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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund der Arbeit

1.1.1 Sekundarmetabolite

Die erfolgreiche Behauptung von Pflanzen in der Evolution ist in ihrer Fahigkeit
begrindet, dynamisch auf die Herausforderungen der Umwelt zu reagieren. Diese
Fahigkeit zur Anpassung beruht auf der Modulierung von Syntheseraten,
differenzierter Einlagerung und praziser Steuerung des Umsatzes von sogenannten
Sekundarmetaboliten. Der Terminus Sekundarmetabolit kann irrefihrend sein, denn
in der Vergangenheit wurden diese Verbindungen falschlicherweise als
Abfallprodukte des primaren Stoffwechsels betrachtet und ihnen wurde eine geringe
oder gar keine Bedeutung innerhalb des Metabolismus und fiir die Entwicklung von
Pflanzen zugemessen. Inzwischen ist es klar, dass die Sekundarmetabolite in
Pflanzen wichtige Rollen in der Entwicklung spielen, Schutzfunktionen tragen und der
Kommunikation dienen. Dies sind nur einige der bekannten Aspekte, viele weitere
Funktionen werden in Zukunft noch aufgedeckt werden. Sekundarmetabolite
unterscheiden sich klar von Produkten und Intermediaten des Primarstoffwechsels
und sind extrem variant. Mehr als 15.000 verschiedene Sekundarmetabolite
verschiedenster Substanzklassen wurden inzwischen identifiziert und teilweise
funktionell charakterisiert. Es wird angenommen, dass dies nur einen Bruchteil von
etwa 5-10% der Verbindungen darstellt, die tatsachlich in der Natur vorkommen
(Wink, 1988). Viele Substanzklassen sind spezifisch wenige Familien von Pflanzen,
manche wurden sogar bislang nur in einzelnen Spezies entdeckt.

Die biochemische Entwicklung der Pflanzen spiegelt deren Differenzierung im Laufe
der Evolution wieder und ist ein Grund fir die enorme Vielfalt pflanzlicher
Sekundarmetabolite, wie sie im breiten Spektrum heutiger Landpflanzen zu finden
ist.

1.1.2 Biochemische und molekulare Evolution

Spezies entwickeln sich im Laufe der Evolution nicht in Isolation, sondern in
Interaktion mit der Umwelt und anderen Spezies (Swain, 1986). Die Differenzierung
biochemischer Interaktionen spielt bei der Entwicklung von Landpflanzen eine
entscheidende Rolle.

Daher verlief die biochemische Entwicklung der Pflanzen parallel mit der
evolutiondren Spezialisierung. Die enorme strukturelle Vielfalt der pflanzlichen
Sekundarmetabolite liegt in der Notwendigkeit zahlreicher spezifischer Funktionen.
Sekundarmetabolite regulieren Entwicklung, Wachstum, dienen dem Schutz vor UV-
Strahlung, Herbivoren, Pathogenen und stellen wichtige Signalmolekile dar. Es
entwickelten sich hochvariante Gruppen von Metaboliten. Ein Beispiel der weit
differenzierten Funktion stellen Sekundarmetabolite in ihrer Aufgabe der Verteidigung
von Pflanzen dar. Pflanzen schiitzen sich effektiv gegen Herbivoren, Pilze, Bakterien
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Einleitung

und weitere Pathogenen mit Hilfe verschiedenster Substanzklassen. Neben den
praformierten Barrieren wird dies eindrucksvoll demonstriert durch die Entwicklung
von cyanogenen  Glukosiden, Glukosinolaten, Alkaloiden, phenolischen
Verbindungen, Terpenen und Phytoalexinen. Eine provokante These in diesem
Zusammenhang erklart den Niedergang der Dinosaurier mit der Evolution der
Alkaloide in friihen Blutenpflanzen der Kreidezeit, da heutige Reptilien ebenso nicht
in der Lage sind, anhand des Geschmacks toxische Alkaloide zu erkennen (Swain,
1981).

Ein Beispiel der Evolution einer Klasse von Sekundarmetaboliten stellen die
Flavonoide aus der Klasse phenolischer Verbindungen dar. Basierend auf den gut
untersuchten biosynthetischen Stoffwechselwegen wird angenommen, dass sich die
unterschiedlichen Flavonoid-Gruppen mit ansteigender struktureller Komplexitat in
einer Reihe von evolutiondren Ereignissen nacheinander entwickelten (Swain, 1986).
Die einfachsten Verbindungen wie Flavanone entstanden in den ersten Organismen,
die in der Lage waren, Photosynthese durchzufiihren, dagegen sind die komplexen
Verbindungen wie Anthocyane ein Merkmal evolutionar jungerer Taxa. Im Laufe
dieser Entwicklung erforderte die Evolution friher vaskularer Systeme in Pflanzen die
Biosynthese von Lignin und damit die ersten Synthesen von Zimtsaurederivaten. Die
nachste Stufe stellte das Erscheinen von Flavonolen in Farnen dar, Vorstufen der
FraBinhibitoren Proanthocyanidine oder Tannine. Eine letzte Schwelle wurde mit der
Synthese farbiger Pigmente in Angiospermen erreicht, Anthocyanine, Chalcone und
Aurone, die z.B. wichtige Rollen bei der Attraktion von Pollinatoren spielen (Cooper-
Driver und Bhattacharya, 1998).

Mit dieser biochemischen Evolution geht die Entwicklung der Enzyme der
Synthesewege einher. Ein frihes Modell (Horowitz, 1945) erklart die Entstehung
metabolischer Wege durch den schrittweisen Erwerb von Enzymen im Laufe der
Evolution. Alternativ wird die Entstehung durch einen "Flickwerk-Mechanismus"
(Jensen, 1976) diskutiert, nach dem Stoffwechselrouten urspriinglich durch primitive
Enzyme mit breiter Substratspezifitdt zusammengesetzt wurden. Nach Gen-
Duplikation divergieren die Enzyme und die Spezifitat wird langsam erhoht.
Ausgehend von einem gemeinsamen Vorfahren kann sich so entsprechend den
Erfordernissen des Selektionsdrucks eine enorme Variation entwickeln. Die Funktion
eines Enzyms ist somit Folge der Selektion wahrend der Entwicklung und direkt
gekoppelt an die Varianz der Sequenz. Das Resultat der Evolution ist die
beobachtete Vielfalt an Stoffwechselwegen, mit deren Hilfe heutige Pflanzen
Sekundarmetabolite einer enormen strukturellen Bandbreite erzeugen. Funktionen
von Sekundarmetaboliten wurden aus unterschiedlichsten Motivationen in
zahlreichen Pflanzen untersucht. Zur Untersuchung grundsatzlicher, im
Pflanzenbereich weit verbreiteter Mechanismen der Synthesewege und der
Funktionen ihrer synthetisierten Verbindungen eignen sich jedoch die meisten
Pflanzen nicht wegen ihrer hohen Komplexitat der Sekundarmetaboliten-Muster. Ein
geeignetes Modellsystem bringt viele Vorziige. Fokussierung wissenschaftlicher
Anstrengungen auf einen Modellorganismus hat den Vorteil, dass die Resultate und
Aufdeckung von Zusammenhangen leichter miteinander kombiniert werden kénnen.
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1.1.3 Arabidopsis thaliana (A. thaliana) als Modellsystem

A. thaliana wurde bereits 1907 in ersten biologischen Experimenten eingesetzt
(Laibach, 1907), in denen gezeigt werden konnte, dass die Anzahl der
Chromosomenpaare in A. thaliana im Vergleich zu anderen Pflanzen mit funf
vergleichsweise niedrig war. Eine ganze Reihe von Eigenschaften machten sie zu
einer wichtigen Modellpflanze in der heutigen Wissenschaft. Diese sind ein kurzer
Lebenszyklus der diploiden, selbstbefruchtenden Pflanze, die hohe Menge an
Samen, der geringe Platzbedarf und die niedrigen Anforderungen fur die
Kultivierung, die natirliche groRe Varietat zahlreicher Okotypen, die problemlose
Generierung transgener Linien und die Verfligbarkeit mutagenisierter Populationen.
Erneut war es Friedrich Laibach, der diese Vorzlige beschrieb (Laibach, 1943) und
bereits sehr friih das Potenzial von A. thaliana als genetischem Modellorganismus
erkannte. Eine der wichtigsten Tatsachen aber ist, dass A. thaliana das kleinste
Kern-Genom blihender Pflanzen besitzt (Bennett et al, 1976), das zudem
annahernd vollstandig sequenziert wurde (www.arabidopsis.org). Dennoch hat die
Verwendung von Modellsystemen wie A. thaliana auch einen Nachteil, denn durch
die Reduktion der biologischen Komplexitat konnen keine Informationen Uber
spezielle Differenzierungen gewonnen werden und nicht alle hier erhaltenen
Einsichten missen grundsatzlich vollstandig auf andere Pflanzen Gbertragbar sein.

1.1.4 Klassen von Sekundarmetaboliten in A. thaliana

Gerade in Hinsicht auf die Analyse von Sekundarmetaboliten ist A. thaliana wertvoll,
da die oben beschriebene Komplexitat im Pflanzenreich in A. thaliana deutlich
reduziert ist. Im Vergleich zu den Uber 15.000 bereits identifizierten
Sekundarmetaboliten wurden fiir A. thaliana nur 36 beschrieben (Chapple, 1994). In
der Zwischenzeit kamen zwar noch weitere Verbindungen hinzu (Hagemeier et al.,
2001; P. Bednarek, MPI fur Zichtungsforschung, pers. Mitteilung). Es zeigte sich
jedoch, dass in A. thaliana alle bekannten Sekundarmetabolite in vier Klassen
gruppieren. Glukosinolate und weitere indolische Verbindungen stellen beide
wichtige Sekundarmetaboliten zum Schutz der Pflanze vor Pathogenen (Fralfeinde,
Pilze und Mikroben) dar. Flavonoide sind wichtige Signalmolekile und UV-Schutz-
Verbindungen. Hydroxyzimtsaure-Verbindungen, Ligninvorstufen und Vorlaufer
phenolischer, Zellwand-gebundener Substanzen spielen nicht nur in der Entwicklung
eine essentielle Rolle, sondern sind ebenfalls wichtig flr den Schutz der Pflanze und
die Abwehr von Pathogenen. Da die beiden letzten Klassen, die Flavonoide und
Phenylpropane, einen Kernpunkt dieser Arbeit darstellen, wird auf besondere
Erlduterung der Funktionen von Glukosinolaten und den weiteren indolischen
Verbindungen an dieser Stelle verzichtet.
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Die Aufgaben von Flavonoiden

Flavonoide sind Verbindungen, die sich aus mehreren aromatischen Phenylringen
zusammensetzen, haufig verknipft Uber Kohlenwasserstoffketten mit konjugierten
Doppelbindungen oder Uber einen assoziierten Pyrrolring mit weiteren Keto- und
Hydroxy-Funktionen. Ergebnis ist oft ein Cumarin-dhnliches Grundgerist, das
vielfach und komplex substituiert sein kann. Diese Struktur bedingt, dass Flavonoide
Licht bis in den sichtbaren Bereich hinein absorbieren kdénnen. Mehr als 4000
Flavonoide wurden bereits aus vaskularen Pflanzen und Bryophyten isoliert
(Harborne, 1988) und stellen haufig farbige Pigmente dar, die in Bliten genutzt
werden, um Pollinatoren anzulocken, und die in anderen Geweben Schutzfunktionen
ausuben, wie Schutz vor Herbivoren (Dixon et al., 1983), als UV-Filter (Stafford,
1991) und als Anti-Oxidantien oder Radikalfanger (Rice-Evans et al., 1997).
Signalstoffefunktionen wurden ebenfalls bereits beschrieben, z.B. Signale zur
Induktion bakterieller Nodulatoin (Spencer und Towers, 1988) und weiter
Schlusselrollen in Pflanzen-Mikroben Interaktionen (Winkel-Shirley, 2001). Auch
wurde fur Flavonoid-Glukoside eine Rolle als Modulatoren der Zellteilung (Woo et al.,
1999) und als Regulatoren des Auxin Transports nachgewiesen (Jacobs und Rubery,
1988).

Die Aufgaben von Hydoxyzimtsaure-Derivaten

Der Term Hydroxyzimtsaure-Derivat erfasst eine Klasse von Verbindungen mit einem
offenkettigen Phenylpropan-Grundgerist, das verschiedenste Ring-Hydroxylierungen
und -Methoxylierungen tragt. Diese Klasse ist ubiquitar in héheren Pflanzen vertreten
(Bate-Smith, 1962), und es wurden bereits mehrere tausend Phenylpropan-
Strukturen  aufgeklart. Bestimmte  Verbindungsgruppen mit  spezifischen
Substitutionsmustern kénnen aber auf einzelne Arten oder Spezies beschrankt sein.
Lignin ist nach Zellulose das zweithaufigste Biopolymer der Erde (Boudet, 1998) und
wird aus den drei Monolignolen 4-Hydroxyphenyl-, Guaiacyl- und Syringyl-Resten
durch radikalische Polymerisierung unterschiedlicher Mengen an 4-Cumaroyl-,
Coniferyl- und Sinapoyl-Alkohol aufgebaut. Alle diese Vorstufen werden ausgehend
von dem Grundmolekil 4-Cumarsaure synthetisiert. Die Bedeutung von Lignin liegt
in dem Erhalt struktureller Stabilitat und ist wahrscheinlich eines der wichtigen
Merkmale, das (Land)-Pflanzen sich in der Evolution aneignen mussten, um den
Ubergang aus dem Wasser zu vollziehen. Lignin-Einlagerung findet nur in sehr
limitierten Zelltypen statt, wie den Tracheen im Xylem und dem Sklerenchym, selbst
dort ist sie nur in den sekundaren Zellwanden zu finden. Durch die hydrophoben
Eigenschaften ist Lignin ebenfalls wichtig fir den Wassertransport, der Uber die
Leitbindel ablauft. Daher ist die Regulation der Ligninbiosynthese auch von
entscheidender Bedeutung fir das Pflanzenwachstum und die Entwicklung (Lee et
al., 1998). Neben der Biosynthese von Lignin sind Hydroxyzimtsaure-Derivate
Bestandteile unléslicher Polymere wie Cutin oder Suberin (Riley und Kolattukudy,
1975) oder Polysacchariden in Zellwandfraktionen (Fry, 1986). Sowohl den
konjugierten als auch freien Derivaten werden zahlreiche biologische Funktionen
zugeschrieben. Weitere Funktionen der Phenylpropane bestehen in Phytoalexinen,
Abwehr und Schutz-Verbindungen, Vernetzung und Stabilisierung der Zellwand
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sowie Neusynthese von Zellwandmaterial bei Pathogen-Befall und dem UV-Schutz
(Harborne, 1980).

1.1.5 Der allgemeine Phenylpropanstoffwechsel

Die beiden Verbindungsklassen der Flavonoide und Zimtsdure-Derivate werden
ausgehend von einem zentralen Pflanzenstoffwechsel synthetisiert, dem allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsel, dessen Modell im Folgenden kurz beschrieben wird. Die
Verbindung Phenylalanin, das Uuber den Shikimat-Stoffwechsel eingespeist wird, wird
in einer ersten Reaktion, katalysiert von der Phenylalanin-Ammonium Lyase (PAL),
desaminiert, es entsteht Kaffeesdure. Diese wird im zweiten Schritt von einem
membranverankerten P450-Enzym (Kaffeesaure-4-Hydroxylase, C4H) in para-
Position zu 4-Cumarsaure hydroxyliert.

Die 4-Cumarsaure stellt in diesem Stoffwechsel nun ein wichtiges, zentrales
Intermediat dar, da ausgehend von dieser Verbindung die zwei
Unterstoffwechselwege zur Synthese von Flavonoiden und der Synthese von
Ligninvorstufen und phenolischen Verbindungen abzweigen.

Die 4-Cumarat:CoA Ligasen in A. thaliana (At4CLs)

Das Enzym 4-Cumarat:CoA Ligase (4CL; EC6.2.1.12) ist das letzte Enzym des
allgemeinen Phenylpropanstoffwechsel-Kerns. Allgemein gesehen katalysiert das
Enzym die Bildung von Coenzym A-Thioestern der 4-Cumarsaure und weiteren
Hydroxy- und Methoxy-Derivaten der 4-Cumarsaure. Es gehort zur Klasse der
Adenylat-bildenden Enzyme, die einen gemeinsamen Reaktionsmechanismus
besitzen. Der Bildung eines Adenylat-Substrat Intermediates in Gegenwart von ATP
und Mg2+ folgt die Veresterung mit Coenzym A, (CoA Ligasen), 4'-Phosphopanthein
(Peptid Synthasen) oder die Oxydation durch molekularen Sauerstoff (Luziferasen)
(Cukovic et al., 2001).

Zu Beginn der Arbeit waren drei Enzyme bekannt, die in A. thaliana diese
Reaktionen katalysieren kénnen, At4CL1, At4CL2 und At4CL3. Basierend auf
Expressions-Untersuchungen und heterologer Expression der Enzyme in E. coli mit
Charakterisierung der Enzymeigenschaften wurde ein Modell postuliert, nach dem
die At4CLs an spezifischen Positionen des Phenylpropanstoffwechsels die
Aktivierung der 4-Cumarsaure und ihrer bevorzugten Derivate katalysieren. Diese
und die weiteren Informationen zu der Gruppierung der At4CLs im allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsel und in den abzweigenden Asten entstammen der
Publikation Ehlting et al. (1999).

Fur At4CL3 wurde eine Funktion am Eintrittspunkt des Flavonoid-Stoffwechsels
postuliert, wahrend Af4CL1 und Af4CL2 mit 4-Cumarsaure und ihren Derivaten
Vorstufen der Ligninbiosynthese aktivieren. Da es sich hier um zentrale
Schlisselpositionen innerhalb des Stoffwechsels handelt, ist sowohl die Gewebe-
spezifische als auch Stimulus-spezifische Regulation der Transkription von grof3er
Bedeutung. Die Position von Af4CL3 wurde vorgeschlagen, nachdem mRNA
Akkumulation nach UV-Perzeption sowie in Blitengewebe detektierbar war. Dies
sind Bedingungen, unter denen die Flavonoid-Biosynthese wichtige Funktionen
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innehat. Bereits friih konnte schon gezeigt werden, dass Flavonoid-Stoffwechselweg-
Gene durch UV-Licht und pilzliche Elicitoren transkriptionell aktivierbar waren
(Hahlbrock und Scheel, 1989). Da aber in A. thaliana keine Phytoalexine bekannt
sind, die Uber den Flavonoid-Stoffwechselweg synthetisiert werden, ist auch kein
Einfluss von Pathogenen oder einem pilzlichen Elicitor zu erwarten.

Die Akkumulations-Muster der mRNA von At4CL1 und At4CL2 setzen sich hiervon
klar ab. Beide sind aktiv in ligninifizierendem Gewebe sowie durch Verwundung oder
Pathogenbefall transkriptionell induziert. Daher wurde eine Aufgabe in der Synthese
von Vorlaufern der Ligninbiosynthese und weiterer Zellwand-gebundener
Phenylpropane vorgeschlagen.

In der folgenden Abbildung 1 ist das Schema des metabolischen Netzwerks des
allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels dargestellt, dem die eben beschriebenen
Daten zugrunde lagen.

|
| Phenylalanin |
' |
|
| l PALs :
: Zimtsaure :
I lC4H | Monolignole
| 4CL3 4CL1 |
: 4-Cumaroyl-CoA <4— 4-Cumarsdure = — 4-Cumaroyl-CoA :—» (H)\
it4 l CHS l l
4CL2/4CL1
Chalcon Kaffeat —> Caffeoyl-CoA —»
l l l Lignine,
4CL1 Zellwand-
Flavanon Ferulat — Feruloyl-CoA —» G gebundene
phenolische
i fah1-2l F5H Verbindungen
4CL?
u.a. Anthocyanine 5-Hydroxyferulat — 5-Hydroxyferuloyl-CoA—>
Flavonoide l l

Sinapat Sinapoyl-CoA —» S j

Abbildung 1: At4CLs, Pfortner im postulierten Netzwerk des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels.

Die mutmallichen Positionen der 4CLs, basierend auf in vitro Daten, sind in diesem
Modell des A. thaliana Phenylpropanstoffwechsels sowie den angrenzenden
Stoffwechselwegen zu den Flavonoiden und den Ligninen und Zellwand-gebundenen
phenolischen Verbindungen dargestellt. Ebenso abgebildet sind die Positionen
weiterer Einzelkopie-Gene, die bereits kloniert sind und deren Funktion schon
aufgeklart wurde. Mit einem gestrichelten Block umrandet ist der Kern des
Phenylpropanstoffwechsels bis zu den Abzweigungen in die Unterstoffwechselwege.
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Ausgehend von einem zentralen pflanzlichen Sekundarstoffwechsel katalysieren die
At4CLs postulierte Schlisselpunkte des Metabolitenflusses, der in zwei sehr
unterschiedliche Unterstoffwechselwege abzweigt, weiter sind ihre
Enzymeigenschaften bereits gut charakterisiert, und die einzelnen Mitglieder zeigen
spezifische Substratpraferenzen. Umfangreiche in vitro Informationen untermauern
das in Abbildung 1 dargestellte Modell des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels
mit dieser im Kern liegenden Multigen-Familie. All dies macht die At4CLs zu
hochinteressanten, vielversprechenden Enzymen, um mit der Aufklarung ihrer in vivo
Funktionen weitere grundlegende Einsichten in zwei fast ubiquitéare pflanzliche
Sekundarstoffwechselwege zu gewinnen.

Verstandnis der Stoffwechselwege und der Funktionen ihrer Intermediate und
Endprodukte sowie der Enzyme, die fir deren Biosynthese verantwortlich sind, kann
die gezielte Manipulation dieser Wege ermdglichen, um dkonomisch oder
medizinisch wertvolle Sekundarmetaboliten zu erzeugen, die Resistenz der Pflanze
gegenlber biotischen und abiotischen Stressoren zu erhéhen, physikalische,
anwendungsbezogene Eigenschaften zu &andern, die z.B. die Verarbeitung
erleichtern oder weitere Méglichkeiten zu eréffnen.

1.1.6 Manipulation von Stoffwechselwegen

Biochemische Charakterisierung und weitere molekularbiologische und Expressions-
Analysen sind der erste Schritt in der Aufklarung der Funktionen des von einem
untersuchten Gen kodierten Proteins. Entscheidend aber fir Einsichten in die
Funktionsweise von Stoffwechselwegen sind die in vivo Funktionen der Enzyme, aus
denen sich diese Wege zusammensetzen. Manipulation der Stoffwechselwege oder
der Funktion individueller Enzyme kann auf mannigfaltige Weise geschehen.

Die vier Ebenen, auf denen solche Manipulationen stattfinden kénnen, werden im
Folgenden kurz umrissen, da die Wahl einer geeigneten Methode zur spezifischen
Beeinflussung des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels in A. thaliana einen
Kernpunkt dieser Arbeit darstellte und wahrend der gesamten Zeit mogliche
Alternativen zu der eingesetzten Methode betrachtet wurden.

Die alteste Strategie nutzt die natirliche Variation des Genoms verschiedener
Kultivare oder Okotypen (in A. thaliana). Vergleiche kénnen hier zu der Isolierung
natlrlich vorkommender Mutanten flhren. Ein prominentes Beispiel direkt aus A.
thaliana stellt die ldentifikation des erecta-Allels dar, einer Mutation mit starkem
morphologischem Phanotyp, die durch Vergleiche der zwei Okotypen Landsberg
erecta und Columbia-0 identifiziert und charakterisiert wurde. Mehr als 50.000
Polymorphismen oder Einzelnukleotid-Austausche sind inzwischen bekannt.

Eine Methode, die sich auf endogene Mechanismen der DNA-Reparatur und
naturliche, wahrend der Zellteilung vorkommende Ereignisse stltzt, ist die homologe
Rekombination, mit deren Hilfe gezielt durch Einbringen manipulierter DNA
homologe Bereiche im Genom ausgetauscht werden kénnen. Das Ergebnis ist ein
Bereich mit veranderter Funktionalitdt. Obwohl diese Strategie in vielen
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Modellorganismen (Maus und Drosophila) weit fortgeschritten ist und erfolgreich
praktiziert wird, konnte bislang in nur einer niederen Pflanze (Physcomitrella patens)
der Erfolg dieses Systems gezeigt werden. In A. thaliana liegt die Effizienz mit 0.1 bis
1 Promille deutlich unter dem Schwellenwert fiir praktische Anwendungen.

Die direkte, ungerichtete Veranderung des Erbguts wurde mit A. thaliana-Samen
unter Einsatz verschiedenster mutagenener Methoden bereits sehr friih durchgefiihrt.
Als Beispiel physikalischer Mutagenisierung sei hier als Erstes die Réntgenstrahlung
genannt, mit der schon 1947 erfolgreich Mutationen in A. thaliana induziert wurden
(Erna Reinholz, Primarliteratur nicht vorliegend, zitiert in: Meyerowitz et al., 2001).
Die Chemikalie Ethylmethansulfonat (EMS) wird heute breit zur Erzeugung chemisch
induzierter, ungerichteter Mutationen eingesetzt. Einzelnukleotid-Austausche sind
hier die Basis fir subtilere Mutanten mit veranderter Expression oder Funktion,
Nullmutationen sind daher nicht die Regel. Transposons, Gene, die in der Lage sind,
ihre Position im Genom autonom zu verandern, wurden in Mais bereits sehr frih
beschrieben (McClintock, 1951). Kodiert der Bereich, in dem nach der Transposition
ein solches Element landet, flr ein Gen, so ist dieses mit hoher Wahrscheinlichkeit
durch die Insertion inaktiviert. Das erneute Herausspringen des Transposons kann
unter Umstanden einen sogenannten footprint oder einzelne Nukleotid-Austausche
an der Stelle hinterlassen, an der es sich zuvor befand, diese konnen ebenfalls die
Aktivitat des betreffenden Gens oder des davon kodierten Proteins verandern. Da in
A. thaliana bislang keine endogenen Transposons entdeckt wurden, bestand ein
Ansatz darin, Elemente aus Mais, wie das En-1 autonome Transposon, in A. thaliana
zur Mutagenisierung zu nutzen (Wismann et al., 1998).

Einen indirekten, aber gerichteten Ansatz zur Erzeugung von Mutanten stellen
posttranskriptionelle Methoden der Manipulation auf der Ebene der mRNA dar.
Hierbei wird eine Duplexbildung bereits transkribierter mRNA mit artifizieller,
komplementarer gegenlaufiger RNA genutzt ("antisense"-Suppression). Die Duplex-
RNA kann an den Ribosomen nicht in Protein Gbersetzt werden, Ergebnis ist je nach
Effizienz der Expression der komplementdren RNA eine mehr oder weniger starke
Unterdrickung der Proteinsynthese. Ein strategisch ahnlicher Ansatz, dessen
Funktionsweise noch nicht vollstandig aufgeklart ist, stellt RNAi (RNA-interference)
dar, wobei eine im Vergleich zu der "antisense"-Suppression hdhere, aber immer
noch nicht vollstandige Unterdrickung der Proteinsynthese erreicht wird
(Waterhouse et al., 1998). Diese Methode ist daher nicht zur sicheren Generierung
von Nullmutanten geeignet und birgt im Gegenzug das potentielle Risiko, alle
sequenzahnlichen Gene zu beeinflussen (P. Waterhouse, pers. Mitteilung).

Der Vollstandigkeit halber werden im Folgenden kurz weitere Methoden der
Manipulation der Enzymaktivitat beschrieben, die jedoch keinen direkten Einfluss auf
den praktischen Teil dieser Arbeit hatten.

Auf der Ebene bereits translatierter, enzymatisch aktiver Proteine wurde im
Zusammenhang mit dem Phenylpropanstoffwechsel der Einsatz synthetischer, nicht-
physiologischer Analoga der Substrate Phenylalanin, Zimtsdure und 4-Cumarat
beschrieben. Unter geeigneten Bedingungen konnte eine kompetitive Hemmung der
in vivo-Aktivitdt von PAL durch a-Aminooxy-B-Phenylpropionsaure (AOPP, Amrhein
und Godeke, 1977), Piperonylsaure-Hemmung der in vivo Aktivitdt von Tabak C4H
(PA, Schalk et al., 1998) und der in vivo 4CL-Aktivitdt durch Methylendioxy-
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Zimtsaure (MDCA, Funk und Brodelius, 1990) beschrieben werden.
Augenscheinliche Nachteile dieser Methode sind jedoch zu erwartende Nebeneffekte
unter den unphysiologischen Bedingungen, die Unspezifitdt gegeniber Isoformen
und eine unvollstandige Unterdriickung der Aktivitat.

Die letzte Ebene der Manipulation von Stoffwechselwegen findet letztendlich auf der
Stufe der Substrate oder Produkte statt. Dies kann erreicht werden durch heterologe
Expression von Enzymen, die entweder mit den zu untersuchenden Enzymen um
Vorstufen konkurrieren oder die Produkte einer enzymatischen Reaktion
derivatisieren, sodass sie flr weitere Umsetzungen innerhalb des Stoffwechsels nicht
zur Verfugung stehen. Ein weithin bekanntes Beispiel hierfir ist die NahG-Mutante,
in der durch eine bakterielle Hydroxylase die Salicylsdure in A. thaliana nach ihrer
Synthese in eine inaktive Form konvertiert wird (Lawton et al., 1995). Auf der Ebene
der CoA-Ester der Phenylpropane war die Erzeugung von transgenen A. thaliana-
Linien, die eine heterologe CoA-Esterase exprimieren, nicht erfolgversprechend, da
dies nur eine Konkurrenzreaktion zu den CoA-Ligasen darstellen wirde und ebenso
unphysiologische Effekte zeigen konnte. Erst klrzlich wurde eine elegantere
Alternative hierzu beschrieben, die sich einer bakteriellen 4-Cumarat-CoA
Hydratase/Lyase Homologen bedient (HCHL, Mitra et al., 1999), die in vivo in Tabak
4-Cumarat:CoA, Kaffeeat:CoA und Ferulat:CoA in die entsprechenden Hydroxy-
Benzaldehyde umwandelt (Mayer et al., 2001).

1.1.7 Mutanten des Phenylpropanstoffwechsels

Aus mehreren Grinden sind die Stoffwechselwege der Lignin-Vorstufen und
Phenylpropane sowie der der Flavonoide klassische Gebiete der
Sekundarmetaboliten-Forschung. Zum Ersten kénnen diese Stoffwechselwege in
Pflanzen manipuliert werden, da zumindest unter kontrollierten Laborbedingungen
viele der Produkte dieser Stoffwechselwege nicht essentiell fir das Uberleben der
individuellen Mutanten sind. Die Tatsache, dass die meisten Sekundarmetabolite
entweder UV-Licht absorbieren, farbig oder fluoreszent sind, macht sie zu idealen
endogenen Reportern der metabolischen Stoffwechselwege und der regulatorischen
Elemente, die sie kontrollieren, speziell gilt dies fur die Flavonoide (Chapple et al.,
1994). Hier demonstriert die Verwendung einer Modellpflanze wie A. thaliana erneut,
wie wirkungsvoll klassische biologische Untersuchungen, kombiniert mit molekularen
und biochemischen Analysen, sind. Zahlreiche Mutanten in A. thaliana wurden
bereits Uber die Identifizierung leicht zu erkennender Phanotypen isoliert. Auf der
Interpretation der beobachteten Veranderungen gegeniber Wildtyp-Pflanzen basiert
heute ein betrachtlicher Teil des Wissens Uber die metabolischen Stoffwechselwege
der Sekundarmetabolite. Zwei der klassischen und fir heutige Untersuchungen
wegweisende Beispiele von A. thaliana-Mutanten, die Uber diesen sogenannten
forward Ansatz isoliert wurden - von der Analyse des Phanotyps wurden Funktionen
der betroffenen Gene in vivo abgeleitet - werden im nachsten Abschnitt beschrieben,
da diese Mutanten auch im weiteren Kontext der Analysen dieser Arbeit wichtig
waren.
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Die A. thaliana Ferulat-5-Hydroxylyase (AtF5H) und die fah1-2 Mutante
Basierend auf visuellen Durchsichtungen von Mutantenpopulationen wurde eine
Reihe von Mutanten isoliert, die Defekte in der Sinapoylmalat-Biosynthese aufwiesen
(Chapple et al., 1996). Das AtF5H Gen wurde nach lIsolierung einer T-DNA-
mutagenisierten Linie kloniert und identifiziert. Das Enzym ist eine von drei (mit C4H
und C3H) auch fir die Ligninbiosynthese essentiellen Cytochrom-P450-
Monooxygenasen in Angiospermen. Als Einzelkopie-Gen katalysiert AfF5H die
Umsetzung von Ferulasaure zu 5-Hydroxyferulasaure, einer moglichen Vorstufe des
Syringin-Ligninmonomers und der Sinapat-Derivate.

Die Linie fah1-2 wurde uber EMS-Mutagenisierung im Col-0-Hintergrund erzeugt, sie
zeigt den starksten Phanotyp der Serie und vollstandiges Fehlen von AtF5SH-
Transkript (Meyer et al., 1996).

In Kombination mit At4CL-Mutanten wurde die fah1-2-Linie mit in die Analysen dieser
Arbeit einbezogen, da die AfFS5H in A. thaliana das zu diesem Zeitpunkt einzige
bekannte Einzelkopie-Gen des Phenylpropanstoffwechselwegs war, tber den die
Ligninvorstufen synthetisiert werden. Zudem ist die Position der AtF5H innerhalb des
postulierten metabolischen Netzes unabhangig von Af4CLs und flihrt mutmallich zu
den einzig bekannten At4CL-unabhangigen C6-C3 Verbindungen, den Sinapat-
Derivaten. Einen Effekt dieser Mutation stellt eine héhere UV-Durchlassigkeit der
Blatter dar, damit auch vermutlich eine hdéhere UV-Suszeptibilitdt (Chapple et al.,
1992).

Eine weitere Nullmutante dieses Stoffwechsels, die des Einzelkopie-Gens AtC3H,
wurde erst 2002 parallel zu der Identifizierung des Gens isoliert (Franke et al., 2002).

Die A. thaliana Chalcon-Synthase (AfCHS) und die tt4-Mutante

Die ersten A. thaliana Mutanten der Flavonoid-Biosynthese wurden bereits Anfang
der siebziger Jahre Uber ihren leicht zu erkennenden Phanotyp der gelben Samen
isoliert (Blrger, 1971). In den weiteren Jahren wurden zahlreiche weitere dieser tt-
Mutanten (fransparent testa) isoliert und charakterisiert (Koorneef, 1990). Es stellte
sich heraus, dass der Phanotyp durch fehlende oder reduzierte Flavonoide in der
testa (Samenschale) verursacht wurde und dass die gelbe Farbe auf die durch die
testa sichtbaren Kotyledonen zuriickzufiihren war. Das erste Flavonoid-Gen, das aus
A. thaliana kloniert wurde, war das Gen der Chalcon-Synthase AfCHS, ein
Einzelkopie-Gen am Kopf des Flavonoid-Stoffwechsels (Feinbaum und Ausubel,
1988). Zwei Jahre darauf wurde nachgewiesen, dass das EMS-generierte,
phanotypisch starkste Allel ohne nachweisbare Flavonoide tt4 die zugehdrige
Mutante darstellte. Ein Effekt, der auf die Mutation und die fehlenden Flavonoide
zuruckgefuhrt wird, ist Hypersensititvitdt gegentber UV-Licht (Li et al., 1993).

1.1.8 Problemstellung der Arbeit

Wie oben beschrieben, stellen Mutanten eines der wertvollsten Werkzeuge zur
Ableitung der in vivo Funktionen der von dem mutierten Gen kodierten Proteine dar.
Ein groRer Teil der Mutanten, die mit dem Phenylpropanstoffwechsel assoziiert sind,
wurde anhand ihres Phanotyps isoliert und im Anschluss daran wurde haufig das
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zugehorige Gen kloniert. Zweifellos hat dieser klassische Ansatz den Vorteil, dass
die Mutation und der Phanotyp direkt miteinander in Verbindung zu bringen sind. Ein
entscheidender Nachteil jedoch besteht in der Beschrankung auf Gene, die eine
nicht-redundante Funktion erflllen. Werden Stoffwechselwege tiefergehend
charakterisiert, so stellt sich heraus, dass die einfach zuganglichen, phanotypisch
auffalligen Mutanten oftmals Einzelkopie-Gene darstellen, deren Funktionen fir die
jeweiligen Stoffwechselwege essentiell sind. Die Wahrscheinlichkeit, mit diesem
Ansatz Mutationen in Genen zu finden, die zwar eine wichtige Rolle in dem
Stoffwechselweg ausilben, jedoch in Form von mehreren Allelen oder funktionell
redundanten Isoformen vorliegen, ist dul3erst gering. Der Zugang zu Mutanten dieser
Gene eroffnet sich Uber einen zu der oben beschriebenen Strategie umgekehrten
Ansatz, der heute ermdglicht wird durch die groRe Menge an verfligbaren
Sequenzdaten.

Uber den sogenannten reversen Ansatz werden, ausgehend von der genomischen
Sequenz, die Mutanten der entsprechenden Gene isoliert, die dann im Anschluss
phanotypisch charakterisiert werden, um die Funktion der jeweiligen, von den Genen
kodierten Proteine abzuleiten. Es stellte sich aber heraus, dass die groRe Mehrzahl
der inzwischen mehreren tausend Uber diesen Ansatz isolierten A. thaliana
Nullmutanten keinen sichtbaren, direkt zuganglichen Phanotyp zeigen. Ein Grund
hierfur ist sicherlich in der Genhaufigkeit zu finden. A. thaliana, D. melanogaster und
C. elegans besitzen eine ahnliche Anzahl an Gentypen und durch mehr als eine
Runde an Duplikationen sind Multi-Genfamilien sehr haufig (Bouché und Bouchez,
2001). 70 % der A. thaliana Gene sind in mehr als einer Kopie vertreten (Die A.
thaliana Genom Initiative; Martinssen, 2000).

Das Phanomen eines schwierig zuganglichen Phanotyps ist gerade in Pflanzen
durchaus erklarbar, da sie als sessile Organismen wahrend der Evolution viele
adaptive Ziige entwickelt haben, um auf Anderungen ihrer biotischen und abiotischen
Umwelt reagieren zu kdnnen. Daher ist zu erwarten, dass viele der Mutationen ihren
Phanotyp erst unter bestimmten Bedingungen offenbaren (Thorneycroft et al., 2001).
Analysen decken idealerweise mit einem integrierten Ansatz die Molekularbiologie,
Biochemie und letztlich auch die Genetik ab, da hier mit der Kombination mehrerer
Mutanten einer Multigen-Familie eine funktionelle Redundanz tberwunden werden
kann.

Dies setzt selbstverstandlich voraus, dass die Mitglieder der betrachteten Familie
vollstandig in allen Analysen vertreten sind.

Die Uber Datenbanken verfiigbaren genomischen Informationen von A. thaliana sind
hierfir eine wertvolle Quelle, die nicht nur helfen kann, Multigen-Familien zu
vervollstandigen, sondern auch einen Ansatz zu der Vorhersage der Funktion eines
gegebenen Gens aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten erdffnet. Phylogenetische
Analysen stellen in der weiteren Untersuchung ein wertvolles Werkzeug aus
evolutionarer Perspektive zur Verbesserung funktioneller Vorhersagen dar, die zuvor
aufgrund von Ahnlichkeiten der Sequenzen getroffen wurden. Die in vivo Funktion
eines Enzyms, das zu einer Gruppe homologer, bereits charakterisierter Enzyme
gehdrt, kann leichter vorhergesagt werden. Ebenso lassen sich mit Hilfe der
Phylogenie homologe Gene differenzieren in Orthologe, Gene unterschiedlicher
Spezies, entwickelt von einem gemeinsamen Vorganger, aber mit erhaltener
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Funktion, und Paraloge, Gene dupliziert innerhalb eines Genoms, die von der
ursprunglichen Funktion ausgehend neue Eigenschaften entwickeln kénnen.

1.2 Ziele der Arbeit

Langfristiges und Ubergeordnetes Ziel dieses Projektes war die Aufschllisselung der
in vivo Funktionen der 4-Cumarat:CoA Ligase-Familie von Isoenzymen eines
zentralen pflanzlichen Sekundarstoffwechsels, dem allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsel, im Modellsystem A. thaliana.

Eine wichtige Vorraussetzung dieser Untersuchung war die Vollstandigkeit der
Multigen-Familie. Daher bestand ein Teilaspekt des Projektes in der Nutzung der
vorhandenen genomischen Ressourcen, um entweder den Beweis zu erbringen,
dass die bis dahin bekannten drei Isoformen in A. thaliana alle Enzyme darstellen,
die die spezifische Reaktion katalysieren, oder aber die Familie mit Isolierung der
letzten Mitglieder aus dem A. thaliana-Genom zu vervollstandigen.

Parallel zu den genomischen Informationen, die standig erweitert wurden, wurden im
Zeitrahmen dieser Arbeit von mehreren Gruppen unabhangiger Populationen
transgener A. thaliana-Linien, die die Isolierung von Nullmutanten erlauben,
verbessert, erweitert und neu aufgebaut. Um fir alle At4CL-Gene funktionelle
Nullmutanten zu isolieren, sind die zuganglichen Populationen von groem Nutzen.
Die Identifikation und der Nachweis moglicher subtiler Phanotypen von
Einzelnullmutanten einer Multigen-Familie kann sich schwierig gestalten. Daher
wurde ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit auf die Erzeugung multipler
Nullmutanten gelegt, um mégliche funktionelle Redundanzen zu Gberwinden.
Letztlich ist die Analyse einer Familie von Isoformen an wichtigen Positionen eines
Stoffwechsels nicht isoliert, sondern nur im Kontext weiterer Enzyme aussagekraftig.
Daher wurden zwei weitere bereits charakterisierte Nullmutanten ebenfalls mit dem
Ziel in die Untersuchung aufgenommen, innerhalb des Stoffwechsels moglichst viele
strategische Punkte des Metabolitenflusses abzudecken und die Interpretation der in
vivo Funktionen der 4-Cumarat:CoA Ligase-Familie in A. thaliana zu verbessern.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme und Radioisotope

Alle Laborchemikalien wurden im analytischen Reinheitsgrad verwendet. Sie wurden,
soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Biorad (Mudnchen), Merck
(Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen)
bezogen. Organische Loésungsmittel stammten von den Firmen Riedel-de Haen
(Hannover) und Merck (Darmstadt). Die Substrate IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactosid) und X-GLUC (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Glucuronsaure) wurden
von der Firma Biomol (Hamburg) verwendet. Chemikalien fir die Herstellung von
Kulturmedien lieferten die Firmen Difco Lab (Detroit, USA), GibcoBRL (Paesley, GB)
und Sigma (Deisenhofen). Das Herbizid Glufosinat (BASTA) zur Selektion transgener
Linien wurde von AgrEvo (Hoechst und Schering) bezogen.
Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, alkalische Phosphatase, DNA-
Polymerasen, DNasel, RNAse, Mazerase, Lysozym und Zellulase sowie DNA-, RNA-
und Protein-GroRenmarker lieferten die Firmen Amersham (Buckinghamshire, UK),
Roche (Mannheim), GibcoBRL (Paesley, GB), New England Biolabs (New England,
USA) und Serva (Heidelberg). Hersteller des eingesetzten Radioisotops a*?P-dCTP
(3000 Ci/mmol) war die Firma Amersham (Buckinghamshire, UK). Das flr die
Reinigung radioaktiv markierter Sonden verwendete Saulenmaterial Sephadex G-25
superfine wurde von Pharmacia (Freiburg) bezogen. Rontgenfiime lieferte die Firma
Kodak (Rochester, NY, USA).

2.2 Kulturmedien, Puffer und Lé6sungen

Alle Medien, Puffer und Lésungen wurden, sofern nicht anders angegeben, nach
Sambrook et al. (1989) hergestellt. Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle
Lésungen mit hoch entionisietem Millipore-Wasser angesetzt. Die meisten
Lésungen wurden autoklaviert oder steril filtriert.

2.3 Desoxyoligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG bezogen und sind in 5’-3’ Richtung
angegeben:

At4CL1l, genomische Matrize

atggcgccacaagaacaagcagtttctca 4cll.1
gacaaccgaggcatagaagtcatcgact 4cli.2
ggccaacacaatcggcggaaccat 4cll.3
cattgaaatcatctttgctttttggttgaaatcatc 4cll.4
aatacaaaatctcacccggttga 4cll.5

Durchsichtung GARLIC-Population

24



Material und Methoden

cttgtaaaacacaacctgtg
gaggaatcaacccggtgag

RT-PCR, cDNA Matrize
ctaatgccaaactcggtcagggatac
ctcttgtaaaacacaacctgtttcgac
agatagctaaacaagccaaagcctccaa
gtcattccgtatccecectgaccgagtttgg

At4CL2, genomische Matrize

attcatgacgacacaagatgtgatagtcaatgatcag

cgaagaaccacgagtggactcaatacc

ccttctggagaaaattagtatggec

gattgcattcatatacgtggatcatataaaacctagttc

RT-PCR, cDNA Matrize
gtttcctaacgccaagcttggtcagggce
cagcatcttcttccttcatggcgac
cctaacgccaagcttggtcagggctatggg
caccagcatcttcttecttcatggcgacg

At4CL3, genomische Matrize
atgatcactgcagctctacacgaacctc
cccatttcaagaaaccgtcgatatcgg
gacctggccaaggatggcttgagggag
ggttgtatccaagagagagacgtgtctcaaggtg
accagtgttgtcaatgagccttgggttcege
gaccttgtgcaatctcttatagaacacc
gccgagttegttttetecttcatggg
ccgatatcgacggtttcttgaaatggg
Durchsichtung SALK-Population
ggagttaattgggcttatcc
cggatatgatttaggtcge
Durchsichtung GARLIC-Population
cgtcgeccgtcectceectcaagece

RT-PCR, cDNA Matrize
ctcaattcactccgatccggege
ctggatcgttcaagtactctttcatgat
caattcactccgatccggcgeccacggt
ctcaagccatccttggccagggatatggt
ctcttatagaacaccacctgtttggce
cccttactatttgaatttacattac
cttagtgtccaacatctattgcgtcaaaggatc

At4CL4, pQE-70 SphI BamhI Klonierung

cacacGCATGCtgctccaacaacaaacgca
gaattagaatctccacacaaatgg
ccggctcecgggatccgecacgg
ccgtggecggatcecccgagecgg
gccggaatccaccggcteggg
cgacgtctccgtggcggat
ctcttgggatcctttagagcacatggtttce
gaaactctcttgtgtctatttagagc
caatgcgaaacacacacaagatgg

ggaaacttgagtcgcacggegtette

up
do

4CL1
4CL1
4CL1
4CL1

4cl2.
4cl2.
4cl2.
4cl2.

4CL2
4CL2
4CL2
4CL2

4cl3.
4cl3.
4cl3.
4cl3.
4cl3.

1
2

RTPCRf Jens
RTPCRr Jens

W N R W N R

w N

4

2c

RTPCR do
RTPCR up

RTPCR do
RTPCR up
RTPCR do
RTPCR up

3_4 Jlrgen
alt3.lopt
alt3.3o0pt

upsS
doS

doG

4CL3
4CL3
4CL3
4CL3
4CL3
4CL3
4CL3

cll2
clli
clls
cll4
cll3
clle
cll7
clls
cllo
cllio

1
2
3
4
5

RTPCR do
RTPCR up
RTPCR do
RTPCR do
RTPCR up

D3F Jurgen
D1R RTPCR JUrgen
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pPET-30 NdeI XhoI Klonierung
ccacacatatggtgctccaacaacaaacgc
tcttgctcgagtttagagcacatggtttccaa
RT-PCR
gtttcctaatgccatttttggtcaggg
cagctacttcatccttcattgcaac
cgaggtcatcagctcatgaaaggttat
cgcttgtagtgaaccacctgtttgtttac

AtF5H
gttcaagtacatgattaatttg
catgggcttcagttcgtgatg
gagtggtgaatatgtgaagtagc
gaaagagtggactagtgtgg
gctaccgtttcecgttcctccaaac

gtagaagttctcatccaagatcg

W-Boxen

ttgttttgcaatagtcaaaactatacatcc
ggatgtatagttttgactattgcaaaacaa
cagcaaatattattgaccaagaaatgcaaa
tttgcatttcttggtcaataatatttgctg
agaatttttggaggtcaactgcggaatgta

tacattccgcagttgacctccaaaaattct

avrRPM1
gaattcggcaaaaatcgtacgcaggce
aagccatagctaaagctgatatctatg

AvrRpml, zur Amplifikation der gesamten

atgggctgtgtatcgagcacttc
taactcgcctgcacggettgtgg

avrPTO
gtcgacggatctgaacctggtgg

tctagagacacatcttataattaac

En-1 und dSpm Transposon
ggttgggcagaaacattttgcttacg
tcaggctcacatcatgctagtcc
cactacaagaaaamrkswaaggag
cgggatccgacactctttaattaactgacactc
ggtgcagcaaaacccacacttttacttc
cttatttcagtaagagtgtggggttttgg
gttttggccgacactccttacc
agaagcacgacggctgtagaatagga
gagcgtcggtccccacacttctatac
cgacactcttaatcgaagtaaaagtgtggg
ggtaaggagtgtcggccaaaaccccac

PQE, zum Sequenzieren nach ADIS
cccgaaaagtgccacctgacg

gttctgaggtcattactggatc

4cllk A ndei
4cllk B xhoi

4CL4
4CL4
4CL4
4CL4

RTPCR do
RTPCR up
RTPCR do
RTPCR up

W N R

f5hl
f5h2
£5h3 up
f5h4
£5h5 up
f5h6 up

4WB1
4WB2
4WB3
4WB4
4WB5
4WB6

5'avrRPM1
3'avrRPM1

CDS
5'AvrRpml-CDS
3'AvrRpml-CDS

5' avrPTO
3'avrPTO

603

7631
1/8287
dSpm5
dSpmll
dSpml
dSpm8
en-205
en-8130
alt5-inw

3-inw

QEpr Qiagen
QEre Qiagen
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gaggtccaggaggaaaaaggc
gagcggataacaatttcacac

QE2 Qiagen
QE34 Qiagen

TMRI T-DNA, GARLIC Population, pDAP101 Plasmid rechte und linke Grenze

gccttttcagaaatggataaatageccttgettcec
gcttcctattatatcttcccaaattaccaataca
tagcatctgaatttcataaccaatctcgatacac
attaggcaccccaggctttacactttatg
gtatgttgtgtggaattgtgagcggataac
taacaatttcacacaggaaacagctatgac
caaactaggataaattatcgcgcgcecggtgtca
ggtgtcatctatgttactagatcgggaattga
cgccatggcatatgctagcatgcataattce
cgtccgcaatgtgttattaagttg
cattcggcgttaattcgtacat

Signal, J.Eckers SALK Population, pROK2

tggttcacgtagtgggccatcg
gcgtggaccgcttgctgcaact

AtActin3

gcgacaatggaactggaat
ggatagcatgtggaagtgcatacc
Oligo(dT) Reverse Transkription
ttttttttttttttttttttttv

LB1
LB2
LB3
RB1
RB2
RB3
QRB1
QRB2
ORB3
nested GARLIC LB
primary GARLIC LB

Plasmid, linke Grenze

SALK LBal
SALK LBb1l

act_for

act_rev

(T22V)
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2.4 Bakterienstamme und Plasmide

E.coli-Stamm wesentliche Merkmale Referenz

DH5a F, endA1, hsdR17, supE44, thi-1, recA1, (Hanahan, 1983)
gyrA96, relA1

BL21(DE3) F’, ompT, hsdS(rg, mg), gal M(DE3) Firma Stratagene

XL-1 blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 Firma Stratagene
SupE44

relA1 lac [F* proAB lacl q ZM15 Tn10
(Tetr)]

SURE e14’(mer),  A(mcrCB-hsd-SMR-mm)171, Firma Stratagene
endA1 supE44, thi-1, gyrA96, relA1, recB,
recd, sbcC umuC:Tn5(kan"), uwrC,
{F’proAB, lacl®, ZA(M15Tn10, Tet*)}

OneShot F°, 080lacZAM15, A(lacZY A-argF)U169, Firma Invitrogen
deoR, recA1, endA1, hsdR17(r, , my’),
phoA, supE44, thi-1, gyrA96, relA1, fonA

Agrobacterium-Stamm wesentliche Merkmale Referenz
GV3101 mit pMP90-virulenz Plasmid, C59C1, Rif® (Van Larebeke et al.,
1974)

Phagemid wesentliche Merkmale Referenz

pBluescript SKII (+/-) f1ori, colE1on, lacZ, MCS, Amp" (Alting-Mees et al., 1992)

Plasmide wesentliche Merkmale Referenz

pQE-70 T5-Promotor, 2xLacOp, RBSIl, MCS, Firma QIAGEN
6xHis-Tag, Ty, amp R

pET-30 T7lac-Promoter, 6xHis-Tag, S-Tag, MCS, Firma Novagen
kan R

pDRIVE U/A flori, colE1ori, PiaclacZ, MCS, amp R, kan Firma QIAGEN

PCR cloning R, linearisiert mit U/A Uberhangen

pTOPO 2.1 PCR cloning
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2.5 A. thaliana-Zellsuspensionskultur

Die Kultivierung der A. thaliana-Zellsuspension (Okotyp Col-0, Linie At7) erfolgte wie
beschrieben (Trezzini et al., 1993) unter Verwendung von modifiziertem B5-
(Kombrink and Hahlbrock, 1986) und MS-Medium (Sigma, Deisenhofen). Finf Tage
nach Subkultivierung wurden die Zellen mit Elizitor behandelt oder protoplastiert.

2.6 Pflanzen und Pflanzenanzucht

2.6.1 Kultivierung von A. thaliana

Alle analytischen Arbeiten wurden mit dem A. thaliana Okotyp Col-0 durchgefihrt.
Die Anzucht einzelner Mutantenlinien zur Propagation erfolgte nach folgendem
Protokoll: Samen wurden auf % MS-Salz, 0,8 % Agar, 1xVitamin-Mix, ohne
Saccharose Uber Nacht bei 4° C inkubiert und dann unter Langtagbedingungen (18 h
Licht, 6 h Dunkelheit, 20 °C) in einem Lichtschrank (Kuhllichtbrutschrank KBK/LS
4300, Firma BioTron, Hilden) angezogen. Nach 10 - 14 Tagen wurden die Keimlinge
in Erde pikiert und nach einer Ubergangsphase von 2 Tagen unter einer
transparenten Schutzhaube in einer Phytokammer unter standardisierten
Bedingungen (Langtag, UV-haltiges kaltes Weilllicht, 60% rel. Luftfeuchtigkeit, 16 h
Licht, 8 h Dunkelheit) kultiviert. Die Samenbildung setzte nach etwa 8-10 Wochen
ein, die Samenreifung war nach etwa 12 Wochen vollstandig abgeschlossen. Die
trockenen Schoten wurden geerntet, die reifen Samen abgetrennt und unter Vakuum
bei RT getrocknet. Alle Samen wurden bei 4°C gelagert.

Die Standardanzucht flr Selbstungen, Kreuzungen und weitere Analysen wurden
nach folgendem Protokoll fir hohen Durchsatz durchgeflihrt:

Getrocknete reife Samen wurden auf feuchtem Filterpapier bei 4°C flir 4 Tage einer
Stratifikation unterworfen, um synchrone Keimung mit einer hohen Keimrate zu
gewahrleisten. Die gequollenen Samen wurden anschlielend einzeln auf Schalen
mit 6x9 Feldern Ubertragen und mit einer Ubergangsphase unter einer transparenten
Schutzhaube (7-10 Tage) in einer Phytokammer unter standardisierten Bedingungen
(Langtag, UV-haltiges kaltes Weilllicht, 60% rel. Luftfeuchtigkeit, 16 h Licht, 8 h
Dunkelheit) angezogen.

Fir die Anzucht und BASTA-Behandlung der 50 Linien umfassenden Pools der
SLAT Population wurden jeweils ca. 300-500 Samen je Pool nach der Stratifikation
einzeln in einem Raster auf groRe Schalen Erde Ubertragen. Nach der Keimung
unter einer transparenten Schutzhaube (Phytokammer unter standardisierten
Bedingungen, UV-haltiges kaltes Weildlicht, 60% rel. Luftfeuchtigkeit, 16 h Licht, 8 h
Dunkelheit) wurden die Keimlinge fiir 5-8 Tage angezogen, bis Primarblatter aller
Keimlinge entwickelt waren. Die Behandlung mit dem Herbizid BASTA erfolgte nach
Protokoll (Tissier, et al. 1999), erfolgreiche Selektion wurde anhand parallel
behandelten Col-0 Wildtyppflanzen kontrolliert. Nach zwei Tagen wurden die
resistenten Keimlinge auf Schalen mit 6x9 Feldern Ubertragen und mit einer
Ubergangsphase unter einer transparenten Schutzhaube (7-10 Tage) in einer
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Phytokammer unter standardisierten Bedingungen (Langtag, UV-haltiges kaltes
Weildlicht, 60% rel. Luftfeuchtigkeit, 16 h Licht, 8 h Dunkelheit) angezogen.

Geerntet wurden nur gesunde Blatter, Sprossachsen, Bliten oder Schoten, die sofort
nach dem Abschneiden in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert
wurden. Wurzeln von in Erde angezogenen Pflanzen wurden durch vorsichtiges
Waschen von der Erde befreit und anschlieRend in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.6.2 Sterile Flussigkulturen

Die Anzucht steriler A. thaliana-Flussigkulturen erfolgte unter Langtag-Bedingungen
(16 h Licht, 20°C) in 250 ml-Erlenmeyerkolben. Fur die Gewinnung von
Wurzelmaterial wurden 35 Oberflachen-sterilisierte Samen vier bis finf Wochen in
40 ml flissigem Medium (1 x MS-Medium, 3 % Saccharose, 0,1 g/l Myo-Inositol,
0,5 g/l MES, pH5,7) unter stetigem Schiutteln kultiviert.

2.6.3 Herbizidselektion transgener Linien mit Bar-Resistenzgen

Pflanzenlinien zur Selektion wurden standardisiert auf Erde in einer Phytokammer
(Langtag, UV-haltiges kaltes Weillicht, 60% rel. Luftfeuchtigkeit, 16 h Licht, 8 h
Dunkelheit) angezogen. 8-12 Tage nach der Keimung, wenn bei allen Linien die
Primarblatter sichtbar wurden, konnten die Pflanzen mit dem Herbizid BASTA
behandelt werden. Hierbei war es wichtig, dass die Pflanzen durch reproduzierbare
Bedingungen optimales Wachstum zeigten. 1.366 ml der BASTA-L6sung (Glufosinat,
183g/l) wurden in 1 Liter destillietem Wasser mit 0.1% TWEEN gel6st. Selektion
erfolgte durch Sprihen der Ldsung. Zur Kontrolle wurden Col-0 Wildtyppflanzen
parallel behandelt. Innerhalb von 24 h konnte die Selektion beobachtet werden,
positive Linien wurden nach 3 Tagen auf frische Erde pikiert.

264 A. thaliana Phenylpropanstoffwechsel-Mutanten:
Identifikation und Isolierung

Herkunft der verwendeten Linien: Durchsichtung mutagenisierter A. thaliana
Populationen
Folgende Populationen wurden im Rahmen dieser Arbeit durchsichtet:

Transposon-Populationen

Die A. thaliana Pflanzen der ZIGIA Population tragen das transponierbare Mais-
Element En/Spm in seiner aktiven Form En-1 (Cardon et al., 1993, EMBL accession
number M 25427) im genetischen Hintergrund Col-0. Etwa 11.000 Einzelsamen-
Nachkommen mit einer Anzahl von 6-25 Insertionen decken das A. thaliana Genom
mit annaherungsweise 25.000 Genen zu etwa 50% ab.

Die Durchsichtung der Population erfolgte mit zwei Methoden. Zu Beginn dieser
Arbeit wurden speziell generierte genspezifische Oligonukleotide in PCRs eingesetzt
um in Pools von genomischer DNA in Kombination mit transposonspezifischen
Oligonukleotiden Insertionen zu detektieren. Eine weitere Runde mit reduzierten
Satzen genomischer DNA gestattete im Anschluss an erfolgreiche erste Reaktionen
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die Eingrenzung der Pools. Ergebnis waren Nachkommen von Pflanzen, deren
Koordinaten sich aus den Reihen- oder Spaltensignalen ergaben. In diesem Fall
wurden die Nachkommen der Reihen- und Spaltenpools ausgesat und in der
nachsten Generation analysiert. Die Durchfiihrung der PCRs auf den genomischen
Pools und die Detektion moglicher Signale wurde von ZIGIA Ubernommen.
Spezifische Oligonukleotide der Gene At4CL2, At4ACL3 und AtC4H wurden fur die
Analyse erzeugt und gepruft.

Mit dem identischen Ansatz war es zuvor Jens Hagemeier gelungen eine At4CL1
Insertions-Mutante zu identifizieren. In der isolierten Folgegeneration dieser Linie war
bereits eine der zuvor homozygoten Transposoninsertionen verloren gegangen.
Unprazises Ausschneiden bei der Transposition des Elements fihrte zu einem
footprint, einer stabilen Mutation die durch eine Leserahmenverschiebung das
At4CL1-Protein kirzt und inaktiviert.

Der zweite Ansatz beruht auf Hybridisierung von Filtern, die Transposom-
flankierende DNA-Fragmente von 8.640 individuellen Linien tragen, was etwa 50.000
individuellen Insertionen entspricht. Mit DIG-markierte genspezifische Sonden lassen
sich mégliche Insertionen identifizieren. Eine Hybridisierung mit A#4CL3 wurde
durchgeflhrt.

Ein weiteres System zur Mutagenisierung von A. thaliana basierend auf dem Mais
En/dSpm Element wurde von dem Sainsbury Laboratory (John Innes Center,
Norwich, UK) entwickelt. Hierbei tragt ein einzelnes T-DNA Konstrukt ein nicht-
autonomes Element, das Phosphinotrizinherbizid-Resistenz (BAR-Gen) vermittelt,
sowie die Transposase gekoppelt mit einem gegenselektierbaren Marker. Nach
Transposition konnte durch die Gegenselektion die Transposase von dem somit
immobilisierten Element getrennt werden. Stabile Einzelkopien tragende
Integrationslinien (SLAT lines, Sainsbury Laboratory Arabidopsis thaliana
Transposants) wurden so erzeugt. Zu Beginn dieser Arbeit existierten etwa 48.000
Linien, die jeweils in Unterpools von 50 zusammengefasst waren. DNA, extrahiert
von diesen Linien wurde in inverser PCR (iPCR) eingesetzt um dem Transposon
benachbarte Regionen zu amplifizieren. Die Produkte wurden auf Membranen
Ubertragen, 864 Pools, werden reprasentiert durch eine Kombination von 18
Hauptpools, jeweils mit 48 Untergruppen, die ihrerseits die 50 Einzellinien tragen.
Hybridisierung der Membranen mit genspezifischen, DIG-markierten Sonden
identifiziert die Koordinaten mutmaflich positiver Pools, zusammengesetzt aus dem
Haupt- und Unterpool.

Ein von Jonathan Jones (Sainsbury Laboratory) freundlicherweise zur Verfigung
gestellter SLAT-Filter (Nr. MM36) wurde mit einer DIG-markierten At4CL1, At4CL3
und At4CL4-spezifischen Sonden hybridisiert. Eine ausfiihrliche Beschreibung und
Charakterisierung der Integrationslinien erfolgt im Ergebnisteil (Kapitel 3.3, Seite 90).
Des Weiteren wurden flankierende Regionen systematisch sequenziert. Die Daten
wurden in einer Datenbank (sequenced insertion sites, SINS) gesammelt, die zur Zeit
1.200 Sequenzen umfasst. Mit dem Internet-basierenden Programm BLAST lasst
sich eine gegebene Sequenz mit dem Inhalt der Datenbank vergleichen,
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Ubereinstimmende Sequenzen sind mit 50 Linien umfassenden Pools verknlpft. Alle
At4CLs, sowie AtC4H und A{CCoAOMT wurden analysiert.

Die aktuellsten Filter der SLAT-Population tragen iPCR Produkte von Uber 54.000
reprasentierten Linien. Dieser Filter (freundlicherweise von S. Robatzek zur
Verfiigung gestellt) wurde mit DIG-markierten Sonden von At4CL3 und A{4CL4
hybridisert.

T-DNA-Populationen

Die "Syngenta Arabidopsis Insertion Library" (SAIL, vormals GARLIC) des Torrey
Mesa Research Institute (TMRI, San Diego) besteht aus etwa 107.000 individuell T-
DNA mutagenisierten A. thaliana Col-0. Mit der "Thermal Asymmetric Interlaced-
Polymerase Chain Reaction" (TAIL-PCR) wurden flankierende Bereiche der
Insertionen amplifiziert und sequenziert. Mittels eines FASTA Vergleichsalgorithmus
wurde die TMRI Datenbank
(http://www.nadii.com/pages/collaborations/garlicfiles/GarlicDescription.html)

auf Insertionen in den Genen Af4CL1, At4CL3, At4CL4 und AtC4H hin durchsichtet.
Das "Salk Institute Genome Analysis Laboratory" (SIGnAL) bietet die Mdglichkeit
eine Datenbank Uber Internet-basierenden Zugriff du durchsuchen. Enthalten sind
150.000 unabhéngige T-DNA-angrenzende Sequenzen, Okotyp Col-0, die mit der
aktuellen Version des annotierten A. thaliana Genoms verglichen wurden. Ein
sogenanntes "graphical interface-SIGnAL Arabidopsis Gene Mapping Tool"
(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) erlaubt Zugriff sowohl auf die Sequenz-
als auch Text-basierende Insertions Mutanten Datenbank. Es wurden die Gene
At4CL1, At4CL3 und AfC4H auf mogliche Insertionen hin tberprift.

Die GABI-KAT (Genom Analyse im Biologischen System Pflanze, KdIner Arabidopsis
T-DNA Lines) Kollektion umfasst etwa 15.000 Linien im Hintergrund Col-0, deren
sequenzierte flankierende Regionen kann mittels Text- BLAST- oder
Annotierungssuche  (http://www.mpiz-koeln.mpg.de/GABI-Kat/db/) durchsichtet
werden. Es wurden die Gene At4CL1, At4CL2, AtACL3, At4CL4, At F5H, AtC4H und
AtCCOMT auf mégliche Insertionen hin Uberpruft.

Identifikation und Isolierung mutmaBlicher Einzellinien

Die Identifikation und Bestatigung mutmalRlich positiver Insertionsereignisse aus den
mit oben genannten Methoden bestimmten Pools basierte auf PCRs mit Gen- und
Transposon- bzw. T-DNA-spezifischen Oligonukleotiden auf Einzelpflanzen-DNA.
Die entwickelte grundsatzliche Vorgehensweise liel} sich mit geringen Abwandlungen
auf alle Populationen anwenden. Charakteristika der Populationen werden im
Ergebnisteil weiter erlautert.

In Schalen mit 9x6 Feldern wurden 54 einzelne Nachkommen mutmallich positiver
Linien angezogen. Nach Einzelpflanzen DNA-Extraktion wurden PCRs durchgefuhrt
um den Genotyp der individuellen Pflanze zu ermitteln. Zur Kontrolle wurde DNA aus
Reihen- und

Spalten gemischt und parallel eingesetzt, Signalkombinationen ergaben die
redundanten Reihen- (A-F) und Spalten- (1-9) Koordinaten.
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T T2
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Abbildung 2: Nachweis einer T-DNA oder Transposonintegration im

untersuchten Gen mittels der PCR.

G1 und G2 sind genspezifische Oligonukleotide, die Insertionsstelle flankieren, T1
und T2 sind T-DNA, bzw. transposonspezifische Primer. Durch die Integration wird
das Gen unterbrochen, genspezifische Primer ergaben in diesem Fall der PCR kein
Signal, die Insertion liel sich durch Reaktionen der genspezifischen, kombiniert mit
den Insertionsspezifischen Primern nachweisen.

Die Summe der BandengréRen in den Reaktionen Integration 1 und 2 entsprach bei
positivem Signal der genomischen Reaktion. Alle Linien wurden in der folgenden
Generation durch Segregationsanalyse, bzw. PCR erneut tberprift.

EMS-generierte Populationen

Das Arabidopsis Tilling Projekt (Targeting Induced Local Lesions In Genomes,
Department of Botany, University of Washington (USA), http://tilling.fhcre.org:9366/)
bietet die Durchsichtung einer Population von EMS mutagenisierten A. thaliana Col
er105 ("Big Mama") im Rahmen eines Service Programms an.

Fir die Analysen wurden DNA-Proben individueller M2 Nachkommen von Linien
EMS behandelter Samen isoliert, wahrend die Samen geerntet und inventarisiert
wurden. DNA-Pools wurden mit genspezifischer PCR und der "CEL | mismatch
cleavage enzyme" Methode untersucht. Hierbei wurden amplifikations-Produkte
spezifisch an Fehlbindungsstellen in den Heteroduplexen geschnitten. Die
Fragmente wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und Mutationen in den
komplementaren Strangen automatisiert analysiert. Nach der Wiederholung der
Prozedur mit den Proben positiver DNA-Pools konnten Mutationen auf +/- 10 bp in
den 1 kb DNA-Fragmenten lokalisiert werden.

Mit Hilfe der internetbasierenden CODDLE Software (Codons Optimized to Discover
Deleterious Lesions, http://www.proweb.org/input/) wurde die genomische Sequenz
von AtC4H auf Bereiche analysiert, in denen EMS-typische C/G>A/T Ubergénge
verstarkt zu Aminosaureaustauschen, bzw. der Erzeugung von Stopkodons fuhren.
Eine 1 kb Uberspannende Region des ersten Exons, des ersten Introns und hundert
Basenpaaren des zweiten Exons wurde ausgewahlt und hierflr Oligonukleotide
generiert. Mit diesen AfC4H-spezifischen Oligonukleotiden wurde dann vom Service
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des Das Arabidopsis Tilling Projekts die Population auf Mutationen in der
entsprechenden Region des Gens durchsichtet.

Das Ergebnis dieser Analyse ordnete jeder entdeckten Mutation eine direkte
Verbindung zum ARBC/NASC Arabidopsis Stock Center zu, mit der die individuellen
M2 Linien bestellt werden konnten. Der Genotyp der Mutation (homo- oder
heterozygot) wurde ebenfalls bestimmt. Die Software PARSESNP (Project Aligned
Related Sequences and Evaluate SNPs, http://www.proweb.org/parsesnp/) diente
der Kartierung der Mutationen, identifizierte Anderungen von
Restriktionsschnittstellen zur Differenzierung vom Wildtyp Gen und erlaubte
Vorhersagen des Ergebnisses der Mutation auf Proteinebene.

2.6.5 Wildtyp und weitere mutagenisierte Linien

Wildtyp A. thaliana des Okotyps Col-0 (Columbia (USA)) wurde vom Nottingham
Arabidopsis Stock Center bezogen (NASC, N1093, M. Koorneef).

Die eingesetzte AtCHS Nullmutante tt4(85) (NASC, N8605, Sheahan et al., 1993,
Feinbaum und Ausubel, 1988) befindet sich im Landsberg erecta Hintergrund. Ein G
nach A Austausch im ersten Exon der Sequenz des mutagenisierten AfCHS-Gens
fuhrt zu einem Austausch eines in 23 CHS Genen konservierten Serins zu Glycin.
Dieser Tausch ist vermutlich flir den beobachteten Phanotyp verantwortlich (Chen et
al., 1994).

Brenda W. Shirley stellte freundlicherweise die AtCHS Nullmutante tt4(2YY6)
Mutante im A. thaliana Col-0 Hintergrund zur Verfugung (Burbulis et al., 1996). Ein G
nach A Austausch an der 3'-Spleissstelle des einzigen Introns des At{CHS-Gens ist
vermutlich verantwortlich fir den Ausfall der Flavonoid-Biosynthese (Shirley, 1995).
Die AtF5H Nullmutante fah1-2 im Col-0 Hintergrund wurde freundlicherweise von JC.
Cusumano zur Verfigung gestellt (NASC, N6172, Chapple et al., 1992). Der
Genotyp der Mutation war bislang nicht charakterisiert (JC. Cusumano, pers.
Mitteilung), es lagen keine genomischen Informationen zu der Mutante vor.

Nach der Identifikation von 4 mutmalilich positiven SL4cl4 Subpools mit je 50
Einzellinien aus der SLAT-Population, wurden erste Analysen von der Firma
GreenTec durchgefiihrt. Eine Rohsequenz die auf ein Insertionsereignis in At4CL4
hindeutete, wurde von GreenTec ermittelt. Alle weiteren Arbeiten, die letztlich zu der
Identifizierung und Isolierung einer homozygoten SL4cl4 Linie fuhrten, wurden im
Rahmen dieser Arbeit nach dem oben beschriebenen Schema durchgefiihrt.
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2.6.6 Erzeugung multipler Mutanten: Kreuzen von A. thaliana

Um die moglichen funktionellen Redundanzen zu tGberwinden, war es erforderlich A.
thaliana Stoffwechselmutanten einzelner Gene Uber Kreuzungen miteinander zu
kombinieren. Hierfir wurden paarweise bestatigte und homozygote Linien
ausgewahlt. Grundsatzlich wurden sowohl Mutanten des ersten als auch des zweiten
Gens separat mit Pollen des jeweiligen mutagenisierten Partners bestaubt. In der
Praxis erwies es sich aber als hilfreich, Pflanzen mit effizienten Markern (BASTA
Resistenz, Sinapat-Defizienz) als Pollendonor einzusetzen bzw. die Kontrolle der
Kreuzung Uber Komplementierung des Phanotyps (fransparent testa, Sinapat-
Defizienz) in der F1 Generation durchzufuhren.

Abbildung 3: Herbizid-Selektion von Keimlingen.

10 Tage alte Keimlinge 2 Tage nach Behandlung mit dem Herbizid BASTA. A F1-
Nachkommen einer resistenten Linie gekreuzt auf eine nicht-resistente Linie. Die
vermittelte BASTA-Resistenz zeigt erfolgreiche Kreuzung. B Col-0, nicht-resistenter
Wildtyp.

Die Kreuzungen wurden nach dem Protokoll der "Cold Spring Harbor Arabidopsis

Molecular Genetics" (http://www.msu.edu/user/delgadoi/Protocols.html) durchgefihrt.

2.6.7 Erzeugung multipler Mutanten: Identifizierung von
Rekombinationsereignissen

Liegen zwei Gene auf einem Chromosom, so sind sie physikalisch verknipft. Die
homozygote Doppelmutante ist daher nicht direkt Uber Kreuzung beider
Einzelmutanten zuganglich. In der Nachkommenschaft der heterozygoten F1-
Generation muss daher nach Rekombinationsereignissen gesucht werden, bei denen
durch Strangbriiche in den homologen Chromatiden wahrend der Meiose
Chromosomenbereiche ausgetauscht wurden. Ein solcher Bruch zwischen den
beobachteten Genen vereint damit beide Allele auf einem Chromosom.

35



Material und Methoden

Um die erforderliche GroRe der Population an F2-Pflanzen zu ermitteln, die das
gesuchte Rekombinationsereignis enthalt, sind genetische Karten mit Markern
hilfreich.

Eine solche Karte wurde mit Hilfe von rekombinanten Inzuchtlinien der A. thaliana
Okotypen Columbia and Landsberg erecta (Lister and Dean, 1993) erstellt. SNPs
(Single  Nucleotide  Polymorphisms) stellen die grofite  Anzahl von
Sequenzvariationen in den meisten Organismen dar (Cho et al, 1999). Diese
Polymorphismen liegen der hier eingesetzten Kartierung des A. thaliana Genoms
zugrunde und sind im Stanford Genome Center (SGC) abrufbar.

Anhand den dort aufgefiihrten Markern, die physikalisch in der Nahe der gesuchten
Gene liegen und deren genetische Position in cM angegeben ist, kann die
genetische Distanz zwischen den Genen geschatzt werden. Diese genetische
Distanz spiegelt die Rekombinationsfrequenz wieder. Die Wahrscheinlichkeit einer
Rekombination ist bereits in der F2 Generation gegeben und das Auftreten der
homozygoten Doppelmutante Iasst sich Uber folgende Berechnung ermitteln:

W = [1/4 « (Distanz in cM/100)%] 2

Fir eine Sicherheit von 95% muss etwa die dreifache Menge an F2-Linien untersucht

werden, um die homozygote Doppelmutation zu isolieren.

Nach der Selbstung einer einfach rekombinierten, heterozygoten Linie ist theoretisch

in der F3 Generation die homozygote Doppelmutante wesentlich leichter zu ermitteln.

Folgende Quellen wurden bei der Ermittlung der genetischen und physikalischen

Distanz eingesetzt:

. http://nasc.nott.ac.uk/new_ri_map.html (TAIR Information)

. www.mips.gsf.de/proj/thal/db (zur Bestimmung der Position von BACs auf
den Chromosomen).
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2.6.8 Morphologische Untersuchungen

Die Auswahl geeigneter Mutantenlinien flr entwicklungsspezifische und
morphologische Untersuchungen erfolgte nach folgendem Schema: zunachst wurden
verschiedene Linien der Mutante parallel mit Wildtyp ausgesaht und wenn moglich
Uber BASTA-Selektion, HPTLC oder Samenfarbe auf Segregation Uberprift.
Homozygote, unbehandelte Pflanzen der Uberpriften At4CL-Nullmutantenlinien
wurden mittels PCR auf genomischer Ebene bestatigt.

Direkte anatomische Vergleiche von Wildtyp- und Mutanten-Linien wurden mit einem
Carl-Zeiss Binokular (0,8-fache Vergrofierung) durchgefiihrt.

Untersuchung der Keimlingsentwicklung

Die Anzucht von Col-0 und der A#4CL2 Nullmutante zum Vergleich mdoglicher
entwicklungsspezifischer Unterschiede erfolgte nach folgendem Protokoll: etwa 100
Samen wurden in keimfreien Saulchen mit Glasfritte oberflachensterilisiert (zwei
Waschschritte mit mit 70% Ethanol, 0,1% TWEEN, anschlielfend mit 100% Ethanol)
und durch Zentrifugation getrocknet. Die Samen wurden in Petrischalen (& 9 cm)
steril auf %2 MS-Salz, 0,8 % Agar, 1x Gamborg's Vitamin-Mix, ohne Saccharose mit
einem Zahnstocher in gleichem Abstand ausgebracht. Inkubation bei 4° C fur 2d
folgte die Anzucht unter Langtagbedingungen (18 h Licht, 6 h Dunkelheit, 20 °C),
bzw. fir die Dunkelkontrolle in abgedunkelten Behaltern, in einem Lichtschrank.
Nach der Keimung (Tag 0) wurden taglich die Positionen der Wurzelspitzen mit
einem Scanner fotografiert, um nicht nur das Gesamtwachstum, sondern auch
mdgliche Unterschiede in der Wachstumsgeschwindigkeit zu erfassen.

Lichtbehandlung

Es wurden zwei unterschiedliche Systeme zur Belichtung von Pflanzen mit UV-Licht
bzw. UV-haltigem Weillicht eingesetzt. Pflanzen wurden in einem Lichtschrank (UV
Inkubationsschrank HT, Firma BioTron, Hilden) bei 20°C einer langeren Phase von
Stunden bis hin zu zwei Tagen permanentem Licht ausgesetzt. Folgende Rdhren
waren installiert: vier Réhren TL18W/29 (weilRes Licht, Philips Licht, Hamburg), drei
Roéhren TL18W/18blue (Philips) und zwei Sylvania Schwarzlicht, blau (OSRAM
Sylvania, Munchen).

Bestrahlungen mit kurzen Pulsen von kurzwelligem UV-Licht hoher Leistung wurden
mit einem UV-Crosslinker (Stratagene) mit regulierbarer Energiedosis zwischen 20
bis 120 s durchgefihrt (C. Martin, pers. Mitteilung).

Pflanzen wurden nach der Behandlung unter Standardbedingungen in einer
Phytokammer fur einen Tag weiter kultiviert, bevor auf morphologische
Veranderungen untersucht wurde.
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2.7 Molekularbiologische Standardmethoden

Alle  verwendeten gangigen  molekularbiologischen  Methoden, die in
Laborhandblchern z. B. in Sambrook et al. (1989) beschrieben sind, sind nicht naher
aufgeflhrt.

2.7.1 Restriktions-Endonukleasespaltung

Die Spaltung von DNA mit Restriktions-Endonukleasen wurde mit passenden Puffern
nach Angaben der Enzymhersteller durchgefihrt.

2.7.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCRs wurden unter Zugabe von genspezifischen Primern (Endkonzentration jeweils
0,5 uM), 10-50 ng genomischer DNA oder 1-5 ng Plasmid-DNA als Matrize, 0,2 mM
eines dNTP-Mixes, 1U Taqg- oder 2,5 U Pwo-Polymerase in einem Gesamtvolumen
von 25 ul in entsprechendem 1x PCR-Puffer angesetzt. In einem MJ-Research
225PTC Peltiercycler Gerat wurde die Amplifizierung in der Regel nach folgendem
Schema durchgefiihrt:

94°C 2 min
94°C 30s
55-65°C 20 s | 25-40 Wiederholungen
72°C 1 min/1kb
72°C 5 min

2.7.3 lIsolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

In Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente wurden mit Hilfe
des ,QlAquick Gel Extraction Kit, Minelute“ der Firma QIAGEN (Hilden) nach
Herstellerangaben isoliert und aufgereinigt.

2.7.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Isolierungen von Plasmiden aus Bakterien wurden im Mini-Maf3stab nach der von
Holmes und Quigley (1981) beschriebenen TELT-Methode durchgefihrt. Plasmide,
die in groReren Mengen bendtigt wurden, wurden mit dem ,Plasmid Maxi-Kit* der
Firma QIAGEN (Hilden) nach Herstellerangaben isoliert.
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2.7.5 Isolierung von Gesamt-RNA und mRNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurde der ,RNeasy Plant Mini Kit* (QIAGEN,
Hilden) eingesetzt. Pflanzenmaterial wurde im gekuhlten Méorser in flissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver zerrieben und eine dem Pflanzenmaterial
entsprechende Menge QRL-Puffer zugegeben. Die weiteren Schritte erfolgten
gemal den Angaben des Herstellers.

Alternativ kam die vorgemischte Phenol-Lésung RNAWiz (Ambion) zum Einsatz. Die
Isolierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Groflere Mengen an Gesamt-RNA wurden mittels Phenol-Chloroform isoliert. Alle
wassrigen Loésungen wurden zur Inaktivierung von RNAsen mit DEPC
(Diethylpyrocarbonat, Endkonzentration: 0,1 % (v/v)) mindestens 30 min inkubiert
und anschlielend autoklaviert. Zu 5 g fein zerriebenem Pflanzenmaterial wurden
10 ml Lysis-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 9,0, 100 mM NacCl, 20 mM EGTA, 2 % (w/v)
SDS), 100 ul B-Mercaptoethanol und 10 mi gepuffertes Phenol gegeben, mindestens
20 min in einem Uberkopfschiittler gemischt, 5 ml Chloroform zugegeben, erneut
15 min in einem Uberkopfschiittler gemischt und 10 min mit 5000 UpM bei RT
zentrifugiert. Die obere Phase wurde abpipettiert und die Phenol-Chloroform-Fallung
zweimal wiederholt. Wenn keine Interphase mehr vorhanden war, wurde einmal mit
Chlorform-lsoamylalkohol (24:1) extrahiert und durch Zugabe von 1/10 Volumen Na-
Acetat (3M, pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol die Nukleinsduren bei —70 °C fir
mindestens 30 min gefallt. Nach einer Zentrifugation (30 min, 5000 UpM, 4 °C) wurde
das Sediment in 5 ml Wasser resuspendiert und erneut durch Zugabe von 5 ml LiCl
(4M) Uber Nacht im Eisbad gefallt. Nach Zentrifugation wurde das Sediment in 1,8 ml
Wasser resuspendiert und die RNA mittels Na-Acetat-Fallung (s. 0.) gefallt. Das nach
Zentrifugation erhaltene Sediment wurde zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen
und die RNA in 200 — 500 pl Wasser gelost.

Die Isolierung von mRNA erfolgte mit einem ,Dynabeads® mRNA DIRECT Kit"
(DYNAL, Oslo, Norwegen) entsprechend den Herstellerangaben.

2.7.6 Isolierung genomischer DNA

Isolierung von genomischer DNA aus Pflanzenmaterial wurde mit dem
NucelonPhytopure Kit der Firma Amersham in Anlehnung an die Vorschrift
durchgefiihrt. Die wichtigsten Anderungen beziehen sich auf die Anpassung des
Protokolls an hohen Durchsatz und beinhalten die im Folgenden beschriebenen
Details.

Zwischen 25 bis 50 mg Gewebe wurde frisch in 1,5 ml Reaktionsgefalle eingewogen
und mittels Silicabeads (Durchmesser 0,5 mm, Firma Roth, Karlsruhe) im
BeadBeater (BioSpec Products, Oklahoma) fir 30 sec bei RT homogenisiert. Nach
Zugabe von 600 ul Puffer 1 wurde das Homogenat durchmischt und mit weiteren 200
ul Puffer 2 versetzt fir 10 min auf 65°C erhitzt. Nach 20 min auf Eis wurden 75 pl der
Suspension (PhytoPure DNA extraction resin suspension) und 500 ul Chloroform
zupipettiert und die Proben fir 30 min auf einem Uberkopfschiittler gemischt. Im
Anschluss wurden die Phasen durch Zentrifugation (0,8 g, Eppendorf
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Tischzentrifuge) getrennt. Die obere, wassrige Phase wurde nach Abtrennung mit 10
ul RNAse Losung (10 mg/ml) versetzt und erneuter Zentrifugation (15.000 UpM, 30
min, RT, Heraeus Biofuge Primo R) unterworfen. Der klare Uberstand wurde nach
Uberfiihrung in ein frisches Reaktionsgefall mit gleichem Volumen Isopropanol
versetzt und die DNA durch Zentrifugation (15.000 UpM, 30 min, RT, Heraeus
Biofuge Primo R) pelletiert. Im Anschluss an einen Waschschritt mit 70% Ethanol
wurde das Pellet getrocknet und anschlieRend in 35 ul 10 mM Tris/HCI pH8
resuspendiert. Quantifikation und Bestimmung der Reinheit wurde mittels des
Eppendorf BioPhotometers optisch mit 2ul in 75ul Wasser in UV-durchlassigen
Klvetten durchgefiihrt. Diese quantifizierten Losungen dienten als Template bei allen
PCR-basierenden Experimenten zur Bestimmung des Genotyps individueller
Pflanzen.

Zur Isolierung groferer Mengen an genomischer DNA aus A. thaliana wurden circa
5 g Blattmaterial zu einem feinen Pulver zerrieben, 22 ml auf 65 °C vorgewarmter
2xCTAB-Puffer (2 % (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), 100 mM Tris-HCI
pH 8,0, 20 mM EDTA pH 8,0, 1,4 M NaCl, 1 % Polyvinylpyrrolidon (PVP, M, 40000),
2 % B-Mercaptoethanol) zugeben und fir mind. 1 h bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe
von 20 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wurden die Ansatze 10 min auf einem
Uberkopfschittler gemischt. Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation (15 min,
5000 UpM, 15 °C) wurde die wassrige Phase in ein neues Gefaly Uberfihrt,
0,7 Volumen Isopropanol zugegeben, gemischt und 10 min bei RT oder tGber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 5000 UpM, 15 °C) wurde die
sedimentierte DNA in 1 —5 ml TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH
8,0) resuspendiert, 10 ul RNAse A (10 mg/ml, vorgekocht) zugegeben und fir 30 min
bei 37 °C inkubiert. Die Chloroform/Isoamylalkohol-Fallung wurde wiederholt und
nach Phasentrennung zu der wassrigen Phase 0,7 Volumen Ethanol, 0,2 Volumen
3 M Na-Acetat zugegeben, zentrifugiert und die sedimentierte DNA zweimal mit 70 %
Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 200 =500 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH
8,0, 1 mM EDTA pH 8,0) gel6st und bei 4 °C gelagert.

2.7.7 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung von
a*’P-dCTP mit Hilfe des ,Random Primed DNA Labeling Kits* (Boehringer,
Mannheim) gemaR Herstellerangaben (Feinberg and Vogelstein, 1983). Nicht
eingebaute Desoxynukleotide wurden mittels einer Gelfiltration (Sephadex G25
superfine, Pharmacia, Freiburg) aus dem Reaktionsansatz entfernt.

2.7.8 Transfer von Nukleinsauren auf Nylonmembranen

Fir DNA-Blot-Analysen (Southern, 1975) wurden 10 ug genomische DNA mit den
entsprechenden Restriktions-Endonukleasen verdaut, im 0,8%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel fir 15 Minuten in 0,25N HCI,
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anschlie®end einige Minuten in 0,4 NaOH gespllt. Der Transfer erfolgte mit 0,4 N
NaOH in einem downward-Verfahren (Koetsier ef al., 1993).

Fir RNA-Blot-Analysen wurden 20 pug Gesamt-RNA eingesetzt, die vor der
Elektrophorese mit 1 Volumen RNA-Auftragmix (60 % (v/v) Formamid, 22 % (v/v)
Formaldehyd (37 %), 18 % (v/v) 10xMOPS-Puffer) gemischt und durch eine
15mindtige Inkubation bei 60 °C denaturiert wurde. Die Auftrennung der Gesamt-
RNA erfolgte in einem denaturierenden 1,3%igen Agarosegel.

2.7.9 Herstellung nichtradioaktiver Hybridisierungssonden

DIG-markierte Kontrollsonde fiir SLAT Membranen

Zur Kontrolle und prazisen spateren Ausrichtung des Filters wurde zunachst die DIG
markierte Kontrollsonde nach Angaben des Protokolls ausgehend von 50 ng 1 kb
DNA Leiter (GibcoBRL, Paesley, GB) mit Hilfe des ,Random Primed DNA Labeling
Kits“ (Boehringer, Mannheim) gemal Herstellerangaben (Feinberg and Vogelstein,
1983) mit DIG-markiertem DIG-dCTP synthetisiert.

DIG-markierte spezifische Sonden

DIG-markierte Sonden spezifischer Gene wurden im Anschluss fir die Hybridisierung
des SLAT-Filters bendtigt. Die Herstellung erfolgte mit Hilfe des ,PCR DIG Probe
synthesis Kits“ der Firma Roche (Mannheim) gemall den Angaben des Herstellers.
Die Voll-Langen Sonden wurden mit Oligonukleotiden erzeugt, die den gesamten
kodierenden Bereich umfassen.

2.710 Hybridisierung membrangebundener Nukleinsauren

Die radioaktive Hybridisierung membrangebundener Nukleinsduren erfolgte in
verschliebaren Glasréhren tber Nacht in einem Rollinkubator bei 50 - 65 °C.

Die Nylonmembran mit den fixierten Nukleinsduren wurde zuvor fur mindestens zwei
Stunden ohne Sonde prahybridisiert (1M NaCl, 1% (w/v) SDS, 10 % (w/v)
Dextransulfat). Die funf Minuten bei 95°C denaturiete DNA-Sonde wurde
anschlieRend dem Ansatz hinzugefiigt. Nach der Uber-Nacht-Inkubation wurde die
Membran zweimal 30 Minuten in 0,2xSSC, 0,5% (w/v) SDS bei 50-65°C
gewaschen, um unspezifisch gebundene Sonden zu entfernen. Die Membranen
wurden in Folie eingeschweif’t und mit einem Roéntgenfilm bedeckt bei -80 °C fur
mehrere Stunden bis zu zwei Wochen zwischen Trimax-Verstarkerfolien exponiert.
Fir eine Rehybridisierung wurde der Filter eine Stunde in 0,1 % SDS bei 80 °C
gewaschen. Auf diese Weise wurden gebundene Sondenmolekile entfernt und somit
eine erneute Hybridisierung zu ermoglicht.

Analog wurde die Hybridisierung DIG-markierter Sonden durchgefiihrt. Die
Hybridisierungslosung DIG Easyhyb (Boehringer, Mannheim) wurde in allen
Experimenten standardisiert bei 42°C eingesetzt. Die AntikOrperreaktion zur
Detektion der Signale, sowie die Entwicklung und Exposition wurden nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

Hybridisierungen von membrangebundener RNA wurde mit radioaktiv markierten
Sonden in ULTRAHyb (Ambion) durchgeflihrt, einer halben Stunde Prahybridisierung
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bei 42°C folgte Inkubation mit der radioaktiven Sonde Uber Nacht bei gleicher
Temperatur. Stringente Waschschritte bei 65 - 68°C (0,2xSSC, 0,5 % (w/v) SDS,
zweimal 30 Minuten) entsprachen dem Standardprotokoll. Autoradiographie erfolgte
in Folien eingeschweifl’t mit einem Roéntgenfiim bedeckt bei -80 °C fir mehrere
Stunden bis zu zwei Wochen zwischen Trimax-Verstarkerfolien.

2.7.11 RT-PCR zur Expressionsanalyse von At4CL4

Primerentwicklung

Die Untersuchung der Expression eines Gens einer Gen-Familie birgt das Problem
unspezifischer Detektion homologer Familienmitglieder. Daher ist die Entwicklung
spezifischer Oligonukleotide ein zentraler Punkt der RT-PCR zur Analyse der At4CL4
Expression. Bei der Gewebespezifischen Analyse sollten zudem zum Vergleich alle
anderen Mitglieder der Familie einbezogen werden.

Oligonukleotide fur die RT-PCR mussen folgende Kriterien erflllen:

o Spezifitat fir das jeweiligen Gen

e Uberspannen einer Intron-Intron Grenze auf cDNA Ebene

e Schmelztemperatur ahnlich aller weiteren eingesetzten Oligonukleotide

e Flankieren eines Bereichs ahnlicher Groe zu den drei weiteren Genen

Hierauf basierend wurden mit den Programmen Amplify v1.2 (William Engels,
Genetics Department, University of Wisconsin, Madison, USA) und Vector NTI v5.0
(Informax) zunachst mogliche Positionen ausgewahlt. Hierfur wurde mit Hilfe eines
Gradientenblocks eine optimale Bindetemperatur aller Primerpaare ermittelt. Die
entsprechenden Primer wurden anschlielend Uber PCR in einer Maschine der
gleichen Bauserie (MJ Research PTC-225) gegen klonierte cDNA aller At4CLs (100
pg) sowie genomische DNA (50 ng) getestet um Spezifitat zu gewahrleisten.

Herstellung der Matrize lber reverse Transkription (RT) fiir die PCR

Da es erforderlich ist in allen nachfolgenden Reaktionen identische Mengen der
Matrize vergleichbarer Qualitat einzusetzen, wurde die zwei-Gefall RT-PCR fiur die
Untersuchung verwendet. Mit dieser Methode wurde in zwei getrennten Reaktionen
zunachst Uber die RT cDNA erzeugt, die dann in den nachfolgenden PCR in
parallelen Reaktionen als vergleichbare Matrize eingesetzt werden konnte.

Die zuvor auf Northern-Ebene eingesetzte gesamt RNA aus verschiedenen
Geweben wurde photometrisch mit Hilfe des BioPhotometers (Eppendorf)
quantifiziert und die Konzentrationen der Proben gegeneinander abgeglichen.

20 pug gesamt RNA wurden mit der SuperScript II RNase H ~ (GibcoBRL) nach
Angaben des Herstellers im mitgelieferten Puffer unter Verwendung eines Oligo
(dT)2V  Oligonukleotids (40 pmol) durchgefihrt. AnschlieBend wurde die
Konzentration erneut photometrisch Uberprift und alle Produkte auf 375 ng/ul
eingestellt.

PCR

Ein RnaseH-Dau ist nicht erforderlich um die entstandenen DNA-RNA Hybridstrange
zu trennen, da die GréfRe der zu erzeugenden Produkte 791 bp nicht Gberschreitet.
Von der Uber die RT erzeugten cDNA Matrize wurden in allen PCR die gleichen,
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zuvor quantifizierten und aufeinander abgestimmten Volumina eingesetzt. Um
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten war es erforderlich, alle Reaktionen parallel
in einem Block mit identischem Programm durchzufiihren. Der Standard
Reaktionsansatz dieser PCR enthalt in einem Volumen von 25 pl folgende
Ldsungen:

Matrize 1,5 wl RT Produkt (375 ng/ul)

Polymerase 0,25 ul Tag-DNA Polymerase (Roche, 5u/ul)
Puffer 2,5 ul 10-fach konzentriert

dNTPs 0,25 ul (Roche, 10 mM)

Oligonukleotid1/ Oligonukleotid2 je 0,3 ul (Metabion, 10 uM).
Die Reaktion wurde in einer MJ Research PTC-225 mit folgendem Programm
durchgeflhrt:

Denaturierung 94°C, 2 min
Denaturierung 94°C, 15 s
Oligonukleotidbindung 72°C, 30 s ] 30 Zyklen
Oligonukleotidextention 72°C,15s

Grundsatzlich wurde der Block zunachst auf die Denaturierungstemperatur gebracht
bevor die Proben geladen wurden, um unspezifische Amplifikation fehlgebundener
Oligonukleotide zu verhindern. 15 ul der entstandenen Produkte wurden in 2% TAE-
Agarosegelen aufgetrennt und die Banden mittels Ethidiumbromid auf dem UV-
Transilluminator sichtbar gemacht.

Zur Kontrolle wurden die revers transkribierten RNA-Proben in einer PCR fir das
konstitutiv exprimierte AtActin1 (A. thaliana ACT1, gi:166581, Locus ATHACT1A,
Oligonukleotid act_for liegt im ersten und Oligonukleotid act_rev im dritten Exon)
unter folgenden Bedingungen eingesetzt: T(a) = 60°C, t(72°C) = 30s, Zyklen = 25/35.
Genomische Kontamination ergabe 733 bp, die GroRe des Signals auf cDNA betragt
503 bp.

2712 Rechnergestutze Sequenzanalysen

DNA-Sequenzierung und Auswertung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Servicegruppe ADIS des Max-Planck-
Instituts mit Hilfe eines automatischen Verfahrens der Firma Applied Biosystems
nach der Didesoxymethode (Sanger et al., 1977) durchgeflhrt.

Die erhaltenen Sequenzinformationen wurden mit den Programmen der
unixbasierenden Software GCG bestfit, gap und pileup (GCG-Softwarepaket
Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group, Madison, Wisc., USA)
sowie dem Programmpaket VectorNTI6.0 (Informatix) ausgewertet.

43



Material und Methoden

Internetrecherchen, Analysealgorithmen und lokale Datenbanken

Die aufgrund ihrer hohen Ahnlichkeit zu bekannten At4CLs identifizierten Sequenzen
(Algorithmen: BLAST (Altschul et al., 1997) und FASTA (Lipman and Pearson,
1975)) wurden aus den drei grofdten primaren Datenbanken (Genbank (USA), EMBL
(England) und DDBJ (Japan)) heruntergeladen, vereinheitlicht und lokal mit dem
Programm VectorNTI16.0 (Informatix) in einer Datenbank zusammengefasst.

Erstellung des multiplen Alignments aller verfugbaren 4CL-Sequenzen

Die Alignments aller zu diesem Zeitpunkt veroffentlichten 4CL Proteinsequenzen,
bzw. der aus den verfliigbaren genomischen Daten abgeleiteten Proteinsequenzen
wurden mit dem Programm pileup (progressiver paarweiser Vergleich aller Sequnzen
zueinander, Vergleichsmatrix blosum62, Standardparameter gap creation 5, gap
extension 1) des GCG-Softwarepakets erzeugt und manuell optimiert. Details werden
ausfuhrlich im Ergebnisteil (Kapitel 3.1, Seite 61) behandelt. Die Literaturquellen der
charakterisierten 4CLs sind Uber ihre im Anhang wiedergegebenen Zugriffsnummern
verfugbar, daher wurden in dieser Arbeit nur die fur die weiteren Betrachtungen
relevanten Publikationen gesondert zitiert.

Analyse des Reisgenoms

Die beiden grolen o&ffentlichen Sequenzprojekte "International Rice Genome
Sequencing Project” (Kultivar: Oryza sativa ssp. japonica c.v. Nipponbare) und der
"Chinese Academy of Sciences; Beijing, China" (Kultivar: Oryza sativa L. ssp. indica)
sowie etwa 10 kleinere Projekte stellen ihre Informationen Uber verschiedene
Datenbanken, die miteinander abgeglichen werden, zur Verfliigung.

Die fir die Analyse zugrunde gelegten Datenressourcen des Reisgenom-
Sequenzierungsprojekts von NCBI und TIGR decken die verfligbaren Informationen
ab. Die Banken wurden zunachst mit dem Suchalgorithmus BLAST gegen die 4
At4CLs sowie die ndher verwandten monokotyledonen 4CLs des Weidelgrases
(Lolium perenne) und die bereits verfigbaren Reis 4CLs (Oryza sativa) verglichen.
10 entsprechende unabhangige BAC-Klone die genomische Rohsequenzen mit
hoher Ahnlichkeit zu den eingesetzten Sequenzen trugen, wurden auf offene
Leserahmen untersucht. Alle Bereiche wurden nach Translation paarweise mit dem
Programm gap (GCG-Programmpaket) dem 4CL-Konsensus (siehe Kap. 2.7.12,
Internetrecherchen, Analysealgorithmen und lokale Datenbanken) angepasst, bis
komplette Proteinsequenzen vorlagen. Anhand dieser Sequenzen wurden
mutmalliche Intron-Exon Grenzen vorhergesagt (VectorNTlI V6.0) und mit den
anderen Familienmitgliedern verglichen.

Eine weitere, limitierte Durchsichtung des vom Torrey Mesa Research Institute
(TMRI, Syngenta (Goff et al., 2002) sequenzierten Teils des Reisgenoms (Oryza
sativa ssp. japonica) wurde mit der Beschrankung auf 100 kb pro Woche gestattet.
Die mutmaflichen Os4CL3-5 wurden einer BLAST-Suche zugrundegelegt. Die
Rohsequenzen von zwei weiteren, moglicherweise letzten Kandidaten der Os4CL-
Familie in Reis wurden heruntergeladen und gegen beide 6ffentlichen Datenbanken
mit beiden Kultivaren verglichen.
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Phylogenetische Analysen

Alle phylogenetischen Analysen der 4CLs wurden auf der Basis des Alignments aller
verfugbarer 4CL-Sequenzen (siehe Kap. 2.7.12, Erstellung des multiplen Alignments)
mit dem Programm paupsearch des GCG-Softwarepakets durchgeflihrt,
eingebunden ist PAUP (aktuelle Version 4.01, D.L. Swoffort und Olsen, 1990). Mit
der Maximum-Parismony-Methode  wurde empirisch der der phylogenetische
Stammbaum gesucht, der den gegebenen Datensatz mit der geringsten Anzahl
evolutionarer Schritte erklart (Fitch, 1977). Die Langen der Aste von Parsimony-
Baumen koénnen bei sehr grollen Zeitrdumen verzerrt wiedergegeben werden.
Vergleichsweise erzeugte Baume mit der Distanz-Methode (Neighbour-Joining-
Methode zur Berechnung des Baums) ergaben die gleiche Topologie. Da der
Schwerpunkt dieser Analyse aber nicht die Bestimmung der Distanzen zwischen den
einzelnen Mitgliedern der Gruppe zum Ziel hatte, sondern Erzeugung des
phylogenetisch kiirzesten Baums zur Beschreibung der
Verwandtschaftsbeziehungen, wurden die erzeugten Parsiminy-Baume anhand von
Vergleichen mit Distanz-Baumen gesichert. Eingesetzte Algorithmen mit steigender
Komplexitat waren ClustalW, Neighbour-Joining (NJ), branch swapping-tree bisection
and reconnection (TBR), und branch-and-bound (BB) der zu den sogenannten
"exhaustive search"-Algorithmen zahlt.

Bei der angewendeten heuristischen Methode mit der "branch swapping-tree
bisection and reconnection"-Option (TBR) handelt es sich um einen Kompromiss aus
Prazision und Genauigkeit. Das multiple Alignment wurde zunachst in bestandige
(invariant) und variable Positionen unterteilt. Die variablen Positionen wurden weiter
in informative und nicht-informative Positionen differenziert. Alle informativen
Positionen zweier Sequenzen wurden zunachst paarweise verglichen um eine
Vorlaufersequenz mit méglichst wenigen Substitutionen zu erhalten, die dann mir der
nachsten Sequenz des Alignments verglichen wurde. Die Aminosaurepositionen
wurden proportional zum Konsistenzindex, dem Mal fir die Stabilitat der Topologie
des Stammbaums neu gewichtet und der Datensatz entsprechend der Wichtung
erneut (rekursiv) analysiert. Als heuristische Suche missen nicht zwingend alle
besten Baume gefunden werden. Alternative Methoden stellen die Neighbour-
Joining-, sowie die Branch-and-Bound-Methoden dar. Erstere erlaubt gute
Vorhersagen ohne hohe Genauigkeit, wahrend die zweite Methode durch den
exponentiell ansteigenden Rechenaufwand nur fur kleine Datensatze zu verwenden
ist.

Eine statistische Methode zur Uberprifung der Wahrscheinlichkeit der
Verzweigungstopologie ist die "Bootstrap"-Analyse (Felsenstein, 1985). Dabei
werden die Charaktere des Datensatzes zufallig neu zusammengesetzt. Mit diesem
neu arrangierten Datensatz wird die Parsimony-Analyse erneut durchgefiihrt. Durch
Vielfache Durchlaufe (in der Regel >1000) und dem Vergleich der so ermittelten
Stammbaume kann fir jede Verzweigung des urspriinglichen Baums die Haufigkeit
des Auftretens dieser Verzweigung in den "Bootstrap"-Wiederholungen als
Signifikanzwert ("confidence index") angegeben werden.
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Folgende internetbasierende Programme und Datenbanken wurden bei den

Analysen eingesetzt:

. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool for comparing gene and protein
sequences against others in public databases, Genbank
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/, EMBL , http://www.ebi.ac.uk/fblast2/,
DDBJ http://www.ddbj.nig.ac.jp/homology/blast-e.shtml)

. FASTA (EMBL, http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ und DDBJ
http://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/homology.html)
. MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences GSF,
http://mips.gsf.de/ A. thaliana BACs und Contigs)
. NCBI (National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nIm.nih.gov)
o NCBI open reading frame finder

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)
o NCBI Banklt direct submision tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Bankilt)
o ENTREZ (ENTREZ Search and Retrieval in GenBank
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Entrez/)

J PLACE Datenbank (K. Higo, Y. Ugawa, M. Iwamoto and T. Korenaga (1999)
Plant cis-acting regulatory DNA elements (PLACE) database: 1999. Nucleic
Acids Research Vol.27 No.1 pp. 297-300
http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/signalscan.html)

. Coddle (Codons Optimized to Discover Deleterious Lesions,
http://www.proweb.org/input/)

. im Rahmen des Arabidopsis TILLING Projekts (http://tilling.fhcrc.org:9366/)

o TIGR (The Institute For Genomic Research, http://tigrblast.tigr.org/euk-blast/)
. TMRI, Zugriff Reisgenomdatenbank (Syngenta, Torrey Mesa Research
Institute, https://portal.tmri.org/rice/Login)

Entwicklung einer Konsensusmatrix zur Identifikation und Evaluierung von
mutmaRBlichen cis-regulatorischer Elemente P, A, und L in Promotoren von
Phenylpropanstoff-Genen Elementen

Durch die groRe Anzahl beschriebener Elemente konnte eine Analyse der
Nukleotidverteilung Gber den Bereich der P, A und L Elemente durchgefiihrt werden.
Die so erhaltene Haufigkeitsmatrix erlaubt im Vergleich mit dem bislang
beschriebenen Konsensus eine prazisere Beurteilung eines mutmallichen Elements.
Zudem eignet sich die Matrix fur rechnergestitze Analysen groRer Datensatze wie
dem vorliegenden vollstandigem A. thaliana Genom.

In der folgenden Tabelle ist die Haufigkeitsverteilung der Nukleotide in den jeweiligen
Elementen dargestellt. Die unterschiedliche Anzahl der eingesetzten Elemente ist auf
das Fehlen von Elementen in einzelnen Genen zurlickzuflhren.
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BOX P

POS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 14
A 2 1 1 2 17 | 16 0 11 20 | 13 0 4 4 2
T 8 16 | 14 6 1 0 0 1 3 1 0 1 0 3
G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C 13 6 8 15 5 7 23 | 11 0 9 23 18 19 18

Anzahl der eingesetzten Elemente: 23

BOX L
POS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A 2 0 1 1 21 0 0 7 20 1 1
T 11 3 17 7 0 2 0 14 0 0 0
G 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C 6 18 3 13 0 19 21 0 1 20 20
Anzahl der eingesetzten Elemente: 21
BOX A
POS 1 2 3 4 5 6
A 1 0 1 0 0 1
T 0 2 0 19 4 3
G 0 1 16 0 2 0
C 18 16 3 0 13 16

Anzahl der eingesetzten Elemente: 19

Eine vollstandige Liste der Gene findet sich im folgenden Abschnitt und entstammt
folgenden Publikationen: Logemann et al. (1995) und Mizutani et al. (1997)

Anhand der Haufigkeit eines Nukleotids kann somit fiir jede Position innerhalb einer
Promotorsequenz eine normierte Wertung durchgefihrt werden, die sich
folgendermalien

ergibt:

Wert

YMatrixelemente

Zn: Pos(n)
W — =1

n

Wobei W den normierten Wert eines mutmalRlichen Elements darstellt und sich
zwischen 0 und W(opt) bewegt. Je ndher der Wert eines Elements an W(opt) desto
eher entspricht das Element der Matrix.
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W(opt) ist der Wert eines hypothetisch perfekten Elements und beschreibt den Grad
der Konservierung der Matrix. Bei einer hoch konservierten Matrix geht W(opt) nach
1 und erreicht 0.25 bei einer Matrix, die alle mdglichen Permutationen ihres Elements
enthalt. Fir die Boxen P, A, und L wurden fir W(opt) folgende Werte ermittelt:

W(opt) P =0.73
W(opt) A =0.84
W(opt) L = 0.86

Somit sind die Elemente, die Box L definieren hoher konserviert als Elemente, die in
die Ahnlichkeitsmatrix von P eingehen.

Eingesetzt wurden P, A und L Elemente folgender Gene: PcPAL1, PcPAL2, PcPAL3,
PcPAL4, Pc4CL1, Pc4CL2, AtPAL1, AtPAL2, LePAL5, PsPAL1, PsPAL2, PvPAL2,
PvPAL3, StPAL1, StPAL2, St4CL1, St4CL2 (Logemann et al., 1995) und AfC4H,
AtPAL3 (Mizutani et al. 1997). Af, Arabidopsis thaliana;, Le, Lycopersicon
esculentum; Pc, Petroselinum crispum; Ps, Pisum sativum; Pv, Phaseolus vulgaris;
St, Solanum tuberosum.

Analyse des Auftretens von W-Boxen in Promotoren von
Phenylpropanstoffwechsel-Genen

Um in dieser Analyse mdoglichst vollstandig die verfugbaren annotierten oder
mutmalfilichen Phenylpropanstoffgene zu analysieren, wurden Gene verschiedenster
Organismen durch einen BLAST-Suchlauf in der Datenbank MIPS, der Datenbank
des NCBI oder durch ihre Annotierung in der ENTREZ Datenbank ermittelt, die
Zugriff auf die drei groten primaren Datenbanken (Genbank, NCBI (Benson et al.
2000), EMBL (Baker et al., 2000), DDBJ (Tateno et al., 2000)) erlaubt. Anschliel3end
wurde nach Verfligbarkeit die Promotorsequenz stromaufwarts des annotierten ATG-
Startcodons extrahiert und mit Hilfe der PLACE Datenbank auf das W-Box Motiv
TTGACC in Richtung des kodierenden Stranges und der Gegenrichtung untersucht.
Es wurden nur Sequenzen verglichen, deren Promotorsequenz eine Lange von
mindestens 950 bp aufwies.

2.713 Herstellung und Analyse transgener Pflanzen

Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Von den Plasmiden (pGPTV), die fur die Transformation eingesetzt wurden, wurde
die Integration von beiden Seiten aus ansequenziert. Die Transformation von
Agrobacterium tumefaciens (Stamm GV3101) erfolgte durch Elektroporation.
Herstellung elektrokompetenter Agrobakterien: Bakterien von Platte in 100 ml YEB-
Medium (5 g beef-extract, 1 g yeast-extract, 5g Peptone 140, 5g Saccharose,
pH 7,2, ad 11) animpfen und bis zu einer ODgy von 0,5 bei 28 °C unter Schiitteln
inkubieren, abzentrifugieren und zweimal in 1 mM HEPES-Puffer, 10 % (v/v)
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Glycerin, pH 7,5 waschen. Das Bakteriensediment in 800 ul 1 mM HEPES-Puffer,
10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5 resuspendieren und in 50 pl-Anséatzen bei —80 °C lagern.
Zu 50 pul elektrokompetenten Agrobakterien wurde 1 ug Plasmid-DNA gegeben,
vorsichtig gemischt und in eine Elektroporationskivette Uberfihrt. In einem
Elekroporationsgerat der Firma BioRad erfolgte die Transformation (2,5 kV, 25 uF,
400 Q).

Stabile Transformation von A. thaliana

Die stabile Transformation erfolgt mit der Floral-Dip-Methode (Clough and Bent,
1998). Die Anzucht der A. thaliana-Pflanzen (Okotyp Col-0, jeweils 5 Pflanzen in
einem Topf, &7 cm) erfolgte fur drei bis finf Wochen in Phytokammern unter
Kurztagbedingungen und zur anschliellenden BlUhinduktion fur weitere zwei bis drei
Wochen unter Langtagbedingungen. Um eine vermehrte Bildung von Sekundar-
Infloreszenzen anzuregen, wurde die Primar-Infloreszenz abgeschnitten. Die
Transformation erfolgte, solange die Mehrzahl der Bliiten noch geschlossen waren.
Agrobakterien konnen nur innerhalb eines kurzen Zeitraums der Blutenentwicklung
(bis zur Schlieung des Lokulus) die Eianlagen transformieren (Bent, 2000).

Von den transformierten Agrobakterien wurde von der Platte eine Kolonie in 1 | YEB-
Medium (Gentamycin: 25 ug/ml, Rifampicin: 100 ug/ml, Kanamycin: 50 pg/ml)
angeimpft und Uber Nacht bei 28 °C unter Schiitteln inkubiert. Diese Ubernachtkultur
wurde abzentrifugiert (20 min, 6000 UpM, 10 °C) und in einer 5%igen Saccharose-
Lésung resuspendiert. Zu 400 ml dieser Bakterien-Suspension wurden 200 ul Silwet
L-77 (Union Carbide) als Detergens hinzugefigt (Whalen et al., 1991). Die Topfe mit
den A. thaliana-Pflanzen wurden in diese Suspension getaucht, so dass die
Infloreszenzen vollstandig eintauchten, kurz geschwenkt und zum Trocknen
horizontal auf Tilcher gelegt. Bis zur Samenreife wurden die Pflanzen ins
Gewachshaus gestellt, wobei in den ersten zwei Tagen nach Transformation die
Pflanzen mit einer Haube bedeckt wurden.

Analyse transgener Pflanzen

Die Samen der transformierten Pflanzen wurden oberflachensterilisiert (zweimal
2min 70 % Ethanol, einmal 2 min 100 % Ethanol) und auf Selektionsplatten
(0,5xMS-Salz (Sigma), 1xVitamin-Mix, 250 ug/ml Claforan (Cefotaxim-Natrium,
Hoechst AG), 70 ug/ml Kanamycin 0,8 %Agar) ausgesat. Die Kanamycin-resistenten
Pflanzen wurden als Primartransformanden bezeichnet. Die aus einer Selbstung
dieser Pflanze hervorgegangenen Samen bildeten die T1-Generation. Bei einer
Einfach-Integration des Transgens wurde in vielen Fallen nach Kanamycin-Selektion
auch die erwartete 1:2:1-Aufspaltung naherungsweise beobachtet. Transgene
Pflanzen mit einer Mehrfach-Integration kénnen auch in der T2-Generation noch
segregieren. Die GFP-Fusionslinien wurden in der T2-Generation analysiert, wobei
uber Selektionsplatten die Anwesenheit des Transgens bestatigt wurde.
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2.8 Proteinanalytik: Expression von At4CL4 in E.coli

2.8.1 Herstellung der Expressionsvektoren

Erste Serie: Klonierungsstrategie At4CL4 in pQE-70

Der Qiagen Expressionsvektor pQE-70 wurde bislang fir die heterologe Expression
von At4CLs erfolgreich eingesetzt. Analog sollte At4CL4 ausgehend von PCR-
amplifizierter ~ ¢cDNA  Uber zwei Fragmente in die Sphl /BamHI
Restriktionsschnittstellen des Vektors kloniert werden. Die Amplifikation erfolgte
aufgrund des niedrigen Expressionsniveaus unter Verwendung einer zweistufigen
geschachtelten PCR (Oligonukleotide aufgefihrt in Kap. 2.3). Hierfir wurden
Polymerasen mit Exonukleaseaktivitdt  (proof-reading, Pwo, Triplemaster
(Eppendorf)) unter Bedingungen eingesetzt, die hohe Spezifitdt gewahrleisteten. Als
Template diente c¢cDNA von elicitorbehandelter A. thaliana Zellkultur
(freundlicherweise von H. Heise zur Verfligung gestellt). Die Fragmente wurden
inklusive der endogenen Nukleotide der Start- und Stopkodons amplifiziert und nach
entsprechenden Restriktionsendonuklease-Behandlungen aus
Subklonierungsvektoren  (pTOPO  (Invitrogen)) in den gedffneten und
dephosphorylierten Expressionsvektor tranferiert. Essentiell erforderlich war die
Transformation der rekombinanten At4CL4 tragenden Expressionsplasmide in E.coli
Stamme (XL1-blue, pSURE (Stratagene)) mit starken LacZ-Repressoren wie der

lacl¥ Mutation bzw. dem pREP4 Repressorplasmid, um das uninduzierte

Expressionsniveau der Kulturen auf ein Minimum zu reduzieren.

Kontrolle der Klone erfolgte Uber PCR mit einer Oligonukleotid-Kombination
spezifisch  fur A#4CL4 und dem Vektor bzw. einer Restriktions-
endonukleasebehandlung.
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A Heterologe Expression von At4CL4: pQE-70 System
ORF 2
ORF 3

4CL4 Genstruktur ORF 4
ORF 1 ORF 5
. CDS
ACL4 cDNA P S
Bam HI :
Sph | Bam HI

|l ATG I |

4CL4 PCR Produkt

Klonierungs
-Vektor
pcrR21 | °*"
TOPO TA
3908 bp
Bam HI
4CL4 Restriktions- 5P| ji& fem I
Fragmentserie : . ;
sphi i Bam HI

. Expressionsvektor
4CL4 Expressions- P

Konstrukt - Hise-tag
3,4 kb = Stopkodons
5,1 kb incl.
4CL4 cDNA
1 kb

Abbildung 4: Schema der Klonierungsstrategie At4CL4 fiir heterologe
Expression in E. coli.

Nach der reversen Transkription wurde der codierende Bereich von At4CL4 inclusive
des endogenen Start- und Stopcodons Uber PCR amplifiziert und subkloniert.
Partialer Restriktionsdau lieferte das Insertionsfragment fur die Klonierung in den
Expressionsvektor pQE-70 mit C-terminalem Hisg-tag.

Heterologe Expression rekombinanter At4CL4 pQE-70 Klone

Nach Transformation des rekombinanten Expressionsplasmids in den E.coli
Expressionsstamm M15 wurden separate Transformationsansatze nach der
Regenerationsphase direkt in 2xLB Starterkultur mit dem Antibiotikum fir den Erhalt
des Repressor-Plasmids (Kanamycin) und des Vektors (Ampicillin) tGberfihrt. Nach
einer Wachstumsphase von 12 h wurde das Zellpellet in frisches Kanamycin-freies

Medium Uberfuhrt und weitere 2-3 h bei 37°C inkubiert, bis eine ODggg von 0.6 bis
0.7 erreicht war. Durch Zugabe von IPTG sollte die Expression des heterologen
At4CL4 induziert werden. Nach weitern 3 h wurden die Kulturen pelletiert, eine
separate Probe von 1 ml diente jeweils der Uberpriifung erfolgreicher Induktion
mittels eines SDS-PAGE und Farbung der Proteinbanden mit Bio-Coomassie
(Biorad), bzw. durch Silberfarbung.
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Schnelltest rekombinanter Klone auf Enzymaktivitat und Substratspezifitat

Zur Durchsichtung einer grof3en Zahl an rekombinanten E. coli-Klone eignet sich ein
einfacher Multititerplattentest (HP. Stuible, pers. Mitteilung). Rekombinante Klone,
die in der Lage sind heterolog aktive At4CL-Enzyme zu exprimieren, lieRen sich
hiermit schnell identifizieren.

Einzelkolonien wurden separiert auf Induktionsplatten (LB/agar (1,2 %), 1,8 ¢
IPTG/L) ausgestrichen und 10 h bei 37°C inkubiert. In einer 96-Felder Multititerplatte
wurden 50 ul Lysozymlésung vorgelegt, sowie 50 ul CoA-Lésung, 50 ul Testlésung
und 50 ul der zu untersuchenden Substratldsung. Mit der Impfése wurden Bakterien
von der Induktionsplatte in die einzelnen Felder Ubertragen. Nach etwa 5 min zeigten
ablaufende Reaktionen der Kontrollen und entsprechender Klone die
charakteristische Gelbfarbung in den Feldern.

Hierbei katalysieren 4CLs folgende charakteristische Reaktion:

[4-Cumarat :CoA Ligase]
Zimtsauresaurederivat+ CoA —— P Aktiviertes Produkt (gelb)

Positive Klone konnten somit isoliert werden, ebenso wie ein erster Eindruck Uber die
jeweilige Substratspezifitat gewonnen wurde.

Zweite Serie: Klonierungsstrategie At4CL4 in pET-30 (Novagen)

Das pET System ist ein Klonierungs- und Expressionssystem fur rekombinante
Proteine in E. coli. Unter der Kontrolle des starken Bakteriophagen T7
Transkriptions- und Translationssignals wird die Expression in der Zelle
ausschliefdlich durch die T7-RNA-Polymerase induziert. Expression in Zellen ohne
die Polymerase ist somit vollstandig unterbunden und Plasmid-Instabilitdt durch
potentiell toxische Effekte der exprimierten Proteine vermieden.

Die vollstandige kodierende Region von Af4CL4 wurde ausgehend von cDNA nach
Amplifikation Uber Ndel/Xhol Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor
kloniert. Die Amplifikation erfolgte mit den in Kap. 2.3 aufgefiihrten Oligonukleotiden.
Hierfir wurde eine Polymerase mit Exonukleaseaktivitat (Triplemaster, Eppendorf)
unter Bedingungen eingesetzt, die hohe Spezifitdt gewahrleisteten. Als Template
diente cDNA von elicitorbehandelter A. thaliana Zellkultur. Die Fragmente wurden
inklusive der endogenen Nukleotide der Start- und Stopkodons amplifiziert und nach
entsprechenden Restriktionsendonuklease-Behandlungen aus
Subklonierungsvektoren  (pDRIVE, Qiagen) in den  gedffneten  und
dephosphorylierten Expressionsvektor transferiert.

Essentiell erforderlich war die Transformation der rekombinanten At4CL4 tragenden
Expressionsplasmide in E.coli Stamme (XL1-blue, pSURE (Stratagene)) mit starken

LacZ-Repressoren wie der lacl® Mutation bzw. dem pREP4 Repressorplasmid, um
das uninduzierte Expressionsniveau der Kulturen auf ein Minimum zu reduzieren.
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Kontrolle der Klone erfolgte Uber PCR mit einer Oligonukleotid-Kombination
spezifisch fir At4CL4 und den Vektor, bzw. einem Restriktionsdau. Fir die
Expression und Aufreinigung eingesetzte Klone wurden ansequenziert, um den
Promotor, die Schnittstellen, die kodierende Region und den C-terminalen Hisg-tag
zu Uberprifen.

B Heterologe Expression von At4CL4: pET-30 System

ORF 2
ORF 3

4CL4 Genstruktur ORF 4
ORF 1 ORF 5
. CDSs
ACLACDNA =i S—
H Nde | Xh0§|
4CL4 PCR Produkt |ATG I

pDRIVE U/A
3851 bp
Klonierungs-
vektor

4CL4 Restriktions- e e
Fragment :

4CL4 Expressions- {2 Hise-tag

Konstrukt pET-30 a(+) \ ——Stopkodons
7136 bp incl.
4CL4 cDNA

Expressionsvektor
1 kb

Abbildung 5: Schema der alternativen Klonierungsstrategie At4CL4 fiir
heterologe Expression in E. coli.

Nach der reversen Transkription wurde der codierende Bereich von Af4CL4 inclusive
des endogenen Start- und Stopcodons Uber PCR amplifiziert und subkloniert.
Restriktionsdau lieferte das Insertionsfragment fir die Klonierung in den
Expressionsvektor pET-30 mit C-terminalem Hisg-tag.
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2.8.2 Expression der Proteine

Alle Bakterienkulturen wurden in LB-Medium, dem 100 pug/ml Ampicillin und 25 pug/ml
Kanamycin zugesetzt wurden, bei 37°C und 220 UpM inkubiert. Von
entsprechenden Ubernacht-Kulturen wurden im Verhaltnis 1:50 Kulturen angesetzt,
die bis zu einer ODgg von 0,7 bis 0,8 wuchsen. Die Induktion der Expression erfolgte
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 0,01 bis 2 mM. Nach ein- bis
vierstuindiger Inkubation bei 30 bis 37 °C wurden die Bakterien durch Zentrifugation
sedimentiert und je nach weiterem Vorgehen in verschiedenen Puffern
resuspendiert.

2.8.3 Herstellung von Proteinextrakten

Rohextrakte von Bakterien wurden durch Resuspension der sedimentierten
Bakterien in 1xLaemmli-Probenpuffer (30 mM Tris-HCI pH 6,8, 1 % (w/v) SDS, 5 %
(v/v) Glycerin, 2,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,0005 % (w/v) Bromphenolblau)
hergestellt (Laemmli, 1970).

Fir eine native Aufreinigung der Proteine wurden die sedimentierten Bakterien in
einem Phosphatpuffer resuspendiert und im Eisbad achtmal jeweils 5s mit
Ultraschall (200 — 300 W) lysiert.

Fir die Herstellung von Proteinextrakten verschiedener A. thaliana-Gewebe wurde
circa 2 g Pflanzenmaterial gemérsert, in 2 ml Aufschlusspuffer (200 mM Tris-HCI
pH 7,8, 1 % (v/v) B-Mercaptoethanol) aufgenommen, im Eisbad 30 min gerihrt, 0,2 g
gesplltes und gepuffertes Dowex zugegeben, wieder im Eisbad 30 min gerihrt und
nach Zentrifugation (10 min, 10000 UpM, 4 °C) der Uberstand abgenommen und bei
—20 °C gelagert.

2.8.4 Affinitatsreinigung rekombinanter Proteine uber Nickel-NTA-
Agarose

Der C-terminal an das At4CL4-Protein fusionierte Hise-tag ermdglichte eine
Affinitatschromatographie Uber Nickel-NTA-Agarose. Die Affinitdtschromatographie
erfolgte sowohl unter nativen als auch denaturierenden Bedingungen unter
Verwendung des "Nickel-NTA Spin Kits® (QIAGEN, Hilden) gemaR
Herstellerangaben.

2.8.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in Anlehnung an Bradford (1976).
Von der zu quantifizierenden Proteinldsung wurde ein Aliquot (1-10 ul) mit einer 1:4
(v/v) Mischung Wasser und Farbstofflésung (Dye Reagent, Biorad, Munchen)
versetzt. Die Messung der ODsg5 (Cary 50 Bio UV/Vis Spektrophotometer mit der
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Cary WIN-UV Software) erfolgte innerhalb der nachsten Stunde, die
Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichkurve (BSA) ermittelt.

2.8.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem 6%igen Sammelgel
(0,4 M Tris-HCI pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS, 6 % (w/v) Polyacrylamid, 0,025 % (w/v)
Ammoniumpersulfat und 0,1 % (v/v) TEMED) und einem 12%igen Trenngel (0,4 M
Tris-HCI pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS, 12 % (w/v) Polyacrylamid, 0,025 % (w/v)
Ammoniumpersulfat und 0,1 % (v/v) TEMED) (Laemmli, 1970).

Die Proteine wurden vor der Elektrophorese mit einem Volumen 1xLaemmli-
Probenpuffer (30 mM Tris-HCI pH 6,8, 1 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) Glycerin, 2,5 % (v/v)
B-Mercaptoethanol, 0,0005 % (w/v) Bromphenolblau) gemischt, 5 min bei 95 °C
denaturiert und bis zur Auftragung auf Eis gehalten.

2.8.7 Coomassie-Farbung

Die SDS-Polyacrylamidgele wurden nach elektrophoretischer Auftrennung der
Proteine 10 min in Farbelésung (50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,5 %
(w/v) Coomassie Brilliant Blue G250) unter leichtem Schwenken gefarbt und in
Entfarbelésung (30 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure) bis zu einem klaren
Hintergrund entfarbt.

2.8.8 Silber-Farbung

Im Vergleich zu einer Coomassie-Farbung ist eine Silberfarbung von Proteinbanden
in SDS-Polyacrylamidgelen deutlich sensitiver. Die Farbung erfolgte in Anlehnung an
das Protokoll von Blum et al. (1987). Alle Schritte erfolgten unter leichtem
Schwenken. Eine Fixierung der Proteine erfolgte in einer mindestens einstiindigen
Inkubation in 50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Essigsaure. Danach wurde das Gel
dreimal fur 20 min in 50 % (v/v) Methanol gewaschen, mit Na,S,03; (0,2 g/l) 1 min
vorbehandelt und anschlieRend 20 min mit AgNO; (2 g/l), Formaldehyd (0,75
ml (37%ig)/l) inkubiert. Nach dreimaligem jeweils einminitigem Spulen unter
destilliertem Wasser erfolgte die Entwicklung nach Augenschein in Na,CO; (60 g/l),
0,5ml/l Formaldehyd (37%ig), Na,S.0; (5mg/l). Ein Abstoppen der
Entwicklungsreaktion erfolgte durch Spllen des Gels in 50 % (v/v) Methanol, 12 %
(v/v) Essigsaure.

2.8.9 Protein-Blot-Analyse

Der Elektrotransfer von in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen auf eine in
Methanol aktivierte und im Transferpuffer aquilibrierte PVDF-Membran (Millipore,
Bedford, USA) erfolgte im Nassblotverfahren in einer Elektrophorese-Minikammer
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(Hoefer Scientific Instruments, California, USA) mit einem Transferpuffer (25 mM
TRIS, 192 mM Gilycin, 10 % (v/v) Methanol) fir mindestens zwei Stunden bei einer
konstanten Spannung von 80 V und einer Temperatur von 4°C.

Nach dem Transfer wurde zur Ladungskontrolle der Blot mit "SYPRO Ruby Protein
Blot Stain" (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) nach Herstellerangaben angefarbt
und unter UV-Licht photographiert.

2.8.10 Immunologische Detektion von Proteinen

Zur Reduktion des Hintergrunds wurde die PVDF-Membran (siehe Kap. 2.8.9) mit
Blockpuffer (5% (w/v) Suspension von fettarmem Milchpulver in TBS (50 mM
Tris/HCI pH7,8; 150 mM NaCl; 1 mM MgCl,)) abgesattigt (15 min Schitteln, RT).
Der primare, heterologe Antikdrper wurde aus Kaninchen gewonnen, die zuvor mit
Pc4CL immunisiert worden waren (Ragg und Hahlbrock, 1981). Die Inkubation mit
dem primaren Antikorper (1:1500 verdunnt im Blockpuffer) erfolgte Uber Nacht bei
4°C. Danach wurde die Membran viermal fir je 15 min in TBS mit 0.1% Tween20
gewaschen. Zur enzymatische Detektion der primaren Antikérper wurden Peroxidase
gekoppelte Ziege-Anit-Kaninchen-Immunoglobuline (1:2500 verdunnt im Blockpuffer)
eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug 2 h bei RT. Danach wurde die Membran
viermal fur je 15 min in TBS mit 0.1% Tween20 gewaschen. Mit Hilfe des Substrats
"ECL Western Blotting Detection Reagent" (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
und der mitgelieferten Puffer wurde die Lumineszenzreaktion nach Angaben des
Herstellers mit einem Rontgenfilm detektiert (20 sec — 5 min Exposition).

2.8.11 Bestimmung der 4CL4-Aktivitat

Die 4CL-Aktivitat wurde mittels eines spektrophotometrischen Testsystems
gemessen (Knobloch und Hahlbrock, 1974). Folgende Tabelle enthalt die
verwendeten Substrate (Sigma, Deisenhofen), sowie die Absorptionsmaxima der
entstehenden CoA-Ester (Gross und Zenk, 1966; Stockigt und Zenk, 1975) bei der
die Umsetzungen beobachtet wurden:

Zimtsaure 311 nm
4-Coumarsaure 333 nm
Kaffeesaure 346 nm
Ferulasaure 345 nm
Sinapinsaure 352 nm
3,4 Dimethoxyzimtsaure 346 nm
3,5 Dimethoxyzimtsaure 348 nm

3,4,5 Trimethoxyzimtsdure 342 nm.
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Wahrend im Testansatz die Mengen an Substrat variierten, wurden die
Konzentrationen der noétigen Cofaktoren ATP, CoA und Mg-lonen konstant gehalten.
Testlésung 4,5ml 0,5 M Tris-HCI, pH 7,8

1,2 ml 0,5 M MgCI2

360 mg ATP

48 ul 0,5 M DTE

0,3ml 4 M KOH
CoenzymA-L6sung 26,1 mg mg CoenzymA

4ul0,5MDTE

in5ml 0,5M Tris-HCI, pH 7,8
Die verschiedenen Substratiésungen wurden in Konzentrationsreihen von 0.25 mM
bis zu 10 mM eingesetzt. Ein Standardansatz fiir die enzymatische Reaktion
enthielt:

820 ul 0,5 M Tris-HCI, pH 7,8

50 ul Testldsung

30 ul Enzymlésung

50 ul Substratlésung.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ul CoA-Lésung gestartet. Die
Absorptionszunahme wurde gegen einen Kontrollansatz ohne CoA-Ldsung Uber
einen Zeitraum von 7 min in 1 min Intervallen gemessen.
Mit Hilfe der Extinktionskoeffizienten (Gross und Zenk, 1966; Stdckigt und Zenk,
1975; Knobloch und Hahlbrock, 1974) wurde die katalytische Aktivitat bestimmt. Die
spezifische Aktivitat ist Uber die Konzentration bzw. die Menge an eingesetztem
Enzym zuganglich. Durch Auftragung der Ergebnisse nach Lineweaver-Burk, Eadie-
Hofstee bzw. Hanes (Cornish-Bowden, 1979) wurden die Michaelis-Menten-
Konstante (Km) und die maximale Umsatzgeschwindigkeit (Vmax) ermittelt.

2.9 Sekundarstoffanalyse

2.9.1 Aufarbeitung von pflanzlichem Gewebe

A. thaliana-Gewebe (Zellkultur und Pflanzenorgane) wurde nach der Ernte direkt in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C bis zur Aufarbeitung gelagert.
Fand die Aufarbeitung direkt im Anschluss statt, so wurden geringe Mengen bis 100
mg auf Eis gehalten und frisch eingesetzt.

Homogenisierung von bis zu 2 g gefrorenen Wurzelgewebes erfolgte direkt im
Extraktionspuffer in 50 ml Falcon Reaktionsgefafien mit Hilfe des Ultra Turrax (IKA
Werk, Staufen) Mixers. GroRere Mengen sowie alle weiteren A. thaliana-Organe
wurden in unter Kihlung mit flissigem Stickstoff gemorsert. Kleine Mengen an
Gewebe wurden in gefrorenem Zustand mit dem BeadBeater (BioSpec Products,
Oklahoma) und Silicabeads (0,5 mm Durchmesser, Firma Roth, Karlsruhe) fur 30 sec
homogenisiert.

Homogenisiertes Gewebe wurde bei —80°C gelagert.
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2.9.2 Extraktion von Sekundarmetaboliten

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Verdinnungen der Ldsemittel mit
destilliertem Wasser angesetzt. Losemittel fur Waschschritte wurden in technischer
Qualitat eingesetzt, fir die Analyse wurden die Proben aufgenommen in HPLC-
Grade Methanol (mit sterilfiltriertem Millipore Wasser auf jeweiligen Prozentsatz
eingestellt).

Extraktion I6slicher Bestandteile

Alle Extraktionsschritte wurden zweifach durchgefihrt, mit einem Verhaltnis von 1:10
(w/w) Lésemittel zu Frischgewicht Gewebe. Fur die Isolierung I6slicher Komponenten
des Sekundarstoffwechsels wurde das pulverisierte Gewebe zunachst in 50%
Methanol suspendiert, 5 min im Ultraschallbad behandelt, bis eine homogene
Suspension erreicht war. Mengen bis 100 mg wurden dabei zunachst im
BeadBeater und Silicabeads mit Ldsemittel geschittelt, bis keine Gewebestlcke
mehr erkennbar waren, anschlieRend 15 min im Schittler gemixt. GroéRere
Probenmengen wurden in 50 ml Falcon Reaktionsgefallen auf dem
Uberkopfschattler fir 15 min extrahiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und das verbleibende Sediment mit 100% Methanol erneut extrahiert.
Die gesammelten methanolischen Uberstdnde wurden unter Vakuum im SpeedVac
(Eppendorf), oder bei gréReren Mengen bei 30°C im Rotationsverdampfer zur
Trockene eingeengt. Der Ruckstand wurde in 80% Methanol resuspendiert und nach
Filtration Uber 16semittelstabile Glasfaserfilter bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

Extraktion zellwandgebundener Bestandteile

Zur Anreicherung von Zellwandmaterial wurde optimiertes ein Protokoll (nach Strack
et al, 1988) eingesetzt, das zur Erhéhung der Ausbeute und auf hohe
Reproduzierbarkeit hin modifiziert worden war (JW. Tan). Ebenso die Hydrolyse
zellwandgebundener Metabolite und die Extraktionsbedingungen wurden fur A.
thaliana optimiert (JW. Tan).

Die unléslichen, sedimentierten Ruckstadnde der methanolischen Extraktion (siehe
2.9.2, Extraktion l6slicher Metabolite) wurden in aufeinanderfolgenden Schritten
jeweils zweifach mit einer Reihe von Ldsemitteln (Wasser, 0,5% SDS, 1M NacCl,
Wasser, Methanol, Aceton, n-Hexan) gewaschen (10:1 (w/w) Loésemittel zu
Frischgewicht Gewebe). Hierzu wurde der Riickstand resuspendiert, fir 5 min
geschiittelt, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der unldsliche Hexan-
Ruckstand wurde im Exsikkator unter Vakuum getrocknet (1d) und bis zur weiteren
Verarbeitung bei —20°C gelagert.

Die alkalische Hydrolyse des Zellwandriickstands erfolgte mit 1 M Natronlauge (1 ml
NaOH pro 1 mg Zellwandriickstand) bei 80°C uber 24 h unter Stickstoffatmosphare
und Lichtabschluss. Der pH der Suspension wurde mit Salzsaure auf 3 eingestellt
und der Ansatz dreifach mit gleichem Volumen Ethylacetat ausgeschuttelt. Der zur
Trockene einrotierte Extrakt wurde mit 80% Methanol resuspendiert und nach
Filtration Uber I6semittelstabile Glasfaserfilter bis zur Analyse bei —20°C gelagert.
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Extraktion von Sekunddrmetaboliten aus Kulturmedium

Losliche Sekundarmetabolite aus dem Kulturmedium von Flussig-Wurzelkulturen
wurden aus gesammeltem Medium (etwa 40 ml) mittels Festphasenextraktion (SPE-
C4s Kartuschen, Supelco, Sigma-Aldrich) isoliert. Hierzu wurde das Medium nach
Filtration sukzessive Uber die Saule gegeben, um die Metabolite zu Binden.
AnschlieRend wurde die Saule zweifach mit je 5 ml Wasser gewaschen und dann mit
1 ml 80% Methanol extrahiert. Das Eluat wurde bis zur Trockene eingeengt
SpeedVac (Eppendorf), in 150 ul 80% Methanol resuspendiert und bis zur Analyse
bei —20°C gelagert.

2.9.3 Analytische Hochleistungsdiinnschichtchromatographie

Hochleistungsdunnschichtchromatographie  (HPTLC) gestattet schnelle und
reproduzierbare qualitative Untersuchung von léslichen Sekundarmetaboliten. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode verwendet, um Unterschiede im Muster
der Metabolite verschiedener Nullmutanten zu untersuchen. Im Besonderen ist der
biochemische Phanotyp der fah1-Mutante (siehe 2.6.5 und detailliert im Ergebnisteil)
mittels HPTLC unproblematisch zu Gberprifen.

Das angewandte Protokoll ist beschrieben unter Veit und Pauli (1999). Analysiert
wurden Extrakte, die wie unter 2.9.2 (Extraktion I6slicher Bestandteile) beschrieben
hergestellt wurden. Eine modifizierte und verkirzte Variante kam bei der
Durchsichtung der F2 Nachkommen von Kreuzungen mit der fah-Mutante zum
Einsatz. Hierzu wurden 20-50 mg des frischen Gewebes direkt mit 80% Methanol in
1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefalRen im BeadBeater mit Silicabeads homogenisiert.
Nach Zentrifugation wurde der Uberstand direkt eingesetzt.

Je nach Konzentration wurden zwischen 1-3 ul des Extraktes auf Kieselgel-Silica60
HPTLC Platten (Merck, Darmstadt) sukzessive in 1 ul Aliquots aufgetragen, vor
weiterer Beladung und dem Lauf wurde die Platte 5 min bei RT getrocknet. In einer
HPTLC-Kammer (DESAGA) wurde die horizontale Auftrennung mit einer mobilen
Phase aus Ethylacetat/Wasser/Essigsdaure/Ameisensaure (im Volumenverhaltnis
100:26:26:12) durchgefuhrt. Nach Abdampfen des Ldsemittels wurde die Platte mit
einer 1%igen Losung von Naturstoffreagenz A (Firma Roth, Karlsruhe) in Methanol
und anschlieBend mit einer 5%igen PEG400-Lésung bespriht. Auf dem
Transilluminator wurden die aufgetrennten Sekundarmetabolite unter langwelligem
UV-Licht (366 nm) dokumentiert. Sichtbar wurden Kampferolglykoside in gelb und
Quercetinderivate in rot, charakteristisch flr Sinapat-Derivate waren hellblaue
Banden nahe der Lauffront.

2.9.4 Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC)

Auftrennung der methanolischen Extrakte erfolgte auf einer C-18 Saule (ET250/4
120-5, Macherey-Nagel, Diren), die Detektion wurde mittels Dioden-Array-
Detektoren bei einer Standardwellenlange von 254 nm durchgefihrt, der
Wellenlangenbereich von 240 bis 400 nm wurde fur Quantifizierung und zum
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Nachweis weiterer Substanzen ebenfalls aufgezeichnet. Auf folgendem HPLC-
System wurden die Extrakte analysiert:

BioTek Kontron, sampler RS232, diode array detector DAD540, system 522, degaser
Deagasys DG-1210, Software KromaSystem 2000.

Gradientensysteme
Gradientensystem zur Analyse von

Fluss: 0,5-2 ml/min; Puffer A: O,1 % TFA in Millipore-Wasser
Puffer B: Acetonitil (0,1 % TFA)

Zeit [min] Anteil B [%]
0

3,5 6

13,5 20
20,5 24
21,0 30
33,5 80
34,5 100
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3 Ergebnisse

3.1 In silico Analysen

3.1.1 4CLs im Pflanzenreich

Aufgrund ihrer zentralen Stellung im pflanzlichen Stoffwechsel sind die evolutionar sehr alten
4CLs in Landpflanzen héchstwahrscheinlich ubiquitar vertreten.

Uber Datenbankrecherchen wurden die Sequenzen aller verfiigbaren pflanzlichen, bereits
beschriebenen, charakterisierten und somit als 4CL annotierten Proteine gesammelt und in
einer lokalen Datenbank zusammengefasst. Weiterhin wurden bakterielle Enzyme, die 4CL-
charakteristische Reaktionen katalysieren kénnen, ermittelt und aus A. thaliana die nachsten,
zu 4CL ahnlichen Verwandten hinzugefligt. Die detaillierte Liste aller Gene mit ihren
Zugriffsnummern ist im Anhang wiedergegeben.

3.1.2 Die Familie der A. thaliana 4-Cumarat:CoA Ligasen (At4CLs)

Die Familie der 4CL-Isoformen in A. thaliana wurde im Laufe der Zeit schrittweise um neue
Mitglieder erweitert. Zu jeder Erweiterung liegen Publikationen vor, in denen
unvorsichtigerweise spekuliert wurde, es handle sich hierbei um eine vollstandige und
abgeschlossenen Gruppe. Das A. thaliana-Genom kann als zu 95% sequenziert betrachtet
werden und wurde im Rahmen dieser Arbeit intensiv durchsichtet. Hierbei wurde eine
Sequenz identifiziert, die den bekannten 4CLs ahnlich war, sich jedoch nicht vollstdndig mit
ihnen zur Deckung bringen liel. Die Tatsache, dass der codierende Bereich mit auf der flr
das At4CL2-Gen annotierten Sequenz lag, war offensichtlich Ursache dafiir, dass dies
bislang unentdeckt geblieben war. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde dieses zunachst
"4CL2-ahnliche" Gen durchgehend als At4CL4 bezeichnet, um Missverstandnisse zu
vermeiden.

4CL2-Gen 4CL4-Gen
P»ATG > ATG
—EP =1 5 -
39123 36305 33375 30039

1 kb

Abbildung 6: Genomische Anordnung von At4CL2 und At4CL4.

Dargestellt ist ein Ausschnitt aus Chromosom |IIl. Die Struktur der Tandemduplikation wurde
mit Hilfe des BAC-Klons MXL8 (AB023045, revertierte Orientierung) entwickelt, der sowohl
At4CL2 als auch At4CL4 tragt. Eine sehr vereinfachte Darstellung mutmafRlicher Elemente
im Promotor von At4CL4 ist ebenfalls abgebildet.

Da dieses Af4CL4 ein mutmallich weiteres Mitglied der 4CL-Familie in A. thaliana darstellte,
war es wichtig, anhand der Informationen die Uber 4CLs verfugbar waren, zu zeigen,
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inwieweit dieses Gen den Sequenz-Kriterien entsprach. Den erste Schritt hierbei stellte eine
phylogenetische Analyse dar.

3.1.3 Die Familie der Reis Os4CLs

Neben A. thaliana ist Reis (Oryza sativa, im Folgenden O. sativa) eine weitere Pflanze fur die
umfangreiche Sequenzinformationen zur Verfigung stehen, da das Reisgenom von
mehreren Konsortien zu mindestens 80% sequenziert wurde. Diese Daten ermdglichten es,
neben A. thaliana einen weiteren Organismus mit mutmalflich vollstdndiger 4CL-Genfamilie
auf Sequenzebene zu untersuchen. Bislang waren zwei 4CLs in Reis annotiert und unter der
Annahme, dass die Familie hier ebenfalls weitere Mitglieder enthalt, wurde die vollstandig
verfugbare Sequenzinformation von Reis, die im Gegensatz zu A. thaliana noch in einer
Rohform vorliegt, analysiert.

Drei neue Os4CL Sequenzen konnten im Rahmen dieser Arbeit mit der vollstandig
erzeugten Annotierung als mutmalliche Reis 4CLs inklusive 1000 bp Promoterregion an
GenBank ubermittelt werden. Dies umfasste ebenfalls eine Vorhersage der Intron-Exon-
Struktur, kodierende Bereiche und die abgeleitete, wahrscheinlichste Proteinsequenz. Die
vorlaufigen Zugriffsnummern der mutmalRlichen Reis Os4CL3, Os4CL4 und Os4CLS wurden
von der GenBank vergeben. Die Nucleotidsequenzdaten sind in der sogenannten "Third
Party Annotation Section" der DDBJ/EMBL/GenBank Datenbanken unter den
Zugriffsnummern: "accession numbers TPA: BKO00959-BK000961" abrufbar.

Eine weitere, limitierte Durchsichtung des vom Torrey Mesa Research Institute (TMRI,
Syngenta) sequenzierten Teils des Reisgenoms (Oryza sativa ssp. japonica) wurde mit der
Beschrankung auf 100 kb pro Woche gestattet. Die mutmallichen Os4CL3-5 wurden einer
BLAST-Suche zugrundegelegt und es konnten alle oben genannten Sequenzen hier
bestatigt werden. Die Rohsequenzen von zwei weiteren, moglicherweise letzten Kandidaten
der 4CL-Familie in Reis wurden heruntergeladen und gegen beide 6ffentlichen Datenbanken
mit beiden Kultivaren verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Ahnlichkeit beider Kultivare bei der Familie der 4CLs
97% nicht Uberschreitet, was auf moglicherweise zahlreiche Kreuzungen der beiden fiir die
Sequenzierung zugrundegelegten Linien zurtckzufiihren ist. Unterschiedliche Ansatze bei
der Sequenzierungsmethode und bei der computergestitzen Auswertung der Daten flihren
ebenso zu Abweichungen der Informationen. Aufgrund dieser Tatsachen wurden keine
Informationen des chinesischen Sequenzierungsprojektes mit dem Kultivar indica verwendet,
da diese Daten nicht ausreichend gegengepruft werden konnten.

Die genetische Distanz beider Kultivare aufgrund der verdffentlichten Sequenz war somit
weitaus hoher, als der evolutionare Abstand vermuten lieRe. Die oben erfolgten
Annotierungen beruhten ausschlieBlich auf aus TIGR-Datenbanken isolierten und in TMRI-
Datenbanken bestatigten Sequenzen des Kultivars Oryza sativa ssp. japonica c.v.
Nipponbare und sind daher nicht auf das Kultivar indica Gbertragbar.

Mit den mutmalilichen Mitgliedern umfasst die Familie der Reis 4CLs im Kultivar japonica 5
Isoformen. Hinweise auf zwei weitere Homologe konnten ebenfalls gefunden, nicht jedoch
ausgewertet werden.
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3.1.4 Ahnlichkeiten der At4CLs und innerhalb der pflanzlichen 4CL-
Familie

Wenn Proteine einen gemeinsamen Vorlaufer besitzen und sich im Laufe der Evolution
voneinander entfernen, so kann die Ahnlichkeit von Sequenzen nicht nur Riickschluss auf
die evolutionare Distanz, sondern auch auf funktionelle Verwandtschaft geben.

Die einfachste und direkt zugangliche Methode, aufgrund von Proteinsequenzen mdgliche
Vorhersagen zur Verwandtschaft zu stellen, sind globale Alignments der Sequenzen. In der
folgenden  Tabelle  dargestellt sind die  prozentualen  Ahnlichkeiten  der
Aminosauresequenzen, bzw. Prozent identischer Positionen, die durch paarweise Vergleiche
der dargestellten Sequenzen erhalten wurden.

Tabelle 1: Vergleich von 4-Cumarat:CoA Ligasen aus A. thaliana mit Verwandten und
einigen ausgewadhlten Vertretern anderer Organismen.

Die gestrichelten Linien unterteilen die Tabelle in die Familie der At4CLs, weiter 4CLs
anderer Pflanzen sowie die Gruppe 4CL-Verwandter aus Bakterien und der ahnlichsten
Sequenz aus A. thaliana.

At4CL1  At4CL2  AH4CL3  At4CL4
At4CLA — 86(83) 71(61) 75 (66)
At4CL2 - 73(62) 76 (65)
At4CL3 - 68 (58)
At4CLA -

“Gm4CL1 | 76 (66)  75(65) 71(60) 72 (56)
GmA4CL3 73(63) 74(63) 80(74) 67 (57)
Os4CL1 71(62) 71(60) 70(59) 68 (57)
Os4CL2 69(59) 70(60)  75(67) 65 (56)

“ScaCL | 54 (45) 53 (45)  53(43) 56 (46)
At1g20510 |51 (41)  49(38)  51(40) 49 (38)
AeBZL 35(26)  36(26) 36(28) 34 (26)

Angegeben sind die Haufigkeiten ahnlicher und identischer (in Klammern) Aminosauren der
Proteine in Prozent, ermittelt mit dem gap Algorithmus (GCG Programmpaket, Vergleich der
Aminosauren mit der Standard Blosum62-Vergleichsmatrix) Uber die gesamte Lange der
Sequenz. Diese Ahnlichkeitsmatrix wurde durch paarweise Vergleiche aller Kombinationen
erstellt.

Sc4CL, bakterielle 4-Cumarat:CoA-Ligase Streptomyces coelicolor A3(2) CAB95894;
AeBZL, bakterielle Benzoat:CoA-Ligase Azoarcus evansii CAD21640; Os4CL O. sativa,
GmACL G. max, At1g20510 nachster Verwandter zu 4-Cumarat:CoA Ligasen, A. thaliana;

Innerhalb der A. thaliana-4-Cumarat:CoA Ligasen liegen die Isoformen Af4CL1 und At4CL2
nahe beisammen, mit der gréRten Distanz zu der Isoform Af4CL3. At4CL4 nimmt eine
Zwischenposition, mit hdchster Ahnlichkeit zu At4CL2 ein.

Die Werte spiegeln auch im Vergleich mit ausgewahlten Organismen bekannte
Verwandtschaftsbeziehungen wider. So ist Soja Gm4CL1 ein Mitglied der Klasse |
(Lindermayr et al., 2002) und zeigt héhere Ahnlichkeit (jeweils fett dargestellt) zu den
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A. thaliana-lsoformen At4CL1 und At4CL2, wahrend Soja Gm4CL3 auch aufgrund ihrer
Substratspezifitat einen typischen Klasse lI-Vertreter darstellt und mit der A. thaliana At4CL3
zusammenfallt. Die Ahnlichkeit der A. thaliana-lsoformen zu solchen aus Monokotyledonen
ist erwartungsgemalf niedriger, oben gezeigte Verwandtschaften konnten aber im Vergleich
mit den Reis-Isoformen bestatigt werden.

Bakterielle Isoformen wie die S. coelicolor-Sc4CL zeigen deutlich niedrigere Ahnlichkeiten,
sie diUrften auch aufgrund des Fehlens eines 4-Cumarat-Stoffwechsels in Bakterien in vivo
andere Funktionen erfillen. Das sequenzahnlichste Protein aus A. thaliana und eine
bakterielle Benzoyl:CoA Ligase weichen noch weiter ab. Der Vergleich mit 29 weiteren
pflanzlichen 4-Cumarat:CoA Ligasen (siehe Tabelle 4 im Anhang) zeigt, dass aufgrund der
bislang veréffentlichten Sequenzen ein Schwellenwert von 64 (55) Prozent ausreicht, um alle
funktionellen 4CL Isoformen eindeutig von sequenzahnlichen, aber nicht funktionellen
Verwandten zu trennen. Eine verbesserte Einsicht in die funktionellen Vorhersagen lasst sich
durch die evolutionare Perspektive gewinnen. Weitere Kriterien sind damit phylogenetische
Distanzen (Kap. 3.1.5) sowie das Auftreten moglicher cis-Elemente in den Promotoren (Kap.
3.1.8).

Tatsachlich legen diese Ergebnisse eine funktionelle Zugehdrigkeit der At4CL4 zu der
Familie der 4CLs nahe. Es konnte gezeigt werden, dass paarweise Vergleiche erste
Anhaltspunkte zur Verwandtschaft liefern. Aufgrund dieser Erkenntnisse versprach eine
phylogenetische Analyse, die alle bekannten 4CLs einschlief3t, weitergehende Aufklarung
evolutionarer Distanzen und funktioneller Verwandtschaften.

3.1.5 Phylogenetische Analysen

Phylogenetische Analysen sind ein wertvolles Werkzeug aus evolutionarer Perspektive zur
Verbesserung funktioneller Vorhersagen, die zuvor aufgrund von Ahnlichkeiten der
Sequenzen erstellt wurden. Die in-vivo Funktion eines Enzyms, das zu einer Gruppe
homologer, bereits charakterisierter Enzyme gehort, kann leichter vorhergesagt werden.
Grundlage hierfir war ein lokales, multiples Alignment von 33 bereits funktionell
charakterisierten bzw. annotierten 4CLs aus dem Pflanzenreich, anhand dessen
anschlieRend die Berechnungen der phylogenetischen Analyse durchgefuhrt wurden. Das
Alignment ist im Anhang (Seite 166) wiedergegeben, die A. thaliana 4CL4 wurde als
vierundreissigste 4CL aufgenommen, obwohl zu diesem Zeitpunkt noch keine
Enzymcharakterisierung vorlag.
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Klasse Il Klasse |
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Abbildung 7: Ungewurzelte Darstellung der phylogenetischen Analyse annotierter und
charakterisierter 4CLs.

Eine Bootstrap-Analyse der heuristischen Suche (maximum parsimony, TBR, 500
Durchlaufe) nach dem optimalen Baum wurde durchgefihrt. Signifikante Bootstrap-Werte
sind an den Asten angegeben. Die Lange der Aste ist relativ zu der Distanz. Die
mutmallliche Wurzel des Baums wurde mit einem Pfeil markiert. Vertreter der Klasse | 4CLs
sind gelb, bzw. orange flr die putativen Mitglieder, Klasse Il 4CLs sind blau markiert. Die
Gruppen der 4CLs monokotyledoner Pflanzen sind durch die Ellipsen hervorgehoben.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, lassen sich aus der phylogenetischen Analyse einige
grundsatzliche Zusammenhange ablesen. Wie bereits zuvor beschrieben (Ehlting et al.,
1999) existieren zwei Klassen von 4CLs, die jeweils phylogenetisch zusammen gruppieren.
Dies lie® sich in der ungewurzelten Darstellung gut zeigen, links wurden die 4CLs Klasse I,
rechts die der Klasse | zusammen angeordnet. Interessanterweise konnte mit dieser
Darstellung ebenfalls eine getrennte Gruppierung der Mono- und Dikotyledonen Pflanzen
gezeigt werden, in jeder Art sind beide Klassen von 4CLs vertreten. Nimmt man fur die 4CLs
eine vergleichbare Mutationsrate an, wie es das Parsimony-Modell vorsieht, dann
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entsprechen die Astlangen in dieser Darstellung der relativen Distanz. Anhand dieser
Distanz wurde ein Mittelpunkt festgelegt, eine sogenannte Wurzel des Baums, an deren
Position der virtuelle evolutiondre Ursprung, also der gemeinsame Vorfahre, die Ur-4CL liegt.
Mit Hilfe dieser Position lasst sich demonstrieren, dass sich die beiden funktionell
unterschiedlichen Klassen der 4CLs gebildet haben muissen, bevor die Evolution des
Pflanzenreichs an die Gabelung zu Mono- und Dikotyledonen gelangt war.

Eine Randgruppe der Klasse | stellt offenbar die A. thaliana At4CL4 und die Soja Gm4CL1
dar, dies lasst eine mogliche funktionelle Sonderstellung vermuten. Anhand der Einordnung
in den Ast der Klasse | ware flr die At4CL4 eine Funktion innerhalb der Synthese von
Monolignolvorstufen oder anderen phenolischen Verbindungen zu vermuten.

Dennoch kénnen die dargestellten 4CLs alle als Orthologe bezeichnet werden, da ein
monophyletischer Ursprung und eine grundsatzlich erhaltene Funktion vorliegen.

Klasse Il 4-Cumarat:CoA Ligasen,

Klasse | 4-Cumarat:CoA Ligasen, assoziiert mit assoziiert mit der Synthese von
der Synthese von Lignin und anderen Flavonoid-Vorlaufern
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Abbildung 8: Zeitaufgeloste gewurzelte Baumdarstellung der phylogenetischen
Analyse annotierter und charakterisierter 4CLs.

Als Wurzel des Baums wurde die Weidelgras Lp4CL2 (L. perenne) gewahlt. Eine Bootstrap-
Analyse der heuristischen Suche (maximum parsimony, TBR, 500 Durchlaufe) nach dem
optimalen Baum wurde durchgefiihrt. Signifikante Bootstrap-Werte sind oberhalb der Aste
angegeben, Distanzwerte unterhalb. Vertreter der Klasse | 4CLs sind gelb, bzw. orange fur
die mutmalilichen Mitglieder, Klasse Il 4CLs sind blau hinterlegt. Markiert mit einem Stern
sind 4CLs, deren biochemische bzw. molekularbiologische Eigenschaften die Zugehdrigkeit
in der Gruppe untermauern.
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Abbildung 8 ist die prazisere Darstellung der phylogenetischen Resultate, da mit der
Einbeziehung der Distanzwerte, die nach dem Modell relativ zur Zeit sind, Abstande exakt
wiedergegeben werden. Die grundsatzliche Topologie ist identisch. Da die durchgefiihrte
Analyse mit dem heuristischen Algorithmus (maximum parsimony, TBR) nicht zwingend den
besten Baum ermittelt, wurde die Analyse mit einem reduzierten Satz an 4CLs, mit fur jede
Klasse reprasentativen Mitgliedern und dem sogenannten Branch-and-Bound Algorithmus
wiederholt. Das Ergebnis ist im Anhang in den Abbildungen 43 und 44 wiedergegeben, da
hieraus keine neuen Erkenntnisse gewonnen wurden, sondern bereits dargestellte
Informationen untermauert wurden. Die Topologie des dort abgebildeten Baums deckt sich
mit dem in Abbildung 7 und Abbildung 8 dargestellten Ergebnis.

Eine weitere Analyse wurde durchgefiihrt, in der zusatzlich zu den oben angefiihrten,
bekannten und charakterisierten 4CLs sieben weitere A. thaliana Sequenzen hinzugefiigt
wurden, die die nachsten Verwandten der Af4CL1 bis At4CL4 darstellten. In der
ungewurzelten Darstellung liel sich klar die Entfernung der 4CL-ahnlichen zu funktionellen
4CLs und der At4CL4 erkennen. Moglicherweise liegt ein monophyletischer Ursprung vor,
funktionelle Verwandtschaft liegt aber eher im Reaktionsmechanismus, als der
Substratspezifitat. Mechanistisch ahnlich arbeitet die Firefly-Luziferase, ebenfalls ein ATP-
umsetzendes Enzym. In der phylogenetischen Darstellung ist sie noch weiter von den 4CLs
entfernt, vergleichbar mit Enzymen wie der bakteriellen "4-Cumarat:CoA Ligase" aus S.
coelicolor, der bakteriellen Benzoat:CoA Ligase aus A. evansii oder auch der A. thaliana
Hydroxyzimtsaure:Glucosyltransferase AtSGT1 (nur in Tabelle 1 angegeben, nicht jedoch
grafisch dargestellt).

Ebenfalls nicht dargestellt ist die Einordnung der drei neuen putativen Reis-4CLs Os4CL3 bis
Os4CL5, die alle in der Klasse |, monokotyledoner 4CLs, nahe bei dem Reisvertreter
Os4CL1 lagen.

Nachdem sich damit die Hinweise auf Funktionalitat der At4CL4 verdichten, ist der nachste
Schritt der Analyse eine Einordnung in den genomischen Kontext, der in A. thaliana durch
vollstandige Kartierung des Genoms verflgbar ist.

3.1.6 Genomstrukturanalyse in A. thaliana

Wenn die Familie der 4CL-Orthologen, wie in den phylogenetischen Analysen gezeigt,
evolutionar sehr friih bereits in Form der zwei Klassen vorlag, dann kann die Entstehung der
At4CL4 moglicherweise evolutionar den Klasse | 4CLs, At4CL1 und A#4CL2, zugeordnet
werden. Da hier bereits in der Entwicklung eine Differenzierung der Funktion stattfand,
handelt es sich bei den A#4CL1, A#4CL2 und A#CL3 um Paraloge. Ob dies auch flr
At4CLA4 gilt, muss noch gezeigt werden.

Genfamilien entstehen durch Duplikationen, entweder Segmentduplikationen ganzer
Bereiche oder Tandemduplikationen einzelner, kleinerer Regionen. Wenn die Klasse | 4CLs
in A. thaliana einen gemeinsamen Ursprung haben und sich erst nach der evolutionaren
Abspaltung der Spezies A. thaliana durch Duplikation entwickelten, dann kann dies
womdglich durch die existierende physikalische Kartierung des Genoms nachgewiesen
werden.

Die folgende Darstellung ist orientiert an den Informationen der MIPS A. thaliana Genome
Database (http://mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html). Die physikalischen Positionen der
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At4CLs ergaben sich aus der vollstandigen Kartierung des Genoms und wurden anhand
bekannter Marker zugeordnet.

4CL1 4CL3
Chr $M 10 M 15 M M oM M

g

| .4CL4 und 4CL

A

iM 10 M 15 M M 25 M 0 M

Abbildung 9: Segmentduplikationen im A. thaliana Genom. Die grauen horizontalen
Balken reprasentieren die 5 A. thaliana-Chromosomen.

Duplikationen sind durch farbige Blocke dargestellt, die durch Banden mit den &ahnlichen
Regionen verbunden sind. Gedrehte Banden zeigen revertierte Orientierung des passenden
Segments. Centromeren sind durch schwarze Balken dargestellt, der Malstab ist in
Megabasen angegeben. Die physikalischen Positionen der At4CL1, Af4CL2 und At4CL4
innerhalb der duplizierten Region von Chromosom 1 und 3 sind schwarz, die Position der
At4CL3 ohne passende duplizierte Bereiche ist ebenfalls dargestellt.

At4CL1 und die in Tandem-Orientierung angeordneten Af4CL2 und Af4CL4 liegen auf dem
einzigen groflen Segment (in hellbraun unterlegt), das auf Chromosom | und Chromosom llI
dupliziert wurde. At4CL3 ist wie erwartet nicht mit den Klasse | At4CLs verbunden und
besitzt auch auf keinem weiteren Chromosom Segment-, Region- oder
Einzelgenduplikationen. Da in der Nachbarschaft der At4CL1 keine weiteren Regionen mit
Ahnlichkeit zu 4CLs gefunden wurden und der hellbraun hervorgehobene Bereich ebenfalls
keine weiteren Duplikation unterlag, ist es moglich, dass es sich hierbei um eine vollstandig
abgeschlossene Klasse, und mit der singuldren At4CL3 sogar um eine vollstdndige Familie
handelt.
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Die weitere Untersuchung des Nahbereichs der oben dargestellten Segment-Duplikation
sollte helfen, mit zusatzlichen Informationen die Entstehung der At4CLs, speziell der

Klasse |, aufzuschlisseln. Ein Vergleich der genaueren Umgebung der Tandem-Duplikation
auf Chromosom Il mit dem entsprechenden Bereich ohne Tandemduplikation auf
Chromosom | kénnte hier Licht in die Entwicklungsgeschichte der At4CLs bringen. Abbildung
10 zeigt die Vergleich der Nahbereichs der Regionen und der darin enthaltenen Gene, die
jeweils die At4CLs auf den Chromosomen | und Il flankieren.

Ubi-spez. Dof ZF- Phosphatase
Protease 6 ahnllch 2A 4CL1 Unbek MAPK4 ATPase UE

Chrl —=—)>—{&—< —

\ /

jeweils > 80% Ahnlichkeit

R

k

Chr ||| — oo < >
ATPase Unbek. MAPK5 4CL4 4CL2 ABC- Unbek. Dof ZF Ubi-spez.
Transporter- Protease7

ahnlich

Abbildung 10: Ausschnitte der durch eine Segment-Duplikation erzeugten At4CL1 und
AtACL2/AtACL4 tragenden chromosomalen Bereiche.

Dargestellt sind Ausschnitte von Chromosom | und Ill, zentral um A#4CL1 und Af4CL2
angeordnet. Mit symbolischen Pfeilen wurde die Anordnung der Gene innerhalb der Bereiche
wiedergegeben. In dieser Reihenfolge entsprechen die symbolischen Bezeichnungen den
Annotierungen der Gen-Datenbank fir Chromosom I, At1g51710 bis At1g51650, und
Chromosom Ill, At3g21180 bis At3g21280. Nicht annotierte Gene wurden durch BLAST-
Suchlaufe identifiziert. Fett hervorgehoben sind duplizierte Gen-Paare, die durch Linien
verknUpft wurden. Gene ohne identifizierte Partner sind ebenfalls abgebildet sowie Gene
unbekannter Funktion. Die Abbildung zeigt Abstande nicht maf3stabsgetreu.

At4CL1 und At4CL2 werden von weiteren homologen Gen-Paaren flankiert, die ebenfalls
durch die Segment-Duplikation entstanden sind. Die Paare sind alle zueinander mehr als
80% ahnlich sowie in der gleichen relativen Orientierung angeordnet. Wie aus dieser
Abbildung hervorgeht, konnte kein Af4CL4-Pendant auf Chromosom | identifiziert werden,
obwohl die Bereiche zwischen den Paaren At4CL1/At4CL2 und MAPK4/MAPK5 (At4CL4
und das unbekannte Protein) fast identische GroRe aufwiesen.

Somit konnte gezeigt werden, dass die A. thaliana Klasse | At4CLs hochstwahrscheinlich
aus einer Segmentduplikation (At4CL1 und Af4CL2/At4CL4) zwischen Chromosom | und I
und wie bereits zuvor gezeigt einer lokalen Tandemduplikation (A4CL2 und At4CL4)
hervorgingen.
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Dieses Resultat sollte sich durch Untersuchung der Genstrukturen bestatigen lassen, da sich
auf dieser Ebene direkt die evolutiondre Entwicklung und Spezifizierung der Enzyme
auswirkt.

3.1.7 Genstrukturanalyse der At4CLs

Wenn die Annahme korrekt ist, dass Af4CL4 als Mitglied der At4CL-Genfamilie das
Resultat einer Duplikation ist, dann sollte die Genstruktur die evolutionare Entwicklung
widerspiegeln, At4CL4 sollte also den anderen Mitgliedern ahnlich sein. Anhand der
bekannten Intron-Exon Grenzen der Gene At4CL1 bis At4CL3 sowie der vorhergesagten
Struktur der Af4CL4 wurde ein Vergleich der vier Gene durchgefihrt, der in der folgenden
Abbildung grafisch wiedergegeben ist.

‘ORFS
ORF 1 ORF 2 ORF 4
ORF 1
ORF 1

ORF 1

ORF2

1 kb

4CL3

Abbildung 11: Organisation der Genstruktur der At4CL-Familie. Dargestellt sind die
Gene in ansteigender Komplexitat ihrer Intron-Exon Strukturen.

Alle Exonbereiche konnten innerhalb der Familie aufgrund ihrer Sequenz und Grenzen zum
nachsten Intron zugeordnet werden und sind durch Linien verbunden. Drei Aufspaltungen
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der Exons von Af4CL2 nach At4CL4 und von At4CL4 nach At4CL3 wurden durch farbige
Balken hervorgehoben. (ORF, open reading frame)

Die Genstruktur der A. thaliana 4CLs ist sehr ahnlich organisiert und zeigt eine lineare
Entwicklung mit steigender Komplexitat in der Reihe von A#4CL1, Af4CL2 und A#4CL4.
Intronbereiche wurden vergrofiert und das Exon 2 von At4CL2 spaltete sich auf in die Exons
2 und 3 von At4CL4. Die Genstruktur von At4CL3 liegt in der Komplexitat noch eine Stufe
daruber, zwei Aufspaltungen und die Verschiebung des dritten Exons stellen einen grofRen
Schritt dar, fir den kein Bindeglied gefunden wurde.

Dieses Resultat konnte somit erneut die Tatsache untermauern, dass Af4CL4 ein Mitglied
der Af4ACL-Famile darstellt, ebenso wie die Sonderstellung der Af4CL3. At4CL1 und
At4CL2 sind somit direkte Ergebnisse einer Duplikation, At4CL4 ist (ber die
Tandemduplikation verknipft mit A4CL2.

3.1.8 Promotoranalyse der At4CLs

Die Entwicklung und Spezifizierung von Paralogen findet zu einem beachtlichen Teil Uber
Differenzierung der transkriptionellen Regulierung statt. Dennoch weisen Promotoren von
Genen, die einem gemeinsamen Stoffwechselweg angehdren, oft vergleichbare
Grundmerkmale auf. Daher wurde der Promotor von Af4CL4 auf das Vorhandensein von
Elementen wie den P, A und L-Boxen untersucht, die charakteristisch fir
Phenylpropanstoffwechsel-Gene sind, und die bereits fur die anderen 4CLs und einige
weitere Phenylpropanstoffwechsel-Gene beschrieben wurden. Des weiteren sollten mdgliche
Unterschiede oder spezielle Charakteristika identifiziert werden, die Hinweise auf eine
phylogenetische Sonderstellung der At4CL4 gegeniiber den anderen 4CLs geben.
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Abbildung 12: Promotorstruktur der At4CLs.

Dargestellt sind die in der Genbank jeweils annotierten Bereiche einschlieRlich der
ermittelten Positionen mutmallicher cis-aktiver Elemente. Die Boxen P, A und L (rot
unterlegt und mit einem Stern markiert) fur At4CL1-3 wurden friheren Annotierungen
entnommen, die Positionen in Af4CL4 wurden anhand des in Kapitel 3.1.9 beschriebenen
Algorithmus  ermittelt. Manuelle Durchsichtung der Promotorbereiche ergab die
mutmallichen W-Boxen (bis -1000 bp griin unterlegt). Weiterhin wurden die Sequenzen auf
putative Erkennungssequenzen mittels der PLACE Datenbank analysiert (blau markiert).
Eine detaillierte Auflistung der Elemente, Konsensussequenzen und Positionen ist im
Anhang in Tabelle 5 wiedergegeben.

Es konnte gezeigt werden, dass der Promoter von At4CL4 die fir
Phenylpropanstoffwechsel-Gene charakteristischen Boxen enthielt. Die Entwicklung des
hierfur eingesetzten Algorithmus wird im nachsten Abschnitt beschrieben. Das Muster der
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Verteilung entspricht jedoch nicht dem der anderen At4CLs, so liegt eine mutmalliche P-Box
weiter oberhalb des ATG, als bei den anderen Genen beschrieben, dafiir existiert eine
Region auf der zu erwartenden Hoéhe, die eine mutmalliche L-Box enthalt. Mdglicherweise
Uberschneiden sich hier aber die zwei Elemente, deren Konsensus eine absolute
Unterscheidung nicht zulasst.

In Bezug auf weitere Elemente nimmt der Promotor der At4CL4 innerhalb der At4CLs eine
Sonderstellung ein, denn flr keine der At4CLs wurde bislang das Auftreten von W-Boxen
beschrieben. Wahrend in der als relevant angesehenen Region bis 800 bp in A{4CL4 direkt
zwei dieser Elemente zu finden waren (dargestellt in Tabelle 5 im Anhang) konnten in dieser
Region der Promotoren der anderen 4CLs keine W-Boxen nachgewiesen werden, obwohl ihr
Auftreten statistisch wesentlich haufiger sein sollte.

Aufgrund dieser erstaunlichen Tatsache wurden weitere 26 Promotoren von
Phenylpropanstoffwechsel-Genen verschiedenster Organismen untersucht. Es zeigte sich,
dass das W-Box Motiv in dieser Gruppe von Genen sehr stark unterreprasentiert ist. Die
Tabelle mit allen Genen, Zugriffsnummern und den wenigen relativen Positionen bis 960 bp
stromaufwarts des ATG-Startkodons von putativen W-Boxen innerhalb der Promotoren von
Phenylpropanstoffwechsel-Genen ist im Anhang (dargestellt in Tabelle 6) wiedergegeben.

3.1.9 Entwicklung einer Konsensusmatrix zur Identifikation und
Evaluierung mutmaBlich cis-regulatorischer Elemente P, A, und L
in Promotoren von Phenylpropanstoffwechsel-Genen

In Promotoren von Phenylpropanstoffwechsel-Genen verschiedenster Organismen konnten
sequenzahnliche Motive identifiziert und z.T. funktionell beschrieben werden. Durch "in-vivo
DNA footprint™-Analysen wurden drei kurze Nukleotidsequenzen als mdgliche cis-aktive
Elemente identifiziert, wovon zwei licht- bzw. drei elicitorabhangig induzierbar waren (R.Lois,
1989). Die Sequenzhomologie erleichterte die Identifizierung weiterer mutmaRlicher
Elemente. Es konnte gezeigt werden, dass in zahlreichen PAL und 4CL Genen die als Boxen
P, A und L bezeichneten Elemente an ahnlichen Positionen innerhalb des Promotors
auftreten (Logemann et al., 1995).

Durch die grole Anzahl beschriebener Elemente konnte eine Analyse der
Nukleotidverteilung tber den Bereich der P-, A- und L-Elemente durchgefiihrt werden. Die so
erhaltene Haufigkeitsmatrix erlaubt im Vergleich mit dem bislang beschriebenen Konsensus
die prézisere Beurteilung eines mutmallichen Elements (grafisch Dargestellt in Abbildung
14). Zudem eignet sich die Matrix flr rechnergestitze Analysen groRer Datensatze wie dem
vorliegenden vollstandigen A. thaliana-Genom.
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Abbildung 13: Matrixlogos der Boxen P, A und L zur Darstellung des Konsensus und
dessen Qualitat.

Dargestellt sind absolute Haufigkeiten der einzelnen Nukleotide an jeder Position in den
Boxen P, A und L durch die GroRe der Nukleotid-Symbole. Ein Balken dokumentiert das
Fehlen des Nukleotids an dieser Stelle.

Zur Kontrolle der Matrix wurden die bekannten A{4CL Elemente bewertet, die nicht zur
Entwicklung der Matrix verwendet wurden. Zusatzlich wurden eine zufallige Sequenz
ahnlichen Nukleotidgehalts und eine revertierte, komplementare Sequenz eines Elements
getestet.

Im Anschluss wurde der vollstdndige Promotor von At4CL4 Position fur Position bewertet,
um mdgliche Elemente zu identifizieren.

In der folgenden Ubersicht sind bereits beschriebene Elemente aus A. thaliana 4CL-
Promotoren (Ehlting et al., 1999) mutmallichen identifizierten Elementen des A. thaliana
At4CL4 Promotors gegenubergestellt:

Promoter Box P Position Wert
At4CL1 TTTTCACCAACCCLC -161 0.65
At4CL2 ATTTCACCAACCALC -126 0.59
At4CL3 cTTTCATCACCACLC -151 0.54
At4CL4 cCACTCACCAACTALC -233 0.50
At4CL4 TCCTACCAAACAAA -734 0.47
Random AATAATTGCCTTAA-A ———— 0.16
rk4CL1 GGGGTTGGTGAAANA -161 0.01

Box A Position Wert
At4CL3 ccaeTTC -274 0.78
At4CL4 TCGTTZC -136 0.62
At4CL4 GCCTTZC -140 0.51
At4CL4 ccTTTZC ? -476 0.64
At4CL4 CAGTTZC -870 0.64
At4CL4 ccGeGTAT -1321 0.63
At4CL4 cCcCCcCGTTZC -1423 0.78
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Box L Position Wert
At4CL1 GCTTACCAAAC -260 0.66
At4CL2 GCTCACCAACTC -234 0.77
At4CL3 cTCcTACCTACC -249 0.67
At4CL4 ccAAACGTACC -110 0.46
At4CL4 AACTACGTAGLC -226 0.61
At4CL4 TCCTACCAAAC -734 0.64

Die Positionen der mutmalilichen Elemente sind in Abbildung 12 grafisch dargestellt. Die
Elemente P und L kdnnen z.T. Uberlappen, der Konsensus ist nicht absolut restriktiv in der
Unterscheidung. Ebenso ist der Konsensus des Elements A relativ weich definiert, daher
traten im Promotor von At4CL4 direkt mehrere mutmalliche Elemente dieser Art auf, sie sind
mit einem Fragezeichen versehen.

3.1.10 W-Boxen in At4CL4

Die im Promotor des At4CL4 identifizierten W-Boxen stellen eine Ausnahmeerscheinung
innerhalb der Gruppe von Phenylpropanstoffwechsel-Genen dar. Aus diesem Grund kann
eine mogliche Funktion dieser Elemente erste Hinweise auf die Expressions-Regulation
geben.

W.1113 (W.673) W.496
4WB1 4WBS 4VVDBO
-1.500 4 > ) ATG
' ' ' —H ' ' ' H—T ' ' * !
4WB2 4WB4 AVBG
4CL4 W-Box Oligonukleotide W-Box: Bindung WRKY 11
 ttgttttgcaatagtcaaaactatacatcc 4WB1} o
ggatgtatagttttgactattgcaaaacaa  4WB2 W.1113 bestatigt
cagcaaatattattgaccaagaaatgcaaa  4WB3 _
tttgcatttcttggtcaataatatttgctg 4WB4} W73 nicht gebunden
agaatttttggaggtcaactgcggaatgta 4WB5
' tacattccgcagttgacctccaaaaattet — 4wWB6 [ W_496 bestatigt

Abbildung 14: Position mutmaRlicher W-Boxen im At4CL4 Promotor.

In der Promotorregion des At4CL4-Gens bis —1.500 bp wurden drei mdgliche W-Boxen
identifiziert, die als putative WRKY-Bindestellen bei der Transkriptionsregulation agieren
kénnten. Die Positionen relativ zum ATG-Startkodon wurden als Index angeflgt, die W-
Boxen wurden in den Sequenzen hervorgehoben.

Durch in-vitro WRKY-Binde-Studien konnten fiir die Oligonukleotidduplexe, die die Boxen
W_113 und W46 enthielten eine Bindung zu WRKY11 gezeigt werden (l. Ciolkowski, pers.
Mitteilung, dargestellt in Abbildung 14). Da dieses Projekt Bestandteil der Dissertation von |I.
Ciolkowski ist, und dort ausfihrlich behandelt wird, wurde im Weiteren nicht auf Details
eingegangen.
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3.2 In vitro Analysen

3.2.1 At4CL4 Isolierung

Das Vorhandensein einer genomischen Sequenz ist weder Indiz fir die Expression des
Gens noch fiur eine Funktion des Proteins. Daher wurden die A. thaliana Datenbanken auf
Eintrage von EST-Sequenzen durchsichtet. Zu diesem Zeitpunkt wurden fiir die bereits
bekannten At4CLs 5 EST-Klone fiir At4CL1, 3 EST-Klone fur Af4CL2, 4 EST-Klone fir
At4CL3 und keiner fir At4CL4 identifiziert. Erst in der letzten Aktualisierung der TIGR-
Datenbank (Version 9.0, Release Date - September 19, 2002) konnte ein einzelner EST-Klon
identifiziert werden.

Entgegen der ersten Annahme, es kdnnte sich hierbei um ein nicht exprimiertes Pseudogen
handeln, deutete dieses neue Ergebnis auf ein niedriges Expressionsniveau hin, da
Sequenzen, gewonnen von cDNAs verschiedenster Gewebe, Grundlage der EST-
Datenbanken sind. Ebenso kdnnte es einen Hinweis darstellen auf extrem spezifische
Transkription in Geweben oder unter Bedingungen, die bislang nicht in den Datenbanken
reprasentiert waren.

Aus der genomischen Sequenz wurde die mutmalflliche cDNA abgeleitet, hierfir wurden
Oligonukleotide generiert. Mit RT-PCR wurde versucht den Beweis zu erbringen, ob und
inwieweit Af4CL4 transkribiert wird. Mit einer geschachtelten, nachgeschalteten PCR
konnten spezifische Produkte weiter amplifiziert werden. Die Reaktion wurde ausgehend von
cDNA, isoliert aus elicitorbehandelter A. thaliana Zellkultur (freundlicherweise von A. Heise
zur Verfugung gestellt) gestartet. In einer parallelen Reaktion aus unbehandelter Zellkultur
konnte das Transkript zwar nachgewiesen werden, das Expressionsniveau erschien aber im
Vergleich zu der elicitorbehandelten Probe deutlich niedriger. Somit war der Beweis erbracht,
dass At4CL4 in A. thaliana exprimiert wird, und es stellte sich die Frage nach der
Funktionalitdt des Proteins. Dies sollte Uber heterologe Expression, Aufreinigung und
Funktionstest des A. thaliana Proteins geklart werden.

3.2.2 Heterologe Expression von At4CL4 mit dem pQE-70 System

Nach Amplifikation und Subklonierung wurde das Fragment mit der vollstandigen
kodierenden Sequenz von At4CL4 in den pQE-70 Vektor ligiert. Mit Hilfe von PCR und
Restriktionsendonuklease-Behandlungen konnten mutmallich positive Klone identifiziert
werden. Nach Transformation und Induktion der heterologen At4CL4-Expression im
Expressionsstamm wurden Proteine des Rohextraktes durch ein SDS-PAGE Gel aufgetrennt
und mittels Bio-Coomassie gefarbt. In 6 unabhangigen Proben konnte im Gegensatz zu einer
At4CL2-pQE-70 Kontrolle keinerlei Akkumulation von Proteinen in den rekombinanten
Klonen beobachtet werden (nicht gezeigt).

Zur Durchsichtung einer grofieren Anzahl rekombinanter Klone wurde ein schneller Test auf
Enzymaktivitat eingesetzt, mittels dessen die Kombination mehrerer Klone auf Aktivitat mit
verschiedenen Substraten parallel analysiert werden konnte.

Insgesamt wurden 16 verschiedene Klone auf enzymatische Aktivitdt gegenuber
Zimtsaurederivaten gestestet. Es konnte gezeigt werden, dass einige der Klone deutlich die
fur 4CLs charakteristische Reaktion katalysieren (Abbildung 15). Im Vergleich zu der
Kontrolle lag aber eine wesentlich langsamere Umsetzung vor, die Farbungen erreichten erst
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nach ca. 20 min deutliche Gelbfarbung, die Umsetzung des Kontrollenzyms war bereits nach
2-3 min abgeschlossen. Als Kontroll-Enzym wurde eine modifizierte At4CL2 eingesetzt, die
in Hinsicht auf die Substratspezifitat breiter aktiv war, als die urspringliche At4CL2 (LP3, von
H. P. Stuible freundlicherweise zur Verfiigung gestellt).

Deutliche Unterschiede ergaben sich auch in der Substratspezifitat zu bekannten A. thaliana
4CLs sowie zu der als Kontrolle eingesetzten modifizierten At4CL2. Auffallend war die hier
erstmals gezeigte enzymatische Umsetzung von Sinapinsaure zu erkennen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Multititerplatten-Test auf 4CL-Aktivitit mit Zimtsdure-Derivaten als
Substrat.

Die Umsetzung von Zimtsaure-Derivaten mit CoA, katalysiert von At4CL4-Klonen sowie
einer modifizierten At4CL2 als Kontrolle, fihrt zu charakteristischer Farbung des
Reaktionsansatzes. Dargestellt sind sechs von insgesamt 18 auf 4CL-Aktivitat getesteten
unterschiedlichen Klonen der pQE-70 Serie von At4CL4-Expressionskonstrukten mit je drei
unabhangigen Ansatzen. Als Kontrolle (+, roter Kasten) wurde eine heterolog exprimierte
mutierte At4CL2-Variante mit erhohter Aktivitat gegeniber Ferulasdure eingesetzt.

Die Konstrukte 1, 4 und 6 zeigten gegenuber der Kontrolle eine schwachere, aber messbare
Aktivitat, wohingegen die Klone 2, 3 und 5 keine Aktivitat aufwiesen. Aufgrund der hohen
Ausfallrate wurden alle 18 Klone vollstdndig sequenziert. Die Auswertung der Sequenzen
ergab fur keinen der Klone eine fehlerfreie Basenabfolge, statistisch verteilt wurden
Basenaustausche, Deletionen und Insertionen detektiert, die allerdings keinem regelmafligen
Muster folgten. Die Aktivitat der in Abbildung 15 gezeigten Klone ist daher auf nicht-lethale
Mutationen der Proteinsequenzen zurlickzufuhren, der Hise-tag wurde jedoch in keinem Fall
erhalten, weitere Isolierung und Reinigung war somit nicht méglich.

Um Artefakte der Proteinexpression auszuschlie®en, wurden 11 der Extrakte mittels
Westernanalyse und einem 4CL Antikérper auf detektierbare Induktion gestestet.

Zur Kontrolle wurde ebenfalls rekombinant erzeugte At4CL2 und die modifizierte Variante
LP3, die auch im Multititerplatten-Test Verwendung fand, auf die Nylonmembranen
aufgetragen. In beiden Kontrollspuren wurden die spezifischen Banden erwarteter GroRe
detektiert. Bei den At4CL4 Proben ist in der uninduzierten Kontrolle z.T. eine schwache
Bande zu erkennen. Nach Induktion zeigten die enzymatisch aktiven Proben im Durchschnitt
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die schwachsten Signale, Degradation ist in allen Proben deutlich zu erkennen, ebenfalls
schwach in der Probe Af4CL2.

GrolRe Aktivitat im Multititerplattentest
[kDa] ++ - - -- -- - -- - + + + Aktivitat
4CL2 81 22 52 3.2 514 31 21 641 41 11 Konstrukt

QR Ind -- Ind - Ind - Ind --Ind -- Ind -~ Ind -- Ind -- Ind -- Ind -- Ind - =5
66—

45

29

Abbildung 16: Westernblot von 10 Klonen der pQE-70 At4CL4 Expressionsserie, E.
coli Rohextrakt.

Zehn der insgesamt 18 bereits auf 4CL-Aktivitdt getesteten Klone der pQE-70 Serie von
At4CL4-Expressionskonstrukten wurden in Flussigkultur mit IPTG induziert. Aufgetragen
wurden jeweils zwei Proben der Rohextrakte, die vor und zwei Stunden nach Induktion
entnommen wurden. Als Kontrolle wurde ein parallel heterolog exprimiertes Af{4CL2
eingesetzt. Der Protein-Blot wurde mit einem 4CL-spezifischen Antikérper hybridisiert, der
ebenfalls aufgetragenes rekombinantes At4CL2 auf dem Blot mit gleicher GroRRe detektierte.

Drei der Proben (6.1, 4.1, und 1.1) zeigten im Multititerplattentest 4CL-Aktivitat.

3.2.3 Heterologe Expression von At4CL4 mit dem pET-30 System

Nach Amplifikation und Subklonierung wurde das Fragment mit der vollstandigen
kodierenden Sequenz von At4CL4 in den pET-30 Vektor ligiert. Mit Hilfe von PCR und
Restriktionsendonuklease-Behandlungen konnten mutmallich positive Klone identifiziert
werden. Nach Transformation und Induktion der heterologen At4CL4-Expression im
Expressionsstamm wurden Proteine des Rohextraktes durch SDS-PAGE aufgetrennt und
wie in in der folgenden Abbildung dargestellt durch Silberfarbung nachgewiesen.
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Abbildung 17: Heterologe Expression von At4CL4-His¢ in E. coli und Detektion des
aufgereinigten rekombinanten Proteins.

A Silbergefarbtes SDS-PA Gel mit aufgetrennten E. coli Proteinrohextrakten. E. coli wurden
transformiert mit leerem Expressionsvektor (-) sowie zwei unabhangigen pET-30 A{4CL4-
Hisg Expressionsproben (2.1) und (2.2) nach Induktion der Expression mit IPTG. B Das
rekombinante C-terminale Hisg-Fusionsprotein wurde Uber Ni-NTA-Saulen aufgereinigt und
mit einem 4CL-spezifischen Antikorper durch Western-Analyse detektiert. Die GroRenmarker
sind angegeben.

In zwei unabhangigen Proben konnte Akkumulation von Proteinen in den rekombinanten
Klonen beobachtet werden. Nach der Aufreinigung wurden die heterolog exprimierten
Proteine durch Western-Analyse mit einem 4CL-Antikérper detektiert. Die zuvor beobachtete
Degradation der Proteine wurde nicht festgestellt, da durch den C-terminalen Hisg-tag nur
Proteine voller Lange aufgereinigt wurden, und Abbriiche nicht detektiert werden konnten.
Somit wurde das At4CL4 Protein erfolgreich heterolog exprimiert und aufgereinigt. Den
nachsten Schritt stellt die Untersuchung der Funktionalitat des nativen Proteins dar.

3.2.4 Bestimmung der katalytischen Aktivitat des rekombinanten At4CL4
Proteins

Die Stabilitdt der heterolog exprimierten At4CL4-Proteinfraktionen war gering. Lagerung bei
—20°C flhrte zum Verlust der Aktivitat. Daher wurden konzentrierte, aufgereinigte Fraktionen
aliquotiert, mit B-Mercaptoethanol versetzt und bei —80°C gelagert. Da im Laufe einer
Messreihe die Aktivitdt der Enzym-Fraktionen abnahm, wurden alle Messungen mit frisch
verdinnten Lésungen durchgefiihrt. Die Untersuchung der Enzymaktivitat erfolgte mittels
eines spektrophotometrischen Testsystems, in dem die 4CL-katalysierte Bildung der CoA-
Ester verschiedener Zimtsaure-Derivate bei den Absorptionsmaxima der Ester verfolgt wurde
(Knobloch und Hahlbrock, 1975).

Beide unabhangig aufgereinigten Fraktionen des heterolog exprimierten Af4CL4 setzten
4-Cumarsaure mit CoA zu dem entsprechenden aktivierten Ester um. Somit kodiert At4CL4
fir eine weitere Isoform der Cumarat:CoA Ligasen in A. thaliana, wie es anhand der
genomischen Sequenz-Analysen und der phylogenetischen Untersuchungen erwartet wurde.

Eine besondere Eigenschaft der 4CL-Isoformen in A. thaliana stellt ihre Substratspezifitat
dar. Alle bislang untersuchten rekombinanten Enzyme zeigten charakteristische Praferenzen
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fur einzelne Zimtsaure-Derivate (Ehlting et al., 1999). Um in diesem Kontext die At4CL4 als
eigenstandige Isoform einzuordnen, sollten im Vergleich zu den bekannten 4CLs ebenso die
Affinitaten und maximalen Umsatzraten gegeniiber weiteren Hydroxyzimtsauren untersucht
werden.

Substrate hierflir waren neben 4-Cumarsaure Kaffeesaure, Ferulasdure Sinapinsaure und
die unsubstituierte Zimtsaure. Die Strukturformeln sind in Abbildung 18 wiedergegeben.

O._OH O. OH O._OH O. OH O._OH
= = = = =
OH OCH; H3CO OCH3,
OH OH OH OH
Zimtsaure 4-Cumarsaure Kaffeesaure Ferulasaure Sinapinsaure

Abbildung 18: Zimtsaure und ihre Derivate, eingesetzt in der Analyse der At4CL4-
Enzymeigenschaften.

Die Aktivitatsmessungen wurden mit Substratkonzentrationen von 5 bis 500 uM, bzw. 2,5
mM far Zimtsdure durchgefihrt. Direkte Auftragung der Messergebnisse ergab hyperbole
Kurven flir die Bildung der CoA-Ester in Abhangigkeit der Substratkonzentrationen, die
katalysierten Reaktionen folgten somit der Michaelis-Menten-Beziehung. Es traten wie bei
den zuvor ermittelten Enzymeigenschaften der Af4CL1-3 deutliche Unterschiede in der
Anfangssteigung, der Hohe des Plateaus und der erforderlichen Substratkonzentration auf.
Die apparenten Km- bzw. Vmax-Werte wurden fir die verschiedenen Substrate durch
Transformation der Messergebnisse nach Hanes bestimmt (lineare Regression von v/s
gegen s, dargestellt in Abbildung 19). Transformation nach Lineweaver-Burk, bzw. Eadie-
Hofstee ergaben zumeist vergleichbare Werte fliir Km und Vmax, wurden jedoch nicht in die
Kalkulation miteinbezogen.
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Abbildung 19: Aktivitdit der At4CL4 gegenuber 4-Cumarat, Kaffeeat, Ferulat und
Sinapat. (Weitere Beschriftung befindet sich auf der nachsten Seite)
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Abbildung der vorigen Seite: Aus induzierten Bakterienkulturen, die das At4CL4-pET-30
Konstrukt enthielten, wurden Proteinextrakte hergestellt. Die rekombinante Af4CL4 wurde
mittels des C-terminal gekoppelten Hisg-tags aufgereinigt und fir die Bestimmung der
Umsatzgeschwindigkeiten (v) bei Anderung der Substratkonzentration (S) eingesetzt. Man
beachte, dass sich die Konzentrationsbereiche der Sinapinsaure (G) und der Ferulasaure (E)
von dem der anderen Substraten (A, C) unterscheiden. Zur Ermittlung der apparenten Km-
und Vmax-Werte fur die Umsetzung der einzelnen Substrate wurden die Messergebnisse
nach Hanes transformiert und jeweils S/v gegen S aufgetragen (B, D, F und H).

Eine Umsetzung von Zimtsaure liel3 sich auch mit hohen Konzentrationen nicht messen.
4-Cumarat wurde im Vergleich zu den anderen Substraten am schwachsten umgesetzt, die
Affinitdt war sehr niedrig, reprasentiert durch einen Km-Wert von tber 400 uM. At4CL4
zeigte im weiteren Vergleich die hochste Affinitdt gegenlber den hoéher substituierten
Zimtsaure-Derivaten Sinapinsaure und Ferulasaure (im Bereich von 20 uM, bzw. 30 uM). Der
Km-Wert flr Kaffeesdure dagegen wurde etwa funf- bis zehnfach héher bestimmt.

Mit dieser Substratspezifitit nahm die Af4CL4 innerhalb der Familie eine absolute
Sonderstellung ein, denn flir keine der anderen 4CLs konnte eine Sinapat-Aktivierung
nachgewiesen werden.

Uber die Bestimmung der Proteinkonzentration war die spezifische Aktivitat zuganglich. Hier
bestatigten sich die zuvor gewonnenen Informationen. At4CL4 zeigte hohe spezifische
Aktivitat gegenlber Sinapat, wahrend Kaffeeat am schlechtesten umgesetzt wurde. Es ergibt
sich aber ebenfalls eine signifikante Aktivitat gegeniber 4-Cumarat.

Der Quotient aus Km und Vmax stellt ein Mal dar, mit welcher Haufigkeit ein gegebenes
Substrat im Vergleich zu den anderen Substraten umgesetzt wird. Auf den in diesem
Zusammenhang verwendeten Begriff der Praferenz innerhalb eines Gemischs wird hier
verzichtet, da allosterische Effekte wie Substratinhibition bereits beschrieben wurden
(Harding et al., 2002). Die aus Vmax/Km abgeschatzte Spezifitat fir At4CL4 zeigte erneut
Bevorzugung von Sinapat, gefolgt von Ferulat. Die Werte fir Kaffeeat und schlie3lich 4-
Cumarat zeigten eine Tendenz von Af4CL4 hoher substituierte Substrate zu bevorzugen.

In Tabelle 2 sind die kinetischen Daten der At4CL4 zusammengefasst. Kontrollexperimente
wurden mit Ansatzen durchgefiihrt, in denen einer der Co-Faktoren ATP, Coenzym A oder
Substrat fehlte. In diesen Fallen konnte keine Umsetzung beobachtet werden.
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At4CL4 Substrat Km Spezifische Aktivitdt Vmax/Km
[uM] [Vmax/mg] [1/uM]
2.1 Zimtsaure keine messbare Umsetzung
4-Cumarat 436 124 0,3
Kaffeeat 271 266 1,0
Ferulat 23 200 9,5
Sinapat 17 123 9,2
2.2 Zimtsaure keine messbare Umsetzung
4-Cumarat 427 75 0,2
Kaffeeat 102 108 1,1
Ferulat 29 106 3,7
Sinapat 23 87 4,2

Tabelle 2: Michaelis-Menten-Konstanten (Km), spezifische Aktivititen und relative
Spezifititen von At4CL4.

Zwei unabhangig heterolog exprimierte und aufgereinigte At4CL4-Praparationen wurden
eingesetzt, um die kinetischen Enzymeigenschaften zu ermitteln. Die Km- und Vmax-Werte
wurden nach Hanes bestimmt. Fir die spezifische Aktivitat wurden die
Proteinkonzentrationen der Praparationen gemessen und in Relation zu den absoluten
Vmax-Werten ([pkat/mg]) gesetzt. Die Werte entsprechen Mittelwerten aus mindestens drei
unabhangigen Messreihen. Die Daten der Sinapat-Aktivitat beruhen auf den Mittelwerten von
zehn (2.1), bzw. sechs (2.2) Messungen.

Da At4CL4 mit der Sinapinsaure-Aktivierung eine Affinitat zu hoch substituierten Zimtsaure-
Derivaten zeigte, stellte sich die Frage, ob mdglicherweise weitere, hoch substituierte
unpolarere Derivate ebenfalls aktiviert werden konnen. Die folgende Grafik gibt die
kinetischen Eigenschaften der Af4CL4 bei Umsetzungen verschiedener nicht-4-hydoxylierter
di- und tri-Methoxyzimtsduren wieder. Eine zusammenfassende Darstellung der
Substratspezifitat der At4CL4 ist in der darauffolgenden wiedergegeben.
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Abbildung 20: Kinetische Eigenschaften der heterolog exprimierten At4CL4 gegeniiber
nicht-4-hydroxylierten Substraten.

Die Umsetzung eines 4-Cumarat-Derivats (Sinapinsaure) wurde verglichen mit der
Aktivierung nicht-hydroxylierter Zimtsaure-Derivate. Die Reaktion wurde photometrisch Uber
die Absorptionszunahme (Aassnm) verfolgt. Alle Messungen wurden in unabhangigen
Duplikaten durchgefiihrt (A) und (B). Es war erforderlich, mit einer zehnfach héheren
Konzentration der Di- und Tri-Methoxyzimtsauren (DMCA und TMCA, 500 uM) im Vergleich
zu der Sinapinsaure (50 uM) zu arbeiten, um in Bereiche reproduzierbarer Absorption zu
gelangen. (DMCA, 3,4/3,5-Dimethoxyzomtsaure, TMCA, 3,4,5-Trimethoxyzimtsaure)

At4CL4 setzte die Di- und Tri-Methoxyzimtsauren deutlich schlechter um, als das nattrlich
vorkommende Sinapat. Die Hydroxylierung der Zimtsaure zur 4-Cumarsaure ist offenbar
erforderlich, um das Grundgerust eines Substrates zu erzeugen. Damit erschien die
Méglichkeit, dass At4CL4 durch die erhdhte Affininitdt zu unpolareren Substraten in vivo
Fettsduren umsetzen konnte, auflerst unwahrscheinlich, weitere Substrate wurden daher
nicht getestet.

In der folgenden Abbildung 21 sind die Daten der At4CL4-Substratspezifitat
zusammengefasst.
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Abbildung 21: Ubersicht der Substratspezifitit der heterolog exprimierten und
gereinigten At4CLA4.

A 4-Hydroxy-Zimtsaure-Derivate des Phenylpropanstoffwechsels wurden in in-vitro Enzym-
Assays mit zunehmenden Substitutionen besser umgesetzt. B Die Aktivierung nicht-in 4-
Position hydroxylierter Substrate zu den CoA-Thioestern wurde nur sehr schwach
katalysiert.

Nachdem durch die Enzymkinetiken erste Informationen der in-vitro Funktion dieser sehr
speziellen At4CL gewonnen wurden, ist die Untersuchung der transkriptionellen Regulation
in der Pflanze ein Schritt in die Analyse der Aufgabe von At4CL4 in vivo.

3.2.5 Expressionsstudien

Fir die Ubrigen Mitglieder der At4CL-Genfamilie sind umfangreiche Informationen Uber
differentielle Transkription bekannt, die zusammen mit den in-vitro Daten Grundlage des
Modells des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels in A. thaliana bilden. Untersuchung
gewebespezifischer und stimulusabhangiger Expression soll bei der Einordnung von At4CL4
in dieses Modell helfen.

Nach der Analyse der Substratspezifitat nimmt A{4CL4 eine deutliche Sonderstellung
innerhalb der At4CLs ein. Daher war die gewebespezifische Regulation der Expression von
AtACL4 im Vergleich zu allen anderen At4CLs von groRem Interesse. Ziel dieser
Untersuchung war die Bestimmung der At4CL4 mRNA Akkumulation in verschiedenen
Organen 4 Wochen alter Pflanzen, die unter Standardbedingungen angezogen wurden,
sowie in steril in Flussigkultur angezogenen Wurzeln des gleichen Alters. Hierzu wurde
Gesamt-RNA aus ausgewachsener Wurzelkultur, vollentwickelten Rosettenblattern,
Sprossachsen, Sprossblattern, Bliten und Schoten isoliert.
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Northern-Untersuchung zur Analyse gewebespezifischer Expression der At4CL4

Es wurden in zwei unabhangigen Experimenten 20 ug gesamt-RNA jedes Gewebes
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nylonmembranen Ubertragen und mit radioaktiv
markierter Volllangen- At4CL4 Sonde hybridisiert. Selbst nach zweiwdchiger Exposition
konnten keine At4CL4 spezifischen Hybridisierungssignale auf den RNA-Blot Membranen
beobachtet werden. Parallel wurde eine Membran eingesetzt die 0,5, 1 und 5 ng
aufgereinigter At4CL4 sowie At4CL1, At4CL2 und Af4CL3 cDNA trug. Die At4CL4 Sonde
zeigte unter den verwendeten stringenten Bedingungen keine Kreuzhybridisierung mit den
anderen At4CLs, das At4CL4 Signal jedoch konnte reproduzierbar nachgewiesen werden.
Da das Ausbleiben von Signalen auf ein niedriges Expressionsniveau zurtickgeflhrt wurde,
verstarkt durch das Fehlen von EST-Klonen in den A. thaliana-Datenbanken, erforderte die
weitere Untersuchung der Expression von At4CL4 die wesentlich empfindlichere RT-PCR
Methode.

RT-PCR zur Expressionsanalyse von At4CL4 in verschiedenen A. thaliana Organe

Der Vorteil der RT-PCR-Methodik ist ihre hohe Empfindlichkeit. Dies macht sie im Gegenzug
anfallig fur Kontaminationen. Speziell bei Untersuchungen zu einzelnen Mitgliedern hoch
homologer Familien ist die Spezifitdt der Reaktion entscheidend fir ihre Aussagekraft. In
diesem Experiment sollte mit Hilfe der RT-PCR das Expressionsniveau von At4CL4 in
verschiedenen Geweben neben allen weiteren At4CLs untersucht werden. Hierfur war die
Wahl geeigneter Oligonukleotide essentiell.

Es konnten in umfangreichen Vortests zu allen A4CL Genen fir die Analyse der
Expressionsniveaus hinreichend spezifische Oligonukleotidpaare entwickelt werden. Die
Bedingungen fur die spatere Untersuchung wurden durch Reaktionen aller
Oligonukleotidpaare auf cDNAs aller entsprechenden Gene ermittelt. Ebenso wurde
sichergestellt, dass genomische DNA Kontamination keine Matrize fir mogliche
Nebenreaktionen darstellt, es konnten selbst mit einhundertfach hoherer Konzentration
genomischen Templates keine Signale detektiert werden.

PCR auf cDNA

Es stellte sich heraus, dass reproduzierbare und vergleichbare Ergebnisse nur erhalten
werden konnten, wenn alle Reaktionen mit gleicher Menge an Matrize in einem Block des
PCR-Cyclers mit identischem Programm abliefen. Die Optimierung der Bedingungen
umfasste ebenfalls die Beschrankung auf einen Typ an Reaktionsgefalen und eine
Maschine.

Alle im Folgenden durchgefihrten RT-PCRs wurden mit diesen Parametern durchgefihrt,
unter der Annahme, dass der negative Einfluss an homologen, ahnlichen Zielmolekilen in
einer Verteilung an cDNAs niedriger ist, als bei der in Abbildung 22 dargestellten Kontrolle
mit klonierter cDNA jeden Gens.
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1RT1/1RT2  |2RT3/2RT4 L 3RT4/3RTS5 4RT3/4RT4 Reaktion
1.2 3 411 2 3 4 1 2 3 41|11 2 3 4 Matrize

Abbildung 22: Kontrolle der RT-PCR Oligonukleotide auf klonierter cDNA.

Jedes Paar Oligonukleotide, spezifisch jeweils flr eine der vier Af4CLs wurde in einer PCR
unter den Bedingungen getestet, die spater fur die RT-PRC vorgesehen waren. Als Template
dienten jeweils alle vier cDNAs. Dargestellt sind die Reaktionen nach Kombination der RT-
Oligonukleotide (Genname, RT, Oligonukleotid1 und 2) und Matrize (1 bis 4 fir At4CL1-4
cDNA). (L, 100 bp Leiter)

Es traten zwar z.T. schwache Nebenbanden in den Reaktionen auf, diese lieRen sich aber
problemlos durch die Grélke von der Produktbande unterscheiden und sind darauf
zurlickzufiihren, dass mit 10 ng klonierter cDNA ein milliardenfacher Uberschuss an
"falschem" Template im Vergleich zu der Verteilung in einem cDNA-Pool einer RT-PCR
vorlag. Banden der hier detektierten Grof3e wurden in den analytischen RT-PCRs in keinem
Fall detektiert. Somit waren die Bedingungen optimiert, um mit der RT-PCR qualitativ die
Expressionsniveaus der A. thaliana 4CLs zu untersuchen.

Alle Zielbereiche der Reaktionen auf den At4CL cDNAs waren zunachst zur Differenzierung
der Produkte von unterschiedlicher GroRe. Fiir At4CL3 wurde nach Uberpriifung der
Spezifitédt eine Oligonukleotidpaarung zur Erzeugung eines Fragments vergleichbarer Grofle
wie At4CL1 eingesetzt. Zur positiven Kontrolle der Reaktion und der Uberpriifung der
BandengrdéfRe wurde die spezifische cDNA parallel eingesetzt.

RT-PCRs

At4CL1 mRNA Akkumulation konnte am starksten im Spross nachgewiesen werden,
schwache Signale waren in der Blite und in Sprossblattern zu erkennen, in Rosettenblattern
trat ein Signal nach Erhéhung der Zyklenzahl ebenfalls auf. In der Wurzelprobe war At4CLA1
cDNA nicht nachweisbar.

At4CL2 cDNA war im Wurzelgewebe, im Spross sowie im Blutengewebe detektierbar, bei
Erhéhung der Zyklenzahl war die cDNA in allen Geweben nachweisbar.

At4CL3 cDNA akkumulierte stark im Blitengewebe, war schwach auch in Sprossblattern und
im Spross sowie bei erhéhter Zyklenzahl in Rosettenblattern nachweisbar.

Das Gleichbleiben der Intensitat der jeweils starksten Signale bei Erhéhung der Zyklenzahl
war ein Hinweis auf Erreichen des Reaktionsplateaus. Vergleiche innerhalb einer Reaktion
mit Verlassen der exponentiellen Phase nicht mehr zuldssig, geringste Mengen an cDNA
konnten jedoch so detektiert werden.

Das als Kontrolle gewahlte konstitutiv exprimierte AfActin1 (Ac1) zeigte nach der PCR wie
erwartet anndhernde Gleichverteilung in den unterschiedlichen Organen, dargestellt sind
zwei unabhangige Reaktionen mit 25 und 35 Zyklen, die unter AfActin1-spezifischen PCR
Bedingungen durchgefuhrt wurden. Genomische Kontamination der cDNA, die an einer
Bande mit 733 bp zu erkennen gewesen ware, konnte nicht detektiert werden.
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Die Expression der At4CL1, At4CL2 und At4CL3 entspricht der beschriebenen differenziellen
organspezifischen Regulation (Ehlting et al., 1999). Die Methode ist somit geeignet die
Expression von At4CL4 auf diesem Niveau zu untersuchen.

Im Gegensatz zu A#4CL2 ist das homologe Af4CL4 nicht in Wurzeln detektierbar,
Expression ist jedoch in allen anderen oberirdischen Organen, mit einer verstarkten
Detektion im Spross nachzuweisen.

Lange des Fragments
Wr Rb Sp Sb BI

555 bp
451 bp
555 bp
358 bp
508 bp = Ac1 35x

Abbildung 23: Expressionsanalyse der At4CL-Familie durch RT-PCR.

Mit genspezifischen Oligonukleotiden wurden parallel PCRs zu jeder At4CL auf revers
transkribierter RNA verschiedener Gewebe durchgefuhrt (Wr Wurzelgewebe aus steril
angezogener Flussigkultur, Rb Rosettenblatter, Sp Spross, Sb Sprossblatter, Bl Blute). Zur
Kontrolle der cDNAs wurde eine PCR mit Actin1-spezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt.

Zur positiven Kontrolle der Reaktion und der Uberpriifung der BandengroBe wurde die
spezifische cDNA parallel eingesetzt. Durch Behandlung mit Restriktionsendonukleasen
konnten Af4CL1-, At4CL2- und At4CL3-Produkte unterschieden werden, das Produkt der
At4CL4-RT-PCR wurde durch Sequenzierung bestatigt.

Die jeweiligen Unterschiede der absoluten Signalstarken sind auf geringfiigige Unterschiede
der Oligonukleotidpaare zurickzufihren, es ist keine vergleichende Aussage zu absoluten
Expressionsmustern zwischen den einzelnen Genen mdglich.

At4CL4 zeigte somit in diesem Experiment eine zu At4CL2 komplementare Expression in
den untersuchten Organen. Daher war es von besonderem Interesse, die stimulusabhangige
Anderung der Transkript-Akkumulation von At4CL2 und At4CL4 im Kontext der beiden
anderen Familienmitglieder zu vergleichen.
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RT-PCR zur Expressionsanalyse von At4CL4 nach Licht- und Elicitorbehandlung
Aufgrund der im At4CL4-Promotor entdeckten mutmallich cis-aktiven Elemente (Regionen,
die an der Lichtregulation beteiligt sein kénnen sowie W-Box Motive) und den umfangreichen
Kenntnissen Uber die Transkript-Akkumulation in Antwort auf Lichtstress, bzw.
Pathogenbefall in der At4CL-Familie wurde die Expression von At4CL4 in Zellkultur
untersucht, die sowohl UV-, als auch Elicitor-behandelt wurde. Die RNA, die fur diese
Untersuchungen zum Einsatz kam, wurde freundlicherweise von E. Logemann zur
Verfigung gestellt. Die Proben wurden isoliert aus dunkeladaptierter A. thaliana-Zellkultur,
die mit UV-haltigem Weilllicht bestrahlt wurde. Parallele Proben wurden mit Pmg-Rohelicitor
behandelt. In einer weiteren Serie wurde zur lichtbehandelten Zellkultur ebenfalls Pmg-
Rohelicitor zugegeben.

Lange der 0l4|8[12] 4]8[12|1212 t(h)
Fragmente  [g|ale [ululu le/ulc

555 bp 4CL1
451 bp 4CL2
555 bp 4CL3
358 bp 4CL4
508 bp Ac1 30x
Ac1 25x
Ac1 20x

Abbildung 24: Expressionsanalyse der At4CL-Familie in Licht- und Elicitor-
behandelter Zellkultur.

Mit genspezifischen Oligonukleotiden wurden parallel PCRs zu jeder At4CL auf revers
transkribierter RNA durchgefuhrt. Aus UV- (u) und Pmg-Rohelicitor (e) behandelter A.
thaliana Zellkultur wurde RNA isoliert und revers transkribiert. Eine PCR wurde zur
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qualitativen Analyse der Transkript-Akkumulation der At4CL-Familie eingesetzt. Zur
Kontrolle der cDNAs wurde parallel eine PCR mit Actin1-spezifischen Oligonukleotiden
durchgeflhrt.

At4CL4 und At4CL2 sind in Zellkultur schwach exprimiert. Dagegen konnten in der Kontrolle
keine Signale fur A#4CL1 und A#4CL3 nachgewiesen werden. Wie bereits zuvor
beschrieben (Ehlting et al., 1999), konnte fir At4CL1 Induktion durch Elicitor nachgewiesen
werden. At4CL2 reagierte nur sehr schwach, kaum messbar auf den Stimulus. Die
Expression von At4CL3 ist wie bereits beschrieben unabhangig von der Zugabe von Elicitor,
die Mengen von Transkript stiegen jedoch deutlich nach Bestrahlung mit UV-Licht an.
At4CL1 und A#4CL2 Transkripte akkumulierten ebenfalls deutlich und schneller als At4CL3
in den lichtbehandelten Proben, die Niveaus nahmen aber bis zu 12 Stunden nach
Behandlung langsam ab. Dieser transiente Verlauf wurde ebenfalls bereits fruher auf
Pflanzenebene beschrieben (Ehlting et al., 1999). Zugabe von Pmg-Rohelicitor zu bereits
bestrahlten Zellen ergab fur Af4CL1 zum Zeitpunkt 12 Stunden nach der Behandlung kaum
Anderung der Expression, allenfalls eine schwache Repression kénnte erkennbar sein. Ein
hierzu gegensatzliches Bild zeigte die Akkumulation von At4CL2-Transkript, dessen Niveau
deutlich durch die Elicitor-Behandlung anstieg. Die Expression von  At4CL3 blieb
unbeeinflusst nachder Zugabe des Elicitors. Die Kontrollwerte zum Zeitpunkt 12 Stunden
zeigen ausser einem schwachen Signal von At4CL1 keine Anderung zu dem Anfangswert.
Diese Daten untermauern bereits bekannte Expressions-Analysen auf Northern-Ebene und
zeigen, dass das Experiment geeignet ist, die Expression des letzten At4CL-
Familienmitglieds im Kontext der anderen Isoformen zu untersuchen.

At4CL4 ist schwach konstitutiv exprimiert. Durch Elicitor wurde die Transkription von At4CL4
sehr schwach, mit einem Maximum bei 8 Stunden induziert. Im Vergleich zu Af4CL1 und
At4CL2 reagierte At4CL4 ebenfalls mit schneller, transienter Akkumulation von Transkript
auf UV-Bestrahlung, das Niveau scheint aber unter dem der At4CL1 und At4CL2 zu liegen.
Wie bei At4CL2 wurde durch gleichzeitige Bestrahlung und Behandlung mit Elicitor die
Transkriptmenge erhéht.

3.3 Identifizierung, Isolierung und Charakterisierung von A.
thaliana Nullmutanten im Phenylpropanstoffwechsel

Eine elegante Methode der funktionellen Charakterisierung von Proteinen in vivo stellt ein
reverser Ansatz dar. Die Isolierung von Nullmutanten der zu untersuchenden Gene und die
Untersuchung des Phanotyps erlaubt Rickschlisse auf die Rolle des vom Gen kodierten
Proteins. Spezifische Funktionen individueller Mitglieder von Multigen-Familien kdnnen
entschlisselt werden, und biochemische Analysen decken mogliche Ausweich-
Stoffwechselwege auf.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Mutanten-Populationen durchsichtet und
Mutanten fir Gene des Phenylpropanstoffwechsels, mit Schwerpunkt auf der Familie der
At4CLs, identifiziert. Wo es moglich war, wurden die individuellen Pflanzen isoliert und die
Mutationen genetisch analysiert. Nach der Bestatigung des jeweiligen Genotyps wurden
ausgewahlte Linien molekularbiologisch untersucht, mit dem Ziel nachzuweisen, dass es
sich um echte Nullmutanten handelt, dass Transkript des Gens also nicht nachweisbar oder
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nachweisbar defekt war. Im Anschluss an die molekularbiologische Charakterisierung
begann die phanotypische Beschreibung der positiven Linien. Auf morphologische
Untersuchungen folgten biochemische Analysen.

Zu Uberwindung der partiell funktionellen Redundanz der isolierten At4CL Nullmutanten und
zur Verknipfung mit weiteren Mutantenlinien des Phenylpropanstoffwechsels war es
erforderlich, Einzelmutanten in geeigneten Kombinationen miteinander zu kreuzen.

3.3.1 Die At4ACL1-Nullmutante Zl4cl1

Die Mutante des Gens A#4CL1 (At4CL1.2-19.23.10, im weiteren Kontext als Zl4cl1
bezeichnet) wurde von J. Hageneier in der ZIGIA-Population (einzelne Linie 5J6636)
identifiziert. Die Excision des mobilen En-1 Transposons hatte in der isolierten Linie einen
footprint in der kodierenden Region von Af4CL1 hinterlassen, der durch eine
Leserasterverschiebung zu frihzeitigem Abbruch der Af4CL1-Proteinsequenz fihrt.
Weiterhin konnte von J. Hagemeier durch eine Northern-Analyse gezeigt werden, dass
At4CL1-Transkript in unveranderter Menge in der Mutanten-Linie akkumuliert, dennoch aber
die 4CL-Enzymaktivitdt in Enzymtests mit Rohextrakten in Zl4cl1-Stangeln durch die
Mutation auf 10 % reduziert wurde.

Eine Southern-Analyse zeigte, dass der genomische Hintergrund der Zl4cl1-Linie
mindestens weitere 12-13 Transposons enthielt. Vor Beginn weiterer Analyse war es wichtig
den durch die Transposon-Aktivitdt mutagenisierten Hintergrund zu reduzieren, weitere
unerwunschte footprints zu entfernen und letztlich die Menge an Transposons zu minimieren.
Es ist fir Kreuzungen mit Linien, die stabilisierte, nicht-autonome Transposon-Insertionen
(wie die der SLAT-Population) tragen essentiell, dass jede Transposase-Aktivitat des
Kreuzungspartners Zl4cl1 eliminiert wurde, somit alle Transposons durch Rickkreuzungen
gegen Columbia-Wildtyp entfernt wurden, da die von En-1 kodierte Transposase die
stabilisierten Transposons re-mobilisieren wiirde.

Nach 9 Runden von Ruckkreuzungen konnte durch PCR bestatigt werden, dass die Linie
Zl4cl1 keine Transposons mehr enthielt.

3.3.2 Identifizierung und Isolierung einer weiteren At4CL1-Mullmutante

Anhand der Informationen der von Syngenta (TMRI) zur Verfigung gestellten Datenbanken
konnte eine Af4CL1-Mutantenline in der GARLIC-Population identifiziert werden. Die
molekularbiologische Charakterisierung der isolierten Linie GA4cl1 (350 _H10 gi5702183)
bestatigte eine einzelne Insertion von T-DNA im ersten Intron der genomischen At4CL1-
Sequenz an Position 2492. Durch die GroRe der T-DNA Insertion mit 5,5 kb war eine
Nullmutation sehr wahrscheinlich.

3.3.3 Identifizierung und Isolierung von At4CL2-Nullmutanten

Zur ldentifizierung einer At4CL2-Nullmutante wurden sowohl die ZIGIA-Population, als auch
die SLAT-Linien durchsichtet. Reprasentativ fur die Durchsichtung der SLAT-Population und
die Strategie zum Nachweis der Integration von Transposon- oder T-DNA der anderen
Populationen ist das Schema in Abbildung 25.
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Abbildung 25: PCR-Southern zur Suche nach At4CL2-Integrationslinien in der SLAT-
Population.

Es wurden jeweils 3 PCRs auf Einzelpflanzen-DNA durchgefihrt. Die genomische
Kontrollreaktion erzeugte Signale mit zwei genspezifischen Oligonukleotiden, die das Gen
abdeckten. In den Testreaktionen wurde eine Kombination beider transposonspezifischer
Oligonukleotide mit jeweils einem genspezifischen Oligonukleotid eingesetzt. Anschlief3end
wurden die auf Nylonmembranen Ubertragenen PCR-Produkte mit einer genspezifischen
DIG-Sonde hybridisiert. Dargestellt sind die Signale zweier Subpools (Sc03 und Sc04), die je
56 Linien reprasentieren. Signale in den Testreaktionen wurden erhalten, wenn die
genspezifischen Oligonukleotide die Integrationsstelle flankierten. Der Ausschnitt zeigt die
Vergrélkerung der Reaktionen einer mutmalllichen SL4cl2-Integrationslinie mit den
Koordinaten Sc04, E8. Rechts davon dargestellt ist das Schema, nach dem die Produkte
erzeugt wurden. Pfeile markieren Signale der T1- und T2-Reaktionen.

Abbildung 25 zeigt die Identifizierung einer putativen Insertionslinie in einem aus 50
individuellen Linien bestehenden Subpool der SLAT-Population. Die untersuchten Subpools
wurden zuvor Uber Hybridisierung eines Filters identifiziert, der flankierende Regionen der
Transposon-Linien trug (nicht gezeigt).
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Anhand des Schemas konnte eine putative Af4CL2-Mutante, SL4cl2, isoliert werden (Pool
04.20). Molekularbiologische Untersuchung zeigte, das die Af4CL2-Mutantenlinie eine
einzelne Integration des stabilisierten Transposons dSpm am Ende des ersten Exons in
At4CL2 (Position 2488 der genomischen Sequenz) trug. Sequenzierung des klonierten
Bereichs ergab, dass hierdurch ein artifizielles Stopkodon in der Proteinsequenz an Position
323 erzeugt wurde. Auf RT-PCR-Ebene mit RNA von steril in Flussig-Kultur angezogenen
SL4cl2 und Col-0 konnte in der At4CL2-Nullmutante bei 25 Zyklen im Vergleich zu dem
Wildtyp kein Transkript nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Segregationsanalyse zeigte
Kosegregation der Insertion mit der vermittelten BASTA-Resistenz (siehe Kapitel 3.3.9),
bestatigte eine einzelne Integration und fuhrte in der F2-Generation zu der homozygoten
Linie, die Ausgangspunkt fur die weiteren Analysen war.

Uber einen PCR-basierten Ansatz wurde ein Subpool (5AKB2) mit Pflanzen, die eine
mutmalliche Mutation fir das Gen At#4CL2 trugen, in der ZIGIA-Population identifiziert.
Molekularbiologische Analyse identifizierten eine Linie mit einer En-1 Insertion im erstem
Exon von At4CL2 an Position 2183 der genomischen Sequenz. Weitere Transposons im
Hintergrund dieser Linie wurden detektiert. Der Ansatz zur Erzeugung einer stabilen
footprint-Linie wurde nicht gestartet.

Weitere Populationen wurden fiir At4CL2 nicht durchsichtet.

3.3.4 Identifizierung und Isolierung von At4CL3-Nullmutanten

Durchsichtung der ZIGIA-Population mit der At4CL3-Sequenz in voller Lange identifizierte
mehrere putative Subpools mit Mutanten-Linien (5APB15, 6M29 und 6M31). Aus dem
Subpool 5APB15 konnte eine Linie isoliert werden, deren molekularbiologische
Charakterisierung eine En-1-Insertion im ersten Exon an der Position 995 der genomischen
At4CL3 Sequenz zeigte. Die anderen Pools erwiesen sich als falsch-positiv, es konnten
keine weiteren Mutanten-Allele identifiziert werden. Der Hintergrund der isolierten Linie
Zl4cl3 zeigte Anwesenheit von mehr als 8 Transposons. Analog zu der bereits oben
beschriebenen Linie Zl4cl1 wurde eine Analyse gestartet mit dem Ziel der Identifikation einer
stabilen, Transposon-freien footprint-Linie.

Basierend auf einer homozygoten Linie wurden die Nachkommen mittels PCR und Southern-
Analyse auf Verlust der autonomen Transposon-Insertion im Gen Af4CL3 untersucht.
Sektorbildung mit zahlreichen somatischen Excisions-Ereignissen machte diesen Ansatz
nutzlos fiir die angestrebte Identifizierung, da die detektierten Anderungen nicht an die
Nachkommenschaft weitergegeben wurden. Ein weiterer Ansatz wurde mit einer, gegen Col-
0 rickgekreuzten Linie gestartet. In der heterozygoten F1-Nachkommenschaft der Kreuzung
sollte das Fehlen der Transposon-Banden in der spezifischen PCR den vererbten Verlust der
Integration nachweisen. Es konnte nach der Analyse von 110 mutmalflich positiven Sprung-
Ereignissen der heterozygoten F1-Generation keine Linie mit stabilisierter footprint-Mutation
isoliert werden, in der das At4CL3-Gen unterbrochen worden ware. Es wurden
ausschlielllich saubere Sprung-Ereignisse detektiert, bzw. nicht-mutagene Basentausche an
der Insertionsstelle. Unter Umstanden sind bis zu 1000 individuelle Linien zu untersuchen,
bis ein stabiler footprint gefunden wird, der zu nicht-funktioneller Sequenz fihrt (pers.
Mitteilung K. Dekker), im Anschluss daran hatte weiter die Aufreinigung des genomischen
Hintergrundes zu erfolgen. Somit wurden keine alternativen Ansatze zur Stabilisierung der
Linie ZI4cl3 gestartet.
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Mittels der von Syngenta (TMRI) zur Verfugung gestellten Informationen der Datenbanken
konnte eine Af4CL3-Mutantenline in der GARLIC-Population identifiziert werden. Die
molekularbiologische Charakterisierung der isolierten Linie GA4cl3 (636 _B07 gi5702189)
bestatigte eine einzelne Insertion von T-DNA im ersten Intron der genomischen At4CL3-
Sequenz an Position 2221. Durch die GroRe der T-DNA Insertion mit 5,5 kb war eine
Nullmutation sehr wahrscheinlich.

Anhand des bereits fiir die Isolierung der At4CL2-Linie beschriebenen Schemas konnte eine
putative Af4CL3-Mutante, SL4cl3 isoliert werden (Pool 411.11). Molekularbiologische
Untersuchung zeigte, dass die At4CL3-Mutantenlinie eine einzelne Integration des
stabilisierten Transposons dSpm am Ende des ersten Exons in At4CL3 (Position 902 der
genomischen Sequenz) trug. Sequenzierung des klonierten Bereichs ergab, dass hierdurch
ein artifizieller Abbruch in der kodierten Proteinsequenz erzeugt wurde. Basierend auf RT-
PCR, durchgefiuhrt mit RNA, die aus Blitengewebe einer SL4cl3- und einer Col-0-Linie
isoliert wurde, wurde die Akkumulation von Af#4CL3-Transkript untersucht. In der Probe der
At4CL3-Nullmutante konnte mit 27 Zyklen im Gegensatz zur Wildtyp-Kontrolle kein
Transkript nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Segregationsanalyse zeigte Kosegregation
der Insertion mit der vermittelten BASTA-Resistenz, bestatigte eine einzelne Integration und
fuhrte zu der homozygoten Linie, die Ausgangspunkt fur die weiteren Analysen war.

Durchsichtung der SALK-Population ergab eine weitere putative At4CL3-Nullmutanten-Linie
(003025). Charakterisierung der identifizierten und isolierten Linie SL4cl3 ergab eine
einzelne Integration von T-DNA in der genomischen Sequenz von At4CL3 an der Position
2492,

3.3.5 Identifizierung und Isolierung einer At4CL4-Nullmutante

Anhand des bereits fir die Isolierung der At4CL2-Linie beschriebenen Schemas konnten drei
Pools (42.190, 42.202 und 42.215) in der erweiterten SLAT-Population identifiziert werden,
die mutmallich At4CL4-Mutanten enthielten.

Die Firma GreenTec wurde mit der Isolierung der SL4cl4-Nullmutanten aus den Pools
beauftragt. Alle drei Pools wurden durchsichtet, eine positive Mutantenlinie konnte nicht
isoliert werden. Hinweise auf das Vorliegen einer solchen Linie wurden aber gewonnen. Es
wurden 31 mutmalRlich positive Einzellinien Gbergeben sowie ein Pool Samen gesammelt
aus 56 Linien einer Schale, die weitere mdgliche, aber nicht identifizierbare Kandidaten
enthielt. Auch wurde auf Nachfrage eine Rohsequenz der mutmallichen Insertions-Position
ubergeben.

Alle 31 Ubergebenen mutmalllichen At4CL4-Nullmutantenlinien zweier Pools erwiesen sich
als falsch-positiv. Weiteren Nachkommen dieser Pools wurden nicht Ubergeben, da sie
bereits entsorgt worden waren. Die Isolierung der Einzel-Linie wurde ausgehend vom letzten
Ubergebenen Pool neu gestartet. Leider war eine Rickzuordnung zu den SLAT-
Identifikationsnummern nicht mehr moglich, da diese Informationen nicht Gbergeben wurden.
Es konnte eine SL4cl4-Mutante aus dem Pool isoliert und bestatigt werden.
Molekularbiologische Untersuchung zeigte, dass die At4CL4-Mutantenlinie eine einzelne
Integration des stabilisierten Transposons dSpm am Anfang des ersten Exons in Af4CL4
trug. Sequenzierung des klonierten Bereichs ergab, dass hierdurch ein artifizieller Abbruch
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der kodierten der Proteinsequenz erzeugt wurde. Basierend auf RT-PCR, durchgefuhrt mit
RNA, isoliert aus Blattgewebe einer SL4cl4- und einer Col-0-Linie, wurde die Akkumulation
von At4CL4-Transkript untersucht. In der Probe der A{4CL4-Nullmutante konnte mit 25
Zyklen im Gegensatz zur Wildtyp-Kontrolle kein Transkript nachgewiesen werden (nicht
gezeigt). Segregationsanalyse zeigte Kosegregation der Insertion mit der vermittelten
BASTA-Resistenz, bestatigte eine einzelne Integration und fihrte zu der homozygoten Linie,
die Ausgangspunkt fir die weiteren Analysen war.

3.3.6 Ferulat-5-Hydroxylyase (AtF5H) und die fah1-2 Mutante

In Kombination mit den At4CL-Mutanten wurde die fah1-2-Nullmutantenlinie der AtF5H mit
in die Analysen dieser Arbeit einbezogen. AtF5SH ist in A. thaliana das einzige, zu diesem
Zeitpunkt bekannte Einzelkopie-Gen des Phenylpropanstoffwechselwegs mit verfigbarer
Nullmutante war. Die AfF5H liegt im Stoffwechselweg in dem Ast, Uber den die
Ligninvorstufen synthetisiert werden.

Da Uber die Art der Mutation in der fah1-2-Mutante keinerlei Informationen vorlagen, war es
erforderlich, diese Linie zunachst auf genomischer Ebene zu untersuchen, um mogliche
allgemeine Defekte regulatorischer Gene des Phenylpropanstoffwechsels auszuschlief3en.
Basierend auf der verfligbaren AtF5H-Sequenz (NCBI, GenBank) wurden Oligonukleotide
synthetisiert, die den gesamten kodierenden Bereich flankieren. Mit diesen Oligonukleotiden
wurden mit der PCR, ausgehend von cDNAc die Region der WT-F5H sowie die der Linie
fah1-2 amplifiziert, anschlieBend kloniert und sequenziert.

Es zeigte sich, dass die EMS-mutagenisierte Linie fah1-2 eine fir diese Art der
Mutagenisierung typische C nach T Mutation tragt (McCallum et al., 2000), die in der
Aminosauresequenz der WT-F5H-Sequenz das Kodon fir Glutamat 110 (CAA) in ein
Stopkodon (TAA) verwandelt.

Folgender Ausschnitt der Sequenzen verdeutlicht die in der Linie fah1-2 identifizierte
Mutation:

F5H.Seq A GTC CTT CAA GTC Genomische Position 630 bp nach ATG

fah1-2.Seq 2 GTC CTT TAA GTC
Proteinsequenz v L Q->* V Proteinsequenz Position 110

Diese Mutation ist mit hoher Wahrscheinlichkeit verantwortlich fiir den beobachteten
biochemischen Phanotyp der fah1-2 Mutante, der in Abbildung 26 dargestellt ist.
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Abbildung 26: HPTLC-Analyse unterschiedlicher Mutanten des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels.

Derivate von Quercetin und Kaempferol waren durch gelbe und orange Banden erkennbar,
das Sinapat-Derivat, dessen Akkumulation in allen anderen Linien durch die blaue Bande
leicht zu erkennen war, fehlte vollstandig in der Linie fah1-2.

3.3.7 Zimtsaure-4-Hydroxylase (AtC4H) und mogliche Mutantenlinien

Fir das Gen der Zimtsadure-4-Hydroxylase (C4H) konnte in keiner der beschriebenen
Insertions—Populationen eine Mutanten-Linie identifiziert werden, die auf ein nicht-
funktionelles Gen hindeutete. Aufgrund der Position der AtC4H im allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsel und der Tatsache, dass es sich um ein Einzelkopie-Gen handelt,
ist dies auf einen mdglich letalen Phanotyp der Nullmutante zurickzufihren. Da Insertionen
von Transposon- oder T-DNA meist zu vollstdndigem Funktionsverlust des vom getroffenen
Gen kodierten Proteins fihren, war das Fehlen von AtC4H-Mutanten in den untersuchten
Populationen plausibel. Daher bot die Durchsichtung einer EMS-generierten Mutanten-
Population die Méoglichkeit, schwachere Allele mit reduzierter Funktion der AtC4H zu
identifizieren.

EMS-Mutagenisierung erzeugt haufig G/C nach A/T-Transitionen. Tritt ein solcher Ubergang
an der ersten Position eines Kodons auf, so ist eine hohe Wahrscheinlichkeit gegeben, dass
die kodierte Aminosaure geandert wird.

Fur das Gen der AfC4H wurden Oligonukleotide generiert, die einen 1 kb grof3en Bereich
des ersten Exons flankieren. Diese Region ist aufgrund des hohen Auftretens von G/C-
Nukleotiden an ersten Positionen von Kodons vielversprechend fir eine Suche nach EMS-
generierten Mutationen der Proteinsequenz.

Mit diesen Oligonukleotiden wurde vom ATP (Arabidopsis Tiling Project, Universitat
Washington) die dortige EMS-Population auf Mutationen in At{C4H durchsichtet. Es konnten
17 Linien mit Nukleotid-Ubergéngen im AtC4H-Gen identifiziert werden. Zwolf dieser Linien
trugen Austausche, die zu keiner Anderung der Proteinsequenz fiihrten. Weitere fiinf Linien
wurden identifiziert, in denen die Anderung eines Kodons eine Mutation in der
Proteinsequenz von AtC4H bewirkte. Eine Linie trug den gesuchten Ubergang eines Kodons
(W126) zu einem Stopkodon. Vier dieser finf Mutanten-Linien sind heterozygot, wahrend
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alle anderen Linien homozygot verfugbar sind. Dies unterstitzt die Vermutung, eine AfC4H-
Nullmutante konne einen letalen Phanotyp zeigen. Alle Linien wurden im Nottingham
Arabidopsis Stock Center (NASC) bestellt, lagen aber bei Beendigung der Arbeit noch nicht
vor, daher konnten diese Mutanten noch nicht bestatigt werden.

3.3.8 Ubersicht der isolierten Mutanten des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht und Zusammenfassung aller durchsichteter
Populationen, der Methode, die jeweils angewendet wurde sowie der identifizierten und
isolierten Mutanten-Linien. Rot unterlegt sind die individuellen Linien, die fir die weiteren
phanotypischen Analysen eingesetzt wurden. Weitere Linien wurden im Folgenden zur
unabhangigen Bestatigung der erhaltenen Ergebnisse genutzt. Im Anschluss dargestellt ist
eine grafische Ubersicht der Positionen von T-DNA oder Transposon-DNA aller isolierten
At4CL-Mutantenlinien (Abbildung 27). Die Positionen der Basenaustausche der EMS-
mutagenisierten AfC4H-Linien ist nicht wiedergegeben, da diese Linien bis zum Abschluss
der Arbeit noch nicht molekularbiologisch untersucht waren.
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Exon 2
GARLIC-Insertion
Exon 1

E 3
footprint ZIGIA-Insertio Eon 4
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At4CL2-Gen
4026 bp
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ZIGlA-Insertion GARLIC-Insertion

i
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5666 bp

Exon 2

Exon 1

iLAT-) nsertion

At4CL4-Gen
4417 bp

Abbildung 27: Ubersicht zu allen isolierten At4CL-Mutanten mit den Positionen der
Insertionen innerhalb der Gene.

Die GroéRenordnung der dargestellten Bereiche ist nur innerhalb jedes Gens korrekt, die
Grolien der Gene untereinander sind nicht maf3stabsgetreu wiedergegeben.

3.3.9 Segregationsanalyse zur Bestimmung der Anzahl von
Integrationen

Im Durchschnitt wurden 1,2 Integrationen fir die Transposon-Insertionslinien der SLAT-
Population angegeben. Da fir die weiteren Kreuzungen und die Interpretation der Analysen
von Nullmutanten der genetische Hintergrund eine Rolle spielen kann, wurden die
Mutantenlinien auf die Anzahl der Integrationen untersucht. Ein Methode zur Uberprifung
der Anzahl ist die Segregationsanalyse mittels der Marker, die auf den Insertionsbereichen
liegen. Hierflir wurden die homozygote Linie SL4cl2 gegen Wildtyp Col-0 zurlickgekreuzt und
die Nachkommen der heterozygoten F1 Linien mittels BASTA selektioniert.
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In der F2 wurde die fur Einfachintegration erwartete Aufspaltung von 1:3 beobachtet.

Line Anzahl Resistente Anzahl Selektionierte | Verhaltnis
Linie 1 65 20 1:3,25
Linie 2 17 6 1:2,83
Linie 3 48 17 1:2,82

3.4 Mehrfachmutanten

Zu Uberwindung der partiell funktionellen Redundanz der isolierten At4CL-Nullmutanten und
zur Verknupfung mit weiteren Mutantenlinien des Phenylpropanstoffwechsels war es
erforderlich, Einzelmutanten in geeigneten Kombinationen miteinander zu kreuzen. Die
konventionelle Methode zur Erzeugung von Tripel-Mutanten sieht die Kreuzung zweier
homozygoter, komplementarer Doppel-Mutanten vor. Da dies jedoch im gegebenen
Zeitrahmen praktisch nicht durchzufihren war, wurden Mehrfachmutanten direkt durch
geeignete Kombinationen heterozygoter Eltern erzeugt. Die Vererbung der Mutationen wurde
durch den Einsatz von Markern (Resistenzen, morphologische Phanotypen und
biochemischen Phanotypen) und molekularbiologischen Methoden (PCR, Southern-Analyse)
verfolgt. Da die Erzeugung der Mutantenlinien in dieser Arbeit einen Schwerpunkt darstellte,
sind in Kapitel 3.4.1 und Kapitel 3.4.2 stellvertretend die Ergebnisse zweier Kreuzungen
angegeben, anhand denen die Strategien zur Isolierung und Bestatigung von
Mehrfachmutanten verdeutlicht werden sollen.

Eine Ubersicht der Ergebnisse aller durchgefiinrten Kreuzungen ist dargestellt in der
folgenden Abbildung 28.
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:

| x fah1-2
A 4cl2 xfah1-2
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heterozygot heterozygot 4cl2 xfah1-2
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4cl1 x4ci3 4cl xfah1-7 4cl1 x (tt4 x fah1-7) ~ N
homozygot homozygot homozygot 4cl2 x (tt4 x fah1-7/2) (4cl2 xfah1-2) x 4cl1
Rekombination i ~ | heterozygot heterozygot
13.2¢cM I |

4cl2 x (tt4 x fah1-7/2)
homozygot

(4cl2 xfah1-2) x 4cl1
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—\
| —

E x4cl2 x fahl} \)iZI4cI1 =

1 x Zl4cl1
4cl3 x (4cl2 x fah1-2) 4clI3 x4cl T
heterozygot heterozygot X 4c
x4cl2 x (tt4 x fah1-1)/ l \ t heterozygot
4cl3 x (4cl2 xfah1-2/7) x tt4 | 4cl3 x (4cl2 xfah1-2) || 4cl3 x4cl2 | 4cl3 x4cl1 l
heterozygot homozygot homozygot | homozygot tt4 x 4cl1
l Y homozygot
4cl3 x (4cI2 x fah1-2/7) x tt4 4cl3 x4cl2 x4clt
homozygot homozygot

Abbildung 28: Ubersicht zu den Kreuzungen der Linien Zl4cl1, SL4cl2, SL4clI3 und
tt4(2YY6).

Dargestellt ist das Vorgehen zur Erzeugung mehrfacher Nullmutantenlinien basierend auf
den Einzellinien. Die Nullmutantenlinien der Gene At4CL1, At4CL2, At4CL3, AtF5H und
AtCHS wurden schrittweise durch Kreuzung miteinander kombiniert. Die im Rahmen dieser
Arbeit erzeugten und bestatigten Mehrfachmutanten sind hinterlegt. Folgend der miitterlichen
Linie entspricht jede Stufe in der Darstellung einer Generation. Die Pollen-Donoren sind
angegeben. Die Erzeugung der homozygoten At4CL1/At4CL3-Mutante erfordert ein
Rekombinationsereignis der Einzelmutanten (in A und C). Linien in Klammern (in A, B und
C) enthalten gemischte Chromosomen der Okotypen Columbia und Landsberg erecta.

Wie in Abbildung 28 dargestellt, konnten im Rahmen der Arbeit folgende Kombinationen
homozygoter Mehrfachmutantenlinien erzeugt und molekularbiologisch bestatigt werden:

At4CL1: Zl4cl1/fah1-7 Zl4cl1/fah1-2 Zl4cl1/tt4/fah1-7
At4ACL2: SL4cl2/fah1-2 SL4cl2/tt4/fah1-7 SL4cl2/Zl4cl1/fah1-2
At4CL3: SL4cl3/SL4cl2/fah1-2.

Weitere heterozygote Mutantenlinien liegen zu folgenden Genen vor:

At4CL1: Zl4cl1/SL4cl3
At4CL3: SL4cl3/SL4cl2/fah1-(2/7)/tt4 SL4cl3/Zl4cl1
AtCHS: tt4(2YY6)/ZI4cl1.
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3.4.1 Erzeugung der Zl4cl1 x SL4cl3 Doppelmutante

Die physikalische Position von Genen im A. thaliana-Genom ergibt sich aus der durch
anndhernd vollstdndige Sequenzierung verfligbaren physikalischen Karte. Sowohl das Gen
fir At4CL1 als auch das fur At4CL3 liegen auf Chromosom |. Eine Kreuzung beider
homozygoten Mutanten fiihrt zu der heterozygoten Mischmutante in der F1-Generation, die
homozygote Doppelmutante ist allerdings nicht direkt in der F2-Generation durch Selbstung
zuganglich. Hierfur ist die homologe Rekombination des ersten Chromosoms wahrend der
Meiose notwendig, bei der gesamte Bereiche zwischen zwei homologen Chromatiden
ausgetauscht werden.

Um die erforderliche GroRRe der Population an F2-Pflanzen zu ermitteln, die das gesuchte
Rekombinationsereignis enthalt, sind genetische Karten mit Markern hilfreich.

Daten von genetisch lokalisierten SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms, Stanford
Genome Center (SGC)) wurden eingesetzt, um die hier dargestellte Kartierung zu erzeugen.

Distanz

ca.13.2
Genetischer Marker SNP59 SNP69 G11447
und Position in cM 74.5 81.9 88.2
Ausschnitt \ / \
Chromosom | (] | Wi | w]n]n] L B

4CL1 4CL3
A. thaliana Contig F19C24 F16G16
und Position in Mb 18.74 23.81
Genetischer Marker MSH2 MAPKK5 DMC1
und Position in cM 24.5 32.7
Ausschnitt g J ;
Chromosom Il ] —— ) Qg
4CL4/4|10L2

A. thaliana Contig MXL8
und Position in Mb 7.4

Abbildung 29: Physikalische und genetische Position der At4CLs.

Dargestellt ist ein Ausschnitt von Chromosom | mit den Positionen der zu Af4CL1 und
AtACL3 nachsten genetischen Marker in cM und der A. thaliana Contigs in Mb, die die
entsprechenden Gene tragen. Die genetischen Marker wurden zur Ermittlung der
genetischen Distanz genutzt. Zum Vergleich ist der Bereich mit der Position von Af4CL3 auf
Chromosom 1l ebenfalls wiedergegeben.

Anhand der in Abbildung 29 aufgefihrten Marker, die physikalisch in der Nahe der Gene
At4CL1 und At4CL3 liegen, wurde die genetische Distanz auf ca. 13.2 cM geschatzt. Die
Wahrscheinlichkeit einer Rekombination ist bereits in der F2-Generation gegeben und fir die
Isolierung der homozygoten Doppelmutante (statistisch eine von 114,9 Pflanzen) missen
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etwa 340 Pflanzen untersucht werden, um die homozygote Doppelmutation Zl4cl1/SL4cl3
mit 95 % Sicherheit zu isolieren.

Nach der Selbstung einer einfach rekombinierten, heterozygoten Linie (eine von 9 Pflanzen
der F2-Generation) ist theoretisch in der F3-Generation die homozygote Doppelmutante
wesentlich leichter zu ermitteln.

Zur Erzeugung der Doppelmutante wurden jeweils homozygote Pflanzen beider
Einzelmutanten mit Pollen der anderen Linie bestdubt. Um das weitere Vorgehen zu
vereinfachen wurden zunachst F1 Nachkommen der Kreuzung von SL4cl3 auf Zl4cl1
untersucht. Durch die Pollen der SLAT Linie wurde bei erfolgter Kreuzung das Markergen
BAR auf die Nachkommenschaft Ubertragen. Uber die so vermittelte Herbizidresistenz
konnten nach Selektion mit dem Herbizid BASTA mehrere resistente Linien isoliert werden,
wie in Abbildung 30 dargestellt.

Abbildung 30: Herbizidbehandlung zur Selektion von F1 Nachkommen einer Zl4cl1 x
SL4cl3 Kreuzung.

Abgebildet sind 2 Wochen alte Keimlinge 2 Tage nach Behandlung mit dem Herbizid
BASTA. Resistente Linien tragen das Resistenzgen BAR, auf die nicht-resistente Linie Zl4cl1
Ubertragen durch die Pollen der resistenten Linie SL4cl3. A F1 Nachkommen der resistenten
Linie SL4cl3 gekreuzt auf die nicht-resistente SL4cl1 Linie. Die vermittelte BASTA Resistenz
zeigt erfolgreiche Kreuzung. B Col-0, nicht-resistenter Wildtyp.

Die Samen dieser Linien eignen sich fir die oben beschriebene F3-Suche nach der
homozygoten Doppelmutante Zl4cl1/SL4cl3.

3.4.2 Erzeugung von Zl4cl1 x SL4cl2-Doppelmutantenlinien

Nach erfolgter Kreuzung und erfolgreicher Selektion BASTA-resistenter Zl4cl1 x SL4cl2,
bzw. Kontrolle der Resistenz der Linien SL4cl2 x Zl4cl1 wurden die Pflanzen der F2-
Generation erneuter Selektion unterworfen. Erwartungsgemafl spaltete das Merkmal der
Resistenz in der F2 Generation mit 3:1 auf, positiv selektionierte Linien trugen somit
zumindest heterozygot die Insertion in At4CL2.
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Zur weiteren Analyse wurde genomische DNA aller individuellen Linien extrahiert und mit
Hife von PCR der Genotyp der Pflanzen mit dem Ziel untersucht, homozygote
Doppelmutanten zu identifizieren.

Linie 1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 31: Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten einer Analyse
von 7 Linien der Mehrfachmutanten.

Dargestellt sind folgende Reaktionen:

- 1G, Identifizierung der Zl4cl1-Mutante durch Amplifizierung des genomischen
Bereichs der die frlhere |Insertionsstelle Uberspannt, mit anschlieRender
Restriktionsendonuklease-Behandlung. Die Excision des Transposons hinterlie3 ein
footprint, der im mutagenisierten Allel die Restriktionsschnittstelle Alw26-I1 erzeugt.

- 2T, Identifikation der Transposon-Integration der SL4cl2 Mutante durch Amplifikation
mit Gen- und Transposon-spezifischen Oligonukleotiden.

- 2G, Amplifikation des genomischen Bereichs von At4CL2 der die stabile
Transposon-Integration flankiert, bei homozygoter Insertion fehlt diese Bande.

Wie in Abbildung 31 dargestellt, lie® sich anhand der PCR-Produkte der Genotyp einer Linie
ermitteln. Im oben dargestellten Beispiel der F2 Nachkommen einer [ZI4cl1 x SL4cl2] x
[Zl4cl1 x fah1-2]-Kreuzung (siehe Abbildung 28 und Kapitel 3.4.2) ergab sich fir die
abgebildeten Linien folgende Verteilung der Allele: erwartungsgemall waren alle
amplifizierten Linien homozygot fir die Mutation in Af4CL1, einzig Linie 4 zeigte Ausfall der
PCR, funf der 8 Linien waren heterozygot flr die Insertion in A#4CL2 und zwei Linien
mutmalilich homozygot. Linie 7, markiert mit einem Stern, stellte somit die mutmallich die
gesuchte homozygote Doppelmutante dar.
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3.5 Charakterisierung der Nullmutantenlinien

3.5.1 Morphologische Vergleiche und entwicklungsspezifische
Untersuchungen der Einzel-Mutantenlinien

Hinweise auf mogliche Gewebe, in denen morphologische oder entwicklungsspezifische
Phanotypen der At4CL-Nullmutantenlinien zu identifizieren sind, wurden aus den Daten der
gewebespezifischen Expression (siehe Kapitel 3.2.5) gewonnen.

Die im folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden mit allen Linien durchgefiihrt,
Schwerpunkte der At4CL-Nullmutantenlinien werden weiter unten erlautert.

Generelle Unterschiede in Keimung, Wachstum und der Samenbildung waren nicht
erkennbar. Die Akkumulation von Biomasse, bestimmt durch Wiegen des
Pflanzenfrischgewichts war im Rahmen der Messungenauigkeit vergleichbar mit Wildtyp, hier
war auch durch UV-Stress oder Trockenstress keine Differenz zum Wildtyp zu messen.
Unter Standardwachstumsbedingungen war keine erhohte Empfindlichkeit gegenliber den
allgegenwartigen biotischen Stressfaktoren zu erkennen.

Die At4CL1-Nullmutantenlinie Zl4cl1

Wie bereits zuvor auf Northern-Ebene beschrieben (Ehlting et al., 1999), konnte in dieser
Arbeit durch RT-PCR bestatigt werden (siehe Kap. 3.2.5), dass die Expression von At4CL1
im Spross dominiert. Somit wurde bei der Linie Zl4cl1 verstarkt auf Unterschiede in der
Entwicklung und Morphologie des Sprosses untersucht. Weder in dem Zeitpunkt der primar
und Sekundarsprossbildung, noch im Wachstum oder der mikroskopisch erfassbaren
Struktur des Sprosses war ein Unterschied zu Wildtyppflanzen zu erkennen. Im Rahmen der
durchfiihrbaren Untersuchung konnte auch keine Anderung physikalischer Eigenschaften
des primaren Sprosses festgestellt werden, weder in Flexibilitdt noch Zugfestigkeit.

Die At4CL2-Nullmutantenlinie SL4cl2

At4CL2 ist hauptsachlich in Wurzeln exprimiert und ebenso wie Af4CL1 leicht UV-
induzierbar. Aufgrund der Bestatigung dieser Ergebnisse durch RT-PCR in dieser Arbeit
wurde der Schwerpunkt der Analyse der SL4cl2-Nullmutantenlinie auf die frihe bis spate
Wurzelentwicklung und mdgliche Unterschiede in der Entwicklung von Keimlingen unter
Licht-, bzw. Dunkelbedingungen gelegt. Da die mMRNA Akkumulation von At4CL2 wie At4CL1
durch Infektion von Pflanzen mit P. parasitica induzierbar ist (Ehlting, J., et al., 1999), wurden
die Analysen der Nullmutante zunachst unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Keimlinge
der Linie SL4cl2 und Col-0 wurden unter sterilen Bedingungen angezogen und das
Wachstum der Wurzeln unter Licht sowie Dunkelbedingungen taglich gemessen. Die
Analyse ergab keine reproduzierbaren Unterschiede im Rahmen der Messgenauigkeit. Die
Wourzelentwicklung von Keimlingen der SL4cl2 Nullmutantenlinie im Verlauf von 17 Tagen
(nicht dargestellt) unterschied sich weder in Geschwindigkeit, noch in der erreichten Lange
vom Wildtyp, im Beispiel anhand 4 Tage alter Keimlinge in Abbildung 32 dargestellt. Das
verstarkte dunkel-induzierbare Wachstum des Hypocotyls, wie es in Col-0 zu beobachten
war, ergab auch in der SL4cl2 Linie keine messbare Beeintrachtigung.
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Keimlinge (4d) angezogen in Dunkelheit C Wachstum von Keimlingen (4d)
Col-0 SL4cl2 (Langen in rel. Prozent zu WT [%])

i
“d e m||

Keimlinge (4d) angezogen in Langtaglicht
Col-0 SL4cl2 40 H - - 1

Linie: WT SL4cl2 WT SL4cl2 WT SL4cl2
Hypocotyl Wurzel Wurzel
(dunkel) (dunkel) (hell)

Abbildung 32: Vergleich unter Licht- und Dunkelbedingungen angezogener WT- und
SL4cl2-Keimlinge.

Links abgebildet sind 4 Tage alte Keimlinge, die unter sterilen Bedingungen (A in Dunkelheit,
B in Langtaglicht) angezogen wurden. Markiert mit Pfeilen ist der Wachstumsstand jeweils
nach 24, 48, 72 und 96 Stunden der Keimung exemplarisch an den farbigen Markierungen
der ersten Pflanze. Rechts (C) dargestellt sind die Mittelwerte relativen Hypocotyl- und
Wurzellangen von im Dunkeln angezogenen Keimlingen sowie Wurzellangen von
Keimlingen, die unter Langtaglicht angezogen wurden. Diese Werte wurden anhand von 4
Tage alten Keimlingen ermittelt, wie sie links dargestellt sind. Vermessen wurden im Schnitt
16 Keimlinge der SL4cl2 Linie und 24 Col-0 Keimlinge zweier unabhangiger Experimente.
Die Fehlerbalken entsprechen der mittleren relativen Abweichung vom dargestellten
Mittelwert.

Die Wurzeln von in Erde angezogenen Pflanzen unterschieden sich nicht von Col-0
Wildtyppflanzen. Sterile Flissigkulturen hingegen zeigten nach 4-5 Wochen verstarktes
Wachstum von Wurzelgewebe. Dieses System wurde in dieser Arbeit unter anderem
genutzt, um Wurzeln verschiedener Linien zu miteinander vergleichen. Die Af4CL2-
Nullmutante SL4cl2 zeigte im Vergleich zum Wildtyp Col-0 keinerlei auffallige Veranderung
der Keimrate, des Wachstums und des Gewichts einer durchschnittlichen Kultur. Das
Erscheinungsbild der Wurzelkultur war ebenso unverandert.

Die At4CL3-Nullmutantenlinie SL4cl3

Die Expression von At4CL3 wurde mit RT-PCR Uberprift und fast ausschliellich in
Blitengewebe detektiert. Aufgrund vorgehender Beobachtungen (Ehlting et al., 1999) wurde
eine vorrangige Funktion von At4CL3 in der Synthese aktivierter CoA-Ester fur die Bildung
von Bllatenpigmenten sowie UV-Schutzpigmenten wie Flavonolen und Anthocyanen
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postuliert. Daher wurde bei der Linie SL4cl3 verstarkt die Blutenentwicklung untersucht.
Hinsichtlich des Zeitpunktes der Blutenbildung, der generellen Entwicklung und der
Blitenorgane konnte kein Unterschied zu Wildtyppflanzen festgestellt werden. Ein
morphologischer Phanotyp konnte nach der Befruchtung und in den Samenanlagen
ebenfalls nicht festgestellt werden. Die weitere Samenentwicklung verlief identisch zu der
von Wildtyppflanzen.

Mutationen die zu Reduktion des Gehalts an Flavonoiden flihren, wurden in A. thaliana
zumeist Uber geanderte, hellere Samenfarben isoliert. Die Samenschale (festa) nimmt mit
der Reifung der Samen durch die Oxidation von eingelagerten Flavonoid-Pigmenten eine
braune Farbung an. Eine Aufhellung der Pollen der Linie SL4clI3 wie in der als Kontrolle
verwendeten tt4(2YY6) CHS-Nullmutante war jedoch nicht zu beobachten (Abbildung 33).

l

tt4(2YY6) SL4cl3 Col-0 tt4(2YY6) SL4cl3 Col0

4l

Abbildung 33: Farbung der Samenschale durch Oxidierung eingelagerter Flavonoide.

Dargestellt sind Samen der vollstandig Flavonoid-Defizienten A{CHS-Nullmutante tt4(2YY6),
der At4CL3-Nullmutante SL4cl3 und Wildtypsamen, Col-0.

Die Samenfarbe der At4CL3-Nullmutante SL4cl3 zeigte keine oder kaum Unterschied zu
Wildtyp Col-0 Samen. Die fehlende Farbung der CHS-Nullmutante tt4(2YY6) verdeutlicht
durch den starken Kontrast den Phanotyp, der in der At4CL3-Nullmutante SL4clI3 praktisch
nicht ausgepragt ist.

Eine mogliche Reduktion an Flavonoiden verringert unter Umstanden den Gehalt an UV-
absorbierenden Schutzpigmenten. Daher wurde ein weiterer morphologischer Schwerpunkt
der Analyse der At4CL3-Nullmutante SL4cI3 die Untersuchung der Reaktion auf erhéhten
UV-Stress. Col-0 und SL4cl3 Pflanzen wurden entweder in einem Lichtschrank fir 24
Stunden permanentem UV-Licht-haltigem Weilllicht ausgesetzt oder in einer UV-Box fur
kurze Perioden mit einer hohen Dosis kurzwelliger UV-Strahlung behandelt. Kontrollpflanzen
wurden gleichen Bedingungen, nicht aber dem Strahlungsstress ausgesetzt.

Stressbedingte Akkumulation von sichtbaren Pigmenten in vegetativem Gewebe war sowohl
beim Wildtyp als auch bei den At4CL3-Nullmutanten zu beobachten. Die Abnahme der
Biomasse, bestimmt durch Wiegen des Frischgewichts von Keimlingen, war gleich zwischen
Wildtyp und den At4CL3-Nullmutanten und am ehesten auf die reduzierte Luftfeuchtigkeit im
Lichtschrank zurtickzufihren.

Die At4CL4-Nullmutantenlinie SL4cl4

At4CL4 wurde im Laufe dieser Arbeit identifiziert, isoliert und enzymbiochemisch
charakterisiert. Die Expressionsdaten deuten auf schwache Expression in allen
oberirdischen Teilen der Pflanze hin. Da aufgrund dieser Informationen Vorhersagen Uber
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Gewebe, in denen die Af4CL4-Aktivitat essentiell notwendig ist, nicht zu treffen waren,
wurde die At4CL4-Nullmutante SL4cl4 anhand des oben beschriebenen Vorgehens auf
Anderungen in der Entwicklung und Morphologie untersucht.

Im Vergleich zu Wildtyppflanzen konnten in keinem Stadium der Entwicklung der SL4cl4
Linie auffallige Unterschiede festgestellt werden.

3.5.2 Morphologische Vergleiche und entwicklungsspezifische
Untersuchungen einer ausgewahlte Mehrfachmutanten-Linie:
Charakterisierung der At4CL1/At4CL2-Doppelnullmutante

Eine umfangreiche Untersuchung aller in dieser Arbeit hergestellten Mehrfachmutanten-
Linien war im Rahmen der Arbeit nicht méglich. Daher wurde, wie im folgenden beschrieben,
der Schwerpunkt der Analysen beispielhaft auf segregierende Populationen mehrerer
heterozygoter Linien von Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2-Nullmutanten gelegt. Dies wurde auch
dadurch begrindet, dass die Segregation dieser Linien die Kombination homozygoter
At4CL1/At4CL2-Doppelnullmutanten-Linien anscheinend benachteiligte.

Erste Versuche zur Isolierung der homozygoten Tripel-Mutante scheiterten, es konnte keine
Linie identifiziert werden. Ein weiterer Ansatz verwendete eine Population, in der alle drei
Gene heterozygot das Mutanten-Allel trugen. Es sollte daher nur eine Frage der Statistik
sein, die richtige Linie zu identifizieren (theoretisch 1/64, ca. 180 Einzelpflanzen fir 95%
Sicherheit). Diese segregierende Population wurde im Vergleich zu friheren Ansatzen sehr
frih genotypisch untersucht und es konnten tatsachlich zwei Linien identifiziert werden, in
denen alle drei Allele homozygot mutiert vorlagen. Zu dem Zeitpunkt der Samenreife zeigte
sich, dass genau diese beiden Linien aus zu diesem Zeitpunkt unbekanntem Grund keine
Samen gebildet hatten und auch in der Entwicklung zuriickgeblieben waren, wahrend alle
heterozygoten Linien eine normale Entwicklung zeigten.

Diese Beobachtung ist in Abbildung 35 dokumentiert (die Reihenfolge der Abbildungen
entspricht der Entwicklung der Pflanzen, um den Phanotyp besser zu verdeutlichen und nicht
der chronologischen Abfolge). Trotz des Verlusts der beiden homozygoten Linien konnten in
dieser Population Linien identifiziert werden, die mindestens eines der untersuchten Gene
homozygot als Nullmutante tugen, wahrend die Anderen heterozygot vorlagen.
Nachkommen dieser Linien wurden erneut ausgebracht, um entweder einen Phanotyp zu
beobachten oder Samen der hier statistisch haufigeren (1/16, bzw. % in der Verteilung)
Tripel-Mutante zu erhalten. Um die Verbindung der Doppelnullmutation Zl4cl1/SL4cl2 mit
dem beobachteten Phanotyp zu untermauern, wurden diese Linien ausgebracht und der
Genotyp Uber PCR bestimmt (Abbildung 34A). Es zeigte sich, dass die Entwicklung der
segregierenden Linien bis zum Alter von etwa 4-5 Wochen normal verlief, was die
Identifizierung der Mutanten erlaubte. Die mutmallich positiven Linien homozygoter
At4CL1/At4CL2-Doppel-Nullmutanten sowie  Af4CL1/At4CL2/fah1-2-Tripel-Nullmutanten-
Linien wurden Uber den gesamten Zeitraum beobachtet, um eine mogliche Schwelle zu
identifiziern, an der ein Phanotyp auftritt.

Im Alter von etwa 5-6 Wochen stagnierte die Entwicklung der homozygoten Mutanten-Linien
(Abbildung 34B), Wachstum Uber dieses Stadium hinaus konnte nicht beobachtet werden.
Es fand weiter eine normale Blitenbildung statt, Schoten wurden jedoch kaum und wenn,
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dann auffallend verkirzt ausgebildet. Wahrend bei Wildtyp-Linien und den heterozygoten
Segreganten die Samenbildung und Reifung einsetzte, zeigte sich keinerlei Anderung des
Phanotyps der homozygoten Linien. Im Alter von etwa 12 Wochen trat in allen Linien
Seneszenz ein, bis zu diesem Zeitpunkt konnten noch keine reifen Samen der homozygoten
Linien geerntet werden (Abbildung 35). Die Wurzelausbildung in der Doppelmutante war
auch deutlich reduziert in Vergleich zu Wildtyp-Linien. Dies kann jedoch ein indirekter Effekt
der grundsatzlich kleineren Pflanzen sein.

A _ ,

Linie 1

_: homozygot

- f"/'l .k‘.'?

Abbildung 34: Genotypen und Phanotypen einer segregierenden Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2-
Population (Alter 6 Wochen).

A Eine PCR wurde durchgefiihrt zur Analyse des Genotyps von sieben Nullmutanten-Linien,
dargestellt sind jeweils mit 3 Reaktionen:

-1G, Amplifikation und Restriktions-Fragmente des genomischen At4CL1-Bereichs, der den
footprint mit der spezifischen ALW26I-Schnittstelle tragt sind dargestellt. Ebenso die
Reaktion

-2G, Amplifikation des genomischen Bereichs, der die SL4cl2-Transposon-Insertionsstelle
Uberspannt.

-2T zeigt Amplifikation mit Transposon- und At4CL2-spezifischen Oligonukleotiden.

B Phanotyp einer 6 Wochen alten homozygoten Zl4cl1/SL4cl2-Doppel-Mutante im Vergleich
zu weiteren, heterozygoten Mitgliedern der Population.
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Zl4cl1 x SL4cl2 x fah1-2
D6(HZ/WT/--) D7(HZ/HZ/nb) D9,DO(HO/HO/--)

f‘fZ‘/‘?; o
’*(f ge;m‘/;- /:

-

Bliiten, DO(HO/HO/--)

C

Abbildung 35: 12 Wochen alte F2-Nachkommen einer segregierenden
Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2-Population.

Abgebildet sind 4 verschiedene Linien (D6, D7, D9 und DO), die mittels HPTLC und PCR
analysiert wurden. Der Genotyp ist in Klammern angegeben. A Gegentberstellung der ober-
und unterirdischen Teile der Pflanzen. B Nahdarstellung der Wurzeln. C Nahdarstellung von
Bluten der Linie DO.
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3.6 Biochemische Charakterisierung der At4CL-
Einzelnullmutanten

Da die Einzelmutanten-Linien der A#4CLs keinen direkt erkennbaren
morphologischen Phanotyp zeigten, wurden die Auswirkungen der Nullmutationen
auf biochemischer Ebene untersucht.

3.6.1 Das At4CL1-Gen: Untersuchung der Nullmutante Zl4cl1

Die von J. Hagemeier aus der ZIGIA-Population isolierte At4CL1-Nullmutante Zl4cl1
wurde im Rahmen friiherer Untersuchungen bereits mit HPLC auf Anderungen des
Metaboliten-Musters |6slicher Komponenten des Sprosses untersucht. Obwohl eine
Reduktion der 4CL-Gesamt-Enzymaktivitat im Spross auf 10% bereits gezeigt wurde
(J. Hagemeier, Dissertation 1999), zeigte die Zl4cl1-Nullmutante ein dem Col-0
Wildtyp vergleichbares Muster.

Neben dem Spross ist die Expression von At4CL1 ebenfalls in Wurzeln von nicht-
steril, auf Erde angezogenen Pflanzen nachweisbar (Ehlting et al., 1999), obwohl
At4CL2 hier die konstitutiv vorherrschende Isoform darstellt. Die stark Torf-haltige
Erde mit hohem Gehalt an Tanninen erschwerte die Analyse l6slicher Komponenten
in Wurzeln von At4cl1 Pflanzen. Daher wurden At4CL1-Nullmutanten parallel zu der
Analyse von Af4CL2-Nullmutanten in Flissigkultur angezogen und die
Sekundarmetaboliten-Muster methanolischer Extrakte mit ebenfalls kultivierten Col-0
verglichen.

Bei der HPLC-Analyse methanolischer Extrakte von l6slichen Sekundarmetaboliten
zeigte sich, dass im Profil der Af4CL1-Nullmutante ein zusatzlicher Peak auftrat.
Verglichen mit der Gesamtmenge an extrahierten Metaboliten entsprach die
Akkumulation dieser Verbindung, die nicht in der Linie Col-0 und nicht in den
At4CL2-Nullmutanten zu detektieren war, nur einer Spurenmenge (Abbildung 36A).
Vergleiche des UV-Spektrums der Verbindung mit einer Spektren-Bibliothek bereits
verwendeter Standards und identifizierter I6slicher Sekundarmetabolite zeigte, dass
die Absorptionsmaxima mit denen von Cumarin sehr ahnlich sind, jedoch trat im UV-
Spektrum der Verbindung A eine zusatzliche Schulter bei hdherer Wellenlange auf.
Dies deutet darauf hin, dass es sich um eine gemeinsame Substanzklasse handeln
kann, A jedoch ein Derivat der Verbindung Cumarin darstellt. Bei der niedrigen
Konzentration der Verbindung A ist auch nicht auszuschlielRen, dass hier eine
weitere Substanz mit annahernd gleicher Retentionszeit eine Uberlagerung zweier
Peaks, und damit die im UV-Spektrum beobachtete Schulter verursacht (Abbildung
36B).
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Abbildung 36: Unterschiede in den Mustern I6slicher Sekundarmetabolite der
Zl4cl1 und Col-0.

In Flissigkultur angezogene Wurzeln von Col-0, der At4CL1-Nullmutante Zl4cl1 und
der At4CL4-Nullutante SL4cl4 wurden nach vier Wochen geerntet und methanolische
Extrakte l6slicher Sekundarmetabolite aus dem Gewebe hergestellt. A Die Extrakte
wurden Uber HPLC aufgetrennt und analysiert. Dargestellt ist in der Ubersicht das
Profil einer Col-0-Linie, zweier SL4cl1-Nullmutanten und zum Vergleich das Profil der
SL4cl4-Nullmutante. Der zweite Teil entspricht einer Ausschnittsvergdlierung des
markierten Bereichs. B Vergleich des UV-Spektrums der Verbindung A mit dem
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Spektrum von Cumarin. Aus technischen Griinden ist die Beschriftung verkleinert
dargestellt, der Bereich deckt die Wellenlangen von 200 bis 350 nm ab.

Neben einer schlecht reproduzierbaren Reduktion der beiden prominentesten Peaks
von Coniferin und Syringin (P. Bednarek, MPI fir Zichtungsforschung,
unverodffentlichte Strukturaufklarung) in Extrakten der At4CL1-Nullmutante konnte in
dieser Linie spezifische Akkumulation mindestens einer weiteren Komponente
beobachtet werden. Nach Vergleich der UV-Spektren wurde spekuliert, dass
Verbindung A (Abbildung 36) moéglicherweise Cumarin-Derivaten zugeordnet werden
konnte.

Diese Untersuchung wurde mit zwei unabhangigen Zl4cl1-Kulturen durchgefiihrt, von
denen jeweils zwei getrennte Extraktionen und Analysen durchgefuhrt wurden. Als
Kontrolle dienten Extrakte einer Col-0-Kultur und weiterer zwei SL4cl4-Linien.

3.6.2 Das At4CL2-Gen: Untersuchung der Nullmutante SL4cl2

Wie in Abbildung 23 (Kapitel 3.2.5, Seite 85) gezeigt, dominiert At4CL2-Expression in
Wurzelgewebe steril angezogener Flussig-Kulturen. Dies deckt sich mit den
Resultaten gewebespezifischer Northern-Analysen (Ehlting et al., 1999). Aus diesem
Grund wurden methanolische Extrakte |8slicher Sekundarmetabolite sowie Extrakte
aus hydrolysierten Zellwandfraktionen von Wurzeln mittels HPLC untersucht.
Eingesetzt wurden hierflir steril angezogene Wurzelkulturen von SL4cl2- sowie Col-
O-Linien.

Es konnte gezeigt werden, dass weder in der |Ibslichen Fraktion der
Sekundarmetabolite, noch in den Extrakten hydrolysierter Zellwande reproduzierbare
Unterschiede zwischen SL4cl2 und Col-0 auftraten.

Dies ist unter Umstanden auf die vorherrschenden Wachstums-Bedingungen
zurlckzufuhren, unter denen Af4CL1 zu At4CL2 partiell redundant aktiv sein kann.
At4CL2 kdénnte hierdurch funktionell ersetzt werden. Induzierte Akkumulation von
At4CL2-mRNA nach Pathogen-Infektion von Pflanzen wurde bereits friher gezeigt
(Ehlting et al., 1999). Daher wurden in einem weiteren Ansatz zur Untersuchung des
biochemischen Phanotyps der SL4cl2 parallel angezogene Wourzelkulturen von
At4CL2-Nullmutanten- und Col-0-Wildtyp-Linien mit dem Pathogen P. sylvaticum
behandelt.

Weder in der l0slichen, methanolischen Fraktion der Sekundarmetabolite, noch in
den Extrakten hydrolysierter Zellwande von Wurzelgewebe konnten reproduzierbare
Unterschiede zwischen SL4cl2 und Col-0 nachgewiesen werden. Ebenso wurde im
Medium der Kulturen kein Unterschied zum Wildtyp festgestellt. Unterschiede Profile
sekretierter Verbindungen oder von Metaboliten, die aus infizierten und bereits
abgestorbenen Zellen herausgelést wurden, waren in der Pflanze-Pathogen-
Interaktion nicht nachzuweisen.

Unterschiede in Blattern von Af4cl2-Nullmutanten- und Col-0-Wildtyp-Linien konnten
ebenfalls nicht festgestellt werden.
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3.6.3 Das At4CL3-Gen: Untersuchungen an Nullmutanten

Die Position der At4CL3 im Modell des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels und
die umfangreichen phylogenetischen Daten legten nahe, dass die vorrangige
Funktion der At4CL3 in der Synthese von Vorlaufern des Flavonoid-Stoffwechsels
besteht. Daher wurde fir die Nullmutanten dieses Gens ein offensichtlicher Phanotyp
erwartet, der dem Phanotyp der tt4(2YY®6) transparent testa Nullmutante der AtCHS
mit fehlenden Samenpigmenten ahnelt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die A#4CL3-Mutante Zl4cl3 aus der ZIGIA-
Population isoliert. Es handelte sich jedoch nicht um eine Nullmutante, da in RT-
PCR-basierenden mRNA-Analysen gezeigt werden konnte, dass mRNA des At4CL3-
Gens in der Zl4cl3-Linie in einigen Proben schwach vorhanden war (Daten nicht
gezeigt, da schwache Reproduzierbarkeit). Dies beruht auf der Natur der nicht-
stabilen, mobilen Insertion des autonomen Transposons En-1. Frequenz und Art der
Excisions-Ereignisse sind nicht vorhersagbar und finden unter unterschiedlichsten
Bedingungen statt.

Obwohl es durch den Umfang der dafiir erforderlichen Arbeiten nicht moglich war,
eine stabile footprint-Mutante dieser Linie zu isolieren, wurden Nachkommen fir
erste biochemische Untersuchungen genutzt.

HPTLC-Untersuchungen mit methanolischen Extrakten aus Blattern verschiedener
Linien, einschlieBlich der ZI4cl3, wurden durchgefihrt, da hiertiber starke quantitative
Unterschiede in den Mustern von Flavonoiden - Quercetin- und Kaempferol-
Glykoside und

-nichtglykosylierte Derivate - zuganglich sind (Abbildung 26, Kapitel 3.3.6, Seite 95).
Da keine reproduzierbaren Unterschiede zwischen der At4CL3-Mutante und Kontroll-
Linien nachgewiesen wurden, war der nachste Schritt die Erhéhung der Genauigkeit
und die Wahl geeigneter Bedingungen, um einen moglichen Phanotyp aufzuzeigen.
Hierfur wurden 10 Tage alte Keimlinge der Linien Zl4cl3 und Col-0 nach 48-stindiger
Dunkel-Adaption mit UV-Licht behandelt. Kontrollen wurden unter den gleichen
Bedingungen, aber im Dunkeln gehalten. In den I6slichen methanolischen Extrakten
der Col-0 Wildtyp-Linien konnte reproduzierbar starke Akkumulation eines
Kaempferol-Derivats nach der Bestrahlung im Vergleich zu der Dunkel-Kontrolle
nachgewiesen werden. In den dunkel-kultivierten Zl4cl3-Linien waren die Niveaus
der Flavonoide (Quercetin- und Kaempferol-Derivate) der Wildtyp-Kontrolle
vergleichbar, es war keinerlei, durch die Mutation erzeugte Reduktion in Flavonoiden
sichtbar. Die in den Kontroll-Linien auftretende Akkumulation der UV-Schutz-
Pigmente blieb jedoch in der At4CL3-Mutante aus, es konnte keine Anderung der
Menge des beobachteten, prominentesten Kaempferol-Glykosids nachgewiesen
werden, wie in folgender Abbildung 37 dargestellt.
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Abbildung 37: Sekundadrmetaboliten-Muster von UV-bestrahlten Col-0- und
Zl4cl3-Keimlingen und ihrer unbehandelten Kontrollen.

Die Ausschnitte zeigen reprasentative HPLC-Profile (Absorption bei 254 nm
dargestellt gegen Retentionszeit [min]) I6slicher Sekundarmetabolite. 10 Tage alte
Keimlinge der Linien Col-0 und Zl4cl3 wurden nach einer 48-stindigen Dunkel-
Adaption entweder mit UV-Licht bestrahlt oder weiter im Dunkeln gehalten. Von
jeweils zwei unabhangigen Proben wurden getrennt zwei methanolische Extrakte 12
Stunden nach Behandlung hergestellt und mittels HPLC aufgetrennt und analysiert.
Der Pfeil markiert eines von mehreren Kaempferol-Derivaten.

Wie zuvor gezeigt, scheint die Isoform Af4CL3 zumindest fur die lichtabhangige
Synthese aktivierter Vorstufen fiir die Akkumulation von Flavonoiden verantwortlich
zu sein, wadhrend eine geringe Menge an Flavonoiden Af4CL3-unabhangig
synthetisiert wird. Dies ist wahrscheinlich der Grund, dass fiir die At4CL3-Mutante
Zl4cl3 der erwartete transparent testa-Phanotyp ausblieb, wie es in (Abbildung 33,
Kapitel 3.5.1, Seite 105) dargestellt ist. Durch die Aktivitat des mobilen Transposons
erzeugte revertante Sektoren, mit funktioneller Af4CL3 in einigen Geweben, wirde
hingegen zu einer Verteilung fuhren. Vereinzelt missten Samen mit tt-Phanotyp
auftreten.

Auf tiefergehende Analysen der Zl4cl3-Mutante wurde aus oben genannten Griinden
verzichtet, da im weiteren Verlauf dieser Arbeit eine stabile Insertions-Linie mit einer
einzelnen Integration flr At4CL3 aus der erweiterten SLAT-Population isoliert werden
konnte. Diese im Folgenden als SL4cl3 bezeichnete Nullmutante lag allen weiteren
biochemischen Analysen sowie den Kreuzungen zur Herstellung von Mehrfach-
Mutanten zugrunde.
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Um die Funktion der A#4CL3 und der von dieser Isoform abhangigen
Sekundarmetaboliten in der Entwicklung von A. thaliana zu untersuchen, wurden
umfangreiche Vergleiche I6slicher Sekundarmetabolite verschiedener Organe
zwischen Col-0 und SL4cl3 durchgeflhrt.

Im Laufe der Entwicklung der Pflanzen ist es moglich, dass Flavonoiden
verschiedenste Funktionen zukommen, eine differenzierte Regulation des Flavonoid-
Biosynthesewegs wurde daher angenommen. Aus diesem Grund wurden ebenfalls
Pflanzen-Gewebe unterschiedlicher Entwicklungsstadien der A{4CL3-Nullmutante
und der Wildtyp-Linie miteinander verglichen, um eine Funktion der At4CL3 in
Abhangigkeit der Entwicklung nachzuweisen. In Abbildung 38 dargestellt sind
reprasentative HPLC-Profile methanolischer Extrakte |6slicher Sekundarmetabolite.
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Abbildung 38 (auf voriger Seite): HPLC-Profile methanolischer Extrakte
I6slicher Sekundarmetabolite verschiedener Col-0-, SL4cl3- und tt4(2YY6)-
Organe.

Zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien wurden Pflanzen-Organe geerntet und
I6sliche Extrakte hergestellt. Wiedergegeben sind Profile reprasentativer Proben von
12 Tage alten Keimlingen, Bllten, jungen Blattern, seneszenten Blattern, jungen
Schoten und reifen Samen. Im Spektrum junger Schoten wurden die Quercetin- (Q)
und Kaempferol-Derivate (K) der Flavonoide markiert. In den Profilen junger Blatter,
seneszenter Blatter und reifer Samen wurden die Flachen der Peaks nach
Integration bestimmt. Markiert sind hier die Flavonoide (1, 2 und 3 sowie
unterschiedliche Flavonoide 1°, 2° und 3" in der Samenprobe), die zur
Quantifizierung der Reduktion von Flavonoiden in SL4cl3-Linien verwendet wurden.
Der Stern markiert in diesen Profilen das prominenteste Sinapinsaure-Derivat
(Sinapoyl-Malat) das zur Normierung der Quantifizierung verwendet wurde.

Mit Ausnahme der Samen ist deutlich in allen Geweben eine Reduktion an
Flavonoiden zu erkennen. Wie erwartet unterschieden sich grundsatzlich die Gehalte
und Muster an Flavonoiden in verschiedenen Geweben stark. In den Abbildungen
der Profile seneszenter Blatter, Bliten, Schoten und Samen ist jeweils ein Profil von
parallel durchgefiihrten tt4(2YYG6)-Extrakten aufgefihrt. Diese Proben verdeutlichten
durch das vollstdndige Fehlen von Flavonoiden den starken biochemischen
Phanotyp der AtCHS-Nullmutante.

Wahrend in vegetativem Gewebe (Keimlinge, junge Blatter und seneszente Blatter)
drei Kaempferol-Derivate dominieren, sind Quercetin-Derivate kaum oder nur
schwach (Keimlinge) nachzuweisen. In reproduktivem Organen wie Blaten, Schoten
und den Samen waren Quercetin-Derivate Hauptbestandteile und die Muster wurden
insgesamt komplexer. In allen Proben war ein Sinapinsaure-Derivat (Sinapoyl-Malat)
nachweisbar. Es wurde angenommen, dass die Mutation in At4CL3 den Gehalt an
Sinapat-Derivaten nicht beeinflusst. Dieses konnte im Rahmen der Messgenauigkeit
bestatigt werden, da bei gleichen Mengen eingesetzten Gewebes vergleichbare
Mengen dieser Substanz nachgewiesen wurden. Andere, jedoch niedriger
akkumulierende Sinapat-Derivate, verhielten sich vergleichbar (z.B. der Peak bei
etwa 16 min im Profil der Samen; nicht gesondert markiert). Die relative
Konzentration dieser Verbindung (*) ist Uber die Integration der Flache zugéanglich.
Daher wurde dieser Peak in den untersuchten Spektren zur Normierung der
Quantifizierung genutzt.

Zu dem oben beschriebenen Unterschied in den Mustern zeigte sich ein
grundsatzlicher Trend im Gehalt von Flavonoiden verschiedener Gewebe im
Vergleich der Wildtyp- und der At4CL3-Nullmutanten-Linie. Der Einfluss der Mutation
war in jungem Gewebe am hochsten, dort waren drastische Reduktionen zu
erkennen. Dies wurde ebenso flir Blliten bestatigt, in denen die At4CL3-Wildtyp-
Expression am hdchsten ist. In alterem Gewebe war die beobachtete Reduktion
weniger offensichtlich, speziell in Samen war kein reproduzierbarer Unterschied
mehr zwischen der At4CL3-Nullmutante und den Wildtyp-Linien festzustellen.
Betrachtet man die Flavonoid-Verteilung, so sind in Samen, wie oben beschrieben,
die hochsten Gehalte an Quercetin nachzuweisen, in Schoten sind ebenfalls mehrere
prominente Quercetin-Derivate nachweisbar. Die Derivate der Quercetine und
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Kaempferole, sowie die  Sinapinsaure-Verbindung wurden Uber ihre
charakteristischen UV-Spektren (Abbildung 39) identifiziert.
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Abbildung 39: UV-Spektren der Standards von Quercetin und Sinapat,
zusammen abgebildet mit den UV-Spektren von Verbindungen, die in den
Extrakten nachgewiesen wurden.

Nicht dargestellt ist das dem Quercetin sehr dhnliche Spektrum von Kaempferol. Die
Differenzierung zwischen Derivaten beider Verbindungen wurde Uber die spezifische
Wellenlange des zweiten Absorptions-Maximums erreicht. Aus technischen Griinden
ist die Beschriftung klein dargestellt, abgebildet ist der Wellenlangenbereich von 200-
400 nm.

Die folgende Abbildung 40 soll die relativen Reduktionen von Flavonoiden in
ausgewahlten Geweben verdeutlichen.
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Abbildung 40: Quantifizierung der prominentesten Flavonoide in
unterschiedlichen Geweben von At4CL3-Nullmutanten und Col-0 Wildtyp.

Die in den Profilen von Abbildung 38 markierten Flavonoide wurden Uber ihre Flache
quantifiziert und anhand der Flache des Sinapoyl-Malats normiert. Die Verbindungen
der Samen-Extrakte sind nicht identisch mit denen der Blatter, ein direkter Vergleich
ist nicht moglich. Es wurden jeweils mindestens drei unabhangige Werte in die
Berechnung einbezogen, die durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert wurde als
Fehlerbalken angegeben. (Flav, Flavonoide 1-3, bzw. 1°-3")

Ein direkter Beweis flir die Verknlpfung des charakterisierten Genotyps der At4CL3-
Nullmutante mit dem hier beschriebenen biochemischen Phanotyp ist die
Kosegregation der Mutation mit dem Phanotyp. Ein weiterer Beweis kann Uber die
Charakterisierung unabhangiger Mutanten-Allele gewonnen werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde aus der SALK- und der GARLIC-Population jeweils eine weitere
At4CL3-Mutantenlinien isoliert. Zur Uberpriifung der oben beschriebenen Ergebnisse
wurden zwei weitere, unabhangige Mutanten-Linien (SA4cl3 und GA4cl3) ebenfalls
auf Reduktion des Gehalts an Flavonoiden untersucht. Diese Analyse beschrankte
sich auf die Untersuchung I6slicher Sekundarmetabolite aus methanolischen
Blattextrakten.

Es konnte gezeigt werden, dass die Linie SA4clI3 eine zur Linie SL4cl3 ahnlich starke
Reduktion an Flavonoiden im Vergleich zu der Linie Col-0 in den Extrakten I6slicher
Verbindungen aus Blattgewebe aufweist. Eine Verringerung des Gehalts an
Flavonoiden konnte hingegen flur die Linie der GARLIC-Population nicht bestatigt
werden. Die Linien SA4cl3 und GA4cl3 tragen beide Insertionen der T-DNA in einem
Intron (Abbildung 27, Kapitel 3.3.8, Seite 97). Das Fehlen des Phanotyps der Linie
GAA4cl3 kénnte daher auf das korrekte Herausspleissen dieses Introns aus dem
Primartranskript zuriickzufihren sein.
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3.6.4 Das At4CL4-Gen: Untersuchung der Nullmutante SL4cl4

Die phylogenetischen und molekularbiologischen Analysen legten eine Funktion der
At4CL4 in der Klasse | der 4CLs nahe, assoziiert mit der Synthese von Vorstufen fr
die Ligninbiosynthese und der Synthese weiterer phenolischer Zellwandbestandteile.
Aus diesem Grund wurden methanolische Extrakte |6slicher Sekundarmetabolite
mittels HPLC untersucht. Unterschiede in den Mustern der Sekundarmetabolite in
Blattern von At4cl4-Nullmutanten- und Col-0-Wildtyp-Linien konnten jedoch nicht
festgestellt werden.

Die beiden dominierenden I6slichen Sekundarmetabolite in A. thaliana Wurzeln sind
Coniferin und Syringin (pers. Mitteilung P. Bednarek), Substanzen die sich vom
Grundgertst der Sinapinsaure und der Ferulasdure, den bevorzugten Substraten der
At4CL4 ableiten.

Daher wurde der Einfluss der Nullmutation in der At4CL4-Mutante SL4cl4 auf die
Metaboliten-Verteilung in Wurzeln untersucht. Eingesetzt wurden hierfir steril
angezogene Wurzelkulturen von SL4cl4- und Col-O-Linien.

Es konnte gezeigt werden, dass weder in der |Ibslichen Fraktion der
Sekundarmetabolite (exemplarisch mit in Abbildung 36 dargestellt), noch in den
Extrakten hydrolysierter Zellwande (nicht dargestellt) reproduzierbare Unterschiede
zwischen SL4cl4 und Col-0 auftraten.

3.7 Biochemische Charakterisierung ausgewadhlter
Mehrfachmutanten-Linien

Eine umfangreiche Untersuchung aller in dieser Arbeit hergestellten
Mehrfachmutanten-Linien war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Daher wurde,
wie im folgenden beschrieben, der Schwerpunkt der Analysen auf segregierende
Populationen mehrerer heterozygoter Linien von Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2-Nullmutanten
gelegt, da die biochemische Analyse mdgliche Hinweise zur Erklarung des
beobachteten Phanotyps, dargestellt in Abbildung 35, geben kann.

Nach dem Modell des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels (Abbildung 1, Kapitel
1.1.5, Seite 16) liegen die Enzyme der Gene AtF5H, A#4CL1 und A#4CL2 an
Schlisselpositionen, da der gesamte metabolische Fluss zu den Lignin-Vorstufen
und allen weiteren Phenylpropanstoff-bezogenen C6-C3 Verbindungen, den 4-
Cumarsaure-Derivaten, Uber diese drei Enzyme ablauft. Eine Untersuchung
verschiedener Kombinationen der Nullmutanten dieser SchlUssel-Gene erlaubt die
anhand von in-vitro Daten postulierten Positionen der Enzyme im Stoffwechsel in
vivo nachzuweisen oder zu erweitern.

Mit Hilfe von HPLC wurden methanolische Extrakte I0slicher Sekundarmetabolite in
Nachkommen von zwei segregierenden Populationen heterozygoter
Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2-Nullmutanten  untersucht.  Hierdurch  konnten  sowohl
homozygote At4CL1/At4CL2-Nullmutanten, als auch Mutantenlinien, in denen die
homozygote Tripelmutation vorlag, analysiert werden. Als Kontrolle dienten jeweils
Doppel-Mutanten, die das dritte Allel heterozygot trugen. Dies sollte sicherstellen,
dass der Genom-Hintergrund aller Segreganten vergleichbar war. Zudem war bereits
in friheren Analysen gezeigt worden, dass sich in biochemischen Analysen kein
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Unterschied in den Metaboliten-Mustern zwischen heterozygoten Einzelmutanten
und Col-0 Wildtyplinien nachweisen liel3.

In den Proben der fah1-2-Nullmutante konnten, wie erwartet, keine Sinapat-Derivate,
wie das im Wildtyp als Hauptform vorliegende Sinapoyl-Malat, detektiert werden. Es
konnte keinerlei Akkumulation von Edukten des mutierten AfF5H-Enzyms
nachgewiesen werden. In den Extrakten der homozygoten Tripel-Mutante
Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2 wurden drei zusatzliche Peaks identifiziert, die weder in Col-0
noch in den Kontrollen von Linien auftraten, die Zl4cl1/SL4cl2-heterozygot vorlagen.
Durch Vergleiche mit UV-Spektren von Standards wurde die Vermutung nahegelegt,
es handele sich um Derivate der 4-Cumarsaure und der Ferulasaure. Weitere
Analysen zeigten, dass diese Peaks in WT-F5H Linien auf die homozygote
Doppelmutation ZI4cl1/SL4cl2 zurickzufihren war.

Die folgende

Abbildung 41 zeigt reprasentative HPLC-Profile ausgewahlter Analysen.
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Abbildung 41: HPLC-Profile I6slicher Sekundarmetabolite von Blattextrakten 6
Wochen alten At4CL1/At4CL2/AtF5H-Mehrfachmutanten.

Wiedergegeben wurden reprasentative Profile dreier Nullmutanten-Linien mit
unterschiedlichen Kombinationen der Tripelmutationen. Blau dargestellt ist das
Spektrum einer homozygoten Tripel-Mutante. Die Linie, deren Spektrum rot
dargestellt ist, war homozygot fir die Mutation des At4CL1- und des AfF5H-Gens,
wahrend das At4CL2 heterozygot mutiert vorlag. Die grune Linie reprasentiert eine
Mutante, die fir Af4CL1 heterozygot war, wahrend beide anderen Gene homozygot
mutiert waren.

Interessanterweise wurde die Menge an akkumulierenden 4-Cumarat- und Ferulat-
Derivaten durch die funktionsfahige AtF5H nicht beeinflusst.
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Der Ausgangspunkt aller hier aufgefihrten Untersuchungen war das auf in-vitro-
Daten basierende Modell des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels (Abbildung 1,
Kapitel 1.1.5, Seite 16) mit den anschlieRenden Synthesewegen zu Flavonoiden und
zu Lignin-Vorstufen bzw. Zellwand-gebundenen phenolischen Komponenten. Die
hier dargestellten Ergebnisse untermauern dieses Modell mit wertvollen in-vivo
Daten. Die sich hieraus ergebenden Folgerungen, Erweiterungen und Konsequenzen
werden in der folgenden Diskussion detailliert besprochen.
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4 Diskussion

Gegenstand dieser Arbeit war eine Familie von Enzymen des pflanzlichen
Sekundarstoffwechsels. Obwohl inzwischen mehr als 15.000 pflanzliche
Sekundarstoffwechsel-Produkte isoliert und z.T. charakterisiert wurden, ist noch
wenig dartber bekannt wie sich diese Vielfalt im Pflanzenreich entwickelte. Ebenso
sind Informationen Uber die Funktionsweise der einzelnen Stoffwechselwege in vivo
nur sparlich verfigbar. Hier stellt die genetische Modellpflanze A. thaliana ein
wertvolles System dar. Die Komplexitat der Sekundarstoffwechsel-Produkte ist in A.
thaliana im Gegensatz zu den meisten anderen Pflanzen deutlich reduziert, nur etwa
50 Sekundarmetabolite wurden bislang beschrieben. Sie gehdren 4 Klassen von
Metaboliten an, den Glukosinolaten, weiteren indolischen Verbindungen, den
Flavonoiden und den Zimtsaure-Derivaten. Die beiden letzten Verbindungs-Klassen
werden in A. thaliana ausgehend von einem zentralen Stoffwechselweg, dem
allgemeinen  Phenylpropanstoffweg, gebildet. Von hier zweigen zwei
Unterstoffwechselwege ab, der Syntheseweg der Flavonoide und der Weg zu
Zimtsaure-Derivaten, den Vorstufen des Lignins und Zellwand-gebundenen
phenolischen Substanzen.

Nach einem Modell, das auf in vitro Daten und indirekten Untersuchungen beruht,
katalysiert eine Familie von Enzymen, 4-Cumarat:CoA Ligasen (At4CLs), den ersten
Schritt, der in die beiden Unterstoffwechselwege fihrt, die Aktivierung von Zimtsaure-
Derivaten (Abbildung 1, Kapitel 1.1.5, Seite 16).

Ziel dieser Arbeit war die Aufschlisselung der Funktionen der einzelnen At4CLs und
der Aufgabe ihrer Familie in vivo.

In den folgenden drei Abschnitten werden die Untersuchungen diskutiert, die die
Basis bilden fiir eine Beschreibung der in vivo-Funktion der Familie und ihrer
einzelnen Mitglieder:

In silico Untersuchungen der At4CLs im Kontext weiterer Paraloger sollten helfen, die
Evolution dieser Familie im Pflanzenreich zu untersuchen. Detaillierte Vergleiche der
At4CLs bildeten die Grundlage zur Interpretierung der Entstehung und weiteren
Entwicklung der Multi-Genfamilie innerhalb der Spezies A. thaliana.

Die Enzymeigenschaften des wahrscheinlich letzten Mitgliedes, das die At4CL-
Familie vervollstandigt, wurden in vitro charakterisiert.

Nullmutanten der A#4CL-Familie wund weiterer Gene des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels wurden identifiziert, isoliert und analysiert, um das
Modell dieses Stoffwechselwegs mit in vivo Daten zu untermauern und zu erweitern.
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4.1 In silico Analysen

4.1.1 Die Familie der At4CLs

Zu Beginn der Arbeit umfasste die Familie der At4CLs drei Mitglieder, die sich in
ihrem Expressionsmuster und den Kkatalytischen Eigenschaften der heterolog
exprimierten Enzyme unterschieden. Bei der Analyse der in vivo-Funktion von Multi-
Genfamilien ist es von entscheidender Bedeutung, die Mitglieder im Zusammenhang
aller Isoformen zu charakterisieren. Insbesondere partielle funktionelle Redundanzen
innerhalb der Familie erschweren die Interpretation mdglicher Phanotypen von
Nullmutanten. Daher war es essentiell, sicherzustellen, dass mit den bearbeiteten
Isoformen die Familie der At4CLs vollstandig erfasst wurde.

Datenbankrecherchen ergaben eine Sequenz in A. thaliana, die auf der Ebene des
abgeleiteten Proteins eine hohe Ahnlichkeit zu den bekannten At4CLs zeigte.
Physikalisch lag diese Sequenz direkt benachbart zu At4CL2. Hierdurch wird die
Vermutung gestitzt, die Sequenz kénne aus einer Tandem-Genduplikation
hervorgegangen sein. Eine Ahnlichkeitsmatrix von 4CLs wurde durch paarweise
Vergleiche von Isoformen unterschiedlichster Organismen gewonnen. Der ermittelte
Schwellenwert grenzte dabei klar die als funktionelle 4CLs beschriebenen Proteine
von 4CL-ahnlichen Sequenzen ab. Eingeschlossen wurde hierbei die neue A.
thaliana-Sequenz, die daraufhin als At4CL4 bezeichnet wurde. Dieser Schwellenwert
wird in Zukunft auch in anderen Spezies Vorhersagen zur Funktion weiterer putativer
4CLs, die auf Proteinsequenz-Vergleichen basieren, deutlich erleichtern sowie den
heutigen rechnergestiitzten Vorhersagen und Annotierungen ein weiteres Kriterium
hinzufiigen.

4.1.2 Phylogenetische Analysen

Zur Prazisierung des Ergebnisses, das durch die paarweisen Vergleiche einzelner
4CLs gewonnenen wurde, wurden die Spezies-Ubergreifenden Vergleiche
ausgedehnt auf phylogenetische Analysen aller 4CLs, die annotiert in Datenbanken
verflugbar, bzw. bereits als bona fide 4CLs charakterisiert worden waren.

Die friher beschriebene Aufspaltung von 4CLs in zwei mutmalilich funktionell
unterschiedliche Klassen (Ehlting et al., 1999) konnte bestatigt werden. Zusammen
mit einem Vertreter aus Soja, Gm4CL1, gruppierte die neue At4CL4 am Rande der
Klasse 1-4CLs, deren postulierte Funktion die Synthese von Ligninvorlaufern und der
Synthese von phenolischen, Zellwand-assoziierten Verbindungen ist. Wenn die
phylogenetische Verwandtschaft, wie in den Abbildungen 7 und 8 (Kapitel 3.1.5,
Seite 64) dargestellt und zuvor bereits beschrieben (Cukovic et al., 2001), mit einer
funktionellen Verwandtschaft verknupft ist, so ist die At4CL4 mdoglicherweise
ebenfalls an der Synthese von Zellwandbestandteilen beteiligt. Ihre
Ausnahmestellung zusammen mit der Gm4CL1 aus Soja konnte zusatzliche
Hinweise auf ihre Funktion geben und wird weiter unten detailliert diskutiert.

Zudem konnte gezeigt werden, dass jeder der Aste des 4CL-Stammbaums,
ausgehend von einem hypothetischen, berechneten Ursprung des ungewurzelten
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Baums, die Vertreter der mono- und dikotyledonen Pflanzen trug. Dies deutet auf
eine evolutionar sehr frihe Trennung der Klasse |- und Klasse [I-4CLs hin. Wird eine
vergleichbare, lineare Mutationsrate der 4CLs angenommen, wie sie dem Modell der
phylogenetischen Analysen zugrunde liegt, dann erfolgte die Entstehung beider
Klassen, bevor die Evolution der Pflanzen an der Gabelung zu Mono- und
Dikotyledonen angelangt war. Dies wirde ebenfalls die hohere funktionelle
Redundanz der Klasse I-Isoformen untereinander erkldren, da sie
entwicklungsbiologisch jungeren Ursprungs sind und sich daher noch nicht so weit
voneinander entfernt haben. Rezente Duplikationen innerhalb der heutigen
Pflanzenlinien sind demnach sehr wahrscheinlich. Einige 4CLs, wie die der bislang
untersuchten Isoformen in Petersilie, Kartoffel oder Tabak (Becker-André et al.,
1991; Douglas et al., 1987; Lozoya et al., 1988), spiegeln mit ihrer hohen
funktionellen Ahnlichkeit eine niedrige Divergenz wider, wie sie flr junge
Duplikationen zu erwarten ware. Vergleichende Untersuchungen auf Genom-Ebene,
die Uber die lickenhaften Informationen einzelner Organismen hinausgehen, werden
in Zukunft wesentlich leichter zuganglich sein, wie das Beispiel des fast vollstandig
sequenzierten Reisgenoms zeigt (Qiaoping et al., 2001; Goff et al., 2002). Anhand
dieser Untersuchungen sollten die bereits gewonnenen Daten zu untermauern sein.
Ein Ansatz hierfir wird im nachsten Kapitel beschrieben.

Sehr interessant in Hinsicht auf die Evolution der Klassen der 4CLs im Pflanzenreich
sind alte Taxa, wie z.B. Farne und die Moose (aus der Abteilung der Bryophyten).
Fir das Moos Physcomitrella patens ssp. patens existiert eine EST-Datenbank. Ein
Klon (dbEST Id: 9280158 EST name: gc62h02.y1 GenBank Acc:Bl437572
GenBank gi:15262262) mit Homologie zu At4CL1 cDNA konnte identifiziert werden.
Leider aber war die dort abgelegte Sequenz von schlechter Qualitat und deckte nicht
die volle Lange der cDNA ab (http://www.moss.leeds.ac.uk/startpage.html PEP). Da
Bryophyten Pflanzen ohne ein ligninbasierendes Gefall-System sind, kénnte die
Existenz einer Sequenz mit Ahnlichkeit zu den Klasse 1-4CLs, assoziiert mit der
Ligninbiosynthese, Hinweise auf eine Funktion der 4CLs vor der Entwicklung
moderner Landpflanzen geben.

4.1.3 Die Familie der Os4CLs

Die gewonnenen Kriterien und der Stammbaum wurden genutzt , um die Analyse auf
weitere Pflanzenspezies zu Ubertragen. Hierflr bot die monokotyledone Pflanze Reis
(O. sativa) eine ideale Gelegenheit.

Mit ungefahr 45.000 Genen besitzt Reis anndhernd die doppelte Anzahl im Vergleich
zu A. thaliana. Eine plausible Erklarung hierfir ist die Tatsache, dass das Genom
von Reis im Vergleich zu anderen Blitenpflanzen einer weiteren Runde an
Duplikation unterworfen war (Bennetzen, 2002). Diese Tatsache spiegelt sich
womdglich in kleinen Genfamilien wie der der 4CLs wider. Neben A. thaliana ist Reis
die zweite Pflanze, deren verhaltnismalig kleines Genom anndhernd vollstéandig
entschlisselt ist. Die beiden grofien 6ffentlichen Sequenzprojekte "International Rice
Genome Sequencing Project" (Kultivar: Oryza sativa ssp. japonica c.v. Nipponbare)
und der "Chinese Academy of Sciences; Beijing, China" (Kultivar: Oryza sativa L.
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ssp. indica) sowie etwa 10 kleinere Projekte stellen ihre Informationen Uber
verschiedene Datenbanken, die miteinander abgeglichen werden, zur Verfigung.
Diese Informationen wurden der Analyse zugrunde gelegt.

Die Ubertragung bekannter Kriterien, die 4CL-spezifische Sequenzen
charakterisieren, fihrte im Rahmen dieser Arbeit zur Identifizierung von drei weiteren
4CL-Sequenzen aus Reis, die nach Aufbereitung an GenBank Ubermittelt und als
putative Os4LCs annotiert wurden. Mit den neuen, annotierten mutmaflichen
Mitgliedern Os4CL3-5 umfasst die 4CL Familie im Reis Kultivar japonica somit
mindestens flnf Isoformen, Hinweise auf weitere zwei Mitglieder liegen bereits vor.
Alle neuen Isoformen gruppieren innerhalb des phylogenetischen Baums der 4CLs
zusammen in Klasse |. Sie sind daher moglicherweise mit der Synthese von Ligninen
und weiteren zellwandgebundenen phenolischen Substanzen assoziiert. Dies kdnnte
in Zukunft von besonderem Interesse sein, da sich die Ligninzusammensetzung
monokotyledoner Pflanzen mit fast ausschlieRlich niedrig substituierten Monomer-
Vorstufen (H-Lignin) deutlich von der komplexeren Zusammensetzung dikotyledoner
Pflanzen (G- und S-Lignin) unterscheidet.

Mit den mindestens funf Mitgliedern der Os4CL-Familie wird Reis aus der Familie der
Monokotyledonen in Zukunft neben A. thaliana ein wertvolles Modell fir die
Rekonstruktion der Evolution von Genfamilien darstellen.

4.1.4 Genomanalyse von A. thaliana

Wie oben bereits diskutiert, umfasst die Klasse | der At4CLs drei Mitglieder, die
evolutiondr untereinander hohere Verwandtschaft zeigen als zu der Klasse II-
Isoform. Diese Trennung in zwei Klassen konnte ebenfalls fir weit voneinander
entfernte Spezies des Pflanzenstammbaums gezeigt werden. Offenbar spalteten sich
die beiden Klassen bereits sehr fruh in der Entwicklung heutiger Landpflanzen von
einem gemeinsamen Vorlaufer ab. Ohno spekulierte, dass Gesamtgenom-
Duplikationen eine Ursache fir groRe Springe in der Entwicklung von Organismen
im Laufe der Evolution darstellen (Ohno, 1970, 2R Hypothese). Eine der zwei
Runden an Polyploidisierung (Genomduplikationen), wie sie fir Blutenpflanzen
beschrieben wurden (Bennetzen, 2002), kénnte die Ursache fir das Vorliegen der
beiden Klassen sein.

Méglicherweise ergibt sich der klare Abstand der Mono- von den Dikotyledonen in
den zwei Asten aber auch aufgrund einer unterschiedlich differenzierten Funktion der
Klassen in den Spezies. Uber eine Trennung sogar vor der Evolution von Gymno-
und Angiospermen wurde bereits spekuliert (Cukovic et al., 2001).

Innerhalb einer Spezies lasst sich die Entstehung von Multi-Genfamilien Uber
mehrere Mechanismen erklaren. Einzelgen-Kopien kénnen im Genom haufig in Form
von Tandem-Anordnung nachgewiesen werden. Diese entstehen durch falsche
Paarung bei der homologen Rekombination (crossing-over). Segment-Duplikationen
kopieren hingegen gesamte Regionen eines Chromosoms. Die Balance der Gen-
Expression struktureller Gene koénnte somit erhalten bleiben, da physikalisch
verknlpfte Regulator-Gene ebenso dupliziert wurden (gene dosage). Eine dritte
Quelle der Duplikation exprimierter Gene besteht in der Retrotransposition (LINE,
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long interspersed element retrotransposition). Da aber keine der hier untersuchten
Duplikationen Intron-frei vorlag, was ein Hinweis auf diesen Mechanismus gewesen
ware, wurde dieser Aspekt nicht weiter betrachtet.

Das vollstandig sequenzierte A. thaliana-Genom erlaubt globale Vergleiche gesamter
Chromosomen gegeneinander. Umfangreiche Analysen wurden z.B. von der MIPS
Arabidopsis Group (Munich Information Center for Protein Sequences) durchgefuhrt.
Die Datensatze und die grundlegende Struktur der Segmentduplikationen bildeten
die Basis der hier durchgeflihrten Genom-Analyse. Es konnte gezeigt werden, dass
At4CL1 auf Chromosom | und die auf Chromosom Ill in Tandemorientierung
angeordneten At4CL4/AtACL2 offenbar das Ergebnis der einzigen grofen
Segmentduplikation beider Chromosomen sind. Wie erwartet, wurden weder fur das
Segment, auf dem A#4CL3 liegt, noch fur das At4CL3-Gen homologe Regionen
gefunden, die auf eine Duplikation hingewiesen hatten. Das Gleiche gilt fur weitere
Duplikationen der Regionen der Klasse | At4CLs. Es liegen keine weiteren At4CL-
ahnlichen Gene auf Regionen die mit den bekannten At4CLs verknipft sind. Wenn
es eine monophyletische Entstehung weiterer At4CL-ahnlicher Gene in A. thaliana
aus moglichen funktionellen Vorlaufern gegeben hat, so wird dies ebenso wie die
Erzeugung der zwei Klassen an 4CLs evolutionar weit zurtickliegen.

Somit erscheint die Entstehung der Klasse | At4CLs das Resultat einer Segment-
und einer Tandemduplikation zu sein, wahrend die Existenz des einzigen Klasse I
Vertreters, At4CL3, moglicherweise auf eine wesentlich altere Genomduplikation
zurtickzufuhren ist. Ein Versuch zur Rekonstruktion der Evolution der At4CL-Familie
wird weiter unten beschrieben.

4.1.5 Genstrukturanalyse der At4CLs

Anhand der bekannten bzw. fur At4CL4 abgeleiteten Sequenzen wurden die
Grenzen der Intron-Exon-Bereiche bestimmt und die so erhaltenen Genstrukturen
der At4CLs miteinander verglichen. Die mit zunehmender Komplexitat der Gene
dargestellte Reihe von At4CL1, At4CL2 und Af4CL4 zeigt einen Sprung zu At4CL3.
Eine schrittweise Evolution angenommen, legt diese Reihe nahe, dass At4CL2
entwicklungsgeschichtlich mit At4CL1 und At4CL4 verknUpft ist, wahrend At4CLA1
und Af4CL4 nicht direkt verbunden sind. Mit zwei weiteren Introns und damit
insgesamt sieben Exons liegt At4CL3 weiter entfernt von den Klasse | At4CLs. Das
Gen erstreckt sich auch Uber den groten Bereich, es deckt eine um etwa 50%
langere Region ab als z.B. At4CL1. Fiir den Ubergang zwischen der Klasse | und der
Klasse Il wurde kein Bindeglied gefunden, somit zeigt hier erneut der Unterschied
der Genstrukturen, dass es in A. thaliana zwei nicht-verknlpfte Klassen in dieser
Familie gibt, die getrennt wurden, bevor sich die Spezies A. thaliana entwickelte.

Insgesamt ist sehr wenig bekannt Uber das Schicksal von Genen in Landpflanzen
nach Genom-Duplikation (Zhao et. al., 1998), und Uber den Einfluss von Gen-
Duplikationen in der Entwicklung der frihen Landpflanzen wurde kaum Literatur
gefunden. Daher stellt die Gen-Familie der Af4CLs ein wertvolles Beispiel zur
Analyse der funktionellen Divergenz nach Duplikation dar.
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Eine Aufteilung von Expressionsmustern duplizierter Gene, die urspriinglich in einer
einzelnen Kopie vorlagen, wurde im Tierreich in einigen Fallen beschrieben
(engrailed, notch und Pax6-Gene in Zebrafischen, Lynch und Force, 2000).

In einem klassischen, weit verbreiteten Modell erlauben duplizierte Gene mit
zunachst vollstédndig redundanter Funktion die Mutierung und Anderung der
Spezifitat oder des Expressionsmusters einer der Kopien, wahrend die
grundsatzliche Funktionalitat erhalten bleibt (Walsh 1995). Die neue Funktion kann
zu einem evolutionaren Vorteil des Organismus flihren, sie wird somit durch den
Selektionsdruck fixiert. Willkirliche Anderungen (Mutationen) der
Aminosauresequenz fihren Ublicherweise zu Nicht-Funktionalitat eines Proteins,
Mutationen mit Nutzen fur den Organismus stellen die Ausnahmen dar.
Interessanterweise aber findet man in heutigen Organismen 20-50% duplizierter
Gene, die Uber mehrere Millionen Jahre erhalten blieben und sogar weiter dupliziert
wurden (Lynch und Force, 2000). Aus diesem Grund wurde ein modernes Modell
vorgeschlagen, in dem die Erhaltung der duplizierten Gene auf einem Mechanismus
beruht, der durch komplementare loss-of-function Mutationen erklart wird (Averof und
Akam, 1995). Dieses Modell erklart das Schicksal eines, in vielen Geweben
exprimierten Gens nach Duplikation durch spezifische Expression der Tochtergene in
einzelnen, aber nicht-Uberlappenden Geweben.

Dies wird besonders augenscheinlich, wenn man die hohe Variabilitat in Promotoren
homologer Gene betrachtet. Eine veranderte Anordnung von cis-aktiven Elementen
kann bereits zu vollstandig veranderter Expression filhren. Solange Expression in
den urspringlichen Geweben flir die Spezies lebensnotwendig war, muss die
Summe der Expressionen der Duplikate gleich bleiben und wird durch naturliche
Selektion erhalten. Resultat ist die Fixierung beider Tochtergene (Bhattacharya et al,
2000).

4.1.6 Promotoranalyse der At4CLs

Daher war es interessant, die Promotorstruktur der bekannten At4CLs und weiterer
Phenylpropanstoff-Genen mit der der neuen At4CL4 2zu vergleichen, um
Vorhersagen beziglich gewebespezifischer Expression treffen zu kénnen. Bislang
wurden fir Promotoren von Phenylpropanstoff-Genen mehrere mutmallich cis-aktive
Elemente beschrieben (Logemann et al., 1995).

Die koordinierte Regulation der Expression von Phenylpropanstoff-Genen in Antwort
auf spezifische Stimuli wie Pathogene wurde bereits friher gezeigt. Speziell fur die
Familie der At4CLs, die eine Schlisselposition im allgemeinen Phenylpropan-
Stoffwechselweg einnehmen, ist strikte Gewebe- und Stimuli-spezifische Expression
von grofer Bedeutung.

Es war im weiteren Kontext der Arbeit von Interesse, neben Sequenzvergleichen auf
Protein-Ebene ein Kriterium zu entwickeln, anhand dessen mutmaliliche
Phenylpropanstoff-Gene beurteilt werden kénnen. Gene des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels enthalten Elemente, die als P und L-Boxen bezeichnet
werden (Lois et al., 1989; da Costa e Silva et al., 1993; Logemann et al., 1995).
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Dartber hinaus wurde ein weiteres mutmafliches Element, Box A, Uber in vivo DNA-
footprints identifiziert.

Der bislang auf der Basis dieser "footprints" beschriebene Konsensus fir die Boxen
P, A, und L hat den Nachteil, dass die fir die Funktion notwendigen und
hinreichenden Nukleinsduren innerhalb der Bereiche der Boxen nicht klar definiert
sind. Aus diesem Grund wurde die Haufigkeitsverteilung der Nukleotide an jeder
Position der Boxen mit mehr als 20 verschiedenen, bereits beschriebenen Elementen
bestimmt.

Die folgende Diskussion basiert auf einem noch nicht abgeschlossenen
Gemeinschaftsprojekt. In Zusammenarbeit mit K. Berentzen und D. Wanke (MPI fir
Zuchtungsforschung) wurde eine Methode entwickelt, mit der gesamte Genome
durchsichtet werden konnen, um das Auftreten bestimmter Elemente in den
Promotoren statistisch zu untersuchen. Diese Untersuchung wurde fur den At4CL4-
Promotor eingesetzt. Auf Details zur Analyse des A. thaliana- und O. sativa-Genoms
wird daher nur knapp eingegangen.

Die oben beschriebene Verteilung wurde als Haufigkeits-Matrix bezeichnet und
diente einer praziseren Beschreibung des Konsensus. Mit Hilfe eines Algorithmus (K.
Berentzen, unveréffentlicht als "Motiv-Mapper") wurden mutmalliche P-, A- und L-
Boxen im Promotor von At4CL4 gefunden. Die Elemente zeigten jedoch ein
abweichendes Muster von der in den At4CLs bislang beschriebenen Verteilung. Fur
das als Box A beschriebene Element wurden mehrere mutmaRliche Regionen im
Promotor von At4CL4 identifiziert. Dies ist auf die relativ weiche Anwendung des
Konsensus zurlickzufiihren, der alleine fiir sich als Kriterium nicht gultig sein kann,
da die Ergebnisse mit zwei erlaubten Austauschen in einer 6 bp-Region nur wenig
Information bieten.

Grundsatzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass die hier entwickelte Matrix ein
wertvolles Werkzeug zur Analyse einzelner Promotoren darstellt. Die Anwendung zur
Durchsichtung groRer Datenmengen wird im Folgenden kurz diskutiert. Alle
Promotoren des A. thaliana Genoms wurden extrahiert (1.500 bp stromaufwarts des
ATG-Startkodons, unveréffentlicht, K. Berentzen) und mit der Matrix durchsucht. Als
Kontrollgruppe wurde eine Sammlung von Promotoren aus 35 Phenylpropanstoff-
Genen verschiedenster Organismen eingesetzt. Diese Kontrollgruppe wurde bei der
durchgefuhrten Analyse erfasst und lag in dem resultierenden Datensatz mit den P,
A und L-enthaltenden Promotoren von Genen aus A. thaliana vollstandig vor, was
bedeutet, dass jedes der Kontroll-Gene diese drei Elemente mutmalilich tragt. Dies
erweitert bereits bekannte Ergebnisse, nach denen ein Satz von drei
charakteristischen Sequenz-Motiven (die Boxen P, A und L) in allen bis dahin
bekannten PAL- und 4CL-Promotoren (mit drei Ausnahmen, in denen nur limitierte
Promotor-Sequenz zur Verfugung stand) vorhanden waren (Logemann et al., 1995).
Aufgrund der Tatsache, dass der vollstandige Satz von Elementen noch in keinem
Gen aullerhalb des Phenylpropanstoffwechsels gefunden wurde, wurde in dieser
Publikation spekuliert, dass der funktionelle Grund hierflr in der koordinierten
Regulation liegen kénnte.

Interessanterweise wurden in diesem vorlaufigen Datensatz neben den bereits
bekannten Genen verstarkt Gene mit Transporter- oder Transporter-ahnlicher
annotierter Funktion gefunden. Das konnte die Spekulation zu mdglichen
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funktionellen Querverknupfungen der nicht direkt mit dem Phenylpropanstoffwechsel
assoziierten Gene mit den Phenylpropanstoff-Genen stitzen. Leider sind die
erhaltenen Schnittmengen mit mehr als 1000 Mitgliedern noch zu groR} flr genauere
Analysen der einzelnen Gene, daher missen zunachst weitere Kriterien zur
praziseren Vorhersage der Elemente eingeflihrt werden.

Dennoch dirfte das Auftreten der Elemente P, A und L in verschiedenen Gruppen
von Genen auf eine ahnliche transkriptionelle Regulation hindeuten, was in Zukunft
durch Expressionsanalysen auf der Ebene des gesamten Transkriptoms Uberprift
werden kénnte.

Der Promotor von At4CL4 wurde mit Hilfe der PLACE-Datenbank auf das Auftreten
weiterer moglicher Elemente untersucht. Es wurden mehrere putative W-Boxen
identifiziert. W-Boxen sind cis-aktive Elemente mit dem DNA-Sequenzotiv
(T)YT)GAC(/T), das die spezifische Bindungsstelle fir WRKY-Proteine darstellt
(Eulgem et al., 2000). Die von den pflanzenspezifischen WRKY-Transkriptions-
Faktoren Uber die W-Boxen vermittelten Expressionsmuster sind zahlreich, obwonhl
die Regulation der Genexpression haufig im Zusammenhang mit Pathogen-
Responsivitat, Verwundung oder Seneszenz steht. Fir einige der WRKY-Faktoren
wurde dies bereits klar gezeigt (z.B. Induktion von WRKY-6 im Zusammenhang mit
pathogenen Bakterien und WRKY-11 in seneszenten Blattern, Robatzek et al.,
2001). Keines der bislang bekannten Phenylpropanstoff-Gene besitzt W-Boxen
innerhalb eines Bereichs 800 bp stromaufwarts des ATG-Startkodons. Damit stellt
At4CL4 eine Ausnahme innerhalb dieser Gene in A. thaliana dar. Weiter wurde
gezeigt, dass die W-Box in Promotoren von charakterisierten Phenylpropanstoff-
Genen statistisch gesehen stark unterreprasentiert ist. Interessant ist das Auftreten
von W-Boxen im At4CL4-Promotor besonders im Zusammenhang mit den bereits
bekannten Expressionsdaten der At#4CL1 und A#4CL2, fir die eine Pathogen-
Responsivitat bereits gezeigt wurde (Ehlting et al., 1999), obwohl sie keine W-Boxen
im dem Promotor-Bereich tragen, der als relevant angesehen wird. Zumindest in
At4CL1 und At4CL2 wird die Pathogen-responsive Expression somit ohne W-Boxen
und damit héchstwahrscheinlich auch ohne WRKY-Transkriptions-Faktoren reguliert.
Die Identifizierung mutmalilicher W-Boxen im Promotor von A#4CL4 wurde
untermauert durch eine in vitro WRKY-Bindestudie, in der zwei der drei untersuchten
W-Boxen eine Bindung zu einem heterolog exprimierten WRKY-Proteinfragment mit
der W-Box Bindedomane von WRKY-11 zeigten. Diese Untersuchung wurde von |.
Ciolkowski durchgeflihrt und ist Bestandteil seiner Dissertation. Daher wird an dieser
Stelle nicht weiter auf Details eingegangen.

Die putative WRKY-abhangige in vivo Pathogen-Responsivitat der At4CL4 wurde
spater Uber die Analyse von Af4CL4-Expression in A. thaliana Zellkultur untersucht,
die mit einem pilzlichen Elicitor behandelt wurde. Die Ergebnisse werden in Kapitel
4.2.5 diskutiert.

Um weitere Informationen Uber mutmalRliche Verwandtschaften zu erhalten, die fir
At4CL4 helfen sollen, eine differenzielle Funktion vorzuschlagen, wurde versucht, die
bereits bekannten Daten zu einem Modell zu kombinieren. Dieses Modell beschreibt
die entwicklungsbiologische Entstehung der Af4CLs.
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4.1.7 Rekonstruktion der Evolution der At4CLs

Heutige Genfamilien sind zumeist das Resultat verschiedener Duplikations-
Ereignisse, deren Produkte im Laufe der Entwicklungsgeschichte kontinuierlichen
Mutationen unterworfen wurden. Nach dem oben beschriebenen Modell stellen
duplizierte Gene einen wertvollen Material-Pool der Evolution dar. In diesem
Zusammenhang stellt sich die Frage, inwieweit sich mit den bislang gewonnenen
Informationen die Evolution der At4CLs beschreiben lasst. Im Folgenden wird ein
Modell diskutiert, das die Entstehung der heutigen 4CLs der Klassen | und Il in A.
thaliana erklaren soll.

Die Existenz von zwei 4CL-Klassen, die weiter als bis in die friihe Auftrennung des
Pflanzenreiches in Mono- und Dikotyledonen reicht, deutet auf eine sehr alte
Duplikation hin, die mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Polyploidisierung
zurtckzufuhren ist. In A. thaliana wurden keine weiteren Vertreter der Klasse I
entdeckt, sodass in der folgenden Betrachtung die weitere Entwicklung der Klasse |
im Vordergrund steht.

Aufgrund der Genomstruktur der drei Klasse I-At4CL-Gene und der benachbarten
Anordnung der A#4CL2 und AfACL4 kann auf eine Segment- und eine
Tandemduplikation, ausgehend von einem Vorldufer-Gen, geschlossen werden.
Hierbei ist nicht direkt ersichtlich, in welcher Reihenfolge und durch welchen
Mechanismus die jeweiligen Isoformen entstanden. Durch Ausschlusskriterien lassen
sich anhand der bekannten Informationen weitere Schllisse ziehen.

AtACL1 und At4CL2 liegen auf getrennten Chromosomen, daher erscheint es
offensichtlich, dass sie das Resultat einer Segmentduplikation darstellen. Dennoch
besteht im Prinzip die Moéglichkeit, dass beide Gene ein gemeinsames Vorlaufer-Gen
besitzen, das nach Tandemduplikation Vorstufen von Af4CL1 und At4CL2
hervorbringt. Diese Konstellation ergdbe nach der Segmentduplikation At4CL1- und
At4CL2-Vorlaufer-Paare auf jedem Segment der Chromosomen | und Ill. Im Laufe
der weiteren Entwicklung erforderte dies, dass eine Variante jedes Gens fixiert,
wahrend das Duplikat im Fall von At4CL1 eliminiert wird. Das At4CL2-Duplikat béte
jedoch Spielraum fur die Entwicklung der A#4CL4. Resultat ware die heute
beobachtete Konfiguration. Diesem Szenario widersprechen jedoch mehrere Grinde.
Bei einer Nahbetrachtung der Region, die der Segmentduplikation unterworfen war,
fiel auf, dass jeder der zwei Bereiche in konservierter Reihenfolge mehrere homologe
Gene enthielt und dass die Ahnlichkeit der homologen Gene auf Proteinebene in
allen Fallen Gber 80% erreichte (Abbildung 10, Kapitel 3.1.6, Seite 69). Da dies auch
fur At4CL2 und Af4CL1 gilt, besitzen sie hochstwahrscheinlich evolutionar den
gleichen Abstand wie ihre durch Segmentduplikation erzeugten Nachbarn. Das
bedeutet, dass At4CL1 und At4CL2 ebenfalls durch Segmentduplikation entstanden
sein mussen. Daher erscheint es plausibel, dass das auf Proteinebene entferntere
At4CL4, ohne Partner auf Chromosom |, das Resultat einer Tandemduplikation von
einem gemeinsamen Vorlaufer mit Af4CL2 reprasentiert. Die Reihenfolge der
Ereignisse ist aber noch ungeklart.

Geht man von einer frihen Segmentduplikation aus, der eine Tandemduplikation
nachfolgt, die zur Bildung der At4CL2 und At4CL4 flhrte, dann kdnnte dies prinzipiell
das Fehlen eines Af4CL4-ahnlichen Gens auf Chromosom | erklaren. Gegen dieses
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Szenario spricht aber klar die evolutionare Distanz von At4CL4 zu A#4CL1 und
At4CL2. Sie erreicht auf Proteinebene die Distanz der At4CL3, entspricht daher auch
wahrscheinlich einer frihen Abspaltung.

Das folgende Modell ist somit die plausibelste Erklarung aller vorhandenen Daten:
Ein At4CL2/At4CL4-Vorlaufer wird frih in der Entwicklung in Tandemorientierung
dupliziert. Beide Gene entfernen sich strukturell und funktionell im Laufe der
Evolution kontinuierlich voneinander, bis die Tandem-Gene einer weiteren
Segmentduplikation unterworfen werden. Einer der A{4CL2-Vorlaufer wird neben
At4CL4 als das heutige At4CL2 fixiert, die andere Kopie entfernt sich wie die
Umgebung von ihren Kopien und wird zu der heutigen At4CL1. Resultat ist der
gleiche Sequenzabstand zu At4CL2 wie die Umgebung zu den erhaltenen Kopien
(Abbildung 10). Das Duplikat der At4CL4 geht dabei im Laufe der Zeit verloren.
Weitere Tatsachen untermauern dieses Modell:

Direkt neben At4CL1 existiert ein DNA-Segment, das den gleichen Sequenz-Abstand
zum flankierenden nachsten Homologen der MAP-Kinase 4 zeigt, wie er auch
zwischen Af4CL2 und der homologen MAP-Kinase 5 vorliegt. Hier befindet sich die
Position der At4CLA4.

Die zunehmende Komplexitat der Gen-Struktur verknipft A4CL1 mit Af4CL2, das
wiederum mit At4CL4 verbunden ist.

Ein gemeinsamer At4CL2-Vorlaufer erscheint als wahrscheinlich, da sie von allen
Klasse I-Isoformen die hochste Ahnlichkeit zu der At4CL3 der Klasse Il zeigt.

Es kommt hinzu, dass At4CL1 und At4CL3 auf einem Chromosom liegen, was durch
eine Genomduplikation nicht erklarbar ist.

Folgende Abbildung 42 stellt das hier entwickelte Modell zur Evolution der At4CLs
dar:
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Abbildung 42: Modell zur Entstehung und Evolution der At4CLs nach mehreren
Duplikationsrunden. (Weitere Beschriftung befindet sich auf der folgenden
Seite)

Dargestellt ist die Entwicklung der At4CLs, die in dem Schema aus Platzgrinden als
4CL1-4 bezeichnet wurden. Ausgehend von der Spitze wurden durch
Genomduplikation, markiert durch die obere gestrichelte Linie, Reprasentanten der
beiden Klassen | und Il erzeugt. Die Entwicklung der Pflanzen, die auch A. thaliana
hervorbrachte, fand zeitlich anschlieend statt, daher die Angabe der mutmallichen
A. thaliana-Vorlaufer in Anflhrungszeichen. Eine Tandemduplikation (zweite
gestrichelte Linie) fuhrt in A. thaliana zu der frihen Abspaltung der At4CL4 von der
At4CL2. Eine Segmentduplikation erzeugt spater eine Kopie von At4CL2 und At4CL4
auf einem weiteren Chromosom (I). At4CL4 wird neben der weiter evolvierenden
AtACL2 fixiert, wahrend die Kopie neben der jungen, parallel zur At4CL2
entstehenden A#4CL1 verloren geht. Im gleichen Zeitraum entwickelte sich der
einzige Klasse Il-Vertreter der 4CL-Isoformen in A. thaliana zu At4CL3 auf
Chromosom |.

Die genomisch weit aufgeklarte Konstellation der A#4CL-Genfamilie, die
héchstwahrscheinlich auf verschiedene Mechanismen von Duplikationen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten zurickzufihren ist, stellt somit ein wertvolles
Werkzeug zur Beschreibung der Evolution kleiner Gen-Familien dar.

Eine besondere Funktion der At4CL4 ware somit jedoch nicht nur durch die
phylogenetische Randstellung zusammen mit der Gm4CL1 aus Soja in der Klasse |
zu erklaren. Aufgrund des postulierten Verlusts des nahen Verwandten und
urspringlichen Tandem-Partners, der At4CL4-Kopie neben Af4CL1, kénnte mit
AtACL4 eine Variante existieren, die nur geringe funktionelle Uberlappung mit
AtACL1/AtACL2 zeigt. Daher bestand der nachste Schritt der Analyse in der in vitro
Charakterisierung der heterolog exprimierten At4CL4. Mdgliche Unterschiede der
kinetischen Enzymeigenschaften kénnen helfen, das Puzzle der At4CL4-Funktion
weiter zu vervollstandigen.
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4.2 In vitro Analysen

4.2.1 Erste Serie: Heterologe Expression von At4CL4 mit dem
pQE-70 System

In einem ersten Ansatz wurde das pQE-70 System eingesetzt, um At4CL4 heterolog
in E. coli zu exprimieren. Im Anschluss an die im Kapitel 2.8.1 (Seite 50)
beschriebene Subklonierung und den Transfer in den Expressionsvektor zeigten sich
allerdings erste Probleme. Durchweg niedrige Wachstumsraten deuteten auf eine
modgliche Unvertraglichkeit der rekombinanten E. coli-Klone gegenilber niedriger
Hintergrundexpression des Proteins hin. Ferner wurde eine Uberraschend hohe Rate
an Mutationen in den sequenzierten Proben der Klone gefunden. Keiner von 18
mutmallich positiven untersuchten Expressions-Klonen war in der Lage, mittels
SDS-PAGE und Coomassie-gefarbtem Gel nachweisbare Mengen an heterologem
Protein zu exprimieren. Dennoch war eine schwache Enzymaktivitat in drei
unabhangigen Proben im Multititerplatten-Test detektierbar.

Es wurde ein deutlicher Unterschied in der Umsatz-Geschwindigkeit und der
Substratpraferenz gegenuiber einer parallel exprimierten Kontrolle mit funktioneller
4CL erkennbar. Zum ersten Mal war mit einer klonierten und heterolog exprimierten
4CL Aktivitat gegeniber Sinapinsdaure nachzuweisen. Die dennoch niedrigen
Umsatzraten und die Totalausfalle von 15 Klonen sind mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf Mutationen, kurze Insertionen bzw. Deletionen zurlckzuflhren, die in den
Sequenzen der Klone im Anschluss nachgewiesen wurden. Western-Analyse zeigte
sowohl Hintergrund-Aktivitat in den uninduzierten Kontrollen, ein hohes Mall an
Degradation innerhalb der Proben nach Induktion als auch eine durchweg niedrigere
Expression der drei aktiven Enzyme. Dies deutete ebenfalls auf mdglich toxische
Effekte der heterolog exprimierten At4CL4 in E. coli hin. Der Grund hierfur kdnnte in
der veranderten Substratspezifitit im Vergleich zu den bislang erfolgreich
exprimierten Af4CLs liegen. Sinapinsaure ist das unpolarste und sterisch
anspruchsvollste der bislang eingesetzten physiologischen Substrate der At4CLs.
At4CL4 kénnte somit durch die bevorzugte Umsetzung von Sinapinsaure ebenfalls
eine hohere Affinitdt zu unpolaren bakteriellen Fettsdure-Derivaten oder weiteren
bakterienspezifischen Metaboliten aufweisen. Derart unphysiologische Eingriffe in
den Bakterien-Stoffwechsel konnten die Beobachtungen erklaren.

Zur Losung dieses Problems bot sich alternativ das heterologe E.coli
Expressionssystem pET-30 an. Durch ein effizienteres Repressionssystem sollte
hierbei Hintergrund-Expression und die dadurch offensichtlich verursachten
Komplikationen ausgeschlossen werden.
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4.2.2 Zweite Serie: Heterologe Expression von At4CL4 mit dem
pPET-30 System

Nach Klonierung in den pET-30 Expressions-Vektor wurden mehrere mutmallich
At4CL4-tragende Expressions-Konstrukte sequenziert. Obwohl in dieser Arbeit nur
zwei unterschiedliche Systeme getestet wurden, fiel auf, dass alle sequenzierten
Expressions-Konstrukte dieses Ansatzes auf Anhieb fehlerfrei waren. Zwei
unabhangige Klone wurden ausgewahlt, deren heterologe Protein-Expression nach
Induktion mittels silbergefarbtem Gel leicht nachweisbar war. Mit Hilfe eines
heterologen gegen die Petersilie Pc4CL hergestellten Antikdérpers wurde in
gereinigten Enzym-Fraktionen dieser beiden Proben spezifische Expression von
At4CL4 nachgewiesen. Uber Nickel-Affinitats-Chromatographie gereinigte Enzym-
Fraktionen dieser Klone wurden in allen weiteren Untersuchungen der Enzymkinetik
eingesetzt.

4.2.3 Enzymkinetik von heterolog exprimierter At4CL4

Durch die Umsetzung von 4-Cumarat durch die heterolog exprimierte At4CL4 war
der Nachweis erbracht, dass per Definition eine vierte bona fide 4CL in A. thaliana
existiert. Allerdings legte ein hoher Km-Wert nahe, dass 4-Cumarat in vivo vermutlich
nicht das bevorzugte Substrat darstellt. Ebenso wie die anderen Isoformen in A.
thaliana zeigte auch At4CL4 ein charakteristisches Muster der Substratspezifitat. Im
Gegensatz zu den bekannten At4CLs zeigte At4CL4 die ansteigende Affinitat zu den
héher substituierten Zimtsaurederivaten Ferulat und Sinapat. Eine Sinapat-
Umsetzung konnte bislang mit A. thaliana Protein-Rohextrakten des Sprosses nicht
nachgewiesen werden (Lee et al., 1997; Blttner, 1998). Dies kann entweder auf ein
niedriges Expressionsniveau, besondere Gewebespezifizat oder auf eine
unterschiedliche Substratspezifitat der Af4CL4 in vivo hindeuten. Ein moglicher
Grund fur eine veranderte Spezifitdt in vivo kdnnten Multi-Enzymkomplexe sein, in
denen die Intermediate kanalisiert werden. Solche Komplexe wurden bereits frih fir
den Phenylpropanstoffwechselweg vorgeschlagen (Stafford, 1974), und es fanden
sich in der nachfolgenden Zeit vermehrt Hinweise, die diese Hypothese stitzten.
Verankert durch Membranproteine wie die C4H, C3H (Kaffeeat-3-Hydroxylase) oder
F3'H (Flavonoid-3'-Hydroxylase) kdnnten die Enzyme der Komplexe schwach
miteinander assoziiert sein und eine lineare Umsetzung der Substrate durch
Weiterreichen der Intermediate beglinstigen (Hrazdina, 1992; Burbulis und Winkel-
Shirley, 1999). Unterschiede kénnen ebenfalls durch Kompetitoren hervorgerufen
werden, die im Gewebe vorliegen, wahrend die Substrattests in vitro jeweils nur mit
einem einizgen Edukt durchgefuhrt wurden. Beschrieben wurde dieser Effekt fur die
Espen 4CL1, deren Aktivitat gegenitber Ferulat und 4-Cumarat durch Zimtsaure in
Substratgesmischen stark kompetetiv gehemmt wurde (Harding et al., 2002).

Letztlich zeigen diese Beispiele, dass in vivo umgesetzte Substrate nicht die sein
mussen, die in vitro mit der hdchsten Affinitdt der Enzyme umgesetzt wurden.
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In Tabak konnte gezeigt werden, dass eine "sense"-Suprimierung von 4CL-Aktivitat
zu Reduktion von Guaiacyl- und Syringyl-Resten im Lignin fuhrte, eine 4CL ist somit
offenbar in Tabak an der Synthese von Syringyl-Einheiten beteiligt (Kajita et al.,
1996; Kaijita et al.,, 1997). At4CL1 aktiviert bevorzugt 4-Cumarat (Hydroxy-
Guaiacyl/Guaiacyl-Vorlaufer) und At4CL2 zeigt 10-fach hohere Affinitat gegentber
Kaffeeat (Guaiacyl-Vorlaufer) als gegeniber anderen Zimtssaure-Derivaten. Eine
denkbare Position der Af4CL4 innerhalb des Klasse I-Phenylpropanstoffwechsels
wuirde die Aktivierung von Ferula- oder 5-Hydroxyferulasdure darstellen. Trotz der
niedrigen Expression ware eine Funktion im Rahmen der Synthese von
hochsubstituierten S-Lignin-Vorstufen plausibel.

4.2.4 Sinapat-Aktivierung, eine seltene Kuriositat?

Zu Beginn der Arbeit waren nur sieben Pflanzen bekannt, in denen, katalysiert von
Proteinextrakten, eine Sinapat-Aktivierung nachgewiesen werden konnte (Knobloch
und Hahlbrock, 1975 (Soja), Ranjeva et al., 1976 (Petunie), Wallis und Rhodes, 1977
(Bohne), Kutsuki et al., 1981, Grand et al.,1983 (Pappel)).

Parallel zu den hier dargestellten in vitro-Untersuchungen zur Af4CL4-Funktion
wurde erstmalig die Klonierung und heterologe Expression einer Sinapat-
umsetzenden 4CL, Gm4CL1 aus Soja, publiziert (Lindermayr et al., 2002). Das
Auftreten dieser Isoform war bereits 1975 beschrieben worden (Knobloch und
Hahlbrock, 1975) ebenso wie Messungen zur Enzymaktivitat, in denen Sinapinsaure-
Aktivierung nachgewiesen wurde.

Im Vergleich mit den bereits charakterisierten Isoformen zahlreicher Organismen
stellen die beiden bisher beschriebenen Sinapat-umsetzenden Isoformen, Gm4CLA1
und At4CL4, seltene Ausnahmen dar. Um diese Annahme zu berprifen, wurde das
Reisgenom, das ebenfalls zu einem groRen Teil sequenziert ist, auf Isoformen
durchsucht, die eine ahnliche Substratspezifitdt zeigen kdnnten. Zusatzlich zu den
zwei bekannten Os4CL Isoformen wurden weitere drei putative Isoformen
identifiziert. Keine der Os4CL lIsoformen zeigte jedoch auffillige Ahnlichkeit zu
AtACL4 oder zu Gm4CL1. Ein weiterer Aspekt der O. sativa-Isoformen wird im
nachsten Abschnitt betrachtet.

Die gemeinsame Gruppierung der GmA4CL1 und At#4CL4 innerhalb des
phylogenetischen Baums basiert auf Verwandtschaft der Proteinsequenz. Wenn
Anderungen der Aminosauresequenz die Substratspezifitit bedingen, dann lieRe
sich moglicherweise eine strukturelle Eigenheit der Sinapat-umsetzenden Isoformen
in der konservierten Sequenz identifizieren. Daher wurden beide Sequenzen mit dem
Konsensus aller bekannter 4CLs verglichen. Es stellte sich heraus, dass es nur eine
einzige Position gibt, in der sich Gm4CL1 und At4CL4 von allen anderen Isoformen
unterscheiden. Dabei handelt es sich nicht, wie erwartet, um einen Aminosaure-
Austausch, der die postulierte Substrat-Bindetasche (Stuible et al., 2000) fir das
gegenlber 4-Cumarat und Ferulat volumindsere Sinapat erweitert, sondern um eine
Deletion eines einzigen Leucin- (At4CL4) bzw. Valin-Restes (Gm4CL1). K. Schneider
(MPI fur Zichtungsforschung, unveroffentlichte Ergebnisse) konnte zeigen, dass die
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Deletion dieser Position aus der Sequenz von Af4CL2 zu einer messbaren Affinitat
des heterolog exprimierten Enzyms gegeniber Sinapinsaure fihrte.

Keine der Reis-Sequenzen trug die Deletion in dem untersuchten Bereich. Daher
erscheint es unwahrscheinlich, dass eine Isoform mit der Fahigkeit der Sinapinsaure-
Aktivierung in Reis existiert. Diese Tatsache deckt sich mit der Lignin-
Zusammensetzung von Reis, da hoch-methoxyliertes Syringyl-Lignin, wie es in
Dikotyledonen gefunden wird, in monokotyledonen Pflanzen nicht vorkommit.
Innerhalb der Familie pflanzlicher 4CLs ist es unwahrscheinlich, dass die beiden
einzigen klonierten, Sinapat-umsetzenden Isoformen zufallig an dieser Position vom
allgemeinen Konsensus abweichen. Da in der Diskussion der phylogenetischen
Analysen gezeigt wurde, dass Af4CL4 in A. thaliana durch eine Tandemduplikation
entstand, hat die Evolution offenbar diese zwei Isoformen mit der ungewdhnlichen
Substratspezifitdt unabhangig voneinander hervorgebracht. Ob dies auch fir evil.
weitere, bislang nicht nach gewiesene 4CLs mit Sinapat-Aktivitat gilt, muss noch
gezeigt werden. Ein Mechanismus der unabhangigen Evolution von Enzymen wurde
bereits diskutiert flr Stilben-Synthasen. Hier ergab sich aufgrund der
phylogenetischen Gruppierung von vier Stilben-Synthasen mit 34 bekannten
Chalcon-Synthasen ein Modell, das die getrennte Evolution von Stilben-Synthasen in
mehreren Organismen wahrscheinlich macht (Tropf et al., 1994).

Sinapinsaure-umsetzende Isoformen von 4CLs kdnnten somit besondere Mitglieder
der 4CL-Familie sein, die ausschlief3lich in Dikotyledonen zu finden sind.

Diese Tatsache wirft natlrlich die Frage nach der Gewebe- und Stimulus-
spezifischen Expression auf. Inwieweit spiegelt die mRNA-Akkumulation eine
Sonderstellung der At4CL4 in A. thaliana wider?

4.2.5 Gewebe- und Stimulus-spezifische Expressionsanalysen

Im Vergleich zu den beiden anderen Klasse I-Vertretern At4CL1 und At4CL2 liel3
sich At4CL4 mRNA nicht Uber Northern-Analysen verschiedener Gewebe
nachweisen. Das gleiche Bild ergab sich bei der Analyse von RNA aus Pathogen-
infizierten Pflanzen sowie aus UV-bestrahlten Zellen einer Suspensionskultur. Das
Expressionsniveau von At4CL4 ist offenbar entweder sehr niedrig oder aber auf sehr
spezifische Gewebe oder Zelltypen limitiert. Dies deckt sich mit bislang bekannten
Tatsachen. Es konnte erst in der jliingsten Ausgabe der EST-Daten ein At4CL4-Klon
identifiziert werden, und in mehreren gezielten Versuchen zur Isolierung von At4CLs
aus cDNA-Banken wurden keine At4CL4-Klone gefunden (Trezzini et al. 1993; Lee
et al., 1995; Buittner, 1998). Alle weiteren Analysen wurden daher mittels der
wesentlich sensitiveren RT-PCR durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass At4CL4 in den oberirdischen Teilen der Pflanze
exprimiert wird (Abbildung 23, Kapitel 3.2.5, Seite 85). In steril angezogenen Wurzeln
einer Flissigkultur konnte kein At4CL4-Transkript nachgewiesen werden. mRNA der
At4CL2, der Isoform, aus der At4CL4 wahrscheinlich direkt Gber Duplikation
hervorging, akkumuliert hauptsachlich in Wurzeln. Diese unterschiedliche Gewebe-
Expression stitzt das oben diskutierte Modell der komplementéaren "loss-of-function"-
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Mutationen, (Kapitel 4.1.6) die zur Fixierung duplizierter Genen in der Evolution
fuhren.

Die Ergebnisse der Licht- und Elicitor-responsiven  Akkumulation der
Transkriptmengen (Abbildung 24, Kapitel 3.2.5, Seite 85) von A#4CL1, At4CL2 und
At4CL3 deckten sich mit bereits bekannten Daten (Ehlting et al., 1999). Somit war
das Experiment geeignet, den Einfluss dieser Stimuli auf die At4CL4-Expression zu
untersuchen. Wahrend Elicitor nur eine sehr schwach induzierende Wirkung zeigte,
wurde At4CL4 ahnlich zu A#4CL1 und At4CL2 durch UV-Licht schnell und transient
aktiviert. Wie bei At4CL2 nachgewiesen, wurde das Transkriptniveau weiter erhoht
durch parallele Behandlung der bestrahlten Zellen mit Elicitor. Die hier untersuchte
Stress-induzierte Transkript-Akkumulation von At4CL4 ist dhnlich zu At4CL1, noch
deutlicher aber mit der phylogenetisch ndher verwandten At4CL2 zu vergleichen.
Eine Sonderstellung der At4CL4 in dieser Hinsicht konnte mit den hier untersuchten
Stimuli nicht nachgewiesen werden, jedoch wurde die evolutionare Position von
At4CL4 in der Klasse | der 4CLs klar bestatigt.

4.3 In vivo Analysen

4.3.1 Identifizierung, Isolierung und Charakterisierung von At4CL-
Nullmutanten

Mutanten mit reduzierter Aktivitdt von Enzymen sind wertvolle Werkzeuge zur
Aufklarung der in vivo Funktion der Enzyme in ihren Stoffwechselwegen. In der
Vergangenheit wurden bereits mehrere Ansatze zur Identifizierung und Beschreibung
von transgenen 4CL-Linien durchgefuhrt. So flhrte "anti-sense"-Supression der 4CL-
Aktivitdt in A. thaliana zu einer Anderung der Ligninzusammensetzung (Lee et al.,
1997), wahrend "sense"-Suppression in transgenen Tabaklinien eine allgemeine
Reduktion des Ligningehaltes ergab (Kajita et al., 1996). Eine weitergehende
Analyse der Effekte wurde bislang in keinem Organismus beschrieben. Ebenso ist
ein entscheidender Nachteil der Suppression auf transkriptioneller Ebene, dass es
sich nur um die Reduktion, nicht aber die vollstdndige Unterdriickung der Translation
der mRNA handelt. Eine unvolistandige Inaktivierung kann dazu fiihren, dass die
verbleibende Restaktivitat des Enzyms die biologische Funktion ganz oder zumindest
teilweise erflllt.

Aus diesem Grund bestand ein Schwerpunkt dieser Arbeit in der Isolierung von
Mutanten ohne trankskriptionelle Restaktivitdt auf genomischer Ebene. Diese
sogenannten Nullmutanten sind geeignet, die Bedeutung der einzelnen Gene und
der umgesetzten Substrate funktionell in vivo zu untersuchen. Ebenso lassen sich
mit Hilfe der Kombination zu Mehrfach-Mutanten Funktionen der gesamten Familie
untersuchen. In die Untersuchung und Kombination von Af4CLs zu
Mehrfachmutanten wurden zwei weitere, bereits charakterisierte Nullmutanten des
Phenylpropanstoffwechsels mit einbezogen. Sowohl die Mutante der
Chalconsynthase AfCHS (tt4) als auch diejenige der Ferulat-5-Hydroxylase AtF5H
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(fah1-2) besitzen als Mutanten eines Einzelkopie-Gens jeweils einen
charakteristischen Phanotyp.

Der starke biochemische Phanotyp und die hier charakterisierte Mutation machen die
Linie fah1-2 mit der Mutation im F5H-Gen im Zusammenhang mit Kombinationen der
At4CLs wertvoll fir die Analyse der Enzym in vivo-Funktionen. Mit der AfF5H, der
At4CL1 und der At4CL2 sind drei Enzyme des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels definiert, Uber die nach dem postulierten Modell an
unterschiedlichen Positionen der gesamte Metabolitenfluss zu Lignin-Vorlaufern und
zellwandgebundenen phenolischen Verbindungen ablauft. Die Kombination der drei
Nullmutanten konnte somit entweder durch einen homozygot mutmallich letalen
Phanotyp der Tripelmutante das Modell untermauern oder die Existenz alternativer
Stoffwechselfluss-Routen aufdecken

Die AtCHS-Nullmutante tt4 wurde in die Analysen aufgenommen, da hier bereits
gezeigt wurde, dass die Mutation in der A{CHS den Fluss von Phenylpropanen in
den Stoffwechselweg der Flavonoide unterbricht. Die Kombination der tt4 mit den
At4ACL1 und At4CL2-Nullmutanten sollte nach dem bekannten Modell einen
Phanotyp zeigen, der der At4CL1/AtACL2/At4CL3-Tripel-Mutante gleicht, und damit
eine unabhangige Verbindung der Mutationen mit dem Phanotyp nachweisen.

4.3.2 Untersuchungen der Mutanten

Fir alle Af4CL-Gene konnte mindestens je eine Nullmutante aus den verschiedenen
Populationen identifiziert und isoliert werden. Im Nachhinein zeigte die Durchsichtung
der ZIGIA-Population und die Arbeit mit den dort identifizierten Mutanten-Linien im
Vergleich mit modernen Populationen mehrere entscheidende Nachteile. Die
Mutanten dieser Population tragen Insertionen mobiler Transposons und sind daher
normalerweise nicht stabil. Eine physikalisch nah mit dem Ziel-Gen verknupfte
Insertion ist nur mit erheblichem Aufwand zu bereinigen, ebenso hoch kann der
Aufwand sein, aus einer Insertionslinie eine stabile Mutante zu isolieren. Bis zu 25
weitere Transposons kdnnen sich im Hintergrund des Genoms dieser Linien befinden
und erzeugen durch ihre Aktivitat kontinuierlich weitere Mutationen. Weiter tragen
diese Linien keinen Resistenzmarker, der Kreuzungen und Segregationsanalysen
ermoglichen wirde. Eine detaillierte Untersuchung von Linien der ZIGIA-Population
wurde daher nur mit der Zl4cl1-Linie durchgefihrt, die bereits als stabilisierte
footprint-Linie von J. Hagemeier und im Laufe dieser Arbeit von Transposons
bereinigt wurde.

Keine der Einzel-Nullmutanten zeigte einen offensichtlichen, morphologischen
Phanotyp. Diese Beobachtung kann darauf zurickzufiihren sein, dass geeignete
Bedingungen, in denen die At4CLs spezifische, nicht-redundante Funktionen
erfillen, nicht getestet wurden.

Im Weiteren werden die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung, die im
Anschluss durchgefiihrt wurde, diskutiert.
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Die At4CL1-Nullmutation

Erst spat in dieser Arbeit wurde der biochemische Phanotyp der Zl4cl1-Nullmutante
untersucht. Es zeigte sich, dass in steril angezogenen Wurzeln dieser Linie
spezifisch eine geringe Menge einer Verbindung akkumulierte, deren UV-Spektrum
ahnlich dem des Standards Cumarin war. Es kdnnte sich hierbei um Derivate der in
1-Position zyklisierten 4-Cumarsaure handeln, wobei das UV-Spektrum der
einfachsten Verbindung, Umbelliferon, ein 7-Hydroxy-Cumarin mit der urspringlichen
4-Hydroxygruppe der 4-Cumarsaure, aber noch weiter von der unbekannten
Verbindung abweicht. Eine weitere Verbindung, deren UV-Spektrum ahnlich dem der
Substanz war, die in den Proben der Zl4cl1-Nullmutante auftrat, war die
Prokatechinsdure. Hierbei handelt es sich um das Oxidationsprodukt der
Kaffeesaure, in der die Seitenkette der Phenylpropansaure bis zur Benzoesaure
verkurzt wurde. Durch die niedrige Menge, die in den Extrakten nachweisbar war,
gestaltete sich die Zuordnung schwierig. Obige Spekulationen missen noch durch
Isolierung der Substanz bestatigt werden. Daher wurde die Struktur der Verbindung
bislang noch nicht endgultig aufgeklart.

Ein moglicher Grund fur das Vorkommen dieser Substanz koénnte mit einer
Detoxifizierung der durch die At4CL1-Mutation hervorgerufene Akkumulierung von 4-
Cumarat oder 4-Cumarat-Derivaten zusammenhangen.

Die At4CL2-Nullmutation

Es konnte fir die Nullmutante SL4cl2 kein biochemischer Phanotyp nachgewiesen
werden. Der Grund hierfiur liegt zum Einen womdéglich in der funktionellen
Redundanz mit der Af4CLA1,

kann aber auch darauf zurickzufihren sein, dass die Bedingungen oder die
Gewebe, in denen A#4CL2 eine spezifische Funktion auslbt, nicht untersucht
wurden. Es wurde zwar spekuliert (Ehlting et al., 1999), dass At4CL2 fir die
Synthese von wurzelspezifischen Ligninen verantwortlich ist, in den Analysen der
I6slichen Sekundarmetabolite sowie den nach Hydrolyse zuganglichen Zellwand-
gebundenen Verbindungen konnte dies jedoch nicht bestatigt werden. Kein
Unterschied zu Wildtyp-Mustern war erkennbar. Eine ebenso analysierte Probe von
Wurzel-Gewebe nach Infektion mit P. sylvaticum zeigte keinen Unterschied zu
parallel kultiviertem Wildtyp.

Dies bedeutet, dass unter den untersuchten Bedingungen At4CL2 von At4CLA1,
eventuell —auch At4CL4 funktionell ersetzt werden kann. Dies muss nicht
zwangslaufig in exakt dem gleichen Gewebe stattfinden, ein Transport von
Vorlaufern aus benachbartem Gewebe oder angrenzenden Zellen, die durch andere
Isoformen aktiviert wurden, ware auch denkbar.

Die At4CL3-Nullmutation

Die Analyse loslicher Sekundarmetabolite aus At4cl3-Nullmutanten-Linien zeigte,
dass der Gehalt an Flavonoiden im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen reduziert war. Ein
vollstdndiges Fehlen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, ein
Hintergrundniveau an Flavonoiden wurde detektiert. Wie bereits oben diskutiert, kann
dies auf eine (hier partielle) funktionelle Redundanz der anderen Isoformen
zurtickzufiihren sein. Es zeigte sich jedoch, dass im Fall der Af4CL3-Nullmutation die
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Funktion der ausgefallenen Isoform nur teilweise ersetzt werden kann. Die Synthese
von Flavonoid-Vorldufern fir den Schutz vor UV-Strahlung ist offenbar eine spezielle,
vermutlich die Haupt-Aufgabe der At4CL3. Untermauert wird diese spezifische
Funktion durch die Expression von At4CL3 in der Epidermis, wie es durch transgene
A. thaliana At4CL3-Promotor::GUS-Linien gezeigt werden konnte (E. Kombrink, pers.
Mitteilung). Die Funktionen der anderen Isoformen sind, demonstriert durch die
vorhergehenden Analysen (Ehlting et al., 1999) und diese Arbeit, von der der At4CL3
am weitesten entfernt. Die spekulierte Rolle der At#4CL3 in der Synthese von
Flavonoid-Vorstufen konnte somit bestatigt werden. Hier konnte aber auch
demonstriert werden, dass, obwohl At4CL3 fur die UV-induzierbare Synthese von
Flavonoid-Vorstufen verantwortlich ist, die Aktivitat der anderen Isoformen ausreicht,
um den Verlust der At4CL3-Funktion teilweise zu ersetzen. Dies ist vermutlich auch
der Grund daflir, dass flr die Af4CL3-Nullmutante kein tt4-Phanotyp gefunden wurde
(Abbildung 33, Kapitel 3.5.1, Seite 105). In I6slichen Extrakten von At4CL3-Samen
zeigte sich dies am deutlichsten, hier wurden im Vergleich zum Wildtyp fast
identische Mengen an Flavonoiden nachgewiesen. Die Kompensation der At4CL3-
Nullmutation scheint auch in ausgewachsenen Pflanzen ein héheres Niveau zu
erreichen als in jungem Gewebe. Hier wirde man auch eine verstarkte Aktivitat der
Ligninvorstufen-aktivierenden At4CL1, At4CL2 und At4CL4 vermuten. Welche der
Isoformen flr die nachgewiesene Akkumulation von Flavonoiden verantwortlich ist,
werden Kombinationen von Mehrfachmutanten der A#4CL3 mit den anderen
Mitgliedern der Gen-Familie aufdecken.

Eine der physiologischen Funktionen von Flavonoiden ist der Schutz von Gewebe
vor UV-induzierten Schaden. Die Reduktion von Flavonoiden verringert daher auch
die Menge an UV-absorbierenden Pigmenten. Obwohl eine starke Reduktion im
Gewebe junger Af4CL3-Nullmutantenlinien nachgewiesen wurde, konnte keine
Verringerung der Biomasse in der normalen Entwicklung und nach UV-Stress gezeigt
werden. Dies kann auf ein ausreichendes Hintergrundniveau an Flavonoiden
zurtckzufihren sein, das durch die Aktivitdt der anderen Isoformen erzeugt wird,
ebenso aber stellen Sinapat-Derivate eine weitere Klasse von Verbindungen mit
putativer UV-Schutzfunktion dar. Diese werden ebenfalls Uber den
Phenylpropanstoffweg synthetisiert. Eine Mutante dieses Stoffwechselwegs ist die
AtF5H-Nullmutante fah1-2, in der keine Akkumulation von Sinapat-Derivaten
nachzuweisen ist. Eine Kombination der fah1-2 mit den At4CL-Nullmutanten wird in
weiteren Experimenten helfen, das jeweilige UV-Schutz-Potenzial der beiden
Klassen, Flavonoide und Sinapat-Derivate, zu interpretieren.

Die At4CL4-Nullmutation

Eine Nullmutante des At4CL4-Gens wurde erst gegen Ende der Arbeit isoliert. Hier
war ebenfalls kein morphologischer Phanotyp zu beobachten. Eine erste
biochemische Charakterisierung verschiedener Gewebe zeigte keine Unterschiede
zu Wildtyp-Linien, sodass auch ein biochemischer Phanotyp bislang nicht
nachgewiesen werden konnte. Eine mdgliche Funktion der At4CL4 im Stoffwechsel
zur Synthese von Ligninvorstufen oder Sinapat-Vorstufen wird weiter unten im
Kapitel der Mehrfachmutanten beleuchtet. Anhand der Einzel-Nullmutation war
jedoch keine Ausnahmeposition der At4CL4 zu belegen, eine Kompensation des
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Verlusts an At4CL4-Enzymaktivitat wird vermutlich wie im Fall der At4CL2 durch die
anderen Klasse I-Isoformen stattfinden. Betrachtet man die Expressionsniveaus der
einzelnen Mitglieder, so erscheint es plausibel, dass in der Af4CL1-Nullmutante ein
schwacher biochemischer Phanotyp, wie er oben beschrieben wird, nachweisbar ist,
wohingegen die schwacher exprimierte At4CL2 bereits vollstandig ersetzt werden
kann. Im Fall der sehr niedrigen Expression der At4CL4 ist die Kompensation daher
umso wahrscheinlicher.

Auch hier werden in der Zukunft multiple Mutanten helfen, die Funktion der At4CL4
weiter aufzuklaren und nachzuweisen, welche der Isoformen die Funktion der
At4CL4 in der Nullmutante ersetzen kann.

4.3.3 Charakterisierung einer Mehrfachmutante

Basierend auf dem Modell des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels erschienen
zu Beginn der Arbeit mehrere Kombinationen von Doppel- und Tripel-Mutanten
vielversprechend, um die funktionellen Redundanzen der AtACL-Gene zu
Uberwinden. Am attraktivsten war die Kombination der Einzelnullmutanten von
At4CL1, AfACL2 und Af4CL3 zu einer homozygoten Tripelmutante, die alle zu
diesem Zeitpunkt bekannten Isoformen abdeckt. Im Laufe der Arbeit wurde nicht nur
die vierte Isoform At#4CL4 identifiziert, die die Familie der At4CLs
hochstwahrscheinlich vervollstandigt, sondern die anfangliche Fragestellung der in
vivo-Funktionsanalyse wurde auch erweitert. Nullmutanten von insgesamt sechs
Genen des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels wurden eingesetzt, um
moglichst viele strategische Punkte innerhalb des Stoffwechsels zu erfassen. Da
bereits frih mit der At4CL3-Nullmutante gezeigt werden konnte, dass At4CL3 als
einzige Klasse ll-Isoform eine Sonderstellung einnahm, konnten die Auswirkungen
der Nullmutation auf die Synthese von Flavonoid-Derivaten detailliert untersucht
werden. Daher wurde der zweite Schwerpunkt der Arbeit mit Mutanten auf die
Erzeugung einer Mutante gelegt, mit deren Hilfe der zweite Ast analysiert werden
sollte, der vom allgemeinen Phenylpropanstoffwechsel ausgeht: die Synthese von
Lignin- und Zellwand-gebundenen phenolischen Vorstufen.

Nach dem Modell des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels (Abbildung 1, Kapitel
1.1.5, Seite 16) liegen die Enzyme der Gene AtF5H, At#4CL1 und A#4CL2 an
Schlisselpositionen. Die Synthese von Lignin-Vorstufen und allen weiteren C6-C3
Verbindungen des Phenylpropanstoffwechsels sollte Uber diese drei Enzyme
ablaufen. Eine Untersuchung verschiedener Kombinationen der Nullmutanten dieser
Schlissel-Gene sollte die anhand von in vitro-Daten postulierten Positionen der
Enzyme im in vivo-Stoffwechsel nachweisen oder erweitern. Die Kombination der
Nullmutanten aller drei Gene sollte somit die Kontrolle Uber den gesamten
Stoffwechsel der Lignin- und Zellwand-gebundenen phenolischen Vorstufen
demonstrieren.

Ausgangspunkt der Analysen waren segregierende Populationen mehrerer
heterozygoter Linien von Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2-Nullmutanten. Erste Versuche und die
molekularbiologische Charakterisierung hatten bereits gezeigt, dass homozygot
mutierte Allele von Zl4cl1 und SL4cl2 miteinander kombiniert einen retardierten
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Wuchs alterer Pflanzen verursachen. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die
Entwicklung der Pflanzen auf der Altersstufe von etwa 5 Wochen stehenblieb,
wahrend bei den Wildtyp-Linien die primaren und sekundaren Sprossachsen ihre
volle Lange erreichten. Eine direkte Verbindung der Mutationen mit dem Phanotyp
wurde vermutet, da in diesem Alter verstarkt Lignin-Bildung fiir die volle Ausbildung
der Sprossachsen erforderlich ist. Weitere morphologische und histochemische
Untersuchungen des Phanotyps werden in Zukunft zuséatzliche Merkmale
nachweisen, die durch die Mutationen verursacht werden.

Eine biochemische Analyse sollte mdgliche Hinweise zur Erklarung des
beobachteten Phanotyps geben. Mit Hilfe von HPLC wurden methanolische Extrakte
I6slicher  Sekundarmetabolite  sowohl von homozygoten  At4CL1/At4CL2-
Nullmutanten als auch von Mutantenlinien, in denen die homozygote Tripelmutation
vorlag, analysiert. Als Kontrolle dienten jeweils Doppel-Mutanten, die das dritte Allel
heterozygot trugen.

In den Proben der fah1-2-Nullmutante konnten wie erwartet weder Sinapat-Derivate
noch eine Akkumulation von AtF5H-Edukten nachgewiesen werden. In den Extrakten
der homozygoten Tripel-Mutante Zl4cl1/SL4cl2/fah1-2 wurden drei flr diese Mutante
spezifische Peaks identifiziert. Durch Vergleiche mit UV-Spektren von Standards
wurde die Vermutung nahe gelegt, es handele bei diesen Verbindungen um Derivate
der 4-Cumarsaure und der Ferulasaure, den Edukten der mutagenisierten Enzyme.
In den Extrakten der homozygoten Doppel-Mutante Zl4cl1/SL4cl2 mit zumindest
einem intakten AtF5H-Allel wurden die drei oben beschriebenen Verbindungen
ebenfalls identifiziert. Dieses Resultat wirft weitere Fragen zu der Funktion der AtF5H
auf. Da die Sinapat-Konzentrationen in dieser Linie mit denen des Wildtyps
Ubereinstimmten, erfullte die AtFS5H ihre natlrliche Aufgabe, die Synthese von
Sinapat-Vorstufen, dies jedoch, ohne die Mengen an akkumulierendem Ferulat zu
reduzieren. Dies kénnte mehrere Griinde haben. Die prinzipielle Moglichkeit, dass
das Enzym die beobachteten hohen Mengen an Sinapat-Vorlaufern erzeugen kann,
dann jedoch keine weitere Kapazitat fir die Umsetzung der gering erhéhten Menge
an Ferulat, ihrem putativen Substrat, mehr aufweist, ist nicht plausibel. Daher kann
spekuliert werden, dass entweder Ferulat oder das hier in derivatisierter Form
vorliegende Ferulat kein Substrat flr die AtF5H darstellt, sondern dass sie
moglicherweise ihre Funktion im Stoffwechselweg auf der Ebene bereits aktivierter
Vorstufen ausibt. Dies wirde implizieren, dass die Aktivitat der Af4CL3 oder eher
der At4CL4 in der homozygoten Doppel-Mutante Zl4cl1/SL4cl2 ausreichend ist,
genugend aktivierte Vorstufen flr die Synthese der beobachteten Sinapat-Derivate
bereitzustellen.

Der oben beschriebene Phanotyp konnte direkt durch die Akkumulation von
Zimtsaure-Derivaten hervorgerufen werden, die als toxisch gelten. Aus diesem
Grund sind die in pflanzlichen Geweben nachzuweisenden Verbindungen
Ublicherweise derivatisiert durch die Kopplung an z.B. Zucker, Maleinsaure oder
Cholin. Die glykosylierte Form stellt hdufig die Transportform oder Lagerform von
anderen Phenylpropanen in der Vakuole dar. Die UV-Spektren deuteten zwar auf
Zimtsaure-Derivate hin, die Retentionszeiten der Verbindungen in den HPLC-Laufen
gaben jedoch weitere Hinweise darauf, dass die Verbindungen bereits verestert
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vorlagen. Diese Reaktion kann mdglicherweise von cytosolischen Enzymen
katalysiert werden, die ebenfalls Sinapinsdure derivatisieren sollen. Vier dieser
Enzyme (Hydoxyzimtsaure-Transferasen) wurden bereits in A. thaliana identifiziert:
SGT (Sinapat- oder HCA GT, Hydroxyzimtsaure-Glucosyltransferasen, Milowski et
al., 2000), zusatzlich zu der bereits charakterisierten SMT (Sinapat Malattransferase,
Lehfeldt et al., 2000). Besonders auffallend ist hier, dass eine der Isoformen (AHCA
GT3) die héchste Spezifitat zu 4-Cumarat und Sinapat zeigte, Substrate, die unter
physiologischen Bedingungen in A. thaliana-Gewebe nicht nachweisbar waren. Die
Isolierung und Strukturaufklarung der in den A. thaliana Nullmutanten
akkumulierenden Verbindungen kénnen diese Fragen in Zukunft klaren.

Eine Erklarung des beobachteten Phanotyps der At4CL1/ At4CL2-Nullmutante auf
Grund der vorlaufigen Ergebnisse der biochemischen Untersuchung kénnte auch die
mangelnde  Fahigkeit der Pflanzen sein, Lignin- und phenolische,
zellwandgebundene Verbindungen aufzubauen. Da Lignin nicht nur wichtig fur die
strukturelle Integritdt der Sprossachsen ist, sondern auch durch hydrophobe
Eigenschaften in den Leitbundeln mitverantwortlich ist fur den Wassertransport,
kénnte der beobachtete Phanotyp bedeuten, dass Pflanzen mit Lignindefizienz
grolenlimitiert sind. Kollabieren der Leitbindel, wie es bereits fir transgene
Tabaklinien mit unterdriickter CAD (Zimtsaure:CoA Reduktase) demonstriert wurde
(Piquemal et al., 1998), konnte eine der Konsequenzen sein, die weiteres Wachstum
Uber eine Schwelle hinaus begrenzt. Ebenso denkbar ware eine durch das fehlende
Lignin reduzierte physikalische Stabilitat der Sprossachsen. Es wurde bereits
beschrieben, dass Pflanzen in gewissem Rahmen in der Lage sind, Lignindefizite zu
kompensieren. Dies kann entweder auf der Stufe der Monomer-Zusammensetzung
geschehen, wie es z.B. beschrieben wurde fir eine Anhebung des H-
Monomergehalts in 4CL-"anti-sense"-supprimiertem transgenen Tabak (Kajita et al.,
1997), eine Anhebung des S-Monomergehaltes in F5H Uberexprimierenden
transgenen Pappeln (Franke et al., 2000) oder aber fiir eine Erhéhung des Zellulose-
Gehalts, wie es in transgenen 4CL-"antisense"-supprimierten Espen (Hu et al., 1999)
gezeigt wurde. Das haufigste Problem der Interpretation der Phanotypen solcher
Linien war bislang die Restaktivitat der supprimierten Enzyme. Was genau auf
biochemischer Ebene in den hier erzeugten und beschriebenen At4CL-Nullmutanten
den Phanotyp bewirkt, kann in Zukunft detailliert iber Histochemie und Ligninanalytik
untersucht werden.

Besondere Fragestellungen werden dabei in Zukunft sicher von groRem Interesse
sein:

In welchem Ausmal ist eine Ligninreduktion kompatibel mit normaler Entwicklung
der Pflanze und bis zu welchem Umfang toleriert die Pflanze Anderungen der
Ligninzusammensetzung?

Welchen Einfluss hat eine Ligninreduktion auf die primaren Zellwande und die Zell-
Expansion?

Kann die polymere Struktur des Lignins mdglicherweise aus mehr als den drei
bekannten, konventionellen Monomeren aufgebaut werden?
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5 Zusammenfassung

Die Synthese der Flavonoide und der Hydroxyzimtsaure-Derivate, zwei Klassen
pflanzlicher Sekundarmetabolite, geht von einem zentralen Stoffwechselweg, dem
allgemeinen Phenylpropanstoffwechsel aus. In vitro Untersuchungen in A. thaliana
bildeten die Grundlage eines Modells, nach dem die Familie der 4-Cumarat:CoA
Ligasen zentrale Positionen an den Abzweigungen in die beiden
Unterstoffwechselwege besetzen (Ehlting et al., 1999).

Ziel des Projekts war die Aufschllisselung der Funktionen der drei zu diesem
Zeitpunkt bekannten Isoformen der A. thaliana 4-Cumarat:CoA Ligasen in vivo.

Detaillierte in silico Untersuchungen fuhrten in dieser Arbeit zur Entdeckung einer
weiteren Isoform, Af4CL4. Anhand von phylogenetischen und genomischen
Analysen konnte die A#4CL4 nicht nur den Klasse |-4CLs zugeordnet werden,
sondern auch ein Modell vorgeschlagen werden, das die Evolution der At4CL-Familie
in A. thaliana beschreibt. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit konnte
postuliert werden, dass die Familie der At4CLs mit den vorliegenden vier Isoformen
vollstandig ist.

Die Isoform At4CL4 wurde heterolog exprimiert und enzymkinetisch als bona fide
4CL charakterisiert. Zu diesem Zeitpunkt war die At4CL4 die erste klonierte und
heterolog exprimierte 4CL, die in vitro die Aktivierung von Sinapinsaure katalysierte.
Heute teilt sich die At4CL4 diese Sonderstellung mit der kirzlich publizierten Soja
GmACL1 (Lindermayer et al., 2002). Der At4CL4-katalysierten Aktivierung von
Sinpinsaure bzw. Ferulasaure kdénnte eine Rolle im Stoffwechselweg zu den Sinpat-
Derivaten oder Ligninvorstufen zukommen.

Mit Expressionsanalysen auf RT-PCR Ebene wurde die mRNA-Akkumulation der
At4CLs in unterschiedlichen Geweben sowie nach UV- und Elicitor-Behandlung von
Suspensionszellkultur untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass A#4CL4 sehr
schwach exprimiert wird, grundsatzlich aber ein Muster ahnlich zu den beiden
anderen Klasse I-Isoformen A#4CL1 und A#4CL2 besitzt. Dieses Resultat
untermauert zum Einen ihre Position im Stammbaum und I&sst zum Anderen eine in
vivo Funktion assoziiert mit der Synthese von Ligninvorstufen und anderen
phenolischen Verbindungen erwarten.

Zu Beginn der Arbeit lag bereits eine At4CL1-Nullmutante aus einer
Transposonpopulation vor (J. Hagemeier, MPI fir Zichtungsforschung). Der
genomische Hintergrund dieser Linie wurde vollstdndig von Transposons befreit. Zu
jedem weiteren Mitglied der At4CL-Familie wurde mindestens eine stabile
Nullmutante isoliert, molekularbiologisch und biochemisch charakterisiert.

Fiar keine der Einzel-Nullmutanten konnte eine morphologische Veranderung des
Habitus gegenltber dem Wildtyp festgestellt werden.
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Von den Klasse I-Isoformen war nur in methanolischen Extrakten I8slicher
Sekundarmetabolite aus Wurzeln der At4CL1-Nullmutante eine Veranderung des
HPLC-Profils gegentber dem Wildtyp nachweisbar. Die geringe, wenn auch
spezifische Akkumulation einer bislang unbekannten Verbindung, mit einem UV-
Spektrum ahnlich dem des Cumarins, wurde nachgewiesen. Daraus konnte
geschlossen werden, dass die Klasse I-Isoformen in vivo unter den hier
vorherrschenden Bedingungen redundante Funktionen ausiben und den Verlust
eines Mitglieds kompensieren kdnnen.

In den HPLC-Profilen der At4CL3-Nullmutante konnte eine Reduktion, nicht aber
vollstandiges Fehlen von Flavonoiden nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Auspragung des Af4CL3-Nullmutanten-Phanotyps in
verschiedenen Organen und Entwicklungsstufen unterschiedlich stark war. Im
Gegensatz zum Wildtyp konnte keine UV-induzierbare Akkumulation von
Flavonoiden in der A#4CL3-Nullmutante nachgewiesen werden. Aus diesen
Ergebnissen wurde geschlossen, dass die Aufgabe der einzigen A. thaliana Klasse
I-4CL, At4CL3, in der Aktivierung von Flavonoid-Vorstufen besonders in jungen
Pflanzen und nach UV-Perzeption besteht. In alteren Pflanzen und in bestimmten
Geweben kann die Funktion der At4CL3 jedoch von anderen Isoformen partiell oder
sogar vollstandig ibernommen werden, wie anhand der HPLC-Profile von Samen
gezeigt wurde.

Um die hier nachgewiesenen funktionellen Redundanzen zu Uberwinden, wurden
multiple Nullmutanten durch Kombination der in dieser Arbeit isolierten At4CL-Einzel-
Nullmutanten generiert. Zwei weitere, nicht selbst hergestellte Mutanten der Gene
AfCHS und AfF5H wurden hinzugezogen, um moglichst viele strategische Punkte
des Metabolitenflusses im Phenylpropanstoffwechsel abzudecken.

Die morphologische und biochemische Charakterisierung von Nachkommen der
ausgewahlten At4CL1/At4CL2/AtF5H-Tripel-Mutante zeigte, dass ein homozygoter
Defekt von Af4CL1 kombiniert mit At4CL2 zu einem Stagnieren der pflanzlichen
Entwicklung im Alter von 5-6 Wochen fiihrte. In HPLC-Profilen dieser homozygoten
Doppelmutante konnte die Akkumulation von drei, in Wildtyplinien nicht
nachweisbaren Verbindungen gezeigt werden, die vermutlich 4-Cumarat- und
Ferulat-Derivate darstellen. Die Analyse zeigte, dass dieser Defekt in jungen
Pflanzen durch die Funktion von At4CL3 und/oder Af{4CL4 ausgeglichen werden
kann. In der weiteren Entwicklung jedoch kann die verstarkte Ligninifizierung zu
einem hohen Bedarf an aktivierten Vorstufen fiihren, der nicht mehr gedeckt werden
kann. Daraus wurde geschlossen, dass die Funktionen von Af4CL1 und At4CL2 in
der Synthese von Vorstufen des Lignins und weiteren phenolischen Verbindungen
der spaten Entwicklungsstadien bestehen.

Weiter konnte gezeigt werden, dass eine funktionelle AtF5H die in der
At4CL1/At4CL2-Doppel-Nullmutante akkumulierenden Verbindungen nicht verwerten
kann. Méglicherweise katalysiert AfF5H daher keine Umsetzungen auf der Stufe der
Hydroxyzimtsduren sondern spater im Stoffwechsel auf der Ebene der CoA-
aktivierten Hydroxyzimtsaure-, der Hydroxyzimtaldehyd- oder der
Hydroxyzimtalkohol-Derivate. Eine mdgliche Schlussfolgerung hieraus war, dass die
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AtF5H-abhangige Synthese der Sinapat-Derivate Vorstufen einschlie3t, die Uber
At4CL3 oder At4CL4 aktiviert werden.

Basierend auf der Interpretation der mit Hilfe der Nullmutanten gewonnen
Informationen wurden in vivo Funktionen der At4CLs abgeleitet. Das zu Beginn der
Arbeit zugrunde gelegte Modell des allgemeinen Phenylpropanstoffwechsels konnte
mit diesen in vivo-Daten untermauert, prazisiert und erweitert werden. Detaillierte
und tiefergehende Analysen der Nullmutanten kénnen in Zukunft weitere
Informationen hinzufiigen und die Beschreibung der hier postulierten Funktionen
erweitern.

148



Ausblick

6 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ansatzweise die komplexen Wechselwirkungen und
das Zusammenspiel einzelner Enzyme einer Multi-Genfamilie beleuchtet. Im
folgenden Abschnitt sollen kurz die Perspektiven von vier Gebieten angesprochen
werden, die sich aus dieser Arbeit ergaben und in Zukunft von weiterer Bedeutung
sein kdnnen.

Die detailliertere Funktionsanalyse kombinierter Nullmutanten kann der in vivo
Aufgabe der At4CL-Familie weitere Facetten hinzufugen. Neben der Bedeutung fir
die Entwicklung bestehen weitere Aufgaben von Lignin und Zellwand-gebundenen
phenolischen Verbindungen in der Abwehr von Pathogenen. Der Aufbau
praformierter Barrieren gegen Infektionen, die induzierte Synthese von Botenstoffen
fur die systemische Resistenz und die rasche Synthese phenolischer Verbindungen
zur Verstarkung der Zellwand nach Erkennung eines Pathogens sind Beispiele der
Bedeutung von Zimtsaurederivaten in der pflanzlichen Pathogenabwehr. Mit der
Kombination der Nullmutanten von At4CL1 und AtCL2, deren Gene beide durch
Pathogen-Infektion transkriptionell stark aktiviert werden, kann der Zusammenhang
der Synthese phenolischer Verbindungen mit pflanzlicher Verteidigung in vivo
untersucht werden.

Biochemische Komplementation durch Gabe von lI6slichen Lignin- oder Flavonoid-
Vorstufen kénnte die Mutationen in At4CL1/AtCL2 bzw. At4CL3 mit den Phanotypen
verknipfen. Genetische Komplementation ist jedoch eine elegantere Strategie, die
sich hierfir anbietet, die aber auch zudem noch die Madglichkeit eroffnet, im
pflanzlichen Nullmutanten-Hintergrund veranderte Varianten von 4CLs auf ihre
Eigenschaften zu testen, die Uber die Komplementation des Phanotyps hinausgehen
konnen. Die Mutanten konnen in Zukunft die Basis zur Erzeugung transgener, 4CL-
exprimierender Linien unter der Kontrolle endogener oder synthetischer Promotoren
darstellen. Hier konnte die heterologe Exprimierung der putativen Klasse [-Pp4CL
aus dem ligninfreien Moos P. patens zeigen, inwieweit funktionelle Redundanz zu
den Blutenpflanzen-4CLs besteht.

Die genomischen Informationen von A. thaliana waren in dieser Arbeit
Ausgangspunkt zur Identifikation des mutmallich letzten At4CL-Familienmitglieds. In
den phylogenetischen Analysen wurden mehrere Gruppen von 4CL-ahnlichen
Proteinen entdeckt, aber bedingt durch den relativen Unterschied der Sequenzen
und speziellen Aminosaureaustauschen an Positionen, die flr die Funktion der 4CLs
bedeutend sind, kann davon ausgegangen werden, dass sie moglicherweise
mechanistisch ahnlich arbeiten, funktionell aber eine andere Bedeutung haben. Die
Aufklarung der Funktionen dieser 4CL-ahnlichen Proteine kann durch Nutzung
bekannter Eigenschaften der 4CLs erleichtert werden.

Alle Untersuchungen dieser Arbeit fanden in einem Modellorganismus mit niedriger
Komplexitat der untersuchten Stoffwechselwege statt. Die gewonnenen Ergebnisse
kénnen auf weitere Pflanzen Ubertragen werden. Die Ubertragung der hier
gewonnenen Erkenntnisse auf weitere Organismen kann zum einen den Wert von A.
thaliana als Modellsystem zur Untersuchung manipulierter
Phenylpropanstoffwechselflisse unterstreichen. Zum anderen kdnnen in weiteren
Organismen in Verbindung mit deren spezifischen Eigenheiten weitere Erkenntnisse
zu den Stoffwechselwegen gewonnen und genutzt werden. Im Anschluss an
detaillierte Ligninanalytik der A. thaliana-Nullmutanten ware ein Beispiel mit
kommerzieller Bedeutung die gezielte Manipulation des Phenylpropanstoffwechsels
in Baumen. Durch Veranderung der 4CL-Aktivitat kdnnten sich dort Uber gerichtete
Modifikation der Ligninzusammensetzung die physikalischen Eigenschaften des
Holzes modellieren lassen.
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Tabelle 4: Herkunft der fiir die phylogenetischen Analysen verwendeten 4CLs.

Name und Genebank
identifier

Organismus

Liange der

Aminosduresequenz

AeBZL CAD21640 Azoevarcus evansii 533
At4CL like CAB81058 Arabidopsis thaliana 544
At4CL 1 Arabidopsis thaliana 561
At4CL 2 Arabidopsis thaliana 556
At4CL 3 Arabidopsis thaliana 561
At4CL4 Arabidopsis thaliana 571
Ca4CL AF212317 1 Capsicum annum 542
Gm4CL2 AAC97600 Glycine max 547
Gm4CL3 AAC97599 Glycine max 570
Gm4CL4 CAC36095 Glycine max 562
Gm4CL1 AAL98709 Glycine max 546
HhPCL bakteriell ECTHA Halorhodospira halophilia 391
Le4CL BAA08365 Lithospermum erythrorhizon 636
Le4CL BAA08366 Lithospermum erythrorhizon 585
Lp4CL1 aaf37732 AF052221 1 Lolium perenne 570
Lp4CL2 aaf37733 AF052222 1 Lolium perenne 556
Lp4CL3 aaf37734 AF052223 1 Lolium perenne 557
Nt4CL T02074 Nicotiana tabacum 542
Nt4CL1 024145 Nicotiana tabacum 547
Nt4CL2 024146 Nicotiana tabacum 542
Os4CL1 P17814 Oryza sativa 563
0Os4CL2 L43362 AAAB9580 Oryza sativa 569
Pb4CL1 T07909 Populus balsamifera subsp. 557
trichocarpa x Populus deltoides
Pb4CL2 TO7908 Populus balsamifera subsp. 548
trichocarpa x Populus deltoides
Pb4CL3 AF283552_1 Populus balsamifera subsp. 540
trichocarpa x Populus deltoides
Pb4CL4 AAK58909 Populus balsamifera subsp. 579
trichocarpa x Populus deltoides
Pc4CL2 CAA31697 Petroselinum crispum 544
PtPi4CL1 P41636 Pinus taeda 537
PtPi4CL2 T09755 Pinus taeda 537
PtPo4CL AAL56850 Populus tomentosa 536
PtQa4CL T08074 Populus tremuloides 535
PtQa4CL2 T08075 Populus tremuloides 570
Rc4CL bakteriell PCL Rhodobacter capsulatus 417
Ri4CL1 AAF91310 AF239687 1 Rubus idaeus 543
Ri4CL2 AAF91309 AF239686 1 Rubus idaeus 544
Ri4CL3 AAF91308 AF239685 1 Rubus idaeus 591
RpBZL bakteriell AAK39104 Rhodopseudomonas palustris 523
Rs4CL bakteriell PCL_RHOSH Rhodobacter shpaeroides 411
Sc4CL bakteriell CAB95894 Streptomyces coelicolor 522
St4CL1 SOLTU Solanum tuberosum 545
Vp4CL 024540 Vanillia planifolia 553
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Abbildung 43: Baumdarstellung der phylogenetischen Analyse eines
reduzierten Satzes mit fiir jede Klasse reprasentativen 4CLs.

Eine Bootstrap-Analyse nach dem “Branch-and-Bound” Kriterium (“exhaustive
search”, maximum parsimony, 500 Durchlaufe) wurde zur Ermittlung des optimalen
Baums durchgefiihrt. In der zeitaufgeldésten Darstellung rechts sind signifikante
Bootstrap-Werte oberhalb der Aste angegeben, Distanzwerte unterhalb, links
dargestellt der ungewurzelte Baum mit Astlangen relativ zur Distanz, signifikante
Bootstrap-Werte sind an den Asten angegeben. Vertreter der Klasse | 4CLs sind gelb
bzw. orange fur die mutmalilichem Mitglieder, Klasse |l 4CLs sind blau hinterlegt.
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Abbildung 44: Ungewurzelte Baumdarstellung der phylogenetischen Analyse
annotierter 4CLs und den nachsten 4CL-ahnlichen Verwandten in A. thaliana.

Eine Bootstrap-Analyse der heuristischen Suche (maximum parsimony, TBR, 500
Durchlaufe) nach dem optimalen Baum wurde durchgefihrt. Signifikante Bootstrap-
Werte sind an den Asten angegeben, Distanzwerte entsprechen der relativen Lange

der Aste. Vertreter der Klasse | 4CLs sind

Mitglieder, Klasse Il 4CLs sind blau hinterlegt. Die Gruppe der zu den

nachsten Verwandten ist grin unterlegt.

gelb bzw. orange fir die mutmflichem
4CLs
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Tabelle 5: MutmaRliche cis-aktive Elemente, identifiziert mit Hilfe der PLACE
Datenbank.

Die Bezeichnung der Elemente wurde von der Datenbank Ubernommen. Die
Konsensussequenzen, angegeben in der zweiten Spalte, wurden dort, wo sie in den
Prmomotoren gefunden wurden, in der Spalte der Gene At4CL1 bis At4CL4 mit ihrer
relativen Position zum ATG aufgefiihrt. Soweit angegeben, steht in Klammern der
Wert, der statistisch die Haufigkeit des jeweiligen Elements in der Lange des
Promotors reprasentiert.

Gen/Element Sequenz 4CL1  4CL2  4CL3  4CL4
1004bp 1553bp 633bp 1598 bp
ACEAtCHS GACACGTAGA/ 250
TACGTGTC
ABREMOTIFAOSOSE/ ThcoTare/
ACGTABREMOTIFA2
ACGT A Box TACGTA 204
ACGT Box AACGTT 65
(0.76)
ARFAT TGTCTC -768
-221
(0.76)
ATHB2ATCONSE CAATSATTG 187
CCA1ATLHCB1 AAMAATCT 50 604
D3GMAUX28 TATTTGCTTAA 587
ELRECOREPCRP1 TTGACC 693
-515
GT1 Consensus GRWAAW -47 -1479 -605 1266
-164 -1241 -311 -1113
-244 -976 -546 -807
-302 -891 191
-329 -884 -174
-336 -563 78
-358 -285 -1375
-508 -254 -1259
-570 -31 -958
-594 -1007 910
-620 -867 -875
-648 -553 -672
-840 -1099 -1245
-979 -820
(3.9) (6.1)
GT1MOTIFPSRBCS KWGTGRWAAWRW -304
(0.02)
HBOXCONSENSUSPVCHS CCTACCNNNNNNNCT -276
HDZIP2ATATHB2 TAATMATTA 124
-374
[-Box GATAAG -690 -1338
(0.5) (0.8)
INRNTPSADB YTCANTYY -546 -370 -1112
-864 -196
-41 -104
-1136
-1015
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-341
-806
(1.5)
LTRE1HVBLT49 CCGARA -113 -499
(0.5) (0.8)
MARARS WTTTATRTTTW -513
Mara-Box AATAARYAAR -399
Mart-Box TTWIWTTWTT -927 -40
-464
-427
Myb2At TAACTG -343
(0.5)
Mybcore CNGTTR -883 -1316 -379 -1428
-343 -740 -264 -513
(3.9) -622 -83
-764
-682
-604
-625
-1025
(6.1)
MybGAHV TAACAAA -341
Mybplant MACCWAMC -58 -233 -300 -1029
-159 -124
(0.25) (0.4)
MYBPZM CCWACC -157 -122 -328 -735
(1.0) (1.5) -246
PALBoxAPc seciele -1252
PALBoxPPc YTYYMMCMAMCMMC -163
VSF1PVGRP18 GCTCCGTTG -1319
WBOXPcWRKY1 TTTGACT -965 -1133
WBOXAtNPR1 TTGAC -879 -1168 -270
(2.0) (3.0) -515

-421

Tabelle 6: Haufigkeit und Verteilung von W-Boxen in Promotoren von
Phenylpropanstoff-Genen. (auf der folgenden Seite dargestelit)

Gene verschiedenster Organismen wurden durch einen BLAST Suchlauf in den
Datenbanken (MIPS, NCBI oder ENTREZ) ermittelt. AnschlieRend wurde nach

163



Anhang

Verfugbarkeit die Promotorsequenz stromaufwarts des annotierten ATG-Startcodons
extrahiert und mit Hilfe der PLACE Datenbank auf das W-Box Motiv TTGACC in
Richtung des kodierenden Stranges und der Gegenrichtung untersucht. Es wurden
nur Sequenzen verglichen, deren Promotorsequenz eine Lange von mindestens 950
bp aufwies. Es sind die Positionen von W-Boxen angegeben, die sich anschlielend
in den bis zu 1000 bp vor den ATG nachweisen lie3en.

Organismus/ Genebank identifier | Position

Gen mutmalflicher
W-Box
<ttgacc>

At C4H 1773286 -

At PAL 6434245 (BAC) 893

At PAL1 20197941 (BAC) --

At PAL2 497420 925

At PAL3 507947 --

At4CLA1 5702183 --

At4CL2 5702185 --

At4CL3 5702189 --

At4CL4 5702185*(siehe 515 693

Anmerkung)

At CHS 166669 --

Os (jap) | 21104777 (BAC) -

hypoth. C4H

prob. Os4CL3 bankit 511187 --

prob. Os4CL4 bankit 511335 --

prob. Os4CL5 bankit 511375 --

Nt PALB 2564056 -

Nt PALA 2564054 962
Nt PAL1 170349 -

Me PAL2 14326458 -

St PAL1 21496 895
Le PAL 310937 560 925
Dc PAL 2618589 -

Pc 4CL1 20430 934
Pc 4CL2 20434 -

Vv PAL2 3288719 226 917 985
In PAL 12240239 -

Bp PAL 8249040 -

Ps PAL1 217981 480 800
Ps PAL2 217983 543 566

Pk PAL2BA 1109640 —

Pk PALA 485808 280

Pt 4CL 15636676 873

*Promotor von At4CL4 liegt unannotiert mit auf dem 4CL2 Bereich.

At Arabidopsis thaliana, Os Oryza sativa, Nt Nicotiana tobaccum, Me Manihot
esculenta, St Solanum tuberosum, Le Lycopersicon esculentum, Dc Daucus carota,
Pc Petroselinum crispum, Vv Vitis vinifera, In Ipomoea nil, BP Betula pendula, Ps
Pisum sativum, Pk Populus kitakamensis, Pt Populus tomentosa;
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Sequenzvergleich von 4CLs verschiedenster Organismen

auf Aminosaureebene

Das Alignment wurde mit

Hilfe des Programms pileup erstellt
(Parameter: gap creation penalty Standartwert 5, gap extension penalty
Standardwert 1; Wisconsin Package Version 10.2, Genetics Computer
Group (GCG), Madison, Wisc.) und liegt den phylogenetischen Analysen
zugrunde. Der Ursprung und die Quellen der Sequenzrohdaten wird

beschrieben im Kapitel 2.7.12 (Seite 43).

At Arabidopsis thaliana, Lp Lolium perenne, Pb Populus balsamifera
subsp. trichocarpa x Populus deltoides, Ri Rubus idaeus, St Solanum
tuberosum, Os Oryza sativa, Nt Nicotiana tobaccum, St Solanum
tuberosum, Le Lithospermum erythrorhizon, Pc Petroselinum crispum,

Ps Pisum sativum, PtPi Pinus taeda, PtQa Populus tremuloides.

Markiert sind die konservierten Peptidmotive Box | und |l sowie die
einzige Position, in der die Soja Gm4CL1 und die A. thaliana At4CL4

eine vom allgemeinen Konsensus abweichende Deletion tragen.

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CLl
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

st4cL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CLl
Ri4CL1
GmaCL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
GmaCL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CL1
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

St4CL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CLl
Ri4CL1
Gm4CL2

~~MMSVATVE
~~MMSVATVE
~~MTTVAASL
~~MITLAPSL
KPEISPNIIS
~~MLSVASPE

51

ADA....PPA
EESVVAVAPA
QQQPESAAPA
VS.QVMEKQS

VNDQNDQKQC SN

~~MPMETTTE
~~MPMD. .TE
~~MPMENETR

TEASPEIIFR
NNNNSDVIFR
...DVIFR
NDQAQEFIFR
KDQVQEFIFR
HQDDHEFIFR
VAPKEDLIFR
VAPKEDLIFR
...HGDIIFR
...QVDIIFR
TKQSGDLIFR
TKQSGDLIFR

EEQKKDIIFR
TDQK.DIIFR
MNSQEEFIFR
MNPQEEFIFR
MNPQ.EFIFR
QTPQHNIVYR
DGSRRELIFR

SKLPDIEIPT
SKLPDIEINN
SKLQDIAITN
SKLPDIYIPN
SRLPDIYIPN
SKLPDIHIPN
SKLPDIYIPN
SKLPDIYIPN
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPN
SKLPDIYIPN
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIYIPK
SKLPDIHIPN
SKLPDIYIPK

PPKPELS. . .
PPKPELS. . .
DAKEVST. . .

DVISTSQ.. .
TQKPELSST.
~~~MITAALH

HLTLQDYCFQ
EQTLQSYCFE
TLPLHRYCFE
HLSLHDYIFQ
HLPLHDYIFE
HLPLHTYCFE
HLPLHTYCFE
HLPLHTYCFE
HLPLHTYCFE
HLPLHTYCFE
HLPLHSYCFE
HLPLHSYCFE
HLPLHSYCFE
HLPLHSYCFE
HLPLHSYCFE
NLPLHSYCFE
HLPLHSYCGE
NLPLHSYVLE
NLPLHSYVLE
NLPLHSYVLE
HLPLHSYIFQ
HMPLHSYCFE

VAAPEVQQPQ
VAAPEA . QPQ
...P..PQNQ
.P..PONQ

. SKTDQNQ

. PKTDQNQ

.. .TQPEQKQ
APPSSTPQNQ
EPQIHKPTDT
MVLQQQTHFL
100
RLP...ELSA
KMA. . .EVAS
RLP...EVAA
NIS...EFAT
NIS...EFAA
NLS. . .RFKD
KLS. . .QFKD
NIS...QFHD
NIS...KVGD
NIS...KVGD
NIS...EFSS
NIS...EFSS
NIS...EFSS
NLS. . .EFNS
NIS...EFNS
NIS...KFSS
NIS...QFSS
NLS. . .KYSS
NLS. . .KHSS
NLS. . .KHSS
NKS. . .HLTS
NLR. . .ECGS

PtPi4CL1
Gm4CL1
LpaCLl
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CLl
Pc4CL2
Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1
stacL
Ca4CL
Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3
PtPo4CL
PtQa4CL1
Ri4CL1
Gm4CL2
PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CLl
0s4CL2
Pb4CL4
PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CL1
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1l

St4cCL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CL1l
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CL1
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

st4crL

V...AAAVDE
NAPSSHETDH
NAPSSHETDH
VCDCDPQTSH
V. .SDPQTSH
QPPTT.TTHH
SSISGDNNSN
SVVSDDVLPH
TKKIDQEDEE

101

RACLIDGATG
RPCIIDGQTG
RPCLIDGTGG
KPCLINP.TG
KPCLING.PG
NPCLINGPTG
NPCLINGPTG
RPCLINGNTG
KSCLINGATG
KSCLINGATG
RPCLINGANK
RPCLINGANK
RPCLINGAND
RPCLIDGAND
RPCLIDGAND
RPCLINGATD
RPCLINGSND
KPCLINGANG
KPCLINGANG
KPCLINGANG
KPCIINGTTG
RPCLINAPTG
RPCLIDGATD
RPCLIDGDTG
APCLITAATG
APC.IAAATG
RPCLISGSTG
RPCLISGSTG
RPCLIVGPAA
RPCL.VGPAS
RPCLIIGSTG
RTCIIDSKTG
KPCLIVGSTG
TTCIIDGATG

151

EFAFVFLGAA
EFAFSFLGAA
EFVLSFFAAS
EFVLSFLAAS
EVVLTFLAAS
EFVFAFLGAS
EFVFAFLGAS
EFAFAFLGAS
EYFFAFLGAS
EYFFAFLGAS
EFVFAFIGAS
EFVFAFIGAS
EFVFAFMGAS
EFVFAFIGAS
EFVFAFMGAS
EFVFAFLGAS
EFVFAFLGAS
EFVLAFLGAS
EFVLAFLGAS
EFVLAFLGAS
EFVFAFLGAS
EFVFSFLGAS
EFAFVFMGAS
QFALAFLGAT
EFALAFFGAS
EFAVAFFAAS
EFVFSFMGAS
EFVFSFIGAS
EFVFSFLAAS
DFVFSFLAIS
EFVFAFMGAS
EFVFTFMGAS
EFVFSFMGAS
EFALSFLAVA

GIKKVEHLYR
APSPQEIIFR
AAPEATTIFR
APPEAVTVFR

E....TIIFR
SPP.TPRIFR
EEPSHDFIFR

.AALTYGVDA
.ASTYTEVDS
. VLTYADVDR
HVYTYSDVHV
EVYTYADVHV
EIHTYAEV.
DIYTYADV.
ETFTYAEV.
ETFTYS. ..
ETFTYSQV.
QIYTYADVE.
QIYTYADVE.
QIYTAEVEL.
RIYTYAVEL.
QIYSYAEVE.
EIFTYADVEL
RVYTYAE.EI
DVYTYADV.L
DVYTCADVEL
DVYTYADVEL
DIHTYAKFK.
DVYSYHEVD.
RTYCFSEVEI
ETLTYADVDL
KTYTFAETHL
RTYTFAETRL
KTYSFAETHL
KTYSFAETHL
KTYTYSETHL
KTFTYADTHL
KSYTFSETRL
KQYTFSETDS
KSYTYGETHL
RILTYADVQT

[l el e o

RLGAATTTAN
RLGAATTTAN
RVGAAVTTAN
FRGATATAAN
FIGAITTSAN
IIGAISTTAN
FIGAISSTAN
YIGAMSTTAN
YRGAISTMAN
YRGAISTMAN
YLGAISTMAN
YLGAISTMAN
YLGAISTMAN
YLGAISTMAN
YLGAISTMAN
FIGSISTMAN
YIGAVSTTAN
HRGAIVTAAN
HRGAITTAAN
HRGAMITAAN
FCGAMMTAAN
HRGAMATAAN
VRGAIVTTAN
HRGAVVTTAN
MLGAVSTAAN
FLGAVTTAAN
MIGAVTTTVN
MIGAVITTAN
MIGAVATTAN
MIGAVATTAN
MIGAVTTTAN
IIGAVITTGN
MIGAVSTTAN
YLGAVSTTAN

.L.QNDDGVV
.L.QN.DGVL
. FVKENVHVK
. FAQENDHVK
.FAKLND . VK
.YAAEKN.IQ
.YAAEKN.IQ
.YALENN.VK
.YAFEND.VK
.YASEND.VK
.YAIEND.LK

SKLPDIEISD
SPLPDIPIPT
SRLPDIDIPT
SKLPDIDIPS
SKLPDITISN
SKLPDITISN
SKLPDIPISN
SKLPDIPISN
SKLDLPNISN
SKLPDIPISN
SKLPDIDIPN
SKLPDIFIPN

LSRRCAAGLR
LTRRAAAGLR
LSRRLAAALR
ISRQIAANFH
TSRKLAAGLH
TSRKVASGLN
TSRKVASGLY
TSRRVAAGLD
LSRKVASGLN
LSRKVASGLN
SSRKVAAGLH
NSRKVAAGLH
TCRKVAVGLN
TSRKVAVGLN
TSRKVAVGLN
ISRRVGSGLS
TSRKVAAGLH
TARRVASGLN
TARRVASGLN
TA.RVASGLN
TARKVASGLN
TARKVARGLK
. SRKVAAGLA
.ARRIASGLH
LCRKAAAALH
LCRRAAAALH
ISRKVAAGLS
ISRKVAAGLS
ISRKIAAGLS
ISSKIAAGLS
LSQKTGVGLS
ICRKVAAGLS
ICRRVASGLY
NMRRIAAGIH

PFYTPHEIHR
PFYTPHEIHR
PMSTPHEIES
PFFTPAEIAK
PFFTPAEISK
PFYTPAEVAK
PFYTSAEIAK
PFYTPAEVAK
PFFTSAEVIK
PFFTSAEVIK
PLFTAAEVVK
PLFTPAEVVK
PLFTPAEVVK
PLFTPAEVVK
PLFTPAEVLK
PFFTSTEVIK
PFFTSSEIIK
PFSTPAELAK
PFSTPAELAK
PFSTPAELAK
PFFTPAEIAK
PFFTPAEIAK
PFYKPGEIAK
PFYTPAELAK
PFCTPQEIHK
PFCTPQETHK
PFYTPGEIFK
PFYTQSEIFK
PFYTAAEIFK
PFYTAPEIFK
PFYTASEIFK
PFYTTAEIFK
PFYTSQELYK
PFYTQPEIAK

IVCIDDNESV
IVTTD...SD
IVTVD.SP..
IMTID.SL..
VMCVDETS. .
IICIDDA...
IICIDDA...
IICIDSA...
IICIDSA...
VICIDSA...
VICVDSV...

HLPLHSYCFE
HLPLYSYCFQ
HMPLHDYCFA
HLPLHEYCFA
HLPLHAYCFE
DLPLHAYCFE
HLPLHAYCFQ
HLPLHSYCFQ
HLPLHTYCFE
NLPLH.YCFQ
HLPLHTYCFE
HLPLTDYVFQ

R..LGVGKGD
R. .MGVGKGD
RAPLGLRRGG
. . LGVNQND
. LGVKQHD
.LGIKQGD
. LGLQQGD
.LGIQQND
.LGIQQGD
.LGIQQGD
.QGIQQKD
.QGIQPKD
.LGIQQKD
.LGIQQKD
. LGVQQKD
.LGIKQGD
.HGIKQTE
. IGIQQGD
. IGIQQGD
. IGIQQGD
.LGIEKGD
.EGVEQGQ
.LGLQOQGQ
. IGIRQGD
. LGVRHGD
. LGVGHGD
.LGIKKGD
.LGIKKGD
.LGIRKGD
.LGILKGD
. LGIHKGD
.LGIQKGD
.LGIRKGD
.LGIRHGD

PR REAAE N AR AR AR AR AN AAAR R AR RN AR

QATAAGARVI
QAEAAGAKLI
QLAAAGATVV
QAKASNTKLI
QAKASAAKLI
QATASKAKLI
QATASKAKLI
QAKASNAKLI
QLKASQAKLI
QLKASLAKLI
QVKASGAKII
QAKASSAKII
QAKASSAKII
QAKASSAKIV
QAKASSAKII
QAKASNAKLI
QAKASKTKLI
HAKPPRTKLL
HAKASRAKLL
HAKASRAKLL
QAKASKAKLI
QAHASNAKLL
QAKAAGARII
QATATKTRLV
QLVASGAKLV
QFKGSGVKLI
QFSASRAKLI
QFSASRAKLI
QFTVSKTKLI
QFTVSKAKLI
QLEASNAKLI
QVNVSNTKLI
QLKSSGAKLI
QAKASAAKMI

. .EFAD
. .QFHD
. .SAP.
.ELPD
..DFS.
..DFS.
..Q.8D
. .QFAH
. .DFSE
. .EYPN
KLS....VSD
RFSGDGDGDS

150
VVMALLRNCP
VVMNLLRNCP
VVMSLLRNSP
VVMLLLPNCP
VVMILLPNSP
VILLLLQNSP
VILLLLQNSP
VVMLLLQNCP
TIMLLLPNSP
TIMLLLPNSP
TIMILLPNSP
TIMILLPNSP
TIMILLPNSP
TIMILLPNCP
TIMILLPNSP
TIMILLPNSP
TIMLLLPNCP
VIMLFLPSSP
VIMLFLPSSP
VIMLFLPSSP
VFMLLLPNTS
VIMILLPNCP
VVMLLLPNCI
VIMLVLRNCP
RIMLLLQNSV
RVMVLLQNCV
VIMTLLQNCP
VIMTLLQNCP
VVMILLQNSA
VVMILLQNSA
VVMILLQNCA
VIMVLLQNCA
VIMILLQNSA
VVMLLLPNSP

200
VTEACAVEKV
VTEACAVEKV
ITESMAADKL
ITEARYVDKI
VTQSRYVDKI
ITQAVYAEKV
ITHAAYAEKV
ITQSAYVDKV
ITQACYVDKV
ITQACYVDKV
VTQACHVNKV
VTQACHVNKV
ITQSCFVGKV
ITQACFAGKV
ITLACYIGKV
ITQGCYVDKV
ITVSTTVPKL
ITQACYYDKV
ITQACYYEKV
ITQACYYEKV
ITFACYYDKV
ITQASYYDKV
VTLAAYVEKL
ITQSAYVEKI
VTQSAYVDKL
LTQSVYVDKL
ITQSQHVNKL
ITQSQYVNKL
ITQAMYVDKL
ITQAMYVDKL
ITQSQYVDKL
ITQSNYVDKL
ITHSQYVDKL
ITKKCLVDKL

250
LPFAETLLGE
VDFAELIAGE
LHFWDDLMSE
LRF.TELTQS
LRF.SELTQS
LHF . SELTNS
LHF . SELTSS
LHF . SELMSA
LHF . SKLMEA
. SKLMEA
.SVLTQA
.SVLTQA
.SELTQS
.SELIQS

166



Anhang

PtQa4CL1
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
LpaCLl
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CLl
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

st4cL

Ca4cL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CLl
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CL1
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

St4cCL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CL1
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CLl
At4CL2
Pb4CL1

RQHEAFPRID
RDSDYHENN .
GDSDCHENN .
N...HDDG.
N...H.DG.
R.... ..
RNTTINESDN

251

ESGERFV. ..
ELPE. .A...
DEASPLAGDE
TTE...ASEV
EEP...RVDS

DETELL. ...

301

QVDGENPNLH
LVDGSNPNVC
QVDGENPNIG
QVDGENPNLY
QVDGENPNLY
QVDGENPNLY
QVDGENPNLY
QVDGENPNLY
QVDGDNPNLY
QVDGDNPNLY
QVDGENRNLY
QVDGENPNLY
QVDGENANLY
QVDGENANLY
QVDGENANLY
QVDGENPNLY
QVDGDNANLY
QVDGDNPNLY
QVDGDNPNLY
QVDGDNPNLY
QVDGENPNLY
QVDGDNPNLY
QVDGENPNLY
LVDGENPHQY
QVDGENPNLH
EVDGENPNLH
QVDGEIPNLY
QVDGEIPNLY
QVDGENPNLY
QVDGENPNLY
QVDGENPNLY
QVDGDNPNLY
QVDGDNPNLY
KVDGENPNLN

351

DHGALVDLVR
DVGALVDLVR
DLAAMMDLVE
EINLLLELIQ
EITLLLEQIQ
EIVTLMELVQ

.LSCD.E.VK

.L..QSHDVL

ACTVGDDTLT
. .QKPEEDFI
. .QKPGEDFI
. .AKLGEDFK
. .AKLGEDFK
.. .QPGQHFQ
KYPKLGEDFK
....LGENLT
....KNDGVL

.DEA.VDPDD
.DEAGVLPDD
DDEKVFDPDD
IDSVEISPDD
IPE.KISPED
P.AVEINPDD
TVKIKPDD
AVKINPDD
EVVINSDD
EVVIDSDD
EVEIQPDD
EVEIQPDD
EVKIQPDD
DVKIQPDD
DVKIQPDD
KVEISPDG
DVEIRPDD
QVDFSPDD
QVDISPDD
QVDISPDD
.DVDISPDD
DVDVDIKPDD
PA.VKIHPDD
PA.VKINPDE
PE.SPISPDD
PE.VAISPDD
PT.VSIHPDD
PT.VSILPDD
PE.VDIQPDD
PE.VEIHPDD
PQ.VSIDPDD
TS .VSIDSND
QETVDIGGDD
. .KPKISPED

Lol B eI B v Bl o B Bl v Bl e B v I o B o B v L o B v

F.SSSDVLLC
F.NKDDALLC
L.HAGDVILC
F.HSDDVILC
F.NRDDVILC
F.HEKDVILC
F.HERDVILC
F.HKEDVILC
M.HSEDVMIC
M.HSEDVMIC
I.HSEDVLLC
I.HSEDVMLC
M.HSEDVLMC
M.HSDDVLMC
M.HSEDVLMC
M.HSDDVLLC
M.HHEDVVMC
F.HSEDVILC
F.HSEDVILC
F.HSEDVILC
Y .SSDDVVLC
Y .HCHDTILC
F.HSDDVILC
T.HSEDVLLC
MRAGEDVVLC
MGAG.DVALC
LKQ.DDVVLC
LKQ.DDVVLC
LTT.EDVLLC
LTT.EDVLLC
LKG.DDVVLC
LKH.DDVVLC
LKS.NDVILC
FT.ANDVILC

THGVTVAPFV
AHRITIAPFV
RHRVTIAPLV
RCKVTVAPMV
RCKVTVAMVV
KYKVTIAPFV

LICIDSA...
IISIDTTTTA
IMCIDDKI. .
VMCVDSAP. .
VMCVDSAP. .
VMCVDSAP. .
LMCIDSPPPD
LVFVDSCPPH
VITIDDAPK.
VMCIDD.DFS
VITIDE. .DD
VITIDD. .DE
VITIDD..P.
VITIDD. .P.
VVTVDD. .P.
VVTVDD. .P.
VVTIDD. .P.
VITIDT..P.
LITTDE. .P.
IVCLDDDGDN

DD....AANT

. .PENC
.T....PENC
GVVSSSDDGC

Box T

VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPHSSGT
VVALPYSSGT
IMALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
VVALPYSSGT
LVALPHSSGT
AVALPYSSGT
PVALPHSSGT
PVALPHSSGT
PVALPHSSGT
AVAMPHSSGT
AVAMPHSSGT
PVALPHSSGT
PIALPHSSGT
AAALPHSSGT

TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVMILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVMILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVMILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVMILT
TGLPKGVMILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVMILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILT
TGLPKGVNILS
TGLPKGVMILT
SGLPKGVHILS
TGLPKGVYLT
TGLPKGVYLT
TGLPKGVILT
TGLPKGVILT
TGLPKGVYLT
TGLPKGVILT
TGLPKGVILT
TGLPKGVILT
TGLPKGVYLT

TVAMPYSSGT TGLPKGUMIT

VLPLFHIYSL
LLPLFHIYSL
ALPMFHIYSL
VLPMFHIYAL
VWPMFHIYAL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
ILPLFHIYSL
ILPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
CLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
TLPLFHIYSM
VLPMFHIYAL
VLPMFHIYAL
VLPMFHIYAL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
VLPMFHIYAL
VLPLFHIFSL
VLPLFHIFSL
VLPLFHIFSL
VLPLFHIFSL
VLPLFHIFSL
VLPLFHIFSL
VLPLFHIFSL
VLPLFHIYSL
VLPLFHIYSL
FLPMFHIYAL

PPIVVEIAKS
PPIVVEIAKS
PPIVVAVAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPVVLAVAKC

NSVLLAGLRA
HTVLLAGLRV
NTIMMCGLRV
NSIMLCGLRV
NSIMLCSLRI
NSVLLCGLRV
NSVFLCGLRA
NSVFLCGLRV
NAVLCCGLRA
NAVLCCGLRA
NSVLLCGLRV
NSVLLCGLRV
NSILLCGLRV
NSVLLCALRV
NSVLLCGLRI
NSVLLCGLRA
NSILLCGLRV
NSIMLCGLRV
NSIMLCGLRV
NSMMLCGLRV
NSVLLCGLRA
NSVLLCGLRA
NSVLLCALRA
NSILLCGIRS
NSVLLCALRA
NSVLLSRVRP
NSVLLCSLRA
NSVLLCSLRA
NSVLLCALRA
NSVLLCALRA
NSVLLCSLRA
NSVLLCSLRA
NSVLLNSLRS
DALMLSAMRT

ARVTAADLAS
DRVGADDLAS
EAAAARDLSS
SETEKYDLSS
PETEKYDLSS
PVVDKYDLSS

IHF.SELTQS
LHF .SELTGA
LHFSSDLENS
LHF . SELTQA
LHF.SELTQA
SLF.RAHTQA
LHF . SELTQS
LHFSHLCEDN
QHI.SVLTEA
LHF . STLSNA
QPFWALVSAA
LPFWDLIADA
LHFNVLVE.
LHFNVLVE
LHFSVLSE.
LHFSVLSE.
LHFSVLSD
LPFSLLIENT
LPFSTLITDD
VSF.TELTQA

PR

300
HRSLVTSVAQ
HRSLVTSVAQ
HRSLSTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLVTSVAQ
HKGLITSVAQ
HKGLITSVAQ
HKGLITSVAQ
HKGLVTSVSQ
HKGLVTSIAQ
HKGLVSSVAQ
HKNLVTTIAQ
HGGLVSSVAQ
HRSVVSGVAH
HKSLITSVAQ
HKSLITSVAQ
HKSLTTSVAQ
HKSLTTSVAQ
HKSLITSVAQ
HKSLITSVAQ
HKSLITSVAQ
HKGLVTSIAQ

350
GCAIVIMRKF
GAAIVIMRKF
GAAIVVMRRF
GAAILIMPKF
GATILIMPKF
GSAILLMQKF
GSAILVMQKF
GAAILIMQKF
GVTILIMQKF
GVTILIMQKF
GAAILIMQKF
GAAILIMQKF
GAAILIMQKF
GAAILIMQKF
GASILIMQKF
GSGILIMQKF
GAAILLMHKF
GASILIMPKF
GASILIMPKF
GASILIMPKF
GAAILLMQKF
KATILLMPKF
GAATLIMQKF
GAAVLILQKF
GAAVMLMPRF
APAVALMPRF
GSAVLLMQKF
GSAVLLMQKF
GSAVLLMQKF
GSAVLLMQKF
GAAVLVMPKF
GAAVLIMQKF
GATVLLMHKF
GAALLIVPRF

400
IRLVMSGAAP
IRMVLSGAAP
VRMVLSGAAP
IRVVKSGAAP
VRMVKSGAAP
IRTVMSGAAP

Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CLl
Pc4CL2
Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1
stacL
Ca4CL
Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3
PtPo4CL
PtQa4CL1
Ri4CL1
Gm4CL2
PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CLl
0s4CL2
Pb4CL4
PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CLl
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

st4crL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CLl
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CL1
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

St4cCL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CL1l
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0Os4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
R1i4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

DTVSLMDLVQ
EINKLLELVE
DIVPFLELIQ
DIVPFLELIQ
DIVPFLELIQ
DIVSFLELIQ
DIAPFLELIQ
DIAQFLELIP
DIVHFLELIQ
EIVPFLELIQ
EIVTFLELIQ
DIGTLLGLIE
EIGTLLGLIE
EIGSLLGLIE
EIVSLLELMQ
DINSLLALIH
NLTTCLELIQ
EITTLLELIE
EMGAMLEGIE
EMGAMLGAIE
EIGSLLELIQ
EIGSLLELIQ
EIGTLLELIQ
EIGTLLELIQ
EIGTLLELIQ
EIGALLELIQ
EIGALLDLIQ
ELNLVMELIQ

401

MGKELQDAFM
MGKDLQDAFM
MGKDIEDAFM
LGKELEDAVN
LGKELEDAIS
MGKELEDTVR
LGKELEDTVR
MGKELEDTVR
LGKELEDAVR
LGKELEDAVR
LGKELEDTVR
LGKELEDTVR
LGKELEDAVR
LGKELEDAVR
LGKELEDTVR
LGKELEDAVR
LGSELEDAVR
LGKELEDTVR
LGKELEDTVR
LGKELEDTVR
LGKELEDTVR
LGKELEDTLR
LGKELEDALR
LGGELQEAVK
LGKELEDALR
LGKELEDALR
LGKELEEALR
LGKELEDALR
LGKELVEALR
LGKELEEALR
LGKELEEALR
LGRELELALL
LGKELQDSLR
LKKELEDAVR

451

TVVRNAELKI
TVVRNAELKV
TVVRNAELKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TGARNAEMKN
TVVRNAEMKI
TVVRNSEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAELKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAQIKI
TVVRNAEMKI
TVVRNAQLKV
TVVRNAELKV
TVVRNAELKV
TVVRNAELKV
TVVRNAELRV
TVVRNAELKV
SVVRNAELKV
TVVRNADLKV
TVVRNAELKV
TVIRNAEMKV

KYKVTIAPLV
KEKVTIAPFV
KYKVTIGPFV
KYKVTIGPFV
NYKVTIGPFV
RYKVTIGPFV
KYKVSIGPFV
KHKVTIGPFV
KYKVTIGPFV
KYKVTIGPFV
RYKVTIGPFV
KYKVSIAPVV
KYKVSIAPVV
KYKVSIAPVV
KHRVSVAPIV
KHKVTIAPVV
KYKVTVAPIV
KYKVTVASFV
RWRVTVAAVV
RWRVTVGAVV
KHNVSVAAVV
KHNVSVAAVV
RHRVSVAMVV
RHRVSVAMVV
RYRVFCGGGW
SHRVSVAAVV
RHRVTIAALV
RYKVTVVPVA

AKIPNAVLGQ
AKIPNAVLGQ
AKLPGAVLGQ
AKFPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
AKLPNAKLGQ
AKLPNAKLGQ
AKLPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
TKFPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
TKFPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
AKFPNAKLGQ
AKFPQARLGQ
AKFPQARLGQ
AKFPQARLGQ
AKFPNVTLGQ
AKFPNAKLGQ
ERFPKAIFGQ
ARLPHATFGQ
GRLPQAIFGQ
ARLPQAIFGQ
SRVPQAILGQ
SRVPQAILGQ
NRVPQAVLGQ
NRMPQAVLGQ
NRVPQAVLGQ
NRVPHAIFGQ
RRLPQAILGQ
LKFPNAIFGQ

VDPDTGASLG
VDPDTGASLG
IDPDTGKSLG
VDPDTGDSLS
LDPDTGDSLP
VDPDTGRSLP
VDPETGESQP
IDPDTNESLP
VDPETNASLP
VDPETNASLP
VDPETGNSLP
VDPKTGNSLP
VDPDTGCSLP
VDPDTGCSLP
VDPDTGCSLP
VDPETGSSLP
IDTETGASLP
VDPETGASLR
VDPETGASLP
VDPETGVSLP
VDPETGASLP
VDPETGHSLP
LDTETGESLP
VDTETGDSLP
VDPDTGVSLG
VDPDTGFSLG
IDPETGSSLG
IDPETGRSLG
VDPETGRSLG
VDPETGRSLG
VEPETGRSLG
IDPETGSSLG
VHLETRLSLG
VDTETGISLP

PPICLAIAKS
PPIVLSIAKC
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPIVLAIAKS
PPVMLAIAKS
PPVMLAIARS
PPVMMAIAKS
PPTVLAIAKF
PPIVLAISKS
PPIVLDITKS
PPIVLALVKS
PPLVLALAKN
PPLVVALAKN
PPLVLALAKN
PPLVLALAKN
PPLVLALAKN
PPLVLALAKN
CLAGDSAGEE
PPLVLALAKN
PPLVIALAKN
PPVVLAFIKS

GYGMTEAGH
GYGMTEAGE

v
v

GYGMTESGTV

Box IT

PVVDQYDLSS
PDLHRYDLSS
PVVDKYDLSS
PVVDKYDLSS
PMVDDYDLSS
PMVDDYDLSS
PIVDSYDLSS
PLVDNYDLSS
PLVDHYYLSS
TVVDNYDLSS
NVVDQYDLST
PDFDKHDLSS
PDLDKHDLSS
PDLDKHDLSS
PDLDKYDLGS
PDLHKYDLSS
PIVSQYDVSS
GETHRYDLSS
PGVEKHDLSS
PFVERHDLSS
PMVANFDLSS
PLEANFDLSS
PMVADFDLSS
PMVADFDLSS
SMVADYDLSS
PMVDKYDLSS
PTVNSYDLSS
PETERYDLSS

*
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LYMCLAFAKE
LAMSLGFAKE
LAMSLGFAKE
LYMCLAFAKE
IAMCLAFAKE
LYMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LAMCLAFAKE
LTMSLAFAKE
LTMSLAFAKE
LAMNLAFAKN
LAISMAFAKV
LYMCPAFARE
LYMCPAFAKE
LYMCLAFSKQ
LYMCLAFSKQ
LYMCLGFAKQ
LYMCLGFAKQ
LYMCLAFAKQ
LYMSPSFAKH
LYMSLGFAKE
- AKSLAFAKN

RNLH
RNQH
RNLH
RNQH
RNKH
RNQ{
RNKT
RNOQ{
RNOH
RNQH
RNQ{
RNOQ{
RNQH
RNQH
RNQH
RNHH
RNOQ{
RNQH
RNQH
RNQH
RNHH
RNQS
HNOQA
RNKH
RNLH
RNLH
RNQH
YNQH
YNQH
YNQH
YNQH
RNQH
YNQH
RNK{

GEICIR
GEICVR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GENCIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICII
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICIR
GEICVR
GEICIR
GEICIR
GEICVR

QIMKGYLN
KQIMIGYLN
DOIMKGYLN
HOIMKGYLN
NQIMKGYLN
BQIMKGYLN
FOIMKGYLN
BQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
DQIMKGYLN
HQIMKGYLN
DQIMKGYLN
PEIMKGYIN
TKVMKGYLN
PQIMKGYLN
PQIMKGYLN
BQIMKGYLN
BQIMKGYLN
DOIMKGYLN
DOIMKGYLN
BQIMKGYLN
EQIMKGYLN
DOIMKEYLN
HOLMKGYLN

[oNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNo N N0l

IRTVLSGAAP
IRMVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
VRTVMSGAAP
LRMIKSGGAP
LRMIKSGGAP
LRMIKSGGAP
IRVLKSGGAP
IRVLKSGGAP
VRIIMSGAAP
IRAVVTGAAP
IRIVLSGAAP
IRIVLSGAAP
IRVVLSGAAP
IRVVLSGAAP
IRLVLSGAAP
IRLVLSGAAP
IRVVLSGAAP
IRVVLSGAAP
VRFVLSGAAP
VRIMLSGAAT

450
PFAVKSGSCG
PFKVKSGSCG
PFKVKSGACG
PFPVKSGACG
PFPVKSGACG
PFEIKSGACG
PFEIKSGACG
PYEIKSGACG
PYEIKSGACG
PYEIKSGACG
PFEIKSGACG
PFEIKSGACG
PFDIKSGACG
PFDIKSGACG
PFEIKSRACG
PFDIKSGACG
PFEIKSGACG
PFDIKPGACG
PFDIKPGACG
PFDIKPGACG
PFEVKPGGCG
PIDVKPGACG
PFPVKSGSCG
PSKIKPGACG
PTPAKSGSCG
PTPAKSGSCG
PLPTKSGSCG
PFPTKSGSCG
PFPTKSGSCG
PFQTKSGSCG
PFPTKSGSCG
PYPAKSGSCG
PIPTKSGSCG
PFKTKSGACG

500
DPVATKNTID
DPESTKNTID
NPEATKNTID
NPAATAETID
DPLATASTID
DPEATERTVD
DPEATERTID
DPEATENTID
DPESTRTTID
DPESTRTTID
DPEATARTID
DPEATARTID
DPEATTRTID
DPEATARTIE
HLESTTRTID
DPEATARTID
DPEATERTID
DPEATSRTID
DPEATSRTID
DPEATSRTID
DPEATRTTID
DGEATERTID
DPESTAATID
DPEATERTVD
DPVATAATID
DPEATAATID
DAEATANIID
DAEATANTID
DEKATALTID
DEAATASTID
DGEATATTVD
DPEATARTVD
DPEATSATID
DPEATARTID
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Anhang

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4cCL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CLl
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

stacL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CLl
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
LpaCLl
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
Gm4CL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4cCL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CLl
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

st4cL

Ca4cCL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CLl
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0s4CL2
Pb4CL4

PtQa4CL2
Gm4CL3
GmaCL4
Ri4CL3
Le4CL2
At4CL3
At4CL4

Lp4CL2
Lp4CL3
0s4CL1
At4CL1
At4CL2
Pb4CL1
Pb4CL2
Ri4CL2
Pc4CL1
Pc4CL2

Nt4CL
Nt4CL2
Nt4CL1

St4cCL

Ca4CL

Vp4CL
Le4CL1
Pb4CL3

PtPo4CL

PtQa4CL1
Ri4CL1
Gm4CL2

PtPi4CL1
Gm4CL1
Lp4CL1
0s4CL2

501

KDGWLHTGDI
KDGWLHTGDI
AEGWLHTGDI
KDGWLHTGDI
KDGWLHTGDV
NDGWLHTGDI
KDGWLHTGDI
KEGWLHTGDI
EEGWLHTGDI
EEGWLHTGDI
KEGWLYTGDI
KEGWLYTGDI
KEGWLHTGDI
KEGWLHTGDI
KKGWVHTGDM
KEGWLHTGDI
KEGWLHTGDI
KEGWLHTGDI
KEGWLHTGDI
KEGWLHTGDI
KQGWLHTGDI
KDGWLHTGDI
EEGWLHTGDV
KEGWLHTGDI
VEGWLHTGDI
VEGWLHTGNI
VEGWLHTGDI
VEGWLHTGDI
SEGWLHTGDV
SEGWLHTGDV
VEGWLHTGDI
IEGWLHTGDI
EEGWLHTGDI
KDGWLHTGDI

551

601

KEVVFYKRIC
KEVVFYKRIN
KEVIYYKKIR
KQVVFYKRIN
KQVVFYKRIN
KQVVFYKRIS
KQVIFYKRIG
KQVVFYKRIS
KQVVFYKRIF
KQVVFYKRIF
KQVIFYKRIK
KQVIFYKRIK
KQVIFYKRVK
KQVIFYKRIK
KQVVFYKRIK
KQVIFYKRIN
KQVIFYKRIN
KQVIFYKRIK
KQVIFYKRIK
KQVIFYKRIK
KQVVFYKRIK
KQVVFYKRIN
KQVIFYKKIH
QQVVFYKRIC
KQVVFYKRLH
KQVVFYKRLH

GYVDDDDEIF
GLVDDDDEIF
GYVDDDDEIF
GLIDDDDELF
GFIDDDDELF
GYIDGDDELF
GYID.EDELF
GYIDDDDELF
GFIDDDDELF
GFIDDDDELF
GYIDDDDELF
GYIDDDDELF
GFIDEDDELF
GFIDDDDELF
GFIDNDDELF
GYIDDDDELF
GYIDDDDELF
GYIDDDDELF
GYIDDDDELF
GYIDDDDELF
GFIDDDEELF
GYIDDDDELF
EYIDDDEEIF
GFIDDDDELF
GYVDDDDEVF
GYVDDDDEVF
GYVDDDDEIF
GYVDDDDEIF
GYVDEDDEIF
GYVDDDDEIF
GYVDDDDEVF
GYVDDDDEVF
GYVDEDDEIF
GFVDDDDEIF

KVFFADSIPK
KVYFTDSIPK
EVFFVDKIPK
KVFFTESIPK
KVFFTDSIPK
RVFFTEAIPK
RVFFTEAIPK
KVFFTDKIPK
RVFFVDAIPK
RVFFVDAIPK
RVFFVDAVPK
RVFFVDAIPK
RVFFVETVPK
RVFFVETVPK
RVFFVETVPK
RVFFVEAIPK
RVFGVDSIPK
RVFFIEAIPK
RVFFIEAIPK
RVFFIEAIPK
RVFFIEAIPK
RVFFIDAIPK
RVYFVDAIPK
RVFFTDSIPK
KVYFTHAIPK
KVHFIHAIPK

IVDRLKEIIK
IVDRLKEIIK
IVDRLKEIIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKEIIK
IVDRLKEIIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRLKELIK
IVDRVKEIIK
IVDRLKELIK
IVDRVKELIK
IVDRVKELIK
IVDRVKEIIK
IVDRVKEIIK
IVDRVKELIK
IVDRVKELIK
IVDRVKELIK
IVDRVKELIK
IVDRLKEVIK
IVDRLKELIK

ELAGEVPVAF
DLCGEVPVAF
. .FGEIPVAF
EAAGEVPVAF
EDAGEVPVAF
EAAGEVPIAF
EAAGEVPVAF
EAAGEVPVAF
EKAGEVPVAF
EKAGEVPVAF
EQAEEVPVAF
EQAGEVPVAF
EQAGEVPVAF
EQAGEVPVAF
EQAGEVPVAF
EAAGEVPVAF
EGAGEVPVAF
EDAGEVPVAF
EDAGEVPVAF
EDAGEVPVAF
DAAGEVPVAF
EAAGEVPVAF
EEAGEVPVAF
EAAGEIPVAF
DAAGEVPVAF
DVAGEVPVAF
EVAGEVPVAF
EVAGEVPVAF
VAAGEVPVAF
VAAGEVPVAF
DAAGEVPVAF
AAAGEVPVAF
EVAGEVPVAF
EVADEVPVAF

SPSGKILRKD
NPSGKILRKD
APSGKILRKE
APSGKILRKD
APSGKILRKD
APSGKILRKD
APSGKILRKD
APSGKILRKD
SPSGKILRKD
SPSGKILRKD
SPSGKILRKD
SPSGKILRKD
SPSGKILRKD
SPSGKILRKD
SPSGKILRKD
APSGKILRKD
SPSGKIVRKD
APSGKILRKN
APSGKILRKN
APSGKILRKN
SPSGKILRKE
SPSGKILRKD
SPSGKILRKD
APSGKILRKV
SASGKILRKE
SASGKILRRE

YKGFQVPPAE
YKGFQVAPAE
YRGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPPE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPTE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
YKGFQVAPAE
FKGFQVPPAE
FKGFQVPPAE
FKGFQVPPAE
FKGFQVPPAE
YKGFQVPPAE
YKGFQVPPAE
FKGFQVPPAE
FKGFQVPPAE
FKGFQVPPAE
FKGYQVAPAE

VVRTEGS.ETL
IKRIEGS.EI
VAKTEGS .EL
VVKSKDSE.L
VVRSKDSN. I
VVRANGSK. I
VVRSNGSK. I
VVRSNGSK. I
VVRTNGFT.T
VVRTNGFT.T
VVRSSGST. I
VVRSNGST. I
VVRSNGSA. I
VVRSNGST. I
VVRSNGST. I
VVKSNGHN. T
VVRSNGST.T
VVKSEKSQ.A
AVKSEKSQ.A
VVKSEKSQ.A
VVSPKGSQ. I
VVISNGYTDT
VVKSS...EI
VVRSNGS .ETL
VVRA.ADSDI
VVRA .ADSDI
VVRSN.DLDL
VVRSD.DLDL
VVRSN.GFDL
VVRSN.GFDL
VVRSNGGNEL
VVPSNDGFEL
VVRSN.GNDI
VARSQGS . QL

LRAKLAAGIP
LRARLAAGIP
LRKQL.QHLQ
LRAKLANGLG
LRARLANGLM
LRARLATGDF
LRARVSAGDL
LRARLAAG.L
LRARIASGDL
LRAKIASGDL
LRAKL.AAGL
LRAKL.AAGL
LRARL.AAGV
LRARL.AAGI
LRARL.AAGV
LRARLAAAAL

LRETL.PGIE
LKEKL.PGI~
LKEKL.PGIR
LRAKLAAGFA
LRAKIAASVP
LRSRLAAKL~
LTARLNEGLV
LRAKLAAPAT
LRAKLAACL~

550
LEALLITHPE
LEALLLTNPE
LEALLNTHPS
LEALLIGHPD
LESLLIGHPE
LEAMLIAHPD
LEAMLIAHPN
LEAMLISHPN
LEALLLTHPT
LEALLLTHPT
LEALLLNHPT
LEALLLNHPN
IEALLLNHPN
LEALLINHPD
LEALLLNHPN
LEALLLTHPC
LEALLVPHPN
LEALLLAHPQ
LEALLIAHPE
LEALLIAHPE
LEALLVTHPN
LEALLLTHPK
LEALLVAHPS
LEALLIAHPN
LEALLIAHPS
LESLLIAHPS
LEALLVNHPS
LEALLVNHPS
LEGLLVSHPS
LEGLLVSHPS
LESLLISHPS
LEALLISHPN
LESLLINHHS
LEALLISHPS

600
SENEIKQFVA
NENEIKQFVS
SEDDVKQFVA
SEDDVKQFVS
SEDEIKQFVS
TEDEIKQYIS
TEDEIKQYIS
SEDDIKQYIS
TEEEIKQFVS
TEEEIKQFVS
TEDEVKDFIS
TEDEVKDFIS
TEDEVKDFIS
TEDEVKDFIS
TEDEVKDFVS
TEDEIKQFIS
TEDEIKQFVS
TEDEIKQYIS
TEDEIKQYIS
TEDEIKQYIS
TEDEIKQFIS
TEDEIKQFIS
SEQEIKEFVA
AEDEIKKYIS
AEEAIKEFVS
TEESIKEFIS
NEEAVKDYIA
SEEAVKEYIA
TEEAVKEFIA
TEEAVKEFIA
TEEAVKEFIA
TEEAVKEFIS
TEEDVKEYVA
TEDDVKSYVN

650
SSNTTQSKSE
TEVAAPRSY~
QEALTNA~~~

NT~~
LIKFQHDTYM
PCTSDSE~~~

Consensus

Pb4CL4 KQVVFYKKLH KVFFVHSIPK SASGKILRKD LRAKLATATT
PtQa4CL2 KQVVFYKKLH KVFFVHSIPK SASGKILRKD LRAKLATATT
Gm4CL3 KQVVFYKRLH KVYFVHAIPK SPSGKILRKD LRAKLETAAT
Gm4CL4 KQVVFYKRLH KVYFVHAIPK SPSGKILRKD LRAKLETAAT
Ri4CL3 KQVVFYKRLH KVYFVHAIPK SPAGKILRKD LRAKLAAAAT
Le4CL2 KQVVFYKRLH KVYFVHSIPK SPSGKILRKD LRAKLAAAAS
At4CL3 KQVVFYKRLH KVFFVASIPK SPSGKILRKD LKAKLCS~~~
At4CL4 KQVVHYKRIK MVFFIEVIPK AVSGKILRKD LRAKLETMCS

Sequenzvergleich der zwei bekannten Sinapat umsetzenden 4CLs auf
Aminoséureebene

Dargestellt ist der Amimosaurevergleich der beiden einzigen bereis klonierten
und bekannten Sinapat umsetzenden 4CLs sowie der Konsensussequenz, die
sich aus einem Vergleich bekannter 4CLs ergibt. Der Vergleich enthalt alle
bekannten und annotierten pflanzlichen 4CLs, sowie drei weitere im Rahmen
dieser Arbeit aufgrund ihrer Sequenzahnlichkleit identifizierten und annotierten
Reis 4CLs. Die einzige Position, in der die beiden Sinapat umsetzenden 4CLs
sich ausschlieflich und gemeinsam von allen anderen 4CLs unterscheiden ist
farbig und durch einen Stern hervorgehoben.

Die Consensussequenz wurde mit dem Programm pretty (Parameter: Plurality:
2.00 Threshold: 3 AveWeight 1.00 AveMatch 2.78 AveMisMatch -2.25;
Wisconsin Package Version 10.2, Genetics Computer Group (GCG), Madison,
Wisc.) berechent.

1 50

GMACLL ~mmmmmmmms mmmmmmmmmo s S
At4CL4 N M mvlgggthfl
- - --M-SVATVE DPKPELSMIT V-AP-TPQNQ

51 100

GMACLL ~~mmmmmm~ m ApspgeIIFR SpLPDIpIPt HLPLySYCFq NLS...gFhd

At4CL4 tkkidgedee eePshDfIFR SKLPDIFIPN HLPLtdYvFq rfSgdgdgds

Consensus VGSS-AMTAH ANP-EDIIFR SKLPDIYIPN HLPLHSYCFE NLS---EFSS

101 150
Gm4CL1 RPCLIAGATG EtlTYAdVAL .aRrIAsGLh K..iGIrQGD VIMLVLrNcP
At4CL4 ttCiIdGATG rI1TYAdVgt nmRrIAAGih r..LGIrhGD VVMLLLPNSP

Consensus RPCLINGATG EIYTYAEVEL TSRKVAAGLN K--LGIQQGD VIMLLLPNSP

151 200
Gm4CL1 gFalAFLGAt hrGAVVTTAN PFYTPAEIAK QAtAtktrLV ITQsaYVeKI
At4CL4 EFalsFLava Y1GAVSTTAN PFYTQpEIAK QAKASaAKmI ITkkC1VDK1

Consensus EFVFAFLGAS YIGAISTTAN PFYTPAEIAK QAKASGAKLI ITQACYVDKV

201 250

Gm4CL1l Ks........ .FAdsssdVm VmCIDD.dfs yendGvLHF. StLs...nAD
At4CL4 tnlk...... ..... NDgV1l IVC1DDdgdn Gvvsssddgc vsfTeltQAD
Consensus KD--AHE--- -FAKEND-VK VICIDDAPPD G-PEGCLHFS SELTL-EQAD
251 300

Gm4CL1 E..tEaPa.V KInPDelVAL PFSSGTsGLP KGVMLsHKnL VTtIAQlVDG
At4CL4 EtellkP... KISPeDtVAm PYSSGTTGLP KGVMiTHKGL VTSIAQkVDG

Consensus ELDNEVPEEV KISPDDVVAL PYSSGTTGLP KGVMLTHKGL VTSVAQQVDG

301 350
Gm4CL1 ENPhqYt.HS EDVILCVLPm FHIYaLNSIL LCGiRsGAAV LI1QKFEItt
At4CL4 ENPNLnFt.a nDVILCfLPm FHIYaLdalm LsamRtGAAl LIvprFElnl

Consensus ENPNLYFKHS EDVILCVLPL FHIYSLNSVL LCGLRAGAAI LIMQKFEIG-

351 400
Gm4CL1 LLELIeKYKV TVASFVPPIV LAlvKSgeth rYDLSSIRaV VtGAAPLGQE
At4CL4 vmELIQrYKV TVvPvaPPVV LAfiKSPete rYDLSSVRim 1SGAAtLkKE

Consensus LLELIQKYKV TIAPFVPPIV LAIAKSPVVD KYDLSSIR-V MSGAAPLGKE

401 * 450

Gm4CL1 LgeAVKArlP hAtfGQGYGM TEAGP-LAis mAFAKvPskI KpGACGTVVR
At4CL4 LEDAVR1KFP NAIfGQGYGM TEsGt-VAks LAFAKnPFkt KSGACGTVIR

Consensus LeDAVRAKFP NAVLGQGYGM TEAGPVLAMC LAFAKEPFPI KSGACGTVVR

451 500
Gm4CL1 NAEMKIVDtE TGASLPRNkh GEICIiGtkV MKGYLNDPEA TeRTVDKEGW
At4CL4 NAEMKVVDtE TGiSLPRNks GEICVRGhQl MKGYLNDPEA TARTIDKAGW

Consensus NAEMKIVDPE TGASLPRNQP GEICIRGDQI MKGYLNDPEA TARTIDKEGW

501 550
Gm4CL1 LHTGDIGFID DDDELFIVDR LKELIKYKGF QVAPAELEAL LIaHPnISDA
At4CL4 LHTGDIGFVD DDDEiFIVDR LKELIKFKGY QVAPAELEAL LIsSHPSIADA

Consensus LHTGDIGYID DDDELFIVDR LKELIKYKGF QVAPAELEAL LI-HPSISDA

551 600

Gm4CL1 AVVg...... .. .MKDEARAG EIPVAFVVRS NGS.eIaEDE IKkYISQQVV

At4CL4 AVV....... . .aMKDEvVAd EVPVAFVaRS gGS.glTEDd VKsYVnKQVV

Consensus AVVP------ ---MKDEAAG EVPVAFVVRS NGST-ITEDE IKQFISKQVV
601

Gm4CL1 FYKRICRVFF tDsIPKaPSG KILRKvVLtAr LneGlvvana
At4CL4 hYKRIKmVFF IevIPKavSG KILRKDLRAK Letmcsks~~

Consensus FYKRIHRVFF VDAIPKSPSG KILRKDLRAK LAAGILPN—
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Abstract

The aim of this project was to analyze in vivo the function of the three known isoforms of 4. thaliana
4-coumarate:CoA ligases (At4CLs). In silico analyses led to the discovery of a fourth isoform, 4t4CL4.
A model describing the evolution of the 4#4CL-family was proposed and it was further suggested that
At4CL4 completes the Ar4CL family. The heterologously expressed enzyme possesses an unusual
substrate utilization pattern. To date, A¥4CL4 and a recently published soybean 4CL are the only
known heterologously expressed 4CLs that exhibit conversion of sinapate. The expression pattern of
At4CL4 was comparable to A#4CL1 and Ar4CL2. Together with the substrate preference, this suggests
association of 4t4CL4 with the class I isoforms. Additionally to an existing 4¢4CL1 knockout line, at
least one stable mutant was isolated for every member of the A4#4CLs, morphologically and
biochemically characterized. Biochemical analysis using HPLC identified an additional compound in
the soluble metabolite fraction of 4z4CL1 knockout line roots with an UV-spectrum similar to that of
coumarin. In 4#4CL3 knockout lines, a strong decrease of flavonoids, depending on age and tissue was
observed. Additionally, 4#4CL3 knockout lines lack UV-inducibility of the flavonoid biosynthesis.
This supports a function of 44CL3 in the flavonoid biosynthesis in young plants and after UV-
perception. Multiple mutants were generated by combining different single knockout lines (47CHS, tt4;
AfF5H, fahl-2) with the At4CL lines to overcome the described functional redundancies. One
combination was selected for further morphological and biochemical analysis. Homozygous
At4CL1/4t4CL2 double knockout lines showed an arrest of growth at the developmental stage of five
weeks. Three additional compounds with UV-Spectra similar those of ferulate and 4-coumarate
occurred in soluble secondary metabolite fractions of these lines. These results suggest a function of
AtACL1 and At4CL2 in the biosynthesis of lignin precursors.

Kurzzusammenfassung

Ziel des Projekts war die Aufschliisselung der in vivo-Funktionen der drei bekannten A. thaliana 4-
Cumarat:CoA Ligasen. [In silico Untersuchungen fithrten zur Entdeckung einer weiteren,
wahrscheinlich letzten Isoform, 44CL4. Ergebnisse der phylogenetischen und genomischen Analysen
positionierten At4CL4 in die Klasse I der 4CLs und ein Modell wurde vorgeschlagen, das die
Evolution der A¥4CL-Familie beschreibt. Heterolog exprimiertes 44CL4 wurde enzymkinetisch als
bona fide 4CL charakterisiert, mit der besonderen Féhigkeit in vitro Sinapinsdure zu aktivieren. Der
AtACL4-katalysierten Aktivierung von Sinpat bzw. Ferulat konnte eine Rolle im Stoffwechselweg zu
Sinpat-Derivaten oder Ligninvorstufen zukommen. Auf RT-PCR Ebene wurde die mRNA-
Akkumulation der 44CLs untersucht. 4t4CL4 zeigte ein Muster dhnlich dem der A74CL1 und der
At4CL2 Dieses lésst eine in vivo Funktion der 44CL4 assoziiert mit der Synthese von Ligninvorstufen
und anderen phenolischen Verbindungen erwarten. Neben der bereits existierenden Ar4CL1-
Nullmutante wurde zu jedem weiteren Mitglied der 44 CL-Familie mindestens eine weitere Linie
isoliert, molekularbiologisch und biochemisch charakterisiert. In methanolischen Extrakten l6slicher
Sekundirmetabolite aus Wurzeln der 414CL1 Mutante wurde Akkumulation einer Verbindung mit
einem UV-Spektrum &hnlich dem des Cumarins nachgewiesen In den HPLC-Profilen der 4#4CL3-
Nullmutante wurde die Reduktion, nicht aber vollstindiges Fehlen von Flavonoiden nachgewiesen. Die
Auspriagung des  At4CL3-Nullmutanten-Phénotyps war in verschiedenen Organen und
Entwicklungsstufen unterschiedlich stark. Auch zeigte die Az4CL3-Nullmutante keine UV-induzierbare
Akkumulation von Flavonoiden. Eine Funktion der 4#4CL3 kann daher in in der Aktivierung von
Flavonoid-Vorstufen in jungen Pflanzen und nach UV-Perzeption bestehen. Um die funktionellen
Redundanzen zu iiberwinden, wurden multiple Nullmutanten der 44CLs mit Mutanten der Gene
AtCHS und AfF5H generiert, um weitere strategische Punkte des Metabolitenflusses abzudecken.
Morphologische und biochemische Charakterisierung ausgewéhlter Mutanten zeigte, dass ein
homozygoter Defekt von 414CL1/4t4CL2 zum Stagnieren der pflanzlichen Entwicklung im Alter von
5-6 Wochen fiihrte. In HPLC-Profilen konnte hier die spezifische Akkumulation von drei
Verbindungen nachgewiesen werden, die vermutlich 4-Cumarat- und Ferulat-Derivate darstellen.
Daraus wurde geschlossen, dass Funktionen von A#4CL1 und A4#4CL2 in der Synthese von
Ligninvorstufen und weiteren phenolischen Verbindungen der spiaten Entwicklungsstadien bestehen.
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