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Einleitung

1. Einleitung

Transport ist eine essentielle Funktion biologischer Membranen.

Biologische Membranen sind fir das Leben von grundlegender Bedeutung. Sie sind
in  Signalperzeptions- und Energieumwandlungsprozesse involviert, legen
Zellgrenzen fest, unterteilen Zellen in diskrete Kompartimente und erlauben somit
das gleichzeitige Ablaufen komplexer, unterschiedlicher Reaktionsfolgen innerhalb
einer Zelle. Fir das Uberleben und Wachstum von Zellen ist ein kontinuierlicher
Einstrom von Nahrstoffen wie Zucker, Aminosauren und lonen sowie ein Ausstrom
von Stoffwechselendprodukten essentiell. Eine elementare Aufgabe von
Biomembranen liegt demnach darin, die Flussgeschwindigkeiten einer Vielzahl von
Stoffen zwischen der Zelle und ihrer Umgebung sowie zwischen den
Kompartimenten einer Zelle zu kontrollieren. Um diese Aufgabe erflllen zu kénnen,
enthalten biologische Membranen spezifische Proteine, die den Transport von
Stoffen  durchfuhren. Dabei wird je nach Transportmechanismus und
Energieabhangigkeit zwischen Pumpen, Kanalen und Carriern bzw. Transportern
unterschieden. Wahrend als Pumpen ATPasen bezeichnet werden, die lonen unter
ATP-Verbrauch durch die Membran entgegen eines Konzentrationsgradienten
transportieren, bilden Kanale Poren, durch die Stoffe entsprechend ihrer
elektrochemischen Potentialdifferenz diffundieren. Transporter operieren wie
Enzyme, wobei sie ihr Substrat auf einer Seite der Membran selektiv binden, eine
Konformationsanderung vollziehen und dabei eine Verlagerung des Substrats auf die
andere Seite der Membran bewirken. Dieser Prozess kann primar aktiv, also ATP-
getrieben, sein oder sekundar aktiv, indem ein Transport entlang eines
Membrangradienten erfolgt. Je nach Anzahl der verlagerten Substrate und ihrer
Transportrichtung unterscheidet man weiterhin zwischen Uniportern, Antiportern und
Symportern. Wahrend der Uniport den Transport nur eines Substrats bezeichnet,
bedeutet ein Anti- bzw. Symport die Verlagerung jeweils zweier Substrate in die

entgegengesetzte bzw. gleiche Richtung.

Komplexe Stoffwechselwege, wie die Synthese von Glycoproteinen oder
Zellwandbestandteilen, schlieBen den Transport von Intermediaten in

verschiedene Zellkompartimente ein.




Einleitung

Der Ablauf vieler komplexer Stoffwechselwege erfordert das Zusammenwirken
verschiedener Kompartimente der Zelle. Als verbindende Elemente zwischen den
Kompartimenten ist die Aktivitat von Transportern von essentieller Bedeutung. Ein
Beispiel hierfur stellt die Synthese von Glycokonjugaten und die diesen Prozessen

vorgeschaltetenen Reaktionen in A. thaliana dar (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Kompartimentierung von der Synthese von
Glycokonjugaten im Endomembransystem vorgeschalteten Reaktionen in Arabidopsis thaliana
(nach Seifert, 2004). Die notwendigen Transportprozesse aus den Chloroplasten ins Cytoplasma (1)
und vom Cytoplasma ins Endomembransystem (2) sind angedeutet. PMI: Phosphomannose-
Isomerase; PGlI: Phosphoglucose-lsomerase; PMM: Phosphomannomutase; PGM:
Phosphoglucomutase; UGP: UDP-Glucose-Pyrophosphorylase; GMP: GDP-Mannose-
Pyrophosphorylase; UAP: UDP-Glucuronsaure-Pyrophosphorylase; SUS: Saccharose-Synthase; CaS:
Kallose-Synthase; CeS: Zellulose-Synthase; UXS: UDP-Xylose-Synthase; UXE: UDP-Xylose-
Epimerase; UGE: UDP-Glucose-Epimerase; UGD: UDP-Glucose-Dehydrogenase; RHM: Rhamnose-
Synthase; GME: GDP-Mannose-Epimerase; GMD: GDP-Mannose-Dehydratase; GAE: UDP-
Glucuronsaure-Epimerase; AXS/UXS: UDP-Apiose/UDP-Xylose-Synthase; GER: GDP-Keto-Desoxy-
Mannose-Epimerase/Reduktase; INO: Inositol-Oxigenase; GAK: Glucurono-Kinase
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Ausgehend vom Export des photosynthetisch fixierten Kohlenstoffs in Form von
Triosephosphaten aus dem Chloroplasten erfolgt zunachst die Synthese von Zuckern
-bzw. Zuckerphosphaten, die anschlielend durch eine Verknipfung mit Nukleotiden
aktiviert werden. Diese Synthese von Nukleotidzuckern findet im Cytosol statt. Da die
Enzyme, die Nukleotidzucker als Substrate flir Glycosylierungen und die Synthese
von Zellwandpolysacchariden verwenden, jedoch im Endoplasmatischen Retikulum
und im Golgi-Apparat lokalisiert sind, muss ein Transport derselben vom Cytosol in
das Endomembransystem erfolgen. Somit sind die Transportaktivitaten plastidarer
Phosphattranslokatoren (pPTs) und endomembranstandiger

Nukleotidzuckertransporter (NSTs) fur den Ablauf dieser Reaktionsfolge notwendig.

Phosphattranslokatoren sind fur den Transport von Kohlenstoffverbindungen
uber die innere Chloroplastenmembran essentiell.

Die pflanzlichen pPT-Proteine sind in der inneren Hullmembran von Chloroplasten
und nicht-grinen Plastiden lokalisiert und katalysieren den strikten Austausch
phosphorylierter C3-, C5- und C6-Kohlenstoffverbindungen mit anorganischem
Phosphat (Flugge, 1999; Weber, 2004). Im Genom von Arabidopsis thaliana kodieren
sechs Gene fur funktionelle plastidare Phosphattranslokatoren (Knappe et al.,
2003a). Diese koénnen aufgrund von Sequenzhomologien und anhand ihrer
verschiedenen Substratspezifitaten in vier Klassen unterteilt werden. Der
Triosephosphat/Phosphat-Translokator (TPT) reprasentiert den ersten, auf
molekularer Ebene charakterisierten, plastidaren Phosphattranslokator (Flligge et al.,
1989). Seine Hauptaufgabe besteht in dem Export des photosynthetisch fixierten
Kohlenstoffs in Form von Triosephosphaten aus dem Chloroplastenstroma in das
Cytosol wahrend der Lichtphase (Flugge, 1999).

Die zweite Klasse der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokatoren (PPT)
akzeptiert ausschlieBlich C3-Verbindungen, wie 2-PGA und PEP, als Substrate
(Fischer et al., 1997). Die physiologische Funktion der PPTs liegt hauptsachlich in
der Versorgung der Plastiden mit PEP, das als Precursor in den Shikimatweg
eingespeist wird und somit der Synthese aromatischer Aminosauren und einer
Vielzahl von Sekundarmetaboliten dient (Herrmann & Weaver, 1999).

Der Transporter der dritten pPT-Klasse der Xylulose-5-Phosphat/Phosphat-
Translokatoren (XPT) zeichnet sich durch ein breiteres Substratspektrum aus, das

neben Xylulose-5-Phosphat auch Triosephosphate und 3-PGA umfasst. Die

3
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vorgeschlagene Funktion von AtXPT liegt in der Versorgung des plastidaren
Pentosephosphat-Wegs mit cytosolischen Kohlenstoffgeristen in Form von Xylulose-
5-Phosphat, insbesondere unter Bedingungen eines hohen Bedarfs an Intermediaten
dieses Weges (Eicks et al., 2002).

Die Transportproteine der vierten Klasse der Glucose-6-Phosphat/Phosphat-
Translokatoren (GPT) weisen ein noch breiteres Substratspektrum als der XPT auf,
indem sie zusatzlich den Import von Glucose-6-Phosphat in nicht-grine Plastiden
katalysieren, wo dieses als Precursor fur die Fettsdurebiosynthese, den oxidativen
Pentosephosphat-Weg und die Starkesynthese dienen kann (Kammerer et al., 1998).
Ferner scheint der GPT von essentieller Bedeutung fir die Gametogenese in A.
thaliana zu sein, deren genaue Ursachen jedoch noch nicht vollstandig geklart sind
(Niewiadomski et al., 2005).

Die Phosphattranslokatoren (pPT) sind Transporter der Drug/Metabolite
Superfamilie. Diese besteht wiederum aus 14 Unterfamilien, flr deren Mitglieder der
Transport von  medizinisch  wirksamen  Substanzen, Nahrstoffen und
Stoffwechselmetaboliten Uber Zellgrenzen oder intraorganellare Membranen
beschrieben ist (Jack et al., 2001). Sechs Unterfamilien, wie die Glucose/Ribose- und
L-Rhamnose-Transporter, wurden bisher nur in Prokaryoten identifiziert, wahrend

Mitglieder von acht Familien nur in Eukaryoten gefunden wurden.

Nukleotidzuckertransporter sind fiir den Transport aktivierter Zucker in das
Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat verantwortlich.

Zu den eukaryotischen Familien der Drug/Metabolite-Superfamilie zahlt neben den
pPTs auch die Gruppe der Nukleotidzuckertransporter (Nucleotide Sugar
Transporters; NSTs). Die evolutionare Verwandtschaft insbesondere dieser beiden
Familien spiegelt sich sowohl in strukturellen als auch in mechanistischen
Ahnlichkeiten wider. Als Substrate werden in einem obligatorischen 1:1
Antiportmechanismus jeweils phosphorylierte Verbindungen transportiert, wobei die
Transporter als Homodimere agieren (Martinez-Duncker et al., 2003; Wagner et al.,
1989; Hirschberg, Robbins & Abeijon, 1998). Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wurden
die Transportproteine beider Familien in der pPT/NST-Familie zusammengefasst

(Ward et al.,, 2001; Knappe et al., 2003a). Wichtige Unterscheidungsmerkmale
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bestehen hinsichtlich ihrer subzelluldren Lokalisation und der im Einzelnen
transportierten phosphorylierten Substrate.

Fur Nukleotidzuckertransporter wird ein 10 Transmembrandomanenmodell mit ins
Cytosol ragenden N- und C-Termini vorgeschlagen (Eckhardt et al., 1999). Sie sind
in den Membranen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) und des Golgi-
Apparates lokalisiert. Dort vermitteln sie den Transport von Nukleotidzuckern aus
dem Cytosol in das Lumen des ER bzw. des Golgi-Apparates im Gegentausch mit
dem korrespondierenden lumenalen Nukleotidmonophosphat (Hirschberg, Robbins &
Abeijon, 1998). Im Lumen des Endomembransystems  befindliche
Glycosyltransferasen nutzen diese aktivierten Zucker als Substrate zur Modifizierung
von Glycoproteinen, Glycolipiden und Proteoglycanen. Die hierbei abgespaltenen
Nukleotiddiphosphate werden von ebenfalls lumenal lokalisierten Diphosphatasen in
Nukleotidmonophosphate umgewandelt, die den NSTs als Gegentauschsubstrat
dienen (Abb. 2 ).

@NDPNMP @NDPNMP

Cytosol

SONOP Golgi/ER

NDP NMP
i lumen
Pi
&7 Sugar

NDPase

Type Il glycosyltransferase

MNucleotide -sugar transporter

Abb. 2: Schematische Darstellung der Transportaktivitit von Nukleotidzuckertransportern.
Modell des generellen Transportmechanismus®™ von NSTs (nach Handford et al., 2006). Aktivierte
Zucker (NDP-€») werden durch spezifische Nukleotidzuckertransporter vom Cytosol in das ER/Golgi-
Lumen importiert, wo Glycosyltransferasen die Verknlipfung des Zuckeranteils an ein Glycokonjugat
katalysieren. Das resultierende Nukleotiddiphosphat wird durch eine Diphosphatase (NDPase) in ein
Nukleotidmonophosphat (NMP) und ein anorganisches Phosphat (Pi) gespalten. Das NMP wird im
Austausch mit einem eintransportierten Nukleotidzucker in das Cytosol ausgeschleust, wahrend fir
den Export von Pi die Existenz eines spezifischen Transporters vermutet wird.
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Die Notwendigkeit von NSTs als verbindendem Element zwischen dem Cytosol und
den Glycosylierungsprozessen im Endomembransystem ergibt sich aus dem Befund,
dass die Synthese fast aller Nukleotidzucker im Cytosol erfolgt (Bonin et al., 1997).
Dabei  fungieren = GDP-Mannose und vor allem UDP-Glucose als
Ausgangssubstanzen flr verschiedenste Interkonversionsreaktionen, die nur
teilweise im Golgi-Apparat selbst stattfinden kénnen (Seifert, 2004; Abb. 1). Somit
ergibt sich ein vielschichtiges Netzwerk von der Synthese, Uber eine Vielzahl von
Umwandlungsreaktionen in den einzelnen Kompartimenten bis hin zur Verwendung
von Nukleotidzuckern als Substrate fur die Polymerisierung von Disacchariden,
Glycogen, Starke, Cellulose und komplexeren extrazellularen Polysacchariden.

Auf die bedeutende Rolle, die diese Glycokonjugate fur das Wachstum und die
Entwicklung von Organismen im Allgemeinen spielen, weisen die Auswirkungen von
Modifikationen der Transportaktivitat von NSTs hin. Da diese in den letzten Jahren in
allen Eukaryoten wie Saugern, Hefen, Insekten und Wirmern identifiziert und
charakterisiert werden konnten (Miura et al., 1996; Gao & Dean, 2000; Goto et al.,
2001; Berninsone et al., 2001), liegt eine Vielzahl von Informationen Uber derartige
Dysfunktionen in den einzelnen Organismen vor. So kann eine erhohte Aktivitat des
menschlichen UDP-Galactose-Transporters zu einer verstarkten Expression von
Galactose-enthaltenden Markern fir Dickdarmkrebs fuhren (Kumamoto et al., 2001).
Doch auch verminderte Aktivitaten von NSTs konnen schwerwiegende Folgen nach
sich ziehen. Das Krankheitsbild des kohlenhydratdefizienten Glycoproteinsyndroms
CDG-llc ist durch schwere geistige Retardierung, Minderwuchs und standig
wiederkehrende bakterielle Infektionen gekennzeichnet und wird durch den
vollstandigen Verlust der GDP-Fucose-Transportaktivitat ausgelost (Lubke et al.,
1999; Luhn et al., 2001).

Die Vorhersage von Substraten fir die Nukleotidzucker-Transporter auf Grundlage
von Sequenzvergleichen scheint bisher nicht moglich zu sein. So konnte bislang fur
keinen UDP-Zucker-transportierenden NST ein charakteristisches Motiv identifiziert
werden. Da weiterhin festzustellen ist, dass nahe verwandte NSTs, wie der
menschliche UDP-N-Acetylglucosamin-Transporter und der menschliche UDP-
Galactose-Transporter, unterschiedliche Substrate transportieren, wahrend die
gleichen Substrate von Proteinen akzeptiert werden, die nur geringe Ahnlichkeiten

aufweisen wie der humane und der aus Kluyveromyces lactis stammende UDP-N-
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Acetylglucosamin-Transporter, geht man davon aus, dass die Substratspezifitat nicht
aus der Primarsequenz abgeleitet werden kann (Caffaro & Hirschberg, 2006).
Allerdings scheint es maoglich, Voraussagen hinsichtlich der Spezifitat der Zucker-
verknupften Base zu treffen, weil keine NSTs bekannt sind, die UDP- und GDP-
gebundene Zucker transportieren (Martinez-Duncker et al., 2003). Dartber hinaus gilt
als gesichert, dass der Nukleotidanteil die initiale Bindung der Nukleotidzucker
vermittelt, der Zuckeranteil jedoch bestimmt, ob ein Transport des gesamten
Molekuls erfolgt (Berninsone & Hirschberg, 2000).

Die ldentifizierung von funktionell bedeutenden Motiven gelingt nur durch gezielte
experimentelle Ansatze. So flhrte die detaillierte Untersuchung eines NSTs durch
eingefuhrte Punktmutationen zur Entdeckung des GALNK-Motivs nahe des C-
Terminus® von GDP-Mannose-Transportern, das fur deren Transportaktivitat von
entscheidender Bedeutung ist (Gao et al., 2001).

Zusammenfassend muss darauf hingewiesen werden, dass trotz der besonderen
Bedeutung der Nukleotidzucker und ihrer Transporter flr die Synthese von
Zellwandbausteinen wie Hemicellulose und Pektin (Lerouxel et al., 2006) bisher
keine NST-Mutanten in Pflanzen beschrieben worden sind. Fast alle bekannten
Eigenschaften von NSTs wurden durch intensive Studien an Saugerproteinen

gewonnen.

Phosphattranslokatoren und Nukleotidzuckertransporter weisen Ahnlichkeiten
zu bisher nicht charakterisierten Transportern auf, deren Funktion in A.
thaliana nicht verstanden ist.

Interessanter Weise existieren im Arabidopsis-Genom weitere Gene, deren Produkte
Ahnlichkeiten zu den Transportern der pPT und NST-Gruppe aufweisen. Neben den
genannten, nachweislich funktionellen Mitgliedern der pPT-Familie wurden zehn
pPT-Pseudogene und achtundzwanzig pPT-homologe Membranproteine (PTh)
identifiziert (Knappe et al., 2003a). Diese PTh-Proteine weisen eine 20-25%ige
Aminosauresequenzidentitdt zu den pPTs auf. Aufer einigen Glycin- und
Prolinresten ist die Konservierung eines Lysinrests an Position 273 (bezogen auf die
Nummerierung der ersten reifen TPT-Sequenz aus Spinat) besonders auffallig. Da
die pPT-Substrate unter physiologischen Bedingungen als divalente Anionen
vorliegen, konnten positiv geladene Aminosaurereste wie Lysin an Bindung und

Transport derselben beteiligt sein. Fur K273 konnte experimentell eine Mitwirkung an
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der Bindung des Inhibitors 4,4’-Diisothiocyano-Stilben-2,2’-Disulfonat (DIDS) gezeigt
werden (Fischer et al., 1994; Gross et al, 1990) und ein gezielter
Aminosaureaustausch dieses Restes hin zu Glutamin resultierte in einem
vollstandigen Verlust der TPT-Transportaktivitat in Spinat (B. Kammerer, K. Fischer,

U.-l. Fligge, unverdffentlichte Daten).
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Abb. 3: Graphische Darstellung des Ergebnisses eines Sequenzvergleichs von Proteinen der
NST- und pPT-Familie mit ahnlichen Transportproteinen aus A. thaliana. Entsprechend der
Gruppierung nach der Clusteranalyse und der gefundenen Sequenzibereinstimmung (siehe Text)
wurde die Benennung der Gruppen als KD-, KT- und KVAG-Familie vorgenommen. Sc:
Saccharomyces cerevisiae; Kl: Kluyveromyces lactis; At: Arabidopsis thaliana; Hs: Homo sapiens;
Dm: Drosophila melanogaster
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Aufgrund dieser Befunde wurde K273 als putative Substratbindestelle fur die pPTs
vorgeschlagen (Knappe et al., 2003a). Im Falle der PTh-Proteine scheint aulerdem
der an Position 274 dem Lysin folgende Aminosaurerest von besonderer Bedeutung
zu sein, denn dieser Rest ist spezifisch fur bestimmte PTh-Proteine und wurde zu
ihrer Einteilung in Familien herangezogen.

Demnach koénnen die PTh-Proteine je nach spezifischem Dipeptid an Position
273/274 in drei Familien gegliedert werden: die KD-, die KV/A/G- und die KT-Familie.
Der Vergleich der gesamten Aminosauresequenz der PTh-Proteine aus A. thaliana
zeigt ebenfalls diese Gruppierung in drei unterschiedliche Familien und bestatigt
somit die Einteilung (Abb. 3). Weiterhin wurde vorgeschlagen, dass diese
Dipeptidfolge auch fur PTh-Proteine eine putative Substratbindestelle darstellt, wobei
der zweite Aminosaurerest eine Unterscheidung der Substratspezifitaten bedingt
(Knappe et al., 2003a).

Dabei ist die Vorhersage von moglichen Substraten von Transportern aufgrund von
Sequenzvergleichen, wie am Beispiel der NST beschrieben, oft ungenau und nur der
experimentelle Nachweis der Transportfunktion kann Aufschluss Uber die vom
Carrier tatsachlich translozierten Substrate geben.

Um die Funktion von pPT-homologen Proteinen in Arabidopsis thaliana zu
entschlisseln, sollte daher innerhalb dieser Arbeit eine detaillierte funktionelle
Charakterisierung von Proteinen der KT-Familie durchgefuhrt werden. Von zentralem
Interesse war dabei, welche Substrate von den Transportern der KT-Familie
transportiert werden. Als Arbeitshypothese wurde der Transport von
Nukleotidzuckern definiert. Dies begriindet sich aus dem Vorschlag der Funktion des
zur KVAG Gruppe zahlenden Transporters GONST5 (At1g21870) als GDP-
Mannose-Transporter (Handford et al., 2004). Dieses Protein gehort zu einer Familie
von zu AtGONST1-homologen Proteinen in A. thaliana.

Uber Sequenzahnlichkeiten mit dem Hefe-GDP-Mannose-Transporter und dem
humanen UDP-Galactose-Transporter konnten mit den Arabidopsis-Proteinen
GONST1 und UTR1 die ersten beiden pflanzlichen NSTs identifiziert werden
(Baldwin et al., 2001; Norambuena et al., 2002). AtGONST1 ist ein ubiquitar
exprimierter, monospezifischer GDP-Mannose-Transporter, der seine Lokalisierung
im Golgi-Apparat hat. Im Gegensatz dazu ist AtUTR1 ein multispezifischer NST, der
sowohl UDP-Galactose als auch UDP-Glucose als Substrate akzeptiert. Neuere

Untersuchungen ergaben, dass AtUTR1 im ER lokalisiet und dort in die
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Mechanismen der Qualitatskontrolle von Glycoproteinen involviert ist (Reyes et al.,
2006). Ausgehend von diesen beiden NSTs konnte mit AtUTR2 ein zweiter UDP-Gal-
Transporter sowie eine ganze Familie von GONST1-homologen Proteinen in A.
thaliana gefunden und charakterisiert werden (Norambuena et al., 2005; Handford et
al., 2004). Demnach sind GONST2-5 zwar in der Lage, eine GDP-Mannose-
Transport-defiziente Hefemutante zu komplementieren, doch nur fir GONST2 gelang
ein weiterer indirekter Nachweis der Transportaktivitat fur diesen Nukleotidzucker
(Handford et al., 2004).

Neben GONSTS als Mitglied der KVAG-Familie wurde fur ein weiteres Mitglied dieser
Gruppe sowie fur ein Mitglied der KT-Familie die Funktion als Nukleotidzucker-
Transporter gezeigt. Die als UDP-GalT1 (At1g77610) und UDP-GalT2 (At1g76670)
bezeichneten Transporter gehdren der KVAG bzw. der KT-Familie an und wurden
durch Komplementation einer Galactosetransport-defizienten Sauger-Zelllinie mit
einer Arabidopsis-cDNA-Bank identifiziert (Bakker et al., 2005). Nach ihrer
Uberexpression im Hefesystem erfolgte der direkte Nachweis des Transports von
radioaktiv markiertem UDP-Gal in isolierte Hefe-Golgi-Vesikel.

Somit scheint die Einteilung der pPT-homologen Familien sich zwar nicht auf
unterschiedliche Substratspezifitdten zu grinden, doch die Frage nach den
Substraten der pPT-homologen Proteine lasst sich nun beantworten.

Dennoch bleiben wichtige Fragen ungeklart, die im Rahmen dieser Arbeit anhand
einer detaillierten funktionellen Charakterisierung von Proteinen der KT-Familie
beantwortet werden sollten. Sind auch weitere Proteine der KT-Familie UDP-
Galactose-Transporter oder weisen sie andere Substratspezifitaten auf? Wo sind die
KT-Proteine in der pflanzlichen Zelle lokalisiert? Kann mit Hilfe ihres
Expressionsmusters oder einer Analyse von Knock out-Mutanten eine genaue

physiologische Funktion in A. thaliana abgeleitet werden?

Wahrend der Synthese von Glucosinolaten ist der Transport von Intermediaten
in verschiedene Kompartimente der pflanzlichen Zelle notwendig.

Der Biosyntheseweg fur aliphatische Glucosinolate in A. thaliana stellt ein weiteres
Beispiel fur eine Aufteilung eines komplexen Stoffwechselwegs auf verschiedene

Kompartimente der Zelle dar.
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Glucosinolate, auch Senfdlglucoside genannt, sind Stickstoff- und Schwefel-
enthaltende pflanzliche Sekundarmetabolite, die fast ausschliefdlich in Pflanzen der
Familie der Brassicaceae vorkommen (Wittstock & Halkier, 2002). Ihre Grundstruktur
besteht aus einem N-Hydroximinosulfatester, der mit einem Thioglucose-Rest und
einer variablen Seitenkette verbunden ist. Sie sind Bestandteil des binaren
Glucosinolat-Myrosinase-Systems, welches bei Verwundung von Pflanzengeweben
aktiviert wird (Grubb & Abel, 2006). Die zweite Halfte des Systems, der Myrosinase-
Teil, besteht aus Thioglucosidasen, die eine Abspaltung des Glucose-Restes
katalysieren. Daraufhin entstehen instabile Aglycone, die spontan in biologisch aktive
Substanzen, wie Thiocyanate oder Nitrile, umgesetzt werden (Halkier & Gershenzon,
2006). Diese Substanzen besitzen eine Vielzahl verschiedener Aktivitaten, die der
Pflanze im Allgemeinen zur Abwehr von Fralifeinden dienen. Auch fur Menschen
sind diese Abbauprodukte von gewisser Bedeutung, da sie den charakteristischen
Geruch und Geschmack von Kohlarten hervorrufen und dariber hinaus
antikarzinogenes Potential besitzen sollen (Zhang et al., 1992, Shapiro et al., 2006).
Der Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia enthalt neben der Klasse der indolischen
und aromatischen hauptsachlich aliphatische Glucosinolate, die sich von Methionin
ableiten. In den letzten Jahren gelang die fast vollstandige Aufklarung der einzelnen
Syntheseschritte einschliellich der Charakterisierung der verantwortlichen Enzyme.
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Kompartimentierung bedarf es verschiedener
Transportprozesse uUber die innere Chloroplastenmembran, insbesondere im Verlauf
der ersten Stufe der Synthese (Abb. 4B). Grundsatzlich erfolgt die Synthese in drei
Stufen. Ausgehend von der Transaminierung von Methionin, die im Cytoplasma
stattfindet, erfolgt die erste Stufe der Verlangerung der Seitenkette von Methionin im
Chloroplastenstroma. Daraufhin miussen die kettenverlangerten Derivate in Keto-
oder Aminosaureform wiederum aus dem Chloroplasten ausgeschleust werden, denn
die Synthese der Kernstruktur, auch Glycon genannt, erfolgt im Cytoplasma bzw. am
ER-Cytoplasma-Interface (Abb. 4A). Die abschlieende dritte Stufe der Synthese,
bestehend aus zum Teil umfangreichen Modifikationen der Seitenkette, wird
ebenfalls im Cytoplasma vorgenommen. Trotz der Kenntnis vieler beteiligter Enzyme

sind die involvierten Transporter bisher unbekannt.
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Abb. 4: Ausschnitt aus dem Biosyntheseweg von aliphatischen Glucosinolaten in A. thaliana.
A) Darstellung der ersten beiden Stufen des Biosynthesewegs fur aliphatische Glucosinolate und der
diese Reaktionen katalysierenden Enzyme, modifiziert nach Wittstock & Halkier, 2002

B) Modell fur die Kompartimentierung der Biosynthese im Blitenstand, der Uber spezialisierte
sulfatreiche Zellen (S-cells) zur Lagerung von Glucosinolaten verfligt (Koroleva et al., 2000); (nach
Schuster et al., 2006)

MAM1/3: Methylthioalkylmalat-Synthase; BCAT4: Branched-Chain Amino Transferase 4; CYP:
Cytochrom P450-abhangige Monooxigenase; PAPS: 3’-Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat; UDPG:
UDP-Glucose; R: variable Seitenkette; MTOB: Methylthiooxobutyrat = Synonym KMTB:
Ketomethylthiobutyrat; MTOP: Methylthiooxopentanoat
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Gibt es eine funktionelle Verbindung von Glucosinolatsynthese und aus
Saugern bekannten Gallensauretransportern?

Die Analyse der genomweiten Expression von Genen in A. thaliana ergab, dass
Gene, deren Produkte an der Synthese aliphatischer Glucosinolate beteiligt sind,
gleiche Expressionsmuster aufwiesen, wie ein Gen, das flr einen bisher
unbekannten Transporter kodiert. Bei diesem Transporter handelt es sich um ein
Mitglied der BART-Familie (Mansour et al, 2007). Im Genom von A. thaliana wurden
vier weitere Transporter dieses Typs durch Sequenzvergleiche identifiziert, die
zusammen im Folgenden als AtBAT (Bile Acid Transporter)1-5 bezeichnet werden.
Die sekundar aktiven Transporter der BART-(Bile/Arsenite/Riboflavine-Transporter)
Superfamilie konnen in sechs Familien gegliedert werden (Mansour et al., 2007).
Neben der Riboflavin-Transporter-Familie (RFT) und der Acr3-Familie von Arsenit-
Transportern zahlen die Bile Acid/Sodium-Symporter (BASS) zu dieser
Transporterfamilie. Charakteristisches Merkmal aller Mitglieder ist das Vorkommen
der Sodium-Bile-Acid-Family-(SBF)-Domane, worauf auch die frihere Bezeichnung
SBF-Transporter-Familie beruhte. In Sdugern sind diese Transporter von essentieller
Bedeutung. Die physiologische Rolle des NTCP (Na'/Taurocholate Cotransporting
Polypeptide) und des ASBT (Apical Sodium-Dependent Bile Acid Transporter)
besteht in der Aufrechterhaltung des enterohepatischen Zyklus® von Gallensalzen.
Diese werden in der Leber ausgehend von Cholesterol synthetisiert und in der
Gallenblase zusammen mit weiteren Bestandteilen, die zusammen die Galle bilden,
konzentriert und gelagert. Im Laufe der Verdauung erfolgt die Sekretion der Galle in
den Darm, wo die Gallensalze bei der effizienten Aufspaltung und Absorption von
Lipiden und lipidléslichen Vitaminen beteiligt sind. Im terminalen lleum findet
daraufhin die fast quantitative Rickgewinnung der Gallensalze Uber den ASBT in der
apikalen Darmwandmembran statt. Mit dem Blutfluss gelangen die Gallensalze
wieder in die Leber, wo die Aktivitat des NTCP flr ihre aktive Reabsorption in die
Leberzellen sorgt (Hagenbuch & Dawson, 2004). Auf diese Weise konnen 95% der
Gallensalze ruckgewonnen werden, was vor dem Hintergrund einer 6-10maligen
Zirkulation pro Tag eine deutliche Energieersparnis fur den Korper bedeutet (Trauner
& Boyer, 2003).

Der NTCP (Na*/Taurocholate Cotransporting Polypeptide) und der ASBT (Apical
Sodium-Dependent Bile Acid Transporter) wurden mit Hilfe von expression cloning-
Ansatzen isoliert (Hagenbuch et al., 1990, 1991; Wong et al., 1994, 1995) und waren
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in den folgenden Jahren Gegenstand eingehender Analysen. Beide Proteine
bestehen aus etwa 350 Aminosauren und sind sehr hydrohob. Die Anwendung
verschiedener experimenteller Methoden flhrte zur Identifikation von 7 bzw. 9
Transmembrandomanen sowie einem extrazellular lokalisierten N-Terminus und
einem cytoplasmatischen C-Terminus (Zhang et al., 2004; Hallen et al., 1999, 2002).
Als Substrate verwenden beide Transporter generell alle physiologisch
vorkommenden Dihydroxy- und Trihydroxygallensauren, bevorzugen jedoch jene, die
mit Glycin oder Taurin konjugiert sind (Craddock et al., 1998; Hata et al., 2003). Die
Triebkraft des Transports stellt ein nach innen gerichteter Na’-Gradient dar, der
durch die Na’K*-ATPase aufrechterhalten wird. Die Energetisierung des Transports
erfolgt demnach durch einen elektrogenen Na’-Symport im Verhaltnis Na®
Taurocholat 2:1 (Weinmann et al., 1998).

Transporter der BASS-Familie kommen in Tieren, Pflanzen und Bakterien vor
und ihre physiologische Funktion ist haufig unklar.

Die Suche nach Proteinsequenzen, die Ahnlichkeiten zu Gallens&uretransportern
aus A. thaliana aufweisen, fuhrte zur ldentifikation zahlreicher Proteine aus sehr
unterschiedlichen Organismen. Wie in Abb. 5 dargestellt, sind BASS-Proteine in allen
Organismenreichen zu finden, zum Teil sogar mehrere Mitglieder in einer Spezies.
Fur intestinal vorkommende Bakterien, aber auch fur Bodenbakterien ware ein
Transportsystem fur Gallensalze sehr sinnvoll, denn die als Detergenzien wirkenden
Gallensalze mussen von der Zelle exportiert werden. So konnte kirzlich das BASS-
Mitglied Ctr des Darmbesiedlers Bifidobacterium longum als Cholattransporter
identifiziert werden (Price et al., 2006). Allerdings existieren in Bakterien haufig
ebenfalls  unspezifische  Multidrug-Efflux-Systeme, die auch Gallensalze

transportieren konnen (Piddock, 2006.).
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Cyano-
bakterien Bakterien Il

At3g25410
AtBAT3

At2926900
AtBAT1

0s0190645200
Cd OsSbf1

At1g78560
AtBAT2

0s0490381100

Pflanzen |

Bakterien | 0.1

Abb. 5: Graphische Darstellung des Ergebnisses eines Sequenzvergleichs von Proteinen der
BASS-Familie aus Saugern, Pflanzen und Bakterien. Die erhaltenen Cluster sind farbig hinterlegt.
Hs: Homo sapiens; Oc: Oryctolagus cuniculus; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus; Mu :
Mycobacterium ulcerans; Stra: Streptomyces avermitilis; Cg: Corynebacterium glutamicum; Cd:
Corynebacterium diphtheriae; RI: Rhizobium leguminosarum; Atu: Agrobacterium tumefaciens; Pp:
Pseudomonas putida; Yp: Yersinia pestis; Ec: Escherichia coli; Es: Enterobacter sp.; Xc:
Xanthomonas campestris; Sm: Stenotrophomonas maltophilia; Os: Oryza sativa; Le: Lycopersicon
esculentum; At: Arabidopsis thaliana; Cd: Cynodon dactylus; Bs: Bacillus subtilis; Sa: Staphylococcus
aureus; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Strm: Streptococcus mutans; Bb: Bifidobacterium breve; Bl:
Bifidobacterium longum; Sp: Serratia proteamaculans; Ns: Nodularia spumigena; Ss: Synechocystis
sp.; Cw: Crocosphaera watsonii; Av: Anabaena variabilis; Ns: Nostoc sp.

Die Rolle, die Gallensalztransporter in Pflanzen Ubernehmen kdénnten, ist jedoch
vollig unklar, da bisher kein direkter Nachweis ihrer Existenz in Pflanzen beschrieben
ist. Es konnte lediglich in vitro ein ATP-abhangiger Transport von Taurocholat in
isolierte Vakuolen gemessen werden (Hortensteiner et al., 1993). Ein weiterer Bericht
weist auf eine mogliche Funktion von Cholat und dessen Derivaten als Elicitor

pflanzlicher Abwehrmechanismen hin (Koga et al., 2006). In Reis wiederum wurde
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ein BASS-Mitglied als unter hypoxischen Bedingungen induziert beschrieben, ohne
dass diesem als OsSbf1 bezeichneten Protein eine genaue Funktion zugewiesen
werden konnte (Rzewuski & Sauter, 2002).

Neuere Studien zur Aufklarung des Substratspektrums von ASBT und NTCP deuten
jedoch auf weitergehende Funktionen dieser Transporter hin. Wahrend fur ASBT
bisher ein auf Gallensalze beschranktes Substratspektrum nachgewiesen werden
konnte, scheint NTCP eine ganze Reihe weiterer Substrate zu akzeptieren. Dazu
zahlen  Steroidderivate, wie  Ostron-3-Sulfat, sowie  Substanzen  wie
Bromosulfophthalein und Chlorambucil-Taurocholat (Craddock et al., 1998; Kullak-
Ublick et al., 1997). AuRerdem wurden vier weitere homologe BASS-Mitglieder aus
Saugern analysiert: P3, P4 und P5, deren Funktion noch unbekannt ist, und SOAT
(Sodium-dependent Organic Anion Transporter), ein Carrier ausschlief3lich fur
Steroidsulfate, die als nicht-aktive Vorstufen von Hormonen charakterisiert wurden
(Geyer et al., 2004, 2006). Obwohl SOAT und ASBT eine 70%ige Homologie auf
Gesamproteinebene aufweisen, akzeptiert SOAT keine Gallensalze als Substrate.
Durch eine detaillierte Analyse konnte eine Reihe von Aminosauren identifiziert
werden, die fur die Transportaktivitat essentiell sind. Da diese jedoch in allen
Saugerproteinen der BASS-Familie konserviert sind, kdnnen sie nicht fir die
unterschiedliche Substratspezifitdt verantwortlich sein (Geyer et al., 2006). Somit
kann bisher keine Erklarung fur die unterschiedlichen Substratspektren auf
molekularer Ebene geliefert werden.

Infolgedessen ist auch fur die in A. thaliana gefundenen BASS-Transporter eine
Vorhersage ihrer Substrate auf Grundlage von Sequenzvergleichen nicht méglich
und eine Funktion als Transporter fur Intermediate im Glucosinolatstoffwechsel nicht

ausgeschlossen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten daher die finf Mitglieder der BASS-
Familie in A. thaliana funktionell charakterisiert werden. Eine vergleichende Analyse
von Knock out-Mutanten, der intrazellularen Lokalisation der einzelnen Proteine und
der Expressionsmuster der sie kodierenden Gene sollte dabei nahere Hinweise auf
ihre mdgliche physiologische Rolle liefern. Durch die Expression im heterologen
System und die Anwendung eines etablierten Transportsystems war eine Analyse

von maoglichen Substraten geplant.
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2. Material und Methoden
21. Material
21.1. Bezugsquellen fiir Chemikalien und Gerate

Chemikalien, Enzyme, Gerate und Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht
anders angegeben, von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd (Buckinghamshire, GB); Applichem
(Darmstadt, D); Biorad (Minchen, D); Biometra (Géttingen, D); Roche (Mannheim,
D); Difco (Hamburg, D); Duchefa (Haarlem, ND); DuPont Company (Wilmigton, GB);
Fermentas GmBH (St. Leon-Rot, D); Fluka AG (Schweiz); GibcoBRL (Karlsruhe, D);
Heraeus (Dusseldorf, D); Intas (Géttingen, D); Merck (Darmstadt, D); Invitrogen Life
Technologies (Karlsruhe, D); Molecular Dynamics (Krefeld, D); New England Biolabs
(Schwalbach, D); Promega (Mannheim, D); Qiagen GmbH (Hilden, D); Roche
(Mannheim, D); Roth (Karlsruhe, D); Sarstedt (Numbrecht, D); Schleicher & Schuell
(Dassel, D); Serva (Heidelberg, D); Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D); Stratagene
Europe (Amsterdam, ND). Radiochemikalien wurden von den Firmen ICN
(Eschwege) und Hartmann Analyticals (Braunschweig, D) hergestellt.

Weiterhin wurden folgende Kits eingesetzt und gemal der Herstellerangaben
verwendet:

QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D)

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH, Hilden, D)

Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BioRad, Munchen, D)

Quiagen Plasmid Midi Kit

pGEM®Teasy cloning Kit (Promega, Mannheim, D)

pENTR/D-TOPO® cloning Kit (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D)

Gateway ° LR clonase™ Enzyme Mix (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, D)
Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,
USA)

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe,
D)

BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, lllinois, USA)

2.1.2. Bakterien- und Hefestamme

2.1.21. Escherichia coli

Es wurden folgende E. coli-Stamme mit angegebenem genetischen Hintergrund
verwendet:

DH5a zur Amplifikation von Plasmiden

SupE44 AlacU169 (®80, lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1

relA1 (Hanahan, 1983)

Top10 zur Amplifikation von Plasmiden

F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 deoR recA1 araD139
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A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str") endA1 nupG

XL10 Gold zur Amplifikation von Plasmiden
Tet® A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 ned A1 supE44 thi-1 recA1
gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet®) Amy Camr P

DB3.1 fur die Vermehrung von Destination-Vektoren, die das ccdB Gen
enthalten

F-gyrA462 endA1 (sr1-recA) merB mrr hsdS20(rs-, me-) supE44 ara-14 galK2

lacY1 proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 - leu mti1

BL21(DE3) zur heterologen Expression in E. coli
F” ompT hsdsg(rs'mg’)gal dcm (DE3)

21.2.2. Agrobacterium tumefaciens

GV3101 zur Transformation von Arabidopsis thaliana
Rif*\Gm" (Koncz und Schell, 1986; pMP90)

LBA4404.pBBR1MCS virGN54D zur Transformation von A. thaliana-Zellkultur
RK19 Anti-silencing-Helferstamm von LBA4404.pBBR1MCS virGN54D
2.1.2.3. Saccharomyces cerevisiae

InvSc1 zur heterologen Expression in S. cerevisiae

his3A1 leu2 trp1-289 ura3-52
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2.1.3. Vektoren

Tabelle 1: Auflistung der eingesetzten Vektoren

Vektor

Bezugsquelle

Verwendung

Amplifikation von
Fragmenten in E. coli,

. ® .
pBluescript™-Serie Stratagene Komplementation der E.
coli-KAM3-Mutante
® TA-Klonierung von PCR-
pGEMTeasy Promega Fragmenten
gerichtete Klonierung von
PENTR™-D-TOPO® Invitrogen PCR-Fragmenten;

Eingangsvektor fur das
Gateway-Klonierungssystem

Tsuyoshi Nakagawa

Gateway-Destination-Vektor;
Herstellung von

PGWB3 (Shlmagaepl;p]l)versny, Promotor::G.US?Fusioner)
zur Expression in A. thaliana
Gateway-Destination-Vektor;
Tsuyoshi Nakagawa Herstellung von cDNA::GFP-
PGWB5 (Shimane University, Fusionen zur Expression in

Japan)

Tabak- und A. thaliana-
Protoplasten

pYES-NT®-Serie

Invitrogen

Heterologe Expression in
S. cerevisiae

pYes-Dest-52°

Invitrogen

Gateway-Destination-Vektor;
Heterologe Expression in
S. cerevisiae

pDest 17°

Invitrogen

Gateway-Destination-Vektor;
Heterologe Expression in E.
coli

19




Material und Methoden

2.1.4.

Pflanzenmaterial

Die nachfolgend aufgefuhrten A. thaliana T-DNA-Insertionsmutanten-Linien wurden

im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert :

Tabelle 2: Auflistung der bearbeiteten A. thaliana T-DNA-Insertionsmutanten-Linien

Distributor Population Linie T-DNA-Insertionsort

SALK 101808 At2g26900
SALK 044369 At4922840

NASC
(http:/nasc.nott.ac.uk/home.html) |  SALK Institut SALK_ 126525 At4g12030
SALK 134294 At5g42420
SALK_ 125196 At1g21070
GK_479D02 At3925410
((vavvaan!-i}iek‘cEelnm de/GABI- GK_1 79E05 At1g78560
GK_582F05 At1g76670
GK_827C11 At4g39390

Als Wildtyp diente Arabidopsis thaliana L. Heynh. cv. Columbia (NASC-Nr. N1093).

2.2.

2.21.

Anzucht- und Kultivierungsmethoden

Kultivierung von Escherichia coli und Agrobacterium

tumefaciens

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in bzw. auf nachfolgenden Nahrmedien:

LB-Medium:

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1 | H20de3t_
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fur Platten: 1,5% Bacto-Agar
autoklavieren

YEB-Medium:

5 g Bacto Peptone

5 g Fleischextrakt

1 g Hefeextrakt

5 g Saccharose

0.5 g MgSO:x 7 H20
ad1lad 1]l Hzodest,

fur Platten: 1.5% Bacto-Agar
autoklavieren

Indikatorplatten zur Blau-WeiR-Selektion:
2 g Trypton

1 g Hefeextrakt

0.2 g NaCl

0.5 g MgClz

3 g Agar

ad 200 ml HzOgqest.

autoklavieren

400 pl Ampicillin (50mg/ml in 1 M Tris-Cl pH 8.0)
1 ml 2% (w/v) X-Gal in Dimethylformamid
40 mg IPTG

Tabelle 3: Antibiotika-Konzentrationen flr E. coli- und Agrobacterium-Selektionsmedien

Antibiotikum Endkonzentration Stocklésung Lésungsmittel
(ng/ml) (mg/ml)

Ampicillin 50 50 Wasser
KanamyC|n 50 50 Wasser
E. coli
Kanamycin 100 100 Wasser
A. tumefaciens
Hygromycin
(Gibco) 50 50 Wasser
Gentamycin 25 25 Wasser
Rifampicin 150 30 DMSO
Tetracyclin 10 10 Wasser
Chloramphenicol 20 20 Ethanol 100%
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Die E. coli-Stamme wurden bei 37°C in LB-Flussigmedium im Schattelinkubator (G25
Incubator Shaker, New Brunswick scientific Co Inc., Edison, New Jersey,USA; 300
rom ) oder auf LB-Agarplatten angezogen. Die Anzucht von Agrobacterium
tumefaciens dagegen erfolgte bei 28°C in YEB-Flissigmedium bzw. auf YEB-
Agarplatten.

Je nach Selektion erfolgte die Zugabe der entsprechenden Antibiotika in das jeweils
handwarme Medium (siehe Tabelle 3).

Die Lagerung der Bakterien erfolgte auf Agarplatten einige Wochen bei 4°C und
langerfristig bei —80°C nach 1:1 Mischung der Bakterienkultur mit folgendem
Stammkulturmedium.

Glycerin fur Stammkulturen:
65 % Glycerin

0.1 M MgSO:+

25 mM Tris/HCI pH 8.0
autoklavieren

2.2.2. Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Der verwendete Hefestamm InvSc1 wurde in nachstehendem Vollmedium bei 28-
30°C angezogen.

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose)- Medium:

1 % Hefeextrakt

2 % Peptone

2 % Dextrose (D-Glucose)

fur Platten: 2 % Agar

Als Selektionsmarker diente URA3, welches die positiven Transformanden zur
Uracilsynthese befahigt, wahrend InvSc1 Uracil-auxotroph ist. Folglich enthielt das
Selektionsmedium neben einer Stickstoff- und Zuckerquelle einen Aminosauremix
ohne Uracil.

Selektionsmedium SC-Uracil:

0.67 % Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosauren, mit Ammoniumsulfat)

2 % Glucose oder Raffinose

0.01 % Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Threonin, Tryptophan

0.005 % Aspartat, Histidin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin

Tyrosin, Valin

fur Platten: 2% Agar

Die Induktion der Expression des jeweiligen gewtinschten Proteins erfolgte, indem im
Medium Glucose durch Galactose ersetzt wurde.

Induktionsmedium:
SC ohne Uracil, mit 2% Galactose

22



Material und Methoden

2.2.3. Anzucht von Arabidopsis thaliana
2.2.31. Anzucht auf Erde

Samen von Arabidopsis thaliana wurden auf einem Gemisch von 3 Teilen Erde
(Einheitserde Typ Minitray, Gebr. Patzer KG, Sinntal-Jossa) und einem Teil
Vermiculit (Basalt Feuerfest, Linz) ausgelegt. Vor der Aussaat wurde das Substrat
mit Leitungswasser durchtrankt. Die Pflanzschalen wurden zur Vermeidung von
Kontaminationen durch Fremdsamen mit Pikierhauben abgedeckt. Zur Brechung der
Samenruhe und Synchronisation der Keimung wurde die Aussaat zunachst fur zwei
Tage bei 4°C stratifiziert. Die Keimung und Anzucht erfolgten anschliel3end in einem
Gewachshaus oder einer Phytokammer. Die Pflanzen wurden bei einer
Photonenflussdichte von ca. 150-200 umol-m?-s™ (Quantameter LI-1000 der Fa. Li-
Cor) im Gewachshaus bzw. 70 uymol-m?s™ in einer Phytokammer und einem Licht-
Dunkel-Rhythmus von 12:12 Stunden angezogen. Fur die Beleuchtung in der
Phytokammer wurde eine Mischung aus Tageslicht-Neonrohren verschiedener
spektraler Qualitaten (Tageslicht L58W/11-860, Warmweiss L58W/30, Natura de
Luxe L58W/76 und Fluora L58W/77) der Firma Osram verwendet. Die Temperatur
betrug in der Lichtphase ca. 22°C und wahrend der Dunkelphase etwa 18°C. Die
relative Luftfeuchtigkeit lag zwischen 40 - 50%.

Sobald die Keimblatter vollstandig entfaltet waren, konnte die Pikierhaube entfernt
werden. 10-14 Tage nach der Aussaat wurden die Pflanzen vorsichtig in runde
Einzeltopfe (J 6 oder 9 cm) oder in eine Multitray-Schale pikiert. Die Pflanzen
wurden ein- bis zweimal pro Woche mit Leitungswasser angestaut. Als Mainahmen
zur Schadlingsbekampfung kamen Gelbtafeln (Fa. Neudorff, Emmerthal, FRG),
Nematodensupension (Fa. Sautter und Stepper, Ammerbuch, FRG), Nutzlinge
(Chrysoperla; Fa. Sautter und Stepper, Ammerbuch, FRG) und bei starkem
Blattlausbefall Confidor als 25%ige Emulsionsspritzldsung zum Einsatz.

Zur Samengewinnung nach Abschluss der Blutezeit wurden die Infloreszenzen zum
Zeitpunkt der Gelbfarbung der Schoten mit Pergamenttiten umhdllt und die
Bewasserung eingestellt. Nach beendeter Samenreife wurden die getrockneten
Blutenstiele abgeschnitten und zerrieben, um die Samen aus den Schoten zu I6sen.
Die Samen konnten nahezu rein gewonnen werden, indem Pflanzenreste wiederholt
mit einem Metallsieb (Maschenweite 450 ym) abgetrennt wurden. Die Lagerung der
Samen erfolgte nach 2tagiger vollstandiger Trocknung der Samen unter dem Abzug
in 2 ml-Kunststoffgefallen mit Schraubdeckel und Dichtungsring.

Reste transgener Pflanzen, insbesondere Samen und reproduktive Organe, wurden
bei 121°C und 1,2 bar fur 40 min autoklaviert, wahrend Reste nicht transgener
Pflanzen kompostiert werden konnten.
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2.2.3.2. Sterilisation der Samen und in vitro-Anzucht auf Agarplatten
Fir die in vitro-Kultivierung von A. thaliana wurde Murashige-Skoog (Murashige &
Skoog, 1962), kurz MS-Medium, verwendet.

MS-Medium:

4,6g Murashige-Skoog-Medium micro & macro elements inc. vitamins (Duchefa)
1% (w/v) Saccharose

0,8 % (w/v) Agar

pH 5,6 — 5,8 mit KOH einstellen

ad 11 HZOdest.

autoklavieren

Zur Selektion transformierter Pflanzen wurden dem handwarmen Medium die
jeweiligen sterilfiltrierten Antibiotika zugegeben.

Tabelle 4: Antibiotikakonzentrationen fir A. thaliana-Selektionsmedien

Antibiotikum Endkonzentration Stocklosung Lésungsmittel
(ng/ml) (mg/mi)
Kanamycin 50 50 Wasser
Hygromycin
(Gibco) 20 50 Wasser

Vor der Aussaat der zu selektierenden Samen erfolgte deren Oberflachensterilisation
mit Hilfe von Chlorgas in einem Exsikkator. Dazu wurden die Samen zunachst in gut
beschriftete Eppendorfgefalle umgefullt und gedffnet in einen im Exsikkator
befindlichen Stander gestellt. Weiterhin wurde ein Becherglas mit 100 ml NaCIlO
geflllt und ebenfalls im Exsikkator platziert. Nun folgte die Zugabe von 3 ml konz.
HCI und ein madglichst rasches Verschliellen des Exsikkators. Nach einer Inkubation
von 3 bis 6 h wurde der Exsikkator unter sterilen Bedingungen gedffnet und die
Samen zum Abdampfen (2 h) unter der Sterilbank belassen.

Die auf diese Weise sterilisierten Samen wurden auf die fertigen Platten aufgebracht,
diese nach vollstandigem Trocknen mit luftdurchlassigem Vliesklebeband (Omnipor
der Fa. Hartmann) versiegelt und fir 2 Tage bei 4 °C stratifiziert. Anschlieend
erfolgte die Keimung und weitere Anzucht bei 22°C unter einem Licht-Dunkel-
Regime von 16:8 h in dem Phytoinkubationsschrank RUMED 1200 (Fa. Rubarth
Apparate GmbH, Laatzen).
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2.3. Praparation und Analyse von DNA

2.3.1. Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Isolation von Agrobacterium-Plasmid-DNA im Mini-MaRstab

Hierbei wurde sich der Methode nach Birnboim und Doly (Birnboim & Doly, 1979)
bedient, die es ermdglicht, Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen mit nur geringen
Kontaminationen an bakterieller chromosomaler DNA und Proteinen zu isolieren.

1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden fur 10 min bei 3000 rpm in einem
EppendorfgefalR abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert, das Sediment in 100 pl
Mini-Lésung | (s.u.) resuspendiert und fur 5 min bei RT inkubiert. Zur Lyse der
Bakterien wurden je 200 pl Mini-Lésung Il (s.u.) zugegeben, vorsichtig mehrmals
invertiert und die Ansatze nochmals 5 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die
Neutralisation durch Zugabe von 150 ul 3M KOAc (pH 4,8) je Ansatz und wiederum
gute Durchmischung durch mehrfaches Invertieren. Im Anschluss an eine 5mindtige
Inkubation auf Eis wurde bei 14.000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und einem RNase-Verdau unterzogen. Hierfur wurde zunachst
die DNA mit Ethanol gefallt, gewaschen und anschlielend getrocknet. Die DNA-
Pellets wurden in 200 pl RNase/H20dd -Lésung (RNase-Konzentration: 10 ug/ml)
versetzt und fir mindestens 30 min bei 37°C inkubiert. Um die RNase zu entfernen,
wurden die Proben phenolisiert, mit Ethanol prazipitiert, danach gewaschen, im
Exsikkator getrocknet und schlie8lich in einem adaquaten Volumen dest. Wasser
aufgenommen.

Mini-Losung I:

25 mM Tris/HCI , pH 8,0

10 mM EDTA/NaOH , pH 8,0
50 mM Glucose

Mini-Losung II:
1% (w/v) SDS
0,2 M NaOH

Isolation von E. coli-Plasmid-DNA im Mini-MaRstab

Hierfir kam das Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BioRad, Minchen, D) zum
Einsatz, wobei nach mitgeliefertem Protokoll vorgegangen wurde. Zur
Kostenminimierung war es moglich, die Bindungsmatrix selbst herzustellen und die
gelieferten Saulchen somit nach grindlicher Reinigung mit dest. Wasser mehrfach zu
benutzen.

Bindungsmatrix:

5,3 M Guanidin-HCI

20 mM Tris pH 8,0

0.15 g/ml Diatomeenerde
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Isolation von E. coli-Plasmid-DNA im Midi-MaRstab

Um Plasmid-DNA in Grolderen Mengen und in besonders reiner Form zu gewinnen,
wurde das Qiagen Plasmid Midi Kit (Hilden, D) nach Herstellerangaben verwendet.

2.3.2. Isolation von genomischer DNA aus A. thaliana

DNA-Schnellpraparation fur PCR-Reaktionen

Als eine einfache und schnelle Methode zur Praparation genomischer Pflanzen-DNA
kam die Methode von Edwards (Edwards et al., 1991) zur Anwendung. Die auf diese
Weise isolierte genomische DNA eignet sich insbesondere als Matrize fur PCR-
Analysen, weniger fur Southern-Blot-Untersuchungen, da die DNA hierbei starken
Scherkraften unterliegt und nur wenig gereinigt wird.

Ein bis drei Rosettenblatter von Arabidopsis thaliana wurden geerntet und entweder
sofort verarbeitet oder bis zur DNA-Praparation in flissigem Stickstoff eingefroren.
Die Homogenisation des Blattmaterials erfolgte in 1,5 ml Eppendorfgefalten mit Hilfe
eines Bohrers bei Raumtemperatur. Zu dem homogenisierten Gewebe wurde 400 pl
Extraktionspuffer gegeben und fir 3-4 s gevortext. Nach der Aufarbeitung aller
Proben wurden diese fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein frisches Eppendorfgefald Gberfihrt und mit 1 Vol. Isopropanol vorsichtig gemischt.
Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die gefallte DNA bei 13.000 rpm
in der Eppendorf 5417 Zentrifuge fur 10 min pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet jedoch mit 200 pl 70% Ethanol versetzt und 5 min bei 13.000
rom gewaschen. Wiederum erfolgte das mdglichst vollstandige Entfernen des
Uberstandes, so dass das Pellet unter dem Abzug in ca. 20-30 min lufttrocknen
konnte. Anschlielend wurde das trockene Pellet in 50 ul 1x TE-Puffer aufgenommen
und davon je 1 — 4 pl zur PCR-Reaktion eingesetzt.

Extraktionspuffer:

200 mM Tris/HCI , pH 7,5
250 mM NaCl

25 mM EDTA

0,5% (w/v) SDS
autoklavieren

1x TE-Puffer:

10 mM Tris/HCI , pH 8,0
1 mM EDTA
autoklavieren
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Isolation genomischer Bluten-DNA fiir Southern- Blot-Analysen

Eine schnelle Moglichkeit zur Praparation genomischer DNA in guter Qualitat und
Menge, wie sie beispielsweise fur genomische Southern Blots bendtigt wird, stellt die
Isolation von DNA aus A. thaliana-Bluten nach dem Protokoll von Liu (Liu et al.,
1995) dar. Dazu wurden zwei bis vier Blutenstande geerntet, in ein Reaktionsgefaly
uberfihrt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Zu dem mit einem Pistill
gemorserten homogenen Gemisch wurden 250 ul Extraktionspuffer gegeben, gefolgt
von weiterem Morsern bis zum Auftauen, wonach eine nochmalige Zugabe von 250yl
Extraktionspuffer erfolgte. Anschlieliend wurde das Gemisch mit 400 ul PCI versetzt,
kraftig geschttelt und 10 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
frische Eppendorfgefalle dberfuhrt und die DNA durch Zugabe von 0,8 Vol.
Isopropanol gefallt. Nach zehn Minuten Inkubation bei RT schloss sich wiederum ein
10 minitiger Zentrifugationsschritt bei 3500 rpm an. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit 70 % Ethanol zweimal gewaschen. Das luftgetrocknete Pellet
wurde schlief3lich in 50 pl TE/RNaseA (10 ug/ml) aufgenommen und in ca. 30 min auf
dem Schuttler zur LOsung gebracht.

2x Puffer:

0,6 M NaCl

100 mM Tris pH 7.5
40 mM EDTA

4% (w/v) Sarkosyl
1% (w/v) SDS

Extraktionspuffer:
25 ml 2x Puffer

20 ml 12 M Harnstoff
2.5 ml Phenol

2.5 ml H204d

PCI:
Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol
im Verhaltnis 25 : 24 : 1

2.3.3. Reinigung von DNA

Da die nach oben genannten Isolationsmethoden praparierte DNA oft noch
Proteinverunreinigungen enthalt, die bei einigen Anwendungen storend wirken
konnen, ist in diesen Fallen eine Reinigung der DNA durch Phenolisierung und
anschlie®ende Fallung notwendig. Dazu wird die DNA-L6sung mit 2 Vol. PCI
versetzt, einige Minuten geschuttelt und fir 10 min bei 12.000 rpm zentrifugiert.
Die DNA-haltige wassrige Oberphase wird abgenommen, die organische
Unterphase mit der proteinhaltigen Interphase jedoch verworfen. Es folgt eine
nochmalige Extraktion mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol, kurzem Schutteln und
Zentrifugation fir 10 min bei 12.000 rpm . Zu der nochmalig Uberfuhrten DNA-
haltigen Oberphase wird dann 1/2 Vol. 7,5 M Ammoniumacetat oder 1/10 Vol 3 M
Natriumacetat pH 6,0 und 2,5 Vol. 100 % Ethanol gegeben. Die Losung wird fur 5
min geschuttelt und anschlielend fur 30 min bei 14.000 rpm sedimentiert. Das
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Sediment wird zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen, im Exsikkator getrocknet
und in ein adaquates Volumen dest. Wasser oder TE aufgenommen.

2.34. Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA fur analytische und praparative Zwecke dient die
horizontale Agarosegelelektrophorese (Maniatis, 1982). In Abhangigkeit von der zu
erwartenden FragmentgroRe wurden 0.8 - 2 %ige (w/v) Agarosegele hergestellt. Die
eingewogene Agarose wurde in dem erforderlichen Volumen 1 x TAE-Puffer im
Mikrowellenherd aufgekocht, bis die Agarose vollstandig geldst war. Vor dem GielRen
in eine Flachbettkammer wurde die Losung mit 1/20.000stel Vol. Ethidiumbromid
versetzt. Wahrend das Gel erstarrte, erfolgte die Zugabe von Stopp-Puffer zu den
DNA-Proben. Der Gellauf fand bei einer angelegten Stromstarke von 1-1.5 mA pro
cm? Gelflache in 1x TAE-Puffer statt. Zur GréRenbestimmung der Fragmente wurde
jeweils mindestens ein DNA-Langenstandard mit aufgetragen (1 kb-Langenmarker
der Fa. Invitrogen). Durch die Interkalierung von Ethidiumbromid in die DNA konnte
diese auf einer UV-Durchlichtapparatur (254 nm Wellenlange) sichtbar gemacht
werden. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit einem Geldokumentationssystem
(Video-Bildverarbeitungsgerat, Fa. Intas, Gottingen).

50 x Tris-Acetat-Puffer (TAE) :
2 M Tris/ HAc, pH 7,5
50 mM EDTA

10 x Stopp-Puffer:

20 % (w/v) Ficoll 400

100 mM EDTA

1 % (w/v) SDS

0,05% (w/v) Bromphenolblau
0,05% (w/v) Xylenblau

Ethidiumbromid-Stammldsung:
5 mg/ ml Ethidiumbromid

2.3.5. Quantifizierung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte entweder durch Abschatzung in
einem Agarosegel oder durch Messung der Absorption der Nukleinsdureldsung im
Spektralphotometer (Photometer Ultrospec Ill, Pharmacia).

Die Mengenabschatzung in einem Agarosegel erfolgte im optischen Vergleich mit
einem Mengenstandard (1 kb-Langenmarker der Firma Invitrogen) anhand der
subjektiv eingeschatzten Starke der Farbung mit Ethidiumbromid.

Weiterhin kann der Nukleinsauregehalt einer Losung Uber die Absorption bei 260 nm
quantifiziert werden. Ein Aliquot der DNA-Praparation wurde hierzu 1:50 mit Wasser
verdunnt und die Absorption bei den Wellenlangen A = 260 nm und 280 nm in einer
Quarzkuvette gegen Wasser als Referenz gemessen. Hierbei gilt: E = 0,05 entspricht
1 ug Oligonukleotide/ ml, E = 0,025 entspricht 1 uyg RNA/ ml, bzw. 1 ug
einzelstrangige DNA/ ml und E = 0,02 entspricht 1 pg doppelstrangige DNA/ ml.
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Verunreinigungen der Losung durch Proteine lassen sich aus dem Verhaltnis der
Absorptionen bei 260 und 280 nm abschatzen, wobei der Quotient E 20/ E 250
zwischen 1.6 und 1.9 liegen sollte. Zusatzlich kann eine Messung der Absorption bei
230 nm Auskunft Gber Verunreinigungen durch Phenole oder Polysaccharide geben.
Dabei sollte der Quotient E 260/ E 230 ungefahr zwei betragen.

2.3.6. Elution von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen GmbH,
Hilden, D) nach den Anweisungen des Herstellers aus Agarosegelen isoliert.

2.3.7. Restriktion von DNA

Zur Spaltung doppelstrangiger DNA wurde das Restriktionsendonukleasen/Puffer-
System der Firma MBI Fermentas gemal Katalogangaben verwendet.

2.3.8. Ligation von DNA-Enden

Die T4 DNA-Ligase verbindet DNA-Fragmente, die endstandige 3°-OH-Gruppen
tragen, mit solchen, die 5°-Phosphatgruppen besitzen. Die Reaktion findet unter
ATP-Hydrolyse statt. Dabei kdnnen sowohl zueinander komplementare als auch
glatte Enden miteinander verknupft werden. DNA-Fragment und Vektor wurden im
molaren Verhaltnis 5 : 1 gemischt und fur einen 20 pl-Ansatz weiterhin 2ul 10x
Ligase-Puffer und 1-2 U T4 DNA-Ligase (Promega) zugegeben. Die Reaktion
erfolgte Uber Nacht in einem auf 12 °C temperierten Wasserbad. Anschlieend
wurde der Ansatz direkt fur die Transformation kompetenter Bakterienzellen
verwendet.

2.3.9. Gateway®-Klonierung

Das Gateway®-System ist ein auf dem Rekombinationssystem des Bakteriophagen A
basierendes Rekombinase-Klonierungssystem. Dieses verwendet insgesamt 4
Erkennungssequenzen, sogenannte att-sites, die auf spezifische Weise miteinander
rekombiniert werden. Zunachst erfolgt die direkte und gerichtete Klonierung des
gewunschten PCR-Produkts in den Eingangs- oder entry- Vektor (z.B. pENTR/D-
TOPO®, Invitrogen)  zwischen  die  att-Sequenzen. Nun  folgt  der
Rekombinationsschritt in den gewulnschten Expressions- oder destination- Vektor,
der ebenfalls Uber korrespondierende att-sites verfugt. Wahrend der Reaktion, die
von der jeweiligen Rekombinase (je nach Art der att-sites BP- oder LR clonase™
Enzyme Mix, Invitrogen) ausgefuhrt wird, werden die DNA-Abschnitte, die zwischen
den att-Sequenzen liegen, zwischen entry- und destination-Vektor ausgetauscht.
Unerwlnschte Rekombinationsprodukte werden durch verschiedene Resistenzgene
in den jeweiligen Vektor-backbones und durch das toxische ccdB-Gen, das vom
destination-Vektor in den entry-Vektor rekombiniert, wegselektiert. Auf diese Weise
ist es moglich, durch Rekombination ausgehend von einem entry-clone in eine ganze
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Kollektion von moglichen destination-Vektoren einfach und schnell eine Vielzahl von
Fragestellungen zu beantworten.

Zur Klonierung der in dieser Arbeit genutzten Konstrukte mit Hilfe des Gateway®-
Systems wurde nach Herstellerangaben (Invitrogen) vorgegangen.

2.3.10. Kapillartransfer von DNA (Southern Blot)

Um DNA-Fragmente, die zuvor mittels Agarosegelelektrophorese entsprechend ihrer
Lange aufgetrennt wurden, auf eine Membran zu transferieren und dort zu fixieren,
so dass spater durch Hybridisierung mit markierten Sonden ein spezifischer
Nachweis einzelner DNA-Fragmente maoglich ist, bedient man sich des sogenannten
Southern Blots (Southern, 1975). Fur ein effizientes Blotten von Gelen nach einem
Restriktionsverdau genomischer DNA erfolgte der Transfer der Nukleinsauren Uber
Nacht im upward-Verfahren mit einem Hochsalzpuffer. Bei dieser Blot-Methode wird
20 x SSC-Puffer unter Nutzung der Kapillarkrafte durch das Gel und die Membran in
einen Stapel von Papiertiichern gesogen, wobei die DNA mitwandert und an der
Membran anhaftet.

Dazu wurde das Gel fur 30 min denaturiert, einmal mit Leitungswasser gespult und
fur weitere 30 min neutralisiert. AnschlieBend erfolgte der Aufbau des
Transferstapels. Eine Wanne wurde mit 20 x SSC befullt und diese mit einer
Glasplatte bedeckt. Ein Stuck Whatman - Papier wurde Uber die Glasplatte gelegt, so
dass es auf beiden Seiten in den Puffer eintauchte. Das Gel wurde nun auf das mit
20 x SSC getrankte Whatman - Papier gelegt und die Luftblasen mit einer 10 ml
Pipette entfernt. Die Membran (Hybond™ —-N+ Nylon-Membran, Amersham
Pharmacia Biotech UK Ltd, Buckinghamshire, GB), die zuvor auf die Grofe des Gels
zurechtgeschnitten worden war, wurde kurz in 20 x SSC getaucht und luftblasenfrei
auf das Gel gelegt. Um ein Vorbeilaufen des Transferpuffers am Gel zu verhindern,
wurde der Bereich um das Gel mit Parafilm abgedichtet. Weiterhin wurden 4 Lagen
in 20 x SSC getranktes, zurechtgeschnittenes Whatman - Papier und ein ca. 5 cm
hoher Stapel Laborpapier aufgelegt. Abschlielend erfolgte eine Beschwerung des
Stapels durch eine Glasplatte und ein Gewicht von ca. 1 kg. Der Aufbau wurde 12 bis
16 h geblottet. Nach dem Blotten wurde die DNA mit dem UV Stratalinker 2400
(Stratagene Europe, Amsterdam, ND) auf der Membran fixiert.

Zur Hybridisierung der auf der Nylonmembran fixieten DNA mit der radioaktiv
markierten Sonde (2.3.11.) wurde die Membran zunachst fir mindestens 2 h bei
65°C in RotiHybriQuick (Roth) vorhybridisiert. Die radioaktiv markierte Sonde wurde
fur 10 min bei 95°C denaturiert und zur Vorhybridisierungslosung gegeben. Die
Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei 65°C in einem Rotationshybridisierungsofen
(Fa. Hybaid, Heidelberg). Zur Entfernung unspezifisch gebundener Radioaktivitat
wurden Waschungen der Membran mit ansteigender Stringenz durchgefihrt :
zweimal fur 30 min bei 65°C mit Waschlosung | und einmal fur 10 min mit
Waschlosung Il. Der noch feuchte Filter wurde in Folie eingeschweil3t und ein frisch
geldschter Phosphorimagerscreen (Molecular Dynamics, Krefeld) aufgelegt. Die
Dauer der Exposition richtete sich nach der Starke des erwarteten Signals, welches
mit einem Phosphor-Imager (Storm 860, Fa. Molecular Dynamics, Krefeld) erfasst,
als TIFF-Datei gespeichert und mit der Software ImageQuant Mac (Version 1.2)
densitometrisch ausgewertet werden konnte.
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Denaturierungslosung:
1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

Neutralisierungslosung:
1 M NH4Ac
10 mM NaOH

20 x SSC:

0,3 M Na-Citrat
3 M NaCl

pH 7,5

Vor/Hybridisierungslosung:
RotiHybriQuick (Roth)

Waschlosung I:
2x SSC
0,1% (w/v) SDS

Waschlosung lI:
0,2x SSC
0,1% (w/v) SDS

2.3.11. Radioaktive Markierung von DNA

Die zu markierende DNA wird zunachst denaturiert (95°C), der komplementare DNA-
Strang anschlieend durch das Klenow-Fragment neu synthetisiert. Da der Reaktion
ein radioaktives Desoxynukleotid zugesetzt wird, kann der neu synthetisierte Strang
mit einer hohen spezifischen Aktivitat markiert werden. Als Primer fur die
Neusynthese dienen Hexadesoxynukleotide mit zufalliger Sequenz, die an beliebige
Stellen eines DNA-Einzelstranges binden kdnnen.

20 -100 ng DNA-Fragment wurden zusammen mit 10 pl Labelling-Mix far 10 Minuten
bei 95°C denaturiert. Zu dem Ansatz wurden 2 pl BSA (1 mg/ml), 20-30 uCi a-[32P]-
dATP sowie 3 U Klenow-Fragment gegeben. Der Ansatz wurde fur 2 Stunden bei
37°C oder Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Der Einbau der Radioaktivitat wurde durch
eine  TCA (Trichloressigsaure)-Fallung (Ansatz s.u.) mit anschlielender
Zentrifugation (14.000 min™, 7 Minuten, Eppendorf Centrifuge 5417) und Vergleich
der Aktivitaten in Sediment und Uberstand kontrolliert. Der Einbau des (a-*2 P)-dATP
erfolgte normalerweise mit einer Effizienz von tUber 80 %.

Die Trennung der Sonde von nicht eingebauten Nukleotiden fand Uber eine Saule
(MicroSpin S-200 HR Colum, Pharmacia) nach Herstellerangaben statt.

Losung A:

1,25 M Tris/ HCI, pH 8,2
0,125 M MgCl2

2% (w/v) 2-Mercaptoethanol
e 0,5 M dCTP, dGTP, dTTP
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Losung B:
2 M HEPES/ NaOH, pH 6,6

Losung C:
3,6 pg/ pl Hexadesoxynukleotide (dNs)

5 x Labelling-Mix:
Lsg. A:Lsg.B:Lsg.C
100: 250 :100

Ansatz zur Kontrolle der Einbaurate:

100 pl H2O

5 pl Heringssperm-DNA (10 mg/ml), denaturiert
1.5 yl Labelling-Ansatz

135 pl TCA (20%)

2.3.12. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Als Standardmethode zur Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen fand die PCR
(Polymerase chain reaction; Mullis, 1988) Anwendung. Das Prinzip der in vitro DNA-
Vermehrung beruht auf einem sich 25-35fach wiederholenden Zyklus aus
Denaturierung der DNA, Bindung der reziproken Oligonukleotide bzw. Primer und
Neusynthese der DNA-Strange durch eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem
Bakterium Thermus aquaticus (Taqg-Polymerase). Die Verdopplung einer
spezifischen DNA-Sequenz mit jedem Zyklus bedeutet einen exponentiellen Anstieg
der Konzentration des von den Primern definierten DNA-Fragmentes.

Ein Standard-PCR-Ansatz enthielt jeweils:

10 — 100 ng Template-DNA

1/10 Vol. 10 x PCR-Puffer (Qiagen, Roche, Promega)
100 uM dNTP-Mix

1/50 Vol. Primer 1 (10pmol/ul)

1/50 Vol. Primer 2 (10pmol/pul)

1 U Taqg-Polymerase (Qiagen, Roche, Promega)

Die PCR wurde in einem programmierbaren Thermocycler (Biozym PTC 100/200)
unter Verwendung folgenden Standard-Programmes durchgefihrt.

96°C 2 min

96°C 15 sec

52 - 62 °C* 30 sec 35 Zyklen
72°C 1 min

72°C 4 min

4°C o0

*Die Temperatur fur die Anlagerung der Primer an die Template-DNA hangt von der
Basensequenz der verwendeten Primer-Paare ab.
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Die Analyse des Amplifikats erfolgte nach Zugabe von 5x Stopp-Puffer mittels
Agarosegelelektrophorese.

2.3.12.1.1. Colony-PCR

Als schnelle und einfache Methode, eine Vielzahl von Klonen als Ergebnis einer
Transformation auf das Vorhandensein des gewunschten Plasmids zu Uberprifen,
gilt die Colony-PCR. Mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers wurden Zellen einer
Bakterienkolonie in 50 pl steriles A. dest. Uberfuhrt und durch 5minitiges Kochen
aufgeschlossen. Fir den Ansatz der PCR-Reaktionen wurden 1 pl des Aufschlusses
und die jeweiligen genspezifischen Primer eingesetzt.

2.3.12.1.2. Screening-PCR zur Durchsicht transgener Pflanzenpopulationen

Hierfur wurden zur Bestimmung der Zygotie je 2 PCR-Reaktionen pro Pflanze unter
Einsatz der nach Punkt 2.3.2. gewonnenen genomischen Pflanzen-DNA
durchgefuhrt. Der erste Ansatz enthielt ein zum linken Ende der T-DNA homologes
Oligonukleotid (/eft border primer) und, je nach zuvor bestimmter Orientierung der T-
DNA durch den Distributor, den jeweiligen genspezifischen forward- oder reverse-
Primer. Der zweite Ansatz beinhaltete beide genspezifische Primer. Im gewinschten
Fall der Homozygotie der Pflanze einer T-DNA-Insertionslinie entstand nur im ersten
Ansatz ein Amplifikat, wahrend im zweiten aufgrund der GréfRe der inserierten T-DNA
von bis zu 5 kb kein Fragment amplifiziert werden konnte. Da diese Methode auf
einem Negativhachweis beruht, wurden zur Bestatigung der Homozygotie jeweils
mindestens 3 Wiederholungen beider PCR-Reaktionen durchgefuhrt.
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2.3.13. Sequenzierung von DNA

Sequenzierungen wurden mit dem ABI 3730 Genetic Analyser (PE Applied
Biosystems GmbH) im Institut fur Genetik der Universitat zu Koln durchgefuhrt. Die
Probenvorbereitung einschlieBlich Sequenzierungsreaktion erfolgte jedoch im
eigenen Hause mit dem Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA) nach einem modifizierten Protokoll der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). Hierzu wurden die gereinigte DNA und
folgende weitere Komponenten in einen 10 pl-Ansatz gegeben:

10-100 ng DNA

0,5 pl Primer (10 pmol/pl)
1 ul Puffer

2 yl BigDye 3.1

ad 10 yl HPLC-H,0O

Die Sequenzierreaktion fand im Thermocycler bei untenstehenden Bedingungen
statt:

96°C 20 sec

96°C 10 sec

55°C 10 sec 35 Zyklen
60°C 4 min

4°C o0

Anschlielend wurde jeder Ansatz 1:1 mit HPLC-H,O verdunnt und zur Analyse in
das Institut fir Genetik gebracht. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe
der Programme Chromas LITE Version 2.0 oder EditView Version 1.0.

2.4. Transformationsmethoden
241. Transformation von E. coli
2411. Herstellung TSS-kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung TSS-kompetenter Bakterien wurden nach der Methode von Chung &
Miller (Chung & Miller, 1993) verfahren. Bakterien des entsprechenden Stammes
(z.B. DH50) wurden in 5 ml LB-Medium ohne Antibiotikum angeimpft und uber Nacht
bei 37°C im Schuttelinkubator (New Brunswick G25, Edison/ USA) angezogen.
Danach wurde 1 ml der Ubernachtkultur in einen Erlenmeyerkolben mit 100 ml
frischem LB-Medium uberimpft und die Kultur solange bei 37°C im Schuttler
inkubiert, bis eine optische Dichte bei 600nm von 0,4 und somit der Eintritt der
exponentiellen Wachstumsphase erreicht war. Daraufhin erfolgte eine Aufteilung der
Kultur in zwei 50 ml-Réhrchen und eine 10mindtige Sedimentation derselben bei
3.000 rpm. Die Sedimente wurden in je 10ml eisgekuhltem TSS-Medium
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aufgenommen und vereinigt, 15 min auf Eis inkubiert, moglichst schnell a 50 pl in 1.5
ml Eppendorfgefal’e aliquotiert, sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und
maximal 2 Monate bis zur Verwendung bei -80° C gelagert.

TSS-Medium:

10 % (w/v) PolyethylenGlycol 8000 in LB-Medium
5 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO)

20-50 mM MgCl;

20-50 mM MgSO,4

pH 6,5/ NaOH

autoklavieren

Zur Transformation wurde ein 50 ul Aliquot kompetenter Bakterien auf Eis aufgetaut
und nach Zugabe des Ligationsansatzes bzw. der Plasmid-DNA fur 20 min auf Eis
inkubiert. Die Reaktionsgefalle wurden 90 s auf 42°C erhitzt und kurz auf Eis
abgekuhlt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die Bakterien bei 37°C eine
Stunde leicht geschuttelt. 200 ul bis 1ml des Transformationsansatzes wurden dann
auf einer Indikatorplatte bzw. einer LB-Platte mit einem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C kultiviert.

2.4.2. Transformation von A. tumefaciens

2.4.21. Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens —-Zellen

Als Vorkultur wurden Agrobakterien in 5 ml MGL-Medium angeimpft. Nachdem diese
bis zur frihen stationaren Phase gewachsen waren, wurde die Vorkultur in 100 ml
MGL-Medium verdinnt, so dass die ODeoo ca. 0.04-0.08 betrug. Es folgte eine
Vermehrung der Bakterien bis zu einer ODeoo ~0.5. Die Zellen wurden dann
abzentrifugiert (5 min, 4°C, 5.000 rpm, Rotor GS, Sorvall RC5B) und in 40 ml
eisgekuhltem 1 mM HEPES, pH 7.0 aufgenommen, erneut abzentrifugiert und in 40
ml eisgekuhltem 1 mM HEPES/ 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, 4°C, 5.000 rpm, Rotor SS34, Sorvall RC5B)
wurden die Zellen in 2 ml 1 mM HEPES/ 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen, auf zwei
Eppendorfgefalde verteilt, kurz sedimentiert und in 200-400 yl HEPES/ 10 % (v/v)
Glycerin resuspendiert. 50 pl-Aliquots der kompetenten Agrobakterien wurden direkt
verwendet oder bei —80°C gelagert.

MGL-Medium:

0,5% (w/v) Bacto-Trypton
0,25% (w/v) Hefe-Extrakt
0,5% (w/v) NaCl2

0,5% (w/v) Mannit
0,116% (w/v) Na-Glutamat
0,025% (w/v) KH2POa4
0,01% (w/v) MgSOa4

1 mg Biotin

ad 1 | mit bidest. Wasser
autoklavieren
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Zur Transformation wurden 2 pl Plasmid-DNA (~ 200ng) zu 50 ul kompetenten Zellen
gegeben. Nach zweiminltiger Inkubation auf Eis wurde die DNA/Bakterienmischung
in eine eiskalte 0,2 cm Kuvette gefillt. Die Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 400 Q,
2,5 kV Puls und 8-9 ms Verzégerung (Genepulser Il, Fa. Biorad). Anschlieend
wurde sofort 1 ml YEB hinzugegeben. Nach zwei Stunden Inkubation bei 28°C unter
leichtem Schitteln wurden die Zellen abzentrifugiert und in 200 ul YEB
aufgenommen. Es folgte das Ausplattieren der Bakteriensuspension auf
entsprechende Selektionsplatten, die 2 Tage bei 28°C inkubierten.

2.4.3. Transformation von S. cerevisiae

2.4.31. Herstellung kompetenter S. cerevisiae-Zellen

10 ml YPD-Medium (2.2.2.) wurden mit einer Einzelkolonie InvSc1 beimpft und tber
Nacht unter Schutteln bei 30°C herangezogen. Am nachsten Tag wurde die
Ubernachtkultur in einem Volumen von 50 ml YPD auf eine ODggg von 0,4 verdiinnt
und weitere 2 bis 4 h unter Schutteln bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden dann auf
sterile 50 mlI-Polypropylenréhrchen aufgeteilt, 5 min in bei 1.500 x g sedimentiert und
in 40 ml sterilem 1 x TE resuspendiert. Die Zellen wurden wie zuvor sedimentiert, in 2
ml 1 x LiOAc/0,5 x TE aufgenommen und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fir
jeden Transformationsansatz wurden 100 pl dieser Suspension mit 1 pg Plasmid-
DNA und 10 pl Trager-DNA (10 mg/ml denaturierte Heringsspermen-DNA) in einem
sterilen 1,5 ml-Reaktionsgefaly gemischt, 700 pl 1 x LiOAc/ 40% PEG-3350/ 1 x TE
hinzugegeben und das Reaktionsgefall grindlich invertiert. Danach wurden die
Transformationsansatze 30 min bei 30°C inkubiert, bevor 88 yl DMSO zugegeben
und die Suspension wiederum sorgfaltig durchmischt wurde. Anschlielend wurden
die Hefezellen einem siebenminutigen Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und
nachtraglich kurz anzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen in 1 ml 1 x
TE resuspendiert, in gleicher Weise sedimentiert, in 100 pl 1 x TE aufgenommen und
auf SC/-Ura-Platten (2.2.2.) zur Selektion auf fehlende Uracil-Auxotrophie der
Transformanden ausgestrichen.

1 x TE-Puffer:

10 mM Tris/HCI, pH 7,4
1 mM EDTA
autoklavieren

1 x LiOAc/ 0,5 x TE:
5 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM Lithiumacetat
0,5 mM EDTA
sterilfiltrieren

1 x LiOAc/ 40% PEG-3350/ 1 x TE:
10 mM Tris/HCI, pH 7,5

100 mM Lithiumacetat

1 mM EDTA

40% (w/v) PEG-3350

sterilfiltrieren
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244, Transformation von A. thaliana

Zur Transformation von A. thaliana mit A. tumefaciens wurde sich der Bluten-Tauch-
Methode (,floral dip“, Clough & Bent 1998; Desfeux et al. 2000; Bent 2000) bedient.
Zunachst erfolgte die Ausaat von Samen des A. thaliana Wildtyps ColO auf Erde. Im
Vier- bis Sechsblattstadium erfolgte die Vereinzelung von vier bis funf Pflanzen pro
Topf (& 9 cm). Nachdem die ersten Infloreszenzen eine Lange von etwa 10 cm
erreicht hatten, wurden diese abgeschnitten, um die Bildung vieler nachfolgender
Infloreszenzen zu fordern. Etwa eine Woche spater verflgten die Pflanzen Gber eine
genugend grolRe Anzahl von Infloreszenzen (5-10), so dass die Anzucht der
Agrobakterienkultur zur Transformation begonnen werden konnte. 500 ml YEB-
Flussigmedium einschlie3lich der zur Selektion notwendigen Antibiotika wurden mit 5
ml Ubernachtkultur der positiv getesteten Agrobakterien-Klone beimpft und Uber
Nacht bei 28°C geschuttelt. Nachdem eine ODgoo von 0,8 — 1,0 erreicht war, folgte
die Sedimentation der Zellen fir 15 Minuten bei 2500 x g. AnschlieRend wurde das
Sediment in 100 ml Infiltrationsmedium vorsichtig resuspendiert. Unmittelbar vor der
Transformation wurde dem Transformationsansatz die oberflachendestabilisierende
Substanz Silwet L-77 im Verhaltnis 1:2000 und das Hormon Benzylaminopurin (BA;
Stammldsung: 0,01% BA in 1 M NaOH) im Verhaltnis von 1:100.000 zugesetzt. Die
nun komplette Infiltrationsldsung wurde in eine Plastikschale (ca. 10,2 x 13 x 4,3 cm)
eingefullt und die bereitgestellten A. thaliana-Pflanzen kopfuber mit den Bliten voran
unter vorsichtigen Auf- und Abbewegungen fur etwa 10-20 sec hineingetaucht. Die
auf diese Weise behandelten Pflanzen wurden Uber Nacht zunachst waagerecht
gelagert, so dass Uberschussige Flussigkeit abtropfen und Schimmelbildung
entgegengewirkt werden konnte. Um andererseits ein zu frihes Abtrocknen der
Agrobakteriensuspension zu verhindern, erfolgte in den ersten Tagen nach der
Transformation eine Abdeckung der Pflanzen mit einer Haube und mehrmaliges
tagliches Bespruhen mit Leitungswasser.

Infiltrationsmedium:

4,95 mg Murashige-Skoog-(MS)-Medium
50g Saccharose

ad 1l Hgodest,
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2441. B-Glucuronidase Nachweis in transgenen A. thaliana-Pflanzen

Der histochemische Nachweis von R-Glucuronidase Aktivitat in verschiedenen
Geweben transgener A. thaliana Pflanzen erfolgte nach der von Stomp (1992)
beschriebenen Methode. Dazu wurden ganze Pflanzen oder einzelne Pflanzenteile in
15 ml Réhrchen oder 1,5 ml Eppendorfgefal’e Uberfuhrt, die mit Farbelésung gefullt
waren. Die Proben wurden zur Infiltration des Gewebes mit Farbelosung in einen
Exsikkator gegeben. Es wurde mehrmals Vakuum angelegt, bis das Gewebe
moglichst vollstandig infiltriert war. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation bei 37 °C.
Eine Blaufarbung des Gewebes trat je nach verwendetem Pflanzenmaterial entweder
schon nach wenigen Minuten bis Stunden oder nach einer Inkubation Uber Nacht auf.
Die Reaktion wurde abgestoppt, indem man die Farbeldésung entfernte und durch
Fixierlosung ersetzte. Nach 15 min bei 65°C in der Fixierldsung erfolgte die
vollstandige Entfernung des Chlorophylls durch Inkubation in 80% Ethanol bei 65°C.
Das Pflanzenmaterial konnte nun direkt mikroskopisch bzw. mit Hilfe eines
Binokulars analysiert und dokumentiert werden. Gefarbte Pflanzenteile wurden bis zu
6 Monaten in 80 % Ethanol bei 4 °C gelagert.

GUS-Farbelosung:

0.1 M Na-Phosphat pH 7.0
10 mM EDTA

0.5 mM K-Ferricyanid

0.5 mM K-Ferrocyanid

1.0 mM X-Glucuronid

0.1 % Triton X-100

GUS-Fixierlosung:

50 % (v/v) Ethanol

5 % (v/v) Essigsaure
3.7 % (v/v) Formaldehyd

2.4.5. Transformation von Zellen aus in vitro- Zellkultur
24.51. Transformation von BY2-Tabakprotoplasten

Die verwendeten BY2-Suspensionskulturen gehoren Nicotiana tabacum L. cv Bright
Yellow-2 an. Die Anzucht erfolgte Gber vier Tage in 70 ml BY2-Zellkulturmedium auf
einem Schuttler bei 120 U/min und 22°C unter Lichtausschluss.

BY2-Zellkulturmedium:

4,3 g/l MS-Salze

30 g/l Saccharose

100 mg/l myo-Inositol

1 mg/l Thiamin-HCI

0,2 mg/l 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure

255 mg/l KH2PO4

mit KOH auf pH 5,0 einstellen und autoklavieren
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Von einer vier Tage alten BY2-Zellkultur wurden fur zwei Parallelansatze jeweils 20
ml mit einer weit geodffneten Plastikpipette (Corning, New York, NY, USA)
entnommen und in 50 ml Falcons (Corning, New York, NY, USA) uberfuhrt. Die
Zellsuspension wurde fir 5 min bei RT und 200 g schonend pelletiert. Alle
Zentrifugationsschritte beim Arbeiten mit Protoplasten wurden ohne Zuschaltung der
Bremse der Zentrifuge durchgefiihrt. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
in 25 ml Waschldsung resuspendiert. Es folgte erneut eine wie oben beschriebene
Zentrifugation und wiederum wurde der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde
vorsichtig in 13 ml Verdaulésung resuspendiert und der Ansatz in 90 mm
Petrischalen (Sarstedt, Numbrecht, D) Uberfuhrt. Diese wurden mit Parafilm
(American National Can, Chicago, lllinois, USA) versiegelt und fur den
Zellwandverdau Uber Nacht bei 22°C abgedunkelt.

Waschlosung:

0,5 % (w/v) BSA

0,01 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
50 mM CaCl2

10 mM Na Acetat pH 5,8

0,25 mM Mannitol

sterilfiltrieren

Verdaulésung:

Waschlosung, der folgende Enzyme hinzugefugt wurden:

1 % (w/v) Cellulase Onozuka RS (Serva, Heidelberg, D)

0,5 % (w/v) Macerozyme OnozukaR-10 (Serva, Heidelberg, D)
0,1 % (w/v) Pectinase (Sigma-Aldrich, Minchen, D)
sterilfiltrieren

Die Petrischalen mit den BY2-Tabakprotoplasten wurden nach der Inkubation Uber
Nacht drei Mal alle 10 min vorsichtig geschwenkt, um die Zellwande von den
Protoplasten zu I6sen. Wahrenddessen wurden alle nachfolgend verwendeten
Lésungen auf RT temperiert, die PEG-Losung zur besseren Ldslichkeit bei 37°C
inkubiert. Die Protoplasten wurden anschlieBend mit einer weit geodffneten
Plastikpipette vorsichtig in ein 50 ml Falcon Uberfihrt und bei RT mit 100 g fur 5 min
sedimentiert. Der Uberstand wurde bis auf ein kleines Restvolumen abgenommen,
langsam 25 ml Waschlésung hinzugegeben und sehr vorsichtig gemischt. Die
Suspension wurde wie zuvor zentrifugiert und der Uberstand in gleicher Weise
abgenommen. Nun wurden in 1 ml Schritten insgesamt 10 ml W5-Lésung zugegeben
und das Pellet dabei resuspendiert. Erneut folgte ein Pelletieren der Protoplasten wie
bereits beschrieben. Nach einer mdglichst vollstandigen Abnahme des Uberstandes
wurden zum ersten Ansatz 5 ml, zum zweiten 10 ml W5-Losung in 1 ml- Schritten
zugegeben. Die Protoplastendichte konnte nun mit einer Zahlkammer (Roth,
Karlsruhe, D) bestimmt werden. Es wurden je Ansatz 10 pl Protoplasten in die
Neubauer-Zahlkammer pipettiert und ausgezahlt. Von jedem Ansatz wurde eine
Doppelbestimmung durchgefuhrt. Mit folgender Formel wurde die Zellzahl der
Protoplastensuspension bestimmt:

Zellzahl = bestimmte Zellzahl x Kammerzahl (10*) x Volumen Zellsuspension(ml)
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Die Protoplastensuspension wurde indessen fur 60 min bei 4°C abgedunkelt
inkubiert. AnschlieRend folgte wiederum ein Pelletieren der Protoplasten und das
vollstandige Entfernen des Uberstandes. Die Protoplasten wurden nun in 1 ml
Schritten vorsichtig in insgesamt 10 ml MMM-L6sung resuspendiert. Die Suspension
wurde erneut zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Danach wurde die
Konzentration der Protoplasten durch Zugabe von MMM-Losung unter
Berticksichtigung der ermittelten Zellzahl auf 10° Zellen pro 300 ul Zellsuspension
eingestellt. Somit waren die Protoplasten zur Transformation bereit.

In einem 50 ml Falcon-Gefaly wurden 25 pg der zur Transfektion bestimmten Midi-
Prap DNA in einem Volumen von nicht mehr als 30 ul vorgelegt. 300 ul
Protoplastensuspension (10° Zellen entsprechend) wurden zum vorgelegten
Transformationsansatz gegeben. Weiterhin wurden 300 ul PEG-L6ésung tropfenweise
sehr vorsichtig zugegeben, nach Moglichkeit nicht direkt auf die Zellen unter
standigem Drehen des Gefalies. Es schloss sich eine Inkubation des Ansatzes fur 20
min bei RT an. Zum Abstoppen der Transfektion wurden 10 ml W5-Ldsung, in
Schritten von 1 ml, 2 ml, 3ml und 4 ml vorsichtig und unter stdndigem Drehen des
Falcons zugegeben. Die Protoplasten wurden erneut bei 100 g und RT fur 5 min
zentrifugiert und der Uberstand so vollstandig wie mdglich entfernt. Nun wurden in
0,2 ml, 0,5 ml und in 1 ml Schritten insgesamt 4 ml K3-Medium vorsichtig und unter
standigem Drehen hinzugegeben, wobei zwischen erster und zweiter Zugabe 2 min
Akklimatisierungszeit eingeraumt wurde. Die Protoplasten wurden abschlieRend in
45 mm Petrischalen Uberfuhrt, mit Parafilm verschlossen und abgedunkelt Gber
Nacht bei 22-26°C inkubiert. An den folgenden zwei Tagen wurden die der
Transfektion unterzogenen Protoplasten unter einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon
Eclipse E800; Filter: GFP (R) — BP EX 460-500, DM 505, BA 510-560) beobachtet
und die subzellulare Lokalisation dokumentiert (1-CCD Farbvideokamera KY-F1030
(JVC, Singapore) bedient durch das Software-Paket DISKUS (Technisches Buro
Hilgers, Kénigswinter, D)).

W5-Lésung:

154 mM NaCl

125 mM CaCl2

5 mM KCI

5 mM Glucose

mit KOH oder HCI auf pH 5,8 - 6 einstellen
sterilfiltrieren

MMM-Ldsung:

15 mM MgCl2

0,5 % (w/v) MES-KOH pH 5,8
0,5 M Mannitol

sterilfiltrieren

PEG-L6sung:

40 % (w/v) PEG 4000

0,4 M Mannitol

0,1 M Ca(NOs3)2

mit KOH auf pH 8 - 9 einstellen
sterilfiltrieren
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K3-Medium (Stammldsungen):
Makroelemente:

1,5 g NaH2POa4 x H20

9 g CaCl2x 2H20

25 g KNO3

2,5 g NH4NOs

1,34 g (NH4)2S04

2,5 g MgS0s4x 7H20

ad 11 H20

sterilfiltrieren

Mikroelemente:

75 mg Ki

300 mg H3BO3

1 g MnSO4x 7H20

200 mg ZnSO0a4 x 7H20
25 mg Na2MoO2 x 2H20
2,5 mg CuSOs4x 5H20
2,5 mg CoCl2x 6H20
ad 11 H20

sterilfiltrieren

Vitamine / B5-Vitamin-Mix:
100 mg Nicotinacid

100 mg Pyridoxin-HCI

1 g Thiamin-HCI

ad 11 H20

sterilfiltrieren

EDTA/Eisen:

7,46 g EDTA in 300 ml H20 geldst, gekocht
5,56 g Fe(I1)SO4 x 7H20 in 300 ml H20, gekocht
ad 11 H20

autoklavieren

Ca-Phosphat:

1,26 g CaHPO4 x 2H20 in 200 ml H20 geldst
pH mit 25 % HCI auf pH 3 eingestellen
autoklavieren

Naphtylessigsaure (NAA):

1 mg/ml Naphtylessigsaure in H20
einige Tropfen NaOH zugegeben
sterilfiltrieren

Kinetin:
0,5 mg/ml Kinetin in 0,1 M HCI
sterilfiltrieren
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Zusammensetzung des K3-Mediums:
100 ml Makroelemente

1 ml Mikroelemente

1 ml Vitamine

5 ml EDTA/Eisen

10 ml Ca-Phosphat

100 mg myo-Inositol

250 mg D(+)-Xylose

137 g Saccharose

mit 1 M KOH auf pH 5,6 eingestellt
1 ml NAA

0,4 ml Kinetin

sterilfiltrieren

2.4.5.2. Transformation von A. thaliana-Wurzelzellkultur

Zur Transformation von A. thaliana-Zellkulturen erfolgte eine Cokultivierung mit dem
hypervirulenten Agrobacterium-Stamm LBA4404.pBBR1MCSvirGN54D, der das
gewiinschte Plasmid enthielt und fir eine Ubertragung der dort kodierten Information
in die A. thaliana-Zellen sorgen sollte. Um eventuelle Silencing-Effekte zu verhindern,
wurde weiterhin der Antisilencing - Stamm RK19 zu der Cokultur gegeben.

Die Kultivierung der A. thaliana ColO-Suspensions-Kultur erfolgte 3-7 Tage in AT-
Medium unter standiger Bewegung und Lichtausschluss bei 22°C. Diese wurde kurz
vor Beginn der Agrobakterien-Zugabe 1:5 in frischem, RT-warmem AT-Medium
verdunnt. Wahrenddessen wurden 5ml Agrobakterien-Kulturen fir 24 h bei 28°C in
YEB-Medium mit entsprechendem Antibiotikazusatz im  Schuttelinkubator
angezogen. Anschliel3end erfolgte die Sedimentation der Bakterienzellen fir 15 min
bei 4000 rpm. Der Uberstand wurde so vollstandig wie mdglich entfernt, um keine
Antibiotika mit in die Zellkultur zu Ubernehmen. Dann folgte die vorsichtige
Resuspension der Bakterien in je 1 ml AT-Medium. Zur Cokultur wurden 3 ml A.
thaliana-Zellen mit 25 pyl das Konstrukt enthaltenden Agrobakterien und 25 pyl RK19-
Zellen in einer Vertiefung einer 6-well-Platte gemischt und 3-5 Tage bei 25°C in
Dunkelheit unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach 2-3 Tagen wurden die Kulturen
auf GFP-Expression untersucht.

AT-Medium:

4,49 Murashige-Skoog-Salze

30g Saccharose

4 ml B5-Vitamin-Mix (siehe 2.4.5.2)
0,5 ml 2,4 D (2mg/ml Stammlosung)
pH 5,8 einstellen

ad 11 HZOdest.

Autoklavieren
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2.5. Praparation und Analyse von RNA
2.5.1. Isolation von RNA mit Trizol®

Fir die RNA-Extraktion mit Trizol® (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurden 50 —100 mg
Pflanzenmaterial je Eppi abgewogen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das
Material wurde entweder mit einem Bohrer oder im Morser unter Zugabe von 1 ml
Trizol-Reagenz homogenisiert. Nach dem Umflllen in Eppendorfgefal’e und einer
Inkubation von 5 min bei RT wurden 200 ul Chloroform zugegeben und 15 sec
geschuttelt. Es erfolgten eine kurze Inkubation von 2 min bei RT und eine
Zentrifugation bei 4°C, 12.000g fiir 10 min. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Gefal Gberfihrt und mit 0,5 ml Isopropanol versetzt. Die Proben wurden
10 min bei RT inkubiert und anschliefend zentrifugiert (4°C, 7500g, 5 min). Der
Uberstand wurde entfernt, das RNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und an der
Luft 15 bis 20 min getrocknet. Das trockene RNA-Pellet wurde in 50 - 100 pl
H,O/DEPC resuspendiert.

DEPC-Wasser:
0.2% (v/v) DEPC
kraftig schitteln oder rihren lassen, autoklavieren

2.5.2, Quantifizierung von RNA

Die Konzentration der RNA wurde wie bereits fir DNA beschrieben (siehe 2.3.5.)
Uber die Absorption bei 260 nm quantifiziert (TECAN GmbH, Salzburg, Osterreich).
Dazu wurde ein Aliquot der RNA-Praparation 1:50 mit DEPC-H,O in einem Volumen
von 100 ul verdinnt und die Absorption bei 260 nm sowie das Absorptionsverhaltnis
bei 260 und 280 nm bestimmt. Zur Berechnung der RNA-Konzentration lag folgende
Formel zugrunde:

((E260-0,0011)/0,0068)*50*0,8 = ng/ul

Um die Qualitdt der RNA-Préaparation und die Zuverlassigkeit der
Absorptionsmessung zu Uberprifen, wurde die RNA auf denaturierende
formaldehydhaltige Agarosegele aufgetragen. Dazu wurde das 30ug entsprechende
Volumen RNA-LOsung mit 12ul Formaldehyd, 40 pl Formamid und 10 pl 10x RB-
Puffer versetzt, mit DEPC-H,O auf ein Endvolumen von 100ul gebracht und 10
Minuten bei 65°C inkubiert. Anschlieend wurde je Probe 1 ul Ethidiumbromidlésung
zugegeben und das vorbereitete Gel beladen. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei 150 V fur 2-3 Stunden. Als Laufpuffer wurde 1x RB verwendet.

Formaldehyd-Agarosegel:

3.2 g Agarose

32 ml 10x RB

268 ml dest. Wasser

20 ml Formaldehyd (nach Erkalten auf ca. 50°C zugeben)
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10x RB:

200 mM Mops (pH 7.0/NaOH)
50 mM Na-Acetat

5mM EDTA

2.5.3. RT-PCR

Fir die Synthese von Erststrang-cDNA wurde das SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase Kit (Invitrogen) verwendet. Zunachst erfolgte jedoch ein DNase-
Verdau, um jegliche DNA-Verunreinigungen zu eliminieren. Es wurden 1-2 ug
Gesamt-RNA mit 10 U RNase-freier DNAse (Roche) in 1x First Strand buffer 15 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym durch Zugabe von EDTA
(Endkonzentration 2.5 mM) und nachfolgende Hitzebehandlung (10 min 65 °C)
inaktiviert.

Die Halfte des DNase-Verdaus wurde dann flr die reverse Transkription eingesetzt:

12.5 yl RNA, DNase behandelt
7.5 ul Erststrang-Puffer

2 ul Oligo dT(12-15) (500ug/ul)
10 ul Nukleotide (je 2.5 mM)
5ul DTT (0.1 M)

1 pl Reverse Transkriptase

ad 50 pl mit H20 bidest

Die Erststrangsynthese erfolgte bei 42°C fur eine Stunde. Anschlielfend wurde das
Enzym durch Hitze (15 min 70°C) inaktiviert.

Zu nachfolgenden RT-PCRs wurden jeweils 1-5ul der so gewonnenen cDNA
eingesetzt.

2.6. Proteinbiochemische Methoden

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

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde nach
Laemmli (1970) durchgefuhrt. SDS-Polyacrylamidgele wurden mit Hilfe der Minigel-
Apparatur  System 2050 Midget (Pharmacia,  Freiburg)  hergestellt.
Polymerisierungsreaktionen wurden durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS)
und TEMED gestartet. Bei der Elektrophorese waren die Kathoden- und
Anodenpuffertanks voneinander getrennt und durch die Gele miteinander verbunden.
Die mit Probenpuffer 1:1 versetzten Proben und der Molekulargewichtsmarker
(SM0441 Prestained Marker, MBI Fermentas) wurden aufgetragen, 10 min bei 10 mA
einlaufen gelassen, 2 min bei 40 mA fokussiert und bis zum Erreichen der
Proteinfront am Ende des Trenngels bei 25 mA aufgetrennt.

Sammelgelpuffer (4x konzentriert):
500 mM Tris/HCI (pH 6.8)
0.4% (w/v) SDS
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Trenngelpuffer (4x konzentriert):
1.5M Tris/HCI (pH8.8)
0.4% (w/v) SDS

Sammelgelzusammensetzung:

25% (viv) 4 x Sammelgelpuffer

15% (v/v)  Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung (37,5 : 1) (Roth, Gel 30)
0,06% (w/v) APS

0,3% (viv) TEMED

Trenngelzusammensetzung (12,5% Acrylamid):

25% (viv) 4 x Trenngelpuffer

42% (v/v)  Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung (37,5 : 1) (Roth, Gel 30)
0,05% (w/v) APS

0,05% (v/iv) TEMED

Elektrodenpuffer (10x konzentriert):
250 mM Tris

192 mM Glycin

0.5 % (w/v) SDS

Probenpuffer (2 x):

125 mM Tris/HCL pH 6.8
20 % (w/v) Glycerin

5% (w/iv)  SDS

5 % (v/iv) R-Mercaptoethanol
0,0025% (w/v) Bromphenolblau

2.6.2. Proteinfarbung mit Coomassie-Brilliantblau

Die Proteinfarbung erfolgte nach Weber und Osborn (1969). Dazu wurden die
Farbelésungen | und Il zu gleichen Teilen gemischt und die PAGE-Gele darin
mindestens 30 min unter leichtem Schutteln gefarbt. Die Gele wurden dann in
Entfarber Gberfuhrt und bis zur Entfarbung des Gelhintergrundes unter Wechseln der
Losung entfarbt. Bei Bedarf wurde das Ergebnis sofort fotografisch dokumentiert
oder auf einem Geltrockner getrocknet.

Farbeldsung I:
0.5 % (w/v) Coomassie-Brilliantblau
(Serva-Blue G250, Serva)

Farbelosung ll:
20 % (v/v) Essigsaure

Entfarbelosung:
10 % (v/v) Essigsaure
40 % (v/v) Methanol
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2.6.3. Proteinfarbung mit Silbernitrat

Die Silbernitratfarbung nach Blum et al. (1987) ist ca. 5- bis 10-mal empfindlicher als
die Farbung mit Coomassie-Brilliantblau.

Die Gele wurden zunachst fir 30 min in der Fixierldsung geschuttelt, dann dreimal je
10 min mit 50 % (v/v) Ethanol und anschlieend 1 min mit 800 uM
Natriumthiosulfatiosung gewaschen. Nach dreimaligem kurzen Spulen mit H20
wurden die Gele flr 20 min in der Impragnierldsung inkubiert. Im Anschluss wurden
die Gele wiederum zweimal kurz mit H20 gewaschen und dann entwickelt
(Entwicklerlésung). Nach deutlichem Hervortreten der Proteinbanden wurde zweimal
kurz mit H20 gespult und der Entwicklungsvorgang durch Schutteln in der
Stoppldsung beendet (20 min).

Fixierlosung:

50 % (v/v)  Methanol

12 % (v/v) Essigsaure
0.019 % (v/v) Formaldehyd

Entwicklerlosung:

0.57 M Dinatriumkarbonat
0.019 % (v/v) Formaldehyd
17.3 uM Natriumthiosulfat

Impragnierlosung:
0.2 % (w/v) Silbernitrat
0.075 % (v/v) Formaldehyd

Stopplosung:
50% (v/v)  Methanol
12 % (v/v) Essigsaure

2.6.4. Elektrotransfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot)

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen (Fa.
BioRad) wurde mit einer Transfer-Kammer (Carboglass, Schleicher & Schuell) im
semi-dry-blot-Verfahren nach Khyse-Andersen (1984) durchgefuhrt. Der Aufbau der
Apparatur und die Vorbereitung der Losungen erfolgten gemaly der Angaben des
Herstellers der verwendeten Kathoden- und Anodenpuffer (RotiBlot®-System, Roth,
Karlsruhe). Vor dem Aufbau des Systems wurde die PVDF-Membran 10 s in
Methanol aktiviert. Der Elektrotransfer dauerte 60-120 min bei 1mA-cm™ Gelflache.

2.6.5. Immunologischer Nachweis von Proteinen

Nach Beendigung des Elektrotransfers wurde die Membran zlgig in Blockierpuffer
uberfuhrt und mindestens 1 Stunde unter Schuitteln bei Raumtemperatur mit
Proteinen aus der Milchlésung abgesattigt. Der primare, gegen ein Epitop des
gesuchten Proteins gerichtete Antikorper wurde in einer Verdinnung von 1:2500 bis
1:3000 in den Blockierungspuffer gegeben und 1-3 h bei Raumtemperatur mit der
Membran inkubiert. Die Membran wurde dann zweimal fur 10 min mit TBST-T und
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einmal 10 min mit TBS gewaschen und anschlielRend der sekundare, mit alkalischer
Phosphatase gekoppelte Antikérper einer 1:3000-Verdinnung in Blockierpuffer
appliziert. Nach einer 1-2stindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Membran wie nach Entfernen der primaren Antikérperldsung gewaschen und
schliel3lich solange in Farbelésung geschwenkt, bis Banden des blau gefarbten,
unléslichen Niederschlags aus NBT- und BCIP-Addukten sichtbar waren. Die
Membran wurde dann kurz in H20dd UberfUhrt, an der Luft getrocknet und zur
besseren Konservierung in Folie eingeschweil3t. Die Antikdrperldsungen konnten bei
—20°C eingefroren und mehrfach wiederverwendet werden.

Blockierlosung:
4% (w/v) Magermilchpulver (Heirler) in 1x TBS

Farbeldsung:

10 ml Puffer A

66ul NBT (5% (w/v) in 70% DMF)
33ul BCIP (5% (w/v) in DMF)

Puffer A:

100 mM Tris/ HCI, pH 9,5
100 mM NaCl

5 mM MgCl2

TBST-T:

10% (v/v) 10x TBS
0,2% (v/v) Triton X-100
0,05% (v/v) Tween 20

10x TBS:

0,1 M Tris/HCI, pH 7,4

1,5 M NaCl

2.6.6. Quantifizierung von Membranproteinen

Als verlassliche Methode insbesondere zur Quantifizierung von Membranproteinen
gilt das BCA-Proteinbestimmungssystem, da es inert gegen Anwesenheit bestimmter
Detergenzien im Losungspuffer ist. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser
Arbeit das BCA™ Protein Assay Kit der Firma Pierce zu Proteinbestimmungen
herangezogen und nach Angaben des Herstellers verwendet.
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2.6.7. Expression und Gewinnung rekombinanter Membranproteine
aus S. cerevisiae

Zur Gewinnung der gewunschten Membranproteine aus dem jeweiligen Hefeklon
wurden zunachst 100ml-Kulturen desselben in SC-Medium mit 2% Glucose (siehe
2.2.2.) angezogen. Die Kulturen wurden auf zwei 50ml-Falconréhrchen aufgeteilt und
fir 10 min bei 2500 rpm sedimentiert, der Uberstand groRziigig abgegossen und das
Sediment in insgesamt 1 | Induktionsmedium (2.2.2.) aufgenommen. Zum Zeitpunkt
der zuvor bestimmten maximalen Expressionsstarke wurden die Zellen durch
Zentrifugation von 15 min bei 3000 rpm und 4°C geerntet, das Pellet im Rucklauf
resuspendiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren, bevor eine Lagerung bei —
80°C fur mehrere Wochen erfolgen konnte.

Die so gewonnenen Zellen einer 1l-Kultur wurden mit TE/PMSF-Puffer auf 7ml
aufgefullt und in diesem resuspendiert. AnschlieRend wurden jeweils ~400pul dieser
Suspension in ein mit 400 mg Glasperlen gefilltes 1,5 ml Reaktionsgefaly tberflhrt.
Dem TE-Puffer wurde 1/100 Volumen 100 mM PMSF zugefugt, um die wahrend des
Zellaufschlusses aus der Vakuole freigesetzten Endo- und Exoproteasen am
Proteinabbau zu hindern. Der Zellaufschluss erfolgte in einem Zellhomogenisator
(Fa. Braun, Melsungen) durch kraftiges Schuttlen fir 10 min bei 4°C. Nach 10 sec
Zentrifugation bei 6000 rpm wurde der Uberstand abgenommen in ein neues
Reaktionsgefal® gegeben, wahrend das Gemisch aus Glasperlen und Zellsuspension
durch Zugabe von 700 pl TE/PMSF gewaschen wurde. Nach kurzem Schutteln
wurde erneut zentrifugiert (6000 rpm, 30 sec) und der Uberstand mit dem des
vorigen Schrittes vereinigt. Durch mehrfache kurze Zentrifugation (6000rpm, 30 sec)
der erhaltenen Zellsuspension wurden Zelltrimmer und nicht aufgeschlossene Zellen
sedimentiert. Der leicht tribe Uberstand wurde dabei jeweils abgenommen, das
Pellet verworfen. In einem abschlielienden Ultrazentrifugationsschritt bei 42.000 rpm
fur 20 min (Centrikon T-1065, Rotor 6513, 4°C) wurden I6sliche und
membrangebundene Fraktion getrennt. Der Uberstand wurde verworfen und die
sedimentierte Membranfraktion bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2.6.8. Reinigung von His-getagten Proteinen mittels Ni>*NTA-
Affinitatschromatographie

Die Reinigung der rekombinanten Transportproteine erfolgte bei 4°C. In einem
Standardansatz wurden ca. 4 mg Hefe - Membranpellet aus einer 100 ml Kultur in
280 pl Puffer | aufgenommen. Die Solubilisierung der Proteine erfolgte durch Zugabe
von 55 yl 20 % (w/v) n-Dodecyl-p-maltopyranosid (Endkonz. 3%). Nach 5 min
wurden nochmals 370 pl Puffer | zugegeben (Endkonz. ~1,5%). Der verdinnte
Solubilisierungsansatz wurde fiir 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und mit zuvor A&quilibriertem Ni**-NTA-Agarosematerial
(Volumen Material / Saule ca. 100 pl) fur eine Stunde unter gleichmaligem,
langsamem  Schitteln  inkubiert.  AnschlieRend wurde das  Ni**-NTA-
Agarose/Proteingemisch in eine mit etwas Watte geflllte Pasteurpipette Uberfuhrt,
der Durchlauf in einem Eppendorfgefaly aufgefangen und die Saule mit mindestens
1,5 ml Puffer Il gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte in einem Schritt in ca.
300 ul Puffer lll. Eluate wurden direkt zur Rekonstitution im Verhaltnis 1:1 in doppelt
konzentrierte Liposomen verwendet oder mit dem gleichen Volumen 2 x SB versetzt
und bis zur elektrophoretischen Auftrennung bei Raumtemperatur gelagert.
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Puffer | (Solubilisierungspuffer):
100 mM NaH2PO4pH 7,8

50 mM NaCl

8 mM Imidazol

Puffer Il (Waschpuffer):

100 mM NaH2PO4pH 7,8

8 mM Imidazol

0.06% (w/v) n-Dodecyl-p-maltopyranosid

Puffer Ill (Elutionspuffer):
250 mM Imidazol
0.06% (w/v) n-Dodecyl-pB-maltopyranosid

2.6.9. Reinigung des Phospholipids

L-a-Phosphatidylcholin wurde zur Entfernung freier Fettsduren nach der Methode
von Kramer et al. (1977) gereinigt. Dazu wurden 30 g L-a-Phosphatidylcholin
(Sigma) in 90 ml Chloroform gel6st, mit 540 ml entwassertem Aceton versetzt und fur
mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend erfolgte die
Fallung des Phosphatidylcholins bei 4°C Uber Nacht. Das Losungsmittel wurde
dekantiert und das feste Lipid in 100 ml Diethylether geldst, der nachfolgend im
Rotationsverdampfer abzog. Nach Trocknung im Exsikkator wurde das gereinigte
Phosphatidylcholin aliquotiert bei —20 °C gelagert.

2.6.10. Rekonstitution von Membranproteinen

Der Einbau der Membranproteine in kunstliche Membranvesikel erfolgte nach der
Frier-Tau Methode von Kasahara und Hinkle (1977). Fur die Praparation der
kinstlichen Membranvesikel wurde Liposomenpuffer mit 10 % (w/v) gereinigtem
Phospholipid versetzt und zur Vesikelbildung fur 3 min auf Eis beschallt (Branson
Sonifier 250, duty cycle 50%, output control 5). Im Anschluss wurden jeweils 100 pl
eines Protein/Detergenz-Gemisches mit 750 ul Liposomenldsung versetzt, kurz
gemischt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die schockgefrorenen
Proteoliposomen wurden fiir einige Tage bei —80°C gelagert oder sogleich auf Eis
aufgetaut und fur 30 Pulse beschallt (Branson Sonifier 250, duty cycle 30%, output
control 5). Danach wurde das nicht in die Proteoliposomen eingebaute, externe
Substrat Uber eine GroRenausschluss-Chromatographie auf einer mit PD10-Puffer
aquilibrierten Sephadex G-25-M Saule abgetrennt. Die Liposomen wurden mit PD10-
Saulenpuffer in einem Volumen von 950 ul eluiert. Die Liposomen wurden nun direkt
fur die Transportversuche eingesetzt.

Liposomenpuffer:

100 mM KH,POQOy4 , pH 7,6

50 mM KaliumGluconat

0,2 mM Substrat
Negativkontrolle: ohne Substrat
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PD10-Saulenpuffer:

10 mM KH,PO4 pH 7,6
50 mM KaliumGluconat
100 mM Natriumgluconat

2.6.11. Messung der Transportaktivitat von Nukleotidzucker-
Transportern

Aufnahme einer Kinetik

Das Prinzip dieser Messung beruht auf der Eigenschaft dieser Transporterklasse,
Nukleotidzucker und korrespondierendes Nukleotidmonophosphat im Gegentausch
zu transportieren. Indem man eine Vorbeladung der Proteoliposomen mit
verschiedenen Nukleotidzuckern vornimmt, wahrend im Auflenmedium markiertes
Nukleotidmonophosphat angeboten wird, sollte ein Gegentausch beider Substrate
den Influx des markierten Nukleotidmonophosphats bewirken und letztendlich die
Identifizierung von Nukleotidzucker/Nukleotidmonophosphat-Substratpaaren moglich
machen. Die Vorbeladung der Liposomen erfolgte mit jeweils 100 uM der jeweiligen
Nukleotidzucker.

Pasteurpipetten wurden mit wenig Watte verstopft, mit 1,5 ml einer dichten
Suspension von Anionenaustauscherharz (Dowex AG 1-X8, 100-200 mesh, BioRad,
Mianchen) in H,O geflllt und mindestens zweimal mit 1 ml 400 mM Sorbitol
aquilibriert.

Zur Herstellung der Substratldsung wurde als Gegentauschsubstrat ein 2-4 x 10°
cpm entsprechendes Volumen der **P- markierten Nukleotidmonophosphatlésung
(UMP, CMP oder GMP; Hartmann Analyticals) mit 0,4 mM kaltem Substrat und H,O
entsprechend der Anzahl der gewlnschten Transportexperimente gemischt. Um die
exakte spezifische Aktivitat der Substratldbsung bestimmen zu kdnnen, wurden
jeweils 2 Aliquots derselben vor Beginn des Transportexperiments in
Szintillationsrohrchen gegeben. Danach wurden 850 pl der Proteoliposomen-
Suspension (2.6.10) zum Zeitpunkt t=0 sec mit 45 pl Substratlosung versetzt. Nach
definierten Zeiten (15, 30, 60 und 120 sec) wurden je 200 pl der Liposomen aus dem
Reaktionsansatz entnommen und zum Abstoppen des Transportes auf eine mit
Dowex-Puffer aquilibrierte Anionenaustauschersaule (Biorad, Dowex AG 1x8,
Acetatform, 200-400 mesh, 0.5 x 4 cm SaulengroRe) gegeben. Anschlieliend wurden
die Liposomen sofort in zwei Schritten (2 x 500 yl mit 400 mM Sorbitol) in ein
Szintillationsrohrchen eluiert, wobei das nicht eintransportierte Substrat auf der Saule
verblieb. Die in die Liposomen transportierte Aktivitat sowie die Aktivitat der reinen
Substratlésung wurden nach Zugabe von 4,5 ml Szintillationspuffer (Rotiszint Eco
Plus, Roth) im Szintillationszahler (LS-6000TA, Beckmann) bestimmt. Die ans
Austauscherharz gebundene Restradioaktivitdat wurde mit 3 x 1 ml 1 M HCI eluiert
und entsorgt.

Substratlosung:
10 uCi/ul [**P]-UMP, CMP oder GMP
0,4 mM nicht-markiertes UMP, CMP oder GMP

DoweXx-Puffer:
400 mM Sorbitol
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2.6.12. Messung der Transportaktivitat pflanzlicher Gallensaure-
transporter-Homologe

Herstellung und radioaktive Markierung des putativen Substrates
Ketomethylthio-butyrat (KMTB)

Die Herstellung und gleichzeitige radioaktive Markierung von KMTB sollte durch Des-
bzw. Transaminierung von >°S- markiertem Methionin erfolgen. Hierfiir wurden
parallel 2 verschiedene Strategien verfolgt: 1.) die Transaminierung unter Einsatz der
heterolog in E. coli Uberexprimierten und gereinigten Aminotransferase BCAT4 aus
A. thaliana und 2.) die oxidative Deaminierung mittels einer Aminosdure-Oxidase
(Ogier et al., 1993, modifiziert nach Meister, 1952). Nachstehend sind die Ansatze fur
beide Reaktionen aufgeflhrt:

1.) 7 pl **S-Methionin = 100 pCi
10 mM Methionin
120 mM a-Ketoglutarat
100 uM PLP
5mMDTT
1 U GDH
30 pl BCAT4-Eluat = ca. 50 pg Protein
10 mM NADH
0,1 M Tris pH 8,0
UN bei 33 °C

2.) 7 pl *S-Methionin = 100 uCi
0,5 pl 0,1 M Methionin = 0,5 mM
1 U Aminosaure-Oxidase
11 U Katalase
0,14 pl 0,AM DTT = 0,14 mM
0,2M Tris pH 7,5
UN bei 33 °C

Die Abtrennung des auf diese Weise herstellten KMTBs vom Edukt Methionin
erfolgte (iber Kationen-Austausch-Chromatographie (Dowex 50-S&ulen, H*-Form),
wobei zur Elution 5mM NH;OH Verwendung fand. Das an das Saulenmaterial
gebundene  Methionin  wurde  nachfolgend mit  S5M NH4OH-Lésung
heruntergewaschen. Die Uberpriifung der Reinheit des KMTBs erfolgte mittels
Dunnschichtchromatographie unter Einsatz von Silicagel-Platten und dem
Laufmittelgemisch  1-Butanol-Essigsaure-Wasser im  Verhaltnis 4:1:2.  Zur
Visualisierung wurden die gut getrockneten Platten einer Autoradiographie zugefihrt
und anschlielRend mit 1%iger Ninhydrin-Losung gefarbt.
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Transportexperimente: Aufnahme einer Kinetik

Prinzipiell wurde hierbei vorgegangen wie unter Punkt 2.6.10. bzw. 2.6.11.
beschrieben. Abweichend wurde als PD10-Puffer und zur Herstellung der
Liposomen der sogenannte Puffer B verwendet und diese mit 25 mM kaltem KMTB
vorbeladen. Zum Transport wurde eine externe Konzentration von 50 uM kaltem
KMTB eingestellt und ein 2 x 10° counts entsprechendes Volumen an heiem
Tracer-KMTB zugesetzt. Die Elution der Liposomen erfolgte mit 0,2 M
Natriumacetatpuffer zu denselben Zeitpunkten, wie auch unter 2.6.11. gewahlt : nach
15, 30, 60 und 120 Sekunden.

Puffer B (Liposomen- und PD10-Puffer):
120 mM HEPES

50 mM NaCl

1 mM EDTA

pH 7,4

Substratlosung:
~ 1 uCi/ul [*°S]- KMTB
50 UM nicht-markiertes KMTB

Dowex-Puffer:
0,2 M Na-Acetat

2.7. Internetadressen

NCBI Homepage

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

TAIR

http://www.arabidopsis.org

GENEVESTIGATOR

https://www.genevestigator.ethz.ch/

ARAMEMNON

http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/

The Arabidopsis Book

www.aspb.org/publications/arabidopsis/
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SIGnAL (T-DNA Insertionslinien)

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress

GABI-Kat (T-DNA Insertionslinien)

www.mpiz-koeln.mpg.de/GABI-Kat/

Primer3 (Software fiir Primerdesign)

frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3

ExpressionAngler

http://bbc.botany.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools expression angler.cqi
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Ergebnisse

3. Funktionelle Charakterisierung von Transportern der AtKT-

Familie in Arabidopsis thaliana

3.1. Expressionsstudien an ausgewahlten Mitgliedern der KT-

Genfamilie

Wie in der Einleitung dargestellt, sollte eine detaillierte Charakterisierung der
Mitglieder der KT-Familie zur Aufklarung der allgemeinen Funktion von den
plastidaren Phosphattranslokatoren verwandten Proteinen in A. thaliana fihren.

Die KT-Unterfamilie der NST/pPT homologen Proteine in A. thaliana besteht aus
insgesamt neun Mitgliedern: At4g39390 (AtKT1), At1g21070 (AtKT2), At5g42420
(AtKT3), At1g06890 (AtKT4), At5g57100 (AtKTS), At1g34020 (AtKT6), At5g55950
(AtKT7), At4g09810 (AtKT8) und dem UDP-Galactose-Transporter UDP-GalT2
(At1g76670, Bakker et al, 2005). Im Folgenden werden die Ergebnisse von in silico
und in planta Expressionsanalysen ausgewahlter Mitglieder vorgestellt.

3.1.1. Sequenzanalysen auf DNA- und Proteinebene

Die diese Proteine kodierenden Gene weisen eine sehr vergleichbare Exon-Intron-
Struktur bezuglich deren Position und Anzahl auf (Abb. 6). Alle KT-Gene sind aus 5
bzw. 4 korrespondierenden Exons bzw. Introns zusammengesetzt. Im Fall von KT 4,

5 und 7 sind die Gene um jeweils zwei weitere Exons und Introns erweitert.

AtKT1 e T—a—{ 3} L (T
AtKT2 —ic 1 —ga— 35— s
AKKT3 arc TH—NE— 3 s

AtKT4 —aic il
AtKT5 —{1] s ] 5 ] 6
AKTE tlac (P 3 — s}

AtKT7 [arc 1 [ 3 | [ 5 | 6
AKTs — {5 e s
e S N
GalT2 ‘ ’ : ‘ ’
0 500 1000 1500 2000 2500 bp
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur von KT-Transporter kodierenden
Genen. Exon-Sequenzen sind als grau gefiillte Balken dargestellt, die zur Verdeutlichung der
Reihenfolge unterschiedliche Grautone erhalten haben. Intron-Sequenzen sind als Verbindungslinien
zwischen den Balken angezeigt.

Die abgeleiteten Proteinsequenzen zeigen einen Homologiegrad von 28 bis 78 % auf
Gesamtproteinebene, jedoch werden insbesondere in den Randbereichen
vorhergesagter Transmembranspannen weitaus hohere lokale Homologien erreicht
(Abb. 7). An Position 273 und 274 ist ein Lysin- bzw. Threoninrest konserviert. Beide
werden als Teil der putativen Substratbindestelle der plastidaren
Phosphattranslokatoren und ihrer homologen Proteine diskutiert und zur

Bezeichnung dieser Unterfamilie verwendet (KT).
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Abb. 7 : Aminosauresequenzvergleich von plastidaren Phosphattranslokatoren und Mitgliedern
der KT-Proteinfamilie aus A. thaliana. Die Lage der vorhergesagten Transmembrandomanen ist
durch Linien gekennzeichnet (I-X). Die namensgebende Aminosaurefolge KT ist durch einen Pfeil
markiert.

Wie fur die Phosphattranslokatoren und die Nukleotidzuckertransporter werden fir
die Proteine der KT-Familie hohe Anteile hydrophober Aminosauren vorhergesagt,
die sich auf 7-10 Domanen konzentrieren. Als subzelluldare Lokalisation der somit
stark hydrophoben Membranproteine der KT-Familie wird in silico von mehreren
Programmen das sekretorische System der Zelle vorhergesagt, mit Ausnahme von
KT5, welches mitochondrial lokalisiert sein soll (ARAMEMNON database 3.2;
Schwacke et al., 2003; Tabelle 5). Ein weiteres Indiz flr eine organellare Lokalisation
von KT5, aber auch KT7, ist die auch im Sequenzvergleich erkennbare putative N-

terminale Transitpeptidsequenz.

Tabelle 5: Zusammenfassung von in silico Vorhersagen zu Proteinen der KT-Familie (Quelle
ARAMEMNON)

Gesamthomologie Vorhersage der
Protein auf AS-Ebene Anzahl TMD intrazelluldren
in % Lokalisation
AtKT1 9 Sekretorisches System
AtKT2 48 7 Sekretorisches System
AtKT3 50 9 Sekretorisches System
AtKT4 39 9 Sekretorisches System
AtKTS5 28 8 Mitochondrien
AtKT6 77 10 Sekretorisches System
AtKT7 30 10 Sekretorisches System
AtKTS8 78 10 Sekretorisches System
UDP-GalT2 49 8 Sekretorisches System
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3.1.2. Expressionsanalyse auf Basis von Microarray-Daten

Da die Expression fast aller A. thaliana-Gene durch DNA-Microarrays eingehend
bezlglich der Organspezifitat, Entwicklungsstadien und nach der Einwirkung von

Stressbedingungen analysiert wurde (GENEVESTIGATOR www.genevestigator.org,

Zimmermann et al., 2004), standen Expressionsdaten fir die Gene der KT-Familie
bereits zur Verfugung. Obwohl ein direkter Vergleich der angezeigten Werte
zwischen verschiedenen Genen nicht madglich ist, lassen sich rdumliche und zeitliche
Coexpressionen von Genen auf diesem Wege einfach erkennen. Die Mitglieder der
KT-Genfamilie werden demnach hauptsachlich in zwei Organen der Pflanze
exprimiert: KT2, -4, -7 und -8 in Staubblattern bzw. Pollen der Blute, wahrend die
Expressionsmaxima von KT1, -3, -6 und UDP-GalT2 in den unterschiedlichen
Geweben der Wurzel erreicht werden. Es konnen jedoch fur alle Gene ebenfalls
mehr oder weniger hohe Level an basaler Expression in jedem Organ detektiert
werden (Abb. 8).
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Abb. 8: Organspezifische Expression der KT-Gene als Ergebnis von Microarray-Experimenten
aus der Datenbank GENEVESTIGATOR. Es wurde die Funktion Meta-Analyzer Unterpunkt Organ
Specificity verwendet. Die Expressionsstarke wird in Blauabstufungen von hell = schwach exprimiert
bis dunkel = stark exprimiert dargestellt. Die in den Zellen stehenden Zahlen geben die
Signalintensitaten als log2(n) an.

Ein weitergefasster Vergleich der Expressionsmuster unter Einbeziehung weiterer
pPT- und pPT-homologer Gene aus den KVAG- und KD-Familien gibt ein ahnliches
Bild wieder (Abb. 9).
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Abb. 9: Organspezifische Expression von pPT- und pPT-homologen Genen der Familien KT,
KD und KVAG als Ergebnis von Microarray-Experimenten aus der Datenbank
GENEVESTIGATOR. Es wurde die Funktion Meta-Analyzer Unterpunkt Organ Specificity verwendet.
Die Expressionsstarke wird in Blauabstufungen von hell = schwach exprimiert bis dunkel = stark
exprimiert dargestellt. Die in den Zellen stehenden Zahlen geben die Signalintensitaten als log2(n) an.

Auch hier ist eine mehr oder weniger starke, ubiquitare Expression fast aller Gene
erkennbar, doch fallt eine deutliche Clusterung der Expressionsmaxima selbst von
Genen, die verschiedenen pPTh-Familien angehoren, in zwei Organen auf. So
werden neben den Genen KT2, 4, 7 und 8 auch KVAG3, GONSTS5 und 1 Mitglied der
KD-Familie besonders stark in Pollen und Staubblattern exprimiert. Eine weitaus
grolRere Gruppe von Genen, darunter wiederum Vertreter aller pPT-homologen
Familien, weisen ihre maximale Expressionsstarke in den verschiedenen
Wurzelgeweben auf. Dies deutet auf einen hohen Grad von Redundanz hin, der
wiederum fir die Ubernahme essentieller Funktionen dieser Proteine in Blite und
Wurzel spricht.

Um die Ergebnisse der Microarray-Analysen zu verifizieren und zu erweitern, wurden
detailliertere Expressionstudien fur die ausgewahlten KT-Genfamilienmitglieder 1, 2,
3 und UDP-GalT2 durchgeflhrt.
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3.1.3. Expressionsanalyse mit Hilfe semiquantitativer RT-PCR

Fir die semiquantitative RT-PCR zur Bestatigung der Expressionsmuster von KT7 -
3 und UDP-GalT2 wurden als Template cDNAs verschiedener Gewebe des Okotyps
ColO eingesetzt. Als konstitutiv exprimiertes Kontrollgen wurde Actin2 gewahlt (Abb.
10). UDP-GalT2 weist eine durchgehend starke Expression in allen getesteten
Organen auf, da bereits nach 30 Zyklen hohe Signalintensitaten beobachtet wurden.
Fir alle anderen KT-Gene sind mindestens 35 Zyklen notwendig, um vergleichbare
Aussagen Uber die Expressionsstarke in den einzelnen Organen treffen zu kénnen.
KT1 wird somit ebenfalls, wenn auch schwacher, ubiquitar exprimiert, wobei in Bllite
und Wurzel leicht erhohte Signalintensitaten zu verzeichnen sind. Deutliche
Expressionsmaxima in diesen beiden Organen liegen fur KT2 vor, welches zusatzlich
in Schoten stark exprimiert wird. KT3 weist dagegen eine starkere Expression in

Hochblattern und Stengel auf, wird jedoch ebenfalls in der Wurzel exprimiert.

S Bl Hb St Rb Wu Gen. HO
——
AtKT3 o m—— o —— o,
* T
UDP-GalT2 — —— ——
Actin2 — —— S — s G S

Abb. 10: Organspezifische Expression der KT-Gene 1, 2, 3 und UDP-GalT2 mit Hilfe
semiquantitativer RT-PCR. Als Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte Actin2-Gen verwendet. S:
Schoten, Bl: Blute, Hb: Hochblatter, St: Stengel, Rb: Rosettenblatter, Wu: Wurzel, Gen.: Kontrolle
genomische DNA (ungespleisst), H,O: Wasserkontrolle

* 30 Zyklen, alle anderen 35 Zyklen
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3.1.4. Expressionsanalyse mit Hilfe von Promotor::GUS- Fusionen

Um das zeitliche und raumliche Expressionsmuster der ausgewahlten KT-Gene in
planta untersuchen zu konnen, wurden translationale Fusionen der jeweiligen
Promotoren der Gene mit dem uidA-Gen hergestellt, welches fur die E. coli -
Glucuronidase (GUS; Jefferson, 1987) kodiert. Hierfir wurden die durch
ARAMEMNON definierten Promotorbereiche zusammen mit den jeweiligen
Anfangsbereichen des 1. Exons mittels Gateway-Klonierung in den Vektor pGWB3
vor das GUS-Gen geschaltet. Das in diesem Vektor enthaltene npt/l-Gen vermittelt
Kanamycinresistenz, welche somit zur Selektion der Pflanzentransformanden genutzt
werden kann. Fur jedes Promotorkonstrukt wurden mindestens 3 unabhangige Linien
isoliert, die nach GUS-Farbung Uber mehrere Generationen ein stabiles
Expressionsmuster aufwiesen (Abb. 11). KT1 zeigt starke Expression in jungen
Blattern, wahrend diese in alteren auf die Blattnervatur begrenzt ist. Intensive GUS-
Aktivitat kann weiterhin in jungen, sich differenzierenden Geweben des Stengels und
der Wurzel festgestellt werden, besonders in der Wurzelspitze, der
Wurzelelongationszone und den Regionen, in denen die Seitenwurzeln angelegt
sind. In den Geweben der Blute findet sich KT7-Expression in der Narbe und den
Filamenten der Staubblatter, wohingegen Sepalen, Petalen, Antheren und Stigma
keinerlei Farbung aufweisen. In Schoten ist GUS-Aktivitat hauptsachlich in der
Abscissionszone zu erkennen, in keinem Fall jedoch in den Samen. Ubiquitar und
stark exprimiert wird UDP-GalT2, indiziert durch intensive Farbung sowohl in jungen
als auch in alten Blattgeweben, in Blute, Schote, Stengel und Wurzel. Besonders die
jungen Blutengewebe lassen hohe Expressionslevel erkennen, die mit der Zeit
absinken, so dass in alteren Bluten nur noch die Sepalen, die Filamente der
Staubblatter und die Narbe gefarbt wurden. Die Wurzel weist eine durchgehende
Blaufarbung auf, dennoch sind Wurzelspitzen und Elongationszonen nicht auffallend
intensiv gefarbt. UDP-GalT2-Expression in Schoten bleibt auf die Abscissionszone
derselben beschrankt, auch in den Samen ist keine Blaufarbung detektierbar. KT2
dagegen wird in Samen exprimiert, jedoch weniger in Blattern jeden Alters und der
Wurzel. Hohe GUS-Aktivitat fallt im Stengel und insbesondere in den Antheren der
Staubblatter, den Pollen und dem gesamten Gyndézeum auf. Sepalen, Petalen und
Filamente zeigen keine Farbung. Die Expression von KT3 liegt in den meisten

Geweben auf einem nur geringen Niveau.
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AtNST-KT1 AtUGalT2 AtNST-KT2 AtNST-KT3
Prom::GUS Prom::GUS Prom::GUS Prom::GUS
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Abb. 11 Vergleichende Darstellung der Organe GUS-gefarbter Pflanzen, die KT-
Promotor::GUS-Konstrukte exprimieren. Reihe A 1-4; Keimlinge im 2-4-Blattstadium; Reihe B 1-4:
reife Blite; Reihe C 1-4: Abscissionszone von Schoten inklusive Samen; Reihe D 1-4: junger Stengel;
Reihe E 1-4: Rosettenblatter; Reihe F 1-4: junge Wurzeln; AtINST-KT1: AtKT1; AtUGalT2: AtUDP-
GalT2; AINST-KT2: AtKT2; AINST-KT3: AtKT3

Blatter unterschiedlichen Alters, Stengel und Schoten mit Samen weisen nur
schwache GUS-Aktivitat auf, wohingegen in Wurzel und Blite intensivere Farbungen
zu erkennen sind. Bemerkenswert ist hierbei die Begrenzung der KT3-Expression auf

den Pollen innerhalb der Bliite und die schon ausdifferenzierten Teile der Wurzel.

3.2. Analyse von T-DNA-Insertionsmutantenlinien, in denen

ausgewahlte KT-Gene betroffen sind

3.2.1. Isolierung homozygoter T-DNA-Insertionsmutantenpflanzen

Mit Hilfe der reversen Genetik ist die Aufklarung der Funktion von Proteinen moglich
(Chang et al., 1993; Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Fur alle ausgewahlten KT-Gene
wurden T-DNA-Insertionsmutantenlinien in den Kollektionen Gabi-Kat und SALK
gefunden (Tab. 6).

Tabelle 6: T-DNA-Insertionslinien, die in den genannten KT-Genen betroffen sind

Protein At-Nummer Insertionslinie Bezeichnung
AtKT1 At4g39390 Gabi-Kat 827C11 kt1-1
AtKT2 At1g21070 SALK_125196 kt2-1
AtKT3 At5g42420 SALK_134294 kt3-1

UDP-GalT2 At1g76670 Gabi-Kat 582F05 ugt2-1

Alle Pflanzenlinien wurden durch PCR auf ihren Allelzustand hin Uberpruft. Dabei
wurde die Insertion der T-DNA im entsprechenden Genlocus (Reaktion M) und die
Unterbrechung beider Allele (Reaktion W) nachgewiesen. Fir jede KT-Linie wurden

mit dieser Methode homozygote Pflanzen isoliert (Abb. 12B).
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Homozygote Individuen1-5  WT ColO
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Abb. 12: Identifizierung homozygoter KT-T-DNA-Insertionslinien. A) Schematische Darstellung
der Genloci mit Exons und Introns sowie identifiziertem Insertionsort relativ zum ATG und
Primerbindestellen LB (left border der T-DNA), for + rev (genspezifische Primer); B) Ergebnis der
PCR-Reaktionen fiir je 5 homozygote Pflanzen und je 2 Wildtyppflanzen (WT ColO); Reaktion M mit
Kombination der Primer LB + for; Reaktion W mit Kombination der Primer for + rev; DNA-Marker: 1kb
ladder Invitrogen siehe Anhang 8.3.

3.2.1. Verifizierung des Genausfalls mittels RT-PCR

Ublicherweise fihrt eine T-DNA-Insertion zum Ausfall des Genprodukts bzw. zu
dessen Funktionsunfahigkeit. Um dies zu uberprifen, wurden die homozygoten
Pflanzen mittels RT-PCR auf das Vorhandensein von Transkripten hin getestet.
Hierzu kamen Primer zum Einsatz, die in Exonbereichen abgeleitet wurden und den
Insertionsort flankieren.

Wie in Abb. 13 gezeigt, konnte in den Linien kt1-1, kt2-1 und ugt2-1 die Abwesenheit
der korrespondierenden Transkripte bestatigt werden. In Linie kt3-7 wurden dagegen
noch Transkripte nachgewiesen, woraufhin keine weitergehenden Untersuchungen

an dieser Linie erfolgten.
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Genspezifische Primer Actin2 - Primer

H1 H2 H3 H4 H5 WT genH,0 H1 H2 H3 H4 H5 WT genH,0

kt1-1
—
— — e D WD G e —
H1 H2 H3 WT gen H,0 H1 H2 H3 WT gen H,0
i =
kt2-1 = o ™ o
— e S — S—
- H1 H2 H3 WT gen H,0 H1 H2 H3 WT gen H,0
kt3-1
—
— — — —_—
H1 H2 H3 H4 H5 WT genH,0 H1 H2 H3 H4 H5 WT genH,0
- -—
ugt2-1 = —

Abb. 13: Uberpriifung homozygoter KT-T-DNA-Insertionslinien auf KT-Expression mittels RT-
PCR. RNA aus Blattrosetten wurde in cDNA umgeschrieben und diente als Template, das mit den
angegebenen Primerkombinationen fur jeweils 35 Zyklen amplifiziert wurde. H1, H2 usw.: homozygote
Pflanze Nummer 1, 2 usw.; Als Positivkontrolle diente cDNA des Widtyps ColO (WT) und genomische
DNA (gen) sowie H,O als Negativkontrolle.

3.2.2. Bestimmung der Anzahl der Insertionen mittels Southern-Blot

Um sicherzustellen, dass ein moéglicher Phanotyp tatsachlich auf den Ausfall eines
KT-Gens zuruckzufuhren ist, wurde mit Hilfe von Southern-Blot-Analysen die Anzahl
der T-DNA-Insertionen in den einzelnen Knock out-Linien bestimmt. Hierfir wurde
eine Sonde, die gegen die Left Border-Region der T-DNA gerichtet ist, eingesetzt.
Ein Nachweis mehrerer Fragmente zeigt das Vorhandensein mehrerer Insertionen im
Genom an und damit die mogliche Inaktivierung weiterer Gene. Aus Abb. 14 geht

hervor, dass alle KT-Knock-out-Linien mindestens 2 oder mehr T-DNA-Insertionen
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aufweisen. Fur die Linie ugt2-1 konnte trotz mehrfach wiederholter Versuche kein

Ergebnis erhalten werden.

kt1-1 kt2-1 kt3-1
M H1 H2 H3 H4 H5 WT M WT H1 H2 H3 H4 H5 H1 H2 H3 H4 H5 M
. e N ’
”M“'“ .,.1' !
i B .—-’
1,6 Kb—s ; — -
1,6 kb— i —1,6kb
+ Hindlll + EcoRl + Hindlll

Abb. 14: Southern-Blot-Analyse homozygoter KT-T-DNA-Insertionslinien. Isolierte genomische
DNA wurde mit EcoRI oder Hindlll verdaut, einer Agarosegelelektrophorese unterzogen, geblottet und
mit einer radioaktiv markierten T-DNA-spezifischen Sonde hybridisiert; H1, H2 usw.: homozygote
Pflanze Nummer 1, 2 usw.; WT: Kontrolle Wildtyp ColO; M: DNA-Marker (Invitrogen, siehe Anhang
8.3), dessen 1,6 kb-Bande ebenfalls mit der Sonde hybridisiert

Obwohl die Southern-Blot-Analyse das Vorhandensein mehrfacher T-DNA-
Insertionen aufzeigte, wurden die Mutanten einer physiologischen Analyse
unterzogen, da durch die Komplementation mit den entsprechenden Genkonstrukten
der kausale Zusammenhang zwischen dem Ausfall der KT-Proteine und den evtl. zu

beobachtenden Phanotypen hergestellt werden kann.

3.2.3. Phanotypische Charakterisierung von KT-T-DNA-Insertionsmutanten

Sowohl unter den Anzuchtbedingungen im Gewachshaus (siehe 2.2.3.) als auch
wahrend der Kultivierung unter Laborbedingungen konnten bei keiner Linie
morphologische Auffalligkeiten im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Abb.
15). Ebenso gleichen Keimungsverhalten und weitere Entwicklungsprozesse (z.B.
Blihzeitpunkt oder Einsetzen der Seneszenz) denen von Wildtyppflanzen. Da
beispielsweise KT71 hauptsachlich in der Wurzel exprimiert wird, wurde das
Wurzelwachstum von Pflanzen der Linie kt7-1 mit dem von Wildtyppflanzen
verglichen. Es konnten jedoch keine Unterschiede beobachtet werden (Daten nicht

gezeigt).
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Die Veranderung metabolischer Parameter muss sich allerdings nicht in sichtbaren
Veranderungen der Morphologie und Anatomie manifestieren. Da UDP-GalT2 fir
einen Nukleotidzuckertransporter kodiert und deren Bedeutung fur die
Zusammensetzung der Zellwand diskutiert wird (Bakker et al. 2005), wurde in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. R. Tenhaken in Salzburg eine Analyse
der Zellwandbestandteile am Beispiel einer Linie (kt1-1) durchgefihrt (Abb. 16). Die
Bestimmung des Anteils verschiedener Zucker ergab aber keine Unterschiede
zwischen Wildtyp- und Knock-out-Pflanzen.

Abb. 15: Vergleichende Darstellung der Phédnotypen der KT-Knock-out-Linien und des Wildtyps
nach Wachstum unter Gewachshausbedingungen. Das Alter der abgebildeten Pflanzen betragt ca.
4 Wochen. Sichtbare GréRRenunterschiede sind nicht signifikant.

£ 25
[=2]
§ 20 B WT Col O
2 15 @ kt1-1
T
o 10 -
£
o 54
=
0+ | e

Fuc Rha Ara Gal Glc Xyl Man GalA GlcA

Abb. 16: Analyse der Zellwandbestandteile von Pflanzen der Linie kt7-1 im Vergleich zu denen
des Wildtyps. Das Ergebnis einer von zwei unabhangig durchgefiihrten Analysen des Blattmaterials
von mindestens je 3 Pflanzen pro Linie hinsichtlich des Gehaltes an Fuc: Fucose, Rha: Rhamnose,
Ara: Arabinose, Gal: Galactose, Glc: Glucose, Xyl: Xylose, Man: Mannose, GalA: Galacturonsaure,
GlcA: Glucuronsaure ist gezeigt.
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Zusammenfassend konnten bisher keine Differenzen zwischen Pflanzen der KT-
Linien und des Wildtyps aufgezeigt werden. Daher sollten durch die Analyse der
zellularen Lokalisation und durch die Untersuchung der Funktion dieser Proteine
nach heterologer Expression und Reinigung weitere Informationen gesammelt
werden, um experimentell Anhaltspunkte fur die Funktion in A. thaliana-Pflanzen zu

erhalten.

3.3. Intrazellulare Lokalisation ausgewahliter KT-Proteine

Die cDNAs der vier ausgewahlten KT-Mitglieder wurden jeweils mit der Sequenz des
GFP-Gens (Green Fluorescent Protein) in frame fusioniert und in BY2-Protoplasten
unter Kontrolle des 35S Cauliflower Mosaic Virus (CaMV)-Promotors transient
exprimiert. In jedem Fall wurde ein Muster aus kleinen, sehr beweglichen Vesikeln,
die unregelmalig uber das ganze Cytoplasma verteilt vorlagen, beobachtet (Abb.
17). Dieses Muster stimmt mit dem des im Golgi-Apparat lokalisierten pflanzlichen
GDP-Mannose-Transporters AtGONST1 uberein (Baldwin et al., 2001). Als Kontrolle
wurde in diesen Experimenten jedoch eine GFP-Fusion des Golgi-Markers
Sialyltransferase untersucht. Dieses Protein ist hauptsachlich im trans-Golgi-
Netzwerk (TGN) zu finden, einem Kontinuum aus membrandsen und miteinander
interagierenden Réhren und Vesikeln an der trans-Seite des Golgi-Apparates (Wee
et al, 1998). Im Vergleich der mikroskopischen Bilder sind sehr ahnliche Muster zu
erkennen. Weiterhin kann die gleiche Veranderung des Musters nach Einwirkung von
Brefeldin A (BFA) festgestellt werden. Die Wirkung dieses Toxins beruht auf der
Hemmung von GTP-austauschenden Faktoren, so dass eine Golgi-lokalisierte
GTPase keine weiteren Hiullproteine zur Vesikelbildung rekrutieren kann.
Infolgedessen kommt es zur direkten Fusion von Golgi-Zisternen mit dem ER sowie
der Abtrennung des trans-Golgi-Netzwerkes und dessen anschliellender
Verschmelzung mit Komponenten des endocytotischen Systems. Es entsteht das
sogenannte BFA-Kompartiment bestehend aus aggregierten Tubuli und Vesikeln
(Nebenfuhr et al., 2002; Ritzenthaler et al., 2002). Eben diese Phanomene lassen
sich nach BFA-Einwirkung anhand der KT-GFP-Fluoreszenz verfolgen. Es sind

groRere, weniger mobile Vesikel sichtbar (Abb. 17, Reihe 4).
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- Brefeldin A + Brefeldin A

AtNST-KT1::GFP

AtUGalT2::GFP

AtNST-KT2::GFP

AINST-KT3::GFP

Sialyltransf::GFP

BY2 protoplasts

Abb. 17: Intrazelluldre Lokalisation der KT-GFP-Fusionsproteine in BY2-Protoplasten bzw. A.
thaliana-Zellkultur. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Protoplasten, die transient
nebenstehende Konstrukte exprimierten (Spalte 1) und einer einstiindigen Brefeldin A-Behandlung
unterzogen wurden (Spalte 4) sowie korrespondierende lichtmikroskopische Aufnahmen (Spalte 2
und 3); Reihe E: Positivkontrolle, GFP-Fluoreszenzmuster des Golgi-Markerproteins
Sialyltransferase aus Sdugern; Reihe F: pGWB5: Leervektor, der nur GFP enthalt; Reihe G: BY2-
protoplasts: Protoplasten ohne Vektor
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Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass die Proteine KT1,
-2, -3 und UDP-GalT2 im trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert sind und dort ihre Funktion
erfullen. Im Falle des bereits charakterisierten Nukleotidzuckertransporters UDP-
GalT2 ist diese Lokalisation nur diskutiert worden, war aber bislang nicht belegt
(Bakker et al., 2005). Daher wurde die Hypothese bekraftigt, dass neben UDP-GalT2
weitere Mitglieder der KT-Familie dem Transport von Nukleotidzuckern uUber die
Golgi-Membranen dienen. Dieser Hypothese folgend, sollte die Funktion als
Transportprotein fur Nukleotidzucker in vitro untersucht werden, wozu die heterologe

Expression und anschliel’iende Reinigung notwendig ist.

3.4. Heterologe Expression von KT-Proteinen in S. cerevisiae

Zur funktionellen Charakterisierung pflanzlicher Transporter wurde in der
Arbeitsgruppe Flugge eine Transportmethode unter Verwendung von Liposomen, die
heterolog exprimierte, rekonstituierte Transportproteine enthalten, etabliert
(Loddenkotter et al., 1993, Eicks et al., 2002). Als Expressionssystem fur
Pflanzenproteine ist S. cerevisiae gut geeignet, wahrend sich die Expression in E.
coli als problematisch erwies (K. Fischer, personliche Mitteilung).

Um die Expression in Hefe zu ermdglichen, wurden die cDNAs aller ausgewahlten
KT-Mitglieder in den Hefeexpressionsvektor pYes-Dest 52 kloniert und diese in den
Uracil-auxotrophen Stamm InvSc1 transformiert. Die Induktion der Expression
erfolgte durch Zugabe von Galaktose. Zur Kontrolle der erfolgreichen Uberexpression
wurde der durch die Klonierung am C-terminalen Ende fusionierte 6x-His-Tag
genutzt. Wie in Abb. 18 gezeigt, konnten alle KT-Gene im Hefesystem exprimiert
werden. Dabei gab es jedoch zum Teil erhebliche Unterschiede in der
Expressionsstarke. Wahrend fur KT1 und UDP-GalT2 im Western Blot sehr starke
Signale detektiert werden konnten, zeigt dieser eine nur schwache Bande fur KT2

und -3 an.
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-  o— — 36 kDa
~~

Abb. 18: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der in Hefe heterolog synthetisierten KT-
Proteine 1, 2, 3 und UDP-GalT2 (UGT2). Gesamtmembranprotein wurde nach 6-stiindiger Induktion
der Expression isoliert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran geblottet. Der
immunologische Nachweis erfolgte mittels anti-penta-His-Antikérper. M: Protein-Marker (MBI, siehe
Anhang 8.3.); pYes-Dest 52: Hefestamm mit leerem Vektor

3.4.1. Aufreinigung der heterolog produzierten KT-Proteine iiber Ni**-NTA-

Affinitatschromatographie

Um die Transportaktivitat der KT-Proteine ohne den Einfluss von endogenen
Hefetransportern bestimmen zu kénnen, wurde eine native Aufreinigung mittels Ni**-
NTA-Affinitatschromatographie durchgefuhrt. Die Reinigung aller ausgewahlten KT-
Proteine gelang trotz geringer Proteinmengen durch den Einsatz von Ni**-NTA-
Agarose im batch-Verfahren (Abb. 19). Zwar gelang dies nicht bis zur Homogenitat
(Abb. 19, Spur 4), doch konnte auf diese Weise die Mehrheit der
Hefemembranproteine abgetrennt werden. Da die Funktion von UDP-GalT2 bereits
bekannt war, wurde dieses Protein nicht aufgereinigt, sondern nur als Bestandteil
von Gesamtmembranpraparationen als Positivkontrolle bei Transportversuchen

verwendet.
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AtKT1 AtKT2 AtKT3
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Abb. 19: Affinititschromatographische Aufreinigung der in Hefe produzierten KT-Proteine 1, 2
und 3. Der Proteinnachweis erfolgte durch Silberfarbung der Gele (Spuren 1-4) und durch einen
immunologischen Nachweis mittels anti-penta-His-Antikérper (Spuren 5-8); M: Marker; 1 + 5:
Gesamthefemembranextrakt; 2 + 6: Durchflussfraktion; 3 + 7: Waschfraktion; 4 + 8: Elutionsfraktion
Ein schwarzer Pfeil gibt die erwartete GréRe der Proteine an.

3.5. Transportexperimente zum Nachweis der Aktivitat und zur Analyse

der Substratspezifitat von KT-Transportern

Wie bereits erwahnt, hat sich in den vergangenen Jahren die Verwendung von
Proteoliposomen zur Charakterisierung von Translokatoren als verlassliche Methode
erwiesen (Oppedisano et al., 2007; Ozcan et al., 2005; Bouvier et al., 2006) Auch
zur lIdentifizierung von Nukleotidzuckertransportern fand dieser Ansatz bereits
erfolgreich Anwendung (Milla et al., 1992, Puglielli & Hirschberg, 1999). Da aufgrund
der schon bekannten Funktion von UDP-GalT2 (Bakker et al., 2005) und der
Lokalisation im Golgi-Apparat angenommen wurde, dass auch weitere Mitglieder der
KT-Familie Nukleotidzucker transportieren, entschied man sich ebenfalls fur
Transportversuche mit Proteoliposomen. Dabei wurde die Antiport-Eigenschaft der
Nukleotidzuckertransporter genutzt, indem eine Vorbeladung der Liposomen mit
einer Reihe von in Pflanzen vorkommenden Nukleotidzuckern erfolgte. Durch
Zugabe des korrespondierenden radioaktiv markierten Nukleotidmonophosphats ins
AulRenmedium sollte erreicht werden, dass dieses im Gegentausch zum
Nukleotidzucker in die Liposomen eintransportiert und nachweisbar wird. Mit Hilfe
dieser Methode sollte ein schnelles und einfaches Testsystem etabliert werden, mit
dem eine Vielzahl moglicher Substratpaare Uberprufbar ist, die zum Teil nicht kauflich
zu erwerben sind.

Fur erste  Transportversuche  wurden Gesamtmembranfraktionen  der

Uberexprimierenden Hefestamme in Liposomen rekonstituiert und die Transportraten
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bestimmt. Als Negativkontrolle dienten Liposomen, in die Proteine aus dem Wildtyp-
Hefestamm mit leerem Vektor rekonstituiert wurden. Als Positivkontrolle kamen
Hefemembranen mit angereichertem UDP-GalT2-Protein zum Einsatz. Weiterhin

wurde jeweils ein Ansatz ohne Vorbeladung der Liposomen mitgefuhrt.
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Abb. 20: Transportaktivitat fiir ausgewahilte UMP*-UDP-Zucker-Paare in Proteoliposomen. Es
wurden Gesamtmembranfraktionen der die KT-Proteine (berexprimierenden Hefestamme in
Liposomen rekonstituiert. Die Mittelwerte aus durchschnittlich 3 unabhangigen Experimenten sind
gezeigt (Ausnahme WT + pYes).

Wie aus Abb. 20 hervorgeht, konnte nur nach Rekonstitution von KT1 eine
signifikante Transportaktivitat fur das Nukleotidzucker/Nukleotidmonophosphat-Paar
UDP-Galactose/lUMP nachgewiesen werden. Uberraschenderweise konnte keine
Aktivitdt des UDP-GalT2-Proteins detektiert werden. Auch Versuche mit den
Substraten UDP-Glucose, UDP-Glucuronsaure und UDP-N-Acetylglucosamin
blieben ohne Erfolg. Gleiches gilt fur die Proteine KT2 und -3, die trotz der
Einbeziehung verschiedener Substrate (UDP-Glucose, UDP-Galactose, UDP-
Glucuronsaure, UDP-N-Acetylglucosamin, UDP-Arabinose, UDP-Xylose, UDP-
Galacturonsaure, GDP-Mannose, GDP-Fucose (GDP-Zucker nicht gezeigt)) keine
signifikanten Transportaktivitaten aufwiesen. Eine Wiederholung der Versuche mit
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rekonstituierten aufgereinigten Proteinen fuhrte zu unveranderten Ergebnissen (nicht
gezeigt).

Aus diesem Grund wurde auf die Charakterisierung der Transporteigenschaften des
KT1-Proteins fokussiert. Die Verifizierung der Versuche nach erneuter Aufreinigung
und Rekonstitution ergaben das gleiche Bild (Abb. 21). Eine signifikante

Transportaktivitat wurde nur fir UDP-Galactose, jedoch nicht fir andere Substrate

7.0

4.5 -

04 -

v (pmol s-1 mg Prot.'1)

Abb. 21: Bestimmung der Substratspezifitaten von KT1. Gesamtmembranproteine von Hefezellen,
die mit pYesDest-AtKT1 oder pYesDest 52 (vector) transformiert wurden, bzw. das aufgereinigte
AtKT1-His6-Protein (P-) wurden in Liposomen rekonstituiert. Ohne (no preloading) oder nach
Vorbeladung mit den angegebenen Substraten wurde die Aufnahme von radioaktiv markiertem UMP
gemessen (n=3, aulBer aufgereinigtes KT1-Protein enthaltende Liposomen ohne Vorbeladung). UDP-
Gal: UDP-Galactose; UDP-Glc: UDP-Glucose; UDP-GIcA: UDP-Glucuronsaure; UDP-GINAc: UDP-N-
Acetylglucosamin; P: Einsatz des aufgereinigten KT1-Proteins

beobachtet. Auch die neu einbezogenen Substrate UDP-Glucose, UDP-
Glucuronsaure und UDP-N-Acetylglucosamin wurden durch KT1 nicht transportiert.
Nach der affinitdtschromatographischen Reinigung konnte erwartungsgemaf eine

ca. 10fach héherer Aktivitat von KT1 gemessen werden.
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Die Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei KT1 um einen monospezifischen
Nukleotidzuckertransporter handelt, der UMP im strikten Austausch mit UDP-
Galactose transportiert. Sowohl ein Uniport von UMP als auch ein Antiport der
gezeigten UDP-Zucker auler UDP-Galactose kann nach Abgleich mit den
Negativkontrollen (siehe auch Abb. 20) ausgeschlossen werden. Inwieweit dieser
neu identifizierte UDP-Galactose-Transporter in seinen Eigenschaften den bereits
beschriebenen Nukleotidzuckertransportern entspricht, sollte durch die Bestimmung

der kinetischen Parameter Ky und K; festgestellt werden.

3.6. Transportexperimente zur Bestimmung kinetischer Parameter fur
AtKT1

Zur Bestimmung des Ky-Wertes fur UMP wurde eine gleichbleibende interne UDP-
Galactose-Konzentration von 200 uM eingestellt, wahrend eine Variation der
externen UMP-Konzentration im Bereich von 0,5 bis 10 uM erfolgte. Dieser Bereich
wurde in Analogie zu bereits charakterisierten Nukleotidzuckertransportern gewahlt,
die Kuy.Werte zwischen 1 und 10 pyM fur die jeweiligen Substrate aufweisen
(Hirschberg et al., 1998). Der Transport von Nukleotidzuckern folgt der Michaelis-
Menten-Kinetik, die die Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit von der
Substratkonzentration in Form einer Hyperbel beschreibt. Der Ky-Wert entspricht
hierbei derjenigen Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit die
Halfte ihres Maximalwerts erreicht.

Durch doppelt-reziproke Auftragung nach Lineweaver und Burk lasst sich der Ky-
Wert aus dem Schnittpunkt der entstandenen Gerade mit der x-Achse nach
Achsenschnittpunkt = -1/Ky bestimmen. In Abb. 22 ist ein solches Diagramm fur
einen Versuch exemplarisch dargestellt. Aus den Daten wurde ein Ky-Wert von 4,6

MM berechnet. Der Mittelwert aus 7 unabhangigen Bestimmungen lag bei 4,2 + 1,7

uM UMP.
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Abb. 22: Bestimmung des Ky-Wertes fiir UMP fiir KT1 durch Auftragung im Lineweaver-Burk-
Plot. Gezeigt ist das Ergebnis einer von sieben unabhangig durchgefiihrten Bestimmungen.

Da KT1 als Antiporter fir UMP und UDP-Gal fungiert, sollte die Affinitat fir UMP und
den Nukleotidzucker naher charakterisiert werden. Dazu wurde das etablierte
Testsystem dahingehend modifiziert, dass neben radioaktiv markiertem UMP auch
UDP-Gal bzw. UDP-Gluc als Kompetitoren im AufRenmedium angeboten wurden.
Diese Experimente sollten den Einfluss des Nukleotid- bzw. Zuckeranteils des
Substrats auf dessen Bindung aufzeigen.

Der Zusatz von UDP-Gal sollte zu einer kompetitiven Hemmung und damit zu einer
Verschiebung des Ky-Wertes fir UMP fuhren. Sollte flr die Bindung des Substrats
der Nukleotidanteil entscheidend sein, so sollte allerdings auch der Zusatz von UDP-
Gluc eine Ky-Wert-Erhohung bewirken. Der nicht beobachtete Transport von UDP-
Gluc in den vorhergehenden Experimenten wirde dann jedoch fur die Bestimmung

der Transportaktivitat durch den Zuckeranteil des Substrats sprechen.

Als Mal} fur die Hemmung sollte der Ki-Wert fur UDP-Gal und UDP-Gluc in Bezug auf
den UMP-Transport bestimmt werden. Die Konstante beschreibt die Dissoziation des

Enzym-Inhibitor/Kompetitor-Komplexes, @ wahrend ihr Kehrwert 1/K; die

75



Ergebnisse

Affinitatskonstante darstellt. Aus dieser umgekehrt proportionalen Beziehung ergibt
sich, dass je Kkleiner der Ki-Wert ist, desto groRer die Affinitat des
Inhibitors/Kompetitors zum Enzym. Nach doppelt-reziproker Auftragung aller
Versuchsreihen erhalt man neben dem Ky (Versuchsreihe ohne Kompetitor) weitere
apparente Ky-Werte fur die Versuchsreihen mit den unterschiedlichen
Kompetitorkonzentrationen. Die Ergebnisse sind in Abb. 23A flr verschiedene UDP-
Galactose-Konzentrationen von 0, 15 und 40 yM und in Abb. 23B fur die UDP-
Glucosekonzentrationen 0 und 25 pyM exemplarisch fur je 1 Experiment gezeigt.
Beide UDP-Zucker wirken demnach als kompetitive Inhibitoren, die zur Erhéhung des
Kum-Wertes flhren und keinen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit haben. Als
Mittelwert von zwei (UDP-Glucose) bzw. funf unabhangigen Experimenten (UDP-
Galactose) wurden Ki-Werte von 12,2 + 0,4 yM fur UDP-Glucose und 5,1 + 1,7 uM fur

UDP-Galactose Uber die Beziehung Kuyapp) = Ku™ (1+ [K/K;) bestimmt.

Damit hat UDP-Galactose eine hohere Affinitat zu KT1 als UDP-Glucose. UDP-Gluc
bindet jedoch ebenfalls am aktiven Zentrum, was durch die gleiche maximale
Transportgeschwindigkeit angezeigt wird (Abb. 23B). Allerdings ist kein Transport
moglich, da der Zuckeranteil des Substrats fur die Transporterfunktion

ausschlaggebend zu sein scheint.
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Abb. 23: Lineweaver-Burk-Plot je eines Versuches zur Bestimmung von Ky-und apparenten Ky-
Werten fiir UMP in Abwesenheit (Symbol Raute) und Gegenwart der Kompetitoren UDP-Galactose
(15 uM: Symbol Viereck; 40 uM: Symbol Dreieck) (A) oder UDP-Glucose (25 uM: Symbol Dreieck) (B)
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4. Funktionelle Charakterisierung der Bile-Acid-Transporter

(BAT)-Familie in Arabidopsis thaliana

Um die Funktion von Gallensauretransportern in Pflanzen aufklaren zu konnen,
erfolgte im zweiten Teil dieser Arbeit die funktionelle Charakterisierung der Mitglieder

der BAT-Familie im pflanzlichen Modellorganismus Arabidoposis thaliana.

4.1. Expressionsstudien der Mitglieder der BAT-Genfamilie

Die BAT-Genfamilie in A. thaliana besteht aus funf Mitgliedern: At2g26900 (AtBAT1),
At1g78560 (AtBAT2), At3g25410 (AtBAT3), At4g22840 (AtBAT4) und At4g12030
(AtBATYS). In den folgenden Kapiteln werden zunachst die Ergebnisse von in silico
Gen- und Proteinsequenzanalysen sowie Resultate von in planta Expressionsstudien

vergleichend dargestellt.

4.1.1. Sequenzanalysen auf DNA- und Proteinebene

Die Genstrukturen der BAT-Gene sind durch eine hohe Diversitat gekennzeichnet
(Abb. 24). Fast alle Mitglieder weisen eine unterschiedliche Anzahl an Exons in
variablen Positionen auf, wobei AtBAT1 mit 13 Exons im Gegensatz zu den 5-8

Exons der anderen Gene besonders auffallt.
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Abb. 24: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur von BAT kodierenden Genen in A.
thaliana. Exon-Sequenzen sind als graue Boxen dargestellt, wahrend Intron-Sequenzen als
Verbindungslinien angezeigt werden.
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Auf Proteinebene konnen lediglich 33-45% Sequenzhomologie fur die
Gesamtsequenzen beobachtet werden. Doch finden sich Bereiche, insbesondere
innerhalb der vorhergesagten Transmembrandomanen 4, 5 und 6, sowie zwischen
den Transmembranhelices 8 und 9, die deutlich starker konserviert erscheinen (Abb.
25). Dies wird noch deutlicher, wenn man Sequenzen von Gallensauretransportern
aus Saugern (ISBT bzw. ASBT, NTCP) in den Sequenzvergleich einbezieht. Das
charakteristische SBF-Motiv liegt innerhalb der Transmembranspannen 4 und 5 und

ist in allen gezeigten Proteinen konserviert.
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Abb. 25: Aminosauresequenzvergleich von Mitgliedern der BAT-Familie aus A. thaliana und
Saugern. Die Lage der vorhergesagten Transmembrandomanen ist durch Linien gekennzeichnet (I-
IX), die der SBF-Doméane durch Einrahmung.

ISBT = lleal Sodium Bile Acid Transporter = Synonym zu ASBT (NCBI-Accession-Nummer:
2833238); NTCP = Na* Taurocholate Cotransporting Peptide (NCBI-Accession-Nummer: 2498046)
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Die Abbildung 25 gibt weiterhin Aufschluss Uber die Anzahl der vorhergesagten
Transmembranhelices, die zwischen 8 und 9 liegt, und Uber das Vorhandensein
einer N-terminalen Transitpeptidsequenz in allen A. thaliana-BAT-Proteinen. Laut
Vorhersage der ARAMEMNON-Datenbank sind die Proteine AtBAT1, -2 und -3 sehr
wahrscheinlich plastidar lokalisiert, wahrend es flir AtBAT4 und -5 Vorhersagen flr
eine plastidare oder mitochondriale Lokalisation gibt. In Tabelle 7 ist eine
Zusammenfassung aller vorhergesagten Eigenschaften der BAT-Proteine aus A.

thaliana aufgefuhrt.

Tabelle 7: Zusammenstellung von vorhergesagten Charakteristika der BAT-Proteine in A. thaliana
(Quelle: ARAMEMNON)

Gesamthomologie Vorhersage der

Protein auf AS-Ebene Anzahl TMD intrazelluldren
in % Lokalisation
AtBAT1 9 Chloroplasten
AtBAT2 45 9 Chloroplasten
AtBAT3 33 9 Chloroplasten

Chloroplasten
AtBAT4 33 8 oder

Mitochondrien

Chloroplasten
AtBATS 34 9 oder

Mitochondrien
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4.1.2. Expression der BAT-Gene laut GENEVESTIGATOR

Die in der Datenbank Genevestigator (Zimmermann et al., 2004) zusammengestellen
Resultate systematischer Analysen des genomweiten Expressionsmusters in A.
thaliana unter verschiedenen Bedingungen und in verschiedenen Organen wurden
hinsichtlich der BAT-kodierenden Gene anhand der Funktion Meta-Analyzer
abgerufen. Alle Mitglieder der AtBAT-Familie werden in allen Organen mehr oder
weniger stark exprimiert (Abb. 26). Dabei gibt es Uberlappungen der
Expressionsmaxima von mindestens zwei Mitgliedern in einzelnen Organen. BAT2
wird in den Petalen, den Samen, dem Sprossapex, den Blattern und der Wurzel
besonders stark exprimiert. Auch fir BAT4 wurde eine starke Expression in einigen
Geweben der Wurzel und in Petalen, ferner jedoch auch in Staubblattern,
Hochblattern und in seneszenten Blattern beobachtet. BAT1 weist besonders starke
Expression in den Geweben des Sprosses (Pedicel, Stengel, Sprossapex) auf, wird
aber auch in jungen Rosettenblattern in hohem MalR exprimiert. Letzteres trifft
ebenfalls auf das BAT3-Gen zu, dessen Expressionsmaxima aufterdem in Pedicel,
Schoten und Samen liegen. Im Falle von BAT5 zeigt sich ein abweichendes,
aulergewohnliches Bild, denn dieses Gen wird in allen Organen auf einem basalen

Level exprimiert, besonders stark jedoch nur im Bereich der Stengelknoten.
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Abb. 26: Daten zur organspezifischen Expression der BAT-Gene nach GENEVESTIGATOR
(siehe Text). Es wurde die Funktion Meta-Analyzer Unterpunkt Organ Specificity verwendet. Die
Expressionsstarke wird in Blauabstufungen von hell = schwach exprimiert bis dunkel = stark exprimiert
dargestellt. Die in den Zellen stehenden Zahlen geben die Signalintensitaten als log2(n) an.
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4.1.3. Expressionsanalyse mit Hilfe semiquantitativer RT-PCR

Um die Daten der Microarray-Experimente zu verifizieren, wurde aus der Blute, den
Hochblattern, den Rosettenblattern und der Wurzel des Wildtyps ColO RNA isoliert,
diese in cDNA umgeschrieben und als Template fir eine PCR eingesetzt. Das
konstitutiv exprimierte Actin2-Gen wurde zur Kontrolle nachgewiesen. In Abb. 27
Iasst sich in allen getesteten Organen die Expression aller Gene detektieren. Doch
auch in diesem Ansatz werden Unterschiede in der Expressionsstarke einzelner
Gene in bestimmten Organen deutlich. In Ubereinstimmung mit den Microarray-
Daten wird BAT1 in Wurzeln nur schwach exprimiert. Gleiches gilt fir BAT5, welches
zusatzlich in Bluten ein geringes Expressionslevel aufweist. Fur das Gen BAT3

wurde eine starke Expression in Hoch- und Rosettenblattern bestatigt.

Abb. 27: Semiquantitative RT-PCR zur Analyse der organspezifischen Expression der BAT-
Gene in A. thaliana. Neben den Genen AtBAT1-5 wurde das konstitutiv exprimierte Actin2-Gen als
Kontrolle verwendet. Zur Amplifikation wurden 30 PCR-Zyklen gewahlt. Bl: Blite, Hb: Hochblatter, Rb:
Rosettenblatter, Wu: Wurzel.
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4.1.4. Expressionsanalyse mit Hilfe von Promotor::GUS- Fusionen

Als weiterer experimenteller Ansatz zur Analyse der Expression der BAT-Gene in A.
thaliana wurden Promotor::GUS-Fusionen konstruiert. Dazu wurden vorhergesagte
Promotorbereiche (TAIR-Datenbank; http://www.arabidopsis.org) einschlie3lich der
5’-Bereiche der jeweiligen ersten Exons amplifiziert und mittels Gateway-System in
den Vektor pGWB3 kloniert. Dabei wurden sie in frame mit dem uidA-Gen aus E. coli
fusioniert. Die transformierten  Pflanzen  wurden auf  nptll-vermittelte
Kanamycinresistenz getestet und die Expression der einzelnen BAT-Gene durch
GUS-Farbung untersucht. Es erfolgte eine Auswahl von mindestens drei
unabhangigen Linien je Promotorkonstrukt mit ber mehrere Generationen stabilem
Expressionsmuster. Die Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Studien ist in Abb.
28 dargestellt. BAT1 wird demnach stark in Keimblattern, jedoch weniger in
Rosettenblattern exprimiert. Die Narbe und die Filamente der Staubblatter innerhalb
der Blute, sowie die Abscissionszone der Schoten, konnten als Organe mit
ausgepragter Expression bestatigt werden, wahrend nur geringe Signalintensitaten in
Samen, Stengel und Wurzel zu verzeichnen waren. Sehr hohe Expressionslevel in
allen Geweben der Wurzel konnten dagegen fur BAT2 beobachtet werden. Auch die
Filamente der Staubblatter, die Narbe und die Sepalen weisen GUS-Aktivitat auf. Als
Besonderheit fallt die Blaufarbung der Trichome, angezeigt durch die Uber die
Blattoberflache verstreuten Punkte, auf, wohingegen die Blatter im Allgemeinen
weniger intensiv gefarbt sind. Dies trifft auch auf den Stengel und die Schoten zu; die
Samen zeigen allerdings durch leichte Blaufarbung ein geringes Mall an BAT2-
Expression an. BAT3 ist ein ubiquitar stark exprimiertes Gen. Keim- und
Rosettenblatter wie auch viele Gewebe der Blute, namentlich Narbe, Sepalen und
Staubblatter, lassen hohe GUS-Aktivitat erkennen. Doch auch die Wurzel und der
Schotenansatz sind intensiv gefarbt. Allerdings sind Stengel und Samen als Organe
schwacher Expression zu identifizieren. BAT4 scheint dagegen in allen Organen nur
schwach bis gar nicht exprimiert zu sein, da nur in Blattern, dem Schotenansatz und
dem Zentralzylinder der Wurzel Uberhaupt eine schwache GUS-Aktivitat

nachgewiesen werden konnte.
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AtBAT1 AtBAT2 AtBAT3 AtBAT4 AtBATS
Prom::GUS

Prom::GUS Prom::GUS Prom::GUS Prom::GUS

! TA@

Abb. 28: Vergleichende Darstellung der Organe GUS-gefarbter

Pflanzen, die BAT-
Promotor::GUS-Konstrukte exprimieren. Reihe A 1-5: Keimlinge im 2 -Blattstadium; Reihe B 1-5:

reife Blute; Reihe C 1-5: Abscissionszone von Schoten inklusive Samen; Reihe D 1-5: junger Stengel;
Reihe E 1-5: Rosettenblatter; Reihe F 1-5: junge Wurzeln
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Fir BAT5 kann wie fir BAT3 eine ubiquitare Expression dokumentiert werden.
Sowohl Keim- und Rosettenblatter, Sepalen, Staubblatter und Narbe der Blite als
auch Schotenansatz, Stengelknoten und Hauptwurzel weisen hohe GUS-Aktivitat
auf. Lediglich Samen, Petalen und Seitenwurzeln sind kaum bis gar nicht gefarbt.

Die Ergebnise fir BAT4 widersprechen den Microarray- und RT-PCR-Daten,
wahrend die Resultate der Promotor::GUS-Analysen der anderen BAT-Gene

grofdtenteils mit den zuvor beschriebenen Daten Ubereinstimmen.

4.1.5. Analyse der Coexpression von Genen in A. thaliana

Haufig weisen Gene, die fur Proteine spezifischer Stoffwechselwege kodieren,
ahnliche Expressionsmuster auf. Daher kann bei Genen unbekannter Funktion, wie
den BAT-Genen, die Analyse der Coexpression mit Genen bekannter Funktion
Hinweise auf die Transportaktivitat liefern. Dank umfangreicher Microarray-
Datensammlungen und ihrer Verknlpfung durch Applikationen wie dem ,Expression

Angler (http://bbc.botany.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools _expression_angler.cqi)

kann eine solche Suche durchgefuhrt werden. Fur die BAT-Gene 1-4 wurden keine
eindeutigen Zuordnungen beobachtet. Allerdings stimmt das Expressionsmuster von
BAT5 mit dem einer Reihe von Genen Uberein, deren Produkte an der Biosynthese
aliphatischer Glucosinolate beteiligt sind (Abb. 29A). Diese Coexpression wird durch
Daten aus der Datenbank Genevestigator bestatigt (Abb. 29B). Nur das
Expressionsmuster von BAT5 weist groRe Ubereinstimmung mit dem solcher Gene
auf, deren Produkte im aliphatischen Glucosinolat-Biosyntheseweg mitwirken. Diese
zeichnen sich ebenfalls durch eine starke Expression in den Bereichen der
Stengelknoten bzw. Nodien und eine leicht erhdhte Expression in den Keimblattern

und dem Hypocotyl aus.
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A Gen ExK Genbezeichnung/ Funktion
At4g12030 1,000 Bile acid:sodium symporter family protein
At2g43100 0,894 Aconitase C-terminal domain-containing protein
At1g74090 0,883 Sulfotransferase family protein
At1g16400 0,845 CYP79F2
At4g13770 0,835 CYP83A1
At3g58990 0,819 Aconitase C-terminal domain-containing protein
At1g31180 0,819 3-Isopropylmalat-dehydrogenase
At3g02020 0,786 Aspartate kinase
At3g19710 0,776 Branched-chain Amino acid transferase 4
At5g23010 0,758 MAM1
At3g03190 0,754 Glutathione S-Transferase
At1g31230 0,731 Bifunctional aspartate kinase
At3g01120 0,725 Cystathione-gamma-synthase
At4g03060 0,722 AOP2; Dioxygenase
At2g31790 0,721 UDP-Glucosyl transferase family
At3g49680 0,671 Branched-chain Amino acid transferase 3
At5g07690 0,668 Myb-family transcription factor MYB29
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Abb. 29: Coexpressionsanalyse zu AtBAT5. A) Ausschnitt des Ergebnisses der Korrelationsanalyse
fir die Expression von BAT5 mittels ExpressionAngler. Neben der Genbezeichnung (Gen) ist der
Korrelationskoeffizient (ExK) und die vorgeschlagene Funktion des kodierten Proteins angegeben.
Nachgewiesenermalien an der aliphatischen Glucosinolat-Biosynthese beteiligte Proteine sind
hellgrau unterlegt. B) Vergleich des organspezifischen Expressionsmusters von BAT-Genen und
Genen, deren Produkte am Biosyntheseweg von aliphatischen Glucosinolaten mitwirken (siehe
Einleitung).

Um diese Ergebnisse durch eine unabhangige Methode zu validieren, wurde ein in
der Arbeitsgruppe Fligge etabliertes Cotransformations-Testsystem genutzt (Berger
et al., 2007). Hierfir werden Zellen einer A. thaliana-Wurzelzellkultur mit einem

hochgradig virulenten Agrobakterienstamm inokuliert, welcher zwei Plasmide, ein
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Promotor::GUS-Konstrukt des Zielgens und ein Transkriptionsfaktor tragendes
Konstrukt, transfiziert. Interagiert der Transkriptionsfaktor mit dem Promotorbereich,
erhalt man GUS-Aktivitat und somit eine Blaufarbung der Zellkultur. Da unter
anderem der Transkriptionsfaktor MYB28 die Expression der Biosyntheseenzyme der
aliphatischen Glucosinolate reguliert (Gigolashvili et al., 2007, submitted), wurde
getestet, ob dieser ebenfalls zur Induktion der Expression von BAT-Genpromotoren
fahig ist. Diese Versuche wurden von Tamara Gigolashvili und Ruslan Yatusevich
unter Verwendung der vorhandenen Promotor::GUS-Konstrukte (siehe 4.1.4)
durchgefuhrt. In Abb. 30 ist erkennbar, dass in Anwesenheit von MYB28 spezifisch
die BATS5-Expression aktiviert wurde, wahrend keine Induktion der Expression der

anderen BAT-Gene beobachtet werden konnte.

Prom Prom Prom Prom Prom Prom
AtBATS AtBAT3 AtBAT2 AtBATS AtBAT4 AtBAT1
GUS A ::GUS ::GUS ::GUS B ::GUS ::GUS
A) -t =
PromBAT::GUS ' ' A
+ MYB28 . 4 ey
B)
K: PromBAT::GUS
-MYB28

Abb. 30: Cotransformationsassay von MYB28 und BAT-Promotor::GUS-Konstrukten. A.
thaliana-Zellen wurden mit Agrobakterien inokuliert, die zuvor nur mit PromBAT::GUS-Kontrukten (B)
oder zusatzlich mit einem MYB28-kodierenden Konstrukt (A) transformiert worden waren. Nach
48stiindiger Inkubation erfolgte die GUS-Farbung.

Die erzielten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass BATS an der Biosynthese von
aliphatischen Glucosinolaten beteiligt sein kdnnte, wohingegen Uber die Funktion der
anderen BAT-Proteine in A. thaliana bisher keine Aussagen getroffen werden

konnen.
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4.2. Analyse von T-DNA-Insertionsmutanten, die in BAT-Genen

betroffen sind

Um die Beteiligung von BAT5 im Syntheseweg flr aliphatische Glucosinolate zu
bestatigen und die Funktionen der anderen BAT-Proteine weiterfUhrend zu
untersuchen, sollten T-DNA-Insertionsmutantenlinien identifiziert und charakterisiert

werden.

4.2.1. Isolierung homozygoter T-DNA-Insertionsmutantenpflanzen

Fur alle BAT-Gene konnten Knock-out-Linien gefunden werden. Eine Auswahl ist in

Tabelle 8 aufgelistet und war Gegenstand detaillierter Untersuchungen.

Tabelle 8: Auswahl von analysierten T-DNA-Insertionslinien, die in BAT-Genen betroffen sind.

Protein At-Nummer Insertionslinie Bezeichnung
AtBATH1 At2g26900 SALK_101808 bat1-2
AtBAT2 At1g78560 Gabi-Kat179E05 bat2-2
AtBAT3 At3g25410 Gabi-Kat479D02 bat3-2
AtBAT4 At4g22840 SALK_044369 bat4-2
AtBATS At4g12030 SALK_126525 bat5-1

Wie unter 3.2.1. bereits beschrieben, erfolgte zunachst die Isolierung homozygoter
Individuen, die fur jede Linie erfolgreich abgeschlossen wurde. Der Ort der T-DNA-
Insertion sowie der Nachweis der Inaktivierung beider Allele gelang erneut mittels
PCR (Abb. 31).
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bat1-2 Homozygote Individuen 1 - 5 WT ColO
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-
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Abb. 31: Identifizierung homozygoter BAT-T-DNA-Insertionslinien. A) Schematische Darstellung
der Genloci mit Exons und Introns sowie identifiziertem Insertionsort relativ zum ATG und
Primerbindestellen LB (left border der T-DNA), for + rev (genspezifische Primer), B) Ergebnis der
PCR-Reaktionen fiir je 5 homozygote Pflanzen und je 2 Wildtyppflanzen (WT ColQO), Reaktion M mit
Kombination der Primer LB + for bzw. rev, Reaktion W mit Kombination der Primer for + rev

4.2.1. Verifizierung des Genausfalls mittels RT-PCR

Die Verifizierung des Genausfalls in den homozygoten Pflanzen jeder Linie ist
essentiell, um die Abwesenheit der mMRNA und damit des Proteins sicherzustellen.

Wie in Abb. 32 dargestellt, sind in keiner der ausgewahlten Linien, mit Ausnahme
der Kontrollen, Transkripte nachweisbar. Somit konnten diese Linien zu

weitergehenden Untersuchungen herangezogen werden.
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Genspezifische Primer Actin2 - Primer

H1 H2 H3 WT gen HO H1 H2 H3 WT gen H,O

-_—
bat1-2 — —_ —
-_— _—
s D
H1 H2 H3 H4 H5 WT genH,0 H1 H2 H3 H4 H5 WT genH,0
- .
bat2-2 e -
-- — —— ——
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-
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bat4-2 = e
e -- — -
- —
=
H1 H2 H3 WT gen HO H1 H2 H3 WT gen H,0
- =
bat5-1 = o
i —
—

Abb. 32: Uberpriifung homozygoter BAT-T-DNA-Insertionslinien auf BAT-Expression mittels
RT-PCR. RNA aus Blattrosetten wurde in cDNA umgeschrieben und diente als Template, das mit den
angegebenen Primerkombinationen fiir jeweils 35 Zyklen amplifiziert wurde. H1, H2 usw.:
homozygote Pflanze Nummer 1, 2 usw.; Als Positivkontrolle diente cDNA des Wildtyps ColO (WT)
und genomische DNA (gen) sowie H,O als Negativkontrolle.

4.2.2. Bestimmung der Anzahl der Insertionen mittels Southern-Blot-Analyse

Die Bestimmung der Anzahl der T-DNA-Insertionen im Genom der jeweiligen Linie
ist von Bedeutung, um abzusichern, dass ein evtl. beobachteter Phanotyp kausal auf
nur eine T-DNA-Insertion, namlich die im gewunschten Zielgen, zuruckgefuhrt
werden kann. Werden als Ergebnis der Southern-Blot-Analyse jedoch mehrere
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Insertionen im Genom gefunden, kann nur eine Komplementation der Mutante mit
dem jeweiligen Zielgen den Zusammenhang zwischen Genausfall und Phanotyp
belegen.

Im Falle der BAT-Knock out-Linien konnte in der Linie bat3-2 das Vorhandensein nur
einer Insertion bestatigt werden, wahrend alle anderen Linien 2 oder mehr T-DNA-
Insertionen aufwiesen (Abb. 33).

bat1-2 bat2-2 bat3-2 bat4-2 bat5-1
H1 H2 H3 H4 H5 H1H2 H3 H4 H5 WT M H1 H2 WT M H1 H2 WT M H1 H2 H3 H4 H5
v . o = .
- - 4 =1kb
ik ~
+ Hindlll + EcoRl + EcoRl + Hindlll + Hindlll

Abb. 33: Southern-Blot-Analyse homozygoter BAT-T-DNA-Insertionslinien. Isolierte genomische
DNA wurde mit EcoRI oder Hindlll verdaut, einer Agarosegelelektrophorese unterzogen, geblottet
und mit einer radioaktiv markierten T-DNA-spezifischen Sonde hybridisiert; H1, H2 usw.: homozygote
Pflanze Nummer 1, 2 usw.; WT: Kontrolle Wildtyp ColO; M: DNA-Marker (MBI, siehe Anhang 8.3.),
dessen Banden ebenfalls mit der Sonde nachgewiesen werden kénnen.

4.2.4. Phanotypische Charakterisierung von BAT-T-DNA-Insertions-

Mutantenlinien

Der Ausfall nur eines BAT-Gens flhrte in keinem Fall zu sichtbaren
morphologischen Veranderungen im Vergleich zu Wildtyppflanzen (Abb. 38). Es
konnten wahrend der gesamten Ontogenese vom Keimungsverhalten Uber den
Bluhzeitpunkt bis hin zum Einsetzen der Seneszenz bisher keine Unterschiede zum
Wildtyp konstatiert werden. Auch die Linie bat5-1 ist morphologisch unauffallig (Abb.
38B). Da eine Funktion von BAT5 im Biosyntheseweg fur aliphatische Glucosinolate
vermutet wurde, erfolgte die Aufnahme des Glucosinolatprofils flr diese Linie in

Zusammenarbeit mit Dr. Carolin Muller an der Universitat Wirzburg. Dabei zeigten
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sich Unterschiede im Vergleich zu Wildtyppflanzen, insbesondere ein um etwa 50%
geringerer Gehalt der aliphatischen Glucosinolate 3-Methylsulfinylpropylglucosinolat
(BMSOP), 4-Methylsulfinylbutylglucosinolat (4MSOB), 4-Methylthiobutylglucosinolat
(4MTB) und 8-Methylsulfinyloctylglucosinolat (8MSOO), wahrend Mutante und
Wildtyp vergleichbare Gehalte an den indolischen Glucosinolaten Indol-3-
ylmethylglucosinolat (I3M) und 4-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat (4MOI3M)
akkumulieren (Abb. 34).

0.61
B owr
0.51 [ ] bat5-1
= 04
L
K
©°
1] 0.31
=
0.21
o-L- el , ,lJT,.—T,h,

3MSOP 4MSOB 5MSOP 4MTB I3M 8MSOO 4MOI3M 1MOI3M

Abb. 34: Analyse der Glucosinolatgehalte des Wildtyps und von Pflanzen der Linie bat5-1
mittels HPLC. Blattrosetten von je 3 unter Kurztagbedingungen angezogenen Pflanzen pro Linie
wurden vor dem Einsetzen der Blite geerntet und freundlicherweise von Carolin Muller (Universitat
Wirzburg) analysiert. 3MSOP: 3-Methylsulfinylpropylglucosinolat; 4MSOB: 4-
Methylsulfinylbutylglucosinolat; 5MSOP: 5-Methylsulfinylpentylglucosinolat; 4MTB: 4-
Methylthiobutylglucosinolat; I3M: Indol-3-ylmethylglucosinolat; 8MSOO: 8-
Methylsulfinyloctylglucosinolat; 4MOI3M:  4-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat; 1MOI3M:  1-
Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat

Ausgehend von diesem Ergebnis wurde nachfolgend untersucht, ob die Expression
einiger Enzyme der aliphatischen Glucosinolatsynthese in der Mutante bat5-7 im

Vergleich zum Wildtyp ebenfalls verandert ist (Abb. 35). Wahrend die Expression der
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Methylthioalkylmalatsynthase MAM1, die den ersten Schritt des
Kettenverlangerungszyklus® in den Chloroplasten katalysiert, unverandert war,
konnte eine deutlich verminderte Expression aller getesteten CYP-Gene in der
Mutante detektiert werden. Dazu zahlten die Gene CYP79F1 und F2 sowie
CYP83A1, die die ersten beiden Schritte der Synthese der Glucosinolatkernstruktur

vollziehen (siehe Abb. 4 und Text in Einleitung).

MAM1 CYP79F1 CYP79F2 CYP83A1 Actin 2
M WT H,OM WT HO M WTH,O M WTH,0O MWT H,O

—

i

Abb. 35: Vergleich der Expression von Genen, deren Produkte die ersten Schritte der
Biosynthese von aliphatischen Glucosinolaten katalysieren, in Wildtyp und bat5-7-Mutante
mittels RT-PCR. RNA aus Blattrosetten der Mutante bat5-1 (M) oder des Wildtyps (WT) wurde in
cDNA umgeschrieben und diese mit genspezifischen Primerkombinationen fir jeweils 35 Zyklen
amplifiziert. Als Negativkontrolle diente Wasser (H,0).

Die Kongruenz des Ausfalls des BAT5-Gens in der Mutante und die verringerte
Expression der CYP-Gene deuteten erneut auf einen funktionellen Zusammenhang
hin.

4.2.5. Herstellung von BAT-Doppel-und Tripel-Knock out-Linien

Da die Einzelmutanten morphologisch keinen vom Wildtyp abweichenden Phanotyp
aufwiesen, wurden Kreuzungen der Mutantenlinien untereinander vorgenommen.
Um den genetischen Hintergrund so Uberschaubar wie moglich zu halten, erfolgten
zunachst die Kreuzungen der zu Beginn der Doktorarbeit isolierten Linien bat2-2 und
bat4-2 mit der Linie bat3-2, fur welche nur eine T-DNA-Insertion nachgewiesen
wurde. Es konnten in jedem Fall homozygote Individuen isoliert und der Genausfall

mittels RT-PCR bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Allerdings zeigten auch die
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Pflanzen dieser Doppel-Knock out-Linien keine Veranderungen im Vergleich zu
Wildtyppflanzen.

Aus diesem Grund wurden die doppelt homozygoten Pflanzen der beiden
generierten Linien sowohl miteinander als auch mit der Linie bat7-2 gekreuzt.
Wiederum konnten fur die Kombinationen bat2-2 x bat3-2 x bat4-2 sowie bat1-2 x
bat3-2 x bat4-2 dreifach homozygote Pflanzen identifiziert werden (Abb. 36), was flr
die Kombination bat1-2 x bat2-2 x bat3-2 bisher nicht gelang.

bat2-2 x bat3-2 x bat4-2 bat1-2 x bat3-2 x bat4-2
Homozygote Individuen 1 - 5 WT ColO Homozygote Individuen 1 -5 WT ColO
MWMWMWMW MWMW MW MWMWMW MWMWMWMW
= -
Primer- o
kombination
1 - - . - i
— - =
L ]
b z
rimer- =
kombination a & 6 & - - P - .- v o w v e
2
Primer- = - =
kombination . @ @ e = ® o
3 - - - = -4

Abb. 36: Identifizierung dreifach homozygoter BAT-T-DNA-Insertionslinien. Ergebnis der PCR-
Reaktionen unter Verwendung Mutanten-spezifischer Primerkombinationen fir je 5 dreifach
homozygote Pflanzen und je 2 Wildtyppflanzen (WT ColQ), siehe auch Abb. 31

Fur die dreifach homozygot getesteten Pflanzen der beiden Linien wurde ebenfalls
der Ausfall aller entsprechenden Gene mittels RT-PCR bestatigt (Abb. 37).
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bat2-2 bat1-2
X X
bat3-2 bat3-2
X X
bat4-2 bat4-2
H1 H2 H3 WT gen H,0 H1 H2 H3 WT gen H,0
Primer- ! ' .
s — = =
kombination -— - -
1 i il
- -
Primer- g = —
kombination s - ' - - ' -
2 ,I.—- L 2=
Primer- : - -
kombination sl it
i - = i =
|
= = =
Actin2- o . .
Primer : —] '

Abb. 37: Uberpriifung dreifach homozygoter BAT-T-DNA-Insertionslinien auf BAT-Expression
mittels RT-PCR. Als Template diente cDNA aus Blattrosetten, die mit den angegebenen
Primerkombinationen fiir jeweils 35 Zyklen amplifiziert wurde. H1, H2 usw.: homozygote Pflanze
Nummer 1, 2 usw.; WT: Kontrolle Wildtyp ColO-cDNA; gen: genomische DNA, H,O: Wasserkontrolle

Nach den Kreuzungen standen Linien mit jeweils drei ausgeschalteten BAT-Genen
zur Verfugung. Aus Zeitgruinden konnte jedoch nur eine erste phanotypische
Bewertung dieser Mutanten erfolgen. Weiterfuhrend erscheint ihre eingehende

physiologische Charakterisierung lohnend.
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4.2.6. Phanotypische Charakterisierung von T-DNA-Insertions-Mutantenlinien

nach Ausfall mehrerer BAT-Gene

Fir keine der erzeugten Doppelmutanten konnte ein im Vergleich zum Wildtyp
veranderter Phanotyp beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Dies trifft auch auf
die isolierten Tripelmutanten bat2-2 x bat3-2 x bat4-2 sowie bat1-2 x bat3-2 x bat4-2
zu (Abb. 38A). Im Verlauf der Ontogenese konnten keine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden.

A bat2-2 xbat3-2 xbat4-2 | bat1-2 x bat3-2 xbat4-2 WT ColO

Abb. 38: Vergleich der Phianotypen von BAT-Knock-out-Linien mit dem des Wildtyps nach
Wachstum unter Gewachshausbedingungen. Die homozygoten Tripelmutantenlinien bat2-2 x bat3-2 x
bat4-2 sowie bat1-2 x bat3-2 x bat4-2 (A) sowie die Mutante bat5-1 (B) wurden nach ca. 4 bzw. 3
Wochen fotografiert.
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4.3. Intrazellulare Lokalisation der BAT-Proteine

Die bisher erhaltenen Ergebnisse weisen auf eine Funktion von BAT5 im
Glucosinolatstoffwechsel hin. Da BAT5 wahrscheinlich fur einen Transporter kodiert
und innerhalb der Glucosinolatsynthese der Import von Ketomethylthiobutyrat
(KMTB) vom Cytosol ins Chloroplastenstroma sowie der Export der
kettenverlangerten Produkte ins Cytosol notwendig ist, konnte BATS5 diese
Funktion(en) Ubernehmen. Dazu ware allerdings die Lokalisation von BAT5 in
Chloroplasten notwendig, die in folgenden Experimenten untersucht wurde.
Plasmide mit der kodierenden BAT-Sequenz und der in frame fusionierten GFP
(Green Fluorescent Protein) kodierenden Sequenz wurden konstruiert, in BY2-
Protoplasten oder in A. thaliana-Wurzelzellen (AtBAT3) transformiert und dort unter
der Kontrolle des starken 35S-Promotors transient exprimiert. Da BY2-Zellen als
Expressionssystem sehr gut geeignet sind, ihre Plastiden jedoch kein Chlorophyll
bilden und somit Leukoplasten darstellen, ist eine Identifizierung durch Abgleich mit
der Autofluoreszenz der Chloroplasten in diesem System nicht moglich. Daher
wurde als Kontrolle das chloroplastidar lokalisierte TPT::GFP-Protein mitgefuhrt
(Ferro et al., 2002, 2003; Froehlich et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass alle
BAT-Proteine in Kompartimenten mittlerer Grosse lokalisieren, die zum Teil um den
Zellkern gruppiert sind (Abb. 39). Nach Overlay mit dem Durchlichtbild wird
erkennbar, dass diese Kompartimente mit grolRer Wahrscheinlichkeit Plastiden
darstellen. Zusatzlich ergibt der Vergleich der Lokalisierung von BAT::GFP Proteinen
und dem TPT::GFP-Protein ein vergleichbares Muster. Somit kann die ermittelte
Lokalisation tatsachlich den Plastiden zugeordnet werden. Es besteht dagegen keine
Ahnlichkeit zu einer cytosolischen Lokalisation, die eine diffuse Verteilung der GFP-
Fluoreszenz Uber die ganze Zelle zur Folge hatte, wie die Kontrolle mit dem leeren
Vektor zeigt (Bezeichnung: GFP). Eine mitochondriale Lokalisation wirde ein
ahnliches Muster ergeben, jedoch sollten dann die Strukturen deutlich kleiner sein
(Murcha et al., 2007).

Insgesamt kann festgehalten werden, dass alle A. thaliana-BAT-Proteine in den
Chloroplasten lokalisiert sind. Damit kdnnte BATS tatsachlich die Funktion im

Biosyntheseweg flr aliphatische Glucosinolate Gibernehmen.
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Abb. 39: Intrazelluldre Lokalisation der BAT-GFP-Fusionsproteine in BY2-Protoplasten bzw. A.
thaliana-Zellkultur. Lichtmikroskopische (Spalte 1), fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Spalte
2) und Uberlagerung der Aufnahmen (Spalte 3) von Zellen, die transient nebenstehende Proteine
produzierten TPT: chloroplastidar lokalisierter Triosephosphat-Phosphat-Translokator; GFP:
cytoplasmatisch lokalisiertes GFP-Protein

4.4. Heterologe Expression von BAT-Genen in S. cerevisiae

Zur Klarung der Funktion von BATS und der anderen BAT-Proteine in A. thaliana
sollten im Folgenden Transportversuche mit gereinigten und rekonstituierten
Proteinen durchgefuhrt werden. Dazu erfolgte die Synthese von BAT-Proteinen in S.
cerivisiae nachdem die cDNAs in den Hefeexpressionsvektor pYes-NT kloniert
wurden. Dieser Vektor zeichnet sich durch das URA3-Gen als Selektionsmarker, die
Induzierbarkeit durch Galactose und das Vorhandensein von N- und C-terminalen 6
x His-Tags aus. Fur die BAT-Gene wurde eine Fusion mit dem N-terminalen Tag
vorgenommen und das endogene Stopcodon der Proteine genutzt. Dabei wurde
jeweils nur die das reife Protein kodierende Sequenz verwendet, um eine spatere
Lokalisation der Uberexprimierten Transportproteine in der Plasmamembran der
Hefe zu erreichen und Fehlleitungen in schwerer zu isolierende Kompartimente der
Hefe zu verhindern. Nach Induktion mit Galactose konnte durch Western-Blot-
Analyse jedes Protein detektiert werden. Die optimale Induktionszeit betrug 6
Stunden (Abb. 40). Es wird deutlich, dass die Produktion von BAT1, -4 und -5 starker
als die von BAT2 und -3 war. Weiterhin ist der Abbildung zu entnehmen, dass auch
ein ca. 37 kDa groRRes Hefeprotein schwach mit dem verwendeten Anti-His-
Antikorper kreuzreagiert, was durch die Detektion dieser Bande in der Kontrolle
(pYes-NT) belegt wird. Da die Grofle der BAT-Proteine nach Entfernung der
jeweiligen Transitpeptidsequenz in jedem Fall bei ca. 36 kDa liegt, waren beide

Banden jedoch gut zu unterscheiden.
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36 kDa

Abb. 40: Western-Blot-Analyse zum qualitativen Nachweis der BAT-Proteine in Hefezellen.
Nach 6-stiindiger Induktion wurde Hefe-Gesamtmembranextrakt gewonnen und durch SDS-PAGE
aufgetrennt. Anschlieend erfolgte der Transfer auf PVDF-Membranen und der immunologische
Nachweis mittels anti-penta-His-Antikorper. M: Marker; AtBAT: WT-Hefestamm transformiert mit
BAT1-5 enthaltendem Vektor pYes-NT; pYes-NT: WT-Hefestamm transformiert mit leerem Vektor

4.4.1. Aufreinigung der heterolog synthetisierten BAT-Proteine iiber Ni**-NTA-

Affinitatschromatographie

Um die Transportaktivitat der BAT-Proteine unabhangig von endogenen
Transportern der Hefe zu analysieren, wurde eine Aufreinigung der Proteine uUber
Ni#*-NTA-Affinitatschromatographie durchgefiihrt. Die Proteine His-BAT1-4 lieRen
sich problemlos und nahezu bis zur Homogenitat reinigen (Abb. 41). Fur His-BAT5
konnten jedoch weder im Silbergel noch im Western Blot Signale in den
Elutionsfraktionen detektiert werden. Aus diesem Grund wurde BAT5-cDNA ohne
Transitpeptid kodierende Sequenz in den freundlicherweise von Prof. Sauer
(Universitat Erlangen) zur Verflgung gestellten Hefeexpressionsvektor pEX-Tag
kloniert, der Uber Genabschnitte verfiigt, die eine C-terminale Biotinylierungsdomane
und einen 6xHis-Tag kodieren (Stolz et al., 1995). Damit waren zwei Moglichkeiten
der Reinigung gegeben, zum einen Uber den biotinylierten Tag und dessen sehr
spezifische Bindung zu Avidin und zum anderen durch Nutzung des His-Tags, der
jetzt jedoch C-terminal weiter verschoben ist und somit besser zuganglich sein sollte.
Nur die Aufreinigung mittels Ni**-NTA fiihrte zum Ziel (Abb. 41). Im Falle von BAT5
konnten zwar nicht alle Hefeproteine abgetrennt werden, doch stellt die
prominenteste Bande bei ca. 49 kDa das gesuchte Protein dar. Der
Grolkenunterschied ist auf das Vorhandensein der Biotinylierungsdomane

zurlckzufiuhren.
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Abb. 41: Aufreinigung der in Hefe synthetisierten BAT-Proteine mittels Ni**-
Affinitatschromatographie. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Silber-Farbung (A), der
immunologische Nachweis mittels anti-penta-His-Antikérper (B). Es wurde jeweils eine
Elutionsfraktion nach Reinigung aufgetragen. M: Marker

4.5. Transportexperimente zur ldentifizierung des Substrates

pflanzlicher BAT-Proteine

Hierzu wurde wiederum das etablierte Proteoliposomensystem genutzt. Im
Gegensatz zu den Transportversuchen mit Nukleotidzuckertransportern standen zu
den Substraten und dem Transportmechanismus der BAT-Carrier in Pflanzen
allerdings keine gesicherten Informationen zur Verfugung. Anhand der Lokalisation
der Enzyme in den Chloroplasten und der aufgezeigten Verbindung zum
Syntheseweg der aliphatischen Glucosinolate wurde daher folgende
Arbeitshypothese aufgestellt. Im Cytoplasma erfolgt die Synthese von
Ketomethylthiobutyrat (KMTB) ausgehend von Methionin. Dieses Intermediat konnte
durch einen der untersuchten Transporter, insbesondere BATS, in die Chloroplasten
transportiert werden. Im Stroma erfolgt die Kettenverlangerung von KMTB unter
anderem durch die dort lokalisierten Enzyme MAM1 bzw. MAM3, woraufhin die
entstehenden Produkte wiederum aus den Chloroplasten exportiert werden mussen.
Auch hier koénnten BAT-Proteine beteiligt sein. Die im Chloroplastenstroma
synthetisierten Ketosauren weisen unterschiedliche Kettenlangen auf, so dass die
Anzahl der moglichen Substrate grol} ist. Gleichzeitig sind diese Substrate nicht in

radioaktiver Form erhaltlich. Das im Cytoplasma anfallende KMTB ist ebenfalls nicht
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als radioaktives Substrat verfugbar. Da es sich aber vom Methionin ableitet, sollte
die Deaminierung von radioaktivem Methionin zur Herstellung des putativen
Substrates KMTB im eigenen Labor durchgefuhrt werden. Dazu war die Etablierung

einer moglichst quantitativen enzymatischen Umsetzung essentiell.

4.5.1. Herstellung von radioaktiv markiertem Ketomethylthiobutyrat (KMTB)

Die Herstellung von KMTB erfolgt prinzipiell durch enzymatische Abspaltung der
Aminogruppe vom Methionin. Dies kann Uber zwei Wege geschehen: zum einen
durch Einsatz einer Transaminase (Schuster et al., 2006) und zum anderen durch
oxidative Deaminierung, die ebenfalls enzymgetrieben ist, aber einem anderen
Reaktionsmechanismus folgt (Ogier et al., 1993). Beide Ansatze wurden verfolgt.

Zur Nutzung einer Transaminierung wurde das fur die l6sliche Transaminase BCAT4
aus A. thaliana kodierende Gen in den Expressionsvektor pDEST17 kloniert und in
E. coli Gberexprimiert (Abb. 42A + B, Spur 1). Die Reinigung des mit einem His-Tag
versehenen Proteins erfolgte durch Affinitatschromatographie (Abb. 42).
Anschliellend wurde die Funktionalitat in einem Enzymtest nach Schuster & Binder
(2005) nachgewiesen. Die Ausbeuten an KMTB waren allerdings gering und von der

Qualitat der verwendeten Enzymreinigung abhangig.

A B

M1 2 3 45 67 8 9 M1 2 34 5 6 7 829

Abb. 42: Synthese in E. coli und Aufreinigung mittels Ni**-Affinititschromatographie der
Transaminase AtBCAT4. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Silberfarbung (A) und
immunologischen Nachweis mittels anti-penta-His-Antikrper (B). M: Marker; 1: E. coli
Gesamtproteinextraxt; 2: Membranfraktion; 3: Durchfluss; 4-6: Waschfraktionen 1-3; 7-9:
Elutionsfraktionen 1-3
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Alternativ wurde daher die Umsetzung von Methionin durch eine Aminosaure-
Oxidase einbezogen. Fur diese Reaktion konnte die nahezu vollstandige Umsetzung
des eingesetzten Methionins zu KMTB demonstriert werden. In Abb. 43 ist ein
exemplarisches Ergebnis einer solchen Synthese gezeigt. Zunachst fallt auf, dass
das eingesetzte Ausgangssubstrat nur einen geringen Teil an Methionin enthielt. Ein
Vergleich zwischen Ninhydrinfarbung und Autoradiogramm lasst aber erkennen, das
im  Syntheseansatz  nach  Abtrennung von  Methioninresten  mittels

Kationenaustauschersaule *°S-KMTB vorhanden ist.

Q _ «KMTB

. 4 < Methionin

.

Met KMTB Met KMTB

unmarkiert 35S-markiert

Abb. 43: Diinnschichtchromatographie nach Synthese von KMTB aus Methionin. Der Nachweis
erfolgte mittels Ninhydrinfarbung fur die unmarkierten Substrate (links) und durch Autoradiographie
(rechts) des Ausgangssubstrats **S-markiertes Met und nach Synthese und Aufreinigung von .-
markiertem KMTB.

Aufgrund dieser hohen Effizienz wurde diese Strategie fur die Herstellung von KMTB

als Transportsubstrat aus **S-markiertem Methionin angewandt.

4.5.2. Transportexperimente mit **S-KMTB als putativem Substrat pflanzlicher
BAT-Proteine

Das hergestellte **S-KMTB wurde bei Transportversuchen als Tracer im externen
Medium eingesetzt. Da Uber den Transportmechanismus in Pflanzen keine

Informationen vorliegen, wurde zunachst der am einfachsten zu messende
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Mechanismus getestet: der Transport nur eines Substrats in beide Richtungen. Dazu
wurden Liposomen ohne oder nach Vorbeladung mit 25 mM KMTB eingesetzt.

Uberraschenderweise konnte eine starke Bindung von **S-KMTB an leere
Liposomen ohne rekonstituierte Proteine beobachtet werden (Abb. 44). Auch nach
Rekonstitution von Membranproteinen aus mit leerem Vektor transformierten
Wildtyp-Hefezellen wurde eine starke Adsorption bzw. ein Transport gemessen
(Abb. 44). Aufgrund dieser hohen Hintergrundaktivitat kann die vermutete Aufnahme

von KMTB durch in Liposomen rekonstituierte BAT5-Proteine nicht bewertet werden.
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0
ohne Prot WT- Membr. AtBATS5 unpur. AtBATS unpur.
ohne Beladung mit Beladung ohne Beladung mit Beladung

Abb. 44: Aufnahme von *S-KMTB in Liposomen mit Wildtyp- und BAT5-
Gesamtmembranproteinfraktionen. Es wurden Gesamtmembranfraktionen von Wildtyphefen
inklusive leerem Vektor (WT-Membr.) und der das BAT5-Protein tberexprimierenden Hefen (BAT5
unpur.) in Liposomen rekonstituiert. Vor der Rekonstitution erfolgte die Vorformung der Liposomen mit
oder ohne Vorbeladung mit 25 mM KMTB. Es sind die Mittelwerte aus durchschnittlich 3
unabhangigen Experimenten dargestellt.

Da die Aktivitat der BAT-Proteine im Gesamtproteinextrakt nicht fur die Detektion
ihrer Aktivitat ausreichen kdnnte, wurden im Folgenden Transportexperimente mit
gereinigtem Protein durchgefiuhrt. In diese Versuche wurden alle BAT-Proteine
einbezogen.

Aber auch die Ergebnisse dieser Experimente zeigen ein unverandertes Bild (Abb.
45). Fiir kein A. thaliana-BAT-Protein konnte der Transport von **S-KMTB unter den

gewahlten Bedingungen nachgewiesen werden.
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Abb. 45: Aufnahme von **S-KMTB in Liposomen mit gereinigten BAT-Proteinen. Liposomen
ohne Protein bzw. nach Rekonstitution von BAT-Proteinen wurden nach Vorbeladung mit 25 mM
KMTB fur Transportexperimente genutzt. Es sind mit Ausnahme der Werte fur AtBAT1,-2 und -3 die
Mittelwerte aus 2 unabhangigen Experimenten dargestellit.

Das Problem scheint in der starken Anhaftung von KMTB an Liposomen zu
bestehen. Allerdings kann auch eine Diffusion von KMTB durch reine
Liposomenmembranen nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Durch die
Rekonstitution von  Membranproteinen wurden die Eigenschaften der
Liposomenmembran offenbar dahingehend verandert, dass die Adhasion bzw.
Diffusion stark verringert wurde.

Abschlieliend muss konstatiert werden, dass unter den bisher gewahlten
Bedingungen keine Transportaktivitdt der BAT-Proteine fur die Ketosaure KMTB

gemessen werden konnte.
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4.6. Untersuchung der Funktion von BAT-Proteinen durch

Komplementation von bakteriellen Mutanten

Alternativ zur klassischen Analyse der Funktion von pflanzlichen Transportern durch
die Untersuchung von T-DNA-Insertionslinien und die Rekonstitution in Liposomen,
sollte aufgrund der vorgeschlagenen Funktion der BAT-Proteine als
Gallensauretransporter die Funktion im bakteriellen System studiert werden.
Bakterien konnen aufgrund des Vorkommens von Gallensauren im Darm oder im
Boden effektive Transportmechanismen aktivieren. In Bakterien wie Escherichia coli
oder Corynebacterium glutamicum sind beispielsweise unspezifische Exporter fur die
Entgiftung verschiedener Substrate, sogenannte multi drug exporter (MDR),
bekannt. Allerdings sind ebenfalls Proteinsequenzen beschrieben, die der Klasse der
Gallensauretransporter zugerechnet werden (Mansour et al, 2007). Als
bedeutendstes MDR-System in E. coli gilt das AcrABTolC-System. Die Deletion des
acrB-Gens in der sogenannten KAM3-Mutante fuhrt zur Sensitivitat von E. coli-Zellen
gegenuber vielen toxischen Substanzen, einschliel3lich Gallensauren bzw. deren
Salzen (Ma et al., 1995; Okusu et al., 1996). Durch die Komplementation der KAM3-
Mutante mit einem putativen Gallensauretransporter aus Bifidobacterium longum
konnte dessen Funktion als Exporter im heterologen System verifiziert werden (Price
et al., 2006). Diese Strategie sollte im Folgenden fur alle pflanzlichen BAT-Proteine
angewandt werden. Weiterhin wurden der BAT-Familie zugeordnete bakterielle
Proteine aus Synechocystis (Sl11428) sowie drei Proteine aus Corynebacterium
glutamicum (Cgl1258, Cgl2327, Cgl3042) mitgefluhrt.

Die Klonierung aller kodierenden Sequenzen erfolgte nach Amplifikation mittels PCR
mit genspezifischen Primern in den Vektor pGEMTeasy. Als weitere Kontrolle wurde
das acrB-Gen aus E. coli in die Komplementationsansatze einbezogen. Alle
klonierten Fragmente wurden durch Sequenzierung Uberpruft und in KAM3-Zellen
transformiert. Nach Uberpriifung der Transformanden mittels PCR und
Restriktionsanalyse wurde ein Wachstumstest auf LB-Agarplatten mit steigenden
Konzentrationen an verschiedenen Gallensalzen, sowie IPTG zur Induktion der
Expression, durchgeflhrt. Die Versuche wurden mindestens dreimal unabhangig
voneinander wiederholt. In Abb. 46 ist exemplarisch das Resultat eines Experiments
dargestellt. Wahrend der E. coli-Wildtyp auf allen Platten nahezu uneingeschranktes

Wachstum zeigte, war fur die KAM3-Mutante eine deutliche Sensitivitat gegenuber
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den eingesetzten Gallensalzen zu beobachten. Zellen, in denen das acrB-Gen
ektopisch exprimiert wurde, waren viel weniger von der Wachstumshemmung durch
alle Gallensalze betroffen. Die Transformation mit den Vektoren zur Expression der
pflanzlichen BAT-Gene konnte keine Reversion der Wachstumshemmung bewirken,
was auch fur das aus Synechocystis stammende Gen sll1428 und das aus C.
glutamicum stammende Gen Cgl1258 galt. Allerdings flihrte die Expression von
Cgl2327 aus C. glutamicum zu einer erhdohten Resistenz gegenuber
Taurodesoxycholat und die Expression von Cgl3042 zur Steigerung der Resistenz

gegenuber allen eingesetzten Gallensalzen.

Kontrolle Gallensalzmix Taurocholat Taurodesoxycholat
nur LB 10mg/ml 10mg/ml 5mg/ml
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Abb. 46: Funktionelle Analyse von BAT-Proteinen durch Komplementation der E. coli-KAM3-
Mutante. Wachstumstest von Zellen des E. coli Wildtyps MG1655, der von diesem WT abgeleiteten,
im acrB-Gen betroffenen Mutante KAM3 sowie von KAM3-Mutanten, die mit Vektoren zur Expression
von BAT-Genen transformiert wurden auf LB-Agarplatten ohne und mit Zusatz von Gallensalzen.
Nach Ubernachtkultur in Gegenwart von IPTG wurden alle Kulturen auf eine ODgg von 0,8 einstellt
und 3 x 1:10 verdinnt. Von allen Ansatzen wurden jeweils 2 pl auf die LB-Agarplatten getropft und
das Ergebnis nach 24stiindiger Inkubation bei 37°C dokumentiert.

Somit konnte durch dieses Screening-System Cgl3042 als potentieller
Gallensauretransporter identifiziert werden. Um die Ergebnisse zu verifizieren,

wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Kay Marin vom Institut fur Biochemie an der
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Universitat zu Kéln eine Knock out-Mutante und eine Uberexpressionsmutante von
Cgl3042 hergestellt. Die Inaktivierung des Gens Cgl3042 erfolgte durch Insertion
einer Kanamycinresistenzgenkassette und die Uberexpression mittels des Vektors
pEKEX-Strep. Beide erzeugten Mutanten wurden zunachst wiederum auf
Agarplatten Wachstumstests unterzogen. Dabei war die Knock-out-Mutante auf dem
Komplexmedium LB nicht sensitiver als der Wildtyp-Stamm gegenuber den
eingesetzten Gallensalzkonzentrationen nach 24 h Inkubation (Abb. 47A). Im
Gegensatz dazu wuchs die Uberexpressionsmutante bei Zusatz des
Gallensalzgemisches nach 48 h auf Vollmedium deutlich besser als Wildtypzellen
(Abb. 47B). Allerdings kann dieser Effekt nicht in Anwesenheit von

Taurodesoxycholat beobachtet werden.

Kontrolle Gallensalzmix  Taurodesoxycholat
nur LB 10mg/ml 3mg/ml

Cgl30420x [ I T

1 110 1/100  1/1000 1 1/10 1/100 1/1000 1 110 1/100  1/1000

Abb. 47: Wachstum von C. glutamicum-Stammen in Gegenwart von Gallensduren auf
Komplexmedium. Der Wildtyp-Stamm (WT) sowie die ACgl3042 Knock-out-Mutante (A) und die
Uberexpressionsmutante Cgl30420x (B) wurden auf LB-Agarplatten ohne und mit den indizierten
Gallensalzen kultiviert. Nach Vorkultur in flissigem LB-Medium wurden alle Kulturen auf eine ODggq
von 1,0 einstellt und 3 x 1:10 verdinnt. Von den vorbereiteten Verdinnungen wurden jeweils 2 pl
nebeneinander auf LB-Agarplatten getropft. AnschlieRend erfolgte eine 24 (A) bzw. 48stiindige (B)
Inkubation der Platten bei 30°C und deren Dokumentation.

Diese ersten Resultate der Charakterisierung der im Gen Cgl3042 betroffenen C.
glutamicum Mutante legen nahe, dass es sich bei dem kodierten Protein um einen
Gallensauretransporter handeln konnte. Da LB allerdings ein Komplexmedium
darstellt, konnten dessen Inhaltsstoffe zur Beeinflussung der
Wachstumseigenschaften in Gegenwart von Gallensalzen fihren und somit

sekundare Effekte fur den beobachteten Phanotyp verantwortlich sein. Aufgrund
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dessen wurde der Wachstumstest in Flissigmedium unter Verwendung des
Minimalmediums MM1 wiederholt. Dazu wurde das Messgerat Fluostar verwendet,
das gleichzeitig als Inkubator und Photometer fir Messansatze im 96-Well-Format
fungiert. Somit war eine online-Messung ohne Temperaturschwankungen uUber einen
langen Zeitraum mdoglich. Es wurden Wachstumskurven des Wildtyps, der
Uberexpressionsmutante Cgl3042ox und der Knock-out-Mutante ACglI3042 in Ab-
und Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen des Gallensalzmixes und von
Taurodesoxycholat Uber einen Zeitraum von 24 Stunden aufgenommen. Je
Konzentration und Kultur wurden alle 15 Minuten 2 Parallelen vermessen. Die

Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abb. 48 zusammengefasst.
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Abb. 48: Wachstum von C. glutamicum-Stammen in Gegenwart von Gallensalzen in
Minimalmedium. Der Wildtyp-Stamm (WT) sowie die ACgl3042 Knock-out-Mutante (Delta) und die
Uberexpressionsmutante Cgl3042ox (Ox) wurden nach Ubertagkultur in Vollmedium und
Ubernachtkultur in MM1-Minimalmedium auf eine ODgyp von 0,2 einstellt und 1:1 mit den
vorbereiteten Testmedien versetzt. AnschlieRend erfolgte eine 24stiindige Inkubation der
Mikrotiterplatte bei 30°C unter stdndigem Schiitteln unterbrochen von Messintervallen im 15-Minuten-
Abstand. BM: Bile Mix=Gallensalzmix; TD: Taurodesoxycholat; control1: Wachstum der Kulturen in
MM1-Medium ohne Zusatze; control 2: nur MM1-Medium mit Zusatzen
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Alle Stamme wachsen unter Kontrollbedingungen nahezu identisch. In Gegenwart
steigender Konzentrationen des Gallensalzgemisches wurde das Wachstum der
Knock-out-Mutante deutlich starker beeintrachtigt als das der beiden anderen
Stamme. Als eine der im Gallensalzmix enthaltenen Komponenten konnte fur
Taurodesoxycholat eine deutlich starkere Inhibition des Wachstums der
Insertionsmutante beobachtet werden, auch in Konzentrationsbereichen, in denen
der Wildtyp und die Uberexpressionsmutante noch deutliches Wachstum zeigten.
Uberraschenderweise fiihrte die Uberexpression von Cgl3042 nicht zu einem
besseren Wachstum dieser Kultur im Vergleich zum Wildtyp.

Dies erschien aufgrund der Ergebnisse der Plattentests tberraschend. Daher wurde
die Expression von Cgl3042 mittels Western-Blot-Analyse Uberprift (Abb. 49). Das
Protein Cgl3042 konnte weder in der Gesamtproteinfraktion noch in der

Membranproteinfraktion anhand seiner Strep-Tag-Markierung detektiert werden.

Membran- Membran-
Zellextrakt  Cytoplasma fraktion Zellextrakt ~ Cytoplasma f.aktion
M WT JPTG +PTG WT PTG +PTG WT PTG +PTG M WT JPTG +PTG WT -PTG +PTG WT +PTG PK
f HEEBE
w = ] : : g
Fa—
'E .6::5;—_* =
~ = =
- —
5
¥ S e .:L = o

Abb. 49: Uberpriifung der Synthese des Strep-getagten Proteins Cgl3042 in C. glutamicum-
Stammen. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch Coomassie-Farbung (A) und durch
immunologischen Nachweis mittels Anti-Strep-Antikérper (B). Die Fraktionierung von Proben der
Kulturen Wildtyp und Uberexpressionsmutante mit und ohne Induktion der Expression durch IPTG
erfolgte mittels Glasperlenaufschluss und anschlie3ender Ultrazentrifugation. M: Marker; WT: Wildtyp;
+ IPTG: Zellen der Uberexpressionsmutante Cgl3042ox nach Induktion mit IPTG; -IPTG: Zellen der
Uberexpressionsmutante Cgl3042ox ohne Induktion mit IPTG; PK: Positivkontrolle Glucosylglycerol-
Phosphat-Synthase aus Synechocystis mit Strep-Tag, freundlicherweise von Jens Novak zur

Verfligung gestellt.

Damit wird deutlich, dass die Uberexpressionsmutante im Minimalmedium keinen
anderen Phanotyp im Vergleich zum Wildtyp zeigen konnte. Unter diesen definierten
Bedingungen konnte allerdings fur die Knock-out-Mutante eine deutlich erhohte

Sensitivitat gegenlber den Salzen von Gallensauren demonstriert werden.
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Zusammenfassend lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

Fur die Versuche zur Expression von fur pflanzliche BAT-Proteine kodierenden
Genen muss fur zukinftige Ansatze die Synthese als markierte Proteine (His- oder
Strep-Tag) und die anschlieBende Kontrolle der Expression gefordert werden, da
ohne einen solchen Nachweis und die fehlende funktionelle Komplementation
keinerlei eindeutige Aussagen getroffen werden kénnen.

Fir das aus C. glutamicum stammende Protein Cgl3042 kann erstmals eine
Funktion als Exportsystem auf der Grundlage von initialen experimentellen Befunden
vorgeschlagen werden. Zu dessen Substraten zahlen wahrscheinlich auch

Gallensauren, insbesondere Taurodesoxycholat.
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5. Diskussion

5.1. Funktionelle Charakterisierung von Transportern der

AtKT-Familie in Arabidopsis thaliana

Das zur KT-Familie gehorende Protein AtNST-KT1 ist ein monospezifischer

UDP-Galactose-Transporter.

Mit Hilfe eines neu etablierten Transportassays gelang es, das Protein At-KT1 als
UDP-Galactose-Transporter zu identifizieren. Dabei wurden bereits bekannte
Informationen zum Transportmechanismus von Nukleotidzuckertransportern genutzt,
die seit Mitte der 1990er Jahre in einer ganzen Reihe von Experimenten aufgedeckt
werden konnten. Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass der Transport
von Nukleotidzuckern temperaturabhangig und sattigbar ist. Die korrespondierenden
Nukleotidmono- und diphosphate wirken als kompetitive Inhibitoren, wahrend nicht
aktivierte Monosaccharide, Sulfate und Phosphate keinen Einfluss auf die
Transportaktivitat ausuben. Zur Energetisierung des Transportes bedarf es weder
ATP noch eines pH-Gradienten, da die Zugabe von lonophoren keine Veranderung
der Transportraten zur Folge hat. Um die gemessene 50-100 fache Konzentrierung
von Nukleotidzuckern im Lumen von Transportvesikeln im Vergleich zum externen
Inkubationsmedium erklaren zu kdnnen, wurde ein Antiport-Mechanismus postuliert,
der durch den Einsatz von radioaktiv markierten Nukleotidmonophosphaten
bewiesen werden konnte (Hirschberg, Robbins & Abeijon, 1998; Chiaramonte et al.,
2001). Nukleotidzuckertransporter sind somit sekundar aktive Transporter, die
aktivierte Zucker im Gegentausch mit dem korrespondierenden
Nukleotidmonophosphat transportieren, dessen Verlagerung entlang eines
Gradienten erfolgt. Transportmessungen zur Identifizierung von
Nukleotidzuckertransport-Aktivitaten sind bisher vornehmlich an angereicherten
Golgi-Membranvesikeln vorgenommen worden, die nach Inkubation in einer Losung
mit radioaktiv markierten Nukleotidzuckern auf Aufnahme derselben hin untersucht
wurden (Gao et al.,, 2001; Baldwin et al., 2001; Norambuena et al., 2002). Da die
Anzahl an kommerziell erhaltlichen radioaktiv markierten Substraten jedoch limitiert

ist und nicht alle in Pflanzen vorkommenden Nukleotidzucker dazu zahlen, sollte eine
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alternative Messmethode getestet und etabliert werden. Diese beinhaltet die
Verwendung von artifiziellen, aus Phosphatidylcholin bestehenden Liposomen, die
mit unmarkierten Nukleotidzuckern vorbeladen wurden. In diese vorgeformten
Liposomen werden anschlieend heterolog in Hefe Uberexprimierte pflanzliche
Transportproteine rekonstituiert - ein Verfahren, welches fur alle plastidaren
Phosphattranslokatoren bereits erfolgreiche Anwendung fand (Loddenkoétter et al.,
1993; Kammerer et al., 1998; Eicks et al., 2002; Knappe et al., 2003b). Durch
Zugabe des radioaktiv markierten Cosubstrats in Form der **P-markierten
Nukleotidmonophosphate UMP oder GMP zum externen Medium sollte nachfolgend
ein messbarer Influx derselben im Gegentausch mit dem intraliposomalen
Nukleotidzucker erfolgen. Auf diese Weise ist die Bestimmung von
Transportaktivitaten fur alle verfigbaren Nukleotidzucker moglich. Somit bietet diese
Verfahrensweise den Vorteil, kosten- und zeitsparend die ganze Bandbreite der in
Pflanzen = vorkommenden  Nukleotidzucker als  Substrate fir putative
Transportproteine zu testen. Im Zuge dessen konnen auch eventuelle
Multisubstratspezifitaten von Transportern aufgedeckt werden. Wahrend man nach
der ldentifizierung der ersten Transporter dieses Typs noch davon ausging, dass
diese jeweils nur ein Substrat transportieren, also monospezifisch sind (Berninsone &
Hirschberg, 2000), weisen neuere Befunde darauf hin, dass Multispezifitat eher als
die Regel und nicht als Ausnahme angesehen werden muss (Handford et al., 2006).
Als erster multispezifischer Nukleotidzuckertransporter wurde LPG2 aus dem
Flagellaten Leishmania donovani charakterisiert, der neben GDP-Mannose auch
GDP-Fucose und GDP-Arabinose zu transportieren vermag (Hong et al., 2000;
Segawa et al, 2005). Aber auch fur mehrzellige Eukaryoten ist die Existenz
multispezifischer Transporter dokumentiert; so ist fur SQV-7 aus C. elegans der
Transport von UDP-N-Acetylgalactosamin, UDP-Glucuronsaure und UDP-Galactose
beschrieben (Berninsone et al., 2001) und fur FRC aus D. melanogaster der
Transport von UDP-N-Acetylglucosamin und UDP-Glucuronsaure (Goto et al., 2001).
Der genaue Mechanismus des Transports mehrerer Substrate ist bisher noch
ungeklart, jedoch gibt es erste Hinweise auf die Moglichkeit einer unabhangigen und
simultanen Translokation zweier Substrate anhand von Untersuchungen des aus C.
elegans bekannten UDP-N-Acetylglucosamin/N-Acetylgalactosamin-Transporters
CO3H5.2 (Caffaro et al, 2006). Als Gemeinsamkeit fur multispezifische

Nukleotidzuckertransporter gilt der Transport von Zuckern, die mit demselben
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Nukleotidmonophosphat aktiviert sind, also entweder ausschliel3lich von UDP- oder
GDP-Zuckern (Handford et al., 2006). Auch in Arabidopsis thaliana wurde mit
AtUTR1 ein multispezifischer Nukleotidzuckertransporter nachgewiesen, der die
UDP-Zucker von Galactose und Glucose transportiert (Norambuena et al., 2002).
Das im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Protein AINST-KT1 transportiert jedoch
nur UDP-Galactose, wahrend keine Transportaktivitat fir UDP-Glucose, UDP-
Glucuronsaure und UDP-N-Acetylglucosamin gemessen werden konnte. Eine
Multispezifitat kann fur diesen Transporter noch nicht ausgeschlossen werden, doch
wurden mit den oben genannten UDP-Zuckern fast alle in Pflanzen bekannten
Cosubstrate getestet. Folglich ist AINST-KT1 mit groRer Wahrscheinlichkeit ein
monospezifischer UDP-Galactose-Transporter. Damit reiht sich dieses Protein in die
Riege schon bekannter Transporter fir UDP-Galactose in A. thaliana ein, von denen
neben dem schon genannten AtUTR1 noch drei weitere, ebenfalls monospezifische
Transporter beschrieben sind: AtUTR2, AtUDP-GalT1 und AtUDP-GalT2
(Norambuena et al., 2005; Bakker et al., 2005). Diese Transporter wurden Uber
Homologien zum menschlichen UDP-Gal-Transporter UGTrel1 bzw. durch
Komplementation einer UDP-Gal-Transport-defizienten Saugerzelllinie gefunden und
ihre Substratspezifitat durch Transportexperimente unter Verwendung von Vesikeln
aus Golgi-angereicherten Membranen untersucht. Detailliertere Analysen zur
Bestimmung der kinetischen Parameter dieser Transporter wurden nicht
durchgefuhrt. FUr AtINST-KT1 kann festgehalten werden, dass der gemessene
apparente Ky-Wert mit 4,2 £ 1,2 yM far UMP mit dem Ky des UDP-Gal-Transporters
aus der Rattenleber von 4,2 yM fur UDP-Gal ubereinstimmt (Milla et al., 1992). Die
fur die menschlichen UDP-Gal-Transporter und das Substrat UDP-Gal bestimmten
Ku-Werte betragen jeweils 1,2 und 2 yM (Sun-Wada et al., 1998), was ebenfalls in
guter Ubereinstimmung zu den Werten von AtNST-KT1 steht. Generell liegen alle
bisher gemessenen Ky-Werte von Nukleotidzuckertransportern im Bereich von 1-10
MM (Hirschberg, Robbins & Abeijon, 1998).

Im Falle von Ki-Werten stehen deutlich weniger Informationen zur Verfugung. Es ist
nur bekannt, dass Nukleotidmono- und diphosphate als kompetitive Inhibitoren
fungieren und den Transport von Nukleotidzuckern zu einem gewissen Prozentsatz
hemmen (Capasso & Hirschberg, 1984; Chiaramonte et al., 2001). Im
Umkehrschluss bedeutet dies, dass Nukleotidzucker den Transport von

Nukleotidmonophosphaten zu hemmen vermoégen. Dies lasst sich fir AtNST-KT1
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bestatigen, indem UDP-Gal mit einem Ki-Wert von 5,1 £ 1,7 uM und UDP-Gluc mit
einem Wert von 12,2 £+ 0,4 uM als kompetitive Inhibitoren des UMP-Transports
ermittelt werden konnten. Der immer noch recht geringe Ki-Wert fur UDP-Gluc
erscheint vor dem Hintergrund, dass kein Transport fur diesen UDP-Zucker
gemessen wurde, Uberraschend, weist aber darauf hin, dass UDP-Gluc zwar
gebunden, aber nicht transloziert werden kann. Dies wiederum steht im Einklang mit
der Hypothese, dass der Nukleotidbestandteil der Nukleotidzucker fur die initiale
Erkennung des Substrats durch den Transporter erforderlich ist, wahrend der
Zuckerbestandteil bestimmt, ob ein Transport des gesamten Molekills erfolgt
(Berninsone & Hirschberg, 2000).

In diesem Kontext stellt sich ebenfalls die Frage, ob die Identifikation einer
zunehmenden Anzahl von UDP-Galactose-Transportern die Ableitung gemeinsamer
Sequenzmerkmale zur Vorhersage der Substratspezifitdt auf Basis ihrer
Aminosauresequenz  erlaubt.  Seit der Charakterisierung der ersten
Nukleotidzuckertransporter und im Zuge der zunehmenden Verfligbarkeit von
Genominformationen fur verschiedenste Organismengruppen steht diese Frage im
Mittelpunkt des Interesses (Berninsone & Hirschberg, 2000; Martinez-Duncker et al.,
2003; Handford et al., 2006). Aoki et al. naherten sich dieser Fragestellung, indem
sie Chimaren aus jeweils dem menschlichen CMP-Sialylsaure- und UDP-Galactose-
Transporter herstellten und diese auf ihre Transportaktivitat untersuchten (Aoki et al.,
2003). Dabei stellte sich heraus, dass die N- und C-Termini beider Transporter
beliebig austauschbar waren, ohne einen Einfluss auf die Substratspezifitat
auszulben. Als essentiell fur die CMP-Sialylsaure-Transportaktivitat erwiesen sich
die Transmembrandomanen 2, 3 und 7 des korrespondierenden Transporters.
Dagegen konnte der UDP-Galactose-Transporter seine Funktion nur erfullen, wenn
die Transmembrandomanen 1 und 8 vorhanden waren. Liegen innerhalb dieser
Bereiche allgemein gultige Consensus-Sequenzen fur UDP-Galactose-Transporter?
Ein Vergleich aller bislang verfugbaren Proteinsequenzen von UDP-Gal-
Transportern, wie in Abb. 50 dargestellt, sollte naheren Aufschluss Uber das

Vorhandensein solcher Sequenzmotive geben.
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Aminosauren aufweist.
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Abb. 50: Aminosauresequenzvergleich von UDP-Galactose-Transportern. Die
vorhergesagten Transmembrandomanen ist durch Linien gekennzeichnet und mit rémischen Zahlen
nummeriert (I-X). Das vorgeschlagene Consensus-Motiv aus unpolaren Aminosauren
Transmembrandomane ist rot hervorgehoben.

Transmembrandoméanen, wobei fir die Helices Nummer 1 und

dagegen ist die Haufung konservierter Aminosauren innerhalb

Lage der

in der 5.

Es zeigt sich ein sehr heterogenes Bild, welches nur wenige konservierte

Diese liegen vornehmlich in Bereichen vorhergesagter

8 keine

aullergewohnliche Folge konservierter Reste festgestellt werden kann. Auffallend

der 5.

Transmembrandomane. Hier lasst sich sogar eine Art Consensus-Motiv ableiten, das

aus einer Reihe ausgepragt unpolarer Aminosauren besteht: VILIXXGv/LIXv/LI. Ob
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das vorgeschlagene Consensus-Motiv wirklich als fir UDP-Gal-Transporter
spezifisch gelten kann, sollte durch einen Vergleich dieser Proteinsequenzen mit
denen von Transportern anderer Nukleotidzucker Uberpruft werden. In Abb. 51 ist der

betreffende Ausschnitt eines solchen Sequenzvergleichs wiedergegeben.

Cg_CMP-8ia
Mm_CMP-8ia
Hs_CMP-8ia
Hs_UDP-Gall
Cg_UDP-Gal
Hs_UDP-GlcNAcC
Dm_UDP-Gal
Sp_UDP-Gal
8c_GDP-Man
Cg_GDP-Man
Ca_GDP-Man
8p_GDP-Man
Hs_CGDP-Fuc
Ce_GDP-Fuc
Hs_UDP-GlcA/GalNAc
Dm_UDP-GlcA/GalNAc/Gal/GlcNAc/
Ce_UDP-UDP-GlcA/GalNAc/Gal
AtUGALT2_ UDP-Gal
AtNST-KT1_UDP-Gal
8c_UDP-GlcNAcC GA
Kl_UDP-GlcNACc VQBAII GATVASLYR--
AtGONST1_cDP-Man WAALFLMIISAV ITR--
LA_CGDP-Man/Fuc/Ara BFEFALMI
AtUGALT] UDP-Gal WABLVPI

Sc_UDP-Gal EVVALLVS
AtUTR1_UDP-cal/clc EMCEFLV.

VILNIXXGVILAXVIL/

Abb. 51: Ausschnitt eines Aminosduresequenzvergleichs von Transportern, die verschiedene
Nukleotidzucker transportieren. Das vorgeschlagene Consensus-Motiv aus unpolaren Aminosauren
in der 5. Transmembrandomane ist rot hervorgehoben sowie die Lage der Aminosauren mit Pfeilen
gekennzeichnet.

Zunachst ist feststellbar, dass die Transporter fur die GDP-Zucker Mannose und
Fucose sich deutlich unterscheidende Sequenzen in dem ausgewahlten Bereich
aufweisen. Fur UDP-N-Acetylglucosamin-, UDP-N-Acetylgalactosamin- und
multispezifische Transporter sind ahnliche, doch nicht vollstandig gleiche
Sequenzmotive erkennbar. Uberraschenderweise stimmt das Sequenzmotiv fiir
CMP-Sialylsaure-Transporter genau mit dem in UDP-Galactose-Transportern
gefundenen Uberein. Damit kann zu diesem Zeitpunkt kein fur UDP-Galactose-
Transporter spezifisches Consensus-Motiv angegeben werden. Bisher gelang nur im
Fall von GDP-Mannose-Transportern die Identifizierung eines charakteristischen
Motivs nahe des C-Terminus’ an der Schnittstelle zwischen dem 4. cytosolischen

Loop und der vorletzten Transmembrandomane (Gao et al., 2001). Dieses
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sogenannte GALNK-Motiv ist essentiell fir die Transportaktivitat und hat keinerlei
Einfluss auf Proteinstabilitat, intrazellulare Lokalisation oder Oligomerisation des
Transporters (Gao et al., 2001). Vor dem Hintergrund, dass fur alle anderen
Nukleotidzucker-Transporter bisher keine solche Consensus-Sequenzen gefunden
werden konnten, Iasst sich in Ubereinstimmung mit Caffaro & Hirschberg (2006)
schliel3en, dass die Substratspezifitat nicht aus der Primarsequenz abgeleitet werden
kann.

Auf Grundlage von phylogenetischen Stammbdumen kann die Bildung von
Unterfamilien eher den einzelnen Organismengruppen zugrunde liegen, als ihre
Substratspezifitat anzeigen. In diesem Zusammenhang wurden die Beispiele der
menschlichen CMP-Sialylsaure- und UDP-Galactose-Transporter diskutiert (Gerardy-
Schahn et al, 2001). Diese transportieren vollig strukturverschiedene
Nukleotidzucker, verfugen aber Uber 43% Sequenzhomologie und bildeten in
Stammbaumen eine Unterfamilie. Inzwischen sind weitere Sequenzen von CMP-
Sialylsaure- und UDP-Galactose-Transportern bekannt. Ein Sequenzvergleich aller
sicher nachgewiesenen Nukleotidzuckertransporter ergab eine Gruppierung, die in
Abb. 52 dargestellt ist und einen klaren Trend hin zur Bildung von Unterfamilien
basierend auf der Substratspezifitat sichtbar macht. Die humanen Transporter flr
CMP-Sialylsdure und UDP-Galactose gehéren zwar immer noch zur gleichen
Unterfamilie, doch gruppieren beide Arten von Transportern deutlich mit Transportern
gleicher Substratspezifitat. GDP-Fucose- und Mannose-Transporter bilden ebenfalls
eindeutig abgegrenzte Gruppen. Gleiches trifft auf die multispezifischen Transporter
zu, wahrend flur UDP-Gal-Transporter die Aufteilung in verschiedene Unterfamilien
beobachtet werden kann. Hier fallt besonders eine Aufspaltung der pflanzlichen
UDP-Galactose-Transporter in zwei Familien auf. Eine Familie besteht ausschliel3lich
aus pflanzlichen Transportern, die sich alle von den plastidaren
Phosphattranslokatoren ableiten, wahrend die zweite Familie neben den pflanzlichen
Proteinen auch Hefetransporter beinhaltet und insgesamt der tierischen UDP-Gal-
Transporter-Unterfamilie naher steht. Die UDP-N-Acetylglucosamin-Transporter
lassen sich allerdings nicht eindeutig zuordnen.

Die ldentifizierung weiterer Transporter und die noch ausstehende Aufklarung der
Struktur von Transportern fur unterschiedliche Substrate kann allerdings in der

Zukunft zur Definition determinierender Bereiche fuhren.
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Ld GDP-Man/Fuc/Ara ~ AGONST1 GDP-Man

Sp GDP-Man
Dm UDP-GIcA/GalNAc/Gal/GIcNAc Ca GDP-Man
Hs UDP-GIcA/GalNAc Sc GDP-Man
Ce UDP-UDP-GIcA/GalNAc/Gal Cg GDP-Man
AtNST-KT1 UDP-Gal Hs GDP-Fuc
AtUGALT?2 UDP-Gal Ce GDP-Fuc
AtUGALT1 UDP-Gal Hs CMP_Sia
Cg CMP-Sia
Sc UDP-Gal Mm CMP-Sia
Sp UDP-Gal
AtUTR1 UDP-Gal/Glc
cq Dm UDP-Gal
AtUTR2 UDP-Gal UDP-Galk  Hs UDP-GIcNAG
Kl UDP-GIcNAc Hs UDP-Gal1

Sc UDP-GIcNAc

Abb. 52: Phylogenetischer Stammbaum von Nukleotidzucker-Transportern. Primarsequenzen
von funktionell charakterisierten Nukleotidzuckertransportern wurden mit Hilfe des Programms
ClustalX verglichen und das Ergebnis durch das Programm TreeView veranschaulicht. Hs: Homo
sapiens; Cg: Cricetulus griseus; Dm: Drosophila melanogaster; Sp : Schizosaccharomyces pombe;
Mm: Mus musculus; Ce: Caenorhabditis elegans; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Ca: Candida
albicans; At: Arabidopsis thaliana; Ld: Leishmania donovani; Kl. Kluyveromyces lactis

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass aufgrund von Sequenzinformationen
bisher keine Vorhersage der Funktion der anderen Transporter der KT-Familie
maglich ist. In jedem Fall bedarf es eines funktionellen Nachweises der vermuteten
Transportaktivitat.

Die Mitglieder der KT-Familie AtKT2 und AtKT3 weisen keine
Transportaktivitaten fiir UDP-Glucose, UDP-Galactose, UDP-Glucuronsaure,
UDP-Galacturonsaure, UDP-N-Acetylglucosamin, UDP-Arabinose, UDP-Xylose,
GDP-Mannose und GDP-Fucose auf.
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Trotz intensiver Bemihungen, einen funktionellen Nachweis flir AtKT2 und -3 zu
erbringen, konnte mittels des neu etablierten Transportassays keine
Transportaktivitat fur einen der getesteten Nukleotidzucker gemessen werden. Die
Ursachen hierflr kdnnen vielfaltig sein. Zum einen besteht die Moglichkeit, dass die
Transportmethode fur diese beiden Proteine nicht funktionsfahig und somit nicht
anwendbar war. Dies konnte beispielsweise in der Art und Weise der Herstellung der
Liposomen begrindet sein. So ging die Aktivitat des im ER lokalisierten ATP-
Transporters nach Rekonstitution in Liposomen uUber die freeze-thaw-Methode nach
Kasahara & Hinkle (1977) verloren, wahrend diese nach Herstellung der Liposomen
mit Hilfe der Verdiinnungsmethode erhalten blieb und charakterisiert werden konnte
(Guillen & Hirschberg, 1995). Eine besondere Rolle bei Transportversuchen mit
Liposomen spielt weiterhin die Wahl der Lipidzusammensetzung. Wahrend eine
Reihe von Nukleotidzuckertransporter-Aktivitaten problemlos mit Hilfe von Liposomen
aus Phosphatidylcholin gemessen werden konnten (Hirschberg, Robbins & Abeijon,
1998), lie® sich die UDP-Xylose-Aktivitat in Saugergewebe ausschlieldlich unter
Einsatz von Liposomen aus endogenen Golgi-Lipiden bestimmen (Milla et al., 1992).
Da bis heute trotz der postulierten physiologischen Notwendigkeit kein Transporter
fur UDP-Xylose isoliert und charakterisiert werden konnte, liegt der Schluss nahe,
dass es neben den robusten Nukleotidzuckertransportern, wie UDP-Gal- oder GDP-
Man-Carriern, auch Transporter geben konnte, die empfindlicher auf veranderte
Bedingungen, zum Beispiel die Art der Lipidumgebung, reagieren.

In Pflanzen bestehen Golgi-Membranen aus nur etwa 35% Phosphatidylcholin und
enthalten einen besonders hohen Anteil an Glycosylceramiden (Brown & DuPont,
1989). Denkbar ware also, dass die Bestimmung der Transportaktivitaten von AtKT2
und -3 aufgrund einer nicht optimalen Liposomenherstellung und/oder -
zusammensetzung nicht gelingen konnte. Weiterhin konnte in der fehlenden
Funktionalitat der Proteine selbst die Ursache liegen. Die heterologe Expression in
Hefe einschliellich eines C-terminalen Tags ist fur fast alle funktionell
charakterisierten Nukleotidzuckertransporter als vollig problemlos beschrieben (Sun-
Wada et al., 1998; Bakker et al., 2005; Norambuena et al., 2005; Segawa et al.,
2005), so dass ein Funktionsverlust sehr wahrscheinlich nicht auf der Ebene der
Expression erfolgt. Eventuell geht aber die Aktivitat im Laufe der Solubilisierung mit
einem zu aggressiven Detergenz verloren. Fur die Versuche in dieser Arbeit wurden

Triton-X100 und B-Dodecylmaltosid verwendet, zwei nicht-ionische Detergenzien, die

120



Diskussion

eigentlich zu einer schonenden Solubilisierung fuhren sollten (Kalipatnapu &
Chattopadhyay, 2005). Fur AtKT1 und alle plastidaren Phosphattranslokatoren ging
die Verwendung dieser Detergenzien mit der Erhaltung ihrer Funktionalitat einher
(Loddenkotter et al, 1993; Kammerer et al., 1998; Eicks et al, 2002).
Nichtsdestotrotz kann ein Verlust derselben im Stadium der Rekonstitution nicht
ausgeschlossen werden.

Als eher unwahrscheinlich kann dagegen das Fehlen von fur den Transport
essentiellen zusatzlichen Cofaktoren und/oder Interaktionspartnern gelten. In einer
Reihe von Versuchen testeten Segawa und Mitarbeiter den Einfluss von Kationen
wie Mg®* und Mn?* auf die Transportaktivitit des GDP-Man-Transporters LPG2,
stellten jedoch fest, dass nur die nachgeschalteten Glycosyltransferasen dieser
Cofaktoren bedurfen, nicht jedoch LPG2 (Segawa et al., 2005). Da ganz generell die
mittels Liposomensystem gemessenen Transporteigenschaften von Nukleotidzucker-
Transportern wie die Temperaturabhangigkeit, die Sattigbarkeit, die Substratspezifitat
und die kinetischen Parameter mit denen durch das Microsomen-System ermittelten
gut Ubereinstimmen, geht man davon aus, dass keine Interaktionspartner am
Transportprozess beteiligt sind (Caffaro & Hirschberg, 2006).
Nukleotidzuckertransporter operieren als Dimere, fur LPG2 ist sogar die Bildung von
Hexameren gezeigt worden (Hong et al., 2000). Da der C-Terminus als essentiell fur
die Oligomerisierung gilt (Gao & Dean, 2000), ware denkbar, dass ein C-terminaler
Tag mit der Dimerisierung interferiert und somit einen Aktivitatsverlust bewirkt. Ein
solches Szenario kann flr die Transporter VRG4 aus S. cerevisiae (Gao et al., 2001),
LPG2 aus L. donovani (Segawa et al., 2005) und AtUTR2 aus A. thaliana
(Norambuena et al., 2005) als nicht zutreffend beschrieben werden, denn diese
Transporter weisen trotz C-terminaler myc- bzw. His-Tags unveranderte
Transportraten auf.

Neben den oben genannten Ursachen fir die fehlenden Transportaktivitaten von
AtKT2 und -3, die alle davon ausgehen, dass die Proteine nicht funktionell
rekonstituiert werden konnten, besteht auch die Moglichkeit, dass die Funktionalitat
der Proteine erhalten blieb, ihnen jedoch noch nicht das richtige Substrat angeboten
wurde. Betrachtet man nun alle im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Informationen,
insbesondere bezuglich der Homologien und der Lokalisation von AtKT2 und -3,
erscheint es dennoch sehr wahrscheinlich, dass Nukleotidzucker die transportierten

Substrate darstellen. In diesem Zusammenhang ist die fehlende Transportaktivitat
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von AtUDP-GalT2 zu nennen, der als schon charakterisierter UDP-Gal-Transporter
als Positivkontrolle mitgefiihrt wurde. Unter den hier verwendeten Bedingungen
konnte im in vitro-Transportsystem aber keine Aktivitat detektiert werden. Gleiches
trifft auch auf UDP-GalT1 und eine Reihe von KVAG-Proteinen zu, fur die in unserer
Arbeitsgruppe trotz intensiver Bemihungen keine Nukleotidzuckertransport-Aktivitat
nachweisbar war (Santaella, 2006). Die Grinde hierflr sind ebenfalls unbekannt,
konnten aber denen fur die nicht messbare Transportaktivitat von AtKT2 und -3
entsprechen.

Weitergehende Experimente zur Verifizierung der vermuteten
Nukleotidzuckertransport-Funktion von AtKT2 und -3 konnten die Komplementation
von  Nukleotidzuckertransport-defizienten ~ Mutanten bzw. Mutantenzelllinien
beinhalten. So wurden viele bisher aus A. thaliana charakterisierten
Nukleotidzuckertransporter mit Hilfe solcher expression cloning-Ansatze identifiziert.
Fur die Golgi-lokalisierte GDP-Mannose-Transporter-Familie AtGONST lieferten
Komplementationsexperimente mit der S. cerevisiae Mutante vrg4 die ersten
Hinweise auf die Art der Transportaktivitat (Baldwin et al., 2001; Handford et al.,
2004). Durch Komplementation der Sauger-Zelllinien CHO Lec8 und MCDK-RCAR
erhielt man erste Informationen zum transportierten Nukleotidzucker UDP-Galactose
von AtUDP-GalT1 und -2 (Bakker et al., 2005) sowie von AtUTR1 (Norambuena et
al., 2002). Fur AtKT2 und -3 ware ein derartiger Komplementationsansatz
vielversprechend, da eventuelle Schwierigkeiten mit dem in vitro-Transportsystem
umgangen werden kdnnen. Zudem stehen flr die meisten Nukleotidzuckertransport-
Aktivitaten Mutanten zur Verfligung, die einen morphologisch auffalligen Phanotyp
aufweisen (Hirschberg, Robbins & Abeijon, 1998). Dabei lasst sich eine ganze
Bandbreite an Phanotypen beobachten, die von einer leicht veranderten Zellform im
Fall der S. pombe UDP-Gal-Transporter-Mutante gms? (Tanaka et al., 2001) bis hin
zur Lebensunfahigkeit von Organismen reicht, wie sie flr einige Mutantenallele der
S. cerevisiae vrg4-Mutante beschrieben wurde (Gao et al., 2001).

Im Gegensatz zu Hefen und auch C. elegans, in denen die Bedeutung von
Glycosylierungen  sich in zum  Teil drastischen Phanotypen  von
Nukleotidtransportermutanten ausdrickt (Berninsone et al., 2001; Gerardy-Schahn et
al., 2001), konnte fur Pflanzen trotz der Kenntnis einiger Nukleotidzucker-Transporter
bisher kein Phanotyp einer Mutante beschrieben werden (Handford et al., 2005;
Norambuena et al., 2005; Bakker et al., 2005).
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Die T-DNA-Insertionen in KT-Gene fiihren zu keinem veranderten Phanotyp im

Vergleich zu Wildtyppflanzen.

Auch die T-DNA-Insertionsmutantenlinien, in denen ein Ausfall der jeweiligen KT-
Gene zweifelsfrei nachgewiesen wurde, weisen keinen morphologisch auffalligen
Phanotyp auf. Nachdem die Funktion von AtKT1 als UDP-Gal-Transporter identifiziert
werden konnte, erfolgte speziell fur die korrespondierende Knock out-Linie eine
Analyse der Zellwandbestandteile. Es konnte jedoch kein Unterschied in der
Zusammensetzung derselben im Vergleich zu Wildtyppflanzen nachgewiesen
werden. Offenbar sind Pflanzen der Knock out-Linie in der Lage, die fehlende UDP-
Gal-Transportkapazitat wieder auszugleichen, was auf einen hohen Grad an
Redundanz schliel3en lasst. Gleiches trifft auch fur eine Reihe von AtCESA-Genen
zu, die als cellulose synthase catalytic subunits eine wichtige Rolle bei der Zellulose-
Synthese und somit dem Zellwandaufbau spielen, zu dem wiederum ein wesentlicher
Teil der in den Golgi-Apparat transportieten UDP-Galactose-Einheiten
herangezogen wird. So zeigte Uberraschenderweise keine der T-DNA-
Insertionsmutantenlinien von CESA2, 5, 9 und 10 einen sichtbaren Phanotyp, eine
Reduktion des Zellulosegehaltes oder Anderungen der Zellwandzusammensetzung,
was ebenfalls durch eine Redundanz der einzelnen Gene erklart wird (Scheible &
Pauly, 2004).

Dies gilt jedoch nicht fur alle am Nukleotidzuckerstoffwechsel beteiligten
Komponenten in A. thaliana. So konnten flr eine Mutante, die in der UDP-Glucose-4-
Epimerase (UGE4) defizient ist, die die reversible Umwandlung von UDP-Glucose in
UDP-Galactose katalysiert, morphologische Auffalligkeiten beobachtet werden
(Seifert et al., 2004). Die UGE4-Knock out-Mutante zeigte einen Wurzelhaar-
defizienten Phanotyp, der mit einer charakteristischen Zusammenballung von
Wurzelepidermiszellen einhergeht. Daher wird diese Mutante auch als rhd1 fir root
hair deficient bezeichnet. Als Ursache dieser morphologischen Veranderungen
konnte eine Reduktion des Zellwand-Galactose-Gehaltes um 24% im Vergleich zum
Wildtyp ermittelt werden. Insbesondere die Hemicellulose Xyloglucan und
Arabinogalactan Typll erwiesen sich als untergalactosyliert, wahrend sich das
Galactolipidprofil unverandert zeigte (Seifert et al., 2002). Ausgehend von diesen
Ergebnissen wurden Pflanzen der Knock out-Linie von AtKT1 auf einen solchen

Wurzelphanotyp hin untersucht. Es konnten jedoch keine morphologischen
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Auffalligkeiten der Wurzeln dieser Pflanzen im Vergleich zu Wildtyppflanzen
beobachtet werden.

Auch downstream der Transportaktivitat von Golgi-lokalisierten
Nukleotidzuckertransportern sind Mutanten, die einen Phanotyp aufweisen, bekannt.
Die A. thaliana-Galactosyltransferase MURS3 wirkt an der Synthese der Hemicellulose
Xyloglucan mit. Diese besteht aus einem Glucose-Rickgrat, an das Xylosylreste
angehangt sind, welche wiederum spezifisch mit Galactosyl- und Fucosylresten
verknupft sind. Fehlt MURS, so kdnnen ganze Fucosylgalactosyl-Seitenketten nicht
angehangt werden, was eine signifikante Reduktion der Reil¥festigkeit der Zellwand
zur Folge hat (Scheible & Pauly, 2004). Die mur3-Pflanzen sind dabei auferlich nicht
vom Wildtyp zu unterscheiden und auch die Zug- und Reil}festigkeit des Sprosses ist
mit der des Wildtyps vergleichbar. Dies kann damit erkart werden, dass die
Galactosylreste durch eine weitere Galactosyltransferase an anderer Stelle des
Xyloglucangerusts angeknlpft werden, so dass eine teilweise Kompensation erfolgt.
Im Hypocotyl etiolierter Keimlinge ist diese Kompensationsmdglichkeit aufgrund der
fehlenden zusatzlichen Galactosyltransferase-Aktivitat allerdings nicht gegeben. Eine
detaillierte Untersuchung solcher Keimlinge ergab daher eine sichtbare Verbreiterung
der Hypocotylbasis und einen Verlust der Zug- und Reil¥festigkeit des Hypocotyls um
60% im Vergleich zum Wildtyp (Pena et al., 2004).

Dieses Beispiel zeigt, dass sich der Effekt einer Mutation bzw. eines Genausfalls
auch nur in sehr speziellen Zelltypen zeigen kann und dass es unter Umstanden
besonderer Methoden bedarf, diese Veranderungen zu entdecken.

Fur zuklnftige Untersuchungen an den AtKT-Mutanten konnten deshalb
unterschiedliche Techniken zur Charakterisierung der Zellwandeigenschaften wie die
Fourier-transformed Infrared Spectroscopy (FTIR)-Technik oder sogenannte Glycan-
Arrays genutzt werden, um mit Polysaccharid-spezifischen Antikérpern
Veranderungen in den Polysaccharidgehalten der Zellwand mit hoher Sensitivitat zu
detektieren (Scheible & Pauly, 2004). Dabei sollten die Zelltypen und Gewebe
besondere Beachtung finden, in denen das betreffende Gen seine

Expressionsmaxima aufweist.
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Das AtKT1-Gen wird ubiquitar und besonders stark in den Geweben der Wurzel
exprimiert, wahrend die Gene fiir AtKT2 und -3 hauptsachlich in Staubblattern,

Pollen und Schoten bzw. in Pollen und Wurzeln transkribiert werden.

Da als Hauptort der Expression fur den UDP-Gal-Transporter AtKT1 die Wurzel
identifiziert wurde, dort aber keine Veranderungen im Vergleich zum Wildtyp
festgestellt wurden, konnte der Funktionsverlust durch einen anderen UDP-Gal-
Transporter kompensiert werden. In A. thaliana wurden bisher die Transporter
AtUTR1 und -2 (Norambuena et al., 2002, 2005) sowie AtUDP-GalT1 und -2 (Bakker
et al., 2005) als fur UDP-Galactose spezifisch beschrieben. Eine gegenuberstellende
Analyse der Expressionsprofile dieser Gene unter Zuhilfenahme von Microarray-
Daten ergab, dass insbesondere die Expressionsmuster von AtUDP-GalT2, AtKT1
und AtUTR2 in den Geweben der Wurzel stark Uberlappen (Abb. 53A). Auch in der
zeitlichen Abfolge der Entwicklung wurden zumindest AtKT1 und AtUDP-GalT2 als
sehr vergleichbar und fortwahrend hoch exprimiert identifiziert (Abb. 53B). Dieser
Befund kann durch die Ergebnisse der RT-PCR- und Promotor::GUS-Fusions-
Experimente bestatigt werden, die aufgrund der Zugehorigkeit zur KT-Familie neben
AtKT1 auch fir UDP-GalT2 durchgefuhrt wurden (3.1.3. und 3.1.4.). Beide Gene
werden demnach ubiquitar, doch besonders stark in der Wurzel exprimiert, wobei
UDP-GalT2 allgemein Uber ein wesentlich hoheres Expressionslevel verfugt, da in
der RT-PCR weniger Zyklen zum Erreichen der gleichen Bandenstarke bendtigt

wurden und die GUS-Farbung der behandelten Gewebe wesentlich schneller eintrat.
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Abb. 53: Expression von UDP-Galactose-Transporter kodierenden Genen als Ergebnis von
Microarray-Experimenten, die in der offentlich zuganglichen Datenbank GENEVESTIGATOR
zusammengefasst sind. Es wurde die Funktion Meta-Analyzer Unterpunkte Plant Organs (A) und
Developmental Stages (B) verwendet. Die Expressionsstarke wird in Blauabstufungen von hell =
schwach exprimiert bis dunkel = stark exprimiert dargestellt. Die in den Zellen stehenden Zahlen
geben die Signalintensitat n als log2(n) an.

AtUTR2 und AtUDP-GalT2 kdnnten also die Funktion von AtKT1 nach dessen Ausfall
Ubernehmen. Da im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls eine T-DNA-
Insertionsmutantenlinie fur AtUDP-GalT2 isoliert werden konnte, erscheint eine
Kreuzung der beiden Knock out-Linien und eine nachfolgende Analyse besonders
der Wurzeln vielversprechend. Die Herstellung einer solchen Doppelmutante wurde
bereits begonnen und befindet sich im Stadium der Isolierung homozygoter
Doppelmutanten.

Alle weiteren charakterisierten UDP-Gal-Transporter-Gene aus A. thaliana weisen
Expressionsmaxima in anderen Organen bzw. Geweben auf. So wird das UDP-
GalT1-Gen auffallend stark im Stigma exprimiert, wahrend fur das AtUTR7-Gen der
Pollen als Ort maximaler Expression erkannt werden kann. Das AtKT2 kodierende
Gen wird ebenfalls vornehmlich in Staubblattern und Pollen sowie in Schoten und
Samen exprimiert. Im Fall des AtKT3-Gens gibt es widersprichliche Ergebnisse der
einzelnen Methoden zur Feststellung der Expressionsorte; die Microarray-Datenbank
zeigt die Wurzel als Hauptexpressionsort an, die RT-PCR zusatzlich das Hochblatt
und im GUS-Assay erscheinen schliel3lich Wurzel und Pollen deutlich blau gefarbt.
Derartige Diskrepanzen sind nicht untblich und wurden auch flr die GONST-Familie
festgestellt (Handford et al., 2004). Als Gemeinsamkeit aller Methoden koénnen
Wurzel und Pollen als AfKT3 stark exprimierende Gewebe festgehalten werden.
Generell scheint der Pollen ein Gewebe starker Nukleotidzuckertransport-Aktivitat zu
sein, denn neben den oben genannten Transportern wird laut Microarray-Datenbank
eine ganze Reihe von pPT-homologen Genen spezifisch in Pollen exprimiert (3.1.1;
Santaella, 2006). Darunter befinden sich sowohl Mitglieder aus der KT- als auch der
KVAG- und KD-Familie.

Hinsichtlich der Expressionsorte scheint es also zwischen den Familien keine
Abgrenzungen zu geben und auch in funktioneller Hinsicht bestehen diese
nachgewiesenermallen nicht. Fur AtUDP-GalT1 als Mitglied der KVAG-Familie und
AtUDP-GalT2 sowie AtKT1 als Mitglieder der KT-Familie konnte familienubergreifend

mit UDP-Galactose dasselbe Substrat identifiziert werden. Somit sagt die
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vorgenommene Gruppierung anhand der Dipeptidfolge KT, K/V/A/G und KD nichts
Uber die Substratspezifitat der Mitglieder der einzelnen Familien aus. Eine
weitergehende funktionelle Charakterisierung der pPT-homologen-Proteine sollte
somit in ihrer Gesamtheit und nicht getrennt nach Familienzugeharigkeit erfolgen. Als
Ausgangspunkt hierfir erscheint die Analyse von Mehrfach-Knock out-Mutanten fur
Gene sinnvoll, die ihre Expressionsmaxima in denselben Organen, wie zum Beispiel
dem Pollen, aufweisen. In diesem Zusammenhang von grof3er Bedeutung ist
ebenfalls die subzellulare Lokalisation der Proteine, da das AtUTR1-Gen zwar in
Pollen hoch exprimiert wird, aber entgegen ersten Vermutungen nicht im Golgi-

Apparat, sondern im ER lokalisiert ist (Reyes et al., 2006).

Die UDP-Gal-Transporter AtNST-KT1 und UDP-GalT2 sowie die putativen
Nukleotidzucker-Transporter AtKT2 und -3 sind im trans-Golgi-Netzwerk

lokalisiert.

Eine Lokalisation im Golgi-Apparat konnte bisher in A. thaliana auch fur die Mitglieder
der GONST-Familie und AtUTR2 mittels cDNA::GFP-Fusion und transienter
Expression in Pflanzenzellen direkt nachgewiesen werden (Baldwin et al., 2001;
Handford et al., 2004; Norambuena et al., 2005). Wie fur die KT-Proteine ergab sich
ein charakteristisches Punktmuster aus hochbeweglichen, etwa 1 um grof3en
Organellen, die nach Einwirkung von Brefeldin A aggregierten. Ein solches Muster
wird als charakteristisch fur das trans-Golgi-Netzwerk angesehen, in dem zum einen
die Sortierung und zum anderen die Modifizierung von Proteinen, Lipiden und
Polysacchariden stattfindet (Neumann et al., 2003). Letztere werden auch im Golgi-
Apparat synthetisiert, eine Funktion, die fir Pflanzen von besonderer Bedeutung ist,
da ihre Zellwande aus komplexen Polysacchariden aufgebaut sind. Der
Hauptbestandteil der Zellwand, die Zellulose, wird an der Plasmamembran
synthetisiert. Die Herstellung aller anderen Matrix-Polysaccharide wie Hemicellulosen
und Pectine erfolgt jedoch im Golgi-Apparat (Scheible & Pauly, 2004). Hier wird
zunachst das Zucker-Rickgrat der Polysaccharide synthetisiert, wofir sogenannte
Glycan-Synthasen verantwortlich sind. Diese sind in der Golgi-Membran verankert,
ihre Topologie ist jedoch noch ungeklart. Es werden zwei Szenarien diskutiert. Das
erste geht davon aus, dass das katalytische Zentrum ins Cytosol weist, was eine

direkte Bindung von Nukleotidzuckern erlaubte, die dann vom Enzym selbst ins

127



Diskussion

Golgi-Lumen verlagert werden. Das zweite Szenario grindet sich auf die Annahme,
dass das katalytische Zentrum sich im Golgi-Lumen befindet und die dort
befindlichen Nukleotidzucker als Substrate nutzt (Lerouxel et al., 2006). Daraufhin
erfolgt die Anheftung von komplexen Seitenketten an das Ruckgrat, die durch
Glycosyltransferasen unter Verwendung von Nukleotidzuckern aus dem Golgi-Lumen
ausgefuhrt wird. Diese Glycosyltransferasen durchspannen die Golgi-Membran nur
einmal und ihr katalytisches Zentrum weist in das Golgi-Lumen (Keegstra & Raikhel,
2001). In jedem Fall besteht im Golgi-Lumen ein grol3er Bedarf an Nukleotidzuckern,
welcher zusatzlich durch Modifikationen von Proteinen und Lipiden erhoht wird. Die
Synthese von Nukleotidzuckern erfolgt jedoch hauptsachlich im Cytosol, was die
Funktion Golgi-lokalisierter Nukleotidzucker-Transporter insbesondere fur Pflanzen
notwendig und essentiell macht. In jingerer Vergangenheit wird darlber hinaus die
Bildung funktioneller Komplexe zwischen Nukleotidzuckertransportern und
Glycosyltransferasen postuliert (Seifert, 2004). Mit dem Nachweis einer solchen
Interaktion zwischen dem menschlichen UDP-Galactose-Transporter und einer
Galactosyltransferase (Sprong et al., 2003) liegen Hinweise zur Bestatigung dieser
Hypothese vor. Fur Pflanzen ist eine solche Interaktion jedoch noch nicht direkt
nachgewiesen worden.

Mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten Golgi-lokalisierten UDP-
Galactose-Transporters AtNST-KT1 ist eine weitere Komponente des komplexen
pflanzlichen Stoffwechselweges der Nukleotidzucker identifiziert worden, die zur

Klarung noch offener Fragen beitragen kann.
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5.2. Funktionelle Charakterisierung der Bile Acid Transporter-

Familie in Arabidopsis thaliana

Im Genom von A. thaliana sind finf Gene kodiert, deren Produkte

Ahnlichkeiten zu Gallensauretransportern aufweisen.

Die Natrium-Gallensaure-Cotransporter-Familie umfasst weit GUber 50 Mitglieder aus
nahezu allen Organismenreichen (Hagenbuch & Dawson, 2004; siehe auch
Einleitung). Wahrend eine Reihe von Transportern aus Saugern gut charakterisiert
wurde (Hagenbuch & Meyer, 1994; Wong et al., 1994; Geyer et al., 2004), liegen
Uber die Funktion dieser Proteine in Bakterien und insbesondere Pflanzen nur
wenige Informationen vor. Das erste pflanzliche Protein wurde mit OsSbf1 im
Rahmen einer Suche nach Hypoxie-induzierten Genen in Reis gefunden (Rzewuski
et al., 2002). Da sowohl Ethylen als auch Gibberellin eine Induktion des Gens
bewirken und die somit ausgeldste Hypoxie-Antwort zu einem beschleunigten
Wachstum mit dem Ziel einer ausreichenden Sauerstoffversorgung fuhrt, wurde eine
Funktion des Proteins in der Férderung des Sprosswachstums vermutet. In welcher
Art und Weise es in die dabei ablaufenden Prozesse eingebunden ist, wurde nicht
geklart, jedoch aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von Gallensduren mit
Steroidderivaten eine Transportfunktion fur Brassinosteroide vorgeschlagen. Ein
moglicher Transport von Gallensauren in Pflanzen kann durch die Messung von
Gallensauretransportaktivitat an isolierten Vakuolen nicht ausgeschlossen werden
(Hortensteiner et al., 1993), erscheint aber durch den fehlenden Nachweis von
Gallensauren in Pflanzen fraglich. Als Substrate fur den Transport von Gallensauren
in die Vakuole wurden die konjugierten Gallensduren Tauro- und Glycocholat
verwendet. Die Transportaktivitit war strikt Mg®- und ATP-abhangig. Ein
Charakteristikum fur die Transporter der BAT-Familie besteht jedoch darin, dass
diese durch den Symport von Na'-lonen entlang eines Gradienten energetisiert
werden, also zu den sekundar aktiven Transportern zahlen (Trauner & Boyer, 2003).
Damit war eine Beteiligung von Transportern der BAT-Familie an dieser
Transportaktivitat auszuschlieRen. Weitere Studien zur Aufklarung der Natur dieser
Transportaktivitat ergaben, dass jene auf den ABC-Transporter MRP2
zuruckzufihren ist (Lu et al., 1998). MRP2 wurde als ein typisches Mitglied der ABC-

Transporter-Familie mit breitem Substratspektrum charakterisiert, das von
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Glutathion-Konjugaten bis hin zu Chlorophyllkataboliten reicht. Ein direkter Transport
von Taurocholat konnte jedoch nicht gemessen werden, nur dessen inhibitorische
Wirkung auf den Transport oben genannter Substrate.

Das Fehlen von Gallensauren in Pflanzen wird auch dadurch nahegelegt, dass
wichtige Enzyme far deren Synthese fehlen (KEGG-Datenbank:
http://www.genome.jp/dbget-bin/get pathway?org name=ath&mapno=00120).

Allerdings konnte die de novo Biosynthese in A. thaliana uber andere, noch
unbekannte Wege ablaufen. Weiterhin konnten Gallensauren bzw. ihre Salze aus
dem umgebenden Substrat in die Pflanze gelangen. Eine flr diese Hypothese
sprechende Untersuchung wurde kurzlich von Koga und Mitarbeitern veroéffentlicht
(Koga et al., 2006). Ausgehend von dem lange bekannten Wissen um die
pathogenresistenz-fordernde Wirkung von Tierdung erfolgte in dieser Arbeit die
Isolierung eines hierfiir verantwortlichen Faktors. Uberraschenderweise handelt es
sich um Cholat, das bereits in sehr geringen Konzentrationen (20 yM) Elicitorwirkung
ausubt und somit zur Erhéhung der Pathogenresistenz von Reis fuhrt. Wie Cholat
von der Pflanze sensiert wird und worauf die Wirkung als Elicitor zurtckzufuhren ist,
bleibt jedoch weiterhin ungeklart. Die Beteiligung der untersuchten BAT-Proteine am
Transport von Gallensauren in A. thaliana erscheint aber vor dem Hintergrund der im

Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse eher unwahrscheinlich.

Wahrend das bakterielle Protein Cgl3042 aus Corynebacterium glutamicum
durch Komplementationsstudien als Gallensaure-Exporter identifiziert werden

konnte, gelang dies fur die untersuchten Proteine aus A. thaliana nicht.

Die E. coli-KAM3-Mutante weist eine Deletion des acrB-Gens auf, welches fur einen
Bestandteil des Multidrug-Resistance-Efflux-Systems AcrAB-TolC vom RND
(Resistance Nodulation Division)-Typ kodiert. Dieser Transporter ist das
Hauptentgiftungssystem gramnegativer Bakterien und besteht aus drei
Komponenten: einem Transportprotein in der inneren Membran (AcrB) zur Bindung
des Substrats und dessen Verlagerung in den periplasmatischen Raum, einem
akzessorischen Protein im Periplasma (AcrA), welches das Substrat hin zur dusseren
Membran geleitet und schlieRlich einem Proteinkanal in der aul’eren Membran
(TolC), durch den das Substrat nach au3en befordert wird (Piddock, 2006). Fehlt mit

AcrB der Transporter in der inneren Membran, so kann kein Export von Substraten
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erfolgen. AcrAB-TolC hat ein sehr breites Substratspektrum, das von Antibiotika wie
Chloramphenicol und Tetracyclin Uber Detergenzien wie SDS und Triton X-100 bis
hin zu Gallensalzen wie Tauro- und Glycocholat reicht (Ma et al., 1995; Okusu et al.,
1996). Damit bietet ein Komplementationssystem auf Basis dieser Mutante ein
grol3es Potential zur Identifizierung einer ganzen Reihe von Transportaktivitaten. So
konnte mit NorM ein neuer Typ von Multidrug-Efflux-System in Vibrio
parahaemolyticus gefunden werden (Morita et al., 1998) und auch die Identifizierung
des A. thaliana-Norfloxacin-Transportsystems AtDTX1 gelang mit Hilfe der KAM3-
Mutante (Li et al., 2002). Letzteres Faktum beweist, dass auch pflanzliche
Membranproteine in E. coli funktionell exprimiert werden koénnen. In jlungster
Vergangenheit konnte auch das erste bakterielle Mitglied der BAT-homologen
Proteinfamilie auf diese Weise als tatsachlicher Gallensalzexporter identifiziert und
charakterisiert werden: Ctr aus Bifidobacterium longum (Price et al., 2006). Diese
grampositiven Bakterien sind als Bewohner des Sauger-Intestinaltrakts standig mit
hohen Gallensaurekonzentrationen konfrontiert, was die Existenz von
Exportsystemen fur diese Substanzen notwendig macht. Sind entsprechende
Exporter nicht vorhanden oder funktionsunfahig, kdnnen Gallensalze sich aufgrund
ihres amphiphilen Charakters in Membranen einlagern und diese zerstéren, was mit
einem Absinken des internen pH-Wertes bis hin zum voélligen Zusammenbruch der
pmf und anderer lonengradienten einher geht (Kurdi et al., 2006). Da viele Bakterien
intestinal vorkommen, sind zwar bereits einige bakterielle
Gallensauretransportsysteme wie CmeABC aus Campylobacter jejuni oder AcrAB-
TolC aus Salmonella enterica bekannt, diese gehéren jedoch alle dem
beschriebenen RND-Typ von Multi-Efflux-Systemen an (Piddock, 2006). Mit Ctr
wurde ein neuer Typ von Multidrug-Transporter aus Bifidobacterium longum
charakterisiert, der neben Gallensalzen auch strukturell nicht verwandte
antimikrobielle Substanzen wie Tetracyclin und Ethidiumbromid exportieren kann.

Als Ergebnis der KAM3-Komplementationsversuche innerhalb dieser Arbeit konnte
mit Cgl3042 aus C. glutamicum ein weiterer bakterieller Gallensalz-Exporter vom
BAT-Typ identifiziet werden. C. glutamicum ist zwar ein bodenbdlrtiges
grampositives Bakterium, doch auch in diesem Lebensraum kann es zur
Konfrontation mit Gallensalzen kommen. Ein Wachstumstest der Cgl3042 Knock-out-
Mutante ergab eine deutliche Reduktion der Teilungsrate in Anwesenheit von

Gallensalzen im Vergleich zum Wildtyp, was auf den Verlust der Exportfahigkeit
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hindeutet. Weitergehende Versuche werden zeigen, ob analog zu Ctr auch andere
Substanzen wie die Antibiotika Chloramphenicol und Tetracyclin zu den Substraten
von Cgl3042 zahlen. In Anbetracht der Verwandtschaft von Corynebacterien und
hochgradig pathogenen Mycobacterien konnte sich hier ein neues Feld zur
Entwicklung von neuen Antibiotika erschliel3en.

Fur die Gene, die pflanzliche BAT-Proteine kodieren, konnte keine Komplementation
festgestellt werden, jedoch fehlt der Nachweis ihrer Expression in E. coli. Zwar ist die
Expression von pflanzlichen Genen in Bakterien wie am Beispiel von AtDTX1 gezeigt
prinzipiell moglich, doch sollten weitere Untersuchungen der AtBAT-Proteine
unbedingt den Nachweis der Expression mit Hilfe von Antikdrpern beinhalten.
Anschlielliend waren dann weitere umfangreichere Tests sinnvoll.

Innerhalb dieser Arbeit wurde auf der Grundlage einer vergleichenden
Expressionsanalyse weitergehend die mdgliche Funktionen der BAT-Proteine in A.

thaliana als Transporter fur Vorstufen von aliphatischen Glucosinolaten untersucht.

Alle BAT-Protein kodierenden Gene werden in A. thaliana zeitlich und raumlich

mehr oder weniger stark ubiquitar exprimiert.

Die einzelnen Mitglieder besitzen unterschiedliche Expressionsmaxima in den
einzelnen Organen, wobei immer eine Uberlappung von mindestens zwei
exprimierten Genen der Familie je Organ festgestellt werden kann. Generell lieferten
die verschiedenen Methoden bzw. Quellen der Expressionsdaten fur fast alle BAT-
Gene ahnliche und zum Teil redundante Informationen - mit Ausnahme des Gens
AtBAT4 (At4g22840). Dieses Gen sollte laut Microarray-Datenbank (Genevestigator)
besonders stark in Wurzeln, Blattern und Staubblattern der Blute exprimiert werden.
Die mittels RT-PCR erhaltenen Daten entsprechen diesem Muster, doch das
Promotor::GUS-Fusionskonstrukt lie® in planta ein vollig anderes Profil erkennen,
das eine nur schwache Expression in Blattern und Wurzeln, keinesfalls jedoch in
Bliten oder anderen Organen aufweist. Derartig gegensatzliche Ergebnisse konnen
ganz verschiedene Ursachen haben. Fur Microarray-Daten ist beispielsweise der
verwendete Algorithmus zu ihrer Auswertung von entscheidender Bedeutung.
Neuere Untersuchungen ergaben, dass eine Verwendung von sechs verschiedenen
Algorithmen zur Auswertung desselben Datenpools nur eine Uberlappung von etwa

30% besitzen, also nur ein Drittel der von allen Algorithmen als differentiell reguliert

132



Diskussion

betrachteten Gene Ubereinstimmten (Millenaar et al., 2006). Des Weiteren wurde
eine Reihe von Genen, die mittels Microarray als differentiell reguliert identifiziert
worden waren, mittels Real Time RT-PCR als unverandert exprimiert ermittelt.

Auch Promotor::GUS-Konstrukte sind kritisch zu beurteilen, da die fur die
Transkriptionskontrolle verantwortlichen cis-aktiven Elemente inzwischen nicht nur in
Promotorbereichen, sondern in allen transkribierten Genabschnitten gefunden
wurden. Sowohl die 5 und 3'- untranslatierten Bereiche und Introns koénnen
regulatorische Elemente enthalten (Fu et al., 1995; Dickey et al., 1992) als auch die
gesamte Lange des kodierenden Bereiches wie im Fall des superman-Gens (lto et
al., 2003).

Die Auswahl eines zu kurzen Promotorbereichs fur AtBAT4 konnte somit die Ursache
fur die Diskrepanz zwischen GUS- und Microarray-Ergebnissen sein. Die
gleichzeitige Herstellung verschieden langer Promotor/Gen::GUS-Konstrukte fur
dieses Gen und ihr Test im Vergleich zu den Microarray- und RT-PCR-Ergebnissen
konnte diese Annahme bestatigen und zur Identifizierung von regulatorischen
Elementen innerhalb der AtBAT4-Sequenz fuhren.

Aufgrund der ubiquitéaren Expression aller Mitglieder der BAT-Familie in A. thaliana
ist keine Zuordnung einer spezifischen Funktion in einem speziellen Organ mdglich.
Eine zusatzlich durchgeflihrte Coexpressionsanalyse ergab jedoch zumindest fur das
Homolog AfBATS erste Hinweise auf eine Mitwirkung des kodierten Proteins in einem

bestimmten Biosyntheseweg.

AtBATS wird mit Genen coexprimiert, deren Produkte Enzyme und Regulatoren

der Biosynthese aliphatischer Glucosinolate in A. thaliana sind.

Besonders auffallig ist, dass die kodierenden Gene flir Enzyme der
Glucosinolatsynthese (siehe auch Einleitung) und AtBATS im Bereich der Nodien ein
einziges Expressionsmaximum aufweisen. Dies stimmt insofern mit den bisher
bekannten Fakten Uberein, als dass die biosynthetische Kapazitdt anhand von
Promotor::GUS-Studien flur einige Enzyme als eng assoziiert mit dem Leitgewebe
identifiziert wurde (Grubb et al.,, 2004; Reintanz et al., 2001; Chen et al., 2003).
Kdrzlich konnte auch die BCAT4-Expression als auf die Zellen des Phloems begrenzt
ermittelt werden (Schuster et al., 2006). Allerdings traf dies neben dem

Phloemgewebe im Spross auch auf selbiges in Blattern und Wurzeln zu. Demnach
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scheint das Phloem der Ort der biosynthetischen Aktivitat zu sein, die zwar in allen
Organen der Pflanze vorkommen kann, aber ganz besonders auf den Bereich der
Nodien innerhalb des Sprosses konzentriert zu sein scheint. Mit dem innerhalb dieser
Arbeit erstellten Promotor::Reportergen-Konstrukt sollte daher eine detailliertere
Studie zur genauen Lokalisation der AtBATS-Expression im Spross zur
Untermauerung dieser Annahme durchgefiihrt werden.

Als gesichert kann dagegen der Phloemtransport von Glucosinolaten gelten, der von
reifen, bereits ausdifferenzierten Geweben hin zu sich entwickelnden erfolgt (Chen et
al., 2001). Die genauen Mechanismen dieses Transports sind jedoch noch
unbekannt. Als Orte hoher Glucosinolatkonzentrationen haben sich reproduktive
Organe wie Samen, Schoten und sich entwickelnde Bluten erwiesen (Petersen et al.,
2002; Brown et al., 2003), wobei innerhalb des Blutenstandes auRergewohnlich hohe
Konzentrationen in speziellen S-Zellen (Sulfur-rich) erreicht werden, die zwischen
Phloem und Endodermis lokalisiert sind (Koroleva et al., 2000). Dies wiederum lasst
ein Szenario als wahrscheinlich gelten, in dem die Glucosinolate nach ihrer Synthese
in den Phloemzellen zur Lagerung in die benachbarten S-Zellen exportiert werden
(Schuster et al.,, 2006). Da eine Verletzung der Integritdt der Zellen die
Abwehrmechanismen des Glucosinolat-Myrosinase-Systems ausldst, erscheint eine
Induktion der die Biosyntheseenzyme kodierenden Gene durch Verwundung sinnvoll.
Fir BCAT4 und MAM1 konnte eine Induktion durch Verwundung bestatigt werden,
wobei im Falle der BCAT4-Promotor::GUS-Pflanzen deutlich starker gefarbte
Blattadern nahe den Verwundungsstellen zu beobachten waren (Schuster et al.,
2006). Auch fur AtBATS lasst sich dieses Phanomen erkennen (Abb. 54A). Weiterhin
ist eine Induktion der Genexpression der Biosynthesegene durch Einwirkung von
Jasmonat und eine Reprimierung derselben unter Sulfat-limitierenden Bedingungen
beschrieben (Mewis et al., 2005; Hirai et al., 2005). Wie in Abb. 54B vergleichend
dargestellt, wird auch die Expression von AfBATS unter diesen Bedingungen
induziert bzw. reprimiert. Aulerdem kann anhand von Microarray-Daten eine
spezifische negative Regulation der Biosynthesegene und AtBATS durch bestimmte
biotische Stressoren, bei Ethylen- oder Chitinzugabe und unter hohen CO,-
Konzentrationen beobachtet werden, wahrend Saccharose als starker Induktor der
Genexpression fungiert. Ferner konnen einige gemeinsame Regulatoren der
Genexpression der anderen AfBAT-Gene mit denen festgestellt werden, die fur die

Enzyme der Biosynthese aliphatischer Glucosinolate kodieren. So bewirkt
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beispielweise eine Zugabe der Chemikalien Syringolin und Cycloheximid eine
Abschaltung bzw. Reduktion der Expression dieser Gene, wohingegen Hitze und

Trockenheit allgemein eine Induktion derselben zur Folge haben.
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Abb. 54: Expression von AtBAT5 nach Verwundung in AtBAT5-Promotor::GUS-exprimierenden
Pflanzen (A) und vergleichende Expressionsmuster von BAT-Genen mit fir Enzyme des
Glucosinolatbiosyntheseweges kodierenden Genen als Ergebnis von Microarray-Experimenten,
die in der offentlich zuganglichen Datenbank GENEVESTIGATOR zusammengefasst sind (B). Es
wurde die Funktion Meta-Analyzer Unterpunkt Stress Response verwendet. Die Induktionsstarke wird
in Rotabstufungen von hell = schwach induziert bis dunkel = stark induziert dargestellt, die
Repressionsstarke in entsprechenden Griinabstufungen. Rote Pfeile kennzeichnen gemeinsame
Induktoren, griine gemeinsame Repressoren. Weisen die Pfeile in beide Richtungen, werden sowohl
BAT-Gene als auch Gene der Glucosinolatsynthese gleichartig reguliert, ansonsten erfolgt eine
spezifische Regulation von nur einer Gruppe von Genen. Die in den Zellen stehenden Zahlen geben
die Signalintensitat n als log2(n) an

Zusammengefasst lassen die genannten Ubereinstimmungen der Expressionsmuster
von AtBATS mit denen der Biosyntheseenzyme fur aliphatische Glucosinolate den
Schluss zu, dass AtBAT5 innerhalb dieses Syntheseweges eine Funktion
Ubernehmen kdénnte. Eine Analyse des Glucosinolatprofils der zugehoérigen Knock

out-Mutante bestatigt diese Annahme.
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Die AtBAT5-T-DNA-Insertionsmutante weist um ca. 50 % reduzierte Gehalte an

aliphatischen Glucosinolaten im Vergleich zum Wildtyp auf.

Der Gesamtgehalt an Glucosinolaten in Pflanzen der Linie bat5-1 betragt etwa nur
die Halfte desjenigen von Wildtyp-ColO-Pflanzen. Dies ist insbesondere auf eine
etwa 50%ige Reduktion des Gehalts an dem aliphatischen Glucosinolat 4-
Methylsulfinylbutyl (4-MSOB) zurlickzufiihren, das im Okotyp Columbia das
hauptsachlich akkumulierte Glucosinolat darstellt. Weiterhin sind ebenso die Level
der aliphatischen Glucosinolate 3-MSOP, 4-MTB und 8-MSOO um die Halfte
reduziert, wahrend unveranderte Mengen an indolischen Glucosinolaten wie 1-3-M, 4-
MOI-3-M und 1-MOI-3-M vorliegen. Ganz ahnlich stellt sich das Glucosinolatprofil der
bcat4-Mutante dar. Auch diese Mutante weist eine Reduktion an aliphatischen
Glucosinolaten um ca. 50% auf, wobei wiederum 4-MSOB den Hauptteil ausmacht
(Schuster et al., 2006). Dieser Befund deutet darauf hin, dass in beiden Mutanten
(bat5-1, bcat4) der Syntheseweg an nahe beieinander liegenden Schritten
unterbrochen ist (Abb. 55).

N

BAT
KMTS/O/D/P .~ 5 C5-C8 GLS

KMTB KMTB + AcCoA TA? Met —BAT

5
Derivate |

BCAT4

KMTP/H BQT C3+C4 GLS

Methionin JJ

Abb. 55: Vereinfachte schematische Darstellung der Biosynthese aliphatischer Glucosinolate
in A. thaliana unter besonderer Beachtung der ersten kettenverlangernden Schritte im
Chloroplasten. Dargestellt ist eine Pflanzenzelle mit Chloroplast. Enzymaktivitaten sind griin markiert,
putative Transportaktivititen durch gelbe Symbole gekennzeichnet. Alle diese Transportaktivitaten
kénnten von AtBATS durchgefihrt werden, wobei der genaue Transportmechanismus unbekannt ist.
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Eine Kreuzung beider Mutanten koénnte weitere Hinweise zum von AtBAT5
transportierten Substrat liefern. Denn ist KMTB tatsachlich dieses Substrat, dann
solite die Doppelmutante Uber ein unverandertes Glucosinolatprofil verfugen. Ist
KMTB nicht das Substrat oder nur eines der Substrate, dann sollte eine zusatzliche
Blockierung des Transportweges zu einer weiteren Reduktion an Glucosinolaten
fuhren (Abb. 55). Auch eine Kreuzung der bat5-71- mit den verschiedenen mam-
Mutanten konnte den Kreis der moglichen Substrate weiter einzugrenzen helfen. Im
Chloroplasten wurden die beiden Enzyme MAM1 und MAMS (friher MAM-L) als an
der Kettenverlangerung von Methionin beteiligt identifiziert (Textor et al., 2004; Field
et al., 2004; Textor et al., 2007). MAM1 nutzt KMTB und KMTP als Substrate und ist
somit nur an der Synthese von C3- und C4-Glucosinolaten beteiligt (Textor et al.,
2004). Dementsprechend ist die mam7-Mutante durch ein fast vollstandiges Fehlen
aller C4-Glucosinolate gekennzeichnet, wahrend der Gehalt an langerkettigen
aliphatische Glucosinolaten unverandert bleibt. Ist AtBAT5 auch oder ausschlief3lich
am Export dieser langerkettigen Methioninderivate oder Ketosauren beteiligt, dann
sollte die mam1 x batbs-1-Doppelmutante ebenfalls eine deutliche Reduktion
langerkettiger Glucosinolate aufweisen (Abb. 55). MAM3 ist ein weniger spezifisches
Enzym und grundsatzlich in der Lage, Ketosauren aller Kettenlangen (C3-C8) zu
verwerten (Textor et al., 2007). Dabei steigt die Affinitat des Enzyms zum Substrat
mit zunehmender Kettenlange, so dass die Mutante durch ein fast vollstandiges
Fehlen aller C6, C7 und C8-Glucosinolate auffallt, was durch vermehrte
Akkumulation von C4-Glucosinolaten kompensiert wird (Field et al., 2004; Textor et
al., 2007). Diese Kompensation kénnte in der mam3 x bat5-1-Doppelmutante nicht
mehr stattfinden, wenn KMTB, KMTP und/oder Di/Homomethionin die Substrate von
AtBATS darstellten (Abb. 55). Auch weiter downstream im Biosyntheseweg fur
aliphatische Glucosinolate sind Mutanten wie bushy/superroot bekannt, die in der
CYP79F1-Aktivitat defizient sind. Hier zeigt sich neben dem vollstandigen Verlust an
kurzkettigen aliphatischen Glucosinolaten (C3 + C4) auch ein morphologisch
sichtbarer, buschiger Phanotyp. Dieser beruht jedoch auf pleiotropen Effekten dieser
Mutation, da auch die Gehalte an IAA und Cytokinin erhdht sind, was auf die
Existenz eines komplexen Netzwerks mit VerknUpfungspunkten zwischen
Glucosinolat- und Auxinbiosynthese im Cytosol hindeutet (Reintanz et al., 2001,
Grubb & Abel, 2006). Alle Mutationen, die den ersten Teil der Biosynthese der
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aliphatischen Glucosinolate im Plastiden betreffen, fihren dagegen nur zu

Veranderungen, die aullerlich nicht sichtbar sind.

Alle AtBAT-Proteine sind in Plastiden lokalisiert.

Eine Voraussetzung fir die Funktion von AtBAT5 im Biosyntheseweg von
aliphatischen Glucosinolaten ist mit seiner eindeutig nachgewiesenen plastidaren
Lokalisation erflllt. Auch alle anderen AtBAT-homologen Transportproteine konnten
als in diesem Kompartiment lokalisiert identifiziert werden. Somit stimmt in diesen
Fallen die intrazellulare Lokalisationen mit der vorhergesagten uUberein. Vor dem
Hintergrund, dass die einzelnen Vorhersageprogramme hohe Raten an falsch-positiv
(~20%) und falsch-negativ (~50%) vorhergesagten plastidaren Lokalisationen
aufweisen (Millar et al., 2006), sollten die Vorteile einer vergleichenden Vorhersage,
wie in ARAMEMNON fuar 8 Programme umgesetzt (Schwacke et al., 2003), genutzt
werden.

Auch MAM1 und MAM3 werden als plastidar lokalisiert angegeben, wahrend BCAT4
als eindeutig cytosolisches Protein dargestellt wird. Auch diese Vorhersagen liel3en
sich experimentell belegen (Textor et al., 2004; Textor et al., 2007; Schuster et al.,
2006). Aus der Verteilung der Enzymaktivitdten auf das cytosolische und das
plastidare Kompartiment und der sequenziellen Reihenfolge der von ihnen
katalysierten Reaktionen ergibt sich die Notwendigkeit einiger Transportprozesse in
und aus dem Chloroplasten (siehe auch Abb. 4B, 55). Als Konsequenz dieser
Notwendigkeit stellen sich an dieser Stelle eine Reihe von Fragen: ist AtBATS fur den
Import von KMTB verantwortlich? Sind auch andere, kettenverlangerte Ketosauren
Substrate von AtBATS5, eventuell sogar im Gegentausch mit KMTB? Oder existiert in
den Chloroplasten eine zusatzliche Transaminase-Aktivitat, so dass auch
kettenverlangerte Methioninderivate zu den Substraten bzw. Antiportsubstraten
zahlen? Wie flgen sich die anderen vier BAT-Proteine in dieses Bild ein? Erste
Versuche zur Klarung insbesondere der ersten Fragestellung lassen keinen

eindeutigen Schluss zu.

138



Diskussion

Ketomethylthiobutyrat (KMTB) ist ein potentielles Substrat von AtBATS.

Aufgrund einer hohen Adsorption von KMTB an artifizielle Phosphatidylcholin-
Liposomen kann die Verwendung von KMTB als Substrat weder bestatigt noch
ausgeschlossen werden. Es wurden zwar in keinem Fall Transportraten gemessen,
die Uber dem starken Hintergrundlevel lagen, doch konnten eventuell vorhandene
Raten durch sekundare Einflisse wie die beobachtete starke Bindung/Diffusion von
KMTB an die Liposomenmatrix Uberdeckt werden. Generell kann der Transport von
Ketosauren jedoch mit Hilfe des Liposomensystems gemessen werden (Hutson et
al., 1990). Wie schon beschrieben, kann die Art der Lipidumgebung von
entscheidender Bedeutung fur die Transportaktivitat sein. Beispielsweise wiesen
punktmutierte Varianten des Glycinbetaincarriers BetP aus C. glutamicum nach
Rekonstitution in Liposomen, die E. coli-Lipide beinhalteten, keine Transportaktivitat
auf, wahrend diese nach Rekonstitution in Liposomen, die der Membranumgebung
aus C. glutamicum eher ahnelten, aktiv waren (Schiller et al., 2006). Detaillierte
Untersuchungen an der Laktose-Permease LacY lassen eine bedeutende Rolle der
Phospholipid-Kopfgruppen der Lipide bei der Interaktion mit dem rekonstituierten
Transportprotein erkennen (Merino et al., 2005). Die innere Chloroplastenmembran
als sehr wahrscheinlicher Ort der Lokalisation der AtBAT-Proteine ist zu grof3en
Teilen aus den Galactolipiden MGDG und DGDG aufgebaut und enthalt als
Hauptphospholipid Phosphatidylglycerin und nur wenig Phosphatidylcholin (Block et
al., 1983). Eventuell ist eine stabilisierend wirkende Kopfgruppe in den artifiziellen
Liposomen unterreprasentiert, was letztendlich zu der fehlenden Transportaktivitat
des rekonstituierten Proteins fuhren konnte. Andererseits konnten bereits eine ganze
Reihe von plastidaren Transportaktivitaten der inneren Envelopmembran erfolgreich
unter Verwendung von Phosphatidylcholin-Liposomen identifiziert und charakterisiert
werden (Weber, Schwacke & Fligge, 2005).

Als weitere Ursache fur den nicht messbaren Transport von KMTB kann ein
fenlendes Symport- oder Antiportsubstrat gelten. In Saugern erfolgt die
Energetisierung der Aktivitdtt der homologen Transporter mittels Na*-Symport
(Hagenbuch & Dawson, 2004). In Pflanzen wird die Funktion von Na*- lonen oftmals
von H*-lonen Gbernommen. Kénnten Protonen also im Symport mit KMTB vom
Cytosol in das Stroma verlagert werden und somit den Transport energetisieren? Da

zwischen Cytosol und Stroma so gut wie keine pH-Differenz besteht, erscheint diese
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Annahme fragwurdig. Als wahrscheinlicher kann die Existenz eines Antiportsubstrats
angenommen werden. Es ergibt sich hier jedoch die Schwierigkeit, dass ein Grolteil
der in Frage kommenden Ketosauren und Methioninderivate im Handel nicht
erhaltlich ist und Uber eine Eigen- oder Auftragssynthese hergestellt werden musste.
Zuvor ware es jedoch sinnvoll, an isolierten Chloroplastenhillmembranen zu testen,
ob diese grundsatzlich eine Transportaktivitat fir KMTB besitzen. Ist dies der Fall,
dann sollten zum einen eine Eingrenzung der moglichen Cosubstrate und zum
anderen parallel weitere Untersuchungen zum Nachweis der KMTB-
Transportfunktion erfolgen. Eine Eingrenzung des Cosubstratpools kann mit Hilfe der
oben genannten Doppelmutanten-Analyse vorgenommen werden.

Zur weiteren Analyse der Transportfunktion von AtBAT5 konnten auch
Bakterienstamme verwendet werden, die fur bestimmte Substrate auxotroph sind
oder diese als C- bzw. N-Quelle verwenden konnen. Dazu waren jedoch einige
Vorversuche notwendig. So bleibt zu testen, ob bspw. E. coli oder C. glutamicum in
der Lage ist, KMTB aufzunehmen und zu verstoffwechseln. Sollte dies zutreffen,
konnte auf der Basis vorhandener Mutantenbibliotheken ein Screening durchgefuhrt
werden. Ferner kdnnten mit diesem System alle weiteren AtBAT-Proteine auf ihre
Transportaktivitat fir Ketosauren getestet werden. Es steht zu vermuten, dass
AtBAT4, welches eine etwa 80%ige Homologie zu AtBATS5 aufweist, dessen
Expression aber nicht durch Regulatoren der Glucosinolatbiosynthese induziert wird,
einen konstitutiv aktiven Transporter fur das gleiche Substrat(spektrum) darstellt.
Dass jedoch alle BAT-homologen Transporter in A. thaliana in den Biosyntheseweg
fur aliphatische Glucosinolate eingebunden sind, erscheint eher unwahrscheinlich.
Da das Vorkommen von Glucosinolaten hauptsachlich auf die Familie der
Brassicaceen begrenzt ist, BAT-kodierende Gene aber in fast allen Pflanzenfamilien
zu finden sind, kommen auch andere, in oder aus Chloroplasten zu transportierende
Verbindungen als Substrate in Frage. Vor diesem Hintergrund kann die vermutete
Funktion von AtBAT4 und -5 als spezielle Weiterentwicklung der eigentlichen
Funktion der pflanzlichen BAT-Transporter innerhalb der Familie der Brassicaceae

gelten.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, bisher unbekannte Funktionen von
Transportern aus A. thaliana zu identifizieren und deren Beteiligung an komplexen
Stoffwechselwegen zu klaren. Im ersten Teil erfolgte die Charakterisierung der
Transporter AtKT1 (At4g39390), AtKT2 (At1g21070) und AtKT3 (At5g42420), die
sowohl Ahnlichkeiten zu plastiddren Phosphattranslokatoren als auch zu im
Endomembransystem lokalisierten Nukleotidzuckertransportern aufweisen und
aufgrund von konservierten Aminosauremotiven als Mitglieder der KT-Familie
definiert wurden. Um den maoglichen Transport von Nukleotidzuckern durch diese
Proteine zu charakterisieren, wurde eine neue Methode zur Aktivitatsmessung nach
Rekonstitution in artifizielle Liposomen etabliert. Wahrend fur AtKT2 und AtKT3 keine
Transportaktivitaten nachgewiesen wurden, konnte AtKT1 als monospezifischer
UDP-Galactose-Transporter identifiziert werden. Der Transport von UDP-Galactose
erfolgt im strikten Austausch mit UMP. Als kinetische Parameter wurden der Ky-Wert
fur UMP mit 4,2+1,2 yM und die Ki-Werte fur UDP-Galactose mit 5,1£1,7 yM sowie
fur UDP-Glucose mit 12,240,4 pM ermittelt. Durch RT-PCR und in planta
Promotor::GUS-Fusionen  konnte in Ubereinstimmung  mit  Microarray-
Expressionsdaten eine besonders starke Expression der AtKT2 und AtKT3
kodierenden Gene im Pollen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurde fur
das AtKT1 kodierende Gen eine ubiquitédre Expression gezeigt, die in der Wurzel
besonders stark ausgepragt war. Fur alle Proteine konnte Ubereinstimmend die
intrazellulare Lokalisation im trans-Golgi-Netzwerk belegt werden. Die Analyse von
Knock out-Linien, in denen der Ausfall der einzelnen A{KT-Gene nachgewiesen
wurde, lield bisher keine Unterschiede im Vergleich zu Wildtyppflanzen erkennen. Auf
der Grundlage der erhaltenen Ergebnisse wird fur den durch At4g39390 kodierten
UDP-Galactose-Transporter die Bezeichnung AtNST-KT1 vorgeschlagen. Seine
physiologische Funktion besteht wahrscheinlich in der Bereitstellung von
Nukleotidzuckern fur die Synthese von Zellwandbestandteilen und anderen

Glycokonjugaten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit erfolgte die funktionelle Charakterisierung von funf
Transportproteinen aus A. thaliana, die Ahnlichkeiten zu Gallensduretransportern
aufweisen und infolgedessen als AtBAT1-5 bezeichnet wurden. Anhand von

Expressionsstudien, die RT-PCR-Experimente sowie Ergebnisse von in planta
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Promotor::GUS-Fusionen umfassten, konnte in Ubereinstimmung mit bekannten
Microarray-Daten eine Expression jedes BAT-Gens in jedem Organ nachgewiesen
werden. Fur das AtBAT5-Gen konnte weiterhin ein Expressionsmuster beobachtet
werden, das mit dem von Genen Ubereinstimmt, die fir Enzyme der aliphatischen
Glucosinolatbiosynthese kodieren. Der Arbeitshypothese folgend, die eine
Beteiligung  der/(des) Carrier/(s) am  Transport von Vorstufen der
Glucosinolatsynthese in oder aus Chloroplasten vorschlug, konnte eine Lokalisation
aller AtBAT-Proteine in diesen Organellen dokumentiert werden. Des weiteren wurde
fur die in AtBATS betroffene Knock-out-Linie bat5-1 eine 50%ige Reduktion des
Gehaltes an aliphatischen Glucosinolaten gemessen. Um den putativen Transport
der Vorstufe Ketomethylthiobutyrat (KMTB) zu untersuchen, wurde die Synthese der
radioaktiv markierten Form dieser Verbindung etabliert. Alle AtBAT-Proteine wurden
heterolog in Hefe produziert und als Bestandteil von Hefe-Gesamtmembranen sowie
in gereinigter Form in artifiziellen Liposomen hinsichtlich ihrer Aktivitat analysiert.
Unter den bisher gewahlten Bedingungen konnte jedoch kein KMTB-Transport
nachgewiesen werden. Parallel zu diesen Experimenten sollte die Funktion der
pflanzlichen Transporter in einem bakteriellen Expressionssystem untersucht
werden, das die Komplementation einer Gallensauretransport-defizienten E. coli-
Mutante beinhaltete. Dabei konnte fir kein pflanzliches BAT-Protein ein
Funktionsnachweis gefuhrt werden. Allerdings wurde fur das aus C. glutamicum
stammende Protein Cgl3042 im heterologen System die Funktion als
Gallensauretransporter nahegelegt. In Kombination mit der fir die Cgl3042-Knock
out-Mutante beobachtete Sensitivitat gegeniuber Gallensalzen konnte Cgl3042 als
Exportsystem fur diese Substanzen in C. glutamicum identifiziert werden.

Uber die Funktion der pflanzlichen BAT-Proteine kénnen keine eindeutigen
Aussagen getroffen werden, allerdings deuten die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine
Transportfunktion innerhalb des Biosyntheseweges flr aliphatische Glucosinolate in

A. thaliana hin.
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8. Anhang

8.1.

Primersequenzen

Tabelle 9: Auswahl der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer einschliel3lich ihrer Sequenz in
5’-3'-Richtung und ihrem Verwendungszweck

Gen | Primerbezeichng. Primersequenz ( 5= 3’) Verwendung
At4G39390PromGUS .
AtKT1 forl CACCTCTTTAACCAAACGGAACCT Prom::GUS-Fusion
At4g39390PromGUS ,
AtKT1 rovl GATGATTCCAACGGAAGTAA Prom::GUS-Fusion
\")
CACCAAAATGTTTAAAAAAATGAGTGCT DNA::GFP-Fusion;
AtKT1 HefeAt4g39390 for ¢ u.S|on
ACT Hefeexpression
cDNA::GFP-Fusion;
AtKT1 HefeAt4g39390 rev | CACCTTTTCATCAGATTCGTTT )
Hefeexpression
Knockout-Screening-
AtKT1 105535aF CCGCTATTGCTGTCTGGAGCAC .
Primer; RT-PCR
Knockout-Screening-
AtKT1 105535aR TGTCAATGCGTATCACTTTC .
Primer; RT-PCR
At1g21070P GUS
AtKT?2 g o rom CACCGGTCAATTTCTGTTGTGACC Prom::GUS-Fusion
At1g21070P GUS
AtKT?2 g revlrom TGCTTTCTCCATTTGGATTC Prom::GUS-Fusion
cDNA::GFP-Fusion;
AtKT2 | HefeAt1g21070 for | CACCAAAATGGAGAAAGCAGAGAA us!
Hefeexpression
DNA::GFP-Fusion;
AtKT2 |  HefeAt1g21070 | TGCTTTATTATTTCCAAGCTCCA ¢ usion
Hefeexpression
Knockout-Screening-
AtKT?2 125196 laF TCTACGCTTTTTGGCTTTTCTTCG .
Primer; RT-PCR
Knockout-Screening-
AtKT2 125196 laR GCAGAGTCACTGCCAGATTACCAC Primer
|
AtKT?2 50arev lll AGAGTACATGATGGGGGAAA RT-PCR
At5g42420P GUS
AtKT3 g . Irom CACCCAAAAGATTACATGCCCAAG Prom::GUS-Fusion
At5g42420P GUS
AtKT3 g o Irom CTCTGGTCAACTGTCACCAC Prom::GUS-Fusion
DNA::GFP-Fusion;
AtKT3 Hefe42420 for | CACCAAAATGGCGGCGGAGAATGA ¢ usion
Hefeexpression
DNA::GFP-Fusion;
AtKT3 Hefe42420rev | ATCTTTTGTGCGGCCAAGT ¢ usion
Hefeexpression
Knockout-Screening-
AtKT3 134294 |aF TGGTATCAAACGCTACCGGATTCT

Primer; RT-PCR
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Gen |Primerbezeichng. Primersequenz ( 5= 3’) Verwendung
AKT3 1342941aR CTAATCTTTTGTGCGGCCAAGTTC K”OCkog:i'zjree”'”g'
AtKT3 49arev Il AGGATCCGATCTCTTGGTTT RT-PCR
lGJaD/; 76670PromGUS forl | CACCCACATTGAATTGCGGCATTA Prom::GUS-Fusion
UDP- )
GalT2 76670PromGUS revl | CGATTTCTTCTCGCTCTCC Prom::GUS-Fusion
UDP- cDNA::GFP-Fusion;
HefeAt1g76670 for | CACCAAAATGGAGAAACCGGAGAG )
GalT2 Hefeexpression
UDP- cDNA::GFP-Fusion;
HefeAt1g76670 rev | TGGTTTAGTGTCACCGAGTTC )
GalT2 Hefeexpression
gg; 582F05 laF TGGTTGTGGTTATCGGTGTTGGGA K”sgﬁoeﬁ'iiieggg'
gg; 582F05 laR GTGTTTGCCGTGTGGCGTTGACTT Kn,:gﬁoeit;i?_e:ggg_
AtBAT1 | 26900PromGUS forl | CACCTGGAGAAGATGAGGGAAGAG Prom::GUS-Fusion
AtBAT1 | 26900PromGUS revl | GGTGTTGATTCTGCATTGAC Prom::GUS-Fusion
AtBAT1 26900GFP for CACCATGGCTTCCATTTCCAGAATC cDNA::GFP-Fusion
AtBAT1 26900GFP revll GAAGTCATCCTTGTCATCTGC cDNA::GFP-Fusion
Hefexpression,
AtBAT1 Hefe26900 for TAGCCCTGTCTTTGCTCTTGA KAM3-
Komplementation
Hefexpression,
AtBAT1 Hefe26900 rev ATGCACGCCCTTGTTTCTAT KAM3-
Komplementation
AtBATY 101808Il1aF TGATCAAGCCAATTCTAGGT K”OCkog:;ri‘;iee”'ng'
Knockout-Screening-
AtBAT1 101808llaR AGAGGCGTCACTGTTATGAT Primer
AtBAT1 BAF 12 IbF CCAGAATCTTACCAACAGATGGCA RT-PCR
AtBAT1 BAF 12 1IbR CCAGGGCAGCATGAGACTAGGATA RT-PCR
AtBAT2 | 78560PromGUS for | CACCCGAAAATACCCTTCTCGTTT Prom::GUS-Fusion
AtBAT2 | 78560PromGUS rev | CTCCTTGGGCATCGATAAAG Prom::GUS-Fusion
AtBAT2 78560GFP for CACCATGGCGTCGGCGATTTCT cDNA::GFP-Fusion
AtBAT2 78560GFP revll AAGCTGTTTTGGGGCACT cDNA::GFP-Fusion
Hefexpression,
AtBAT2 Hefe78560 for AGGTTTGACTTCGTTCCTCGT KAM3-
Komplementation
Hefexpression,
AtBAT2 Hefe78560 rev TGGTCCTGAAAGATGTTGAAA KAM3-
Komplementation
Knockout-Screening-
AtBAT2 1978560-F AATTAGAGATCACCGACACATTCC

Primer
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Gen |Primerbezeichng. Primersequenz ( 5+ 37) Verwendung
AtBAT2 1978560-R GTAGGCAAATCGTTCGACGAAATG K”OCkos:i'rineen'”g'
AtBAT?2 RT 78560 for GTCGGCGATTTCTCTTTCTCT RT-PCR
AtBAT?2 RT 78560 rev GGACAGCAACCAACCAATATG RT-PCR
AtBAT3 25PromGUS for3 CACCACCTGGACCACCATTA Prom::GUS-Fusion
AtBAT3 | 25PromGUS rev3 | GGCAGTGAGAGCAACAA Prom::GUS-Fusion
AtBAT3 | 3925410 ATG for | CACCCCAGACCAATATAGAAATGA cDNA::GFP-Fusion
AtBAT3 25410GFP revl TGATTCAGCGGTGTAGCC cDNA::GFP-Fusion

Hefexpression,
AtBAT3 Hefe25410 for GAGAAACAGCGGATTGGTTC KAM3-
Komplementation
Hefexpression,
AtBAT3 Hefe25410 revll CCATCCCCTCTAAACCTTATCTTT KAM3-
Komplementation
AtBAT3 3925410-F AATTCAGCTTTCAGTTGACGATTT K”OCkos:i'ri‘;rreen'”g'
Knockout-Screening-
AtBAT3 3925410-R CAAATGCTACGGCATGGAATGTAA Primer
AtBAT3 BAB IbF GAAATGACTTTAATCGCTTCTCTG RT-PCR
AtBAT3 BAB llaR GATCCAATTAGAAGACCACTAAGC RT-PCR
AtBAT4 | 22840PromGUS for | CACCTCTCCTTGATTTGTGTCTTTG Prom::GUS-Fusion
AtBAT4 | 22840PromGUS rev | GTCGATGCGAAGTGGAGA AC Prom::GUS-Fusion
AtBAT4 22840GFP for CACCATGAGCGTGATCACAACTCCA cDNA::GFP-Fusion
AtBAT4 22840GFP revl TGTGTTACTCTTTTCCTTAGACCA cDNA::GFP-Fusion
Hefexpression,
AtBAT4 Hefe22840 for CGAGGAATTTGTGGCGTAGAT KAM3-
Komplementation
Hefexpression,
AtBAT4 Hefe22840 revil | TCAAAATGTGGAGTGAAACAAAATCA KAM3-
Komplementation
AtBAT4 044369 laF TCCTCCTCGGTTATGTTGGACAAT Knockout-Screening-
Primer, RT-PCR
AtBAT4 044369 1aR CACCGTCTGCAAAACAAAACAAAA K”OCkos:i'ri‘;rreen'”g'
AtBAT4 RT 22840 rev GTATCCAGCGAGGAAAGCTGA RT-PCR
AtBAT5 | 12030PromGUS for | CACCCGCGGATGTATATCATTTTG Prom::GUS-Fusion
AtBAT5 | 12030PromGUS rev | AAGTAGTCCTGCGGCAATAG Prom::GUS-Fusion
AtBAT5 12030GFP for CACCATGGGTGTGATATCTCCGACT cDNA::GFP-Fusion
AtBAT5 12030GFP revll CGAGACGCCCATTAGAGACA cDNA::GFP-Fusion
ABATS 12030 ~TPNot for TAGCGGCCGCGATGCGCAACTCATTCT | Hefexpression (pEX)
CTT
AtBAT5 12030Not rev TAGCGGCCGCCTCCTTTCTGTTTTTC | Hefexpression (pEX)
AtBAT5 126525 IaF AAACCGTAAAGAGGAAAAGAT Knockout-Screening-

Primer, RT-PCR
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Gen |Primerbezeichng. Primersequenz ( 5= 3’) Verwendung
Knockout-Screening-
AtBATS 126525 1aR AAAAGCCGCAATTTTGTTGAT Primer
i
AtBATS RT 12030 for1 GGGTGTGATATCTCCGACTGA RT-PCR
AtBATS RT 12030 rev1 TCATGAACCCTAAGCCAGGT RT-PCR
Hefeexpression
AtBATS Hefe 12030 for CGCAACTCATTCTCTTCTCTAGG (pYesNT); KAM3-
Komplementation
Hefeexpression
AtBATS Hefe 12030 rev Il AGCCGACCATAAACAACAGCAAAT (pYesNT); KAM3-
Komplementation
KAM3-
acrB acrB for AAACAGGAGCCGTTAAGACA ,
Komplementation
KAM3-
acrB acrB rev TACGCGGCCTTAGTGATT ,
Komplementation
. KAM3-
sll1428 Syn_1428 5 GCTCCCATGGAGTCCAATTT ,
Komplementation
. KAM3-
sll1428 Syn_1428 3 TGACCATGGGTTTGTTACGG ,
Komplementation
. . KAM3-
Cgl1258 Cg_bile1_5 CAGTTAGGGAGCACATGAGT ,
Komplementation
) . KAM3-
Cgl1258 Cg_bile1_3 AGGAGCGAAGCCTTTTAGGA ,
Komplementation
. . KAM3-
Cgl2327 Cg_bile2_5 CGGGCAGCAAATAAGTTAGC ,
Komplementation
. . KAM3-
Cgl2327 Cg_bile2_3 CACTAGCACGACCATTTCAG ,
Komplementation
) . KAM3-
Cgl3042 Cg_bile3 5 ATGCTTGAACGCCTCAAACG ,
Komplementation
. . KAM3-
Cgl3042 Cg_bile3 3 TGGCTAGCTACTGAGGACTT ,
Komplementation
i Herstellung
Cgl3042 Cgbile3_mut_for CACCACGCCTAGATCCGCTCAT
Knockout-Mutante
. Herstellung
Cgl3042 Cgbile3_mut_rev ACCCAACGCCTACATACCT
Knockout-Mutante
Herstellung
Cgl3042 Cgl3042iex_for GCGGATCCATGCTTGAACGCCTCAAA Uberexpressions-
Mutante
GCGGTACCGCTGACGGCGTTGGCTTT Herstellung
Cgl3042 Cgl3042iex_rev Uberexpressions-
CTGTTC
Mutante
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8.2. Klonierungen

Tabelle 10: Auflistung der Klonierungsschritte

Fragment Quelle Zielvektor 1 | Klonierungsstrategie | Zielvektor 2
AtKT1Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtKT2Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtKT3Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtUDP-
genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
GalT2Prom
pGWBS5;
AtKT1cDNA cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System
pYes-Dest 52
pGWBS5;
AtKT2cDNA cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System
pYes-Dest 52
pGWBS5;
AtKT3cDNA cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System
pYes-Dest 52
AtUDP- pGWBS5;
cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System
GalT2cDNA pYes-Dest 52
AtBAT1Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtBAT2Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtBAT3Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtBAT4Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtBAT5Prom | genomische DNA | pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB3
AtBAT1cDNA
GEP cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB5
AtBAT2cDNA
GEP cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB5
AtBAT3cDNA
GEP cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB5
AtBAT4cDNA
GEP cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB5S
AtBAT5cDNA
GEP cDNA pENTRY D-TOPO Gateway-System pGWB5S
AtBAT1cDNA
cDNA pGEMTeasy EcoRl pYes-NT-A
Hefe
AtBAT2cDNA
cDNA pGEMTeasy EcoRI pYes-NT-B
Hefe
AtBAT3cDNA
cDNA pGEMTeasy Notl pYes-NT-A
Hefe
AtBAT4cDNA
cDNA pGEMTeasy EcoRl pYes-NT-C
Hefe
AtBAT5cDNA
cDNA pGEMTeasy Notl pYes-NT-B
Hefe 1
AIBATSCDNA cDNA GEMTeas Notl EX-Ta
Hefe 2 P y pEZ-1ag
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Fragment Quelle Zielvektor 1 | Klonierungsstrategie | Zielvektor 2
AtBAT1cDNA
cDNA pBSC
KAM3
AtBAT2cDNA
cDNA pGEMT
KAM3
AtBAT3cDNA
cDNA pGEMT
KAM3
AtBAT4cDNA
cDNA pGEMT
KAM3
AtBAT5cDNA
cDNA pGEMT
KAM3
chromosomale
sll1428
DNA pGEMT
KAM3 .
Synechocystis sp.
chromosomale
acrB KAM3 DNA pGEMT
E. coli
Cal1258 chromosomale
g DNA PGEMT
KAM3 )
C. glutamicum
chromosomale
Cgl2327
DNA pGEMT
KAM3 ,
C. glutamicum
chromosomale
Cgl3042
DNA pGEMT
KAM3 .
C. glutamicum
chromosomale
ACgl3042 DNA pENTRY D-TOPO
C. glutamicum
chromosomale
Cgl30420x DNA pGEMTeasy BamHI/Kpnl pEKEX-Strep

C. glutamicum
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Gel

8.3. DNA- und Protein-Marker

Invitrogen 1 Kb DNA Ladder
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Kurzzusammenfassung

Viele Stoffwechselwege in Pflanzen beinhalten Reaktionen in unterschiedlichen
Zellkompartimenten. Wahrend die Enzyme haufig gut charakterisiert sind, ist die
Mehrzahl der beteiligten Transporter unbekannt. Zur Analyse der Funktion von drei
Membranproteinen, die Ahnlichkeiten zu plastidaren Phosphat-Translokatoren und
Nukleotidzucker-Transportern des Golgi-Apparates in A. thaliana aufweisen, wurde
eine neue Methode zur Bestimmung von Transportaktivitdten etabliert. Dadurch
gelang die Identifikation und biochemische Charakterisierung eines
monospezifischen UDP-Galaktose-Transporters, der als AtNST-KT1 bezeichnet
wurde. Wie auch die weiterhin untersuchten Proteine AtKT2 und AtKT3 ist dieser
Nukleotidzucker-Transporter im Golgi-Apparat lokalisiert. Das kodierende Gen wird
vornehmlich in den Geweben der Wurzel exprimiert, wahrend flir AtKT2 und -3 eine
starke Expression im Pollen gezeigt wurde. Der Ausfall keines der entsprechenden
Gene fuhrte zu einem morphologisch auffalligen Phanotyp.

Weiterhin wurde die Funktion der putativen Gallensauretransporter AtBAT1-5
untersucht. Fir AtBAT5 konnten auffalige Ubereinstimmungen mit dem
Expressionsmuster von Genen, die fir Enzyme der Biosynthese aliphatischer
Glucosinolate kodieren, festgestellt werden. Aufgrund der nachgewiesenen
plastidaren Lokalisation aller AtBAT-Proteine und des um 50% reduzierten Gehalts
an aliphatischen Glucosinolaten in der AtBAT5-Knock out-Linie, wurde insbesondere
fur AtBATS eine Transportfunktion fur Intermediate dieses Biosyntheseweges lber
die Chloroplastenhillmembran vorgeschlagen. Die Synthese aller AtBAT-Proteine in
Hefe und deren Rekonstitution in Liposomen fihrten bei Einsatz des eigens
synthetisierten Substrates Ketomethylthiobutyrat bisher nicht zum Erfolg. Durch
funktionelle Komplementationsstudien im bakteriellen System konnte ebenfalls kein
Funktionsnachweis erbracht werden, jedoch gelang die Identifikation eines

Gallensaureexporters aus dem Bodenbakterium C. glutamicum.



Abstract:

Many metabolic pathways in plant cells include conversions in different cellular
compartments. Whereas the involved enzymes are frequently known, participating
transporters are mostly unknown. In order to characterize the function of three
membrane proteins of A. thaliana that share structural similarities to plastidic
phosphate translocators and nucleotide sugar transporters of the endomembrane
system, a new method to measure transport activities was established. By its
application a novel monospecific UDP-galactose transporter was identified,
biochemically characterized and named AtNST-KT1. As the as well analyzed
members AtKT2, AtKT3 and UDP-GalT2, this nucleotide sugar transporter is located
within the Golgi membrane system. The coding gene was found to be mainly
expressed in root tissues whereas AfKT2 and -3 expression was remarkably high in
pollen. The disruption of none of the KT-genes resulted in a morphologically visible
phenotype.

A second aim of this work was to elucidate the function of the putative bile acid
transporters AtBAT1-5 in A. thaliana. Interestingly, the expression pattern of AtBATS
showed clear similarities to those of genes encoding enzymes of the aliphatic
glucosinolate biosynthesis pathway. Since the subcellular localization of all five
AtBAT-proteins was shown to be plastidic and because of the drastic reduction of
aliphatic glucosinolates in the AtBAT5 knock out mutant, a transport function of
AtBATS5 for intermediates of the aliphatic glucosinolate synthesis across the envelope
membranes of chloroplasts was postulated. However, in first transport experiments
using heterologously expressed AtBAT-proteins reconstituted in liposomes that were
preloaded with self-synthesized ketomethylthiobutyrate (KMTB), no significant
transport activity could be measured. By complementation studies using a bacterial
system no conclusions could be drawn regarding a bile acid transport activity of plant
proteins, but a homologue of the soil bacterium C. glutamicum could be identified as

a functional bile acid exporter.
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