primern LD 5' Insert und PRMMH62 vom ZmPti1-cDNA-Klon
31 Sonde 5'ORF-Pti1: Insertionsfragment des Subtraktionsklons D56
32 Sonde ORF+3'UTR-Pti1: PCR-Amplifikat mit den Primern PRMMH55 und PRMMH52 vom ZmPti1-cDNA-Klon
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Die Sequenzen der PCR-Amplifikate und des Subklons eines PstI-Restriktionsfragments des

Phagenklons g24 (  pBKS:1,4kb-PstI-g24, Tab. 3-4) ergaben keine Informationen über

ZmPti1-Genbereiche 5' des Startcodons. Um diese Region zu isolieren, wurde ein inver-

ser PCR Ansatz (HARTL und OCHMANN, 1996; Abb. 2-2) durchgeführt. Durch inverse PCRs

(iPCR, 2.2.9.5.) können DNA-Bereiche amplifiziert werden, die sich links vom 5' Primer und

rechts vom 3' Primer befinden. In Standard-PCRs können hingegen nur DNA-Abschnitte zwi-

schen bekannten 5'- und 3'-Primerbindestellen amplifiziert werden. Bei der iPCR werden im

Anschluss an die Restriktion geringe DNA-Mengen aller resultierenden Restriktionsfrag-

mente gemeinsam ligiert. Durch die Ligation entstehen, aufgrund der sehr geringen DNA-

Konzentration im Ansatz auch zirkuläre DNA-Moleküle (  4,1 kb-g24-PstI-'Plasmid'). Bei

diesen befindet sich der zu amplifizierende DNA-Abschnitt zwischen den Primern. Die in die-

ser Arbeit durchgeführte iPCR brachte ein etwa 3,0 kb langes PCR-Fragment hervor, das

kloniert und sequenziert wurde (  TOPO 69-1-2 /4, Tab 3-4). Die Länge des 3,0 kb-

Fragments entsprach in etwa der erwarteten Größe. Es ergibt sich aus der Gesamtlänge des

4,1 kb-PstI-Fragments abzüglich des 900 bp-Abstandes der zur Amplifikation eingesetzen

Primer PRMMH75/62.

g24 Subklon Beschreibung des Vektorinserts Insertgröße

TOPO 69-1-2
TOPO 69-1-4

Promotor und 5' untranslatierte Region (5'UTR): aus inverser PCR
Amplifikation von PstI restringierter, religierter g24 Phagen-DNA (Pri-
mer PRMMH75/62)

3,2 kb

TOPO 63-1-1
offener Leserahmen (ORF) und 3' nicht-translatierte Region (3'UTR):
aus PCR Amplifikat von g24 Phagen-DNA (Primer PRMMH55/52)

3,0 kb

TOPO 63-7-2
3' nicht-translatierte Region (3'UTR) bis 3' Phagen-Insertende: aus
PCR Amplifikat von g24 Phagen-DNA (Primer PRMMH53/T3-17mer)

3,0 kb

TOPO 74-3-5
Intron 1 bis Intron 2: aus PCR Amplifikat von g24 Phagen-DNA (Pri-
mer PRMMH85/PRMMH70)

1,0 kb

pBKS:1,4kb-
PstI-g24

offener Leserahmen: das 1,2kb lange, in pBluescript KS subklonierte
PstI-Restriktionsfragment von Phagenklon g24

1,2 kb

Tab. 3-4: Subklone des Phagenklons g24 zur Bestimmung der Sequenz des ZmPti1-Gens

Die vollständige genomische Sequenz des ZmPti1-Gens wurde aus den sechs in Tab. 3-4

aufgeführten Klonen abgeleitet und ist in GeneBank (accesion number AY554283) deponiert.

Aus dem Vergleich der vollständigen genomischen Sequenz und der bekannten cDNA-

Sequenz von ZmPti1 wurde die genomische Struktur hergeleitet (Abb. 3-8). Das klonierte

ZmPti1-Gen besteht aus acht Exons und sieben Introns. Der Translationsstart befindet sich

in Exon 2. Eine sehr ähnliche Exon/Intron-Struktur besitzt auch das Pti1-homologen Gen aus

Reis (eigene in silico Analysen, Tab. 3.5). Sequenzvergleiche zwischen einer OsPti1-cDNA
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[NM_183791] und der zugehörigen genomischen Sequenz aus einem Bereich des Chromo-

soms 1 [AP003211] zeigten ebenfalls eine Genstruktur aus acht Exons und sieben Introns.

Ähnlichkeiten der Pti1-Homologen aus Reis und Mais bestanden auch hinsichtlich der Größe

der jeweils korrespondierenden Exons und Introns (siehe Tab. 3-5).

Abb. 3-7: Southern Analyse des genomischen ZmPti1-Phagenklons g24
A Southern Detektion von PstI- bzw. EcoRI-Restriktionsfragmenten des genomischen ZmPti1-Phagen g24. Bei
der Southern Analyse wurde die DNA nacheinander gegen die angegebenen Sonden hybridisert.
B Schema der aus den Southern Ergebnissen abgeleiteten Anordnung der ZmPti1-PstI- und EcoRI-Restrik-
tionsfragmente des Phageninserts des Lambda Fix®II-Phagen g24. Detektionssignale im Southern Blot in A und
die korrespondierenden Restriktionsfragmente in B sind gleichfarbig dargestellt. Die Größe der einzelnen Frag-
mente sind in Kilobasen angegeben. Die für die Analysen eingesetzten drei Sonden (vgl. Abb. 2-1) sind ent-
sprechend ihrer Hybridisierungen den Phagen-Restriktionsfragmenten zugeordnet.
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Größe in bp Größe in bp
ZmPti1 OsPti1 ZmPti1 OsPti1

Exon 1 193 n.d. Intron 1 484 n.d.
Exon 2 109 85 (ohne 5'UTR) Intron 2 853 1.010
Exon 3 254 258 Intron 3 78 102
Exon 4 124 125 Intron 4 200 259
Exon 5 274 272 Intron 5 81 115
Exon 6 132 133 Intron 6 97 98
Exon 7 88 89 Intron 7 194 465
Exon 8 435 153 (ohne 3'UTR)

Tab. 3-5: Vergeich der Exon- und Introngrößen des Pti1-Gens aus Mais und eines Pti1- Gens aus Reis
Angegeben sind die aus dem Vergleich der entsprechenden cDNA- und genomischen Sequenzen abgeleite-
ten Exon- und Introngrößen der homologen Pti1-Gene aus Mais [AY554283] und Reis [NM_183791,
AP003211]. n.d. = für die Analysen nicht verfügbar.

3.2.3.2. Genomische Southern Analysen mit ZmPti1

Zur Bestimmung der Anzahl Pti1-homologer Gene bei Mais wurde mit EcoRI oder PstI-

restringierte genomische DNA der Linie LineC in Southern Analysen (2.2.3.5.) eingesetzt

(Abb. 3-8). Nach Hybridisierungen mit den radioaktiv markierten Sonden gegen den Promo-

torbereich33, ORF-Pti1, sowie 3' UTR-Pti1 des klonierten Pti1-homologen Gens, konnten alle

aus der klonierten genomischen ZmPti1-Sequenz abgeleiteten EcoRI und PstI-Restriktions-

fragmente (vgl. Abb. 3-8 A+B) detektiert werden. Außerdem konnten alle in der genomischen

DNA detektierten Fragmente – mit Ausnahme eines 4 kb-EcoRI-Fragmentes – den korres-

pondierenden Fragmenten des Phagenklons g24 (3.2.3.1, Abb. 3-7) zugeordnet werden:

In den Southern Analysen mit PstI-geschnittener, genomischer DNA wurden insgesamt drei

Fragmente detektiert. Ein nur mit der Pti1-Promotor-Sonde detektierbares 4,1 kb langes

Fragment enthält die Promotorregion des ZmPti1-Gens. Das korrespondierende Teilstück

aus dem Phagenklon g24 diente in ligierter Form als template für die iPCR (2.2.9.5.). Die

beiden 1,6 und 1,2 kb langen Teilstücke hybridisieren unterschiedlich stark mit der Sonde

des offenen Leserahmens. Während das 1,2 kb lange Fragment relativ stark hybridisiert,

liefert das 1,6 kb Restriktionsfragment nur ein schwaches Signal. Da das größere 1,6 kb-

Fragment außerdem mit der 3' UTR-Sonde detektiert wird, kann es dem 3' Bereich des

ZmPti1-Gens zugeordnet werden. Das 1,2 kb Fragment dagegen ist zentral lokalisiert.

                                                
33 Sonde Promotor-Pti1: PCR-Amplifikation mit den Primern PRMMH89 und PRMMH90 von Phagen-DNA des

Phagenklons g24
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Die genomische Southern Detektion EcoRI-restringierter DNA liefert ein komplexeres Bild

von sechs Restriktionsfragmenten. Das längste, circa 9,0 kb große, Fragment hybridisiert mit

der Promotorsonde und etwas schwächer mit der ORF-Pti1-Sonde. Folglich enthält es den 5'

Bereich des ZmPti1-Gens und Teile der codierenden Sequenz. Ein 600 bp langes EcoRI-

Fragment enthält das 3' UTR und wird mit der korrespondierenden Sonde nachgewiesen

wird. Neben diesem 600 bp-Fragment werden zwei weitere, 1,3 kb und 700 bp lange, Teil-

stücke mit der ORF-Pti1-Sonde detektiert. Deren Anordnung zueinander kann, unter Einbe-

ziehung der Southern Analyse des Phagenklons g24 (Abb. 3-7), bestimmt werden.

Abb. 3-8: Exon/Intron-Struktur des ZmPti1-Gens und Southern Analysen genomischer DNA
A Darstellung der Struktur des ZmPti1-Gens. Positionen und Längen der acht Exons und sieben Introns sind aus
dem Vergleich der genomischen mit der cDNA-Sequenz hergeleitet. Der Translationsstart befindet sich am An-
fang des Exons 2. Das Translationsende (*) und Restriktionsschnittstellen sind eingezeichnet.
B Darstellung der aus der genomischen Sequenz abgeleiteten PstI- bzw. EcoRI-Restriktionsfragmente.
C Southern Analysen von PstI- und EcoRI-geschnittener genomischer LineC-DNA (20 µg je Spur). Die hergelei-
teten PstI- und EcoRI-Fragmente werden im Southern mit den angegebenen Sonden detektiert. Korrespondie-
rende Hybridisierungssignale und Restriktionsfragmente sind in B und C in gleicher Farbe markiert (vgl. Abb 3-7).
Das im detektierte 4 kb-EcoRI-Fragment könnte zu einer weiteren Pti1-Genkopie gehören.
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Ein sechstes Fragment (4,0 kb), das relativ stark mit der Sonde des offenen Leserahmens

sowie schwächer mit der Sonde des 3'-UTRs hybridisiert, kann weder mit der Southern Ana-

lyse des Phagenklons g24 (3.2.3.1) noch mit der Sequenz des klonierten ZmPti1-Gens

[AY554283] in Einklang gebracht werden. Bei diesem Fragment kann es sich um den Teil

eines weiteren ZmPti1-homologen Gens mit einem veränderten EcoRI-Restriktionsmuster

handeln. Die Ergebnisse der genomischen Southern Analysen zeigen, dass es in Mais ein,

möglicherweise zwei ZmPti1 repräsentierende Gene gibt.

3.3. Analyse von ZmPti1

3.3.1. mRNA-Expression von ZmPti1

Bei der Analyse der aus der Subtraktion nach BUCHANAN-WOLLASTON und AINSWORTH iso-

lierten, Pti1-homologen Subtraktionssequenzen (3.1.2.3) gab es erste Anhaltspunkte für eine

stark pollenspezifische Expression des zugehörigen Gens. Um detaillierteren Aufschluss

über das Expressionsmuster des ZmPti1-Gens zu erhalten, wurden Northern Analysen

(3.3.1.1) durchgeführt und ein PCR-basierter Ansatz (3.3.2) verfolgt.

3.3.1.1. Northern Analysen zur Expression des ZmPti1-Gens

In Northern Analysen mit Gesamt-RNAs aus unterschiedlichen Geweben des Wildtyps und

der whp-Mutantenlinie (Abb. 3-9) kann die Expression des ZmPti1-Gens untersucht werden.

Northern Hybridisierungen mit den radioaktiv markierten Sonden 3' UTR-Pti1 und ORF-Pti1

zeigten im wesentlichen dasselbe Expressionsmuster für ZmPti1 in beiden Maislinien. Die

ZmPti1-Expression steigt in den Antheren im Verlauf der Pollenentwicklung stark an. Die

größte mRNA-Menge konnte in reifem Pollen und in in vitro gekeimtem Pollen nachgewiesen

werden. ZmPti1-spezifische mRNAs konnten in allen anderen untersuchten Geweben nicht

nachgewiesen werden (vgl. hierzu auch 3.3.1.2).
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Der Unterschied zwischen der Stärke des Hybridisierungssignals in Pollen und in männlichen

Blüten ist auf das unterschiedliche Ausgangsmaterial für die RNA-Isolierung und nicht auf

eine unterschiedliche Expression des Pti1-homologen Gens zurückzuführen ist. Bei den

RNAs aus männlichen Blüten handelt es sich, aufgrund der Zusammensetzung des Pflan-

zengewebes, um eine gemischte RNA-Population aus Pollen-RNAs und RNAs aus dem üb-

rigen Blütenstand. Demgegenüber entstammen die RNAs aus reifem und in vitro gekeimtem

Pollen ausschließlich diesem einen Gewebetyp. Dieses gilt insbesondere auch deshalb, da

das Entwicklungsstadium des isolierten Pollens und des Pollens im männlichen Blütenstand

identisch ist.

Die Länge der Transkripte von 1,7 kb, die das stärkste Signal liefern, stimmt mit der der

ZmPti1-cDNA überein. Es handelt sich somit um vollständig gespleißte mRNAs des zuvor

klonierten ZmPti1-Gens (3.2.3). Zusätzlich konnten mit beiden Sonden geringere Mengen

von Transkripten mit einer Länge von etwa 3,2 kb detektiert werden. Dabei könnte es sich

um alternativ bzw. unvollständig gespleißte Transkripte des ZmPti1-Gens handeln. Eine voll-

ständig ungespleißte prä-mRNA des ZmPti1-Gens würde theoretisch eine Länge von 3,6 kb

besitzen. Darüber hinaus wurden mit beiden Sonden mRNAs von circa 6,8 kb Länge nach-

gewiesen. Die Herkunft dieser mRNAs ist nicht bekannt, das gewebe- und entwicklungsspe-

zifische Expressionsmuster ist jedoch vergleichbar mit dem der ZmPti1-mRNAs.

Die beiden zusätzlich zu den 1,7 kb langen ZmPti1-mRNAs nachgewiesenen Transkripte

stammen möglicherweise von einer zweiten ZmPti1-Genkopie (4.3.). Die Southern Analysen

lieferten bereits Hinweise darauf (3.2.3.2).

3.3.1.2. PCR-Ansatz zur Analyse der Expression des ZmPti1-Gens

Mittels eines PCR-Ansatzes (2.2.4.4.), der freundlicherweise von Dr. Stefan Scholten34

durchgeführt wurde, wurden cDNA-Populationen, die RNAs einzelner Zelltypen oder Gewe-

be der Maislinie A188 repräsentieren, auf die Anwesenheit von ZmPti1-Sequenzen hin un-

tersucht. Hierzu erfolgte die Amplifikation aus den entsprechenden cDNA-Populationen mit

einem ZmPti1-spezifischen Primerpaar35, welches aus dem offenen Leserahmen und dem 3'

nicht-translatierten Bereich der korrespondierenden cDNA abgeleitet wurde.

Für die Analyse standen cDNA-Populationen aus Spermazellen, aus drei verschiedenen

Zelltypen des Embryosacks (Eizelle, Synergiden, Zentralzelle) und des Nucellus, aus Em-

bryonen und Endosperm verschiedenen Alters sowie aus jungen Blättern von 7-Tage alten

                                                
34 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
35 Primer PRMMH59 und PRMMH52
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Pflanzen zur Verfügung. Als Positivkontrolle für die gewählten Reaktionsbedingungen diente

die Amplifikation des entsprechenden Genbereichs aus genomischer DNA der Linie A188.

Aus allen eingesetzten cDNA-Populationen wurde ein PCR-Produkt der erwarteten Größe

erhalten (Abb. 3-10). Damit konnte eine ZmPti1-Expression in allen untersuchten Geweben

und Zelltypen nachgewiesen werden. Die hier angewendete PCR-Analyse wurde methodisch

bis in den Sättigungsbereich der Amplifikation durchgeführt und ist deshalb rein qualitativ zu

interpretieren und läßt keine Schlüsse auf die tatsächlich vorhandene Menge an ZmPti1-

Transkripten in den jeweiligen Geweben oder Zelltypen zu (4.2.).

Neben der sehr starken in Northern Analysen nachgewiesenen (3.3.1.1) ZmPti1-Expression

in Pollen konnte auch eine Expression in Zellen des Embryosacks (Eizelle, Synergiden,

Zentralzelle), dem Nucellusgewebe, in Embryonen und dem Endosperm sieben und 14 Tage

nach Befruchtung sowie in sieben Tage alten Blättern gezeigt werden.

Abb. 3-10: Nachweis von ZmPti1-homologen Transkripten in Zelltypen des männlichen und
weiblichen Gametophytens sowie entwickelnden Körnern und Blättern

A Elektrophoretisch aufgetrennte PCR-Amplifikate im ethidiumbromidgefärbten Agarosegel. In allen unter-
suchten Zelltypen bzw. Gewebearten werden ZmPti1-Transkripte über PCR nachgewiesen. gDNA: Positiv-
kontrolle, Amplifikation des 691 bp großen genomischen ZmPti1-Abschnitts von genomischer DNA. H2O:
Kontrolle ohne DNA. Alle als Template eingesetzten Nukleinsäuren stammen aus der Maislinie A188.
B Schematische Darstellung eines Embryosacks und eines keimenden Pollenkorns. Einzelzellen und Ge-
webe in denen die ZmPti1-Expression untersucht wurde sind angegeben: Eizelle (EC), Synergiden (SY),
Zentralzellen (CC), Nucellus (NUC), Antipoden (AC, nicht untersucht), Spermazellen (SC).
C Bei PCR von genomischer DNA bzw. cDNA werden mit den Primern PRMMH59 (in Exon 7) und
PRMMH52 (im 3‘UTR) ZmPti1-Teilsequenzen von 691 bp bzw. 488 bp Länge amplifiziert.
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3.3.2. Charakterisierung des ZmPti1-Promotors

Die Expression von eukaryotischen Genen unterliegt einer komplexen, von cis- und trans-

aktiven Faktoren abhängenden Regulation. Der Promotor eines Gens umfaßt alle stromauf-

wärts des Transkriptionsstarts liegenden, regulatorischen DNA-Bereiche. An diese cis-

Faktoren binden sogenannte trans-aktive, ortsunabhängige Transkriptionsfaktoren. Das Zu-

sammenspiel von cis- und trans-aktiven Faktoren bestimmt die Stärke und Gewebsspezifität

der jeweiligen Genexpression.

Für das ZmPti1-Gen konnte in Northern Analysen (3.3.1.1) eine starke Expression in Pollen

gezeigt werden. Hinweise auf spezifische Sequenzelemente in der ZmPti1-Promotorregion,

die die außergewöhnlich starke Genexpression erklären, konnten in in silico Analysen ge-

wonnen werden (3.3.2.1). Darüber hinaus sollten transient Promotor-Reportergen-Konstrukte

transient in in vitro keimenden Pollen exprimiert werden (3.3.2.2). Diese Experimente könn-

ten Hinweise darauf geben, welche Promotorbereiche des ZmPti1-Gens essentiell für die

pollenspezifische Expression sind.

3.3.2.1. in silico Analysen des ZmPti1-Promotors

Die in silico Analyse des ZmPti1-Promotors im Bereich von -2.209 bis +691 ist in Abb. 3-11

zusammengefaßt. Der aufgrund des Consensus von REESE (1998) vorhergesagte ZmPti1-

Transkriptionsstart +1 (Gccaggccag) stimmt mit dem 5´-Ende der isolierten ZmPti1-cDNA

(Abb. 3-4, 3.2.1) überein. Die TATA-Box (TAATAAAAA) zwischen -33 und -25 sowie die

CCAAT-Box (CCAAT) zwischen -103 und -99 sind die Grundelemente proteincodierender

Gene. Neben diesen konnten eine Vielzahl von cis-Sequenzelementen identifiziert werden,

die mit einer pollenspezifischen Expression in Verbindung gebracht werden (1.6.).

Die von BATE und TWELL (1998) für den Promotor des späten Pollengens lat52 aus Tomate

beschriebenen Motive Pollen-Box I (PBI) mit der Konsensus-Sequenz tGTGGtt36 und das

GAAA-Motiv (aGAAA) treten gemeisam auf. Im ZmPti1-Promotor sind sie in enger Nachbar-

schaft zur TATA- und CCAAT-Box mehrfach vorhanden. Die ebenfalls von BATE und TWELL

identifizierte Sequenz TCCACCATA fehlt in diesem Kontext. Sequenzmotive dieses Typs

liegen im ZmPti1-Promotor weiter stromaufwärts. Während die Kombination aller drei Motive

eine effiziente pollenspezifische Expression zur Folge hat, fällt diese bei Abwesenheit des

GAAA-Motivs aus. Die Motivkombination GTGG/GAAA führt nur zu einer reduzierten Ex-

pression.

                                                
36 der Kern des Sequenzmotivs ist in Großbuchstaben angegeben
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Weiter stromaufwärts zwischen -282 und -231 ist im ZmPti1-Promotor eine AT-reiche Region

vorhanden (77%, unterstrichen in Abb. 3-11). Der Promotor des Pollengens lat52 aus To-

mate weist in vergleichbarer Entfernung zum Transkriptionsstart ebenfalls eine AT-reiche

Region (97%) auf. AT-reiche Regionen gelten als Bindungsstelle für HMG1-ähnliche37 Pro-

teine, die z.B. die DNA-Bindeaffinität des humanen Transkriptionsfaktors HOXD9 erhöhen

können (ZAPPAVIGNA et al., 1996). Innerhalb des AT-reichen Abschnitts bei ZmPti1 liegt die

Sequenz AATGATA, die Homologien zum Box I-Motiv GACNAATGATA aufweist. Box I und

Box II (GTTTGT) besitzen nach DZELZKALNS et al. (1993) hemmende Effekte bei der pollen-

spezifischen Expression des SLG38-Promotors aus Brassica.

Ab Position -201 ist im ZmPti1-Promotor die Sequenz AGATCA lokalisiert, die zu 5/6 dem

Konsensus des Quantitative-Elements AGGTCA aus dem Maispromotor des Zm13 Gens

entspricht (HAMILTON et al., 1998). Quantitative-Box-ähnliche Motive finden sich auch in den

für die Expressionsstärke verantwortlichen Promotorregionen der pollenspezifisch expri-

mierten Gene lat52 und lat59 aus Tomate sowie des ntp303-Gens aus Tabak. In den Pro-

motoren dieser drei Gene sowie dem des Zm13 folgt den jeweiligen Quantitative-Elementen

ein 32 bp großer, für die Gewebespezifität verantwortlicher Bereich. Dieser liegt 20-40 bp

stromaufwärts der TATA-Box. Eine solche Specifity-Box ist im ZmPti1-Promotor in silico nicht

identifizierbar.

Bei der in silico Analyse des ZmPti1-Promotors werden neben Grundelementen pollenspezi-

fische Sequenzmotive gefunden, die Einfluss auf die Expressionsstärke und Gewebespezi-

fität haben. Transiente Expressionsanalysen mit Deletionskonstrukten des ZmPti1-Promotors

könnten die Funktionalität der gefundenen Elemente experimentell bestätigen und zur Identi-

fizierung von weiteren Sequenzmotiven beitragen, die für die pollenspezifische Expression

essentiell sind.

                                                
37 High Mobility Group 1
38 S Locus Glycoprotein
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Abb. 3-11: in silico Analyse des Promotors und der 5‘ nicht-translatierten Region des ZmPti1-Gens
Mit pollenspezifischer Genexpression assoziierte cis-Elemente in der Nukleinsäuresequenz des ZmPti1-
Promotors. Promotorregion von -2.209 bis -1; 5‘-untranslatierte Region (+1 bis +691, schwarzer Balken); Intron
1 (hellgrau hinterlegt); putativer Transkriptionsstart bei +1 G. Die Konsensussequenz der markierten cis-aktiven
Elemente sind unten angegeben. Die AT-reiche Region ist unterstrichen. CCAAT-Box, TATA-Box sind markiert.
Weitere Erläuterungen im Text.
Rechts als [graue Balken] sind die, von den drei ZmPti1-Promotor-Reportergen-Konstrukten beinhalteten Pro-
motorbereiche, angegeben.

XxXXXGGACAAACGACAAGTTCGGGCATAATCTAGGTTGCTTCTTTATTGTGATGTTTGATTTGATTGTAT
ATGATTTTCATCCTCTCGAAAATTTAAAACTTCTCTTTGTGGAATATATATTTTATTACATGCATGCAACA
TTTGTGGAATTTGCTTGGGTCCTGCTTTCTAACAATTACTACCCCATATTTTTGTGTCCCTCATTAGAAGT
TTAACACAAGTAGGATCATGACTTGACATACGGAAATTAAAATAGCCCGGTTCATCCACTTTAAAACGTCA
TATTAAATTGTGGCAGCTCCATGTTACTCTTTTGGCTAAACGAGAAAAACAGCAGGGTGAATAATCCATAT
TTCATCAAAATAATGAAGAAAAAAGATTTACCTTCACTGCTAAGAGCTACACGCCTACACCCACATATCCC
CATATGAATTAGAGCAAAATAAACAAAGGGGCATGGTAGAAAATAATCAATCAACCTCAATACAGATTCAT
CAAACAAGATCAGAACAATAGATACACAATAGAGTTACCTCCGTTCTAGCTCAGTAATGCAGTCAACTTGA
GTCTGGTTGTACTGAACCAACTCAGAGAACAAGAATGCAAATGCACTCAAACTGACCTACAATAGGCAAAA
TACTAAATAAGCCTGTATGGTAAGAAAAAGGCATTGAGAGAAAGCAAACTTCCTAGAAAACTTAGAGATCA
TCAAGCATATCAGGAAAGCTCATCAGTTTTTGACCTCTCATTTGCAAAAATTGACAGGAACTTTAAAAGGG
GGAGTAACATCAACATTGAACAAAGGACCCAATTCAGATATCAGTTTGTTGTGGAA
XXXXXAGCAAAACAATCTCAGATGGCTGGGATTGGGAATGAATAATAAATTTGACAGCAGGGATCAGGAGC
CAGGGTGTGAATGTAACATGGCAGTCAAAACTCCAATAAATCATTGTTTCCAGAGTACTATGGGAAAGACG
ACCCTTTACCCTAGCTATATAGATGCAAAAAACTTATGGGATATATCAGAAAAATGAAGAAAAAATGTTGC
TACCGTTCTTGCACCTGACAGGTCATGCATTAACATGGTTTATGTGCCTATATGAGAGAACTGCTTCTTGG
CCGTTTTTTCTGAAACTACTAAATGGTTCAAACTTTTGCCAAGAAAGAACTCTCTGGGATAAACTCATGGG
CTGGGATGCCAGAAGGAATAAACAGGTCCATTTTTAACCTAGATCTATCAGGCGAAAATTCCATGGATGGG
GACAGGGTCAGCGCCAAGCAACAGAAATGGATGTTTTTGGCGTACCAGTTATCTTTGTTCCACGAAACAAG
CATTACTAAGCAAAGTTCCAACATAGAAACGCCTGCTTTCAACAAAATAATAGATAATATTCACATATCGA
TAGAACAAGAAAAGAGGGAACGAAGTCCTGTACCTACGACGGCGGTATGGCGCCCTCAAAGAGCAGCGCGC
CGGGACGATCGATGGCG
XXXXXGCAGGAAACTTGCTCCCGACGCAGCTGACTCCGCGGTGGCGCGTATGCGGGGGCAACCGACGGCGG
CGTCCCAGGCAACGATGGCCTCGAGTAGGGAGGTGAACGGGTCGCGGTAGCGCGAGCCGAAGGATTCGAGC
GTAGTGGGGAAGTGTGCGTGAGGGGAGGGGAGCTGGACGGTGGGGCGTAGAGGGGCTAGAAGGCGGCGGTC
GTGGGGCGAGGCGGGGGCATCGTGTGAGGGGGGCGTCGGGGTACTGATTTAGCAGCAGGCGAGGAAGGGAA
TCGAGGTCGGAGGCGGAGAGGGAAGCAGTTAGGGCACCGAGCGTGGAGACGAAGGAAGGGAGTGGGTGTGG
GAGGGGAGGGGTATCTTGGCGGCGTTGATGGAAAGGGGCCGACGGCTGGATTTCTCGTGACGATGGAGCCG
GGGCGGGGGCACGAGTGTGGACGATTTACTTACGATCTTAATAGAGTAGTAATGATATTACTGTAAAGATA
GATACATCCACGCCAGCATGTTAGCCAGGTGCCAGATCAACAGTAGTAAATGTTGCATGTATGTACGGACA
GAGCGGGTGGGGGCGAGGAGGAATGGCAAGAATAGCAAAGCGAGAGGGTGTGTGCGCATTCCAATTGTCGA
GCGGTGGTGGGAGCAGAGGCGAGGAAAGGACGGTCGGACGGACTGGACGTGGACGGGAATAATAAAAACGG
AACGGAAACGGCAACAAGTAA
XXXXXGCCAGGCCAGGCAACCCACAACACAAGGAGAAGGGGAAGGGCGGCGAGGGAAGGGCTCCGCGTCGT
GTCCCTTCTCTTCTCCTCCTCTCTCCAACACCCCATCCATCAGCGCTGCCCTCGGCATTGCTGTTGATACC
ATCCAGTACATCGATTCTCCCCCCAAGATCAAAGGCCGGAGAAGGAGGAAGAAAGGTAGCCATCACTTCTG
GTGTTGCTTTTTTTTCCTTCTCCCTTACAACTGGTTTGGCATGTAAAATTTTTATATCGCGCGTGCCAAAT
GGTGAACTCCGTCGGATTTTATCCCTTCCTCCCAAGACTTCTCTTCTCGTGCTTGTTACGAAACTGGCCGC
CGCCGGCTTGGGCTCTCGATCCTCGATCTCGCCGGAAAAGCAGACGGTAACCGCCAGTCAGGTTCTTCCTT
TGATTGGTGATAAAGAAAAACTCTGATCAAATTCTTCGCATATTCGCACGGCAGATTCCGTCAGTCCAACT
CCATCTCCTCGTTTTCTTCAGCGCCCGTACGCAAATGCCGTATCTTACAAATATTACCGCGAGGCATTCTG
AAATCGATCGAGACTTTTTTTTGGACAGTTTTTAATAATTGTGTGAAATACAAATGTTTGGCACGTTTTCG
GTTATACAGGAGCCATGTAAATGTGTATTTGTGTAATTGAAGGTTAGGGAGTCGGCCXXXXXATG

A1

A2

A3

-1

-2.201

+1

+691

-726

-727

-1.377

-1.378

AGGTCA

Enhancer
Q-Element Hamilton et al., 1998

aGAAA
tGTGGtt

GTGA
Box I Dzelzkalns et al., 1993
Box II Dzelzkalns et al., 1993GTTTTG

GACNAATGATA
Silencer

TCCACCATA

Pollen-Spezifität
PBI Bate und Twell, 1998

Bate und Twell, 1998
Bate und Twell, 1998
Roger et al., 2001
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3.3.2.2. Expressionsanalysen mit transient transfomierten
ZmPti1-Promotorkonstrukten

Aufgrund der begrenzten Zahl bisher identifizierten Sequenzmotiven in den Promotoren pol-

lenspezifischer Gene, ist die isolierte computergestützte Analyse des ZmPti1-Promotors in

Hinblick auf die Identifizierung von cis-aktiven Elementen schwierig. Eine gute Möglichkeit,

regulativ wirkende DNA-Sequenzen im Promotorbereich einzugrenzen, bietet die transiente

Expressionanalyse. Hierbei wird das Zielgewebe mit Promotor-Reportergen-Konstrukten

transformiert und die transient gebildeten Reportergen-Produkte quantitativ nachgewiesen.

Die Bestimmung der Produktmenge erlaubt Rückschlüsse auf die Expressionsstärke des

jeweils eingesetzten Promotorfragments im entsprechenden Gewebe. Als Reportergene eig-

nen sich Gene, die für ein stabiles und leicht nachweisbares Produkt codieren und dabei in

den für die transiente Transformation verwendeten Geweben eine geringe endogene Hinter-

grundaktivität aufweisen.

In der von Jantjeline Kluth39 im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Projektstudie, wurde

das 1,8 kb große E. coli β-Glucuronidase-Gen uidA (JEFFERSON et al., 1987) als Reportergen

zur Charakterisierung der ZmPti1-Promotoraktivität verwendet. Zur transienten Expressions-

analyse wurden drei verschiedene Abschnitte des ZmPti1-Promotors A1, A2 und A3 (vgl.

Abb. 3-11 / 3-12) eingesetzt. Die verwendeten Promotorfragmente mit Längen von 2,9 kb,

2,0 kb und 1,4 kb enthalten zusätzlich zu den Promotorbereichen das nicht-translatierte

Exon 1, das Intron 1 sowie den nicht-translatierten Bereich des Exons 2 und enden unmittel-

bar vor dem Startcodon des ZmPti1-ORFs (Abb. 3-13AB) Die Promotorfragmente wurden

aus DNA des isolierten genomischen Phagenklons g24 amplifiziert40 und über die Primer-

internen PstI/XbaI-Schnittstellen gerichtet vor das Reportergen kloniert. Das Polyadenylie-

rungssignal im Konstrukt liefert der nos-Terminator des Nopalinsynthetase-Gens (DEPICKER

et al., 1982). Die Klonierungsstrategie ist in Tab. 3-6 zusammenfassend dargestellt. Die für

die Klonierungen genutzten, molekularbiologischen Standardmethoden sind im Kapitel 2.2.

dokumentiert.

                                                
39 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
40 Amplifikation der Promotorfragmente aus Phagen-DNA des genomischen ZmPti1-Phagenklons g24 mit den

angegeben Primern. Die von den Fragmenten umfassten Promotorbereiche sind angegeben:

A1 PRMMH101/100 [-2.201 bis +691] A2 PRMMH102/100 [-1.377 bis +691] A3 PRMMH103/100 [-726 bis +691]
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Da bis vor kurzem kein geeignetes System zur Analyse transienter Expression in Maispollen

etabliert war, wurden frühere Untersuchungen pollenspezifisch exprimierender Maispromo-

toren in heterologen Systemen durchgeführt. Mit der leicht modifizierten Methode nach

SCHREIBER und DRESSELHAUS (2003) existiert seit kurzem ein System zur transienten Gen-

expression in in vitro gekeimten Mais- und anderen Pflanzenpollen. Zur biolistischen Trans-

formation (2.2.12.2.1.) in vitro gekeimter Maispollen (2.2.2.1.) wurden zusätzlich zu den drei

ZmPti1-Promotor-Reportergen-Konstrukten (  pA1:GUS:nos, pA2:GUS:nos und

pA3:GUS:nos) zwei weitere Vektoren eingesetzt (Abb. 3-12C): als Positivkontrolle ein uidA-

Konstrukte unter Kontrolle des konstitutiv exprimierenden Ubiquitin-Promotors aus Mais

(  pUbi:GUS:nos; CHRISTENSEN et al., 1992), als Negativkontrolle ein uidA-Konstrukt ohne

Promotorsequenz (  p:GUS:nos). Neben der quantitativen Bestimmung der β-Glucuroni-

dase in Pollen erfolgte ein histochemischer Nachweis der β-Glucuronidase -Aktivität in Mais-

pollen und Maisembryonen.

ZmPti1-Promotorfragmente Reportergen + Terminator

A1 A2 A3
PCR Amplifikation aus DNA des genomischen ZmPti1-Phagenklon g24

pUbi.cas
(Dr. Reinhold Brettschneider41)

PRMMH 101/100 PRMMH 102/100 PRMMH 103/100

Subklonierung der PCR-Amplifikate in TOPO pCR2

 TOPO 76-1  TOPO 76-3  TOPO 76-5

PstI/XbaI-Verdau

zum Entfernen des Ubiquitin-Promotors

 p:GUS:nos

PstI/XbaI Verdau

Subklonierung der PstI/XbaI ZmPti1-Promotorfragmente in p:GUS:nos siehe links

 pA1:GUS:nos  pA2:GUS:nos  pA3:GUS:nos

Tab. 3-6: Klonierungsstrategie zur Herstellung der ZmPti1-Promotor-Reportergen-Konstrukte
Die jeweils aus den einzelnen Schritten resultierenden Vektoren sind in fett angegeben. Der Vektor TOPO
pCR2 stammt von der Firma Invitrogen (Karlsruhe).

                                                
41 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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Abb. 3-12: Promotor-Reportergen-Konstrukte für transiente Expressionsstudien des ZmPti1-Promotors
A Schematischer Aufbau der verwendeten Konstrukte: vor das uidA-Reportergen wurden verschiedene Promo-
torbereiche kloniert. Der nos-Terminator des Nopalin-Synthetase-Gens liefert das Polyadenylierungssignal. Einige
Restriktionsschnittstellen sind angegeben.
B Zur Analyse der Expressionsstärke und -spezifität des ZmPti1-Promotors wurden drei ZmPti1-Promotor-
Reportergen-Konstrukte hergestellt: A1, A2 und A3. Diese unterscheiden sich in ihrer Länge am 5‘ Ende. Alle
Bereiche beinhalten die 5‘ nicht-translatierte Region des ZmPti1-Gens bis zum Translationsstart.
C Als Positivkontrolle wurde das uidA-Gen unter Kontrolle des konstitutiv exprimierenden Ubiquitin-Promotors
[pUbi:GUS:nos], als Negativkontrolle ein Konstrukt ohne Promotor [p:GUS:nos] verwendet. Zur Normalisierung
der Transformationseffizienz wurden für die quantitative Bestimmung der GUS-Aktivität das unter Kontrolle des
Ubiquitin-Promotors stehende Luciferase-Gen [pUbi:Luc:nos] co-transformiert.

nos

BamHI
HincII

NcoI
BamHI EcoRIHincII HincII

1.8 kb uidA (GUS)

XbaIPstI

  Promotor     

pUbi:GUS:nos
nos1.8 kb uidA (GUS)1.5 kb Ubiquitin

6308bp

p:GUS:nos
nos1.8 kb uidA (GUS)

4840bp

A

B

C

500 bp

pA3:GUS:nos
 1.4 kb A3     

6224bp
uidA (GUS)     nos1

pA2:GUS:nos
2.0 kb A2          

6877bp
uidA (GUS)     nos1

pA1:GUS:nos
2.9 kb A1

7710bp
uidA (GUS)     nos1

pUbi:Luc:nos
nos1.6 kb Luciferase (Luc)1.5 kb Ubiquitin

~6300bp
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Histochemischer Nachweis der β-Glucuronidase-Aktivität

Der histochemische GUS-Nachweis (2.2.12.3.1.) mit transformierten Pollen der Linie A188

zeigt, dass alle drei ZmPti1-Promotorfragmente und der Ubiquitin-Promotor in Pollen aktiv

sind (Abb. 3-13 ). Nach sechs Stunden Substratinkubation war die GUS-Aktivität als Blaufär-

bung sowohl in Pollenkörnern als auch in den in vitro ausgekeimten Pollenschläuchen sicht-

bar. In den unbeschossenen Nullkontrollen (nicht abgebildet) wurde keine GUS-Aktivität

nachgewiesen. Eine vergleichende Aussage über die Expressionsstärke der einzelnen Pro-

motorkonstrukte kann aufgrund von histochemischen Analysen nicht gemacht werden.

Abb. 3-13: Histochemischer GUS-Nachweis in transient transformierten Pollen und Embryonen
in vitro gekeimter Maispollen der Linie A188 und zehn Tage alte Embryonen aus Kreuzungen zwischen den Li-
nien A188 und H99 wurden mit den ZmPti1-Promotor-Reportergen-Konstrukten pA1:GUS:nos [A1],
pA2:GUS:nos [A2], pA3:GUS:nos [A3], dem Ubiquitin-Promotor getriebenen Kontrollkonstrukt pUbi:GUS:nos
[Ubi] und dem promotorlosen Konstrukt p:GUS:nos [null] biolistisch transformiert. Pollen wurden nach der
Transformation ü.N. bei RT prä-inkubiert. Der Nachweis der β-Glucuronidase-Aktivität erfolgte durch Inkubation
in Gegenwart des Substrats X-Gluc für sechs (Pollen) bzw. 24 Stunden (Embryonen).
Die drei ZmPti1-Promotorbereiche A1, A2 und A3 sind in in vitro gekeimten Pollen aktiv. Signifikante Unter-
schiede in der GUS-Aktivität - auch in bezug auf die Positivkontrolle [Ubi] - sind nicht feststellbar. In Embryonen
ist eine - verglichen mit der Positivkontrolle [Ubi] - geringe GUS-Aktivität dieser Konstrukte nachweisbar, die je-
doch mit abnehmender Länge des ZmPti1-Promotor-Fragments zunimmt. Die Nullkontrolle [null] zeigt keine hi-
stochemisch nachweisbare GUS-Aktivität.
Aufnahmen: Jantjeline Kluth, Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg

Ubi

A1 A2 A3

Ubi

A1 A2 A3

null
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Der histochemische GUS-Nachweis mit transformierten Pollen der Linie A188 zeigt, dass

alle drei ZmPti1-Promotorfragmente und der Ubiquitin-Promotor in Pollen aktiv sind (Abb.

3-13). Nach sechs Stunden Substratinkubation war die GUS-Aktivität als Blaufärbung so-

wohl in Pollenkörnern als auch in den in vitro ausgekeimten Pollenschläuchen sichtbar. In

den unbeschossenen Nullkontrollen (nicht abgebildet) wurde keine GUS-Aktivität nachge-

wiesen.

Zur Überprüfung der gewebespezifischen Aktivität der eingesetzten ZmPti1-Promotor-

bereiche wurden zehn Tage alte Maisembryonen (Linie A188 x H99) ebenfalls biolistisch

transformiert (2.2.12.2.2.; Abb 3-13). Die optische Auswertung der Blaufärbung ergab, dass

mit den beiden längeren Promotorkonstrukten pA1 und pA2 nur relativ schwache GUS-

Aktivität in den Embryonen auftritt, bei dem kürzesten Promotorkonstrukt pA3 hingegen tritt

eine stärkere Blaufbrung auf. Wesentlich höhere GUS-Aktivitäten wurden für konstitutiven

Referenz-Promotor Ubiquitin gefunden. Ein GUS-Konstrukt ohne Promotor p:GUS:nos führt

nicht zu einer detektierbaren GUS-Expression (Abb. 3-13 2E). Wie der histochemische GUS-

Nachweis zeigt, scheint die Gewebespezifität der ZmPti1-Promotorbereiche A1, A2 und A3

mit zunehmender Verkürzung des 5' Promotorbereiches abzunehmen. Eine Grundaktivität ist

jedoch bei allen ZmPti1-Promotor-Reportergen-Konstrukten vorhanden.

Quantitative Bestimmung der GUS-Aktivität

Da aufgrund der histochemischen GUS-Färbung bei Pollen keine Quantifizierung der GUS-

Aktivität möglich war, wurden Enzymassays mit Gesamtproteinextrakten der transformierten

Pollen durchgeführt. Zur Normalisierung der am Luminometer gemessenen GUS-Aktivitäten

gegen die Effizienz der Transformation wurde ein, unter Kontrolle des konstitutiv exprimie-

renden Ubiquitin-Promotors stehendes, Luciferase-Gen aus Photinus pyralis als zweites Re-

portergen-Konstrukt (  pUbi:Luc:nos) co-transformiert. Durch Messung beide Enzymaktivi-

täten, GUS und Luciferase, konnte dann die GUS-Aktivität zur Transformationseffizienz ins

Verhältnis gesetzt werden.

In drei unabhängigen Experimenten wurden fünf Konstrukt-Kombinationen42 eingesetzt, wel-

che jeweils in sechs Parallelansätzen biolistisch in keimenden Pollen der Linie A188 trans-

formiert wurden. Am Folgetag wurden die Gesamtproteine aus den Pollen extrahiert und in

Enzymassays zur luminometrischen Bestimmung der GUS- und Luciferase-Aktivität einge-

setzt (2.2.12.3.2.). Zur Bestimmung des Hintergrunds wurden Gesamtproteinextrakte aus

unbeschossenen in vitro keimenden Pollen verwendet. Die GUS-Aktivitäten wurden nach

Abzug der Hintergrundaktivität gegen die gemessene Luciferase-Aktivität normalisiert und

                                                
42 jedes der fünf Promotor-Reportergen-Konstrukte + pUbi:Luc:nos
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gemittelt. Die GUS-Aktivität im Proteinextrakt der mit pUbi:GUS:nos transformierten Pollen

(Positivkontrolle) wurden jeweils gleich 100% gesetzt. Die GUS-Aktivitäten der anderen vier

Konstrukte wurden anteilig hierzu berechnet (Abb. 3-14).

In drei unabhängigen Experimenten konnte im Vergleich zum Ubiquitin-GUS-Konstrukt mit

allen drei ZmPti1-Promotorfragmenten nur eine relativ geringe GUS-Aktivität festgestellt

werden. Die durchschnittlich höchste GUS-Aktivität konnte mit 17,21% in Pollenextrakten der

pA2:GUS:nos-Transformation gefunden werden. Zu beachten ist dabei jedoch, dass der ge-

mittelte Wert durch einen hohen Einzelwert (34,19%) aus dem ersten Versuch positiv beein-

flußt wird und deshalb einen hohen Fehler besitzt (12,05%). Die ZmPti1-Promotorfragmente

A1 und A3 führen zu wesentlich geringeren GUS-Aktivitäten von 8,15% (Fehler 1,93%) und

6,88% (Fehler 2,28%). Diese GUS-Aktivitäten liegen nur wenig höher als die GUS-Aktivität in

Pollen, der zuvor mit einem promotorlosen p:GUS-Konstrukt transformiert wurde (3,88%,

Fehler 1,39%).

Abb. 3-14: GUS-Aktivitäten in Proteinextrakten von transient transformierten in vitro gekeimten Pollen
Nach der transienten Transformation von Maispollen der Linie A188 mit verschiedenen Promotor-Reporter-
gen-Konstrukten wurden die GUS-Aktivitäten in Enzymassays bestimmt und luminometrisch gemessen. Die
gegen die Transformationseffizienz normalisierten Aktivitäten sind zu der GUS-Aktivität des uidA-Reporter-
konstrukts unter Kontrolle des konstitutiv exprimierenden Ubiquitin-Promotors (100%) in Relation gesetzt. Drei
Enzymassays [Assay 1, 2 und 3] mit jeweils sechs Parallelansätzen je Konstrukt wurden ausgewertet. Der er-
rechnete Durchschnitt (hellblauer Balken) und der Fehler ist angegeben.
Die für die Transformationen eingesetzten Promotor-Reportergen-Konstrukte sind (vgl. Abb. 3-12):
[p:GUS] Negativkontrolle, promotorlos; [pA1:GUS], [pA2:GUS] und [pA3:GUS] uidA-Gen jeweils unter Kon-
trolle eines der drei ZmPti1-Promotorfragmente A1, A2 oder A3.
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50%

p:GUS
- Kontrolle
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3.3.3. Expression des ZmPTI1-Proteins

Die vorangehenden Experimente haben gezeigt, dass das ZmPti1-Gen fast ausschließlich in

Pollen exprimiert wird. Inwieweit sich diese starke transkriptionelle Genexpression auch auf

Proteinebene widerspiegelt kann durch Western Analysen untersucht werden.

3.3.3.1. Überexpression des rekombinanten ZmPTI1-6His-Fusionsproteins

Um Experimente zum Nachweis des ZmPTI1-Proteins durchzuführen, war zuvor die Gene-

rierung eines gegen das ZmPti1-Genprodukt gerichteten Antikörpers notwendig. Zu dessen

Synthese wurde zunächst das ZmPTI1-Protein als His-Tag-Fusionsprotein in E. coli über-

exprimiert. Hierzu wurde der offene Leserahmen der ZmPti1-cDNA per PCR amplifiziert43

und nach Verdau mit den Endonukleasen NdeI und NotI in einen entsprechend linearisierten

Expressionsvektor (pET-30a; Novagen/Merck Biosciences, Schwalbach) kloniert (  pET-

30:Pti1, 2.2.5.1.).

Nach Transformation des Expressionsvektors pET-30:Pti1 in den E. coli-Stamm BL21(DE3)

(QIAGEN, Hilden) konnte kein rekombinantes ZmPTI1-His-Fusionsprotein (ZmPTI1-6His)

exprimiert werden. Als eine mögliche Ursache hierfür wurde die unterschiedliche Codon-

Verwendung in Prokaryoten und Eukaryoten angenommen44, die durch die Verwendung des

E. coli-Stamms Rosetta(DE3) (Novagen/Merck Biosciences, Schwalbach) kompensiert wur-

de44. Zum Nachweis der IPTG-induzierten Expression wurde das His-markierte Protein unter

denaturierenden Bedingungen durch Ni-NTA-Affinitätsaufgereinigung isoliert (2.2.5.2.), in

einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, 2.2.5.7.) aufgetrennt und auf Ni-

trocellulosemembranen übertragen (2.2.5.9.). Das etwa 41 kDa große, rekombinante

ZmPTI1-6His-Fusionsprotein konnte mittels eines His-Tag Antikörpers (Novagen/Merck

Biosciences, Schwalbach) in Western Analysen detektiert werden (2.2.5.10.).

Das synthetisierte ZmPTI1-6His entspricht mit circa 41 kDa der berechneten Proteingröße

(Abb. 3-15). Die Fusion des His-Tags an den C-Terminus des rekombinanten ZmPTI1-

Proteins gewährleistet, dass nur vollständige Fusionsproteine an die Ni-NTA-Matrix binden.

Das aufgereinigte rekombinante ZmPTI1-6His wurde zur Synthese eines polyklonalen Anti-

körpers eingesetzt.

                                                
43 Amplifikation mit den Primern PRMMH55 5'-GGAGTCGCATATGGGATGCTTTTCATGCTG-3' und PRMMH64

5'-GCGATGGCGGCCGCCAGTCCGGATCGCTCGGCAGC-3' vom ZmPti1-cDNA-Klon cSHD56_3
44 nur 3% der Argininbindenden transfer-RNAs in E. coli weisen das zum AGG passende Anticodon auf, das in

ZmPTI1 für fast ein Drittel aller Arginine codiert.; Rosetta(DE3) trägt das zusätzliche Plasmid pRARE auf dem

tRNAs mit Isoakzeptoren für solche Anticodons codiert sind, die in E.coli sonst selten vorkommen.
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Abb. 3-15: Überexpression von rekombinantem ZmPTI1-6His:
SDS-PAGE und immunologischer Nachweis

Oben In der SDS-PAGE aufgetrennte Proteinextrakte mit rekombinantem
Kontrollprotein (weißer Pfeil, Maus-DHFR, 26kD) und ZmPTI1-6His-
Fusionsprotein (schwarzer Pfeil, 41kD) ein bis drei Stunden nach IPTG-
Induktion. Rechts: Proteinextrakte der nicht induzierten ZmPTI1-6His-Kultur.
[t] Gesamtprotein aus 100 µl Kultur, [p] Ni-NTA-Affinitätsmatrix-aufgereinigte
Proteinextrakte aus 1000 µl Kultur und [s] Extrakt der nicht-Ni-NTA-
gebundenen Proteine aus 100 µl Kultur.
Unten Nachweis des rekombinanten ZmPTI1-6His durch Western Blot mit
His-Tag-Antikörper: Mit zunehmender Kulturdauer steigt die Ausbeute an
ZmPTI1-6His an. Unter denaturierenden Bedingungen wird ZmPTI1-6His
vollständig durch Bindung an die Ni-NTA-Matrix aus dem Gesamtextrakt
entfernt (kein ZmPTI1-6His in [s]). In der nicht-induzierten Kontrollkultur wird
kein ZmPTI1-6His gebildet.
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3.3.3.2. Synthese eines polyklonalen Antikörpers gegen ZmPTI1

Die Synthese eines gegen ZmPTI1 gerichteten polyklonalen Antikörpers wurde in zwei Ka-

ninchen von der Firma Biogenes (Berlin) durchgeführt (2.2.5.8.). Um die Sensitivität des ge-

wonnenen Antiserums zu erhöhen, wurde nach einem ersten Immunisierungsdurchlauf mit

insgesamt 700 mg rekombinantem ZmPTI1-6His je Tier ein zweiter Immunisierungsdurchlauf

mit weiteren 300 mg Protein durchgeführt.

Die erhaltenen Antiseren der beiden Tiere #5221 und #5222 wurden hinsichtlich ihrer immu-

nogenen Aktivität gegen das ZmPTI1-Protein getestet (Abb. 3-16B). Hierzu wurden die Spe-

zifitäten sowie die einzusetzenden Konzentration der Antiseren durch Western Analysen

(2.2.5.8.1.) mit rekombinantem ZmPTI1-6His (2.2.5.2.) und Pollengesamtprotein (2.2.5.6.)

ermittelt.

Die Funktionalität der beiden Antiseren konnte sowohl für den Nachweis des rekombinanten

ZmPTI1-6His als auch für ZmPTI1 in Pollengesamtprotein festgestellt werden. Die im E.coli

Gesamtprotein ebenfalls nachgewiesenen Bakterienproteine stören bei Western Detektionen

in Pflanzenextrakten nicht (vgl. Abb. 3-16 A/B). Kontrollen der immunogenen Aktivität des

Präimmunserums45 zeigten kaum Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen aus E. coli oder

aus Pollen. Für alle nachfolgenden Experimente zum Nachweis des natürlich vorkommenden

ZmPTI1 in Proteinextrakten aus Maisgeweben wurde das Antiserum des Tiers #5222 in den

Konzentrationen 1:250 bis 1:500 als primärer Antikörper eingesetzt.

                                                
45 es wurde vor der ersten Immunisierung aus den Kaninchen gewonnen
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Abb. 3-16: Test der polyklonalen Antikörper gegen ZmPTI1
A Western Detektionen des rekombinanten ZmPTI1-6His [schwarzer Pfeil,
~41 kD] in Gesamtproteinextrakten von je 100 µl Bakterien-Expressions-
kultur mit den angegebenen Verdünnungen der Antiseren aus den Kanin-
chen #5221 und #5222. Beide Antiseren sind funktionell, die immunogene
Aktivität des Antiserums #5222 ist jedoch höher. Die Western Detektion mit
dem Präimmunserum [PräIS] zeigt kaum immunogene Hintergrundaktivität
bei dem Antiserum #5222. [Coomassie] Coomassiegefärbter Gesamtprotei-
nextrakt aus 100µl Bakterien-Expressionskultur.
B Das ZmPTI1-sensitivere Antiserum #5222 wurde in den angegebenen
Konzentrationen zum Western Nachweis von natürlich vorkommendem
ZmPTI1 [schwarzer Pfeil] in Pollengesamtprotein eingesetzt. ZmPTI1 wird
bei Antiserenkonzentrationen von 1:1000 und höher detektiert. Für weitere
Western Detektionen in Maisgeweben wurde das Antiserum #5222 in Kon-
zentrationen von 1:500 bis 1:250 eingesetzt.
Die Positivkontrolle [ZmPTI1-6His] zeigt den Nachweis von 100 ng aufgerei-
nigtem, rekombinantem ZmPTI1-6His.
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3.3.3.3. Western Analyse von ZmPTI1 in Proteinextrakten verschiedener
Maisgewebe

In Western Analysen mit dem polyklonalen Antikörper gegen ZmPTI1 (3.3.3.2) sollte in Ge-

samtproteinextrakten unterschiedlicher Maisgewebe das Vorkommen des ZmPTI1-Proteins

untersucht werden (Abb 3-17). Im wesentlichen wurden Proteinextrakte aus Geweben ge-

wonnen, deren Gesamt-RNAs bei dem Nachweis von ZmPti1-Transkripten bereits im Nort-

hern (3.3.1.1) eingesetzt worden waren. Hierdurch sollte ein direkter Vergleich zwischen

Transkript- und Proteinmenge ermöglicht werden, der erste Anhaltspunkte auf die Regulation

der ZmPti1-Expression geben könnte.

ZmPTI1 konnte in sich entwickelnden männlichen Blüten, reifem Pollen und mit Pollen be-

stäubter Seide nachgewiesen werden. In sich entwickelnden männlichen Blüten nimmt die

ZmPTI1-Menge im Verlauf der Pollenreifung zu. Während in männlichen Blüten neun bis

sechs Tage vor der Anthesis noch kein ZmPTI1 detektierbar ist, kann das ZmPTI1-Protein

drei Tage vor Anthesis und zum Zeitpunkt der Anthesis nachgewiesen werden. Auch in Pol-

len können größere ZmPTI1-Proteinmengen detektiert werden. Ein direkter Vergleich der

ZmPTI1-Mengen in Proteinextrakt aus sich entwickelnden Pollen und aus reifem Pollen ist

aufgrund der komplexen Gewebezusammensetzung des Blütengewebes, bestehend aus

reifen und sich entwickelnden Pollen sowie dem umgebenden Blütengewebe, nicht möglich.

Da bei der Proteinextraktion aus sechs Stunden nach Pollinierung geernteter Seide ([Seide,

polliniert] in Abb. 3-17) die eingesetzten Pollen mit aufgearbeitet wurden, kann das detek-

tierte ZmPTI1 aus der Seide aber auch aus dem Pollen stammen. Letzteres scheint wahr-

scheinlicher, da in unpollinierter Seide weder ZmPti1-Transkripte (vgl. Abb 3-9, 3.3.1.1) noch

ZmPTI1-Protein ([Seide, 6 daa] in Abb. 3-17) nachgewiesen werden konnten. Nicht ausge-

schlossen werden kann, dass durch die Pollinierung in Seide eine ZmPti1-Expression indu-

ziert wird.

Der verwendete polyklonale Antikörper erkennt neben ZmPTI1 weitere Proteine. Mit dem

korrespondierenden Präimmunserum wurden hingegen keine Proteine in Gesamtproteinen

detektiert (Daten nicht gezeigt). Es ist nicht auszuschließen, dass es sich bei den zusätzlich

mit dem Antiserum detektierten Proteinen z.B. um Proteinkinasen handelt, deren hochkon-

servierten Kinasedomäne bzw. Kinasesubdomänen der polyklonale Antikörper ebenfalls bin-

den könnte: Die Western Detektion des rekombinant überexprimierten Tomate-Pti1-Gen-

produkts LePTI1(K96N) (3.3.4) mit dem ZmPTI1-Antiserum ist möglich46.

                                                
46 persönliche Mitteilung Melanie Rose, Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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Um zu Überprüfen, ob die ZmPTI1-Expression translational reguliert ist und/oder von der

Pollenkeimung abhängig ist wurde untersucht, ob die ZmPTI1-Proteinmenge während der

Pollenkeimung ansteigt. Hinweise für derartige Regulationsmechanismen sind von MASCA-

RENHAS (1993), STORCHOVA et al. (1994), STADLER et al. (1999), HULZINK et al. (2002) sowie

JOHNSON und PREUSS (2003) beschrieben worden. Hierzu wurden ZmPTI1-Mengen in Pro-

teinextrakten aus keimenden Pollen mit denen aus entwickelnden und reifen Pollen vergli-

chen (Abb 3-18).

Wie in der Western Detektion zuvor (Abb 3-17), kann die im Vergleich zu isolierten Pollen

relativ geringe ZmPTI1-Menge in sich entwickelnden Blütenständen ([Blüte, 0 dba] in Abb

3-18) ihre Ursache in der komplexeren Zusammensetzung dieses Gewebes haben. Das

ZmPTI1-Signal im Wildtyp-Proteinextrakt ist aufgrund des unvollständigen Proteintransfers

nur schwach zu sehen. In reifem und in 3 h in vitro gekeimtem Pollen (2.2.2.1.) gibt es keine

signifikanten Unterschiede in der ZmPTI1-Proteinmenge (2.2.5.6.1). Es ist jedoch vorstellbar,

dass Proteine aus der Seide eine stimulierende Wirkung auf die ZmPTI1-Menge im keimen-

den Pollen besitzen könnten. Um diese Möglichkeit zu überprüfen, wurde Pollen in Flüssig-

medium in Gegenwart von Proteinextrakt aus Seide ausgekeimt (2.2.2.1.).

Eine stimulierende Wirkung der Seideproteine auf die ZmPTI1-Menge war unter den ge-

wählten Versuchsbedingungen nicht nachweisbar. 3 h nach Induktion der Keimung nimmt

die ZmPTI1-Menge scheinbar leicht ab. Die geringere Proteinmenge ist nicht auf die Bela-

dung des Gels zurückzuführen. Auch die Änderung der Zusammensetzung des Pollenex-

trakts durch die Zugabe von Seideproteinen kann vernachlässigt werden. Vortests haben

gezeigt, dass die dem Keimmedium zugesetzten Seideproteine vor der eigentlichen Protei-

nextraktion aus den gekeimten Pollen annähernd quantitativ entfernt werden. Eine mögliche

Ursache für die verringerte ZmPTI1-Menge wäre z.B. ein Abbau des ZmPTI1 durch Protea-

sen des Seideextrakts während der Keimung.

Eine sehr starke Abnahme der ZmPTI1-Menge ist in Pollen 18 Stunden nach Beginn der in

vitro Keimung zu beobachten. Diese Abnahme kann nur zum Teil mit einer etwas geringeren

Beladung des Gels erklärt werden. Möglicherweise ist auch die Abnahme der ZmPTI1-

Menge nach 18 h auf unspezifische oder proteasevermittelte Degradation zurückzuführen.

Die durchgeführten Western Analysen zeigen, dass das ZmPTI1-Protein nur in späten Stadi-

en der Blütenentwicklung sowie in reifen Pollen in detektierbaren Mengen vorhanden ist. Es

ist sehr wahrscheinlich, dass das nachgewiesene ZmPTI1-Protein in sich entwickelnden

Blüten allein auf die spezifische Expression in den enthaltenen Pollen zurückzuführen ist.

Damit korreliert die Expression auf Proteinebene mit dem Transkriptionsmuster des ZmPti1-

Gens (3.3.1.1). In den ersten 3 Stunden nach dem in vitro Auskeimen der Pollen verändert
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sich die ZmPTI1-Menge nicht. In vitro Keimung in Anwesenheit von Proteinextrakt aus Seide

führt in Flüssigmedium im gleichen Zeitraum zu einer Abnahme der ZmPTI1-Menge. Als Er-

klärung ist ein spezifischer oder unspezifischer Abbau des vorhandenen ZmPTI1-Proteins

durch seidenspezifische Proteasen oder eine Hemmung der ZmPTI1-Synthese denkbar.

Abb. 3-18: Endogenes ZmPTI1 in keimenden Pollen
Western Detektion von ZmPTI1 (schwarzer Pfeil) in sich entwickelnden
männlichen Blüten am Tag der Anthese [0 dba], in reifem Pollen, in drei
bzw. 18 Stunden [3h/18h] in vitro keimenden Pollen z.T. in Gegenwart von
Seideprotein [+Seide] sowie in Narbenfäden.
Eine signifikante Zu- oder Abnahme der ZmPTI1-Menge während der
Pollenkeimung ist nicht zu beobachten. Die unterschiedlichen Größe des
detektierten ZmPTI1 in den Proteinextrakten keimender Pollen ist auf un-
terschiedliche Methoden der Proteinextraktion zurückzuführen. Die durch
Regression ermittelten Größen einiger detektierter Proteine sind angege-
ben. Weitere Beschriftungen wie in Abb. 3-17.

wt whp wt whp wt whp wt whp wt whp wt

Anti-ZmPTI1
(1:400) 27 kD

46 kD

41 kD

61 kD

Blüte
0 dba

Pollen
reif

Seidekeimender Pollen
 3h 3h+Seide 18h

68 kD
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3.3.4. Funktionsanalyse von ZmPTI1

Wie in Abschnitt 3.2 bereits angeführt, erscheint eine ausschließliche Funktion des ZmPTI1

aus Mais im Rahmen der Pathogenabwehr aufgrund des Expressionsmusters schwer vor-

stellbar. Deshalb ist eine Funktionsaufklärung des Mais-PTI1 von großem Interesse.

In Tomate besitzen die beiden Serin/Threonin-Proteinkinasen LePTO und LePTI1 in vitro

Autophosphorylierungsaktivität (LOH und MARTIN, 1995; ZHOU et al., 1995). Diese geht in

beiden Kinasen verloren, wenn das hochkonservierte Lysin der Kinasesubdomäne II (vgl.

3.2.2.1) gegen ein Glutamin (  LePTO(K69Q), LOH und MARTIN, 1995) bzw. Asparagin

(  LePTI1(K96N), ZHOU et al., 1995) ausgetauscht wird.

LePTO ist in der Lage LePTI1 zu phosphorylieren. Der Ausfall dieser trans-Kinaseaktivität

führt ebenfalls zum Verlust der Interaktionsfähigkeit mit LePTI1. LePTO wird hingegen nicht

durch LePTI1 phosphoryliert (ZHOU et al., 1995). Putative in vivo und in vitro Phosphorylie-

rungssubstrate von LePTI1 konnten bisher nicht identifiziert werden (BOGDANOVE und

MARTIN, 2000).

In Experimenten sollte gezeigt werden, ob es sich bei ZmPTI1 um eine funktionelle Kinase

handelt. Zunächst wurde hierfür untersucht, ob ZmPTI1 eine Autophosphorylierungsaktivität

besitzt und durch die Tomate-Kinasen LePTO und LePTI1 trans-phosphoryliert werden kann.

Mit dem Ziel, erste Anhaltspunkte für eine in vivo Funktion des Mais-PTI1 zu liefern, wurden

weitere Kinase Assays durchgeführt, in denen eine mögliche Phosphorylierung von ZmPTI1

durch Gesamtproteinextrakte verschiedener Maisgewebe untersucht wurde.

3.3.4.1. Überexpression von rekombinantem ZmPTI1(K100N)-6His-
Fusionsprotein

Bei der Durchführung von Kinase Assays (3.3.4.2) zum Nachweis einer möglichen Phospho-

rylierungsaktivität des PTI1 aus Mais wurden zwei verschiedene ZmPTI1-Proteine verwen-

det. Neben dem rekombinanten ZmPTI1-6His-Fusionsprotein (3.3.3.1), welches, abgesehen

von seinem His-Tag, dem natürlich vorkommenden Mais-PTI1 entspricht, wurde ein weite-

res, modifiziertes ZmPTI1-6His-Fusionsprotein in E. coli überexprimiert: Bei diesem ZmPTI1

wurde in der Kinasesubdomäne II das hochkonservierte Lysin100 durch ein Asparagin100 er-

setzt. Ein Austausch des, an dem Phosphotransfer scheinbar direkt beteiligten, Lysins ver-

schiedener Kinasen (vgl. 3.2.2.1, Abb. 3-6) führt nach ZOLLER et al. (1981), KAMPS et al.

(1984) und RUSSO et al. (1985) zur vollständigen Inhibierung der Phosphorylierungsaktivität.

Der Austausch erfolgte ausgehend vom Expressionsvektor des ZmPTI1-6His (pET-30:Pti1,
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vgl. 3.3.3.1) durch PCR mit einem in der Sequenz modifizierten Primer47. Das aus der PCR

hervorgegangene Amplifikat wurde in den pCR2.1-TOPO Vektor (Invitrogen, Karlsruhe)

subkloniert. Anschließend konnte der für den Austausch vorgesehene Teil des offenen Le-

serahmens mit den Endonukleasen NdeI und HindIII ausgeschnitten und in einen ebenso

restringierten pET-30:Pti1 übertragen werden. Der so entstandene Vektor pET-30:Pti1-

(K100N) wurde teilweise sequenziert, um sicherzustellen, dass im modifizierten Leserahmen

das Lysin durch Asparagin ersetzt worden war. Das so erhaltene Plasmid wurde für die

Überexpression des rekombinanten ZmPTI1(K100N)-6His-Fusionsproteins, wie bereits für

das rekombinante ZmPTI1-6His beschrieben (3.3.3.1), eingesetzt.

3.3.4.2. Kinase Assays

Zur Durchführung der Kinase Assays wurden rekombinante Kinasen aus Tomate und Mais

nach Transformation der entsprechenden Vektoren (2.2.11.) einzeln im E. coli Stamm Ro-

setta(DE3) (Novagen/Merck Biosciences, Schwalbach) überexprimiert (2.2.5.1.) und jeweils

affinitätschromatografisch unter nativen Bedingungen aufgereinigt (2.2.5.3.; 2.2.5.4.;

2.2.5.5.). Die an der spezifischen Aufreinigungsmatrix immobilisierten, rekombinanten Pro-

teinkinasen wurden alleine, in Kombinationen oder mit nativen Gesamtproteinextrakten un-

terschiedlicher Gewebe in Gegenwart von radioaktiv-markiertem γ-[32P]-ATP inkubiert. Nicht

eingebautes ATP und Proteine der Gesamtproteinextrakte wurden durch wiederholtes Wa-

schen entfernt. Die Phosphorylierungsaktivität wurde qualitativ nach Auftrennung der an der

Immobilisierungsmatrix verbliebenen Proteine mittels SDS-PAGE durch Autoradiografie be-

stimmt (2.2.5.11.1.).

Für die Kinase Assays standen als Positivkontrollen das autophosphorylierungsaktive PTO

aus Tomate als Maltosebindeprotein-Fusion (  MBP-LePTO, LOH und MARTIN, 1995) und

das, durch einen Aminosäuretausch mutierte, autophosphorylierungsdefiziente PTI1 aus

Tomate als Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein (  GST-LePTI1(K96N), ZHOU et al.,

1995) zur Verfügung. Die entsprechenden Expressionsvektoren wurden freundlicherweise

von Gregory B. Martin48 zur Verfügung gestellt.

Aus Mais standen rekombinantes ZmPTI1 (  ZmPTI1-6His, 3.3.3.1) sowie das, durch einen

Aminosäureaustausch in der Kinasesubdomäne II, mutierte ZmPTI1(K100N) als His-

Fusionsproteine (  ZmPTI1(K100N)-6His, 3.3.4.1) zur Verfügung.

                                                
47 PRMMH84: 5'-CTGGAGTCAAGCTTGTTCACTGCAGATTTCGTCCC-3'
48 Boyce Thompson Institute for Plant Research and Department of Plant Pathology, Cornell University, Ithaca,

New York 14853, USA
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Die Affinitätsaufreinigung unter nativen Bedingungen erfolgte für MBP-LePTO mit Amylose-

Resin (New England Biolabs, Frankfurt am Main; 2.2.5.4.) für GST-PTI1(K96N) mit GST-

Bind-Resin (Novagen/Merck Biosciences, Schwalbach; 2.2.5.5.) sowie mit Ni-NTA Magnetic

Agarose Beads (QIAGEN, Hilden; 2.2.5.3.) für das ZmPTI1-6His- und das ZmPTI1(K100N)-

6His-Fusionsprotein. In einigen Assays wurden zusätzlich Gesamtproteinextrakte aus ver-

schiedenen Maisgeweben verwendet (2.2.5.6.).

3.3.4.2.1. Phosphorylierungsassay des ZmPTI1

Wie bereits erwähnt (3.3.4), zeigten ZHOU et al. (1995), dass LePTI1 Autophosphorylie-

rungsaktivität besitzt, welche durch einen Aminosäuretausch in der Kinasesubdomäne II von

Lysin96 zu Asparagin96 verlorengeht. LOH und MARTIN (1995) zeigten in Kinase-Assays mit

dieser autophosphorylierungsdefizienten LePTI1(K96N)-Mutante, dass LePTI1 durch LePTO

in vitro phosphoryliert wird.

Die Experimente wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit den, aufgereinigten und

immobilisierten rekombinanten Kinasen LePTO und LePTI1(K96N) wiederholt. In diesem

Experiment konnten die publizierten Ergebnisse reproduziert und damit die Funktionalität des

durchgeführten Assays bestätigt werden (Abb. 3-19). LePTO besitzt Autophosphorylierungs-

aktivität (Phosphorylierungssignal bei 78 kDa, Spur [1]). Dagegen phosphoryliert sich das

modifizierte LePTI1(K96N) nicht (kein Phosphorylierungssignal bei 70 kDa, Spur [2]). Ferner

ist LePTO in der Lage, die modifizierte Variante bei einer Co-Inkubation von LePTO und

LePTI1(K96N) zu phosphorylieren (Spur [3]).

Wie aufgrund der theoretischen Proteinanalyse zu erwarten, besitzt das ZmPTI1-6His Auto-

phosphorylierungsaktivität (Phosphorylierungssignal bei 41 kDa, Spur [4]). Diese Aktivität

geht durch den Austausch des Lysin100 gegen ein Asparagin im mutierten ZmPTI1(K100N)-

6His, wie postuliert, verloren (Spur [5]).

Durch Co-Inkubation des mutierten ZmPTI1(K100N)-6His mit LePTO bzw. des phosphorylie-

rungsaktiven ZmPTI1 mit modifiziertem LePTI1(K96N) sollte untersucht werden, ob in vitro

eine wechselseitige Phosphorylierung der Kinasen aus Mais und Tomate erfolgt. Es konnte

nur die Autophosphorylierungsaktivitäten der Proteine gezeigt werden (Spuren [6] + [7]).

Unter den gewählten Bedingungen ist weder LePTO in der Lage das LePTI1-homologe

ZmPTI1(K100N) zu phosphorylieren, noch findet eine Phosphorylierung von PTI1 aus To-

mate durch ZmPTI1 statt.

Trotz der sehr großen Ähnlichkeit der beiden PTI1-homologen Kinasen aus Tomate und

Mais auf Aminosäureebene (Abb. 3-6) besitzen beide eine hohe Substratspezifität. Eine ho-

he Phosphorylierungsspezifität ist auch für LePTO festzustellen. Dies ist insbesondere des-

halb hervorzuheben, da es sich hierbei um einen in vitro Ansatz handelt.
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Abb. 3-19: Kinase Assay mit rekombinanten Mais- und Tomate-Kinasen
In E. coli exprimierte, durch native Affinitätsaufreinigung immobilisierte Tomate- und Mais-
Kinasen wurden einzeln oder zusammen mit radioaktiv markiertem γ-[32P]ATP (1µCi) bei RT in-
kubiert. Die an den Affinitätsmatrizen gebundenen Proteine wurden in der SDS-PAGE elektro-
phoretisch aufgetrennt. Das abgebildete Autoradiogramm zeigt die phosphorylierten Proteine.
Größen der phosphorylierten Proteine sind angegeben.

3.3.4.2.2. Phosphorylierungsassay des ZmPTI1 mit Gesamtproteinextrakten

Um die mögliche Existenz von ZmPTI1-Kinase-Kinasen nachzuweisen, wurden Phosphory-

lierungsassays mit dem autophosphorylierungsdefizienten ZmPTI1(K100N)-6His in Gegen-

wart von nativen Gesamtproteinextrakten (2.2.5.6.) unterschiedlicher Gewebe durchgeführt.

Zur Detektion von trans-Phosphorylierungen des ZmPTI1 wurde affinitätschromatografisch

aufgereinigtes, an Ni-NTA-Matrix immobilisiertes ZmPTI1(K100N)-6His (2.2.5.3.1.) mit nati-

vem Gesamtprotein unterschiedlicher Gewebe in Gegenwart von radioaktiv markiertem γ-

[32P]-ATP inkubiert. Nach dem Entfernen aller ungebundenen Proteine aus der Lösung wur-

den die an ZmPTI1(K100N)-6His bzw. an der Matrix gebundenen Proteine per SDS-PAGE

und Autoradiografie analysiert (2.2.5.11.1.).

Neben Gesamtproteinen aus reifem Pollen und Seide sowie aus sieben Tage alten Keimlin-

gen fanden Proteinextrakte aus jungen Wurzeln, gekeimten Körnern (je 7 Tage alt) sowie

adulten Blättern Verwendung. Die für die Präparationen verwendeten Maisgewebe waren

vom Wildtyp-Genotyp49. Die resultierenden Autoradiogramme sind in Abb. 3-20 dargestellt.

                                                
49 Wildtyp-Genotyp: C2/c2whp/whp bzw. C2/C2whp/whp
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Zum Nachweis der Existenz von ZmPTI1-phosphorylierenden Kinasen in Pollen, Seide und

jungen Keimlingen wurden jeweils drei parallele Ansätze durchgeführt (Spuren [a], [b] und

[c]). Alle drei Parallelansätze enthielten jeweils 30 µg des entsprechenden Gesamtproteins

und setzen sich ansonsten wie folgt zusammen:

[a] Immobilisiertes, autophosphorylierungsaktives ZmPTI1 mit Gesamtprotein: Phospho-

rylierung des ZmPTI1 in diesem Ansatz können auf der Autophosphorylierung des

ZmPTI1 und/oder auf einer trans-Phosphorylierung durch unbekannte Kinasen basie-

ren.

[b] Immobilisiertes autophosphorylierungsdefizientes ZmPTI1-(K100N)-6His mit Ge-

samtprotein: Die detektierte Phosphorylierung des ZmPTI1 resultiert aus trans-

Phospho-rylierungen des ZmPTI1 durch Kinasen aus dem jeweiligen Gewebe.

[c] Kontrolle: unbeladene Ni-NTA-Aufreinigungsmatrix zugesetzt mit Gesamtprotein: un-

spezifisch an die Matrix gebundene, phosphorylierte Proteine dienen zur Bestimmung

des Hintergrunds in den Ansätzen [a] und [b].

Als Positivkontrolle diente autophosphoryliertes ZmPTI1-6His ohne Zusatz von Gesamtpro-

teinen [Spur 1].

Bei der Inkubation von Pollenprotein mit ZmPTI1 [Spur 2a] bzw. ZmPTI1(K100N) [Spur 2b]

wird jeweils phosphoryliertes Protein in der Größe des ZmPTI1 detektiert. Dieses Phospho-

rylierungssignal fehlt bei Abwesenheit eines rekombinanten ZmPTI1 [Spur 2c]. Hieraus kann

geschlossen werden, dass das immobilisierte rekombinante ZmPTI1(K100N) durch Pollen-

proteine trans-phosphoryliert werden kann. Auffallend ist eine im Vergleich zur Autophospho-

rylierung des ZmPTI1-6His in der Positivkontrolle [Spur 1] wesentlich schwächere Phospho-

rylierung desselben Proteins in Gegenwart von Pollenprotein [Spur 2a]. Dies könnte durch

Interaktion des ZmPTI1-6His mit autophosphorylierungsinhibierenden Proteinen, durch die

unvollständige Hemmung von Phosphatasen im Reaktionsansatz oder durch eine erhöhte

Konkurrenz zwischen dem ZmPTI1 und anderen Pollenproteinen um das ATP hervorgerufen

werden. Es ist offensichtlich, dass eine Reihe weiterer phosphorylierbarer Proteine unspezi-

fisch an die Aufreinigungsmatrix binden [Spur 2c].

Mit Gesamtprotein aus Seide wurden die gleichen Resultate wie mit Pollenprotein erzielt:

Immobilisiertes, autophosphorylierungsdefizientes ZmPTI1(K100N)-6His wird von Kinasen

aus dem Extrakt der Seide phosphoryliert [Spur 3b]. Wie auch in Anwesenheit von Pollen-

proteinen ist die Autophosphorylierungsaktivität von ZmPTI1-6His [Spur 1] in Gegenwart von

Gesamtproteinen aus Seide reduziert [Spur 3a].
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Die Ergebnisse bei der trans-Phosphorylierung von ZmPTI1 in Gegenwart von Keimlings-

gesamtprotein [4] fallen weniger deutlich aus. Der Hintergrund an unspezifisch an die Affini-

tätsmatrix bindenden, phosphorylierten Proteinen des Keimlingsextrakts ist recht hoch. Dies

könnte z.B. darauf zurückzuführen sein, dass im Proteinextrakt aus Keimlingen der Anteil

phosphorylierbarer Proteine größer ist, als in Extrakten der anderen Gewebe. Somit könnte

nach dem Waschen wesentlich mehr phosphoryliertes Protein an der Matrix verblieben sein.

Da auch in Abwesenheit von rekombinantem ZmPTI1 phosphoryliertes Protein vergleichba-

rer Größe vorhanden ist [Spur 4c], ist eine verläßliche Aussage über die trans-

Phosphorylierung des ZmPTI1 durch Kinasen im Keimlingsgesamtprotein nicht zu treffen

[Spur 4a+b]. In einem identischen Assay konnte eine sehr geringe Phosphorylierung des

ZmPTI1(K100N) gefunden werden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3-20: Kinase Assays der rekombinanten ZmPTI1-Kinasen mit Gesamtproteinextrakten
In E. coli exprimiertes und durch native Affinitätsaufreinigung immobilisiertes ZmPTI1wurde mit je 30 µg Ge-
samtprotein der angegebenen Gewebe versetzt und nach Zugabe von radioaktiv markiertem γ-[32P]ATP
(1µCi) inkubiert. Spuren [a] ZmPTI1-6His mit Autophosphorylierungsaktivität; Spuren [b] ZmPTI1(K100N)-
6His ohne Autophosphorylierungsaktivität. Matrixgebundenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufge-
trennt.
Die abgebildeten Autoradiogramme zeigen die in vitro phosphorylierten aufgereinigten Proteine. Rekombi-
nantes ZmPTI1-6His in Spur [1] wurde ohne Zusatz von Gesamtproteinextrakten als Positivkontrolle in vitro
autophosphoryliert und dient als ZmPTI1-Größenreferenz. Die Spuren [c] zeigen den Hintergrund der Pflan-
zenproteine, die durch Zugabe unbeladener Ni-NTA-Aufreinigungsmatrix gebunden und unspezifisch aufge-
reinigt wurden. Phosphorylierungssignale des ZmPTI1, die in den Spuren [a] auftreten repräsentieren auto-
phosphoryliertes ZmPTI1-6His oder durch Proteinkinasen des jeweiligen Exttraktes trans-phosphoryliertes
ZmPTI1-6His. Phosphorylierungssignale des ZmPTI1(K100N)-6His in den Spuren [b] repräsentieren durch
Proteinkinasen trans-phosphoryliertes ZmPTI1.
ZmPTI1 in vitro phosphorylierende Kinasen existieren in Pollen [2b] und Seide [3b]. Relativ schwache Kina-
seaktivität ist in sieben Tage alten Keimlingen detektierbar [Pfeil, 4b].
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Kinase-Assays mit Proteinextrakten aus jungen Wurzeln, gekeimten Körnern und adulten

Blättern konnten bislang keine eindeutigen Ergebnisse liefern und bedürfen weiterer Experi-

mente (Daten nicht gezeigt).

Die Kinase-Assays in Anwesenheit von Proteinextrakten unterschiedlicher Gewebe deuten

auf die Existenz von ZmPTI1-trans-phosphorylierenden Kinasen in Pollen und Seide. Einge-

schränkt gilt diese Aussage auch für Extrakte aus jungen Keimlingen, deren relative ZmPTI1-

Phosphorylierungsaktivität jedoch deutlich geringer ist. Dass in Anwesenheit von Pollenge-

samtprotein eine trans-Phosphorylierung des immobilisierten ZmPTI1(K100N)-6His auftritt,

ist nicht unerwartet, da natürlich vorkommendes ZmPTI1 Protein in Maispollen nachgewie-

sen werden konnte (3.3.3.3.; Abb. 3-17/3-18) und das Substrat phosphorylieren kann. Die

Daten zeigen auch, dass in Seide eine Kinase vorhanden ist, deren in vitro Substrat ZmPTI1

ist.

Inwieweit den nachgewiesenen in vitro Phosphorylierungsaktivitäten spezifische, feste Inter-

aktionen zwischen den Proteinkinasen des Gewebeextrakts und dem immobilisierten

ZmPTI1 vorausgehen, können Kinase-Assays dieses Typs nicht klären. Da während des

eigentlichen Assays, also der Anwesenheit von radioaktiv markiertem γ-[32P]-ATP, alle Pro-

teine des Gesamtproteinextrakts anwesend sind, wären auch relativ unspezifische trans-

Phosphorylierungen des ZmPTI1 denkbar.

3.3.4.2.3. Interaktions-Kinase-Assay des ZmPTI1 mit
verschiedenen Gesamtproteinextrakten

Ob einer trans-Phosphorylierung von ZmPTI1 eine spezifische Bindung der phosphorylieren-

den Kinase-Kinase vorausgeht, wurde in Interaktions-Kinase-Assays (2.2.5.11.2.) bestimmt.

Darüber hinaus sollte bei diesem Assay der im Phosphorylierungsassay aufgetretene Hinter-

grund (Abb. 3-20) durch phosphorylierte Proteine der Gesamtextrakte reduziert sein. Der

wesentliche Unterschied zum Phosphorylierungsassay (3.3.4.2.2) ist eine einstündige Präin-

kubations des aufgereinigten, immobilisierten rekombinanten ZmPTI1 mit den Proteinex-

trakten der jeweiligen Gewebe. Während dieser Inkubation können Reaktionspartner von

ZmPTI1 an immobilsiiertes, rekombiantens ZmPTI1 binden. Alle ungebundenen Proteine

werden in nachfolgenden stringenten Waschschritten aus dem Ansatz entfernt. Erst im An-

schluss findet die Kinasereaktion mit radioaktiv markiertem γ-[32P]-ATP statt.
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Wie zuvor wurden für die Interaktionsassays je 30 µg Gesamtprotein aus Pollen, Seide und

jungen Keimlingen eingesetzt. Die Zusammensetzung der drei für jedes Gewebe durchge-

führten Ansätze entsprach denen der Phosphorylierungsassays aus Abschnitt 3.3.4.2.2:

[a] Immobilisiertes, autophosphorylierbares ZmPTI1-6His und Gesamtprotein

[b] Immobilisiertes, autophosphorylierungsdefizientes ZmPTI1(K100N)-6His und Ge-

samtprotein

[c] Kontrolle: Ni-NTA-Matrix mit Gesamtprotein

Die Autoradiogramme der Interaktions-Kinase-Assays mit Gesamtprotein aus Pollen, Seide

und Keimling sind in Abb. 3-21 dargestellt.

Der Hintergrund an unspezifisch aufgereinigten phosphorylierten Proteinen aus dem jeweili-

gen Gesamtprotein ist, aufgrund der Waschschritte, nahezu komplett eliminiert (vgl. [2a/b],

[3a/b] und [4a/b] in Abb. 3-20 und 3-21). Der relativ hohe Hintergrund in den Kontrollen mit

Seide- [3c] und Keimlingsgesamtprotein [4c] ist eventuell auf eine unspezifische Präzipitation

von Proteinen des Gesamtextrakts zurückzuführen, wenn unbeladene Ni-NTA-Matrix ohne

das absättigende ZmPTI1 eingesetzt wurde.

Die Interaktionsassays mit Gesamtprotein aus reifem Pollen [2a-c] und Seide [3a-c] bestäti-

gen die Ergebnisse des Standard-Phosphorylierungsassays (3.3.4.2.2). In Pollen- und Sei-

degesamtprotein existieren Proteinkinasen, die ZmPTI1(K100N) in vitro spezifisch phospho-

rylieren können (vgl. jeweils [2b] mit [2c] und [3b] mit [3c] in Abb. 3-21).

Durch den Interaktionsassay mit Gesamtprotein aus sieben Tage alten Keimlingen [4a-c]

kann die, zuvor vermutete Phosphorylierung des ZmPTI1(K100N) bestätigt werden ([4b] in

Abb. 3-21). Die Phosphorylierung des ZmPTI1(K100N) ist jedoch wesentlich geringer als mit

Protein aus Pollen und Seide.

Auffällig ist, dass wiederum die Autophosphorylierung des ZmPTI1 nach Inkubation mit Pol-

len- [2a] und Seideprotein [3a] wesentlich schwächer ist, als in der Positivkontrolle [1]. Die

Signalstärke entspricht derjenigen bei der trans-Phosphorylierung in den Ansätzen [2b] und

[3b]. Im Gegensatz dazu kommt es nach Präzipitation des ZmPTI1 aus Keimlingsextrakt zu

keiner Reduktion der Autophosphorylierung. Deshalb ist vorstellbar, dass in Pollen- bzw.

Seideprotein neben den phosphorylierenden auch spezifische dephosphorylierende oder die

Phosphorylierung inhibierende Komponenten (z.B. ZmPTI1-interagierende Proteine) vorhan-

den sind, die in Proteinextrakt aus Keimlingen nicht auftreten.
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Die Ergebnisse belegen, dass durch Bindung an rekombinantes ZmPTI1 aus Pollen und

Seide ein oder mehrere Proteine aufgereinigt werden könne, die ZmPTI1 spezifisch phos-

phorylieren. Die Interaktion zwischen ZmPTI1 und dem/den bisher unbekannten Partner/n

wird durch den, sich an die Präinkubation anschließenden Waschschritt nicht aufgehoben.

Proteine aus Keimlingen führen dagegen zu einer geringeren Phsophorylierung. Außerdem

scheint die Autophosphorylierungsaktivität des rekombinanten ZmPTI1 durch Komponenten

in Proteinextrakten aus Pollen und Seide negativ beeinflußt zu werden. Die Hemmung bleibt

auch nach der Aufreinigung des ZmPTI1 und potentieller Interaktionspartner bestehen.

In den Experimenten mit Pollengesamtprotein [2a-c] wäre z.B. das im reifen Pollen nachge-

wiesene (3.3.3.3) natürlich vorkommende ZmPTI1 ein zu erwartender Partner zur trans-

Phosphorylierung des rekombinante ZmPTI1.

Abb. 3-21: Interaktions-Kinase Assays der rekombinanten ZmPTI1-Kinasen mit
Gesamtproteinextrakten

In E.coli exprimiertes, an Ni-NTA-Matrix gebundenes autophosphorylierungsaktives
ZmPTI1-6His (Spuren [a]) oder autophosphorylierungsdefizientes ZmPTI1(K100N)-
6His (Spuren [b]) wurden mit je 30 µg Gesamtprotein aus den angegebenen Geweben
versetzt und zur Interaktion für eine Stunde präinkubiert. Durch Waschen wurden nicht
an ZmPTI1 gebundene Proteine in den Ansätzen [a] und [b] entfernt. Nach 30-
minütiger Inkubation in Anwesenheit von radioaktiv markiertem γ-[32P]ATP (1 µCi) wur-
den die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Autoradiogramme zeigen phos-
phoryliertes ZmPTI1 in den Spuren [a] und [b]. In den Spuren [c] wurden Gesamtpro-
teinextrakte ohne ZmPTI1 eingesetzt. In Spur [1] autophosphoryliertes ZmPTI1-6His
ohne Gesamtprotein als Referenz. Phosphorylierungssignale des ZmPTI1, die in den
Spuren [a] auftreten repräsentieren autophosphoryliertes ZmPTI1-6His oder durch inte-
ragierende Proteinkinasen des jeweiligen Exttraktes trans-phosphoryliertes ZmPTI1-
6His. Phosphorylierungssignale des ZmPTI1(K100N)-6His in den Spuren [b] repräsen-
tieren durch interagierende Proteinkinasen trans-phosphoryliertes ZmPTI1.
Spezifisch mit ZmPTI1 interagierende und in vitro phosphorylierende Kinasen existie-
ren in Pollen [2b] und Seide [3b]. Schwache Kinaseaktivität zeigt der ZmPTI1-
Interaktionspartner in sieben Tage alten Keimlingen [4b].
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3.3.4.2.4. in-gel Kinase Assay

Weitere Untersuchungen zur Identifizierung von Proteinkinasen, deren in vivo Substrat

ZmPTI1 sein könnte, erfolgten mit einem in-gel Kinase Assay nach WOOTEN (2002,

2.2.5.11.3.). Bei dieser Methode werden potentielle Kinasesubstrate in einer SDS-Polyacryl-

amidgelmatrix co-polymerisiert. Die anschließend elektrophoretisch aufgetrennten Proteine,

Enzyme oder Zelllysate werden gemeinsam mit dem Substrat renaturiert und mit radioaktiv

markiertem γ-[32P]-ATP inkubiert. Autoradiografie erlaubt die Charakterisierung der Phospho-

rylierungsaktivität von Proteinkinasen in bezug auf das im Gel eingelagerte Substrat.

Zur Identifizierung von Kinasen, die ZmPTI1 phosphorylieren, wurden je 40 µg native Protei-

nextrakte verschiedener Maisgewebe in zwei 13%-igen SDS-Polyacrylamidgelen elektropho-

retisch aufgetrennt. Um dabei zwischen der spezifischen Phosphorylierung des Substrats

und möglichen Autophosphorylierungen in den zu testenden Proteinextrakten unterscheiden

zu können, wurden neben einem Gel mit Substrat (300 µg/ml ZmPTI1(K100N)-6His) eines

ohne Substrat angefertigt. Die in den Gelen eingesetzten nativen Proteinextrakte (2.2.5.3.1.)

stammten aus reifem Pollen, reifer und unreifer Seide50, sieben Tage gekeimten Körnern,

adulten Blättern sowie jungen Keimlingen und Wurzeln (7d). Als Kontrolle wurden je 50 ng

des autophoysphorylierungsaktiven ZmPTI1-6His und des autophosphorylierungsdefizienten

ZmPTI1(K100N)-6His mitaufgetrennt.

Nach dem Entfernen des SDS aus dem Gel, der vollständigen Denaturierung der Proteine

sowie deren Renaturierung erfolgte der Kinase Assay mit 120 µCi γ-[32P]-ATP je Gel für zwei

Stunden. Nach Waschen und Trocknen der Gele (2.2.5.11.4.) wurden diese autoradiogra-

fisch dokumentiert (Abb. 3-22).

In beiden Gelen kann kein Phosphorylierungssignal in der Spur des als Kontrolle eingesetz-

ten rekombinanten ZmPTI1-6His detektiert werden. Dieses kann auf die geringe Menge ein-

gesetzten Proteins von 50 ng zurückzuführen sein oder damit zusammenhängen, dass sich

ZmPTI1-6His unter den Reaktionsbedingungen nicht in seine autophosphorylierungsaktive

Form zurückfalten kann. Die deutlich höhere Intensität einzelner Phosphorylierungssignale51

im Gel mit co-polymerisiertem ZmPTI1(K100N)-6His läßt jedoch darauf schließen, dass eine

trans-Phosphorylierung des Substrat-ZmPTI1 stattfindet und die Phosphorylierbarkeit von

einer möglichen nicht funktionellen Rückfaltung des ZmPTI1 nicht beeinflusst wird.

                                                
50 reife Seide: Narbenfäden aus Kolben, bei denen die Narbenfäden bereits zu 5 cm aus dem Kolben geschoben

waren; unreife Seide: Narbenfäden aus Kolben, die ihre Seide noch nicht geschoben haben
51 abgebildet ist eine 3-Tages-Exposition des Gels ohne Substrat und die 1-Tages-Expostion des Gels mit Sub-

strat
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Abb. 3-22: in-gel Kinase Assay zur Identifizierung von Kinasen mit
ZmPTI1-Phosphorylierungsaktivität

40 µg nativ aufgereinigtes Gesamtprotein aus den angegebenen Gewe-
ben wurden in zwei 13%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Als
Substrat für potentielle Kinasen in den Gesamtproteinen wurden 300
µg/ml autophosphorylierungsdefizientes ZmPTI1(K100N)-6His in einem
Gel (unten) co-polymerisiert. Nach elektrophoretischer Auftrennung der
Gesamtproteine – das co-polymerisierte Substrat ist ortsstabil – und Ent-
fernung des SDS aus beiden Gelen wurden Substrat und die größenfrak-
tionierten Gesamtproteine in vitro renaturiert. Im Anschluss an eine zwei-
stündige Inkubation der Gele mit radioaktiv markiertem γ-[32P]-ATP bei
30°C und intensivem Waschen erfolgte die Dokumentation der Phospho-
rylierungsaktivität durch Autoradiografie der getrockneten Gele.
Signifikante Phosphorylierungssignale treten bei Proteingrößen von 41 kD
und 35 kD auf. Die Verhältnisse der Signalintensitäten bei 41 kD scheinen
in beiden Gelen relativ ähnlich zu sein. Signifikante Unterschiede der In-
tensitätsverhältnisse sind bei den Phosphorylierungssignalen bei 35 kD
vorhanden. Eine detaillierte Auswertung der Verhältnisse der Signalinten-
sitäten liefern die densitometrische Daten in Abb. 3-23.
[ZmPTI1] Positivkontrolle: 50 ng autophosphorylierungsaktives, rekombi-
nantes ZmPTI1-6His. [ZmPTI1(K100N)] Negativkontrolle: 50 ng autophos-
phorylierungsdefizientes, rekombinantes ZmPTI1(K100N)-6His. Man be-
achte die unterschiedlichen Expositionszeit der Gele in Tagen [d].
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Es können nur wenige aktive Kinasen in den Gesamtproteinen detektiert werden. In beiden

in-gel Assays werden Phosphorylierungssignale im Bereich von 41 kDa und 35 kDa detek-

tiert, sehr viel schwächere Signale auch im Bereich von 27 kDa. Die Phosphorylierungs-

signale bei 41 kDa und 35 kDa in Extrakten aus gekeimten Körnern und adulten Blättern sind

ebenfalls sehr schwach. Zur vergleichenden Analyse der Phosphorylierungssignale bei

41 kDa und 35 kDa wurden deren Signalintensitäten normalisiert und densitometrisch aus-

gewertet (Abb. 3-23). Hierzu wurden die Signale der 41 kDa-Bande des Pollenextrakts in

beiden Gelen als Referenz gleich 1 und die Signalintensitäten der übrigen Banden zu dieser

Referenz ins Verhältnis gesetzt (Abb. 3-23A). Um Veränderungen in der Phosphorylierungs-

aktivität bei An- und Abwesenheit des Substrats zu bestimmen, wurden die zuvor normali-

sierten Signalintensitäten paarweise in Relation zueinander gesetzt und verglichen (Abb 3-

23B):

Der Vergleich der normalisierten Phosphorylierungsintensitäten der 41 kDa-Bande in beiden

Autoradiogrammen zeigt ein nahezu identisches Phosphorylierungsmuster mit Schwan-

kungsbreiten unter 20% (vgl. die hellgrauen Balken in Abb. 3-23A). Der Quotient aus den

Signalintensitäten der 41 kDa Bande im Gel mit Substrat und der 41 kDa Bande im Gel ohne

Substrat liegt in allen Geweben im Bereich von 1 (Abb. 3-23B; hellgraue Balken). Nur im

Wurzelprotein ist die Intensität im Gel mit ZmPTI1-(K100N)-6His um 55% höher (Quoti-

ent 1,55). Daraus ist zu schließen, dass die Phosphorylierungsaktivität bei 41 kDa nicht aus-

schließlich das ZmPTI1-Substrat verwendet, sondern eine Autophosphorylierungsaktivität

vorhanden ist. Gleichwohl deuten die deutlich höheren Intensitäten im substrathaltigen Gel

auf eine trans-Phosphorylierung des ZmPTI1(K100N)-6His durch die 41 kDa Phosphorylie-

rungsaktivität.

Die Phosphorylierungsintensitäten bei 35 kDa (dunkelgraue Balken in Abb. 3-23A) zeigen

hingegen deutliche Unterschiede zwischen beiden Gelen. Im substrathaltigen Gel ist bei al-

len Geweben ist ein signifikanter Anstieg des Phosphorylierungssignals, zwischen 22% und

mehr als 300%, zu verzeichnen (dunkelgraue Balken in Abb. 3-23B):

Mit Gesamtproteinen aus Pollen bzw. unreifer Seide kommt es in Anwesenheit von

ZmPTI1(K100N)-6His zu einer Verdoppelung der Phosphorylierungsintensität (Quotient 2,05,

Abb. 3-23B). Im Ansatz mit Gesamtprotein aus sieben Tage alten Wurzeln ist sogar eine

Zunahme von +305% festzustellen (Quotient 4,05). Mit Protein aus reifer Seide kommt es

nur zu einer 22%igen Zunahme der Signalintensität (Quotient 1,22). Mit Protein aus jungen

Keimlingen wurde ein Anstieg der Phosphorylierung um 62% (Quotient 1,62) festgestellt.
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Wegen der sehr geringen Intensität der 35 kDa-Signale bei Proteinextrakten aus gekeimten

Körnern und adulten Blättern konnte dort keine zuverlässige Quantifizierung erfolgen.

Die durchgeführten Experimente geben Hinweise auf die Existenz von Kinasen in Proteinex-

trakten verschiedener Gewebe, die ZmPTI1(K100N)-6His zum Ziel haben. Die Phosphorylie-

rungsaktivität ist besonders ausgeprägt bei Protein aus Pollen, unreifer Seide und Wurzeln.

Die Größe dieser Kinasen, die offensichtlich auch Autophosphorylierunsgaktivität besitzen

beträgt circa 35 kDa. Aufgrund der Autophosphorylierung dieser Kinasen kann nicht voll-

ständig ausgeschlossen werden, dass der festgestellte Anstieg der Phosphorylierung allein

auf einer effizienteren Autophosphorylierung in Gegenwart des ZmPTI1 basiert.
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Abb. 3-23: Densitometrische Auswertung der in-gel Kinase Assays (aus Abb. 3-22)
A Die densitometrische Auswertung der Phosphorylierungssignale erfolgte nach Normalisie-
rung der Intensitäten. Die Intensitäten des Phosphorylierungssignals bei 41 kD in Pollenex-
trakten (schwarzer Pfeile) beider Gele wurden gleich 1, die übrigen Signale hierzu ins Ver-
hältnis gesetzt. Die resultierenden normalisierten Intensitäten sind als Balkendiagramm un-
terhalb des jeweiligen Gelausschnittes dargestellt: Intensitäten der Phosphorylierungs-
signale bei 41 kD in hellgrau, der Phosphorylierungssignale bei 35 kD in dunkelgrau.
Die Expositionszeit beider Gele ist in Tagen [d] angegeben.
B Zum Vergleich der Intensitätsunterschiede zwischen dem in-gel Assay ohne Substrat und
dem mit co-polymerisiertem ZmPTI1(K100N)-6His wurden die normalisierten Intensitäten
der Phosphorylierungssignale beider Gele zueinander in Relation gesetzt: Werte >1 deuten
auf eine stärkere Phosphorylierung in Anwesenheit von ZmPTI1, Werte <1 auf eine geringe-
re Phosphorylierungsaktivität. Während die Phoshphorylierungen bei 41 kD (hellgrau) nahe-
zu unverändert bleiben (Faktor ~1), nehmen die Phosphorylierungssignale bei 35 kD (dun-
kelgrau) z.T. signifikant zu. Die Intensitäten für die Gewebe [Korn, gekeimt] und [Blat, adult]
wurden aufgrund der niedrigen Signalniveaus nicht ins Verhältnis gesetzt. Weitere Erläute-
rungen im Text.
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3.3.5. Post-transcriptional Gene Silencing (PTGS)

Die sehr starke Expression des ZmPti1-Gens in Pollen (3.3.1.1) und der Nachweis von na-

türlich vorkommendem ZmPTI1 in reifen und keimenden Pollen (3.3.3.3) könnte auf eine

Funktion dieser Kinase bei der Pollenentwicklung und -keimung bzw. während der Interakti-

on von Pollen bzw. Pollenschlauch und dem Narbenfaden hindeuten. Um dieser Hypothese

nachzugehen, wurde ein experimenteller Ansatz zum in vivo Ausschalten des ZmPti1-Gens

verfolgt: das posttranskriptionelle Gen Silencing (PTGS). Ein durch PTGS induzierter verän-

derter Phänotyp könnte Schlüsse auf die Bedeutung des ZmPti1 für die Pflanze zulassen.

Gen Silencing Prozesse werden in Eukaryoten durch doppelsträngige RNA-Moleküle

(dsRNA) induziert. Diese können epigenetische Prozesse einleiten, die zum Abbau von

dsRNA-homologer messenger-RNAs (mRNAs) führen können. Die hemmende Wirkung der

an diesem Prozess beteiligten Enzymkomplexe erfolgt in einigen Tieren – hier spricht man

von RNA interference (RNAi) – nicht nur auf der posttranskriptionellen Ebene, sondern auch

auf der Translationsebene. Neue Erkenntnisse deuten darauf hin, dass dsRNAs an der For-

mation der Chromatinstruktur und an genomischen DNA-Modifikationen mitbeteiligt sein

könnten (CERUTTI, 2003). Die durch dsRNA eingeleiteten Prozesse zum Abbau von homolo-

gen RNAs sind in Abb. 3-24 grafisch dargestellt.

Abb. 3-24: Modell des post-transcriptional gene silencings (PTGS)
Schematische Darstellung der am PTGS beteiligten Proteine und Proteinkomplexe [blau] und
RNA-Moleküle. Doppelsträngige RNA [dsRNA] transgenen oder viralen Ursprungs [gelb] wird
durch ein Dicer-homologes Protein in einem ATP-abhängigen Schritt in eine 21-23 bp lange dop-
pelsträngige small interference RNA [siRNA] überführt. siRNA-Moleküle werden in den RNA-
induced-silencing-complex [RISC] aufgenommen und in einem ATP-abhängigen Schritt in Einzel-
stränge getrennt. Der aktivierte RISC nutzt die einzelsträngigen siRNAs zum Auffinden homologer
mRNAs [blau]. Der resultierende siRNA-mRNA Komplex wird im doppelsträngigen Bereich durch
eine Endoribonuklease geschnitten und anschließend abgebaut. In einem Nebenweg dient der
siRNA-mRNA-Komplex einer primerabhängigen, RNA-abhängigen RNA-Polymerase [RdRP] zur
Synthese doppelsträngiger RNA-Moleküle, die in den Dicer/RISC Kreislauf eingebracht werden
und erhöht den Silencing-Effekt. [Zeichnung ausschnittsweise nach CERUTTI (2003)]
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Viele Untersuchungsergebnisse sprechen für eine cytoplasmatische Lokalisation der an dem

PTGS beteiligten Proteine und Proteinkomplexe. In Pflanzen sind Transgene bezüglich ihres

Silencing-Effekts sehr viel effizienter, wenn ihr Transkript eine dsRNA-Haarnadelstruktur bil-

den kann und ein Polyadenylierungssignal enthält. Die Ausbildung einer Haarnadelstruktur

aus doppelsträngigem RNA-Stamm und einzelsträngiger Schleife wird durch die invertiert-

komplementäre Anordnung zweier codogener Genbereiche ermöglicht, die durch ein Intron

voneinander getrennt sind (Abb. 3-25). Pflanzen mit Transgenen ohne Intron und Polyadeny-

lierungssignal zeigen wesentlich schwächere RNA-Degradationseffekte, da deren Tran-

skripte vermutlich im Nucleus verbleiben und der cytoplasmatischen PTGS-Maschinerie nicht

zugänglich sind. (MATZKE et al., 2001; METTE et al., 2001).

Abb. 3-25: Der PTGS-Vektor pUbi:5‘-ZmPti1-3‘:C2 Intron:3‘-ZmPti1-5‘:nos
A Der für die funktionelle Inaktivierung des ZmPti1-Gens in Mais eingesetzte Vektor wurde stabil in
Pflanzen transformiert. Die zwei invers komplementär zueinander klonierten Bereiche des
5‘ZmPti1-Gens [5‘-ZmPti1-3‘ und 3‘-ZmPti1-5‘] umfassen die ersten 300 Basenpaare vom Startco-
don (gewinkelter Pfeil) an. Das dazwischen inserierte Intron des Chalconsynthase-Gens C2 ermög-
licht die bessere Ausbildung einer Haarnadelstruktur des resultierenden Transkripts [prä-mRNA
und dsRNA in B]. Das Konstrukt ist unter Kontrolle des konstitutiv exprimierenden Ubiquitin-
Promotors [Ubi-Promotor]. [nos] Nopalin Synthetase Polyadenylierungs-Terminator. Restriktions-
schnittstellen einiger Endonukleasen sind angegeben.
B Schematische Darstellung des PTGS-Transkripts [prä-mRNA] und der sich putativ bildenden
Haarnadelstruktur mit Bereichen doppelsträngiger RNA [dsRNA].
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Neben den cytoplasmatisch auftretenden RNAi- bzw. PTGS-Effekten gibt es nucleäre Pro-

zesse die ebenfalls durch das Auftreten von dsRNA-Molekülen zu einem Silencing führen

(LACHNER und JENUWEIN, 2002; ROUNTREE und SELKER, 1997; DALMAY et al., 2000; VAISTIJ

et al., 2002).

Dicer-homologe oder RISC-homologe Proteine bzw. Proteinkomplexe, wie z.B. das Droso-

phila Protein AGO2 (HAMMOND, et al., 2001), sind in vielen Eukaryoten nachgewiesen wor-

den. Ebenso deuten die Detektion von siRNAs in Pflanzen, Tieren, Pilzen, Protozoen und

Algen sowie endonukleolytischer Abbauprodukte von mRNAs in Homo sapiens und Tomate

(HAN und GRIERSON, 2002) auf eine weite Verbreitung der RNAi/PTGS-Maschinerie hin.

3.3.5.1. Herstellung von ZmPti1 knock-out Pflanzen

Zur Herstellung von ZmPti1 knock-out Pflanzen wurden 10-12 Tage alte Embryonen52 bioli-

stisch mit einem ZmPti1-PTGS-Konstrukt (pUbi:5'-ZmPti1-3':C2 Intron:3'-ZmPti1-5':nos) sta-

bil transformiert (2.2.11.). Um erfolgreich transformierte Embryonen zu selektieren, wurde als

Resistenzmarker ein Vektor zur Expression des pat-Gens (p35S:pat) co-transformiert. Das

bakterielle pat-Gen vermittelt Resistenz gegenüber dem blattherbiziden Wirkstoff Glufonsi-

nat. Die biolistischen Transformationen und die Regeneration von stabil transformierten

Pflanzen (2.2.12.1.) wurden freundlicherweise von Dr. Reinhold Brettschneider, Katja Müller

und Dagmar Stang53 durchgeführt.

Der für das PTGS eingesetzte Vektor ist in Abb. 3-25A dargestellt. Unter Kontrolle des kon-

stitutiv exprimierenden Ubiquitin Promotors (CHRISTENSEN et al., 1992) stehen zwei zueinan-

der invers komplementär angeordnete, für die ersten 100 Aminosäuren codierende Ab-

schnitte des ZmPti1-Gens. Diese werden durch das Intron des Chalconsynthase-Gens C2

(FRANKEN et al., 1991) voneinander getrennt, wodurch die Ausbildung einer Haarnadelstruk-

tur des resultierenden PTGS-Transkripts ermöglicht wird (Abb. 3-25B). Als Terminator dient

der 3' nicht-translatierte Bereich des Nopalinsynthetase-Gens aus Agrobacterium tumefa-

ciens (nos-Terminator; DEPICKER et al., 1982). Die Klonierungsstrategie ist in Tab. 3-7 zu-

sammenfassend dargestellt. Die für die Klonierungen genutzten molekularbiologischen

Standardmethoden sind in Kapitel 2.2. dokumentiert.

Über die, durch das pat-Gen vermittelte Glufonsinat-Resistenz konnten aus 20 selektierten

Kalli insgesamt 36 Regenerate der F0-Generation erhalten werden, die eine stabile Integrati-

on des Resistenzmarkergens trugen. Die zum Teil klonalen Pflanzen wurden im Gewächs-

haus aufgezogen (2.1.7.) und molekulargenetisch charakterisiert.

                                                
52 aus der Kreuzung der Maislinien A188 und H99
53 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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Promotor 5'-ZmPti1-3' C2 Intron 3'-ZmPti1-5'
PCR Amplifikation von

ZmPti1-cDNA Klon

cSHD56 3a mit den Primern

PRMMH65 und PRMMH66

 5'-ZmPti1-3'

TOPO TC2.3

(Dr. Karsten Frenzel53):

Intron mit 16 bzw. 39 bp der

Exons 1 und Exon 2 des

C2 Gens

PCR Amplifikation von

ZmPti1-cDNA Klon

cSHD56 3a mit den Primern

PRMMH67 und PRMMH68

 3'-ZmPti1-5'

Subklonierung in TOPO

pCR2, Überprüfung der

3'→5' Orientierung

EcoRI Restriktion

 C2 Intron
Subklonierung in

TOPO pCR2

Subklonierung in pBlue-

scriptKS-, Überprüfung der

5'→3' Orientierung

 pBSK:C2Intron

KpnI/HindIII Verdau

pUbi.cas (Dr. Reinhold

Brettschneider53)

Subklonierung 3'-ZmPti1-5' in pBSK:C2Intron

 pBSK:C2Intron:3'-ZmPti1-5'

KpnI/Asp718 Verdau KpnI/Asp718 Verdau

 C2Intron:3'-ZmPti1-5'

siehe rechts
Subklonierung in C2Intron:3'-ZmPti1-5' in pUbi:cas

 pUbi:C2Intron:3'-ZmPti1-5':nos

BamHI Verdau

Subklonierung 5'-ZmPti1-3' in pUbi:C2Intron:3'-ZmPti1-5':nos, Überprüfung der 5'→3' Orientierung des 5'-ZmPti1-3'

 pUbi:5'-ZmPti1-3':C2Intron:3'-ZmPti1-5':nos

Tab. 3-7: Klonierungsstrategie zur Herstellung des ZmPti1-PTGS-Konstrukts
Die jeweils aus den einzelnen Schritten resultierenden Fragmente oder Vektoren sind in fett angegeben. Die
verwendeten kommerziellen Vektoren TOPO pCR2 und pBluescriptKS/pBS stammen von den Firmen Invi-
trogen (Karlsruhe) und Stratagene (Heidelberg).
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3.3.5.2. Analyse der transgenen ZmPti1 knock-out Pflanzen

Southern Analysen der transgenen F0-Pflanzen

Zum Nachweis der stabilen Integration des PTGS-Konstrukts wurden Southern Analysen

(2.2.3.5.) mit je einer F0-Pflanze der 20 klonalen Linien durchgeführt.

Hierfür wurden je 15 µg genomische DNA der transgenen Pflanzen, der Linien A188 und

H99 sowie als Kontrolle 50 pg des ZmPti1-PTGS-Plasmid mit den Endonukleasen Asp718I

und EheI geschnitten. Die bei dieser Doppelrestriktion eingesetzten Enzyme schneiden im

PTGS-Vektor 5´des Ubiquitin-Promotors und am 3' Ende vor dem nos-Terminator (Abb 3-

25A). Der Nachweis des resultierenden 4,0 kb großen Fragments im Southern zeigt, in wel-

cher der transgenen Pflanzen mindestens eine vollständige Kopie des Transgens, und damit

die Voraussetzung für die funktionelle Transkription des PTGS-Konstrukts, gegeben ist. Zu-

sätzliche Hybridisierungssignale, die nicht in den genomischen DNAs der Wildtyp-Linien

A188 und H99 detektiert werden, repräsentieren weitere z.T. partielle Integrationen des Kon-

strukts. In Abb. 3-26 ist die Southern Analyse mit der Digoxigenin-markierten ORF-Pti1-

Sonde (2.2.3.3.1.) dargestellt.

15 der 20 untersuchten Pflanzen (GH 2984, 2985, 2986, 2987, 2989, 2990, 2991, 2993,

2994, 2995, 2996, 3010, 3011, 3053 und 3054) haben mindestens eine ZmPti1-PTGS-Kopie

stabil ins Genom integriert und werden als transgen bezüglich des PTGS-Konstrukts be-

zeichnet. Eine weitere Pflanze (GH 3028) scheint ebenfalls das PTGS-Konstrukt zu enthal-

ten. Die F0-Pflanzen GH 2988, 2992, 2997 und 3052 sind nicht transgen.

Identische Bandenmuster verschiedener Pflanzen in der Southern Detektion sind in der Re-

gel auf die Vereinzelung mehrerer Regenerate eines Kallus während der Aufzucht zurück-

zuführen. Diese Pflanzen enstammen höchstwahrscheinlich dem selben Transformationser-

eignis und können in Gruppen klonaler Pflanzen zusammengefaßt werden: Gruppe 1:

GH 2984, 2987, 2991 und 2993; Gruppe 2: GH 2989, 2990 und 2996; Gruppe 3: GH 3010

und 3011 sowie Gruppe 4: GH 3053 und 3054. Demgegenüber sind die transgenen Pflanzen

GH 2985, 2986, 2994, 2995 und 3028 Vertreter jeweils eines unabhängigen Trans-

formationsereignisses.
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Northern Analysen von RNAs aus adulten Blättern der transgenen F0-Pflanzen

Zum Nachweis der Transkription des transgenen Konstrukts, wurde im ersten Schritt unter-

sucht, ob das unter der Kontrolle des konstitutiv exprimierenden Ubiquitin-Promotors stehen-

de Transgen in somatischen Geweben funktionell exprimiert wird. Hierzu wurde aus adulten

Blättern von 15 der 16 transgenen F0-Pflanzen Gesamt-RNA präpariert (2.2.4.1.) und nach

Gelelektrophorese auf eine Membran transferiert (2.2.4.3.). Als Negativkontrolle wurde Ge-

samt-RNA aus zwei, nach der Southern Analyse nicht-transgenen F0-Pflanzen (GH 2988 und

2992) eingesetzt (2.2.4.3.; Abb 3-26). Die Membran wurde sukzessive mit den radioaktiv

markierten Sonden (2.2.3.3.2.) ORF-Pti1 und C2-Intron54 hybridisiert.

Das Autoradiogramm der Northern Analyse mit der Sonde ORF-Pti1 zeigt in allen transge-

nen Pflanzen ein komplexes Detektionsmuster ZmPti1-homologer Transkripte in einem Grö-

ßenbereich von 0,2 kb bis 3,4 kb (Abb. 3-27). In den Blättern der nicht-transgenen Kontroll-

pflanze GH 2992 sowie in den Blättern der Linien A188, H99, des Wildtyps und der whp-

Mutante werden diese Transkripte nicht nachgewiesen. In den als Positivkontrolle einge-

setzten RNAs aus Pollen des Wildtyps und der whp-Mutante wird das endogene ZmPti1-

Transkript in einer Größe von etwa 1,7 kb detektiert. Die Anwesenheit ZmPti1-homologer

Transkripte in Blättern transgener Pflanzen, bei gleichzeitiger Abwesenheit dieser Tran-

skripte in nicht-transgenen Pflanze und Blättern der Linien A188, H99, Wildtyp und whp, ist

der Beweis für die aktive Transkription des PTGS-Konstrukts unter Kontrolle des Ubiquitin-

Promotors in allen getesteten transgenen Pflanzen.

Bei dem 3,2 kb-langen Transkript55 könnte es sich um die nicht-prozessierte prä-mRNA des

PTGS-Transgens handeln. Bei dem ebenfalls mit der Pti1 ORF Sonde detektierten 2,6 kb-

Transkript handelt es sich unter Umständen um ein teilprozessiertes, um das Ubiquitin-Intron

reduziertes, Transkript aus beiden invers-wiederholten ZmPti1-Teilen und dem C2-Intron56.

Die zusätzlich detektierten, kleineren RNAs repräsentieren weitere Spleißprodukte (z.B. oh-

ne C2 Intron) bzw. durch einsetzende PTGS-Effekte (3.3.5) auftretende nukleolytische Ab-

bauprodukte der primären Transkripte oder durch die RNA-abhängigen RNA-Polymerasen

(RdRP) teilamplifizierte sekundäre RNAs.

                                                
54 Sonde C2-Intron: ein, das gesamte C2-Intron umfassendes, EcoRI-Fragment aus dem TOPO pCR2 Klon

TC2.3 von Dr. Karsten Frenzel, Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg.
55 Das Primärtranskript vom ZmPti1-PTGS-Konstrukt umfaßt den Ubiquitin-Transkriptionsstart inklusive Ubiquitin-

Intron mit ~600 bp sowie den 2,6 kb-langen Bereich aus 5'-ZmPti1-3':C2 Intron:3'-ZmPti1-5' und nos-Terminator.
56 Das 2,6 kb-Transkript wird mit der C2-Sonde ebenfalls detektiert (siehe weiter unten)
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Um zu bestätigen, dass es sich bei den mit der ORF-Pti1-Sonde nachgewiesenen Tran-

skripten, um Transkripte des Transgens handelt, wurde derselbe Northern mit der C2-Intron-

Sonde hybridisiert (Abb. 3-28). In dieser Hybridisierung werden ebenfalls die beiden, mit der

Sonde ORF-Pti1 detektierten Transkripte der Größen 3,2 kb und 2,6 kb detektiert. Die Dek-

kungsgleichheit der Autoradiografiesignale mit beiden Sonden beweist, dass es sich dabei

um die ZmPti1-C2-Intron-homologen Transkripte des Transgens handelt. Bei dem 1,9 kb

großen Transkript, das mit der ORF-Pti1-Sonde ein relativ schwaches Signal zeigt, könnte es

sich um ein Spleißprodukt aus dem C2-Intron und einem der beiden flankierenden codoge-

nen ZmPti1-Bereiche handeln.

Unterschiede in der Stärke der Detektionssignale deuten – bei annähernd gleichmäßiger

Beladung der Membran – auf individuell auftretende Schwankungen in der Expression des

Transgens hin.

Northern Analysen von RNAs aus reifem Pollen der transgenen F0-Pflanzen

Nach dem derzeitigen Stand der Wissenschaft ist für die Auslösung eines PTGS-Effekts ne-

ben der Expression eines entsprechenden Konstrukts auch die Anwesenheit der korrespon-

dierenden endogenen Ziel-RNAs erforderlich. Da im Pollen eine starke Expression des en-

dogenen ZmPti1 (vgl. Abb. 3-9, 3.3.1.1) nachgewiesen werden konnte, sollte überprüft wer-

den, ob auch in diesem Zielgewebe das PTGS-Konstrukt transkribiert wird und möglicher-

weise schon in der F0 eine Reduktion der ZmPti1-Transkriptmenge beobachtet werden kann.

Aufgrund recht unterschiedlicher Blütenentwicklung standen für die Northern Untersuchun-

gen nicht von allen transgenen F0-Pflanzen Pollen zur Verfügung.

Die Northern Analyse der Pollen-RNAs aus zehn transgenen57 und drei nicht-transgenen58

Pflanzen mit der radioaktiv markierten C2-Intron Sonde ist in Abb. 3-29 dargestellt:

Wie in adulten Blättern auch werden in Pollen hauptsächlich die drei 3,2 kb, 2,6 kb und

1,9 kb langen Transkripte nachgewiesen (vgl. Abb. 3-28). Das PTGS-Konstrukt unter Kon-

trolle des Ubiquitin Promotors wird also in Pollen exprimiert. Die in den Pollen-RNAs der Li-

nien A188, H99 und der whp-Mutante sehr schwach hybridisierenden Transkripte sind auf

die teilweise Vermischung der RNAs von GH 3054 und A188 während der Gelbeladung zu-

rückzuführen.

                                                
57 GH 2987, 2989, 2990, 2991, 2993, 2996, 3010, 3011, 3053 und 3054
58 GH 2988, 2993 und 2997
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Um zu untersuchen, inwieweit sich die Expression des Transgens im Pollen auf die ZmPti1-

Transkriptmenge auswirkt, wurde dieselbe RNA-Membran mit der radioaktiv markierten

ORF-Pti1 Sonde hybridisiert (Abb. 3-30). In allen F0-Pflanzen können endogene, 1,7 kb-

lange ZmPti1-Transkripte nachgewiesen werden. Signifikanten Unterschiede zwischen den

ZmPti1-Transkriptmengen im Pollen transgener und nicht-transgenen Pflanzen sind nicht

festzustellen. Unter Berücksichtigung der Gelbeladung (vgl. Abb. 3-29) scheint jedoch in den

meisten transgenen F0-Pflanzen die Menge an ZmPti1-Transkript etwas niedriger zu sein als

in den nicht-transgenen Pflanzen GH 2988, A188 und H99. Diese Unterschiede sind jedoch

nicht beim Vergleich der transgenen mit den beiden anderen nicht-transgenen Pflanzen

GH 2992 und GH 2997 zu erkennen.

Western Analysen der ZmPTI1-Menge in reifem Pollen der transgenen F0-Pflanzen

Auf Transkriptionsebene konnte molekularbiologisch kein PTGS-Effekt nachgewiesen wer-

den. Zusätzlich wurde in Western Analysen überprüft, ob ein Silencing Effekt auf Proteine-

ben feststellbar ist (Abb 3-31). Hierzu wurden ZmPTI1-Mengen mit dem polyklonalen

ZmPTI1-Antikörper (3.3.3.2) in Pollen von zehn transgenen und drei nicht-transgenen

F0-Pflanzen sowie Pflanzen der Kontroll-Linien (A188, H99, Wildtyp, whp-Mutante) bestimmt.

Wesentliche Unterschiede in der ZmPTI1-Menge transgener und nicht-transgener

F0-Pflanzen konnten nicht nachgewiesen werden.

In Northern Analysen wurde gezeigt, dass das stabil transformierte ZmPti1-PTGS-Konstrukt

in adulten Blättern und reifem Pollen transkribiert wird. Eindeutige Hinweise auf einen Si-

lencing Effekt konnte in Pflanzen der F0-Generation nicht gefunden werden. Es ist jedoch zu

bedenken, dass es wegen der Segregation des Transgens während der Pollenmeiose zu

einer 1:1 Aufspaltung in transgenen und nicht-transgenen F0-Pollen kommt. Ein potentiell

auftretendes Silencing ist somit nur in der Hälfte der Pollen zu erwarten, was einen mole-

kularbiologischen Nachweis in Northern oder Western Analysen erschweren könnte.

Das Auftreten eines PTGS-Effekts könnte sich, unabhängig von seiner molekularen Nach-

weisbarkeit, in einem veränderten Phänotyp der Nachkommen transgener F0-Pflanzen zei-

gen. Vorstellbar wäre z.B., dass sich der Silencing-Effekt auf die Fertilität des transgenen

Pollens auswirkt. Um dieses zu untersuchen, wurden detailierte Kreuzungsexperimenten mit

F0- und Wildtyp-Pflanzen durchgeführt (3.3.5.3).
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Abb. 3-31: Western Detektion von ZmPTI1 in reifem Pollen von PTGS-transformierten
F0-Pflanzen

Western Detektion des natürlich vorkommenden ZmPTI1 (Pfeil und Box) in reifem Pollen ZmPti1-
PTGS-transgener (roter Balken) und nicht-transgenen Pflanzen mit dem polyklonalen ZmPTI1-
Antikörper. Signifikante Unterschiede in der ZmPTI1-Proteinmenge zwischen transgenen und nicht
transgenen F0-Pflanzen sind nicht vorhanden.
Die durch Regression ermittelten Größen einiger Proteine sind angegeben. Die zuvor auf der Mem-
bran angefärbten Proteine [Ponceau] zeigen annähernd gleichmäßige Beladung der Spuren mit je
40 µg Pollen-Gesamtprotein.
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3.3.5.3. Unterschiede in der Fertilität des transgenen Pollens

Insgesamt 180 Nachkommen der F1-Generation von neun korrespondierenden Hin- und

Rückkreuzungen59 wurden ausgesät und analysiert. Die Keimungsraten der Körner waren in

beiden Fällen nahezu identisch und lagen für die Nachkommen der Kreuzung A188 x trans-

gen bei 92,6%, für die Nachkommen der Kreuzung transgen x A188 bei 94,8%. Bei der rezi-

proken Kreuzung GH 2994 x A188 fiel eine sehr niedrige Keimrate von nur 50% bei nur vier

Körner auf. Die Ergebnisse sind in Tab. 3-8 zusammengefaßt.

Kreuzung AC Nr. Keimungsrate F1-Nachkommen

transgen nicht transgen transgen in %

2985 x A188 3725 7/8 2 5 28,57%

2989 x A188 3767 12/12 10 2 83,33%

2990 x A188 3741 11/12 5 6 45,45%

2991 x 2991 3720 11/12 9 3 75,00%

2991 x A188 3738 12/12 5 7 41,67%

2994 x A188 3768 2/4 2 0 100,00%

2995 x A188 3740 12/12 1 11 8,33%

2996 x A188 3760 12/12 7 5 58,33%

3010 x A188 3777 12/12 5 7 41,67%

transgen x A188* 95,24% 37 43 46,25%

A188 x 2985 3719 10/12 5 5 50,00%

A188 x 2986 3734 10/12 6 4 60,00%

A188 x 2989 3729 11/12 2 9 18,18%

A188 x 2990 3733 12/12 3 9 25,00%

A188 x 2991 3721 11/12 3 8 27,27%

A188 x 2994 3759 12/12 1 11 8,33%

A188 x 2995 3730 12/12 3 9 25,00%

A188 x 2996 3770 10/12 2 8 20,00%

A188 x 3010 3778 12/12 1 11 8,33%

A188 x transgen 92,59% 26 74 26,00%

Tab. 3-8: Auswertung der Kreuzungen mit transgenen F0-Pflanzen
Ergebnisse der Kreuzungen (transgen x A188) und reziproke Kreuzungen (A188 x transgen) der
ZmPti1-PTGS- transgenen Pflanzen der F0-Generation. Die [Keimungsrate] gibt das Verhältnis ge-
keimter zu ausgesäten Körnern in Prozent an. Die Anzahl der [F1-Nachkommen] mit Glufosinat-
Resistenz [transgen] und denen ohne Resistenz [nicht transgen] ist angegeben. *In der zusammen-
fassenden Auswertung transgen x A188 sind die F1-Nachkommen der Selbstung GH 2991 (grau
hinterlegt) nicht enthalten. [AC Nr.] AC-Nummern der F1-Kolben

                                                
59 A188 Samenanlage x transgener Pollen bzw. transgene Samenanlage x A188 Pollen
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Durch wiederholtes Besprühen der Keimlinge mit Glufosinat (2.2.12.1.) wurde der Anteil an

herbizidresistenten Nachkommen der F1-Generation bestimmt. Bei Co-Transformationen

kann mit einer über 80%-igen Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass das

Transgen mit dem Resistenzmarker co-segregiert (FROMM et al., 1990, SPENCER et al., 1992,

GORDON-KAMM et al., 1990). So kann mit einiger Sicherheit von der Glufosinat-Resistenz

auch auf die Anwesenheit des PTGS-Genkonstrukts rückgeschlossen werden. Dieses wurde

in Southern Analysen mit 77 Glufosinat-resistenten F1-Nachkommen (nicht gezeigt) bestätigt:

72 (93,5%) von ihnen trugen neben dem Resistenzmarker auch das ZmPti1-PTGS-

Konstrukts.

Abb. 3-32: Aufspaltung in transgene und nicht-transgene F1-Nachkommen der reziproken
Kreuzungen ZmPti1-PTGS-transgener F0-Pflanzen mit der Linie A188

Die Glufosinat-Selektion von insgesamt 180 F1-Nachkommen zeigt für die Kreuzung zwischen trans-
gener F0-Mutterpflanze und Pollen der Linie A188 [transgen x A188] etwa eine 1:1 Aufspaltung in
transgene [46%] und nicht transgene [54%] F1-Nachkommen. Für die reziproke Kreuzung zwischen
A188-Mutterpflanze und transgenem Pollen [A188 x transgen] erfolgt eine Aufspaltung von 1:3 in
transgene [26%] und nicht transgene F1-Pflanzen [74%].
Die prozentualen Anteile transgener F1-Nachkommen der jeweiligen Kreuzung des Typs transgen x
A188 sind als blaue Balken, die der reziproken Kreuzung A188 x transgen als rote Balken angeben.
Der durchschnittliche Anteil transgener F1-Nachkommen des jeweiligen Kreuzungstyps ist als waage-
rechte Linie eingezeichnet. Pro Kreuzungsexperiment einer Linie wurden zwischen 2 und 12 Pflan-
zen ausgewertet (s. Tab. 3-8).
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Die Glufosinat-Selektion junger F1-Keimling zeigte ein überraschendes Ergebnis (Abb. 3-32):

Durchschnittlich 46% der F1-Nachkommen aus der Bestäubung der Samenanlagen transge-

ner F0-Pflanzen mit Pollen der Linie A188 (transgen x A188) zeigten Herbizidresistenz. Dies

entspricht ziemlich genau der erwarteten 1:1 Aufspaltung. Bei der reziproken Kreuzung zwi-

schen der Samenanlage von Pflanzen der Linie A188 und Pollen transgener Pflanzen (A188

x transgen) zeigten hingegen nur 26% der F1-Nachkommen Glufosinat-Resistenz. Dieses

entspricht einer 3:1 Aufspaltung zugunsten des nicht-transgenen Merkmals.

Geht man von einer 1:1-Segregation des Transgens während der Bildung der haploiden

Fortpflanzungsgewebe aus, wäre bei der reziproken Kreuzung (A188 x transgen) ebenfalls

eine 1:1 Aufspaltung der F1-Nachkommen bezüglich der Resistenz zu erwarten gewesen. Da

jedoch nur ein Viertel der Nachkommen der reziproken Kreuzung transgen sind, muss ange-

nommen werden, dass der transgene Pollen in seiner Fertilität bzw. seinen Befruchtungsei-

genschaften gegenüber dem nicht-transgenen Pollen eingeschränkt ist.

Weder in Northern noch in Western Analysen (3.3.5.2) konnte ein Silencing-Effekt auf mole-

kular nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Kreuzungsanalysen deuten jedoch auf die

Existenz eines PTGS-Effekts hin, der ganz offensichtlich zu einer verminderten Fertilität

führt. Welche Ebenen des Befruchtungsvorgangs dabei betroffen sind, müssen die weiteren

Untersuchungen an den nachfolgenden Pflanzengenerationen und mit in vitro und in vivo

keimenden Pollen zeigen. In diesem Zusammenhang durchgeführte zusätzliche Western

Analysen mit F1-Pollen werden in der Diskussion angesprochen (4.3.).
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4. Diskussion
Um das Verständnis der Vorgänge bei der sexuellen Fortpflanzung von Samenpflanzen zu

vertiefen, sollten in der vorliegenden Arbeit neue Erkenntnisse über die molekularen Grund-

lagen und Regulationsmechanismen bei der Pollenkeimung und dem Pollenschlauch-

wachstum gesammelt werden. Hierzu sollten neue Gene identifiziert werden, die an diesen

biologischen Prozessen bei Mais beteiligt und für die Pollenfertilität essentiell sind. Einen

Ansatz dafür bietet die vergleichende Analyse von Genexpressionsmustern fertiler und ste-

riler Maispollen durch subtraktive Hybridisierungen (3.1.1.).

4.1. Subtraktive Hybridisierungen zur Identifizierung von Genen,
die an der Pollenentwicklung und -fertilität beteiligt sind

Zwei Subtraktionsmethoden zwischen in vitro gekeimten Pollen des fertilen Wildtyp und der

männlich sterilen whp-Mutante (1.3.) wurden in dieser Arbeit angewendet: die subtraktive

Hybridisierung nach BUCHANAN-WOLLASTON und AINSWORTH und eine suppressive subtrak-

tive Hybridisierung nach BD BIOSCIENCES. Mit beiden Methoden konnten keine Gene gefun-

den werden, die auf RNA-Ebene im Wildtyp und der whp-Mutante unterschiedlich exprimiert

sind.

Aus der Subtraktion nach BUCHANAN-WOLLASTON und AINSWORTH (3.1.2.) wurden durch Dot

Blot Analysen insgesamt 13 Subtraktionsklone als potentiell differentiell exprimiert identifi-

ziert. Acht dieser Klone repräsentierten drei unterschiedliche Bereiche der gleichen cDNA.

Das aus dieser cDNA abgeleitete Protein besitzt eine hohe Homologie zur Proteinkinase

LePTI1, die mit der Pathogenabwehr in Tomate assoziiert ist (ZHOU et al., 1995; 3.1.2.2.).

Für den exemplarisch analysierten Pti1-homologen Subtraktionsklon D56 konnte auf RNA-

Ebene jedoch wider Erwarten keine differentielle Expression des zugehörigen Gens zwi-

schen Wildtyp und whp-Mutante nachgewiesen werden. Die daraufhin durchgeführte Über-

prüfung der für die Subtraktion eingesetzten cDNA-Populationen zeigte, dass in den driver-

cDNAs keine D56-homologen Sequenzen vorhanden waren, obwohl diese in der zugrunde

liegenden RNA-Population durch Northern Analyse gefunden wurden. Zusätzlich waren in

den driver-cDNAs Fragmente kürzer als 250 bp unterrepräsentiert (3.1.2.3.). In silico Analy-

sen der in der Subtraktion isolierten zehn Pti1-homologen Subtraktionsfragmente zeigten,

dass diese nur die kürzeren (<230 bp) AluI/RsaI-Restriktionsfragmente62 der zugehörigen

ZmPti1-cDNA repräsentieren. Zwei längere, potentiell ebenfalls existierende Restriktions-

                                                
62 die Endonukleasen AluI und RsaI wurden verwendet, um vollständige cDNAs für die Synthese der driver- und

tester-cDNA-Populationen vorzubereiten
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fragmente der ZmPti1-cDNA (236 und 513 bp), konnten hingegen nicht aus der Subtraktion

kloniert werden. Diese längeren Fragmente wurden mit großer Wahrscheinlichkeit während

der Subtraktion abgereichert. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass in der

durchgeführten Subtraktion kürzere cDNA-Fragmente der tester-Population unabhängig von

der zugrunde liegenden Genexpression angereichert wurden, weil entsprechende Fragmente

in der driver-cDNA nicht vorhanden waren. Es ist möglich, dass die entsprechenden driver-

Sequenzen bei der Abtrennung nicht eingebauter driver-Adaptoren aus der driver-cDNA-

Population entfernt wurden (2.2.7.1.).

Auch aus den circa 200 Subtraktionsklonen, die nach differentieller Durchmusterung aus der

suppressiven subtraktiven Hybridisierung (SSH) isoliert wurden (3.1.3.), konnten keine Klone

identifiziert werden, die differentiell exprimierte Gene repräsentierten.

Erfahrungen aus SSH mit tumorbildenden und gesunden Geweben haben gezeigt, dass

manchmal zwischen 300 und 500 (DESAI et al., in Vorbereitung; MUELLER et al., 1997) oder

sogar mehr Einzelklone (VON STEIN et al., 1997) getestet werden müssen, um nachzuwei-

sen, ob eine Subtraktion erfolgreich verlaufen ist und differentiell exprimierte Gene vorhan-

den sind. Diese Erfahrungswerte beruhen auf SSH in Geweben, in denen aufgrund der Tu-

morbildung signifikante Unterschiede im Expressionsmuster zu erwarten sind. Es ist zu ver-

muten, dass die Unterschiede zwischen den Expressionsmustern der in dieser Arbeit einge-

setzten Gewebe hierzu vergleichbar oder sogar geringer sind. Da mit der Abnahme von

quantitativen Unterschieden eine Zunahme des Hintergrunds an nicht differentiell exprimier-

ten cDNAs einhergeht (BD BIOSCIENCES, 2000), hätte wohl die Analyse einer noch weitaus

größeren Zahl von Einzelklonen die Identifizierung von differentiell exprimierten Genen er-

laubt. Die in dieser Arbeit angewendeten Methoden waren auf solche sehr umfangreichen

Analysen nicht ausgelegt.

Die vermutlich geringen Unterschiede im Genexpressionsmuster der eingesetzten Gewebe

sind grundsätzlich ein herausforderndes Problem für molekulare Subtraktionen. Zusätzlich

kann nicht genau bestimmt werden, zu welchem Zeitpunkt und ob sich die Flavonoldefizienz

in der whp-Mutante auf der Ebene der Transkription auswirkt. Bei whp-Pollen keimt der Pol-

lenschlauch ohne Zugabe von Flavonolen aus und wächst bis zu 12 h normal, bevor er platzt

(MO et al., 1992; MODENA, 1982; POLLAK et al., 1995). Die geringe Beeinträchtigung des an-

fänglichen Pollenschlauchwachstums des whp-Pollen bietet gegenüber vollständig sterilem

Pollen zwar ein besonders differenziertes experimentelles System, läßt aber auch daran

zweifeln, ob es zum Zeitpunkt der Pollenreife oder kurz nach dem Einsetzen der Keimung

Unterschiede zwischen whp- und Wildtyp-Pollen gibt, die mit den angewendeten Methoden

nachweisbar sind. Eine veränderte Genexpression im whp-Pollen könnte sich erst zu einem
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wesentlich späteren Zeitpunkt z.B. kurz vor Einstellung des Schlauchwachstums manifestie-

ren. Andererseits erfolgt die Einlagerung der Flavonole und die Bildung vieler pollenspezifi-

scher mRNAs bereits relativ früh während der Mikrosporogenese. Von GUYON et al. (2000)

konnten mehrerer Gene identifiziert werden, deren Expression stark von der Anwesenheit

von Flavonolen abhängig ist. Die von GUYON et al. (2000) durchgeführte Subtraktion erfolgte

in einem CMF-System mit transgener Petunie hybrida. In den keimungsunfähigen Pollen

dieser flavonoldefizienten Petunien kann die Keimfähigkeit und Fertilität durch Flavonolzuga-

be unmittelbar wiederhergestellt werden (MO et al., 1992). In diesem System bleiben diese

sehr kurzfristigen Veränderungen nicht ohne Wirkung auf die Genexpression, so daß auch

bei Mais bei einem Fehlen der Flavonole Veränderungen auf der Transkriptebene vermutet

werden können.

Die durchgeführten Experimente deuten jedoch darauf hin, dass sich Pollen der whp-

Mutante des Mais auf Transkriptebene vermutlich nur sehr wenig von Pollen des Wildtyps

unterscheidet. Denkbar ist, dass es nicht zu einem vollständigen Ausfall einzelner Genex-

pressionen kommt, sondern nur kleinere Veränderungen in Transkriptmengen einzelner Ge-

ne auftreten. Möglicherweise ist der durch den Flavonolmangel hervorgerufene Phänotyp

auch eher eine Folge von Veränderungen auf der Ebene der posttranskriptionellen Regulati-

on. Dabei könnte das verminderte Pollenschlauchwachstum z.B. auf Fehlfunktionen von Si-

gnaltransduktionen, des Vesikeltransports oder von Ionengradienten zurückzuführen sein.

Die isolierten Pti1-homologen Sequenzen erschienen, aufgrund der extrem starken und pol-

lenspezifischen Expression des korrespondierenden Gens in Mais (3.1.2.3. und 3.3.1.1.), als

ein besonders interessantes Ziel weiterer Untersuchungen.
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4.2. Charakterisierung der PTI1-homologen Proteinkinase ZmPTI1

Obwohl alle bis dato identifizierten Mitglieder der Pti1-Genfamilie anderer Pflanzen mit der

Pathogenabwehr in grünen Geweben assoziiert sind (1.4. und 3.2.), scheint eine vergleich-

bare Funktion des homologen Gens in Maispollen relativ unwahrscheinlich zu sein. Denkbar

ist, dass die Identifizierung einer Pti1-homologen Kinase in Pollen ein weiteres Indiz zur Be-

stätigung des gemeinsamen Ursprungs der molekularen Prozesse bei der Pathogenabwehr

und der Pollinierung liefern könnte (siehe Einleitung). Mit dem Ziel, die Bedeutung des Pti1-

homologen Genproduktes für die Pollenentwicklung und Pollenfertilität zu untersuchen, wur-

de im Verlauf dieser Arbeit eine umfassende Charakterisierung dieses Gens auf Nukleinsäu-

re-, auf Protein- und auf funktioneller Ebene durchgeführt.

ZmPti1 wird sehr stark und pollenspezifisch exprimiert

Die ZmPti1-Expression ist in der Wildtyp- und whp-Linie vergleichbar und steigt in den An-

theren im Verlaufe der Pollenentwicklung stark an. Die größte mRNA-Menge wurde in reifem

Pollen und in in vitro gekeimtem Pollen nachgewiesen. In allen anderen untersuchten Gewe-

ben – Seide, Körner, Wurzeln, Keimling und Blatt – konnten ZmPti1-Transkripte nicht nach-

gewiesen werden  (3.3.1.1.).

Durch einen PCR-Ansatz (3.3.1.2.) konnte die ZmPti1-Expression zusätzlich in Zelltypen des

weiblichen Gametophyten, in Embryonen, im Endosperm und in jungen Blättern nachgewie-

sen werden. Dieser wesentlich sensitivere Nachweis läßt vermuten, daß neben der starken

ZmPti1-Expression in Pollen auch eine basale, nicht durch Northern Analysen (3.3.1.1.) de-

tektierbare Expression in anderen Geweben vorhanden ist.

In Übereinstimmung mit den Expressionsdaten konnten in in silico Studien des ZmPti1-

Promotors neben den Grundelementen von Promotoren protein-codierender Gene auch Se-

quenzmotive identifiziert werden, die mit der Regulation einer pollenspezifischen Expression

in Verbindung stehen (3.3.2.).

Zahlreiche Pollen Boxen I (PBI) liegen im Bereich von -700 bis +1. PBI-Motive sind in Asso-

ziation mit der seltener in diesem Promotorbereich vorkommenden GAAA-Sequenzen für die

pollenspezifische Expression verantwortlich. Ein Enhancer dieser Expression (BATE und

TWELL, 1998) fehlt im ZmPti1-Promotor. Eine Quantitative-Box ist im ZmPti1-Promotor an

Position -201 lokalisiert. Diese ist für die Expressionsstärke des Pollengens Zm13 (HAMILTON

et al., 1998) sowie anderer pollenspezifisch exprimierter Gene aus Tomate (lat52, lat59;

BATE und TWELL, 1998) und Tabak (ntp303; HULZINK et al., 2002) verantwortlich. Zwischen

-282 und -231 befinden sich im ZmPti1-Promotor die Sequenzmotive Box I und Box II, die
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aus den Promotoren der SLG63-Gene aus Brassica bekannt sind. Kombiniert mit zwei weite-

ren Silencer-Elementen reduzieren diese im transienten Assay in Tabakpollen die Expressi-

on des Reportergens um den Faktor 13 (DZELZKALNS et al., 1993).

Die Wirkung der, in den zitierten Studien beschriebenen cis-Elemente, wurde über die Akti-

vität von Reportergen-Produkten bestimmt. Eine direkte Korrelation von identifizierten En-

hancer und Silencer Motiven im ZmPti1-Promotor mit der ZmPti1-Transkriptmenge ist daher

nicht möglich.

Eine experimentelle Möglichkeit, um die regulativ wirkenden DNA-Sequenzen im ZmPti1-

Promotorbereich grob einzugrenzen, boten transiente Expressionsanalysen mit Promotor-

Reportergen-Konstrukten. Dabei wurde das uidA-Gen unter Kontrolle drei verschieden lan-

ger Abschnitte des ZmPti1-Promotors (pA1, pA2 und pA3) eingesetzt (3.3.2.2.).

Der histochemische β-Glucuronidase-Nachweis (GUS) mit transformierten Pollen der Linie

A188 und zehn Tage alten Maisembryonen (Linie A188 x H99) zeigte, dass alle drei ZmPti1-

Promotorfragmente in Pollen aktiv sind. In Embryonen konnte mit den längeren Promotor-

fragmenten pA1 und pA2 dagegen nur eine sehr schwache GUS-Aktivität nachgewiesen

werden. Unter Kontrolle des kürzesten Promotorfragments A3 war die GUS-Aktivität in Em-

bryonen deutlich höher. Insgesamt konnte deshalb eine Abnahme der Gewebespezifität der

drei ZmPti1-Promotorbereiche mit zunehmender Verkürzung des 5' Promotorbereiches fest-

gestellt werden. Das deutet darauf hin, dass die Pollenspezifität des Promotors von relativ

weit 5' liegenden cis-Elemente positiv beeinflußt wird.

In Pollen wurden die Aktivitäten der drei ZmPti1-Promotorbereiche A1, A2 und A3 durch En-

zymassays quantifiziert (3.3.2.2.). Im Vergleich zur Aktivität des Ubiquitin-Promotors konnten

mit den drei ZmPti1-Promotorfragmenten nur relativ geringe GUS-Aktivitäten (∅ A1: 8,15%;

A2: 12,05%; A3: 6,88%) festgestellt werden, die nur wenig über den GUS-Aktivitäten eines

promotorlosen Kontrollkonstrukts lagen (∅ 3,88%).

Diese Expressionsanalysen scheinen auf eine vergleichsweise geringe Aktivität des ZmPti1-

Promotors in Verbindung mit dem Reportergen hinzudeuten. Auf den ersten Blick steht dies

im Widerspruch zu der sehr hohen Menge an ZmPti1-Transkripten im reifen Pollen.

(3.3.1.1.). Mögliche Gründe für diese Diskrepanz könnten fehlende regulatorische cis- oder

trans-Elemente im transienten Testsystem sein. Es ist aber auch denkbar, dass die große

ZmPti1-Transkriptmenge in reifen Pollen auf einer fortlaufenden Akkumulation von relativ

stabilen ZmPti1-mRNAs im Verlauf der Pollenentwicklung basiert. In diesem Fall würde der

                                                
63 S Locus Glycoprotein
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ZmPti1-Promoter keine starke Transkription mit einem hohen turn over der mRNAs vermit-

teln, sondern eher zu einem kontinuierlichen Anstieg der Transkriptmenge beitragen.

Weiterhin wäre vorstellbar, dass durch den ZmPti1-Promotor eine posttranskriptionelle Re-

gulation der Proteinmenge vermittelt wird, die sich auch im transienten Reportersystem

durch eine relativ geringe Menge an β-Glucuronidase manifestiert. Dies ist deshalb denkbar,

da die verwendeten Promotorfragmente die vollständige 5' UTR-Sequenz sowie das erste

Intron des ZmPti1-Gens enthalten. Für eine gewebespezifische Translationskontrolle könn-

ten bisher nicht identifizierte cis-Elemente in dieser Region des ZmPti1-Gens verantwortlich

sein. Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass den 5' nicht-translatierten Bereichen anderer

Gene eine wichtige Funktion bei der Translationskontrolle zukommt (BATE et al., 1996; BATE

und TWELL, 1998; CURIE und MCCORMICK, 1997; DZELZKALNS et al., 1993; HAMILTON et al.,

1998; HULZINK et al., 2000; ROGERS et al., 2001).

Die Analyse von Pflanzen, in denen die entsprechenden Konstrukte stabil transformiert wur-

den (Daten nicht gezeigt), kann zum weiteren Verständnis der ZmPti1-Expressionsregulation

beitragen. Zur Analyse der Einflüsse möglicher cis-regulatorischer Elemente im 5' UTR Be-

reich des ZmPti1-Gens sind weitere Studien mit ZmPti1-Reportergen-Konstrukten ohne

5´ UTR und Intron geplant.

ZmPTI1 ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase mit Autophosphorylierungsaktivität

Die, aus dem klonierten ZmPti1-cDNA-Klon (3.2.1.; [AY554281]), abgeleitete Aminosäurese-

quenz des ZmPti1 codiert für ein 40.840 Da großes Protein aus 374 Aminosäuren. Homolo-

gievergleiche auf Aminosäureebene zeigen eine 71%-ige Sequenzidentität des ZmPTI1 mit

der Proteinkinase PTO INTERACTOR 1 aus Tomate (LePTI1; ZHOU et al., 1995) und eine 78%-

ige Identität mit einer PTI1-ähnlichen Kinase aus Reis (3.2.2.).

Die theoretische Analyse der ZmPTI1-Aminosäuresequenz zeigte, dass es sich bei ZmPTI1,

wie bei LePTI1, um ein Familienmitglied der Proteinkinasen mit Serin/Threonin-Spezifität

handelt (3.2.2.1.). Es wurde festgestellt, dass 13 der 14 hochkonservierten Aminosäuren

sowie die elf charakteristischen Subdomänen, die durch HANKS et al. (1988) und HANKS und

QUINN (1991) beim Vergleich von mehr als 100 Proteinkinasen identifiziert wurden, in

ZmPTI1 ebenfalls vorhanden sind.
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Die theoretische Beschreibung von ZmPTI1 als klassische Proteinkinase mit Serin/Threonin-

Substratspezifität und ihre hohe Homologie zur Serin/Threonin-Proteinkinase LePTI1 legten

nahe, die ZmPTI1-Kinaseaktivität in vitro näher zu untersuchen. Dies war insbesondere des-

halb wichtig, da allein aufgrund von Strukturanalysen kein Nachweis einer Kinaseaktivität

erfolgen kann und z.B. nicht alle LePTI1-homologen Kinasen Autophosphorylierungsaktivität

besitzen. In Sojabohne wurden, neben einer autophosphorylierungsaktiven PTI1-homologen

Kinase, zwei autophosphorylierungsdefiziente PTI1-Kinasen identifiziert (TIAN et al., 2004;

STASWICK, 2000).

In Phosphorylierungsassays mit rekombinantem ZmPTI1-6His konnte gezeigt werden, dass

ZmPTI1 in vitro Autophosphorylierungsaktivät besitzt. Die Autophosphorylierungsaktivität

konnte durch den Austausch des Lysin100 gegen eine Asparagin in einem modifizierten Fusi-

onsprotein ZmPTI1(K100N)-6His eliminiert werden (3.3.4.2.1.). Der Verlust der Autophos-

phorylierungsaktivität beim Austausch des hochkonservierten Lysins in der Subdomäne II

konnte für zahlreiche Proteinkinasen (HANKS et al., 1988) sowie auch für LePTI1 und LePTO

nachgewiesen werden (ZHOU et al., 1995; LOH und MARTIN, 1995).

Ferner konnte in den Experimenten gezeigt werden, dass die Phosphorylierungsaktivität von

ZmPTI1, trotz der sehr großen Ähnlichkeit zu LePTI1, spezifisch ist, da ZmPTI1 nicht in der

Lage ist, LePTI1 zu phosphorylieren. Außerdem phosphoryliert die upstream von LePTI1

gelegene Kinase LePTO zwar ihr Substrat, LePTI1, jedoch nicht die PTI1-Kinase aus Mais

(3.3.4.2.1.). Diese Spezifitäten der untersuchten Serin/Threonin-Proteinkinasen sind insbe-

sondere deshalb hervorzuheben, da es sich bei den durchgeführten Assays um in vitro An-

sätze handelt, in denen die Substratspezifität erfahrungsgemäß geringer sein kann, als in der

in vivo Situation.

Ein mögliches Ziel der ZmPTI1-Autophosphorylierung und potentieller trans-Phospho-

rylierungen könnte das Threonin237 (T237) sein. Dafür sprechen, neben der Lokalisierung von

T237 stromaufwärts der Proteinkinase-Subdomäne VIII (3.2.2.1.) Untersuchungen von SESSA

et al. (2000). Sie identifizierten in LePTI1 das Threonin233 als Ziel der LePTO-vermittelten

trans-Phosphorylierung und postulieren, dass dieses auch Ziel der LePTI1-Autophos-

phorylierung ist. Die Gegenüberstellung der Aminosäuresequenzen der PTI1 Sequenzen aus

Mais- und Tomate zeigen, dass das ZmPTI1-T237 vermutlich funktionell dem LePTI1-T233

entspricht (3.2.2.). Experimentell könnte dies durch einen tryptischen Verdau und MALDI-

MS64 des auto- und trans-phosphorylierten ZmPTI1 untersucht werden.

                                                
64 MALDI-MS: matrix assisted laser desorption/ionization mass spectrometry
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Hinweise auf putative Phosphorylierungspartner von ZmPTI1

In Gesamtprotein aus reifem Pollen und aus Seide konnten Kinase(n) festgestellt werden,

die ZmPTI1 in vitro phosphorylieren (3.3.4.2.2.). Auch in Gesamtprotein aus sieben Tage

alten Keimlingen konnte die Existenz von PTI1-trans-phosphorylierenden Kinasen nachge-

wiesen werden. Die relative Aktivität dieser Kinase(n) erscheint jedoch wesentlich geringer

als die vergleichbaren Aktivitäten in Protein aus Pollen bzw. Seide.

In Proteinen des Pollens wäre endogenes ZmPTI1, das auch durch Western Analyse in rei-

fem Pollen nachgewiesen werden konnte (3.3.3.3.), ein möglicher Phosphorylierungspartner

des ZmPTI1(K100N)-6His.

Neben phosphorylierenden Aktivitäten, konnten in den Assays mit Pollen- und Seideprotei-

nen auch Hinweise auf Komponenten gefunden werden, die eine Autophosphorylierung des

ZmPTI1 behindern. Die verminderte Fähigkeit zur Autophosphorylierung war auch noch vor-

handen, wenn die Kinasereaktion erst nach der Aufreinigung des ZmPTI1-6His aus dem Ge-

samtextrakt durchgeführt wurde (Interaktionskinase-Assay, 3.3.4.2.3.). Dies läßt entweder

auf eine spezifische Interaktion des ZmPTI1 mit einer inhibierenden Komponente oder auf

eine irreversible Hemmung vor der Aufreinigung schließen. Interessanterweise scheinen die-

se hemmenden Komponenten in Proteinextrakten aus Keimlingen nicht vorzukommen. Dies

wird bei einem Vergleich der Phosphorylierungsmuster des Interaktions-Kinase-Assays

(3.3.4.2.3., Abb. 3-17 [4a]) und des Phosphorylierungsassays (3.3.4.2.2., Abb. 3-16 [4a])

deutlich. Im Interaktions-Kinase-Assay wurde die Autophosphorylierung des als Kontrolle

eingesetzten ZmPTI1-6His nicht behindert. Im Phosphorylierungsassay, bei dem zum Zeit-

punkt der Kinasereaktion noch alle Proteine des Gesamtextrakts anwesend waren, trat hin-

gegen eine Hemmung der Phosphorylierung auf. Folglich scheint die im Gesamtprotein aus

Keimlingen vorhandene inhibierende ZmPTI1-Aktivität bei der Aufreinigung des ZmPTI1

verloren zu gehen.

Ein weiterer Grund für die herabgesetzte Autophosphorylierung des ZmPTI1-6His könnte die

Anwesenheit potentieller ZmPTI1-Substrate sein, die an ZmPTI1 binden und in vitro trans-

phosphoryliert werden. In den durchgeführten Assays konnte keines dieser möglichen Sub-

strate in den Autoradiogrammen identifiziert werden. Es ist allerdings davon auszugehen,

dass die Menge eines PTI1-Substrates unterhalb der Nachweisgrenze liegen würde. Zur

Erhöhung der Sensitivität können für den Nachweis in Interaktions-Kinase-Assays während

der Präinkubation des rekombinaten ZmPTI1 größere Gesamtproteinmengen der verschie-

denen Gewebe eingesetzt werden.

Die Abnahme der Autophosphorylierungsfähigkeit kann nicht auf die Existenz von Phospha-

tasen und Proteasen in den Extrakten zurückgezuführt werden, da verschiedene Phosphata-

se- und Proteaseinhibitoren zugesetzt wurden.
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Weitere Versuche zur Identifizierung von Proteinkinasen, deren in vivo Substrat ZmPTI1 sein

könnte, erfolgten mit einem in-gel Kinase Assay nach WOOTEN (2002; 3.3.4.2.4.).

In allen eingesetzten Proteinextrakten – aus reifem Pollen, reifer und unreifer Seide, ge-

keimten Körnern, jungen Wurzeln, jungen Keimlingen sowie adulten Blättern – konnten

Phosphorylierungsaktivitäten im Bereich von 41 kDa, 35 kDa und wesentlich schwächer bei

27 kDa gefunden werden. Es konnten keine Phosphorylierungen detektiert werden, die aus-

schließlich im Gel mit ZmPTI1(K100N)-6His-Substrat auftraten. Dies bedeutet, dass in den

eingesetzten Gesamtproteinextrakten Kinasen der drei Größen vorhanden sind, die zumin-

dest Autophosphorylierungsaktivität besitzen. Die insgesamt stärkere Intensität der Phospho-

rylierungssignale bei 35 kDa im Gel mit Substrat deutet jedoch gleichzeitig an, dass wenig-

stens eine dieser Kinasen ZmPTI1-Substratspezifität zu besitzen scheint.

Der Vergleich der Phosphorylierungsintensitäten der 41 kDa-Bande beider Autoradiogramme

zeigt ein nahezu identisches Phosphorylierungsmuster mit Schwankungsbreiten unter 20%,

nur bei Proteinen der Wurzel steigt die Intensität im Gel mit Substrat um 55% an. Aus diesen

stabilen Intensitätsverhältnissen und aufgrund der allgemeinen Intensitätszunahme im Gel

mit Substrat ist zu vermuten, dass die bei 41 kDa detektierte Phosphorylierung vermutlich

nur auf einer Autophosphorylierung der dort lokalisierten Proteine basiert.

Allerdings ist aufgrund der zu ZmPTI1 vergleichbaren Größe nicht vollständig auszuschlie-

ßen, dass es sich bei der 41 kDa Aktivität um endogenes ZmPTI1 handelt und dieses durch

trans-Phosphorylierung des ZmPTI1(K100N)-6His ein stärkeres Phosphorylierungssignal im

substrathaltigen Gel hervorruft.

Die Phosphorylierungen bei 35 kDa zeigen deutliche Unterschiede in beiden Gelen. Im Gel

mit Substrat ist bei allen Geweben ein signifikanter Anstieg des Phosphorylierungssignals

zwischen 22% und mehr als 300% zu verzeichnen. Außerdem treten deutliche Veränderun-

gen der Phosphorylierungsstärke zwischen den einzelnen Geweben auf.

Die Zunahme der Phosphorylierungsaktivität ist besonders mit Protein aus Pollen, unreifer

Seide und Wurzeln. Mit Gesamtprotein aus Pollen bzw. unreifer Seide kommt es zu einer

Verdoppelung der Phosphorylierungsintensität, mit Proteinen aus sieben Tage alten Wurzeln

sogar zu einer Vervierfachung (+305%). In reifer Seide ist nur eine sehr viel geringere Phos-

phorylierungsaktivität als in unreifer Seide vorhanden. Offensichtlich ist die Phosphorylie-

rungsaktivität in Seide von deren Entwicklungszustand abhängig. Die Aktivität ist in jungen

Narbenfäden hoch, in älteren deutlich niedriger.

Insgesamt weist die Auswertung der in-gel Assays auf eine – oder mehrere – ZmPTI1-trans-

phosphorylierende Kinase(n) mit Größen von circa 35 kDa hin. Starke Kinaseaktivität zeigen

dabei Gewebe, in denen entweder ZmPTI1 selbst exprimiert wird (Pollen) oder Gewebe das
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mit Pollen in Kontakt steht (Seide). Ausserdem scheint eine ZmPTI1-Kinase in Wurzeln vor-

handen zu sein. Allen drei Geweben ist die Fähigkeit zu schnellem Längenwachstum ge-

meinsam. Möglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der ZmPTI1-Funktion und

Prozessen des schnellen Wachstums, wie es sowohl beim Pollenschlauch als auch bei Wur-

zeln auftritt (HEPLER et al., 2001).

Bei der Interpretation der Ergebnisse des in-gel Assays darf nicht außer Acht gelassen wer-

den, dass die gefundenen Unterschiede in der Phosphorylierungsaktivität auch allein auf

einer gesteigerten Autophosphorylierungsaktivität der jeweiligen Kinasen in Gegenwart des

Substrates zurückzuführen sein könnten. Dieses scheint jedoch für die bei 35 kDa detektier-

ten Proteine wenig wahrscheinlich, da in den verschiedenen Geweben extreme Unterschiede

der Phosphorylierung in Gegenwart von ZmPTI1(K100N)-6His auftraten. Stärkere Phospho-

rylierungen im Gel mit Substrat können nicht auf trans-Phosphorylierungen durch das einge-

setzte ZmPTI1(K100N)-6His zurückzuführen sein, da der Tausch des hochkonservierten

Lysins in der Proteinkinase-Subdomäne II die Phosphatübertragung komplett eliminiert

(HANKS et al., 1988).

Ein grundsätzliches Problem stellt die funktionelle Renaturierung der Kinasen aus dem Pro-

teinextrakt sowie deren Aktivität unter den gewählten Assaybedingungen dar. Das Fehlen

einer Autophosphorylierung des, als Positivkontrolle eingesetzten ZmPTI1-6His deutet auf

Probleme bei der funktionellen Rückfaltung des rekombinanten ZmPTI1-Proteins hin. Sollte

die Rückfaltung des ZmPTI1-6His behindert sein, könnte dies auch für endogenes ZmPTI1

aus den Proteinextrakten gelten. Eventuell ist auch aufgrund schlechter Affinitätsaufreinigung

nicht genügend ZmPTI1-6His als Kontrolle im in-gel Assay eingesetzt worden, da im An-

schluß an die Autoradiografie sowohl durch eine Färbung des substratfreien Gels mit Coo-

massie-Lösung als auch durch eine Western Analyse keine adäquate ZmPTI1-6His-Menge

nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Da die Gesamtproteine unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt wurden, konnten

Phosphorylierungsaktivitäten von multimeren Proteinkomplexen in diesem in-gel Assay nicht

nachgewiesen werden. Für deren Aktivitätsnachweis sollten Extrakte nativ aufgetrennt wer-

den.



DISKUSSION 139

4.3. Bedeutung von ZmPTI1 für die Pollenkeimung

Die Sequenzanalysen auf Aminosäureebene und die Charakterisierungen der Kinaseaktivität

konnten zeigen, dass es sich bei dem ZmPti1-Genprodukt ZmPTI1 um eine Serin/Threonin-

Proteinkinase mit Homologien zur PTI1-Kinase LePTI1 aus Tomate handelt (3.2.2.).

Erste verläßliche Hinweise auf die in vivo ZmPTI1-Funktion während der Pollinierung erga-

ben sich aus der Analyse der F0- und F1-Pflanzen des durchgeführten post-transcriptional

gene silencing Ansatzes (PTGS) zum funktionellen Ausschalten des ZmPti1-Gens (3.3.5.).

Bei Analysen von 20 transgenen F0-Regeneraten konnte keine signifikante Abnahme der

ZmPti1-Transkript- oder ZmPTI1-Proteinmenge nachgewiesen werden (3.3.5.2.). Phänoty-

pisch konnte jedoch ein PTGS-Effekt bei der Auswertung von Kreuzungsexperimenten zwi-

schen transgenen F0-Pflanzen und Wildtyp-Pflanzen der Linie A188 gefunden werden

(3.3.5.3.). Die Zahl transgener F1-Nachkommen, die aus der Bestäubung weiblicher A188-

Blüten mit Pollen transgener F0-Pflanzen (A188 x transgene F0) hervorgegangen waren, lag

mit 26% (Aufspaltung 1:3 transgen zu nicht-transgen) wesentlich niedriger als bei F1-Nach-

kommen aus der reziproken Kreuzung (transgene F0 x A188). Hier waren 46% der F1-Nach-

kommen transgen, was einer erwarteten Aufspaltung von etwa 1:1 für einen Einzellocus-

Erbgang entspricht. In weiteren, in dieser Arbeit nicht dokumentierten, Kreuzungsexperi-

menten wurden bei der Selbstung transgener F1-Nachkommen für die F2-Generation Auf-

spaltungsverhältnisse von 1:1 (transgen zu nicht-transgen) gefunden.

Aufgrund der meiotischen Segregation des Transgens ist im Falle einer Einzellocus-

Integration des Transgens nur 50% des Pollens transgen. Für die Nachkommen der Kreu-

zungen zwischen Wildtyp und transgenen F0-Pflanzen ist für die F1-Generation theoretisch

eine Aufspaltung von 1:1 in transgen und nicht-transgen zu erwarten. Für die Selbstung von

transgene F1-Pflanzen wäre dann eine Aufspaltung von 3:1 (transgene zu nicht-transgenen

F2-Nachkommen) zu erwarten.

Aus der 1:3 Aufspaltung der F1-Nachkommen in transgene (26%) und nicht-transgene (74%)

bei der Kreuzung A188 x transgene F0-Pflanzen kann rückgeschlossen werden, dass der

transgene Anteil der Pollen weniger fertil war, als der nicht-transgene Pollen. Die reziproke

Kreuzung (transgene F0 x A188) spaltet hingegen wie erwartet 1:1 auf. In dieser reziproken

Kreuzung wird das Transgen durch die mütterliche Keimbahn vererbt und aufgrund der Se-

gregation bei der Oogenese auf 50% der Nachkommen übertragen. Offensichtlich ist der

mütterliche Vererbungsweg nicht durch das Transgen beeinflusst.

Die Reduktion der Fertilität transgener Pollen zeigte sich noch deutlicher bei der Selbstung

von transgenen F1-Nachkommen. Nur etwa die Hälfte der 96 getesteten Pflanzen der F2-

Nachkommen waren transgen (1:1 Aufspaltung). Bei Selbstung einer heterozygot-trans-
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genen Pflanze wäre jedoch eine 3:1 Aufspaltung in transgen und nicht-transgen zu erwarten

gewesen. Da aufgrund der vorherigen Kreuzungen ausgeschlossen werden kann, dass die

transgenen Eizellen in ihrer Fertilität eingeschränkt sind, kann eine 1:1 Aufspaltung nur er-

halten werden, wenn der transgene Pollen steril ist und die Befruchtung ausschließlich durch

die übrigen 50% nicht-transgenen Pollen erfolgt. Vitalitätsuntersuchungen mit Fluoreszindi-

acetat zeigten jedoch keine Unterschiede zwischen Pollen transgener F1-Pflanzen und Pol-

len der A188 Wildtyp-Linie (persönliche Mitteilung Jantjeline Kluth65). Western Analysen der

F1-Pollen zeigten allerdings eine signifikante Abnahme der ZmPTI1-Menge um teilweise bis

zu 50% (6 Pflanzen: ∅-Abnahme: 43%, Standardabweichung 19%). Diese Reduktion ent-

spricht fast dem vollständigen Verlust des endogenen ZmPTI1 in transgenen Pollen. Auf-

grund dieser Daten kann vermutet werden, dass transgener Pollen zwar vollständig ausreift

und lebensfähig ist, aber nicht in der Lage ist, eine erfolgreiche Pollinierung durchzuführen.

Die Selbstung der transgenen F1-Pflanzen, aber auch die Kreuzungsexperimente in der F0-

Generation deuten stark darauf hin, dass ZmPTI1 während der Pollinierung und/oder Be-

fruchtung eine große biologische Relevanz besitzt. Unabhängig von der relativ geringen Wir-

kung des PTGS-Effekts auf die Transkript- bzw. Proteinmenge in F0-Pollen (3.3.5.2.), ist die

phänotypische Auswirkung signifikant. In der F2-Generation nimmt die Ausprägung des Phä-

notyps weiter zu.

Möglicherweise korreliert die unterschiedliche Stärke des PTGS-Effektes mit der Fertilität

des transgenen Pollens. Transgener Pollen der F0-Pflanzen mit verringerter Fertilität – nur

26% der F1-Generation sind transgen – zeigt keine oder nur eine geringe Abnahme des

ZmPTI1-Proteins. In der F1-Generation kommt es dann zu einer stark reduzierten ZmPTI1-

Menge und sterilem Pollen (Aufspaltung der Selbstung 1:1). Denkbar ist, dass der PTGS-

Effekt erst mit der F1-Generation entfaltet wird und aufgrund von in vitro Kultureffekten bei

den Regeneraten der F0 noch nicht voll ausgebildet ist.

Auf welchen molekularen oder anatomischen Veränderungen der beschriebene Phänotyp in

den PTGS-transgenen Maispollen beruht, muß in zukünftigen in vitro und in planta Versu-

chen mit transgenem Pollen gezeigt werden. Untersuchungen von MUSCHIETTI et al. (1994)

mit transgenen antisense-Pflanzen, bei denen das späte Pollengen lat52 ausgeschaltet wur-

de, zeigten in einer Gruppe von transgenen Linien eine veränderte Rehydrierung und ein

abnormes, verdrillt-verknotetes Pollenschlauchwachstum. Dies hatte die Sterilität des Pol-

lens zur Folge und führte zu einer 1:1 Aufspaltung in transgene und nicht transgene Nach-

kommen nach der Selbstung dieser Pflanzen. Eine andere Gruppe von genetisch transgenen

Pflanzen zeigte hingegen normal rehydrierende und keimende Pollen und eine 3:1 Aufspal-

                                                
65 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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tung in transgene und nicht transgene Nachkommen. Analysen auf RNA- und Proteinebene

zeigten in der 3:1-Gruppe kaum Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp, in den 1:1-Gruppe

jedoch eine Abnahmen der lat52-Transkript- und Proteinmengen um 50% und mehr. Die Er-

gebnisse dieser Experimente sind in hohem Maß mit den in dieser Arbeit erhaltenen Daten

aus dem ZmPti1-PTGS Ansatz vergleichbar. Deshalb kann es sein, dass auch ein Verlust

der ZmPTI1-Funktion einen veränderten Phänotyp des Pollenschlauchs hervorruft. Gegen-

wärtig werden Untersuchungen zur Pollenschlauchmorphologie transgener ZmPti1-PTGS-

Pflanzen durchgeführt, um diese Theorie zu überprüfen.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente bestätigen die anfängliche Vermutung, dass

ZmPTI1, anders als LePTI1 nicht an Prozessen der Pathogenabwehr in Mais beteiligt ist. In

Tomate ist die Serin/Threonin-Proteinkinase LePTI1 (PTO INTERACTOR 1; ZHOU et al., 1995)

Teil einer Signalkaskade, die an der Resistenzvermittlung gegenüber Pseudomonas syrin-

gae pv. tomato in Blättern beteiligt ist (ZHOU et al., 1995; CHANDRA et al., 1996). Nach der

Erkennung des Avirulenzsignals AvrPto durch die membranständige Serin/Threonin-Protein-

kinase LePTO (MARTIN et al., 1993) phosphoryliert diese LePTI1 (SESSA et al., 2000). Im

weiteren Verlauf überträgt LePTI1 das Signal auf ein bisher unbekanntes, stromabwärts lie-

gendes Substrat (BOGDANOVE und MARTIN, 2000).

Die hohe Homologie zwischen den beiden PTI1-Proteinkinasen und die in der Einleitung

vorgestellten signifikanten Analogien (1.4.) lassen vermuten, dass ZmPTI1 in ein System in

Maispollen eingebunden ist, das Ähnlichkeiten zu dem LePTI1/LePTO-Signalweg besitzt. Die

Autophosphorylierungsaktivität von ZmPTI1 sowie die Existenz von Kinasen, die ZmPTI1 in

Pollen und Seide trans-phosphorylieren können (4.2), sind deutliche Indizien für eine Beteili-

gung von ZmPTI1 an einem Signaltransduktionsweg während der Pollinierung.

Da in Southern Analysen (3.2.3.2.) gezeigt werden konnte, dass vermutlich maximal zwei

ZmPti1-homologe Sequenzen im Maisgenom vorhanden sind, ist die pathogeninduzierte

Expression eines zweiten Pti1-Gens vorstellbar, aber eher unwahrscheinlich. Auch konnten

in den bisher durchgeführten Analysen mit Gesamt-RNAs unterschiedlicher Maisgewebe mit

einer ORF-spezifischen Sonde nur Pti1-homologe Transkripte in solchen Gewebe identifiziert

werden, in denen auch mit einer 3´-UTR-Sonde Signale erhalten wurden (3.3.1.1.). Vermut-

lich ist das bislang nicht zuzuordnende genomische Fragment Teil eines zweiten ZmPti1-

Gens, das entweder auf einen allelischen Polymorphismus oder auf die im Zuge der Evoluti-

on entstandenen segmentalen Duplikationen des Maisgenoms zurückzuführen ist. Aufgrund

dieses teilweisen polyploiden Charakters des Genoms liegen bei Mais zahlreiche Gene in

zwei unterschiedlichen Genkopien vor (SETTLES et al., 2001; DA COSTA E SILVA et al., 2004).
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Die analogen Mechanismen der Liganden-Rezeptor-Modelle während der Pathogenabwehr

in Tomate und im sporophytischen Selbstinkompatibilitätssystem von Brassica (SSI) sind

überaus deutlich (1.4.). In beiden Fällen führt die Erkennung eines Liganden, dem Avirulenz-

signal oder dem männlichen SI-Faktor SCR, durch einen Rezeptor, einem LRR-Rezeptor

oder einer SRK-Rezeptorkinase, zur Abwehr des Pathogens bzw. des inkompatiblen Pollens.

Welche Funktionen könnte ZmPTI1 in einem Liganden-Rezeptor-Modell in Maispollen besit-

zen? Welche Rolle könnte ZmPTI1 bei der Pollenkeimung und bei Pollen-Stylus-

Interaktionen spielen?

Neben der schon vorgestellten Selbstinkompatibilität wurde ein weiteres, direkt an der Pol-

lenkeimung beteiligtes Ligand-Rezeptor-System mit der Identifizierung der drei LRR-

Rezeptorkinasen LePRK1, LePRK2 (MUSCHIETTI et al., 1998) und LePRK3 (KIM et al., 2002)

bei Tomate entdeckt. LePRK1 und LePRK2 bilden einen 400 kD-großen, in der Pollenmem-

bran oder -wand lokalisierten Komplex, der in Gegenwart eines aus Stylusextrakten stam-

menden 3-10 kD großen Liganden dissoziiert. Ein weiterer Ligand der LRR-Domäne der

LePRK2 ist LAT52 (MUSCHIETTI et al., 1994), das für eine erfolgreiche Rehydrierung von

Tomatenpollen essentiell ist und mit einsetzender Pollenkeimung die Fähigkeit verliert, an

die extrazelluläre Domäne zu binden (TANG et al., 2002). WENGIER et al. (2002) postulieren,

dass das LAT52 im LePRK-Komplex nach erfolgreicher Rehydrierung des Pollens und mit

Beginn der Keimung durch einen Liganden aus dem Stylus ersetzt wird. Die durch die Bin-

dung des bisher unbekannten Stylusliganden induzierte Dephosphorylierung der LePRK2

führt zur Dissoziation des Komplexes und setzt eine Signalkaskade mit unbekannter Funkti-

on in Gang. Wie zuvor erwähnt, führt ein Fehlen des LAT52 zu einem Verlust der Pollenferti-

lität und einem stark veränderten Pollenschlauchwachstum (MUSCHIETTI et al. , 1994). Darum

kann spekuliert werden, ob auch ZmPTI1 Teil einer vergleichbaren Signalkaskade ist und ein

aktivierender Faktor dieser Signalkaskade ein extrazelluläres, z.B. durch den Stylus sekre-

tiertes, Protein ist.

Neben LAT52 wurden weitere Liganden identifiziert, die unabhägig von Vorgängen der Selb-

stinkompatibilität an Signalkaskaden während der Erkennung, Rehydrierung und Keimung

des Pollens beteiligt sind.

Eine erfolgreiche Adhäsion und Rehydrierung (1.2.) von Pollen auf trockenen Stigmata in

Arabidopsis unterbleibt, wenn in der Pollenkornwand z.B. das eingelagerte Oleosinprotein

GRP17-1 fehlt (MAYFIELD und PREUSS, 2000). In der Mangelmutante Cer6-2, die keine lang-

kettigen Fettsäuren bilden kann, bleibt die Rehydrierung unvollständig (FIEBIG et al., 2000).

Die unvollständige oder unterbundene Rehydrierung erinnert an Vorgänge der Pathogenab-
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wehr in Hordeum, bei denen die Wasserversorgung des Pathogens in der Wirtszelle unter-

bunden wird (SARGENT und GAY, 1977).

Neben diesen pollenexprimierten Liganden sind stylusexprimierte Elemente bekannt, die die

Pollenschlauchleitung bzw. Interaktionen zwischen Stylus und Pollenschlauch ermöglichen.

Das 9 kD-große stigma/stylar cystein-rich adhesin (SCA) aus Lilie ist in der extrazellulären

Matrix (ECM) des Stylus lokalisiert und wirkt chemotropisch auf den Pollenschlauch (1.2.;

PARK et al., 2000). Außerdem ermöglicht es die Adhäsion des Pollenschlauchs über die

Quervernetzung von Pectinpolysacchariden in der Pollenschlauch- und Stylus-ECM (MOLLET

et al., 2000). Vergleichbare Funktionen übernimmt das Arabinogalactanprotein TTS (trans-

mitting tract specific glycoprotein) im Tabakstylus, wo es chemotropisch auf den Pollen-

schlauch wirkt, aber auch als Quelle von Strukturmolekülen dient.

Einige der angesprochenen stylus- und pollenexprimierten Elicitoren zeigen auch Homologi-

en zu Proteinen, die direkt an der Pathogenabwehr beteiligt sind. Defensine, die bei Verte-

braten die angeborene Immunabwehr bilden, treten in Pflanzen als heterogene Gruppe cys-

teinreicher basischer Proteine von 2-9 kDa auf. Pflanzliche Defensine besitzen eine sehr

kompakte Struktur und weisen antimikrobielle Wirkungen auf (GARCIA-OLMEDO et al., 1998).

Zu ihnen zählen z.B. das LPT66-ähnliche SCA, der defensin-ähnliche SI-Faktor SCR sowie

das ebenfalls in der Pollenkornwand eingelagerte, am SI-System beteiligte S-Locus assozi-

ierten Glycoproteine67 SLR (HISCOCK et al., 1995; LORD, 2003).

Da ZmPTI1, ebenso wie LePTI1, selbst keine membranständige Rezeptordomäne besitzt,

kann angenommen werden, dass ZmPTI1 ein downstream Phosphorylierungsakzeptor eines

trans-phosphorylierenden Interaktionspartners ist. Dieser muß nicht automatisch eine Re-

zeptorkinase sein, sondern könnte selbst ebenfalls stromabwärts einer solchen liegen. Die

Ähnlichkeiten zum LePTO/LePTI1-Resistenzmodell aus Tomate (Abb. 1-1) lassen jedoch

vermuten, dass oberhalb des ZmPTI1 eine Rezeptorkinase mit Substratspezifität für ZmPTI1

angesiedelt sein könnte.

Zur Identifizierung einer möglichen upstream Rezeptorkinase konnte mit Hilfe computerge-

stützter Recherchen und einer LePTO-homologen EST-Sequenz eine vollständige, 3,2 kb

lange, cDNA eines Pto-homologen Gens aus Mais kloniert werden (ZmPto; Melanie Rose68,

unveröffentlicht). Homologievergleiche zwischen dem abgeleiteten ZmPTO-Protein und Ki-

                                                
66 lipid transfer protein
67 S-Locus related glycoprotein
68 Biozentrum Klein Flottbek und Botanischer Garten, Universität Hamburg
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nasen der PTO-Familie zeigen, dass ZmPTO eine zusätzliche N-terminale Domäne aus ca.

460 Aminosäuren besitzt, die in LePTO, nicht enthalten ist. Analysen der Primär- und Se-

kundärstruktur lassen vermuten, dass diese ein bis zwei Domäne transmembrane Helices

enthält und es sich bei ZmPTO möglicherweise um eine membranständige Rezeptorkinase

handeln könnte. Nach Vergleich mit ca. 200 PTO-homologen Kinasen aus Pflanzen wurde

desweiteren festgestellt, dass PTO-ähnliche Kinasen ohne N-terminale Extension nur in der

Familie der Solanaceaen vorzukommen scheinen. Möglicherweise resultieren daraus auch

Unterschiede zwischen der Funktion von PTO/PTI1 in Solanaceaen und in anderen Pflan-

zenfamilien (René Lorbiecke68, persönliche Mitteilung). In Solanaceaen könnten PTO-

assoziierte Rezeptorkinasen, wie z.B. PRF bei Tomate, Funktionen der Ligandenerkennung

und -bindung übernehmen, während in anderen Pflanzenfamilien diese Aufgaben von einer

PTO-eigenen Rezeptordomäne übernommen werden könnten.

Die ZmPto-Expression wurde mit einem in dieser Arbeit erstellten Northern Blot (3.3.1.1.)

untersucht. ZmPto-Transkripte konnten in allen Geweben, außer in Pollen und adulten Blät-

tern nachgewiesen werden. Größte ZmPto-Transkriptmengen wurden in Seide detektiert. Die

für die Phosphorylierungsaktivitäten im in-gel Assay bestimmte Größe von 35 kDa

(3.3.4.2.4.) korreliert nicht mit der Größe des abgeleiteten ZmPTO-Proteins von 96 kDa. Da

außerdem auch in Pollenprotein diese 35 kDa-Aktivität nachgewiesen wurde, muß davon

ausgegangen werden, dass ein oder mehrere weitere Phosphorylierungspartner von ZmPTI1

existieren und das klonierte ZmPTO höchstens mittelbar mit der Phosphorylierung von

ZmPTI1 in Verbindung steht. Dies ist insbesondere deshalb anzunehmen, weil die aus Nort-

hern Analysen abgeleitete die Lokalisation von ZmPTI1 (3.3.3.3.) und der putativen ZmPTO

nicht übereinstimmt. Ob es trotzdem in vitro bzw. in vivo eine funktionelle Interaktion zwi-

schen ZmPTI und der von M. Rose klonierten ZmPTO gibt, ist Fragestellung von gegenwär-

tig durchgeführten Experimenten.

Im in-gel Assay wurden neben Kinaseaktivitäten in Pollen und Seide auch Hinweise auf eine

ZmPTI1-phosphorylierende Kinaseaktivität in Gesamtprotein aus sieben Tage alten Wurzeln

gefunden. Es ist deshalb denkbar, dass sich die ZmPTI1 Funktion nicht nur auf Pollen, son-

dern auch auf Wurzeln erstreckt. Dieses könnte z.B, eine Funktion des ZmPTI1 beim gene-

rellen Wachstumsprozessen sein. Zwar konnten in kompletten jungen Wurzeln weder

ZmPti1-homologe Transkripte (3.3.1.1.) noch ZmPTI1-Proteine (3.3.3.3.) nachgewiesen wer-

den, dies könnte jedoch an einer nur auf die meristematische oder Elongations-Zone be-

schränkten ZmPTI-Expression liegen.

Anhaltspunkte für weitere Prozesse, an denen ZmPTI1 beteiligt sein könnte, sind im Zu-

sammenhang mit Calcium als second messenger im Pollen und Pollenschlauch zu sehen.
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Eine lokal begrenzte Erhöhung der Calciumkonzentration im Bereich der Penetrationsstelle

des Stigmas (ELLEMANN und DICKINSON, 1999) zeigt Parallelen zu einer Akkumulation von

Calcium in Folge eines Pathogenbefalls. Diese ist Voraussetzung für die Einleitung einer

Pathogenabwehr (NÜRNBERGER und SCHEEL, 2001). Außerdem sind Hinweise auf die Betei-

ligung von calciumabhängigen Rezeptorkinasen an der Reorientierung des wachsenden

Pollenschlauchs und der Regulation seiner Wachstumsgeschwindigkeit gefunden worden

(PIERSON et al.,1996; MALHÓ und TREWAVAS, 1996).

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine erste Charakterisierung der ZmPTI1-Kinase. Die tat-

sächliche Funktion und Bedeutung dieses Proteins für die Pollenkeimung ist immer noch

unklar. Weiterführende zukünftige Experimente müssen deshalb zeigen, für welche Prozesse

ZmPTI1 in Mais und PTI1-Kinasen allgemein notwendig sind.
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4.4. Ausblick

Die transgenen PTGS-Pflanzen sind ein gutes System zur weiteren Charakterisierung der

ZmPTI1-Funktion. Neben in vitro Untersuchungen an transgenen Pollen bieten sie die Mög-

lichkeit, das Pollenschlauchwachstum und die Befruchtung in planta zu analysieren.

Wertvolle Hinweise auf Signaltransduktionsprozesse, an denen ZmPTI1 beteiligt ist, könnten

Lokalisationsstudien in keimenden Pollen liefern, die mit einem ZmPTI1-GFP-Fusions-

konstrukt transient transformiert wurden.

Weitere Anhaltspunkte zu Interaktions- und Phosphorylierungspartnern von ZmPTI1 könnten

durch quantitative Co-Immunpräzipitation mit Proteinen erhalten werden, die aus Pollen,

Seide oder Wurzeln isoliert wurden. In diesem Zusammenhang bieten sich auch Experi-

mente an, die auf dem Two Hybrid System basieren.

Möglicherweise könnte ZmPTI1 auch am Wachstum von Wurzeln beteiligt sein. Deshalb wä-

re es interessant, detailierter nach einer ZmPTI1 Expression in Wurzeln zu suchen.

Trotz der in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse zur Bedeutung des ZmPti für die Pollinie-

rung sollte bei zukünftigen Experimenten nicht vollständig außer Acht gelassen werden, dass

ZmPti1 oder ein dazu ähnliches Gen auch in pathogenabhängigen Signalwegen des Mais

eine Rolle spielen könnte.

Ferner könnten weitere Promotorstudien Fragen hinsichtlich der starken Expression des

ZmPti1-Gens in Pollen beantworten und klären, ob die großen Transkriptmengen auf hohe

RNA-Stabilität und geringen turnover zurückzuführen sind. Weitere Hinweise auf die Regula-

tion der Expression könnten auch Western Analysen mit in vitro und in planta keimenden

Pollen liefern.
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5. Zusammenfassung
In dieser Arbeit sollten Gene aus Mais identifiziert und charakterisiert werden, die für die

Pollenfertilität essentiell und an Prozessen der Pollinierung beteiligt sind. Die hieraus ge-

wonnenen Erkenntnisse sollen das Verständnis der molekularen Vorgänge und Regulati-

onsmechanismen bei der sexuellen Fortpflanzung von Samenpflanzen vertiefen.

Mit dem Ziel solche Gene zu identifizieren, wurden durch verschiedene subtraktive Hybridi-

sierungen die Genexpressionsmuster der aufgrund defekter Flavonolbiosynthese männlich

sterilen Maismutante white pollen (whp) und eines fertilen Wildtyps miteinander verglichen.

Dabei konnten jedoch keine differentiell exprimierten Gene gefunden werden. Dieses läßt

vermuten, dass ein Verlust der Flavonolbiosynthese in der whp-Mutante nicht zu dramati-

schen Änderungen des Expressionsmusters pollenspezifischer Gene führt. Allerdings konnte

im Zuge dieser Experimente eine cDNA-Sequenz identifiziert werden, die ein sehr stark pol-

lenspezifisch exprimiertes Gen mit hoher Homologie zum Pti1-Gen aus Tomate (Pto Inter-

actor 1; LePti1) repräsentiert. Das LePti1 aus Tomate codiert für eine Serin/Threonin-

Proteinkinase, die Teil einer Signaltransduktionskette ist. Diese vermittelt die Resistenz ge-

genüber dem Pathogen Pseudomonas syringae in grünen Geweben. Ausgehend von der

These, dass grundsätzliche Parallelen zwischen Vorgängen der Pathogenabwehr und Pro-

zessen der Pollinierung bestehen, wurde das Pti1-homologe Maisgen (ZmPti1) und seine

Funktion im Pollen weiter untersucht.

Das in dieser Arbeit vollständig sequenzierte ZmPti1-Gen ([AY554283]) ist die erste in Mais

gefundene PTI1-ähnliche Kinase und liegt als Einzelkopie, maximal in zwei Genkopien im

Maisgenom vor. In transienten Studien mit unterschiedlichen Bereichen des ZmPti1-Promo-

tors konnte eine hohe pollenspezifische Präferenz der Genexpression gefunden werden. In

Northern Analysen wurde diese sehr starke und gewebespezifische Expression des ZmPti1-

Gens mit einem Anstieg der ZmPti1-Transkriptmenge im Verlaufe der Pollenentwicklung bis

hin zur Reife bestätigt. Mit einem gegen ZmPTI1 gerichteten polyklonalen Antikörper konnte

das ZmPti1-Genprodukt dementsprechend ausschließlich in Pollen nachgewiesen werden.

Die von zwei isolierten kompletten ZmPti1-cDNAs ([AY554281], [AY554282]) abgeleitete

Aminosäuresequenz weist die charakteristischen Sequenzmerkmale der Proteinkinase-

Familie mit Serin/Threonin-Spezifität auf und zeigt Homologien zu zahlreichen anderen PTI1-

Homologen aus Pflanzen.

In Kinase Assays mit rekombinant überexprimiertem ZmPTI1 konnte gezeigt werden, dass

ZmPTI1 Autophosphorylierungsaktivität besitzt, die durch den Austausch des hochkonser-
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vierten Lysin100 gegen Asparagin verloren geht. In Kinase Assays mit überexprimiertem

ZmPTI1 wurden durch Co-Präzipitation aus Gesamtprotein Hinweise auf die Existenz von

ZmPTI1-phosphorylierenden Kinasen in Pollen- und Seideprotein erhalten. In in-gel Assays

konnten ebenfalls ZmPTI1-phosphorylierende Aktivitäten in Pollen- und Seideprotein gefun-

den werden. Zusätzlich wurde eine solche Aktivität in Wurzelprotein nachgewiesen.

In post-transcriptional gene silencing (PTGS) Ansätzen zum funktionellen Ausschalten des

ZmPti1-Gens wurden 20 stabil transformierte knock out Linien erhalten, deren Pollenfertilität

eingeschränkt ist. Dieses konnte durch Kreuzungsversuche und Analyse der Nachkommen

bewiesen werden. Die Auswertung von 180 F1-Nachkommen zeigte, dass der PTGS-

transgene F0-Pollen in seiner Fertilität stark beeinträchtigt war, da das Transgen über den

Pollen nur vermindert an die nachfolgende Generation weitergegeben wurde. Die Analyse

von 96 F2-Nachkommen läßt darauf schließen, dass der PTGS-Effekt in Pollen der F1-

Generation zu einem nahezu vollständigen Verlust der Pollenfertilität führte. Der dem Verlust

der Pollenfunktion zugrunde liegende Mechanismus ist noch unklar.

Die durchgeführten Analysen deuten jedoch darauf hin, dass ZmPti1 eine essentielle Funkti-

on bei der Ausbildung fertilen Pollens und/oder während der Pollinierung besitzt. Die hohe

Homologie von ZmPTI1 zu LePTI1, einer Komponente eines Signaltransduktionswegs zur

Pathogenabwehr in Tomate, macht eine Funktion von ZmPTI1 in einer vergleichbaren Sig-

nalkaskade im Pollen wahrscheinlich. Auf Grundlage der in der Literatur diskutierten Ligand-

Rezeptor-Modelle und der Analogie zwischen Prozessen der Interaktion zwischen Pathogen

und Wirt und den Vorgängen bei der Pollinierung, könnte die Erkennung eines extrazellulä-

ren Liganden durch eine upstream von ZmPTI1 stehende Rezeptorkinase oder einen Re-

zeptorkomplex zur Phosphorylierung von ZmPTI1 führen. Anhaltspunkte für die Existenz von

Kinasen, die ZmPTI1 trans-phosphorylieren, konnten in der vorliegenden Arbeit gefunden

werden. Da die ZmPTI1 phosphorylierenden Kinaseaktivitäten nicht nur in Pollen, sondern

auch in Seide und Wurzel gefunden wurde, wäre z.B. auch eine Funktion von ZmPTI1 bei

der generellen Regulation von Prozessen des Streckungswachstums oder des polaren Spit-

zenwachstums vorstellbar.

In dieser Arbeit konnte erstmals in Mais eine Serin/Threonin-Proteinkinase der PTI1-Familie

identifiziert werden. Im Gegensatz zu den bisher bekannten Funktionen dieser Genfamilie in

anderen Pflanzen scheint ZmPTI1 in Mais für die Fertilität des Pollens von großer Bedeutung

zu sein. Weitere Analysen im Hinblick auf die Isolierung von upstream und downstream

Phosphorylierungspartnern, die Lokalisation von ZmPTI1 sowie in vitro und in vivo Untersu-

chung von PTGS-transgenen Pollen können zukünftig dazu beitragen die Mechanismen, an

denen ZmPTI1 beteiligt ist, weiter aufzuklären.
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