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1 EINLEITUNG

2.1 DIE PFLANZLICHE ZELLWAND

Pflanzenzellen sind von einer komplexen, mechanisch robusten Wand umgeben.
Diese gibt den Zellen als Exoskelett ihre Form und ermdéglicht den Aufbau eines
hohen Tugordrucks. Daneben spielt die Zellwand bei der Zell-Zell-Adhision, der
Zell-Zell-Signalibermittlung, der Pathogenabwehr und bei vielen weiteren
Wachstums- und Differenzierungsprozessen eine wichtige Rolle (Cosgrove, 1997;
Somerville ez al., 2004).

Die pflanzliche Zellwand setzt sich typischerweise aus Mittellamelle, Primir-
und in vielen Fillen auch Sekundirzellwand zusammen. Die Mittellamelle
verbindet als Kittsubstanz die Primidrzellwinde zweier benachbarter
Pflanzenzellen miteinander. Sie unterscheidet sich in ihrer Zusammensetzung
deutlich von der restlichen Zellwand, z. B durch ihren héheren Pektinanteil (Taiz
& Zeiger, 1998). Die Primirzellwand entsteht wihrend der Zellteilung entlang der
sich zur Mittellamelle entwickelnden Zellplatte (Somerville ez 4/, 2004) und
besteht zu etwa 90% aus Polysacchariden und zu etwa 10% aus Proteinen (Carpita
& Gibeaut, 1993). In Arabidopsis thaliana setzt sich die Primarzellwand aus 14%
Cellulose, 24% Hemicellulose, 42% Pektin und 14% Proteinen zusammen
(Zablackis et al, 1995). Dabei sind die genauen Anteile der verschiedenen
Komponenten sowohl abhingig vom Zelltyp als auch vom Wachstums- und
Entwicklungsstadium der Zelle (Richmond & Somerville, 2001; Willats e# a/., 2001,
Freshour ef al., 2003).

Wie die einzelnen Bestandteile in der Primarzellwand angeordnet sind, ist
bisher nicht eindeutig geklirt. Derzeit werden verschiedene Modelle diskutiert,
wobei das so genannte zethered-Netzwerk von Fry (1989a) und Hayashi (1989) das
favorisierte darstellt. Dieses Modell geht davon aus, dass Cellulosefibrillen durch
lange Xyloglucanketten miteinander verbunden sind. Die Xyloglucanketten
konnten dabei entweder zur Quervernetzung oder zur Verhinderung von
Interaktionen benachbarter Cellulosefibrillen dienen (Abb.1.1). Pektine und

Strukturproteine bilden in diesem Modell ein dhnlich komplexes, aber davon
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unabhingiges Netzwerk, dass die Cellulosefibrillen und Xyloglucanketten zwar

umschlingt, mit diesen aber nicht kovalent verbunden ist.

Aufsicht Seitenansicht

—_ — amel
- == = lamelle membran

Cellulose Mikrofibrille
e——— Xyloglucankette

Aufsic{j

Abbildung 1.1:

Modell der Zellwandstruktur nach Fry (1989a) und Hayashi (1989)

(Abbildung verindert nach Cosgrove, 2001)

Die Cellulosefibrillen werden durch lange Xyloglucanketten miteinander verbunden. Pektine und
Strukturproteine bilden ein dhnlich komplexes, aber davon unabhingiges Netzwerk, dass die
Cellulosefibrillen und Xyloglucanketten umschlingt, mit diesen aber nicht kovalent verbunden ist.
Aus Griinden der Ubersicht wurde auf die Darstellung der Pektine und der Struktuproteine in den

Riumen zwischen den Xyloglucanketten verzichtet.

In einem dlteren Modell von Keegstra ef /. (1973) wird dagegen postuliert, dass
die Matrixpolysaccharide, bestehend aus kovalent miteinander verbundenen
Xyloglucanen, Pektinen und Strukturproteinen, iiber Wasserstoffbriicken an die
Cellulosefibrillen binden, wodurch ein gigantisches, makromolekulares Netzwerk
gebildet wird. Kovalente Bindungen zwischen Pektinen und Xyloglucanen
konnten bisher jedoch nicht nachgewiesen werden (Cosgrove, 2001). Ein weiteres
Modell, das so genannte multicoat-Modell, stellten Talbott und Ray (1992) vor.
Demnach sollen die Cellulosefibrillen von einer Reihe locker gebundener
Polysaccharidschichten aus Pektinen und Hemicellulosen umgeben sein. Die
Bindung zwischen den Cellulosemikrofibrillen soll in diesem Modell indirekt, tiber
nicht kovalente Assoziationen zwischen den einzelnen Polysaccharidschichten
zustande kommen. Ein viertes Modell (szratified-Modell), vogestellt von Ha et al.
(1997), geht von einer regelmifBigen Schichtung aus, bei der Pektinschichten als
Abstandhalter zwischen Cellulose-/Hemicellulose-Lamellen dienen. Keines der

vorgestellten Modelle gilt als gesichert, gibt es doch fir jedes Beweise und



EINLEITUNG 13

Gegenbeweise (Cosgrove, 2001). Neueste Untersuchungen an Zellwandmutanten
von Arabidopsis thaliana, in denen kein Xyloglucan nachweisbar war, lassen vor
allem am zethered-Modell Zweifel aufkommen: Die Mutanten zeigten zwar einen
gegentiber dem Wildtyp verdnderten Phinotyp beziiglich ihrer Biegefestigkeit,
dieser war jedoch wesentlich geringer ausgepragt als man es anhand des Modells
erwartet hitte (Cavalier et al, 2008).

Nach Abschluss des Zellwachstums wird der Primirzellwand oft noch eine
zweite Schicht, die Sekundarzellwand, aufgelagert. Diese ist in ihrer Struktur und
Zusammensetzung je nach Zelltyp hochspezialisiert und deutlich dicker als die
Primirzellwand. Sie besitzt gegentiber dieser einen wesentlich hoheren Anteil an
Cellulose, und es werden andere Hemicellulosen verwendet als in der
Primirzellwand. In einigen sekundiren Zellwinden wird aulerdem Pektin durch

Lignin ersetzt (Taiz & Zeiger, 1998).

2.2 DIE BESTANDTEILE DER PFLANZLICHEN

PRIMARZELLWAND

Wie oben beschrieben setzt sich die primire Zellwand aus Cellulose,
Hemicellulose, Pektinen und Proteinen zusammen. Aufbau und Funktion der

einzelnen Zellwandbestandteile soll im Folgenden niher erklirt werden.

Cellulose

Cellulosefibrillen sind lange, unverzweigte Polysaccharide, die aus bis zu 14 000
tber 1,4-f-glycosidische Bindungen miteinander verkntpften f-D-Glucose-
Molekiilen bestehen. 30-36 dieser f-1,4-D-Glucose-Ketten bilden eine so
genannte  Mikrofibrille.  Dabei  halten die einzelnen Ketten durch
Wasserstoffbrickenbindungen zusammen (Somerville e al, 2004). Die
Mikrofibrillen haben eine sehr hohe Zugfestigkeit, sind nicht wasserloslich,
chemisch sehr stabil und relativ widerstandfihig gegeniiber enzymatischen
Angriffen (Cosgrove, 1997). Die Synthese der Cellulose erfolgt durch Cellulose-
Synthasen (CESA), welche so genannte Rosetten-Komplexe in der

Plasmamembran bilden (Kimura ez al., 1999).
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Hemicellulose

Hemicellulose ist der Uberbegriff fiir eine heterogene Gruppe nicht kristalliner
Glycane, die fest in der Zellwand gebunden sind. Im Gegensatz zur Cellulose
bilden Hemicellulosen verzweigte Ketten mit einem Ruckgrat aus neutralen
Zuckern (Cosgrove, 1997; Somerville ez al., 2004).

Die in Dikotylen am hiufigsten vorkommende und am besten analysierte
Hemicellulose ist das Xyloglucan (Cosgrove, 1997). In Arabidopsis thaliana macht
der Xyloglucananteil 20% der Primirzellwand aus (Zablackis e al, 1995).
Xyloglucan besteht aus einem Rickrat von 1,4-glycosidisch verbundenen
Glucosemolekiilen mit kurzen Seitenketten, die Xylose, Galactose und terminal
oft Fucose enthalten (McNeil ¢ al, 1984; Fry, 1989b). Die molekulare
Zusammensetzung und die Verteilung der Seitenketten sind abhingig vom

Gewebetyp innerhalb einer Pflanze und von der Pflanzenart (Pauly ez @/, 1999).

o-Fucp a-Fucp
1 1
4 s
B-Galp +Ac B-Galp tAc B-Galp tAc
1 1 1
2 2! 2
a-Xylp a-Xylp a-Xylp a-Xylp a-Xylp a-Xylp
1

. .

—>4B-GIcp1—>4[3-GIcp1—>4B-GIcp1—>4B-GIcp1— | B-Glcp1—>4ﬁ-GIcp1—>45-GIcp1—>4ﬁ-Glcp1——>

X X F G X L F G

Ps 2> rs >

Xyloglucanfragment XEG- Xyloglucanfragment XEG-
Schnittstelle Schnittstelle

Abbildung 1.2:

Generelle Xyloglucanstruktur in Zellwinden dikotyler Pflanzen

(Abbildung verindert nach Pauly et al., 2001)

Der Einbuchstabencode nach Fry ez al (1993), bei dem jeder Seitenkettentyp einen bestimmten
Buchstaben zugeordnet bekommt, ist fur jeden B-D-Glucosylrest untethalb der Struktur
angegeben. Der Buchstabe G reprisentert beispielsweise einen unverzweigten B-D-Glucosylrest,
det Buchstabe X dagegen einen B-D-Glucosylrest mit einem o-D-Xylosylsubstituenten usw.. Die
Zahlen zeigen an, zwischen welchen C-Atomen innerhalb der Molekiile sich die glycosidischen
Bindungen ausgebildet haben. Die Xyloglucane kénnen durch Xyloglucanendoglucanasen (XEG)
hydrolisiert werden. Diese schneiden das Xyloglucangeriist nach nicht substituierten
Glucosetesten (gepunktete Linie). Es entstehen Xyloglucanfragmente definierter Linge. B-Glcp =
Glycopyranosyl, a-Xylp = Xylopyranosyl, f-Galp = Galactopyranosyl, a-Fucp = Fucopyranosyl,
Ac = Acetylrest
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Der Aufbau des Xyloglucans ldsst sich durch den Verdau mit
Xyloglucanendoglucanase ~ (XEG)  untersuchen. Diese  schneidet  das
Xyloglucangertst nach nicht substituierten Glucoseresten, und man erhilt ein
gewebe- und arttypisches, konserviertes Muster von Xyloglucanfragmenten
unterschiedlicher Linge (Lerouxel e# a/., 2002). Zur vereinfachten Darstellung der
Fragmente wurde ein Einbuchstabencode eingefithrt (Fry ef al, 1993; Abb.1.2).
Dieser beruht darauf, dass jedem Seitenkettentyp ein bestimmter Buchstabe
zugeordnet wird. Dabei ist der Buchstabe korreliert mit dem Anfangsbuchstaben

des terminal stehenden Zuckerrests. Der Buchstabe G steht beispielsweise fir
einen unverzweigten B-D-Glucosylrest, der Buchstabe X dagegen fiir einen B-D-

Glucosylrest mit einem a-D-Xylosylsubstituenten usw.. Anzahl und Abfolge der
Buchstaben geben die Linge wie auch die Zusammensetzung des

Xyloglucanfragmentes an.

Pektin

Auch die Pektine sind eine heterogene Gruppe von Polysacchariden, die durch
thre Hauptbestandteile, die Uronsduren (z.B. Glucuron- und Galacturonsiure)
charakterisiert sind (Cosgrove, 1997). Viele Carbonsiurereste der Pektine sind
auBerdem mit Methyl-, Acetyl- und anderen nicht identifizierten Gruppen
verestert.  Diese  Modifikation  beeinflussen die  Konformation und
Bindungsfahigkeit der Pektine in der Zellwand (Kim & Carpita, 1992; McCann e#
al., 1994). Ein Teil der freien Carboxylgruppen wird durch Kalzium- und
Magnesium-Ionen komplexiert. Ohne diese Ionen ist Pektin wasserloslich. Im
nativen Zustand mit Ionen bildet sich jedoch ein plastisch verformbares, sehr
quellungsfihiges Gel (Heldt, 1999).

Das einfachste Pektin ist Homogalacturonan (HG), ein unverzweigtes
Polymer aus 1,4-glycosidisch verbundenen D-Galacturonsiure-Molekiilen.
Komplexere, verzweigte Pektine sind Rhamnogalacturonan I und II (RGI und II)
(Somerville ez al., 2004). In den Zellwinden von Arabidopsis thaliana enthilt die
Pektinmatrix 11% Rhamnogalacturonan I, 8% Rhamnogalacturonan II und 23%

Homogalacturonan (Zablackis e a/, 1995).
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Strukturproteine

Zusitzlich zu den Polysacchariden enthalten pflanzliche Zellwinde verschiedene
Strukturproteine (Showalter, 1993). Typische Strukturproteine zeigen hoch
repetitive Primirstrukturen und sind stark glycosyliert. Die Proteine sind zunachst
wasserloslich, werden jedoch im Laufe der Zellreifung oder bei Verwundung
nahezu unloslich (Cosgrove, 1997). Der genaue biochemische Mechanismus, der
zu der Unloslichkeit fithrt, ist bis heute nicht aufgeklirt. Unter anderem werden
intermolekulare Diphenyletherbindungen zwischen den Tyrosinresten der
Proteine vermutet (Fry, 1986, Wallace & Fry, 1994; Brady ez a/, 1996). Je nach
Zelltyp, Reifestadium der Zelle und Stimulation lassen sich verschiedene
Strukturproteine in unterschiedlichen Mengen in der Zellwand nachweisen. So
konnte gezeigt werden, dass sich die Expression vieler Strukturproteinen bei
Pathogenangriffen, Verwundung oder Behandlung mit Elicitoren erhoht
(Showalter, 1993).

2.3 DIE PRIMARZELLWAND - DIE SYNTHESE DER ZUCKER

Die meisten fiir die Synthese der Primirzellwand benétigten Monosacchaccharide
stammen von der aktivierten Form der D-Glucose, der UDP-D-Glucose, ab. Eine
Ausnahme bilden die L-Fucose und die L-Galactose, die aus GDP-Mannose
synthetisiert werden (Seifert, 2004). UDP-D-Galactose und UDP-L-Rhamnose
werden direkt aus UDP-D-Glucose gebildet. Die meisten anderen fur die
Zellwand benotigten UDP-Zucker werden jedoch tber UDP-D-Glucuronsiure
hergestellt. So kann UDP-GIcA beispielsweise durch Epimerisierung in UDP-D-
Galacturonsiure ~ umgewandelt ~ werden.  Weiterhin ~ kénnen  durch
Decarboxylierung UDP-D-Xylose, welche wiederum 2zu UDP-L-Arabinose
epimerisiert werden kann, und UDP-D-Apiose gebildet werden (Reiter & Vanzin,
2001; Seifert, 2004). Die Synthese der UDP-Zucker findet tberwiegend im
Cytoplasma statt. Von dort aus erfolgt die Weiterverarbeitung im Golgi-Apparat
(Orellana, 2005).

In Pflanzen existieren zwei Wege, UDP-D-Glucuronsiure (UDP-GIcA) zu
synthetisieren (Abb.1.3). Zum einen kann UDP-GIcA durch die Oxidation von
UDP-D-Glucose unter der Reduktion von zwei NAD'-Molekiilen gebildet
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werden. Diese Reaktion wird katalysiert durch die UDP-Glucose Dehydrogenase
(UGD) (Seifert, 2004; Kirkonen, 2005). In einer alternativen Reaktion wird myo-
Inosit zusammen mit molekularem Sauerstoff zu D-Glucuronsiure und Wasser
umgewandelt. Das hierbei beteiligte Enzym ist die zyo-Inosit Oxigenase (MIOX)
(Seifert, 2004; Kirkonen, 2005). Beide Reaktionen sind irreversibel und dienen als
Schaltstellen, an welchen der Kohlenstofffluss der pflanzlichen Zelle in Richtung

Zellwandbiosynthese gesteuert werden kann.

D-Glucose-6-P ——  1-L-myo-Inosit-1-P

P,

Id

D-Glucose-1-P myo-Inosit
uTtP
Oz
§islie® wimie o eiaie s UDP-Rhamnose v\ PP, myo-Inosit
: UDP-b-Glucose Oxygenase
S g e W UDP-p-Galactose 2 NAD' H0
: UDP-b-Glucose

>
Q
)

Dehydrogenase ATP
2 NADH P!P- uTP

UDP-D- +—— (UDP-p-Glucuronsiur® p-Glucuronséaure-1-P

Glalacturonsaure b
/&'COQ NCOZ

UDP-p-Apiose UDP-p-Xylose

Hemicellulosen €+ -+« ccveevvviiiiit
:“’ Pektine B UDP-L-Arabinose

Abbildung 1.3:

Vereinfachtes Schema der beiden Synthesewege fiir UDP-D-Glucuronsiure

Die zentralen, irreversiblen Reaktionen beider Wege und die dazugehérigen Enzyme sind jeweils
fett hervorgehoben.

Beide Synthesewege scheinen gleichzeitig in Pflanzen zu existieren (Seitz et al.,
2000). Bisher ist allerdings nicht eindeutig geklirt, wann welcher Weg verwendet
wird. Denkbar wire sowohl eine Abhingigkeit von der Pflanzenart als auch vom
Entwicklungsstadium oder vom Gewebetyp innerhalb einer Pflanze (Kirkonen,
2005). Kanter et al (2005) konnte zeigen, dass die vier MIOX-Isoformen in
Arabidopsis thaliana zu bestimmten Zeitpunkten der Pflanzenmorphogenese in
unterschiedlicher Stirke in verschiedenen Geweben exprimiert werden. Ahnliches
wiesen Seitz et al. (2000) fur die UGD2 aus Arabidopsis thaliana nach. Durch

Kreuzung einer GUS-Reportergenpflanze, die ein Konstrukt enthielt, bei dem der
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Promotor des MIOX2-Gens aus Arabidopsis thaliana vor ein fir die [-
Glucuronidase (GUS) codierendes Gen kloniert worden war, und einer GFP-
Reportergenpflanze, die ein entsprechendes Konstrukt mit dem UGD2-Promotor
aus Arabidopsis thaliana vor dem fir GFP (= grun fluoreszierendes Protein)
codierenden Gen enthielt, gelang es erste Erkenntnisse tiber das Zusammenspiel
beider Synthesewege in Arabidopsis zu gewinnen (Kanter, 2006). Die Ergebnisse
aus diesem und weiteren Versuchen fithrten letztendlich zu der Vermutung, dass
die Nukleotidzucker, die zur Biosynthese der Hemicellulosen und Pektine im
Pollen und bei der Samenentwicklung bendtigt werden, iberwiegend tGber den

Inosit-Oxidationsweg zur Verfigung gestellt werden (Kanter, 2000).

14 DIE UDP-GLUCOSE DEHY DROGENASE

Die UDP-Glucose Dehydrogenase (UGD) katalysiert die Oxidation von UDP-
Glucose (UDP-Glc) zu UDP-Glucuronsiure (UDP-GIcA) unter der Reduktion
von zwei NAD"-Molekiilen (Abb.1.4).

H OH 2 NAD* 2 NADH H OH
+H,0
UDP-Glucose UDP-Glucuronsaure

Abbildung 1.4:
Schematische Darstellung der UDP-Glucose Dehyrogenase-(Netto)-Reaktion

Die Reaktion erfolgt in drei Schritten unter der Bildung eines Aldehyd-, eines
Thiohemiacetal- und eines Thioesterintermediates (Ge ef al., 2004). Diese scheinen
mit dem Enzym fest verbunden zu bleiben, wie Versuche mit Aldehyd-fangenden
Substanzen zeigten (Campbell & Tanner, 1999).

Der erste Nachweis einer UDP-Glucose Dehydrogenase-Aktivitit gelang vor
Gber 50 Jahren in Priparationen aus Kilberleber (Strominger ez al, 1954).
Inzwischen wurden UDP-Glucose Dehydrogenasen in vielen anderen

Organismen nachgewiesen. Im Jahre 2000 wurde von Campbell e a/. die erste
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Rontgenstruktur einer UGD aus Streptococcus pyogenes verotfentlicht. Im Zuge dieser
Untersuchung konnten mehrere Aminosdurereste identifiziert werden, die
wahrscheinlich eine wichtige Rolle im aktiven Zentrum des Enzyms spielen.
Dabei scheint besonders ein Cysteinrest an Position 260 essentiell zu sein. Der
Cysteinrest  fihrt vermutlich einen nukleophilen  Angriff auf das
Aldehydintermediat aus, wobei ein Thiohemiacetalintermediat entsteht, welches
zu einem Thioester unter der Bildung von einem Molekil NADH oxidiert wird.
Ein Austausch des Cysteins gegen Serin oder Alanin fihrte bei der UGD aus
Streptococens zu einem vollig inaktiven Enzym. Die Beteiligung eines Cysteinrests
bei der Katalyse wurde schon frither bei den UDP-Glucose Dehydrogenasen aus
Rinderleber (Ridley ez al, 1975) und Streptococcus nachgewiesen (Campbell ez al.,
1997; Ge et al, 1998). Weitere Reste, die potentiell eine Rolle beim Hydrid-
Transfer (Thr118, Lys204, Asn208 und Asp264) und/oder der Hydrolyse (Glu141
und Glul45) spielen kénnten, wurden ebenfalls in der Studie von Campbell ez a/.
(2000) und in einer Folgestudie (Ge ez al., 2004) identifiziert. Sommer ez al. (2004)
fand auBlerdem bei einer aus Homo sapiens isolierten UGD einen Aminosaurerest,
der an der Hexamerbildung des Enzyms beteiligt zu sein scheint (Lys279).
Interessanterweise Ubt das Produkt der UGD, die UDP-Glucuronsiure, im
Organismus ganz unterschiedliche Funktionen aus. In Siugetieren wird UDP-
GlcA unter anderem fiir die Produktion von Hyaluronan, welches ein Bestandteil
der extrazelluliren Matrix und beteiligt an der Steuerung des normalen
Zellwachstums und der Zellmigration ist, benétigt (Rodén, 1980). In der Leber
dient UDP-GIcA aulerdem als Substrat fiir die UDP-Glucuronosyl-Transferasen,
die die Herstellung von Glucuronid-Konjugaten verschiedener Substanzen
katalysieren und damit bei deren Exkretion helfen (Dutton, 1980). Auch in vielen
pathogenen Bakterien, zum Beispiel in Streprococeus pneumoniae, wurden UDP-
Glucose Dehydrogenasen gefunden; UDP-GIcA wird hier fir die Konstruktion
der antiphagocytischen Kapselpolysaccharide bendtigt (Arrecubieta ef al., 1994).
Uber pflanzliche UDP-Glucose Dehydrogenasen war lange Zeit nur wenig
bekannt. 1996 wurde das erste UDP-Glucose Dehydrogenase-Gen aus einer
Pflanze (Glycine max) kloniert (Tenhaken & Thulke, 1996). Weitere pflanzliche
UGD-Gene folgten, wie zum Beispiel aus Arabidopsis thaliana (Seitz et al., 2000,
Oka & Jigami, 2000), aus Zuckerrohr (Turner & Botha, 2002), aus Pappel
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(Johansson ez al, 2002), aus Mais (Kirkonen e @/, 2005) und aus Tabak
(Bindschedler ez a/., 2005). Die pflanzlichen UGD-Gene sind hochkonserviert und
zeigen eine gro3e Homologie zu tierischen UGD-Genen. Pflanzliche UGDs sind
cytoplasmatisch (Kirkonen, 2005) und unterliegen einer feedback-Hemmung durch
UDP-Xylose (Stewart & Copeland, 1999; Turner & Botha, 2002; Hinterberg ¢z a/.,
2002; Oka & Jigami, 2006). Weitere Versuche mit NADH als Hemmstoff lieferten
Hinweise darauf, dass die UGD aus Gheine max tber den Redoxstatus des
NAD"/NADH-Pools reguliert werden kénnte (Stewart & Copeland, 1999). Es
wird vermutet, dass die nativen pflanzlichen UGDs als hexamere Komplexe aktiv
sind (Stewart & Copeland, 1999; Oka & Jigami, 2000). Im Gegensatz dazu war die
heterolog in E. co/i exprimierte UGD aus Glyine max auch als Monomer aktiv
(Hinterberg e al, 2002), wobei die Autoren nicht ausschlieBen, dass eine
Oligomerisation der Untereinheiten durch die Hexahistidin-Modifikation am N-
Terminus des heterolog exprimierten Enzyms negativ beeinflusst worden sein
konnte. Expressionstudien mittels Northern- und Western-Plots wie auch
Reportergenpflanzen zeigten, dass die UGD-Expression in jungem, wachsendem
Gewebe am hoéchsten ist, wie zum Beispiel in Arabidopsis-Keimlingen (Seitz et al.,
2000), in sich entwickelnden Soja-Wurzelknollchen (Stewart & Copeland, 1999),
in den Internodien von Zuckerrohr (Turner & Botha, 2002) oder in den sich

entwickelnden Blittern von Mais (Kirkonen e al., 2005).

2.5 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Zu Beginn meiner Arbeit war iber pflanzliche UDP-Glucose Dehydrogenasen
wenig bekannt. Einzig die UGD aus Ghyine max war heterolog in E. co/i exprimiert
und anschlieBend biochemisch naher charakterisiert worden (Hinterberg ef al,
2002). Auch die mégliche Existenz mehrerer UGD-Isoformen innerhalb einer
Pflanze hatte bis dahin keine Beachtung gefunden. Die in ilteren Studien
untersuchten UDP-Glucose Dehydrogenasen wurden als Proteine aus
entsprechendem Pflanzenmaterial isoliert, so dass anzunehmen ist, dass die
Versuche mit Isoformgemischen durchgefithrt wurden. Erst durch die
vollstindige Sequenzierung des Arabidopsis thaliana-Genoms wurde es moglich,

gezielt nach pflanzlichen UGD codierenden Genen zu suchen.
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Ziel meiner Arbeit war es, alle potentiell fir eine UDP-Glucose
Dehydrogenase codierende Gene in Arabidopsis thaliana zu identifizieren, zu
klonieren und diese Gene und ihre Genprodukte niher zu charakterisieren, wobei
ein besonderes Augenmerk auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten der vier
UGD-Isoformen gelegt werden sollte.

Dafiir wurde zunichst analysiert, ob die identifizierten Gene tatsichlich fir
UDP-Glucose Dehydrogenasen codieren, indem die Enzyme heterolog in E. co/i
exprimiert und anschlieBend auf ihre biochemischen Eigenschaften hin untersucht
wurden. Neben den K -Werten wurde auch die Hemmung durch UDP-Xylose
und die Substratspezifitit der Enzyme bestimmt.

Im zweiten Teil meiner Arbeit wurden Expressionsorte und- zeitpunkte der
UGD-Gene aus Arabidopsis thaliana naher untersucht. Dazu wurden transgene
Arabidopsis-Pflanzen generiert, die jeweils ein UGD Promotor:GUS-Reportergen-
konstrukt enthielten. Durch Firbung von Pflanzenorganen und Keimlingen in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien wurden Erkenntnisse dariiber gewonnen,
zu welchen Zeitpunkten der Pflanzenmorphogenese und in welchen Geweben die
verschiedenen UGD-Isoformen exprimiert werden. Im Anschluss wurde durch
real time-PCR die Expressionsstirke der Isoformgene in Keimlingen von
Arabidopsis thaliana analysiert. Die gewonnenen Expressionsdaten wurden mit
entsprechenden Daten der vier MIOX-Gene aus Arabidopsis thaliana verglichen
(Kanter ez al., 2005; Kanter, 2006), um Ruckschlisse zu ziehen, wann welcher Weg
zur Synthese von UDP-GIcA in Arabidopsis verwendet wird.

SchlieBllich wurden funktionelle, homozygote &nock ont-Mutanten isoliert, bei
denen jeweils ein UGD-Gen durch eine T-DNA-Insertion vollstindig
ausgeschaltet war. Durch Kreuzung dieser Mutanten wurden auflerdem
Doppelmutanten mit zwei defekten UGD-Genen generiert. In  einem
anschlieBenden Screening wurde untersucht, inwieweit sich die Mutanten in
Morphologie und Zellwandautbau von _Arabidopsis  thaliana-Wildtyppflanzen
unterscheiden. Als Methoden wurden unter anderem rea/ time-PCR, HPLC- und

MALDI-TOF MS-Analysen eingesetzt.






2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 UBERSICHT UBER VERWENDETE PLASMIDE, BAKTERIEN-

STAMME UND TRANSGENEN ARABIDOPSIS-PFLANZEN

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide

Plasmid Eigenschaften Resistenz  Vektor- Quelle
riickrat
pPQEGw-UGDT Expressionsvektor mit der cDNA — ampR pQE31  Hinterberg ez
von Gm-UGD1 aus Glycine max al. (2002)
pQEUGD?2 Expressionsvektor mit der ampR pQE31  diese Arbeit

Hybrid-cDNA von Gm-UGD1
aus Glycine max und UGD2 aus
Arabidopsis thaliana
pQEUGD3 Expressionsvektor mit der ampR pQE31  diese Arbeit
Hybrid-cDNA von Gm-UGD1
aus Glycine max und UGD3 aus
Arabidopsis thaliana
pQEUGD4 Expressionsvektor mit der ampR pQE31  diese Arbeit
Hybrid-cDNA von Gm-UGD1
aus Glycine max und UGD4 aus

Arabidopsis thaliana
pET21aUGDT Expressionsvektor mit der cDNA — ampR pET21a  diese Arbeit
von UGD1
pGroESL enthilt das GroE-Operon aus E.  cam® pGT10 Goloubinoff
coli et al. (1989)
pGreenGUS pGreen-Vektor, in den die MCS ~ kan® pGreenl  Raimund
101.3 aus pBI101.3 kloniert wurde. und 0029 Tenhaken
BASTAR
pGreen UGD4 Pflanzenvektor, in dem der kanR pGreen  diese Arbeit
Prom:GUS Promotor des UGD4-Gens inkl. und GUS

5-UTR vor das #dA-Gen aus E. BASTAR 101.3
coli kKloniert wurde.

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterien-Stimme

Bakterienstamm Verwendungszweck Quelle

E. coli XL1-Blue MRF’  Plasmidvermehrung, Klonierung, Blue-White- Stratagene
Screening

E. coli Origami™ Proteinexpression: Durch das Ausschalten der Novagen

Tioredoxinreduktase und der Glutathionreduktase

wird das Ausbilden von Disulfidbriicken bei der

Faltung heterolog exprimierter Proteine

etleichtert.
A. tumefaciens Vermittlung von Pflanzentransformation Deblarker e al.
GV301 (pMP90) (1985)
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Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten transgenen Arabidopsis thaliana-Linien

Mutante Eigenschaften Resistenz Linie Quelle
AtUGD1- Enthilt eine T-DNA Insertion, kank 38/1 Christoph Klos
Prom:GUS bei der die Promotorsequenz
des UGD1-Gens vor das #idA-
Gen kloniert ist.
AUGD2- Enthilt eine T-DNA Insertion, kanR® Feb. Seitz et al.
Prom:GUS bei der die Promotorsequenz 2002 (2000)
des UGD2-Gens vor das #idA-
Gen kloniert ist.
AtUGD3- Enthilt eine T-DNA Insertion, kank 5-3 Christoph Klos
Prom:GUS bei der die Promotorsequenz
des UGD3-Gens vor das #idA-
Gen kloniert ist.
ArUGD4- Enthilt eine T-DNA Insertion, BASTAR 14 diese Arbeit
Prom:GUS bei der die Promotorsequenz
des UGD4-Gens vor das #idA-
Gen kloniert ist.
Garlic Durch eine T-DNA Insertion BASTAR L1-1 Syngenta
347_B03_21 ist das UGD7-Gen funktionell Arabidopsis
AUGD1 ausgeschaltet. Die Insertion Insertion
liegt homozygot vor. Library*
SALK_025303 Durch eine T-DNA Insertion kanR 14 NASC
AUGD1 ist das UGD7-Gen funktionell (European
ausgeschaltet. Die Insertion Arabidopsis
liegt homozygot vor. Stock Center) *
Garlic_1144_F10 Durch eine T-DNA Insertion BASTAR L1-11 Syngenta
AUGD?2 ist das UGD2-Gen funktionell Arabidopsis
ausgeschaltet. Die Insertion Insertion
liegt homozygot vor. Library*
SALK_006234 Durch eine T-DNA Insertion kanR 14-1 NASC
AUGD3 ist das UGD3-Gen funktionell (European
ausgeschaltet. Die Insertion Arabidopsis
liegt homozygot vor. Stock Center) *
Wisconsin 9C40 Durch eine T-DNA Insertion kan® L1-2 University of
AUGD4 ist das UGD4-Gen funktionell Wisconsin-
ausgeschaltet. Die Insertion Madison*
liegt homozygot vor.
AUGD 1x Kreuzung aus Gatlic 347_ BASTAR L1-7 diese Arbeit
AUGDA4 B03_21 L1-1 und Wisconsin und
9C40 L1-2. UGD1-und kanR
UGD4-Gen sind funktionell
ausgeschaltet. Beide Inser-
tionen liegen homozygot vor.
AUGD2xAUGD3  Kreuzung aus Garlic_1144_ BASTAR L1-7 diese Arbeit
F10 L1-11 und SALK_ 006234 und und
L4-1. Die Insertion im UGD2-  kanR 1.10-3

Gen liegt homozygot vor, die
im UGD3-Gen heterozygot.

*Nihere Informationen iber Herstellung und Bezug der transgenen £nock ont-Linien auf

http:

signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress

Als Kontrollpflanzen wurden in allen Experimenten Wildtyp-Pflanzen Arabidopsis
thaliana des Okotyps Col-0 oder WS-2 verwendet. Die Samen der Pflanzen des
Okotyps Col-0 wurden dabei aus dem NASC (European Arabidopsis Stock



MATERIAL UND METHODEN 25

Center) bezogen und entstammten der gleichen Linie, mit der dort auch die &nock

out-Mutanten gewonnen worden waren.

2.2 CHEMIKALIEN

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen
Amersham, Biozym, Duchefa, Fluka, Merck, Roth, Qiagen, Serva und Sigma
bezogen. Alle Restriktionsenzyme und die dazugehorigen Puffer stammten von
der Firma MBI Fermentas. Spezielle Chemikalien werden gesondert in den

einzelnen Protokollen aufgefthrt.

2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Alle molekularbiologischen Standard-Methoden wie Isolierung von Plasmid-DNA
aus E. coli, Restriktionsverdau, PCR, Ligation, Agarosegelelektrophorese, Anzucht
und Transformation von E. /i und Agrobakterium tumefaciens wurden nach
Standardprotokollen (Sambrook e# al, 1989; Weigel & Glazebrook, 2002) oder

nach Herstellerangaben der verwendeten Kits durchgefihrt.

Isolierung kleiner Mengen genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana
(nach Weigel & Glazebrook, 2002)

100mg Pflanzenmaterial wurden in Stickstoff schockgefroren, pulverisiert (mit
Wolframkarbidkugeln (@ 3mm) von Qiagen in einer Schwingmihle Retsch
MM200; 3x 30s mit einer Frequenz von 30Hz), in 300ul 65°C warmen CTAB-
Puffer (100mM TRIS/HCI pH8.0, 20mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure),
1,4M NaCl, 2% (w/v) CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid), 1% PVP 40.000
(Polyvinylpyrrolidone)) riuckgeldst und 30min bei 65°C inkubiert. AnschlieBend
wurden 300ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:24:1) zugegeben, gemischt
und fir 2min bei maximaler Geschwindigkeit in einer Mikrozentrifuge (Biofuge
pico, Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefil3 tiberfiihrt
und die Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wiederholt. Die DNA
wurde im Anschluss mit 0,7 Vol. Isopropanol fiir 10min bei RT gefillt und durch

eine 15miniitige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit sedimentiert.
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Nachdem die DNA mit 500ul 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen worden war,
wurde sie im Vakuum getrocknet und in 300ul TE-Puffer (10mM TRIS/HCI
pH8.0 und 1mM EDTA) rickgelost. Je PCR-Reaktion wurde Iul DNA

eingesetzt.

RNA-Isolierung aus Arabidopsis thaliana

(nach Chomczynski, 1993; US-Patent 5.346.994)

100mg Pflanzenmaterial wurden in Stickstoff schockgeforen, pulverisiert (mit
Wolframkarbidkugeln (@ 3mm) von Quiagen in einer Schwingmiihle Retsch
MM200, 3x 30s mit einer Frequenz von 30Hz) und in 1ml TriReagent (0,4M
Ammoniumthiocyanat, 0,8M Guanidinthiocyanat, 0,1M Natriumacetat, 5% (v/v)
Glycerin, 38% (v/v) Phenol pH5.0) gel6st. Nach einer Inkubation von 10min bei
RT wurden die Zellreste und die genomische DNA durch eine 10minttige
Zentrifugation bei 13000g entfernt. Der Uberstand wurde abgenommen und mit
100pul Bromchlorpropan versetzt. Nach kurzem Vortexen wurden die Proben fiir
10min bei RT inkubiert und anschlieBend bei 13000g fiir 10min zentrifugiert. Die
obere wissrige Phase wurde in ein neues Gefil3 tberfihrt und mit je 0,5Vol
RNAsefreiem Isopropanol und Natriumcitrat/Natriumchlorid-Lésung  (1,2M
NaCl, 0,8M Natriumcitrat, RNAsefrei) versetzt. Nach vorsichtigem Invertieren
wurde fur 15min bei RT gefillt. AnschlieBend wurde die RNA fir 15min bei
13000g sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt, die RNA zweimal mit jeweils
500ul  70%igem (v/v) RNAsefreiem Ethanol gewaschen, unter Vakuum
getrocknet und in 50ul DEPC-Wasser (0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat (Roth) in
Millipore-Wasser unter Schiutteln tiber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlieBend
autoklaviert) riickgeldst.

Menge und Qualitit der gewonnenen RNA wurden mittels eines 1%igen
Agarose-TAE-Gels tberprift. Dazu wurden jeweils 2ul der RNA unter
Verwendung eines formamidhaltigen Ladepuffers (67% (v/v) Formamid, 16,7%
(v/v) Glycerin, 0,01% (w/v) Bromphenolblau, 16,7mM TRIS/HCI pH7.6, 1,7mM
EDTA) aufgetragen. Je PCR-Reaktion wurde 1ul RNA eingesetzt.
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Herstellung von cDNA

Die Herstellung von ¢cDNA erfolgte mit der RevertAid™M-Mul.V Reverse
Transcriptase  Kit  (#EP0441) der Firma MBI  Fermentas gemal
Herstellerangaben. Die cDNA wurde anschlieBend fir den Finsatz in einer
Standard-PCR 1:5 verdunnt, fur den Einsatz in einer rea/ time-PCR 1:20. In beiden

Fillen wurde jeweils 1ul der Verdinnung fir eine PCR-Reaktion verwendet.

real time-PCR

Far die real time-PCR wurden 1ul der 1:20 verdiinnten cDNA, 1x Reaktionspuffer
(10x Reaktionspuffer, nach Karsai ¢# 4/ (2002): 100mM TRIS/HCI pH8.5, 500mM
KCl, 1.5% Triton X-100, 25mM MgCl,), 200uM dNTP's, 6pMol je Primer,
Sybergreen 1:200 000 verdinnt (Roche, Mannheim, Germany) und 0,3 pl einer
homemade  Taq-Polymerase ~ (Charge RT765) zu einem  endgiltigen
Reaktionsvolumen von 30ul zusammengegeben. Die verwendeten Primerpaare
sind in Tabelle 2.4 aufgefihrt. Die PCR erfolgte in einem Stratagene Mx3000P
QPCR System (Statagene, La Jolla, USA) bei folgenden Bedingungen: 94°C fiir
3min, 40x (94°C fur 30s; 65°C (UGDT1 und 3), 57°C (UGD2) oder 58°C (UGD4)
fir 45s, 72°C fir 1min), 95°C fir 1min, 65°C fur 30s. Jedes Primerpaar wurde so
ausgewahlt, dass nur ein einziges PCR-Produkt gebildet werden konnte.

Pro ¢cDNA und Primerkombination wurden drei parallele PCR-Reaktionen
durchgefihrt. Um eine Verfilschung der Ergebnisse durch Verunreinigungen mit
genomischer DNA ausschliefen zu koénnen, wurde auBlerdem in einer weiteren
PCR-Reaktion statt cDNA die entsprechende Menge der noch nicht revers
transkribierten RNA-Aufreinigung eingesetzt. Des Weiteren wurde, um das Signal
der Primerdimere zu erfassen, ein PCR-Ansatz verwendet, der weder cDNA noch
RNA enthielt.

Die in der real time PCR erhaltenen C-Werte wurden mit Hilfe der C-Werte
des ‘Transkriptes des housekeeping-Gens Ubiquitin-5 (UBQ5:  At3g62250)
normalisiert (Karsai ez a/, 2002). Fur die Amplifikation des UBQ5-Gens wurden
die in Tabelle 2.4 aufgelisteten Primer unter den folgenden Bedingungen
verwendet: 94°C fir 3min, 40x (94°C fur 15s, 56°C fur 20s, 72°C fir 20s), 95°C
fur 1min, 65°C fur 30s.
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Tabelle 2.4: In der real time-PCR verwendete Primerpaare
*Primersequenzen in Tabelle 2.8

Gen Primerpaar Produktgréfle
UGD1 koT1K7fwd und koT1K7rev* 1400 bp
UGD2  UGD2_cDNAfwd und UGD2_cDNArev* 1100 bp
UGD3 koT20K14fwd und koT20K14rev* 1300 bp
UGD4 koUGD4_884rev und UGD4BspTI_neu* 1300 bp
UBQ5 UBQ5fwd (5-AACCCTTGAGGTTGAATCATCC-3") 426 bp

UBQ5rev (5- GTCCTTCTTTCTGGTAAACGT-3)

Fir die Auswertung musste zunichst die Effizienz einer PCR-Reaktion mit einer
bestimmten Primerkombination und einer bestimmten cDNA ermittelt werden.
Dazu wurde zunichst fiir jedes Primerpaar bzw. jede cDNA eine Eichgerade
erstellt, in der die DNA-Menge der Matrize gegen den erhaltenen C-Wert
aufgetragen wurde. Dazu wurde die cDNA der vier UGD-Gene und des UBQ5-
Gens mittels PCR amplifiziert (Verwendete Primer siche Tabelle 2.4; als Matrize
dienten im Falle der UGD-Gene die entsprechenden EST-Klone (siche Kapitel
2.4), bei UBQ5 Arabidopsiss-DNA) und iber Agarose Gelelektrophorese
augetrennt. Die PCR-Produkte wurden aus dem Gel ausgeschnitten und
anschlieBend tber Agarosegelextraktion (Nucleo Spin Kit, Macherey-Nagel,
Ddiren) aufgereinigt. Die DNA-Menge wurde photometrisch bel einer
Wellenlinge von 260nm bestimmt. AnschlieBend wurden Verdiinnungen
angefertigt, die 1 bis 1x107 fmol DNA je ul enthielten. Jeweils 1ul einer jeden
Verdunnung wurde dann in eine rea/ time-PCR-Reaktion eingesetzt. Auch hier
wurden drei parallele PCR-Reaktionen durchgefihrt. Aus den Eichgeraden lie3
sich die Effizienz der jeweiligen PCR-Reaktionen nach folgender Formel

berechnen:

Cr=(1/1gE) *1gNo + (-1/lg E) *1lg Ncr  , das entspticht:

y = m * x + n

Cr =Cr-Wert
E = Effizienz
No = DNA-Ausgangsmenge, die in PCR eingesetzt wurde
Ner = Np * E €T
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Damit ist: m=-1/IgE, also E = 10 (1/m),

Mit Hilfe der Effizienzen lielen sich nun die Ergebnisse der einzelnen real time-
PCR-Reaktionen miteinander vergleichen.

Beispielrechnung (Vergleich Expression UGDT mit UGD2) :

[(EI»‘(;D/—MixCTUcm)/ (EUBQ)'fMixCTUBQ;)]’1 mit [(EI»‘(;Dz—MixCTUGD/)/ (EUBQ)'fMixCTUBQ;)]’1

2.4 HETEROLOGE EXPRESSION IN E. COLI

Herstellung der Expressionskonstrukte

Zur Herstellung der Expressionskonstrukte wurde der offene Leserahmen der
UGD-Gene tber PCR (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Kit, New
England Biolabs) amplifiziert. Dabei wurden die in Tabelle 2.5 aufgelisteten
Primerkombinationen verwendet. Als Matrize dienten EST-Klone, die die cDNA
des jeweiligen Gens in voller Linge enthielten (UGD7: M77]J01, UGDZ2:
AV43959, UGD3: 43C9T7, UGD4: 105N9T7 (alle European Arabidopsis stock
center). Die PCR-Produkte wurden tber die durch die Primer eingefiihrten
Restriktionsschnittstellen in die Expressionsvektoren pQEG#-UGDT1 (Hinterberg
et al., 2002) bei der Klonierung von UGD2-4 oder pET21a (Novagen, Darmstadt,
Germany) bei der Klonierung von UGD7 gebracht. Die fertigen Konstrukte

wurden durch eine DNA-Sequenzierung verifiziert (Seqlab, Gottingen, Germany).

Tabelle 2.5: Zur Herstellung der Expressionskonstrukte verwendete Primerpaare

Gen Primerpaare Restriktions-
schnittstellen

UGD1  5-ATGGATCCAATGGTGAAGATATGCTGCATAG-3"  BamHI und Xhol
5-GTCTCGAGCAATGCCACAGCAGGCATA-3

UGD2  5-GCACTTAAGTGTCCAGACGTTGAAGTAG-3’ BspTT und Kpnl
5-ACGGTACCTGTCGAATACAAGTCCTCTT-3

UGD3  5-GCTCTTAAGTGTCCATCTGTTGAAGTAG-3’ BspTT und Kpul
5-ACGGTACCACCCAAGGTACATAATTACC-3

UGD4  5-GCACTTAAGTGTCCAGATATTGAAGTGGC-3’ BspT1 und Hindlll

5-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3’
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Die Expressionskonstrukte wurden zusammen mit dem Plasmid pGroESL
(Goloubinoff e# al,, 1989) in den E. co/i-Stamm Origami™ (Novagen, Darmstadt,

Germany) transformiert.

Heterologe Expression in E. coli

250ml LB Broth-Medium (idg #LAB173) mit 100ug/ml Ampizillin (ICN
biomedicals), 34ug/ml Chloramphenikol (Sigma), 20ug/ml Tetrazyklin (Sigma)
und 50pg/ml Kanamycin (Duchefa) wurden aus einer tber Nacht angezogenen
Vorkultur 1:100 angeimpft und bei 37°C geschiittelt (200 Umdrehungen/min).
Bei einer ODy,,, von etwa 0,4 (Photometer Hitachi U-1100) wurde die Kultur
fir 15min bei RT abgekuhlt und die Expression durch Zugabe von 500uM IPTG

(Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid, Eppendorf) induziert. Die weitere Anzucht
erfolgte bei 23°C fur etwa 20h unter Schiitteln (200 Umdrehungen/min).

Aufschluss der E. coli-Zellen und Aufreinigung der Enzyme

Die E. cofi-Kultur wurde fur 15min auf Eis bewegt. AnschlieBend wurden die
Zellen bei 4°C und 4500g fir 10min sedimentiert und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Bakterien wurden in 10ml/g FG kaltem Aufschlusspuffer
(50mM Natriumphosphat, 10mM TRIS/HCI pH8.0, 10% (v/v) Glycerin, 2mM
MgCl,, 2mM B-Mercaptoethanol, 1mM NAD® (Biomol), 0,2mM PMSF in
Isopropanol (Phenylmethylsulphonylfluorid, Fluka) unter Vortexen aufgetaut.
Zum Aufschluss wurden die E. c/i-Zellen nach der Zugabe von 200ug/ml
Lysozym (Boehringer) und 1% Nonidet-P40 (Fluka) auf Eis fir 45min
geschiittelt. Um die Zellreste und Membranen von den l6slichen Proteinen zu
trennen, wurde die Suspension anschlieBend fir 10min bei 14500g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefil3 iiberfiihrt, mit 2,4U/ml
Benzonase Nuklease HC (Novagen) versetzt und fiir 15min auf Eis geschiittelt,
um die genomische DNA und die RNA zu verdauen.

Zur spezifische Aufreinigung der heterolog exprimierten UGD-Isoformen aus
Arabidopsis thaliana wurde eine Nickel beladene Matrix verwendet (Ni-NTA-Siule)
(Quiagen), an die die sechs Histidinreste der UGD-Fusionsproteine binden
konnten. Dazu wurde der Uberstand mit 250mM NaCl versetzt und auf eine 1ml

Ni-NTA-Siule gegeben. Die Siule wurde einmal mit 5ml N'TA-1-Puffer (50mM
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Natriumphosphat, 10mM TRIS/HCI pH8.0, 250mM NaCl, 10% (v/v) Glycerin
0,5mM NAD") und einmal mit NTA-2-Puffer (NTA-1-Puffer mit 20mM
Imidazol (Merck) gewaschen, um die unspezifisch gebundenen Proteine zu
entfernen. Die Elution erfolgte mit 2,5ml NTA-3-Puffer (NTA-1-Puffer mit
250mM Imidazol). Die Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE kontrolliert. Fir
die Enzymmessungen musste im Anschluss ein Pufferwechsel vorgenommen
werden. Dazu wurde das Eluat auf eine PD10-Siule (Amersham Bioscience)
gegeben. Die Elution erfolgte mit 3ml Enzymlagerungspuffer (20mM TRIS/HCI
pH8,7, 50mM KCl, 10% (v/v) Glycerin, 0,5mM NAD").

Die Enzyme verloren bei 4°C oder -20°C ziemlich rasch an Aktivitit. Die
Bestimmung der enzymatischen Parameter musste daher unmittelbar nach der
Aufreinigung erfolgen. Eine andere Moglichkeit war das Schockgefrieren der
Enzyme in flissigem Stickstoff und die anschlieBende Lagerung bei —80°C. Hier

konnte auch nach tGber sechs Monaten kein Aktivitdtsverlust festgestellt werden.

SDS-PAGE

Mittels denaturierender SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Proteine
der Molmasse nach aufgetrennt und durch Firbung mit Coomassie-Blue sichtbar
gemacht. Es wurde die Apparatur BV101 von Serva nach Herstellerangaben
verwendet. Trenn- und Sammelgele waren wie in Tabelle 2.6 beschrieben

zusammengesetzt.

Tabelle 2.6: Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele

Trenngel Sammelgel

Acrylamid-Mix
(Rothiphorese Gel-30, Roth) > ml 0,83 ml
Trenngelmix
(562mM TRIS/HCI pH8.8; 0,15% (w/v) SDS, 25% (v/v) 10 ml
Glycerin)
Sammelgelmix 412 ml
(155mM TRIS/HCI pH6.8, 0,12% (w/v) SDS) >

0
10% APS 80 ul 40 ul

(Ammoniumperoxodisulfat, Roth)

TEMED (Roth) 10 ul 5ul
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Zum Start der Polymerisierungsreaktion wurde APS erst kurz vor dem Giellen des
Gels dazugeben. Durch das beigesetzte Glycerin im Trenngelmix, was fir eine
scharfe Phasentrennung sorgte, konnten Trenn- und Sammelgel direkt
hintereinander gegossen werden. Das Gel polymerisierte ca. in einer halben
Stunde.

Die Proteinproben wurden im Verhiltnis 1:4 mit Probenpuffer (62,5mM
Natriumphosphat pH7.0, 2% (w/v) SDS, 10% (v/v) Glycerin, 0,1% (w/v)
Bromphenolblau, 5% B-Mercaptoethanol) versetzt und fiir 5min im Wasserbad
gekocht. Nach dem Abkiihlen konnten sie in die Taschen des Gels gegeben
werden. Als Molmassenstandard wurden 10ul eines Protein Molecular Weight-
Markers (MBI Fermentas #SM0431) verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte
bei RT in 1x SDS-Laufpuffer (25mM TRIS, 192mM Glycin, 1% (w/v) SDS)
zunichst bei 150V bis die Bromphenolblaubande die Sammel-/Trenngel-Grenze
reicht hatte, dann bei 200V,

Nach erfolgter Auftrennung wurden die Proteine im Gel durch eine Farbung mit
Coomassie-Blue sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel zunichst 5min in 10%
(v/v) Essigsdaure mit 25% (v/v) Isopropanol fixiert und anschlieBend fur
mindestens 16h in 10% Essigsdure mit 60mg/l Coomassie-Blue G250 gefirbt. Die
tberschissige Farbe wurde durch 10% Essigsiure entfernt, bis klare Banden
erkennbar waren. Zur Konservierung wurden die Gele zwischen Einmachfolie

(Weck) im Vakuum (Gel Slap Dryer Modell 240, BioRad) getrocknet.

2.5 BESTIMMUNG DER ENZYMATISCHEN PARAMETER

Messung der Enzymaktivitit

Die Enzymaktivitit von UGD2-4 wurde bei einer Wellenlinge von 340nm als
Zunahme von NADH photometrisch (Beckmann Photometer DU640) bestimmt.
Die Messung erfolgte fiir eine Minute bei RT. Die Enzymreaktion wurde in
Enzymtestpuffer (40mM TRIS/HCI pH8.7, 0,8mM EDTA, 16% (v/v) Glycerol,
0,8mM NaNj) durchgefiihrt und enthielt standardmiBig Enzym, UDP-Glucose
und NAD". Das Reaktionsvolumen betrug 1ml. Einem Enzymtestansatz wurde
dabei so viel an aufgereinigtem Enzym zugegeben, dass die Anderung der

optischen Dichte bei 340nm und gesittigtem Gehalt von UDP-Glucose und
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NAD" 0,03 OD-Einheiten pro Minute betrug. Die Berechnung der
Enzymaktivititen erfolgte gemil3 dem Lambert-Beersche Gesetz nach folgender
Formel:

AC AE

At Atdee
¢ = Substratkonzentration [mol/]]
t = Zeit [min]

E =gemessene Extinktion
d = Kivettendicke [cm]

¢ = Extinktionskoeffizient des Substrates bei der verwendeten Messwellenlinge [M-'cm1]

K, -Wert-Bestimmung

Zur Bestimmung der K -Werte wurde in Standardenzymtestansitzen (siche oben)
zum einen eine gesittigte NAD -Konzentration (500uM) in Kombination mit
verschiedenen UDP-Glucose-Konzentrationen (10 bis 1500uM) verwendet, zum
anderen eine konstante =~ UDP-Glucose-Konzentration — (2000uM)  mit
verschiedenen NAD"-Konzentrationen (10 bis 1500uM). Bei der Aufnahme der
Sittigungskurven wurde jeweils nur Enzym aus einer Protein-Priperation
verwendet. Pro Messpunkt wurden dabei drei Messungen durchgefthrt. Die
Berechnung der K _-Werte erfolgte im Computerprogramm Microcal Origin 6.0G
Professional. Dabei wurde mit Hilfe des /fast-square Algorithmus eine hyperbole

Kurve durch alle Punkte einer Messreihe gelegt.

Hemmung durch UDP-Xylose

Zur Untersuchung der Hemmstoffwirkung von UDP-Xylose auf UGD?2, 3 und 4
wurden Sittigungskurven von UDP-Glucose in Gegenwart unterschiedlicher
UDP-Xylose-Konzentrationen (25uM bis 350uM) aufgenommen. Pro Messpunkt
wurden wieder drei Messungen durchgefihrt und jeweils nur Enzym aus einer
Proteinaufreinigung verwendet. Die K -Werte der Sittigungskurven wurden wie
oben beschrieben berechnet und gegen die Hemmstoftkonzentrationen grafisch
aufgetragen. Die K-Werte ergaben sich aus dem Betrag des x-Wertes am

Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der x-Achse.

Substratspezifitit
Fir die Bestimmung der Substratspezifitit von UGD2-4 wurden in

Standardenzymtestansitzen (siche oben) UDP-Glucose oder NAD' durch
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alternative Substrate ersetzt. Alle Nukleotidzucker und Kofaktoren wurden dabei

in einer Konzentration von ImM eingesetzt.

2.6 PFLANZENANZUCHT

Oberflichensterilisation von Arabidopsis thaliana-Samen

Zur Oberflichensterilisation wurden die Samen fir 2min in 100% Isopropanol
geschwenkt. AnschlieBend wurde das Isopropanol entfernt und gegen 2,5% (v/v)
Natrium-Hypochlorid mit 0,05% (v/v) Tween-20 (Fluka) ausgetauscht. In dieser
Losung wurden die Samen noch einmal fir 15min bewegt. Danach wurde das
Natrium-Hypochlorid durch viermaliges Waschen mit sterilem Wasser entfernt.
Die Samen wurden schlieBlich in sterilem Wasser aufgenommen und zur

Stratifizierung fiir etwa 24h bei 4°C gelagert.

Sterile Anzucht auf MS-Medium mit Phytagel

Zur sterilen Pflanzenanzucht wurden sterilisierte und bei 4°C stratifizierte Samen
in Petrischalen mit MS-Medium (0,5x MS-Salze (Duchefa #M0245), 0,5% (w/v)
Saccharose, 025% (w/v) Phytagel™ (Sigma), pH(KOH)5.7) gleichmiBig
ausplattiert. AnschlieBend wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und in
der Klimakammer (Luftfeuchte: ca. 50%, Temperatur: ca. 23°C, Licht: 80uEm s’

im Kurztag (8h hell/16h dunkel) oder in volliger Dunkelheit inkubiert.

Kultivierung von Arabidopsis-Pflanzen im Gewichshaus auf Erde

Die Samen wurden auf Einheitserde ausgesit. Die Anzucht erfolgte im Kurztag

(8h hell/16h dunkel) oder im Langtag (< 12h hell).

2.7 HERSTELLUNG TRANSGENER ARABIDOPSIS THALIANA-

PFLANZEN

Transformation
200ml YEP-Medium (10g/1 Hefeextrakt, 10g/1 Pepton, 5g/1 NaCl) mit den

entsprechenden Antibiotika wurden mit 5ml einer Agrobakterien-Vorkultur
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inokuliert und tber Nacht bei 28°C geschittelt. Am nichsten Morgen wurden die
Bakterien durch eine 10minttige Zentrifugation bei 6600g und RT sedimentiert
und in 600ml einer 5% (w/v) Saccharoselosung mit 0,02% (v/v) Silwett-L77 (osi
Specialties) rickgelost. In diese Bakteriensuspension wurden fir etwa 30s die
Blitenstinde der _Arabidopsis thaliana-Pflanzen getaucht. Die Pflanzen wurden
anschlieBend fir 24h in Mini-Treibhdusern zugedeckt (Luftfeuchte 100%) im
Schwachlicht liegend gelagert. Dann konnten sie aufrecht stehend in der
Klimakammer (Luftfeuchte: ca. 50% Temperatur: ca. 23°C Licht: 80uEm™s™) bis
zur Samenreife gehalten werden. Die entstandenen Samen wurden gesammelt und
getrocknet.

Alle in den Transformationen verwendeten Arabidopsis-Pflanzen wurden im
Gewichshaus auf Einheitserde unter Kurztagbedingungen (8h hell/16h dunkel)
angezogen. Dazu wurden jeweils fiinf Pflanzen in einen Topf (@ 8cm) pikiert. Fur
eine Transformation wurden vier bis sechs dieser Topfe eingesetzt. Zur
Bliteninduktion wurden die Tépfe aus den Kurztag- in Langtag-Bedingungen (<
12h hell) gestellt. Die beste Transformationseffizienz lie sich dann erreichen,
wenn die Pflanzen ihre ersten Blitenstinde entwickelt hatten und noch keine

Schoten sichtbar waren.
Selektion
Die gesammelten Samen der transformierten Arabidopsis-Pflanzen wurden auf ihre

erwotrbene Resistenz hin selektioniert:

Selektion auf Kanamycin-Resistenz (kan®):

Die gesammelten Samen wurden sterilisiert, bei 4°C stratifiziert und auf sterilen
Petrischalen mit MS-Medium mit 0,25% Phytagel und 50pg/ml Kanamycin
(Duchefa) ausgelegt. Nach ca. 2 Wochen Inkubation in der Klimakammer lieBen
sich die transformierten vitalen, grinen Keimlinge von den nicht transformierten
abgestorbenen unterscheiden. Die transformierten Keimlinge wurden auf Erde

tbertragen und bis zur Samenernte in der Anzuchtskammer gehalten.

Selektion auf Phosphinotricin-Resistenz (BASTAR):

Die gesammelten Samen wurden fir 2min in 100% Isopropanol sterilisiert.
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AnschlieBend wurden sie auf Einheitserde ausgesit und nach einer 24stiindigen
Inkubation bei 4°C ins Gewichshaus verbracht. Dort wurden sie bei 100%
Luftfeuchte zum Keimen gebracht. Ab einem Alter von ca. 5 Tage wurden die
Keimlinge alle zwei bis drei Tage mit einer 0,3mM Lésung Glufosinat (WeedEx,
Celaflor) bespritht. Nach zwei Wochen lieBen sich die transformierten vitalen,
grinen Keimlinge von den nicht transformierten, abgestorbenen Pflanzen
unterscheiden. Die transformierten Keimlinge wurden in einzelne T6pfe pikiert.

Von diesen Pflanzen wurden die Samen gesammelt.

2.8 GUS-REPORTERGEN-ANALYSE

Herstellung transgener Pflanzen mit Promotor::GUS-Konstrukt

Um die Expressionorte und -zeitpunkte der vier UGD-Gene in Arabidopsis thaliana
zu untersuchen, wurden transgene Pflanzen verwendet, die ein Promotor:GUS-
Reportergenkonstrukt — enthielten. Bei diesen Konstrukten waren die
entsprechenden Promotoren der UGD-Gene vor das B-Glucuronidase (GUS) -
Gen (#idA-Gen) aus E. co/i kloniert worden. Dabei wurde darauf geachtet, das die
Promotorfragmente die komplette 5-UTR enthielten. Zur Untersuchung der
Expression der Gene UGD7, UGD2 und UGD3 lagen bereits transgene
Pflanzenlinien mit entsprechenden Promotor:GUS-Konstrukten vor (Hinterberg
et al. (2002) und Christoph Klos). Fir UGD4 musste im Rahmen dieser Arbeit
eine neue transgene Linie generiert werden. Dazu wurde mittels PCR (Primer:
UGD4promfwdXhol: 5-ACCTCGAGA CGATATTGCCCATGTCT-3" und
UGD4promrevCfr9l: 5-ATCCCGGGTC CAGCTCCAATACAACAG -3’) der
UGD4-Promotor inklusive 5-UTR amplifiziert (Als Matrize diente genomische
DNA von Arabidopsis thaliana.) und tber die Restriktionsschnittstellen Xhol und
Cf91 in den Pflanzenvektor pGreenGUS 101.3 vor das #idA-Gen kloniert. Das
fertige Konstrukt wurde uber _Agrobacterium vermittelte Transformation in
Arabidopsis thaliana Col-0 gebracht. Nach erfolgreicher Selektion auf BASTA®
wurden die Samen der heterozygoten F1-Generation fir die Expressionsstudien

verwendet.
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Durchfithrung der GUS-Firbereaktion (Jefferson, 1987)

Die zu untersuchenden Pflanzenteile wurden in Firbelésung (100mM
Natriumphosphat pH7-7.5, 10mM EDTA, 0,5% (v/v) Triton X-100
(Calbiochem), 0,5mM K, Fe(CN),, 0,5mM K,Fe(CN),, 1mM X-Gluc (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-glucuronsiure) gegeben und 15min im Vakuum infiltriert.
AnschlieBend wurden sie solange bei 37°C inkubiert, bis eine Blaufirbung
erkennbar war. Dies konnte je nach Reportergenpflanze und Gewebetyp zwischen
5min und 24h dauern. Um die Reaktion abzustoppen und das Chlorophyll zu
entfernen, wurde die Firbelosung gegen 70% (v/v) Ethanol ausgetauscht. Die

gefirbten Pflanzenteile konnten in der Ethanol-Losung dauerhaft gelagert werden.

Analyse der gefirbten Pflanzenteile

Die vollstindig vom Chlorophyll befreiten, gefirbten Keimlinge wurden unter
einem Binokular (Leica MZFL III mit angeschlossenem Schott KL1500LCD)
analysiert und digital fotografiert (Canon PowerShot S40).

2.9 ISOLIERUNG HOMOZ YGOTER KNOCK OUT-MUTANTEN

Suche nach homozygoten knock out-Mutanten

Um nihere Erkenntnisse tber die Funktion der einzelnen UGD-Isoformen
innerhalb der Zellwandbiosynthese zu gewinnen, wurden verschiedene Arabidopsis
thaliana-Mutanten untersucht, bei denen jeweils eine UGD-Isoform durch eine T-
DNA-Insertion ausgeschaltet war. Die Samen dieser £nock out-Linien wurden vom
NASC (European Arabidopsis Stock Center) bezogen. In Tabelle 2.3 sind die
einzelnen verwendeten knock out-Mutantenlinien aufgelistet. Die vom NASC
bereitgestellte Samenmischung war heterozygot, d.h. eine homozygote Mutante
musste erst isoliert werden.

Fir die Suche nach homozygoten Anock out-Pflanzen wurden die
Samenmischungen auf FEinheitserde im Gewichshaus ausgesit. AnschlieBend
wurde aus den Blittern der erhaltenen Pflanzen genomische DNA isoliert. Jeweils
1ul der DNA wurde in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Pro DNA wurden zwei
unabhingige PCR-Reaktionen durchgefithrt (Abb.2.1). In einer ersten PCR wurde

tberprift, ob eine T-DNA-Insertion im Gen vorhanden war, indem ein
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genspezifischer (schwarz) und ein T-DNA-spezifischer Primer (grau) verwendet
wurden. In einer zweiten PCR wurde anschlieBend tberprift, ob sich die
Insertion auf beiden (homozygot, C) oder nur auf einem Allel (heterozygot, B)
befand, indem ein die Insertion iberspannendes genspezifisches Primerpaar

(schwarz) verwendet wurde.

A wildtyp
Allel 1 ?TGF’ X <_ISto;|7
[ 1 ] PCR1  Kein PCR-Produkt
Allel2 T8> UGD-Gen «Sep —
( l 1) PCR2  PCR-Produkt
B heterozygote Mutante
ATG, X Stop
Allel 1 Lo S
( 1 ) PCR1  PCR-Produkt
Allel2 AT~ UGD-Gen «Sp e

[ ] [ ) PCR2  PCR-Produkt

t-DNA-Insertion

C homozygote Mutante

t-DNA-Insertion
[Allel 1 ’?TG|—> . <—IS‘°

| \ J PCR 1 PCR-Produkt

Allel 2 AT UGD-Gen < jSp ==

( l l [ PCR2  Kein PCR-Produkt

—

t-DNA-Insertion

Abbildung 2.1:

Schematische Ubersicht iiber die durchgefiihrten PCR-Reaktionen zur Identifikation der
homozygoten knock out- Mutanten

Dargestellt sind jeweils beide Allele eines UGD-Gens in einer Wildtyp-Pflanze (A), in einer
heterozygoten Anock-ont Mutante (B) und in einer homozygoten knock-ont Mutante (C). Die
schwatrzen Pfeile symbolisieren die genspezifischen Primer, der graue Pfeil gibt den T-DNA-
spezifischen Primer an.

Lag die Insertion homozygot vor, so war kein PCR-Produkt zu erwarten, da die
Fragmentgrofle (T-DNA: ca. 4,5 bis 7,5kb + Genfragment: ca. 1kb =
Fragmentgesamtlinge: 5,5 bis 8,5kb) zu grof3 war, um von der Tag-Polymerase
erfolgreich amplifiziert zu werden. War jedoch noch eine intakte Genkopie

vorhanden, so lie3 sich ein Fragment nachweisen, welches die gleiche Grof3e hatte
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wie das entsprechende Fragment beim Wildtyp.

Die Samen der homozygot getesteten Pflanzen wurden gesammelt und in den

Experimenten verwendet. Die Tabellen 2.7 und 2.8 zeigen, welche Primer

verwendet wurden und geben Aufschluss dariiber, in welcher Kombination und

zu welchem Zweck sie eingesetzt wurden.

Tabelle 2.7: Ubersicht iiber die Primerkombinationen, die zur Suche von homozygoten

knock out-Mutanten verwendet wurden

Primetrkombination Frilgment- Verwendungszweck
grofie
GarlicLB3 x 1166bp Nachweis der T-DNA-Insertion im UGD7-Gen
At1g26570rev_1566 der Mutante Garlic 347_B03_21. Die Primer
binden im /ff-border-Bereich der T-DNA und im
Promotorbereich des UGD7-Gens.
SALKLB_470 x 1300bp Nachweis der T-DNA-Insertion im UGD7-Gen
koT1K7rev der Mutante SALK_025303. Die Primer binden
im Jeft-border-Bereich der T-DNA und am 3’-
Ende des UGD7-Gens.
koT1K7fwd x 1423bp Nachweis mindestens einer intakten Kopie von
koT1K7rev UGD7 durch ein die mogliche Insertion
tberspannendes Primerpaar. Die Primer binden
am 5’- und im 3’-Ende des UGD7-Gens.
GarlicLB3 x 1100bp Nachweis der T-DNA-Insertion im UGD2-Gen
At3¢29630_rev_-1636 der Mutante Garlic_1144_F10. Die Primer
binden im /Jgf#-border-Bereich der T-DNA und
am 3’-Ende des UGD2-Gens.
UGD2_480_Muo_fwd x 1200bp Nachweis mindestens einer intakten Kopie von
Muol10_rev_+751 UGD2 durch ein die mogliche Insertion
tberspannendes Primerpaar. Die Primer binden
am 5’- und im 3’-Ende des UGD2-Gens.
UGD3-30_T20K14fwd x 1200bp Nachweis der T-DNA-Insertion im UGD3-Gen
SALKILB_470 der Mutante SALK_006234. Die Primer binden
im Jeft-border-Bereich der T-DNA und am 5-
Ende des UGD3-Gens.
koT20K14fwd x 1370bp Nachweis mindestens einer intakten Kopie von
koT20K14rev UGD3 durch ein die mogliche Insertion
tberspannendes Primerpaar. Die Primer binden
am 5’- und im 3’-Ende des UGD3-Gens.
JL_202 x 1100bp Nachweis der T-DNA-Insertion im UGD4-Gen
koUGD4_884fwd der Mutante Wisconsin 9C40. Die Primer
binden im /ff-border-Bereich der T-DNA und im
Promotorbereich des UGD4-Gens.
koUGD4_884fwd x 1300bp Nachweis mindestens einer intakten Kopie von

koUGD4_2411rev

UGD4 durch ein die mogliche Insertion
tberspannendes Primerpaar. Die Primer binden
am 5’- und im 3’-Ende des UGD4-Gens.
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Tabelle 2.8: Auflistung aller Primer, die bei der Suche nach homozygoten, funktionellen
knock out-Mutanten eingesetzt wurden

Primer Sequenz

At1g26570rev_1566 5-AGCTAAGGCAGATTCAGCAAATACAT-3
At3¢29630rev_-1636 5-CAAAATTGAAGCGACATTGTCGA-¥

GarlicLB3 5-TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC-3’
JL_202 5-CATTTTATAATAAC GCTGCGGACATCTAC-3
koT1K7fwd 5-TGAAGATATGCTGCATAGGAGCTGGTTAT-3
koT1KT7rev 5-ATCCTTGAGCCATGAATCAAGCGGTTTAC-3
koT20K14fwd 5-GTCCAACCATGGCTGTCATTGCTCTAAAG-3
koT20K14rev 5-GGTCCAATGGCTTACCAATGGAGTAAACA-3
koUGD4_2411rev 5-GGGTCAAGTGGCTTACCAAT-3
koUGD4_884fwd 5-TCCTTGCACACCAAGTGTTC-¥
Muo10_rev_+751 5-AACCGCGTAAGACACTTGCGT-¥
SALK_LB470 5-GCACCTCGACCCCAAAAAACT-3
UGD2_480_Muo_fwd 5-CTCTGGTCGGTCAGGGGCAA-3
UGD2cDNA-fwd 5-AACACACCGACTAAGACTAGAG-¥
UGD2cDNA-rev 5- TAGCTTTTGCAGATTCATAATGTTTC-3
UGD3-30_T20K14fwd 5-CAGGAGGTGATTCAGTTTACAAGCAA-3’
UGD4_BspTI_neu 5-GCACTTAAGTGTCCAGATATTGAAGTGGC-3

Kreuzung von Arabidosis thaliana zur Herstellung von Doppelknock out-
Mutanten (nach Weigel & Glazebrook, 2002)

Um Arabidopsis thaliana-Mutanten zu erhalten, bei denen zwei UGD-Isoformen
gleichzeitig ausgeschaltet waren, wurden Mutanten-Linien, bei denen eine der
UGD-Isoformen homozygot zerstért war, untereinander gekreuzt. Gekreuzt
wurde die Linie Wisconsin 9640 AUGD4 1.1-7 in die Linie Garlic 347_B03_ 21
AUGDT1 L1-1 und die Linie SALK_006234 AUGD3 1.4-1 in die Linie Gatlic

1144F10 AUGD2 1.1-11. Dazu wurden die Pflanzen im Gewichshaus auf
Einheitserde ausgesit und im Langtag bis zur Blite angezogen. Zur
Durchfthrung der Kreuzung wurden bei Pflanzen des einen Genotyps
(., Empfinger) Knospen ausgewiahlt, bei denen die Spitzen der weillen
Kelchblitter schon zu sehen waren, die Knospen jedoch noch nicht aufgebliht
waren. Bei Pflanzen des anderen Genotyps (,,Bestduber®) wurden voll aufgeblithte
Blitten mit reifem Pollen verwendet. An den Knospen des ,,Empfingers® wurden
Kron-, Kelch- und Staubblitter mit einer feinen Pinzette entfernt, so dass nur

noch der Stempel vorhanden war. Dieser wurde dann manuell mit Pollen von
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Pflanzen des ,,Bestidubers bestdubt. Um eine Austrocknung, hervorgerufen durch
das Fehlen der schiitzenden Blutenblitter, zu verhindern, wurde der Stempel
anschlieSend mit Zellophanfolie umwickelt. Es entwickelte sich im Idealfall eine
Schote. Die Samen dieser Schote (F1-Generation) wurden gesammelt und
ausgesit. AnschlieBend wurden die sich entwickelnden Pflanzen auf den Erfolg
der Kreuzung hin uberprift. Dazu wurde aus den Blittern genomische DNA
isoliert und mittels PCR, durch den Einsatz eines genspezifischen und eines T-
DNA-spezifischen Primers (siche Abb.2.1 und Tab.2.8) auf das Vorhandensein
der T-DNA-Insertionen in beiden UGD-Genen uberprift. Von Pflanzen, in
denen beide Insertionen nachgewiesen werden konnten, wurden die Samen
gesammelt (F2-Generation) und erneut ausgesit. Wieder wurde aus den Blittern
der sich entwickelnden Pflanzen die genomische DNA isoliert. In der F2-
Generation waren nach Mendel neben Wildtyp-, heterozygoten und einfach
homozygoten Pflanzen nun auch doppelt homozygote Pflanzen zu erwarten, und
zwar in einem Verhiltnis 9:3:3:1. Der Nachweis erfolgte mittels PCR mit den
oben genannten Primerkombinationen (Tab.2.7 und 2.8). Die Samen der doppelt
homozygot getesteten Pflanzen wurden gesammelt und fir anschlieBende

Experimente verwendet.

Nachweis der tatsidchlichen Funktionalitit der knock outs bei den
Mutanten

Die iiber PCR auf der Basis genomischer DNA ermittelten homozygoten &nock
ont-Mutanten wurden im Anschluss noch einmal auf tatsichliche Funktionalitit
des knock onts uberprift, indem kontroliert wurde, ob in den Pflanzen noch
mRNA des ausgeschalteten Gens nachweisbar war. Dazu wurde die Gesamt-RNA
aus Blittern isoliert und in ¢cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde jede
cDNA mittels PCR tiberprift. Dabei sollten die cDNAs aller UGD-Isoformen bis
auf die des ausgeschalteten Gens nachweisbar sein. Fir die PCR-Reaktionen
wurden die gleichen Primerkombinationen verwendet wie zur Suche nach
homozygoten  knock  owt-Mutanten  (Tab.2.8), mit  Ausnahme  der
Primerkombinationen zum Nachweis von UGDZ- und UGD4-cDNA. Zum
Nachweis der UGDZ2-cDNA wurde die PrimerUGD2cdna-fwd und —rev
verwendet, zum Nachweis der UGD4-cDNA koUGD4_2411rev und
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UGD4_BspTI_neu. Grund hierfir war, dass die bei der Suche nach homozygoten
knock ont-Mutanten verwendeten Vorwirts-Primer UGD2_480_Muo_fwd und
koUGD4_884fwd nicht innerhalb des offenen Leserahmens, sondern im
Promotorbereich der Gene banden und deshalb zum Nachweis von cDNA nicht
geeignet waren. Alle verwendeten Primerkombinationen waren aullerdem
isoformspezifisch, d.h. es konnte pro Kombination nur die cDNA einer
bestimmten Isoform nachgewiesen werden. Um einen Vergleich zwischen den
einzelnen Mutantenlinien zu ermdéglichen, wurde in jede PCR-Reaktion die gleiche
Menge cDNA eingesetzt. Als Kontrolle diente cDNA aus Wildtyppflanzen
Arabidopsis thaliana Col-0. Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte Gber die

Auftrennung in einem 1%igem Agarosegel.

2.10 UNTERSUCHUNG DER ST OMATA VON KNOCK OUT-

MUTANTEN

Bestimmung des Wasserverlusts (nach Klein et al., 2004)

Fiar die Bestimmung des Wasserverlustes wurden in jeweils drei Schalen mit
gesiebter Einheitserde vier Wildtyp- und vier Anock ount-Mutantenpflanzen
abwechselnd ausgesit (Abb.2.2) und im Kurztag in der Klimakammer
(Luftfeuchte: ca. 50%, Temperatur: ca. 23°C, Licht: 80uEm?s™) angezogen.

Abbildung 2.2:

Aussaatschema fiir Pflanzen, die zur Bestimmung des
Wasserverlustes eingesetzt wurden.

Dargestellt ist eine Anzuchtsschale. WTI= Wildtyp Arabidopsis thaliana
Col-0 oder WS-2; k.o.= knock out-Mutanten AUGD1, AUGD4 oder
AUGD1xAUGD4

WT k.o. WT k.o.

k.o. WT k.o. WT

Nach vier Wochen wurden die Blattrosetten von den Wurzeln getrennt und ihr
Frischgewicht bestimmt. AnschlieBend wurden die Blattrosetten bei einer
Temperatur von 22-24°C und einer Luftfeuchte von 28-31% auf der Laborbank
gelagert. Funf Stunden lang wurde in einem Abstand von einer Stunde jeweils das
Gewicht der Blattrosetten bestimmt. Der Wasserverlust wurde anschlie3end als %

des urspringlichen Frischgewichtes bezogen auf die Zeit grafisch aufgetragen.
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Bestimmung der Stomataéffnung (nach Klein et al., 2004)

Zur Bestimmung der Stomatadffnung wurden Pflanzen in jeweils drei Schalen mit
gesiebter Einheitserde ausgesit. Dabei enthielt jede Schale sowohl Pflanzen des
Wildtyps Arabidopsis thaliana Col-0 als auch Pflanzen der knock ont-Mutanten
AUGD1 oder AUGD7xAUGD4. Die Pflanzen wurden fiir 14 Tage im Kurztag in
der Klimakammer angezogen. AnschlieBend wurden die Keimlinge fir 16h
dunkel adaptiert. Um die Offnung der Stomata zu induzieren, wurden die
Pflanzen zunichst fir 2,5h in 20mM KCI, 0,5% CaCl, im Licht inkubiert. Im
Anschluss wurde ein Nagellackabzug der oberen Epidermis der Keimblitter
hergestellt. Dieser wurde dann auf einen Objekttriger befestigt. Unter dem
Lichtmikroskop wurden Breite und Linge der Stomata bestimmt. Pro Genotyp
wurden mindestens 70 Stomata unterschiedlicher Blitter ausgezihlt. Dafiir waren
zuvor Mischproben mit mindestens finf Keimlingen pro Anzuchtsschale

genommen worden.

2.11 UNTERSUCHUNG DER ZELLWANDE VON KNOCK OUT-

MUTANTEN

Zellwandpriparation

Die Zellwandpriparation erfolgte nach einer abgewandelten Methode von Fry
(1988), bei der alle in 70% (v/v) Ethanol unloslichen Reste als Zellwand definiert
werden. Pro Probe wurden fir die MALDI-TOF MS-Analysen jeweils 15
Keimlinge, fiir die HPLC-Analysen etwa 200mg Pflanzenmaterial gesammelt, in
flissigem Stickstoff schockgefroren, pulverisiert (mit rostfreien Edelstahlkugeln
(© 5mm) von VWR in einer Schwingmihle Retsch MM200, 3x 1min mit einer
Frequenz von 30Hz) und in 1ml 70% (v/v) Ethanol rickgelést. Um die
Metallkugeln zu entfernen wurde die Suspension in ein neues Gefil3 tibertragen
und anschlieBend fir 10min bei 13000rpm (Biofuge pico, Heraeus) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt und das Sediment fiir die MALDI-TOF MS-
Analysen  zweimal, fir die = HPLC-Analysen  viermal mit 1ml
Chloroform/Methanol  (1:1)  gewaschen. AnschlieBend erfolgten  zwei

Waschschritte mit Aceton, bevor das Sediment im Vakuum getrocknet wurde.
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Matrix Assisted Laser Desorption Ionization- Time of Flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) zur Bestimmung der
Xyloglucanzusammensetzung (nach Lerouxel et al., 2002)

Fir die MALDI-TOF MS-Analysen wurden sechs Tage alte, steril im Licht
angezogene Keimlinge verwendet. Die Zellwand wurde wie oben beschrieben
isoliert. Als nichstes erfolgte der Verdau der Zellwand mit 1U Xyloglucan-
endoglucanase XEG in 40mM Ammoniumformiatpuffer pH 5.0 (Endvolumen
50ul) fir 4h bei 37°C unter leichter Bewegung. AnschlieBend wurde fiir 10min bei
13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefil3 iiberfiihrt und
5-10 Biorex MSZ 501 Kationentauscherkugeln (Bio-Rad) dazugegeben. Nach
15min wurde der Uberstand abgenommen und bis zur Messung bei -80°C

gelagert.

Tabelle 2.9:0 Nominale Massen, Kompositionen und putative Strukturen von
Xyloglucanfragmenten bei MALDI-TOF MS-Analysen (Tabelle nach Lerouxel et al., 2002)
2 Nominale Masse der Xyloglucanfragmente [M+Na*|*

b Hex = Hexose, Pen = Pentose, Dox = Deoxyhexose, OAc = O-Acetyl-Substituent

¢nach Pauly ¢ a/. (2001), Nomenklatur nach Fry e a/. (1993), nihere Erlduterung zur Verwendung
der Nomenklatur siche Kapitel 1.2

Nominale Masse? KompositionP Putative Strukture
791,233 Hex3Pen, XXG

953,286 Hex4Pen, GXXG

1085,328 Hex4Pen; XXXG

1247381 HexsPens XXLG/XLXG

1289,391 HexsPen3;OAc XXLG/XLXG + 1 OAc
1393,439 HexsPensDox XXFG

1435,449 HexsPensDox1OAcy XXFG + 1 OAc
1555,491 HexsPensDox XLFG

1597,502 Hex¢PensDox1OAcy XLFG + 1 OAc

Die Messung der molekularen Massen der Xyloglucanfragmente erfolgte an einer
Voyager DE STR Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems). Dazu wurden
die Uberstinde aus dem Verdau 1:1 (v/v) mit einer DHBS-Matrix (2,5-
Dihydroxybenzoesiure; 20mg/ml, gelost in 30% (v/v) Acetonitril) gemischt und
auf eine Metallplatte gespottet. Die Spektren wurden im negative reflectron mode bei

20000V und einer extraction delay time von 150ns aufgenommen. Das Spektrum



MATERIAL UND METHODEN 45

einer Probe setzte sich dabei aus den Spektren von 10 verschiedenen
Messpunkten zusammen. An jedem Messpunkt wurden mit dem Laser 50 Schuss
abgegeben. Pro untersuchtem Genotyp wurden jeweils zehn unabhingige
Zellwandpriparationen in die Messungen eingesetzt. Durch den Vergleich der
erhaltenen Spektren mit Daten aus der Literatur (Lerouxel ez a/., 2002) konnten die
einzelnen Ionensignale eindeutig bestimmten Xyloglucanfragmenten zugeordnet
werden (Tab.2.9). Zur Auswertung der Spektren wurden die Flichen unterhalb
der einzelnen Ionensignale bestimmt und anschlieBend zur Gesamtfliche

unterhalb aller Ionensignale in Relation gesetzt.

HPLC-Analysen

Fir die HPLC-Analysen wurden sechs Tage alte, steril im Licht angezogene
Keimlinge verwendet. Die Zellwand wurde wie oben beschrieben isoliert. Im
Anschluss wurde die isolierte Zellwand verdaut. Dazu wurde sie zunichst in 800ul
250mM Natriumacetat pH4.0 riickgelost, fur 20min auf 80°C erhitzt und
anschlieSend auf Eis abgekthlt. Danach wurde der pH-Wert mit 1M Natronlauge
auf pH5.0 eingestellt. Nach der Zugabe von Natriumazid (0,01%
Endkonzentration) und je 0,5mg o-Amylase (Sigma) und Pullulanase (aus Bacillus
acidopullulyticus von Sigma) wurde die Zellwand tber Nacht bei 37°C unter leichter
Bewegung inkubiert. Am nichsten Morgen wurde die Suspension 10min im
Wasserbad gekocht und dann auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurde sie fiir
10min bei 13000rpm zentrifugiert. Es folgten vier Waschschritte mit Wasser, um
die bei dem Verdau freigewordenen Hexosen zu entfernen. Der Erfolg der
Waschschritte wurde in einem Anthron-Test (s.u.) iberpriift. Das Sediment wurde
schlieBlich im Vakuum getrocknet. Als letzter Schritt der Zellwandaufarbeitung
erfolgte eine Hydrolyse. Dazu wurden zu je 3mg Zellwand 50ug myo-Inosit
(Duchefa) als interner Standard gegeben und anschlieBend in 250ul 2M TFA
(Trifluoressigsdure, Fluka) fir eine Stunde bei 121°C hydrolisiert. Die Proben
wurden bei 40°C durch Begasung mit Luft evaporiert. Im Anschluss wurde
dreimal mit jeweils 300ul Isopropanol gewaschen und zwischendurch immer
wieder evaporiert. Nach dem letzten Evaporationsschritt wurde die Zellwand bis
zur Verwendung in der HPLC-Analyse bei -80°C gelagert.

Die hydrolisierten Zellwandproben wurden in jeweils 1ml Wasser pro 3mg
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Zellwand rickgelost. Diese Losung wurde noch einmal 1:10 mit Wasser verdinnt
und tber Micro-Spin© Filter Tubes (#24137, Alltech) filtriert. Jeweils 10ul der
gefilterten Zuckerlésung wurden utber eine HPLC-Sdule aufgetrennt. Das
verwendetet HPLC-Gerit stammte von der Firma Dionex BioLLC und enthielt
einen ED50 Electrochemical Detector, eine GS50 Gradient pump und einen AS50
Autosampler. Die Auftrennung erfolgte iiber eine CarboPac ™ PA20 Guard 3x30
mm Vorsiule und eine CarboPac™ PA20 Analytical 3x150 mm Siule. Das Gerit
wurde mit einer Durchflussrate von 0,5ml min" unter Verwendung des folgenden

Programms betrieben (Tab.2.10).

Tabelle 2.10: Verwendetes HPLC-Programm zur Zuckerauftrennung

Zeit (min) Eluent
200 mM NaOH 10 mM NaOH
-25 100 % 0% Regeneration
- 15,05 100 % 0 %
-15 0% 100 % Equilibierung
0 0% 100 % Probeninjektion
12 0% 100 % Laufende

Um die erhaltenen Peaks der HPLC-Diagramme eindeutig zuordnen zu kénnen,
wurden 10mM Zucker-Stammlésungen der zu erwartenden Zucker (Arabinose,
Glucose, Xylose, Galactose, Fucose und Rhamnose) hergestellt und jeweils in
einer Konzentration von 0,1mM auf die HPLC aufgetragen. Jedem Zucker konnte
so eine bestimmte Retentionszeit zugeordnet werden, anhand derer die einzelnen
Zucker der Zellwandproben eindeutig identifiziert werden konnten. Um eine
bestmogliche Vergleichbarkeit zu erreichen, wurden pro untersuchten Genotyp
jeweils finf unabhingige Zellwandpriparationen in die HPLC-Messungen
eingesetzt. Es erfolgte pro Zellwandpriparation eine Messung an der HPLC. Zur
Auswertung der HPLC-Diagramme wurde die Fliche unter den Zuckerpeaks
bestimmt und die Peakflichen anschliefend zueinander in Relation gesetzt. Dabei

wurde die Summe aller gemessener Zucker gleich 100% gesetzt.
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Anthron-Test zum Nachweis von Hexosen (nach Dische & Borenfreund,
1951)

100ul Zellwand wurden mit 200ul Anthron-Reagenz (0,2% (w/v) Anthron in
konzentrierter Schwefelsdure) gemischt, 5min gekocht und anschlieBend im
Photometer (Hitachi U-1100) bei 620nm gemessen. Der endgiltige Hexosegehalt

wurde mit Hilfe einer Glucose-Standard-Fichkurve bestimmt.

2.12 VERWENDETE SOFTWARE

Folgende Computersoftware wurde fiir diese Arbeit verwendet:

Berechnen des Molekulargewichts von Proteinen:
http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html

Sequenzanalysen und Alignments:
ClustalX2 1.81, GENEDOC 2.6.002 und Dendroscope 2.3 (Huson ez al., 2007)

Statistische und graphische Auswertung von Messdaten:
Microsoft Exel 2002 und Statistica 6.0

Bestimmung der enzymatischen Parameter:
Microcal Origin 6.0G Professional

Bearbeitung von Digitalfotos und Erstellen von Grafiken:
Adobe Photoshop 8.0.1 und Corel Draw 10 und X3







3 ERGEBNISSE

3.1 DIE VIER UGD-GENE IN ARABIDOSIS THALIANA

Mit Hilfe der durch das Arabidopsis Genom-Projekt und verschiedenen EST-
Datenbanken zur Verfigung stehenden Daten (http://www.arabidopsis.org)
konnten im Rahmen dieser Arbeit im Genom von Arabidepsis thaliana vier Gene
identifiziert werden, die potentiell fiir UDP-Glucose Dehydrogenasen codieren:
UGD1 (Atl1g26570), UGD2 (At3g29300), UGD3 (At5g15490) und UGD4
(At5g39320). Alle Gene enthalten ein Intron unterschiedlicher Linge im Bereich
der 5-UTR. Die offenen Leserahmen selbst sind ohne weitere Introns und
1446bp (UGDT) bzw. 1443bp (UGDZ2-4) grof3. Ein funftes, als Pseudogen
identifiziertes Gen, befindet sich am duflersten Rand von Chromosom 3 an
Position At3g01010. Sein offener Leserahmen ist nur 474 bp lang und damit um
rund zwei Drittel kirzer als die Leserahmen der anderen vier UGD-Gene.
Sequenzvergleiche zeigten, dass es sich um den Anfang eines UGD-Gens handeln
konnte, allerdings liegt die Homologie zu den ersten 474 bp der anderen UGD-
Gene bei nur etwa 30%.

Die Gene UGDT7, 2, 3 und 4 codieren fiir sehr dhnliche Proteine mit einer
Linge von 480 (UGD2-4) bis 481 (UGD1) Aminosauren und einem erwarteten
Molekulargewicht von etwa 53kDa. Dabeti ist die Homologie zwischen UGD?2, 3
und 4 sehr hoch (89-92%), wihrend sich UGDI1 in seiner Aminosiuresequenz
von den anderen Isoformen unterscheidet (Homologie 82-84%). Besonders
deutlich wird dieser Unterschied, wenn man die Aminosiuresequenzen der vier
UGD-Isoformen aus _Arabidopsis  thaliana mit denen anderer bekannter,
pflanzlicher UDP-Glucose Dehydrogenasen vergleicht. Dazu wurde mit Hilfe der
Computerprogramme ClustalX2 und Dendroscope 2.3 ein bootstrapped neighbonr-
Joining tree erstellt (Abb.3.1). Laut Stammbaum sind UGD2, 3 und 4 nahe verwandt
und clustern mit G-UGD1 aus Gheine max. Hingegen befindet sich UGD1 auf
einem ganz anderen Zweig und clustert mit den vier UGD-Isoformen aus Populus
trichocarpa. Analog dazu zeigen die finf UGD-Isoformen aus Reis (Oryza sativa) ein

dhnliches Muster. Auch hier clustern jeweils drei bzw. zwei Isoformen. Die UGD-
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Abbildung 3.1:

Vergleich der Aminosiduresequenzen der vier UGD-Isoformen aus Arabidosis thaliana mit
Sequenzen anderer pflanzlicher UDP-Glucose Dehydrogenasen

Det bootstrapped neighbour-joining tree wurde mit ClustalX2 und Dendroscope 2.3 erstellt.
At-UGD1-4: Arabidopsis thaliana (diese Arbeit); Co-UGD1: Cinnanmomum osmophloenm gi | 40317278,
Gm-UGD1: Ghine max ¢i|6136119; Nt-UGD1: Nicotiana tabaccnm g¢i|48093457; Nt-UGD2:
Nicotiana tabaccum gi|48093459; Ps-UGD1: Pinus taeda Unigene Pta.24139; Ps-UGD2: Pinus taeda
Unigene Pta.8150; Os-UGD1: Oryza sativa Os03g31210; Os-UGD2: Oryza sativa Os03g40720; Os-
UGD3: Oryza sativa Os03g55070; Os-UGD4: Oryza sativa Os12g25690; Os-UGDb5: Oryza sativa
Os12g25700; Pt-UGD1: Populus trichocarpa eugene3.00041110; Pt-UGD2: Populus trichocarpa
eugene3.00101501; Pt-UGD3: Populus trichocarpa estExt_fgenesh4_pm.C_LG_VIII0382; Pt-
UGD4: Populus trichocarpa estExt_fgenesh4_pm.C_LG_XVII0156

Isoformen aus Nicotiana tobaccum, Pinus taede und Populus trichocarpa sind dagegen
jeweils nahe miteinander verwandt und clustern zusammen.

Ein multiples _A/ignment und anschlieBende Sequenzvergleiche zeigten, dass
sich Aminoséurereste, die bei der UGD aus S#eptococcus pyogenes (Campbell ef al.,
2000) bzw. der humanen UGD (Sommer e al, 2004) sowohl fir die
Substratbindung als auch fir die Katalyse und die Hexamerbildung essentiell zu
sein scheinen (siche Kapitel 1.4), bei allen UGD-Isoformen aus Arabidopsis thaliana
finden lassen (Abb.3.2; gelb markierte Aminoséurereste). So sitzt an Position 272
jeweils ein Cysteinrest, der Cys260 der UGD aus Streptococcus bzw. Cys276 der

menschlichen UGD entsprechen konnte.
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Abbildung 3.2:

Vergleich der Aminosiduresequenzen von UGD], 2, 3 und 4 aus Arabidopsis thaliana mit
den UGDs aus Homo sapiens (accession number AF061016) und Streptococcus pyogenes
(accession number POCOF4).

Das Alighment wurde mit dem Programm GENEDOC erstellt und unter der Verwendung der
Blosum62-Matrix farblich markiert. Konservierte Bereiche sind schwarz, Bereiche mit einer
Homologie von 80% dunkelgrau und Bereiche mit einer Homologie von 60% hellgrau markiert.
Der rot markierte Bereich zeigt die mogliche NAD'-Bindestelle, der blau markierte das
katalytische Zentrum (Hempel ¢ al, 1994; Tenhaken & Thulke, 1996). Die gelb markierten
Bereiche geben Aminosiurereste an, die bei der Katalyse und der Hexamerbildung eine wichtige
Rolle spielen kénnten (Erlduterungen siche Text; Campbell ¢f a/., 2000; Sommer ef al., 2004).
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Auch die anderen bei Streptococcns gefundenen aktiven Reste Thr118, Glul4l,
Glul145, Lys204, Asn208 und Asp264 lassen sich bei den UGD-Isoformen aus
Arabidopsis thaliana an folgenden Positionen nachweisen: Thr128, Glu157, Glul61,
Lys216, Asn220 und Asp276. Ein Lysinrest, der sich an Position 279 der
humanen UGD befindet und vermutlich eine Rolle bei der Hexamerbildung spielt
(Sommer et al., 2004), ist bei den UGDs aus Arabidopsis thaliana an Position 275
nachweisbar. Durch Sequenzvergleiche mit Gz-UGD1 aus Glycine max (Tenhaken
& Thulke, 1996) konnten auBerdem konservierte Sequenzmotive fiir eine NAD"-
Bindestelle und ein katalytisches Zentrum (Abb.3.2 rot markierte

Aminosiurereste) gefunden werden.

3.2 HETEROLOGE EXPRESSION VON UGD1, 2, 3UND 4 IN E.
COLI, PROTEINAUFREINIGUNG UND BIOCHEMISCHE

CHARAKTERISIERUNG DER PROTEINE

Klonierung der Expressionsvektoren

Die vier UGD-Isoformen aus _Arabidopsis thaliana wurden in Escherichia coli
heterolog exprimiert und anschlieBend tber eine Nickel-Chelat-Matrix
aufgereinigt. Dazu wurde zunichst der komplette offene Leserahmen (UGDY)
oder ein Teil des Leserahmens (UGD2-4) tber PCR amplifiziert. AnschlieBend
wurden die PCR-Produkte wber die durch die Primer eingefthrten
Restriktionsschnittstellen (siehe Tab. 2.5) in die Expressionsvektoren pQEG-
UGD1 (Hinterberg ez al., 2002) tir UGD2-4 oder pET21a (Novagen, Darmstadt,
Germany) fir UGD7 kloniert. Beide Vektoren ermdglichten eine Kontrolle der
Genexpression durch einen Promotor mit /ze-Operon (Induktion mit IPTG). Bei
der Translation wurde auBlerdem am N-terminalen (pQE) bzw. C-terminalen
Ende (pET2la) eine Sequenz von sechs Histidinaminosiauren (His-Tag)
angehingt, die zur Aufreinigung Uber eine Nickel-NTA-Siule diente. Bei den
Klonierungen von pQEUGD?2, 3 und 4 entstand jeweils ein Plasmid mit einer
Hybrid-cDNA, bei der die ersten 68 Basenpaare einschlieflich der BspTI-
Restriktionsschnittstelle von Gz-UGD1 aus Gheine max, die restlichen Basenpaare

aber von einer der drei Arabidopsis-UGDs stammten. Dieses Verfahren wurde
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angewandt, weil die Klonierung der vollstindigen cDNA-Sequenzen von UGD1,
2, 3und 4 in pQE-Vektoren zu keiner Protein-Expression in E. co/i gefiihrt hatte.
Eigenschaften und Funktionen der resultierenden Hybridproteine sollten sich von
denen der Orginalproteine nicht unterscheiden. Denn, wie in Abbildung 3.3

gezeigt, sind die ersten 25 Aminosduren von Gm-UGD7 und UGD2, 3 und 4

identisch.
* 2 O *
el Bav[eIsE NN /| T (C C I|GAGY[VGGPTMAVEA | |ClrilE vl 30
UGD1 VKT CCII|GAGY|[VIGGPTMAVIA |ClPIaENE v\ 30
UGD?2 VKT CCII[GAG Y|VIGG PTMAVEALKICPINE VAl 30
UGD3 M, (T CC1GAG YV GG RTMAVIATKC P AR
UGD4 VK T CCITIGAGY|VIGGPTMAVIEALKC PSEEE vA RSN
Abbildung 3.3:

Vergleich der ersten 30 Aminosiduren von Gm-UGD1 aus Glycine max mit UGD1, UGD2,
UGD3 und UGD#4 aus Arabidopsis thaliana

Die gelbe Markierung zeigt den Unterschied zwischen UGD1 und G#-UGDT an Position 20. Das
Restriktionsenzym BspT1 schneidet die cDNA von Gz-UGD1 zwischen den beiden Codons, die
fir die rot markierten Aminosiuren codierenden. Die cDNA von UGDT besitzt gleicher Position
eine BspT1-Restriktionsschnittstelle, wihrend die BspT1-Restriktionsschnittstelle fiir die Klonierung

von UGD2-4 bei der PCR durch die verwendeten Primer eingefiihrt wurde.

UGD1 und Gz-UGDT unterscheiden sich dagegen an Position 20. UGD1 besitzt
an dieser Stelle anstatt eines Isoleucins ein Methionin. Ein pQE-Vektor mit einer
entsprechenden Hybrid-cDNA wurde daher nicht hergestellt, sondern fir die
Expression von UGD1 wurde der Vektor pET21a gewihlt, in den der komplette

offene Leserahmen von UGDT7 kloniert wurde.

Expression der Proteine in Escherichia coli und Aufreinigung iiber eine
Nickel-Chelat-Matrix

Die Expressionskonstrukte wurden in unterschiedliche E. co/-Stimme
transformiert, die teilweise noch Hilfsplasmide zur Verbesserung des
Expressionsergebnisses enthielten. Bakterienstimme und Hilfsplasmide wurden
beziiglich gebildeter Proteinmenge und Enzymaktivitit der heterolog exprimierten
Proteine miteinander verglichen. Sowohl fir UGD?2 als auch fir UGD3 und 4
konnte die Expression eines aktiven Proteins in ausreichender Menge erreicht

werden. Dabei erwies sich die Kombination aus dem E. c/i-Stamm Origami™
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(Novagen, Darmstadt, Germany) und dem Hilfsplasmid pGroESL (Goloubinoff
et al., 1989) als die glinstigste. Fiir einen optimalen Ertrag mussten aullerdem die
richtige Temperatur und der beste Induktionszeitpunkt erarbeitet werden.
Wurden die Bakterienzellen erst spiat mit IPTG behandelt (ODy,,>0,0), konnte
im Anschluss zwar viel heterolog exprimiertes Protein aus den Zellen gewonnen
werden, ein Grofiteil davon lag jedoch in einem enzymatisch inaktiven Zustand
vor. Bei einer frihen Induktion dagegen wurde nur sehr wenig, dafiir enzymatisch
aktives Protein gebildet. Es zeigte sich, dass der glnstigste Zeitpunkt fir die
Induktion der Proteinexpression bei einer ODyy,,, von etwa 0,4 lag. Fine
Verbesserung von Proteinmenge und enzymatischer Aktivitit konnte auB3erdem
dadurch erreicht werden, dass die Bakterienzellen nach der Induktion nicht mehr
bei 37°C, sondern nur noch bei 23°C kultiviert wurden. Zellaufschluss und
Aufreinigung der Proteine wurden zunichst nach dem Protokoll von Hinterberg
et al. (2002) durchgefihrt. In Anpassung an die besonderen Eigenschaften von
UGD1, 2, 3 und 4 aus Arabidopsis thaliana mussten jedoch einige Modifikationen
vorgenommen werden (siche Kapitel 2.3). Expression und anschlieBende
Proteinaufreinigung wurden mittels SDS-PAGE tberprift. In Abbildung 3.4 ist
die gelelektrophoretische Auftrennung der einzelnen Aufreinigungsschritte fir
UGD?3 (Spuren 1-7) gezeigt. Die Spuren 8 und 9 zeigen jeweils die aufgereinigten
Enzyme UGD2 und UGD4. Alle drei Proteine konnten sauber und in
ausreichender Menge (zwischen 1,2 und 1,6mg 1" E. w/-Kultur) aufgereinigt
werden. Dabei entsprach die Grofle der aufgereinigten Enzyme der erwarteten
Gr6Be von etwa 53kDa.

Die Enzymaktivitit der Proteine wurde direkt nach der Aufreinigung
tberprift. Um sicher zu gehen, dass die Bildung von NADH ausschlieflich auf
die Aktivitit von UGD und nicht auf Verunreinigungen durch E. co/-Enzyme
zurickzufithren war, wurden auflerdem Proben gemessen, die bis auf UDP-
Glucose alle anderen Bestandteile des Enzymtests enthielten. Bei keiner
Aufreinigung konnte ohne die Zugabe von UDP-Glucose ein NAD'-Umsatz
nachgewiesen werden. Die Bildung von NADH lief3 sich damit ausschlieBlich auf
die Aktivitit von UGD zuriickfithren. Obwohl alle entsprechenden Parameter,
wie Temperatur, Induktionszeitpunkt etc., konstant gehalten wurden, kam es

zwischen den einzelnen Aufreinigungen zu Schwankungen der Enzymaktivitit.
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Daher wurde zur Aufnahme der Sittigungskurven jeweils nur Enzym aus einer

Aufreinigung eingesetzt.

UGD3 UGD2 UGD4
1 2 3 4 5 6 7 8 9

kDa

120—

86—

—.——b —I ——
47 —

34 —
el

Abbildung 3.4:

Das Coomassie-Blue gefirbte SDS-Polyacrylamidgel zeigt die einzelnen Schritte der
Aufreinigung von UGD3 und die aufgereinigten Enzyme UGD2 und 4
Zellhomogenat Origami™ + pGroESL + pQEUGD?3, nicht induziert

16sliche Bestandteile des Zellhomogenates 20h nach Induktion mit 500uM IPTG
unl6sliche Bestandsteile des Zellhomogenates 20h nach Induktion mit 500uM IPTG
Durchfluss nach Auftrag auf Nickel-NTA-Siule

Durchfluss erster Waschschritt mit NTA1-Puffer

Durchfluss zweiter Waschschritt mit NTA-2-Puffer (mit 20mM Imidazol)

Mit 250mM Imidazol eluierte Fraktion mit aufgereinigter UGD3

Aufgereinigte UGD2

Aufgereinigte UGD4

O 0 1O UL WD

Wihrend sich UGD2, 3 und 4 in ausreichenden Mengen heterolog exprimieren
und aufreinigen lieBen, war es schwierig eine entsprechende Expression von
UGD1 nachzuweisen. Eine Klonierung des offenen Leserahmens von UGDT in
einen pQE-Vektor, hatte zu keinerlei Expression in E. co/i gefihrt. Daher erfolgte
die Umklonierung in einen pET21a-Vektor. Dieser bot dhnliche Eigenschaften
tir die Expression in E. co/i wie ein pQE-Vektor (His-Tag und /z-Operon). Der
His-Tag befand sich allerdings durch den pET21a-Vektor am C-terminalen Ende
anstatt am N-terminalen des heterolog exprimierten Proteins. Fir die Expression

. . . . .’rl\f[ .
wurde, wie schon bei den anderen Isoformen, der E. co/-Stamm Origami = in
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Kombination mit dem Hilfplasmid pGroESL gewihlt. Anzucht und Induktion
der E. coli-Zellen erfolgten gemil} des fiir die anderen Isoformen verwendeten
Protokolls (sieche Kapitel 2.3). Gleiches galt fir die Aufreinigung tber die Nickel-
Chelat-Matrix. Allerdings wurde zweimal mit NTA-1-Puffer ohne Imidazol
gewaschen, da die Affinitit des His-Tags von UGD1 zu den Nickel-Ionen der
Matrix wesentlich geringer war als bei den anderen Isoformen und sich daher das
Protein schon bei geringen Imidazol-Konzentrationen von der Sdule 16ste. In
Abbildung 3.5 ist die gelelektrophoretische Auftrennung der einzelnen
Aufreinigungsschritte fir UGD1 (Spuren 10-16) gezeigt. FEin Protein mit der
erwarteten GroB3e von etwa 53kDa konnte aufgereinigt werden (Pfeil; Abb.3.5,
Spur 16).

UGD1
10 11 12 13 14 15 16

kDa

120—

86—

47 —

34—

26 —

Abbildung 3.5:

Das Coomassie-Blue gefirbte SDS-Polyacrylamidgel zeigt die einzelnen Schritte der
Aufreinigung von UGD1.

10 Zellhomogenat Origami™ + pGroESL + pET21aUGD17, nicht induziert

11 16sliche Bestandteile des Zellhomogenates 20 h nach Induktion mit 500 uM IPTG

12 unlsliche Bestandsteile des Zellhomogenates 20 h nach Induktion mit 500 pM IPTG

13 Durchfluss nach Auftrag auf Ni-NTA-Siule

14  Durchfluss erster Waschschritt mit NTA1-Puffer

15 Durchfluss zweiter Waschschritt mit NTA-1-Puffer

16 Eluierte Fraktion (250mM Imidazol) mit aufgereinigter UGD1 (Pfeil)
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Die Proteinmenge lag jedoch mit etwa 0,56mg 1" E. co/i-Kultur deutlich unter den
Werten, die bei der Expression der anderen Isoformen erreicht wurden.
Auflerdem enthielt das Eluat neben der potentiellen UGD1 auch noch einige
Verunreinigungen durch E. c/i-Proteine. Wie bei UGD2, 3 und 4 wurde die
Enzymaktivitit direkt nach der Aufreinigung tberpruft. Allerdings lief3 sich in
keinem Eluat eine UGD-Aktivitit nachweisen. Um auszuschlieBen, dass UGD1
nicht UDP-Glucose, sondern einen anderen, dhnlichen Zucker als Substrat
benotigt, wurden auBerdem ADP-Glucose, TDP-Glucose, UDP-Galactose,
GDP-Mannose, UDP-N-Acetylgalactosamin, und UDP-N-Acetylglucosamin in
einer Konzentration von 500uM bei gesittigter NAD *-Konzentration und 500uM
NADP" bei gesittigter UDP-Glucose-Konzentration angeboten. Auch mit diesen
Substraten war keine Aktivitit nachweisbar. Weitere Modifikationen bei der
Bakterienanzucht, dem Induktionszeitpunkt, dem Zellaufschluss und der

Proteinaufreinigung fuhrten ebenfalls nicht zum gewiinschten Ergebnis.

Bestimmung der K- und v, -Werte von UGD2, 3 und 4 fiir UDP-Glucose
und NAD"

Fir UGD?2, 3 und 4 wurden die K -und die v, -Werte fiir UDP-Glucose und
NAD" bestimmt. Dazu wurden die aufgereinigten Enzyme mit steigenden UDP-
Glucosekonzentrationen (10-1500uM) in Gegenwart einer gesittigten NAD'-
Konzentration (500uM) oder mit steigenden NAD'-Konzentrationen (10-
1500uM) in Gegenwart von UDP-Glucose in gesittigter Konzentration (1500uM)
inkubiert. Die Enzymaktivitit wurde fiir 1min als die Umwandlung von NAD" in
NADH bei 340nm im Photometer gemessen. Pro Messpunkt wurden drei
Messungen durchgefithrt und gemittelt. Jede Sittigungskurve wurde mindestens
dreimal pro Enzym und Substrat aufgenommen. Innerhalb einer Messreihe wurde
nur Enzym aus einer Aufreinigung verwendet. Die K -Werte fiir UDP-Glucose
betrugen 123 £ 9uM bei UGD2, 335 + 16uM bei UGD3 und 171 £ 9uM bei
UGD4 (Abb.3.6, A). Die K -Werte fiir NAD" lagen bei allen drei Isoformen bei
etwa 43uM (Abb.3.6, B). Wahrend sich die K _-Werte immer wieder reproduzieren
lieBen, schwankten die v, -Werte bei der Verwendung von Enzym aus
unterschiedlichen Aufreinigungen stark. So reichten die v, -Werte von 36pumol

NAD 'min'mg"' Enzym (= 0,60ukat mg") bis 200umol NAD 'min'mg' (=
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3,33ukat mg"). In Abbildung 3.6 sind jeweils die Kurven gezeigt, in denen die
hoéchsten v, -Werte erreicht wurden. Bei UGD2 lag dieser fiir UDP-Glucose bei
1,54ukat mg' Enzym und fiir NAD" bei 3,33ukat mg' Enzym, bei UGD3 fiir
UDP-Glucose bei 2,43ukat mg" Enzym und fiir NAD" bei 1,27ukat mg' Enzym
und bei UGD4 fiir UDP-Glucose bei 2,27ukat mg' Enzym und fiir NAD" bei
2,00ukat mg" Enzym.
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Abbildung 3.6:

Bestimmung der K,-Werte fiir UDP-Glucose (A) und NAD* (B) von UGD2, 3 and 4 aus
Arabidopsis thaliana.

Aufgereinigtes, rekombinantes Enzym wurde mit steigenden UDP-Glucosekonzentrationen (10-
1500uM) in Gegenwart einer gesittigten NAD*-Konzentration (500uM) oder mit steigenden
NAD*-Konzentrationen (10-1500uM) in Gegenwart von UDP-Glucose in gesittigter
Konzentration (1500uM) inkubiert. Die Enzymaktivitit wurde fiir 1 min als die Umwandlung von
NAD™ in NADH bei 340nm im Photometer gemessen. Pro Messpunkt wurden drei Messungen
durchgefiihrt, gezeigt sind die Mittelwerte und £ SD der drei Messungen. Zur Aufnahme der
Sittigungskurven wurde jeweils nur Enzym aus einer Aufreinigung verwendet.



ERGEBNISSE 59

Hemmung der Aktivitit von UGD?2, 3 und 4 durch UDP-Xylose
Neben den K - und v, -Werten wurde auch die Hemmstoffwirkung von UDP-
Xylose auf die Aktivitit von UGD?2, 3 und 4 untersucht. Dazu wurden fiir jedes

Enzym  Sittigungskurven in  Gegenwart  verschiedener =~ UDP-Xylose-
Konzentrationen (OuM, 25uM, 75uM, 200uM und 350uM) aufgenommen.
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Abbildung 3.7:

Die hemmende Wirkung von UDP-Xylose auf die Aktivitit von UGD2, 3 und 4

Sittigungskurven in Gegenwart verschiedener UDP-Xylose-Konzentrationen (OpuM, 25uM, 75uM,

200uM und 350uM). Die Ki-Werte ergaben sich durch den Auftrag der UDP-Xylose-

Konzentrationen gegen die Kmi-Werte der einzelnen Sittigungskurven. Pro Messpunkt wurden

drei Messungen durchgefiihrt, gezeigt sind die Mittelwerte und = SD der drei Messungen. Zur

Aufnahme aller 5 Sattigungskurven wurde jeweils nur Enzym aus einer Aufreinigung verwendet.

a: UGD2; b: UGD3; c: UGD4
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Durch das Auftragen der UDP-Xylose-Konzentrationen gegen die K_-Werte der
einzelnen Sittigungskurven lie} sich der K-Wert, als Mal3 fir die Affinitdt des
Inhibitors zum Enzym, bestimmen (Abb.3.7, a-c). Die K-Werte fir UDP-Xylose
betrugen bei UGD2 83uM, bei UGD3 156uM und bei UGD4 124uM.

Substratspezifitit von UGD2, 3 und 4

Zur Bestimmung der Substratspezifitit von UGD2, 3 und 4 wurde in einem
Standardenzymtestansatz (siche Kapitel 2.5) entweder UDP-Glucose oder NAD"
durch ein alternatives Substrat ersetzt. In Tabelle 3.1 sind die verwendeten
Alternativsubstrate aufgefithrt. Aullerdem wird gezeigt, welche dieser Substrate zu

wie viel Prozent im Vergleich zur Kontrollaktivitit umgesetzt wurden.

Tabelle 3.1: Substratspezifitit von UGD2, 3 and 4 aus Arabidopsis thaliana

In einem Standardenzymtestansatz wurden entweder UDP-Glucose oder NAD* durch ein
alternatives Substrat ersetzt. Alle Nukleotidzucker und Kofaktoren wurden in einer Konzentration
von 1mM verwendet. Jede Messung wurde dreifach durchgefithrt. 100% Kontrollaktivitit
entsprechen ca. 80nkat pro 1ml Assay.

nn.: nicht nachweisbar; die Nachweisbarkeitsgrenze wurde auf 3% der Kontrollaktivitit
festgesetzt.

Enzymaktivitit der Isoformen

(% der Kontrollaktivitit)

Nukleotidzucker Kofaktor UGD2 UGD3 UGD4
UDP-Glucose NAD* 100 % 100 % 100 %
UDP-Glucose NADP+ 20 % 20 % 23 %
ADP-Glucose NAD* n.n. n.n. n.n.
TDP-Glucose NAD* n.n. n.n. n.n.
UDP-Galactose NAD* n.n. n.n. n.n.
GDP-Mannose NAD* n.n. n.n. n.n.
UDP-N-Acetylglucosamin NAD* n.n. n.n. n.n.
UDP-N-Acetylgalactosamin NAD* n.n. n.n. n.n.

Alle drei Isoformen konnten NADP" statt NAD" als Kofaktor verwenden.
Allerdings betrug die Aktivitit der Enzyme dann nur noch ein Finftel der
Ursprungsaktivitit. Die angebotenen, alternativen Zuckersubstrate dagegen

konnten von keiner der drei Isoformen umgesetzt werden.
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3.3 EXPRESSIONSMUSTER DER UGD-GENE IN ARABIDOPSIS

THALIANA

Expressionsanalysen mittels Promotor::GUS-Reportergenpflanzen

Um zu untersuchen, welches UGD-Gen zu welchem Zeitpunkt der
Morphogenese von Arabidopsis thaliana in welchem Gewebe exprimiert wird und
in wieweit sich die Expressionmuster der einzelnen Isoformen gleichen oder
unterscheiden, wurden transgene _Arabidopsis-Pflanzen generiert, die ein
Promotor:GUS-Reportergenkonstrukt enthielten. Bei diesen Konstrukten waren
die entsprechenden Promotoren der UGD-Gene vor das fiir eine -
Glucuronidase (GUS) codierende Gen (#idA) aus E. coli kloniert. In den
transgenen Pflanzen wurde GUS also dann gebildet, wenn der zu untersuchende
Promotor angeschaltet war. Um die Expression sichtbar zu machen, wurde der
Farbstoff X-Gluc verwendet, welcher eigentlich farblos ist und erst durch GUS zu
einem blauen Produkt umgesetzt wird. Zur Untersuchung der Expressionmuster
von UGD7, 2 und 3 lagen zu Beginn der Arbeit bereits transgene Arabidopsis-
Linien vor (Seitz et al., 2000; personliche Kommunikation Christoph Klos). Das
UGD4 Promotor:GUS-Konstrukt und die dazugehérige transgene Arabidopsis-
Linie wurden im Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Alle transgenen UGD
Promotor:GUS-Arabidopsis-Linien wurden systematisch auf eine GUS-Expression
hin untersucht. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Keimung und die
Bliten- und Schotenentwicklung gelegt. Aber auch Blattrosette, cauline Blitter
und Stengel wurden naher analysiert. Es wurden sowohl im Licht als auch im
Dunkeln gewachsene Keimlinge verwendet.

Abbildung 3.8 zeigt die GUS-Expression in unterschiedlichen Geweben und
Entwicklungsstadien transgener UGDZ2 Promotor:GUS-Pflanzen. Direkt nach
der Keimung liel sich GUS-Aktivitit nur in der Primarwurzel nachweisen
(Abb.3.8a/b). Erst vier Tage nach der Keimung zeigte sich auch eine leichte
GUS-Aktivitit in der Spitze der Keimblitter. Nach sieben Tage hatte sich diese
schlieBlich tber das gesamte Keimblatt ausgebreitet (Abb.3.8c). In der
Primdrwurzel war vor allem die Wurzelspitze von starker GUS-Aktivitit geprigt
(Abb.3.8d). Diese war in Differenzierungs- und Streckungszone am stirksten, im

Waurzelmeristem etwas schwicher. Auch Calyptra und junge Wurzelhaare zeigten
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GUS-Aktivitit. Bei etiolierten Keimlingen entsprach das GUS-Aktivititsmuster
der Wurzeln dem Muster der bei Licht gewachsenen Keimlingen. In den
Keimblittern der etiolierten Keimlinge zeigte sich keine Aktivitit. Dagegen war

im Hypokotyl eine starke GUS-Aktivitit nachweisbar, vor allem im Bereich des
Zentralzylinders (Abb.3.8f).

Abbildung 3.8:

Reportergen-Expression in transgenen UGD2-Promotor::GUS-Arabidopsis-Pflanzen

Es sind unterschiedliche Gewebe und verschiedene Entwicklungsstadien gezeigt. Die Pflanzen
wurden im Licht (a-e, h-k) oder bei Dunkelheit (f) angezogen.

a) einen Tag alte Keimlinge; b) drei Tage alter Keimling; ¢) Keimblitter eines sieben Tage alten
Keimlings; d) Wurzelspitze; e) zwei Wochen alte Arabidopsis-Pflanze; f) etiolierter vier Tage alter
Keimling; g) Knospen und junge Bliten; h) Pollensicke mit reifem Pollen; i) iltere Blite; j)
bestiubte Blite mit sich entwickelnder Schote; k) Schoten in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien

Bei zwei Wochen alten Pflanzen zeigte sich in allen Blittern eine GUS-Aktivitit.
Dabei waren in jungen Blittern nur die Blattspitzen betroffen, in ilteren Blittern
die gesamte Blattspreite, besonders die Bereiche um die Blattadern, und die
Blattstiele. Stomata, Trichome und Hypokotyl blieben ohne GUS-Aktivitit. In
den Wurzelspitzen der Haupt- und der Seitenwurzeln lief3 sich das gleiche GUS-
Aktivitditsmuster nachweisen wie in den Primarwurzel. In jungen Knospen wurde

nur im sich entwickelnden Stempel GUS-Aktivitit, insbesondere im Griffel und in
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der Narbe, gefunden. In spiteren Knospenstadien kam auflerdem eine GUS-
Aktivitit in den Kelch- und Staubblittern hinzu (Abb.3.8g). Der Pollen selbst wies
zunichst keine GUS-Aktivitit auf, erst im reifen Zustand lieB sich eine deutliche
GUS-Aktivitit nachweisen (Abb.3.8h). In offenen Bliiten konnte aulerdem in den
Kronblittern eine GUS-Aktivitit nachgewiesen werden. Die Aktivitit im Stempel
beschrinkte sich in diesem Stadium allein auf Griffel und Narbe, inklusive der
Haare auf der Narbe (Abb.3.8i/j). In den Schoten schien sich die GUS-Aktivitit
auf die Schotenspitze und auf den Stielansatzpunkt der Schoten zu beschrinken.
Die sich entwickelnden Samen blieben zu jedem Zeitpunkt ohne Aktivitit
(Abb.3.8k).

Bei den anderen transgenen UGD Promotor:GUS-Linien konnten dhnlich
differenzierte GUS-Aktivititsmuster beobachtet werden. Hierbei fiel auf, dass die
GUS-Aktivititsmuster von UGDZ2 Promotor:GUS- und UGD3 Promotor:GUS-
Pflanzen fast identisch waren. Auch UGD4 Promotor::GUS-Pflanzen zeigten ein
dhnliches Muster. UGD7 Promotor:GUS-Pflanzen dagegen unterschieden sich in
threm Aktivititsmuster deutlich von denen der anderen Linien. In Abbildung 3.9
werden Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der GUS-Aktivitit der einzelnen
UGD Promotor:GUS-Linien gegentuber gestellt. Keimlinge der UGDT
Promotor:GUS-Pflanzen zeigten eine starke GUS-Aktivitit in Kotyledonen und
im Hypokotyl, wihrend in der Primidrwurzel nur eine leichte Aktivitit im
Zentralzylinder nachweisbar war (Abb.3.92). Dieses Aktivititsmuster blieb
wihrend der gesamten weiteren Keimlingsentwicklung bestehen. UGD2, 3 und 4
Promotor::GUS-Linien, die in den ersten Tage nach der Keimung nur in der
Primirwurzel eine GUS-Aktivitit aufwiesen, zeigten dagegen im Laufe der Zeit
(ab etwa dem vierten Tag nach der Keimung) auch eine deutliche Aktivitit in den
Keimblittern und im Hypokotyl. In UGD7 Promotor:GUS-Pflanzen lief3 sich
auBerdem ecine GUS-Aktivitait in den SchlieBzellen der Stomata, sowohl in
Keimblittern ab dem zweiten Tag nach der Keimung als auch in jungen Blittern
14 Tage alter Blattrosetten, nachweisen. Ahnlich verhielt es sich bei UGD4
Promotor::GUS-Pflanzen, die eine GUS-Aktivitit in den SchlieBzellen der
Stomata in Keimblittern und im Hypokotyl zeigten (Abb.3.9f). UGD2- und
UGD3 Promotor:GUS-Pflanzen dagegen wiesen zu keiner Zeit eine GUS-

Aktivitat in Stomatas auf.
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UGD1::GUS UGDZ2::GUS UGD3::GUS UGD4::GUS

e/f

Abbildung 3.9:
Unterschiede in der Promotor:: GUS-Aktivitiat zwischen den einzelnen Isoformen
a) zwei Tage alte Keimlinge; b) dltere Bliite; ¢) Pollensicke mit reifem Pollen; d) Stielansatzpunkt

det Schote; e/f) Schoteninneres (manuell gedffnet; UGDT1, 2, 3 Promotor:GUS-Pflanzen),
Kotyledonen mit gefirbten Stomata (UGD7, 4 Promotor:GUS- Pflanzen)
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Auch bei der Bliten- und Schotenentwicklung gab es einige Unterschiede in den
GUS-Aktivititsmustern zwischen den einzelnen UGD Promotor::GUS-Linien. So
wiesen zum Beispiel die Filamente der Staubblitter und der reife Pollen in den
Bliten aller UGD Promotor:GUS-Linien GUS-Aktivitit auf, wahrend sich jedoch
nur bei der UGD2 Promotor:GUS-Linie zusitzlich eine GUS-Aktivitit in den
Pollensicke nachweisen lieB (Abb.3.9¢c). Ahnlich verhielt es sich bei Kron- und
Kelchblittern. Hier wurde nur in den Blitenblittern der UGDZ2 Promotor:GUS-
Pflanzen GUS-Aktivitit gefunden (Abb.3.9b). Bei den Schoten der UGD2, 3 und
4 Promotor:GUS-Linien wies der Stielansatzpunkt eine starke GUS-Aktivitit auf.
In einigen Entwicklungsstadien lie3 sich aulerdem auch eine leichte GUS-
Aktivitit in  der Schotenhiille nachweisen. Dagegen zeigten UGDT
Promotor:GUS-Pflanzen am Schotenansatzpunkt eine genau gegenteilige GUS-
Aktivitit (Abb.3.9d). Bei UGDT7, 2 und 3 Promotor:GUS-Pflanzen lieB3 sich
aullerdem in den Versorgungsbahnen der Samen innerhalb der Schoten GUS-
Aktivitit nachweisen (Abb.3.9¢/f). Die Samenanlagen und reifen Samen blieben
dagegen zu jedem Zeitpunkt bei allen UGD Promotor::GUS-Pflanzen ohne GUS-

Aktivitat.

Quantitative Expressionsanalysen mittels real time-PCR

Durch die Untersuchungen an den Promotor:GUS-Pflanzen lieBen sich Aussagen
tber die Expressionsorte und —zeitpunkte der vier UGD-Gene in Arabidopsis
thaliana treffen. Es war jedoch mit dieser Methode nicht méglich auch auf die
gebildeten Transkiptmengen, also auf die Expressionsstirke, zu schlieBen. Aus
diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit auch quantitative
Expressionsanalysen mittels rea/ time-PCR durchgefihrt. Dafir wurde aus sechs
Tage alten, steril im Licht oder im Dunkel gewachsenen Arabidopsis-Keimlingen
RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Es wurden entweder ganze Keimlinge
verwendet oder die Primirwurzeln bzw. die oberen Pflanzenteile
(Kotyledonen/Hypokotyle) lichtgewachsener Keimlinge. In jede real time-PCR-
Reaktion wurde immer die gleiche cDNA-Menge eingesetzt. Alle PCR-Reaktionen
wurden dreifach und zusammen mit einer Nullkontrolle, die keine cDNA enthielt,
durchgefiihrt. Die erhaltenen C-Werte wurden gemittelt und durch den Bezug

auf die C-Werte des house keeping-Gens UBQ5 normalisiert.
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Abbildung 3.10:

Quantitative Expressionsanalyse (real time-PCR) der UGD-Transkripte in Keimlingen
von Arabidopsis thaliana.

Fir die Analysen wurden sechs Tage alte Keimlinge verwendet, die steril auf MS-Medium mit
0,5% Saccharose im Licht oder im Dunkeln angezogen wurden. Keimlingswurzeln und
Kotyledonen/Hypokotyle stammen von im Licht gewachsenen Keimlingen. Die Daten sind
dargestellt als normalisierte Expression bezogen auf die Menge an UBQS-Transkript, die eins
gesetzt wurde. Die einzelnen Werte setzen sich aus drei unabhingigen Messungen zusammen,
gezeigt sind die Mittelwerte + SD.

In Abbildung 3.10 sind die Ergebnisse der rea/ time-PCR-Analyse dargestellt. Fir
jedes UGD-Gen ist die normaliserte Expression im gesamten Keimling (hell oder
dunkel gewachsen), in der Primirwurzel oder in Kotyledonen/Hypokotyl
angegeben. Man sicht deutlich, dass sich die Gene in ihrer Expressionsstirke
voneinander unterscheiden. UGDZ2 wird sowohl in Licht als auch in Dunkel
gewachsen Keimlingen stirker exprimiert als die Gene der anderen drei
Isoformen. Die Expression von UGD7 und UGD4 ist dagegen in Keimlingen
gering, wobei das UGD4-Gen in etiolierten Keimlingen stirker exprimiert wird als
in Licht gewachsenen Keimlingen. Vergleicht man die Expressionsstirke der
verschiedenen Isoformen in Primirwurzel und Kotyledonen/Hypokotyl, zeigt
sich, dass UGDZ2 in den Keimblittern und im Hypokotyl sehr stark exprimiert
wird. In der Wurzel dagegen ist die Expression viel geringer und dhnlich hoch wie
die Expression von UGD3. Eine Expression UGDT in der Primirwurzel konnte
nicht nachgewiesen werden. Sie scheint sich auf Kotyledonen und Hypokotyl zu

beschrinken. UGD4-Expression liel3 sich sowohl in der Primirwurzel als auch in
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Kotyledonen und Hypokotyl nachweisen, wenn auch in wesentlich geringerem

MaBe als bei UGD2 und UGD3.

3.4 ISOLIERUNG FUNTIONELLER, HOMOZYGOTER UGD-

KNOCK OUT-MUTANTEN

Um die Funktionen der vier UGD-Isoformen aus .Arabidopsis thaliana und ihr
Zusammenspiel innerhalb der Zellwandbiosynthese ndher untersuchen zu
konnen, wurden _Arabidopsis-Mutanten verwendet, bei denen jeweils eine der
UGD-Isoformen durch eine T-DNA-Insertion im offenen Leserahmen
ausgeschaltet war. Die Mutanten wurden nicht selbst hergestellt, sondern vom
NASC (European Arabidopsis Stock Center) bezogen. Dieses stellte eine
heterozygote Samenmischung bereit, aus der zunichst homozygote Mutanten
isoliert werden mussten. Dazu wurden die Samen ausgesit und die DNA der
Pflanzen tber eine erste PCR-Reaktion auf das Vorhandensein der T-DNA-
Insertion im UGD-Gen hin Gberprift. In einer zweiten PCR-Reaktion wurde
tberprift, ob die Insertion auf beiden Allelen vorlag (homozygot) oder ob noch
eine intakte UGD-Genkopie vorhanden war (heterozygot, siche Abb.2.1). Von
Pflanzen, in denen die Insertion homozygot vorlag, wurden Samen gesammelt
und fir weitere Analysen verwendet. Fir jede UGD-Isoform konnte mindestens
eine knock ont-Mutantenlinie isoliert werden, welche die entsprechende T-DNA-

Insertion homozygot enthielt (Tab.3.2).

Tabelle 3.2: Homozygote T-DNA-Insertionslinien von Arabidopsis thaliana, bei denen
jeweils eines der vier UGD-Gene durch eine T-DNA-Insertion ausgeschaltet ist.

ausgeschaltete Isoform homozygote
T-DNA-Insertionslinie

UGD!1 AUGD1 Garlic 347_B03_21 L.1-1
AUGD7 SATK_025303 14

UGD2 AUGD?2 Garlic_1144_F10 1.1-11

UGD3 AUGD3 SATLK_006234 1.4-1

UGD4 AUGD4 Wisconsin 9C40 L1-2

Um ganz sicher zu gehen, dass die UGD-Gene in den Mutantenlinien tatsichlich

durch die T-DNA-Insertionen ausgeschaltet waren, wurde aus den Blittern der
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Pflanzen die Gesamt-RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend
wurde mittels PCR berpriift, welche cDNAs der UGD-Gene noch in welcher
Mutante nachweisbar waren. Dabei sollten in einer Mutante die cDNAs aller
Isoformen bis auf die des ausgeschalteten Gens nachweisbar sein. Die
Primerkombinationen fir die PCR-Reaktionen wurden hierbei so gewihlt, dass
pro Kombination nur die cDNA einer bestimmten Isoform nachgewiesen werden
konnte (siche Tab.2.8). Um einen Vergleich zwischen den -einzelnen
Mutantenlinien zu ermdglichen, wurde in jede PCR-Reaktion die gleiche Menge
cDNA eingesetzt. Als Kontrolle diente cDNA aus Wildtyppflanzen Arabidopsis
thaliana Col-0. Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte tber die Auftrennung

in einem 1%igem Agarosegel.

Nachweis WT AUGD1 AUGD2 AUGD3 AUGD4
Garlic

a  UGD1 | wee B e S

U

b e ‘v -
C UGD3 . ' m ~
d uvep4 m : “ ” ” R

Abbildung 3.11:

Uberpriifung der T-DNA-Insertionsmutanten auf Funktionalitit der knock outs

Gezeigt sind Ausschnitte aus vier verschiedenen Agarosegelen, auf denen jeweils die PCR-
Produkte der folgenden PCR-Reaktionen der Gro3e nach aufgetrennt wurden:

a) Primerkombination koT1K7fwd und -rev zum spezifischen Nachweis von UGD7-cDNA;

b) Primerkombination UGD2cdna-fwd und —tev zum spezifischen Nachweis von UGD2-cDNA;
¢) Primer-kombination koT20K14fwd und -rev zum spezifischen Nachweis von UGD3-cDNA;
d) Primerkombination koUGD4_2411rev und UGD4_BspTI zum spezifischen Nachweis von
UGD4-cDNA.

Als Matrize diente in allen PCR-Reaktionen cDNA, die aus der Gesamt-RNA von Blittern
gewonnen wurde. WI= Wildtyp Arabidopsis thaliana Col-0; AUGDT Gatlic= AUGDT Gatlic
347_B03_21 L1-1; AUGD2= AUGD2 Garlic_1144_F10 1.1-11; AUGD3= AUGD3
SALK_006234 1.4-1; AUGD4= AUGD4 Wisconsin 9C40 L.1-2.
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Abbildung 3.11, a-d, zeigt, dass sich in jeder Mutantenlinie die Expression aller
UGD-Gene nachweisen lie3 bis auf die des Gens, in dem homozygot eine T-
DNA-Insertion vorhanden war. Die Insertionen schalteten die entsprechenden
Gene also vollstindig aus. In der Wildtyppflanze (WT) wurden dagegen alle
UGD-Gene exprimiert. In gleicher Vorgehensweise wurde auch die Mutantenlinie

AUGD17 SALK_025303 L4 auf Funktionalitit des Anock outs Gberprift. Das

Ergebnis war hierbei identisch mit dem der Linie AUGD7 Garlic 347_B03_21 L.1-
1 (Daten nicht gezeigt).

Um eine Verfilschung der Ergebnisse durch Kontamination der Gesamt-
RNA bzw. cDNA mit genomischer DNA auszuschlieBen, wurden alle PCR-
Reaktionen mit RNA als Matrize wiederholt. Dabei wurde die RNA in gleicher
Verdunnung wie die cDNA in die PCR-Reaktionen eingesetzt. Da die RNA selbst
nicht PCR-fihig ist, deuten erhaltene PCR-Produkte auf eine Kontamination mit
genomischer DNA hin. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass keine der
verwendeten Gesamt-RNA-Isolierungen Spuren von genomischer DNA enthielt

(Daten nicht gezeigt).

Herstellung von Doppelmutanten

Zur Herstellung von Mehrfachmutanten wurden verschiedene homozygote UGD-
Insertionslinien untereinander gekreuzt: Zum einen wurde die Linie AUGD4
Wisconsin 9640 L1-7 in die Linie AUGD7 Garlic 347_B03_21 L1-1, zum anderen
die Linie AUGD3 SALK_006234 1.4-1 in die Linie AUGD2 Garlic 1144F10 L.1-11
gekreuzt. Samen mit potentiell gekreuztem Erbgut wurden ausgesit und die DNA
der erhaltenen Pflanzen mittels PCR auf das Vorhandensein der Insertionen in
beiden Genen uberprift. Diese erste Generation (F1) war bei erfolgreicher
Kreuzung beztglich beider T-DNA-Insertionen heterozygot. Samen von
Pflanzen, die beide Insertionen enthielten wurden, erneut ausgesit. In dieser
nichsten Generation (F2) sollten sich laut Mendelschen Regeln unter 16
getesteten Pflanzen eine zweifach homozygote und eine Wildtyppflanze finden
lassen. Alle anderen Pflanzen sollten nur homozygot beztglich einer Insertion,
heterozygot beziiglich einer oder beider Insertionen und/oder in einem der

beiden Gene ohne Insertion sein. Auch aus diesen Pflanzen wurde die DNA
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isoliert und zunichst mit Hilfe von PCR uberprift, ob die Insertionen in beiden
Genen vorhanden waren. Aus den positiv getesteten Pflanzen wurde anschlieBend
RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. In einer weiteren PCR-Reaktion
wurde Uberpriift, ob es sich bei den Pflanzen um zweifach homozygote Pflanzen
handelt, bei denen beide UGD-Gene vollstindig ausgeschaltet sind, oder ob es

sich um einfach homozygote oder heterozygote Pflanzen handelt.

Die Linien AUGD4 Wisconsin 9640 L1-7 und AUGD7 Garlic 347_B03_21
L1-1 konnten erfolgreich gekreuzt werden. In der F2-Generation wurden 32
Pflanzen auf homozygote Insertionen im UGD7- und im UGD4-Gen hin

untersucht. Es konnten drei zweifach homozygote Pflanzen identifiziert werden:
AUGD1xAUGD4 Linie 1-2, 1-5 und 1-7. Linie 1-7 wurde fir weitere Analysen

verwendet. Auch die Linien AUGD3 SALK 006234 1L4-1 und AUGD2 Gatlic
1144F10 L1-11 lieBen sich erfolgreich kreuzen. In der F2-Generation wurden
ebenfalls 32 Pflanzen auf homozygote Insertionen im UGD2- und im UGD3-Gen
hin untersucht. Nach den Mendelschen Regeln hitten bei dieser Pflanzenanzahl
etwa 2 Pflanzen homozygote Insertionen in beiden Genen gleichzeitig enthalten
mussen. Es konnten jedoch keine zweifach homozygoten Pflanzen gefunden
werden. Zwei Linien enthielten jedoch die Insertion im UGDZ2-Gen homozygot,
wihrend die entsprechende Insertion im UGD3-Gen heterozygot vorlag. Die
Samen dieser Pflanzen (F3-Generation) wurden erneut ausgesit und 39 Pflanzen
anschlieSend auf homozygote Insertion im UGDZ2- und im UGD3-Gen uberpriift.
Wie erwartet enthielten alle untersuchten Pflanzen die Insertion im UGD2-Gen
homozygot. Unter den untersuchten Pflanzen wurden jedoch nur solche
gefunden, die im UGD3-Gen keine Insertion mehr enthielten oder bei denen die
Insertion heterozygot vorlag. Pflanzen mit homozygoter Insertion konnten nicht
identifiziert werden. Laut Mendelschen Regeln hitte dies bei etwa 10 Pflanzen der

Fall sein sollen.
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3.5 SCREENING DER UGD KNOCK OUT-MUTANTEN AUF

UNTERSCHIEDE ZU WILDTYP-PFLANZEN

Die funktionellen, homozygoten UGD knock ont-Mutanten wurden niher mit dem
Ziel untersucht, Unterschiede im Zellwandaufbau und in der -funktion zwischen
Mutanten- und Wildtyppflanzen zu finden. Alle Mutanten waren auf den ersten
Blick nicht von den Wildtyppflanzen zu unterscheiden. Sie zeigten einen

unauffilligen Wuchs und waren fertil.

Analyse der Zellwandzusammensetzung bei AUGD2, AUGD3 und
AUGD1xAUGD4 knock out-Mutanten
Die Zellwinde der UGD knock out-Mutanten AUGD?2 Garlic_1144_F10 1.1-11,

AUGD3 SALK_006234 1.4-1 und AUGDIxAUGD4 1.1-7 wurden mittels
MALDI-TOF MS- und HPLC-Analysen niher auf ihre Zusammensetzung hin
untersucht. Dafiir wurde zunichst die Zellwand von sechs Tage alten Keimlingen
isoliert. Fir die MALDI-TOF MS-Analysen wurde diese anschlieBend mit
Xyloglucanendoglucanase (XEG), die das Xyloglucangerist nach nicht
substituierten Glucoseresten schneidet, verdaut. Dadurch erhielt man definierte
Xyloglucanfragmente unterschiedlicher Linge (siche auch Abb.1.2). Die
Fragmente wurden durch MALDI-TOF MS niher analysiert. Die einzelnen
Ionensignale in den erhaltenen Spektren wurden durch den Vergleich mit
Literaturwerten identifiziert (Lerouxel e @/, 2002). Eine quantitative Auswertung
erfolgte durch die Integration der Fliche unter den jeweiligen Signalen. Diese
wurde in Bezug zur Gesamtfliche unterhalb aller Signale gesetzt. Pro
untersuchten Genotyp wurden jeweils zehn unabhingige Zellwandpriparationen
von zehn unterschiedlichen Pflanzen in den Untersuchungen verwendet. In
Abbildung 3.12 sind die MALDI-TOF MS-Spektren gezeigt. Auf den ersten Blick
scheint es keinen Unterschied in der Zusammensetzung des Xyloglucans von
knock ont-Mutanten gegentiber dem von Wildtyppflanzen zu geben. Alle
Xyloglucanfragmente, die sich in der XEG-verdauten Zellwand des Wildtyps
nachweisen lieBen, waren auch bei den Mutanten zu finden. Weder fehlten

bestimmte Fragmenttypen, noch konnten neue Typen nachgewiesen werden.



72 ERGEBNISSE

XXXG Wildtyp
XXLG/XLXG
XFG
XXFG + 10Ac
XXLG/ ‘
XLXG
10Ac XLFG
XXG LFG + 10Ac
e I
Muhw hi Ll A Lo ah AL LA
XXXG AUGD?2
XXLG/XLXG
XXFG
XXLG/| XXFG +10Ac
fgﬁf XLFG
XXG o k XLFG + 10Ac
MLMMMJ“ bbb L ‘L‘M“”“““““ bl HL (m 1 I Sk i bl T
XXXG AUGD3
XXLG/XLXG
XXFG
XXFG + 10Ac
ot 10AG ‘XLFG + 10Ac
GXXG l J
Mekdisonsliolald o L " | 11
XXXG AUGD1 x AUGDA4
XXLG/IXLXG
XXFG
XXFG + 10Ac
XXLG/|
XLXG XLFG
XXG 10Ac XLFG + 10Ac
1 GXXG i { \ l {
| YRR h | " g l | i | ]
F T T T T T 1
600 750 1000 1250 1500 1750 2000

Masse (m/z)

Abbildung 3.12:
MALDI-TOF Massen-Spektren der XEG verdauten Xyloglucanfragmenten aus sechs

Tage alten Keimlingen des Wildtyps Col-0 und der knock out-Mutanten AUGD2, AUGD3

und AUGD1xAUGD4

Die Identifizierung der Xyloglucanfragmente erfolgte durch den Vergleich der in den Messungen
gewonnenen Daten mit Literaturwerten (Lerouxel e/ al, 2002). Nomenklatur der Xyloglucan-
fragmente nach Fry ez al. (1993), siche Abb.1.2.

Erst die quantitative Auswertung der gewonnenen Daten lieferte Hinweise darauf,
dass es Unterschiede im Xyloglucanaufbau zwischen Wildtyp und Anock out-

Mutanten geben konnte (Abb.3.13). Vor allem die Doppelmutante
AUGD1xAUGD4 zeigte mehrere signifikante Abweichungen zum Wildtyp.
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Abbildung 3.13:

Quantitative Auswertung der in den MALDI-TOF MS-Analysen gewonnen Daten von
Xyloglucanfragmenten aus sechs Tage alten Keimlingen des Wildtyps Col-0 und der
knock out-Mutanten AUGD2, AUGD3 und AUGD1xAUGD4

Zur Bestimmung des relativen Ionenbereichs wurde die Fliche unterhalb der einzelnen
Tonensignalen in Bezug zur Gesamtfliche unterhalb aller Signale eines Spetrums gesetzt. Die

Daten reprisentieren jeweils den Mittelwert £ SD aus Messungen zehn unabhingiger
Zellwandpriperationen. * signifikant verindert gegeniiber Wildtyp (P<0,05)

So war beispielsweise der Anteil der XXLG/XLXG-Fragmente bezogen auf die
Gesamtmenge aller Xyloglucanfragmente leicht erhéht, wihrend der Anteil der
entsprechende O-acetylierte Variante von XXLG/XLXG erniedrigt war. Des
Weiteren war der Anteil an O-acetylierten XXFG-Fragmenten in der
Doppelmutante leicht erniedrigt, der Anteil an XLFG-Fragmenten leicht erhoht.
Die knock out-Mutanten AUGDZ2 und AUGD3 zeigten nur in Bezug auf die
XLFG-Fragmente eine leichte Erh6hung des Anteils verglichen mit dem Wildtyp.

Auch fir die HPLC-Analysen wurde die Zellwand sechs Tage alter Keimlinge
verwendet. Bei dieser wurden zunichst alle Hexosen entfernt. SchlieBlich wurde
nach einer Hydrolyse das Gemisch aus Monozuckern und Uronsduren tber eine
HPLC-Sdule aufgetrennt. Durch den Vergleich mit Zuckerstandards (siche
Kapitel 2.11) lieBen sich die einzelnen Zucker der Zellwandproben eindeutig
identifizieren und quantifizieren. Die Auswertung erfolgte durch die Integration
der Flichen unter den jeweiligen Zuckerpeaks, dabei wurde die Summe aller
gemessener Zucker gleich 100% und die einzelnen Peaks zueinander in Relation

gesetzt. Eine Darstellung der freien Uronsduren war in diesem Versuch aufgrund



74 ERGEBNISSE

des fir Uronsduren ungeeigneten Losungsmittels nicht méglich. Pro untersuchten
Genotyp wurden jeweils funf unabhingige Zellwandpriparationen in die HPLC-

Messungen eingesetzt.
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Abbildung 3.14:
Relative Zuckerverteilung in Zellwinden sechs Tage alter Keimlinge des Wildtyps Col-0

und der knock out-Mutanten AUGD2, AUGD3 und AUGD1xAUGD4
Die Monozuckergesamtmenge wurde gleich 100% gesetzt. Die Daten reprisentieren jeweils den
Mittelwert + SD aus Messungen finf unabhingiger Zellwandpriperationen. *signifikant verdndert

gegeniiber dem Wildtyp (P<0,05)

Die knock out-Mutanten AUGDZ2 und AUGD?3 zeigten keinen Unterschied in der
Zuckerzusammensetzung der Zellwinde gegeniiber dem Wildtyp (Abb.3.14). Bei
der Doppelmutante AUGD7xAUGD4 dagegen konnten Verinderungen
festgestellt werden. So war der Anteil an Fucose (-36%) und Glucose (-12%) am
Gesamtzuckergehalt der Zellwiande signifikant erniedrigt (P<0,05), wihrend der
Anteil an Arabinose (+12%) und Xylose (+22%) erhoht war (P<0,05). Der Anteil
an Rhamnose und Galactose war in der Doppelmutante im Vergleich zum

Wildtyp unverindert.

Untersuchung der Stomata von AUGD1-, AUGD4- und AUGD1xAUGD4
knock out-Mutanten
Die Analysen der UGD7 Promotor:GUS- und UGD4 Promotor:GUS-Pflanzen

hatten gezeigt, dass sich ab dem vierten Tag nach der Keimung in den Stomata

der Keimblitter eine UGD7 Promotor:GUS- und eine UGD4 Promotor:GUS-
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Aktivitit nachweisen liel3. Eine UGD4 Promotor:GUS-Aktivitit wurde aul3erdem
in den Stomata der Blattstiele und der Hypokotyle gefunden. Eine UGDT
Promotor:GUS-Aktivitit konnte aulerdem in den Stomata junger Blitter von 14
Tage alten Arabidopsis-Pflanzen nachgewiesen werden (siche auch Abb.3.8). Es lag
also nahe anzunehmen, dass das Ausschalten des UGD7- oder des UGD4-Gens

bzw. beider Gene eine Verdnderungen in Funktion oder Aufbau der Stomata mit
sich bringt. In allen Versuchen wurden die knock out-Mutantenlinien AUGDT

Gatlic 347_B03_21 L1-1, AUGD4 Wisconsin 9C40 1.1-2 und AUGD1xAUGD4
L1-7 verwendet. Als Kontrolle dienten Wildtyppflanzen _Arabidopsis thaliana des
Okotyps Col-0 und WS-2. Zunichst wurden die Stomata der &nock out-Mutanten
im Mikroskop auf sichtbare Verinderungen im Aufbau untersucht. Optisch war
jedoch kein Unterschied zwischen den Stomata der Mutanten und den Stomata
des Wildtyps zu erkennen.

Des Weiteren wurde untersucht, in wieweit die Mutanten in der Lage waren
bei Trockenstress durch SchlieBen der Stomata einen Wasserverlust zu
verhindern. Dazu wurden bei vier Wochen alten Pflanzen die Blattrosetten von
den Wurzeln getrennt und bei 22-24°C und einer Luftfeuchte von 28-31% liegend
gelagert. In regelmiBigen Abstinden wurde das Gewicht der Blattrosetten
bestimmt. Die Abnahme des Frischgewichtes (FG) im Laufe der Zeit wurde als
Mal3 fir den Wasserverlust genommen. Bei einer Verdnderung in der
Funktionalitit der Stomata der Mutanten sollte es zu einem stirkeren oder einem
schwicheren Wasserverlust in der gleichen Zeit kommen als beim Wildtyp. Wie in
Abbildung 3.15 zu sehen, kam es bei keiner der drei untersuchten T-DNA-
Insertionsmutanten zu einer Verdnderung in der Geschwindigkeit des
Wasserverlusts gegentber der Wildtyp-Kontrolle. Der Wasserverlust selbst verlief
zunichst schnell, so dass nach einer Stunde schon 20-25% des Frischgewichtes

verloren gegangen waren, spater dann langsamer. Nach fiinf Stunden hatten die
Pflanzen des Okotyps Col-0 (WT Col-0, AUGDT und AUGD1xAUGD4) knapp
50% ihres urspriinglichen Frischgewichtes eingebii3t, die Pflanzen des Okotyps
WS-2 (WT WS-2 und AUGD4) sogar 60%.
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In einem weiteren Versuch wurde die Offnung der Stomata in Keimblittern
untersucht. Dazu wurden 14 Tage alte Keimlinge der &nock ont-Mutanten AUGDT

und AUGD1xAUGD4 und des Wildtyps Arabidopsis thaliana Col-0 fir 16h dunkel
adaptiert und fir 2,5h in 20mM KCl, 0,5% CaCl, im Licht inkubiert, um die
Offnung der Stomata zu induzieren. AnschlieBend wurden von der oberen
Epidermis der Keimblitter Nagellackabztiige hergestellt, die wunter dem
Lichtmikroskop untersucht wurden. Als Mal3 fir die Stomata6ffnung wurde das
Verhiltnis von Breite zu Linge des Spalts bestimmt. Pro Genotyp wurden mehr
als 70 Stomata unterschiedlicher Blitter ausgezihlt. Die Blitter stammten aus

Mischproben von mindestens fiinf verschiedenen Keimlingen. Die Messungen
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ergaben eine durchschnittliche Stomataéffnung (Breite/Linge) von 0,39 0,10 fur
die Stomata der Kotyledonen des Wildtyps, 0,42 +0,11 fir die der AUGD7- und
0,44 +0,13 fir die der AUGD1xAUGD4-Keimblitter nach 2,5h Inkubation im
Licht (Abb. 3.16). Die durchschnittliche Stomata6ffnung des Wildtyps in diesem
Versuch entspricht damit Werten in der Literatur (Klein ez a/, 2004). Die
durchschnittliche Gro3e des stomatiren Spalts bei den Doppelmutanten dagegen
war gegeniiber der GréB3e bei den Wildtyppflanzen signifikant um 13% erhéht
(P<0,05). Zwischen Wildtyp und AUGD7-Mutanten liel3 sich kein signifikanter

Unterschied feststellen.
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Abbildung 3.16:
Stomataéffnung (Breite/Linge) bei AUGD1 und

AUGD1xAUGD4 knock out-Mutanten und Wildtyppflanzen (Okotyp Col-0)

14 Tage alte Keimlinge wurden zunichst 16h dunkel adaptiert, dann 2,5h im Schwachlicht
inkubiert. AnschlieBend wurde die Stomatadffnung bestimmt (n>70), gezeigt sind die Mittelwerte
+ SD. * signifikant verdndert gegentiber Wildtyp (P<0,05).

Die Expression von UGD], 2, 3 und 4 in sechs Tage alten Keimlingen des
Wildtyps und der knock out-Mutanten

Auf der Suche nach Unterschieden zwischen /nock out-Mutanten und
Wildtyppflanzen wurde auch untersucht, ob sich das Ausschalten eines bzw.
zweier UGD-Gene auf die Expression der anderen, noch intakten Isoformgene
auswirkt. Dabei wire beispielsweise eine Kompensation denkbar, d.h. das
Ausfallen einer Isoform wiirde durch eine andere Isoform aufgefangen, in dem

diese vermehrt exprimiert wiirde. Fir diesen Versuch wurde die Gesamt-RNA aus
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sechs Tage alten, steril im Licht gewachsenen Keimlingen isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Diese cDNA wurde anschlieBend in einer rea/ time-PCR-Reaktion
cingesetzt. Alle PCR-Reaktionen wurden dreifach und zusammen mit einer
Nullkontrolle, die keine cDNA enthielt, durchgefithrt und enthielten jeweils die
gleiche Menge an cDNA. Die erhaltenen C-Werte wurden gemittelt und durch
den Bezug auf die C,-Werte des house keeping-Gens UBQ5 normalisiert. In
Abbildung 3.17 sind die Ergebnisse der rea/ time-PCR dargestellt. Auch in dieser
Analyse wurde noch einmal bestitigt, dass es sich bei den verwendeten Mutanten
um echte Anock owt-Mutanten handelt, bei denen die Expression der
entsprechenden UGD-Gene ausgeschaltet ist (siche auch Kapitel 3.4). Des
Weiteren zeigten die beide unabhingigen £nock out-Mutanten AUGDT Garlic und

AUGD7 SALK ein fast identisches Verhalten.
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Abbildung 3.17:

Quantitative Expressionsanalyse (real time-PCR) der UGD-Transkripte in Keimlingen der
knock out-Mutanten und des Wildtyps von Arabidopsis thaliana

Fir die Analysen wurden sechs Tage alte Keimlinge verwendet, die steril auf MS-Medium mit
0,5% Saccharose im Licht angezogen wurden. Die Daten sind dargestellt als normalisierte
Expression bezogen auf die Menge an UBQ5-Transkript, die eins gesetzt wurde. Die einzelnen
Werte die Mittelwerte + SD aus drei unabhingigen Messungen.

Das Ausschalten eines oder zweier UGD-Gene fiuhrte zu deutlichen
Verinderungen in der Expression der restlichen UGD-Gene. In den Mutanten
AUGDT Garlic und SALK, AUGDZ2 und AUGD?3 ging neben der Expression des
jeweils ausgeschalteten Gens auch die Expression der ibrigen UGD-Gene
gegentiber der Expression im Wildtyp um etwa 40-60% zurtick. Am deutlichsten
zeigte sich dieser Effekt bei der Doppelmutante AUGD7x AUGD4. Die
normalisierte Expression von UGDZ2 und UGD3 lag hier nur noch bei etwa 20%
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der Werte des Wildtyps. Ganz anders reagierte die Mutante AUGD4. Das
Ausschalten des UGD4-Gens bewirkte eine Steigerung der Expressionsrate von
UGD7 und UGD3 um das Dreifache, von UGDZ2 um das Doppelte gegeniiber
den Werten des Wildtyps.






4 DISKUSSION

Die Zellwand von Arabidopsis thaliana enthilt grof3e Menge an Hemicellulosen und
Pektinen, deren Bestandteile sich hauptsichlich von UDP-Glucuronsiure ableiten
lassen (Zablackis ez al., 1995). Die Bildung von UDP-Glucuronsiure wird in
Pflanzen zum einen durch die UDP-Glucose Dehydrogenase (UGD) katalysiert.
Diese wandelt UDP-Glucose in UDP-Glucuronsidure um. Zum anderen kann
Glucuronsiure aber auch aus #yo-Inosit durch die 7yo-Inosit Oxygenase (MIOX)
gebildet werden (Kirkénen, 2005). Als Schaltstellen, an welchen der
Kohlenstofffluss der pflanzlichen Zelle in Richtung Zellwandbiosynthese
gesteuert werden kann, kommt beiden Enzymen eine besondere Bedeutung zu.
In dieser Arbeit wurde die Genfamilie der UDP-Glucose Dehydrogenasen aus
Arabidopsis thaliana niher untersucht. Mit Hilfe der durch das Arabidopsis Genom-
Projekt und die EST-Datenbanken zur Verfiigung stehenden Daten konnten vier
UGD-Gene und ein Pseudogen identifiziert werden (siche Kapitel 3.1). Die Kurze
des Pseudogens und dessen Homologie von nur 30% zu den anderen vier
Isoformen lieBen vermuten, dass es sich hier nicht um ein weiteres
funktionstiichtiges UGD-Gen handelt, sondern es konnte im Laufe der Evolution
eine unvollstindige Genduplikation stattgefunden haben. So weist beispielsweise
der Bereich zwischen At3g01010-At3g02020 auf Chrosmosom 3, in dem sich das
Pseudogen befindet, eine Ahnlichkeit zu dem Bereich zwischen At5g15510—
At5¢14060 auf Chromosom 5 auf, in dem sich das UGD3-Gen antreffen 1if3t. Die
vier UGD-Gene, vor allem aber die Aminosduresequenzen der resultierenden
Proteine, zeigen starke Homologien zu anderen bekannten pflanzlichen UDP-
Glucose Dehydrogenasen. Dabei sind drei der vier UGD-Isoformen aus
Arabidopsis sehr eng miteinander verwandt, wihrend sich eine Isoform (UGD1)
deutlich von den anderen unterscheidet (siche Abb.3.1). Sowohl bei UGD1 als
auch bei den anderen drei Isoformen lieBen sich Aminosaurereste nachweisen, die
bei der UGD aus Streprococcus pyogenes (Campbell ez al., 2000) und der humanen
UGD (Sommer e al., 2004) sowohl fiur die Substratbindung als auch fir die
Katalyse und die Hexamerbildung essentiell zu sein scheinen (siche Abb.3.2).

Aufgrund der Unterschiede in der Aminosiduresequenz von UGD1 zu den
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anderen drei Isoformen lag die Vermutungen nahe, dass sich dies auch auf die

biochemischen Eigenschaften des Emzyms auswirken konnte.

41  ALLE VIER UGD-GENE IN ARABIDOPSIS THALIANA

CODIEREN FUR UDP-GLUCOSE DEHYDROGEN ASEN

Allein durch Sequenzvergleiche und bioinformatische Analysen lassen sich keine
zuverldssigen Aussagen uber die tatsdchliche Funktion und die biochemischen
Eigenschaften von Enzymen treffen. Daher wurden in dieser Arbeit die vier
UGD-Isoformen aus Arabidopsis thaliana zur niheren Charakterisierung in E. coli
heterolog exprimiert. In ausreichender Menge und in einer aktiven Form konnten
dabei UGD?2, 3 und 4 hergestellt werden (siche Abb.3.4). UGD1 dagegen wurde
zwar exprimiert, lag jedoch inaktiv vor (siche Abb.3.5).

Die erfolgreiche heterologe Expression von UDP-Glucose Dehydrogenasen
in E. co/i wurde in der Literatur schon mehrfach beschrieben (u.a. Hinterberg ez a/.
(2002) ftir Gn-UGD1 aus Ghyine max; Ge et al. (2004) fur die UGD aus
Streptococcus pyogenes; Sommer et. al. (2004) fur die humane UGD). Allerdings
wiesen Ge e al (2004) darauf hin, dass schon der Austausch -einzelner
Aminosduren zu Problemen bei der heterologen Expression von UGD aus
Streptococcus pyogenes in E. coli fihren kann. Da sich UGD1, wie oben erwihnt, in
der Aminosduresequenz deutlich von den anderen drei Isoformen unterscheidet,
wire es denkbar, dass dieser Unterschied die Expression einer aktiven Form des
Enzyms in E. e/ verhindert hat. Generell ist die Expression eines
eukaryontischen Gens in dem Prokaryonten E. co/i schwierig und fithrt oft zu so
genannten zuclusion bodies, Ansammlungen aus fehlerhaft oder unvollstindig
gefalteten Fremdproteinen. Als Griinde dafiir werden die Unterschiede im
Proteinfaltungssystem zwischen Pro- und Eukaryonten diskutiert (Oka & Jigami,
20006). Auch in der Haufigkeit der verwendeten Codons unterscheiden sich Pro-
und FEukaryonten deutlich voneinander (Novy e al, 2001). So werden in
Arabidopsis thaliana oft Argenin-reiche Codons wie AGA und AGG verwendet, die
in E. coli eher selten vorkommen (Nakamura e# al., 2000). Dies kénnte erkliren,
warum sich bestimmte pflanzliche Proteine nur schlecht in E. co/i herstellen

lassen. Eine Moglichkeit, diese Schwierigkeiten zu umgehen, ist die heterologe
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Expression der Proteine in Saccharomyces cerevisia. Tatsichlich gelang es Oka und
Jigami (2006) UGD1 aus Arabidopsis thaliana erfolgreich in Hefe zu exprimieren
und niher zu charakterisieren. Dabei konnte bestitigt werden, dass es sich bei
UGD1 um eine UDP-Glucose Dehydrogenase handelt.

Analog dazu wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit UGD2, 3 und 4
cindeutig als UDP-Glucose Dehydrogenasen identifiziert und naher
charakterisiert. Die Aktivitdtsnachweise erfolgten zunichst indirekt iber Messung
der NADH-Zunahme im Photometer. AnschlieBend zeigten HPLC-Analysen,
dass es sich hier tatsichlich um den Umsatz von UDP-Glucose zu UDP-

Glucuroniure handelt (Klinghammer & Tenhaken, 2007).

4.2 DIE VIER UGD-ISOFORMEN BESITZEN
UNTERSCHIEDLICHE BIOCHEMISCHE EIGENSCHAFTEN

UND WERDEN DIFFERENTIELL EXPRIMIERT

Die Bestimmung der kinetischen Konstanten fiir UDP-Glucose und NAD" in
dieser Arbeit zeigte, dass sich die drei untersuchten Isoformen UGD2, 3 und 4
beziiglich ihrer Affinitit zu dem Cofaktor NAD" kaum unterschieden (siche
Abb.3.6). Fir das Substrat UDP-Glucose wurden dagegen K -Werte zwischen
123uM (UGD2) und 335uM (UGD3) gemessen (siche Abb.3.0).

Oka und Jigami (2006) fanden bei UGD1 einen wesentlich niedrigeren K -
Wert fiir UDP-Glucose (15,3uM), ein K _-Wert fiir NAD" wurde nicht bestimmt.
Damit unterscheiden sich die vier UGD-Isoformen aus Arabidopsis thaliana in
thren K -Werten fir UDP-Glucose deutlich voneinander. Bisher liegt nur eine
weitere Studie vor, in der die K _-Werte verschiedener UGD-Isoformen einer
Pflanze ermittelt wurden: Zwei UGD-Isoformen aus Mais wiesen ebenfalls grof3e
Unterschiede in ihrer Affinitit zu UDP-Glucose auf. Die K _-Werte lagen hier bei
380 bzw. 950uM UDP-Glucose (Kirkonen e al, 2005). Insgesamt variieren die
K,-Werte der bisher nidher charakterisierten pflanzlichen UDP-Glucose
Dehydrogenasen tiber einen groflen Bereich. Im Vergleich zu den UGDs aus
Arabidopsis und Mais haben z.B. Gn-UGD1 aus Glyeine max mit einem K _-Wert
von 22uM (Hinterberg e# al., 2002) und die UGD aus Zuckerrohr mit einem K-
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Wert von 19uM (Turner & Botha, 2002) eine wesentlich hohere Affinitit zu
UDP-Glucose.

Zur weiteren Charakterisierung der Enzyme wurden im Rahmen dieser
Arbeit aullerdem Hemmstoffversuche mit UDP-Xylose durchgefithrt, die als
unmittelbares  Folgeprodukt der UDP-Glucuronsiure bei allen bisher
untersuchten pflanzlichen UDP-Glucose Dehydrogenasen eine starke feed back-
Hemmung bewirkte (Hinterberg ez a/., 2002; Turner & Botha, 2002; Oka & Jigami,
20006). Es zeigte sich eine Korrelation zwischen einer hohen Affinitit zu UDP-
Glucose und einer starken Hemmung durch UDP-Xylose. Die Ki-Werte fir
UGD2, 3 und 4 lagen zwischen 83 und 124uM UDP-Xylose (siche Abb.3.7),
wobei UGD3 mit dem héchsten K _-Wert fur UDP-Glucose auch den héchsten
K-Wert fir UDP-Xylose aufwies, wihrend umgekehrt UGD2 sowohl den
niedrigsten K, -Wert fir UDP-Glucose als auch den niedrigsten K;-Wert zeigte. In
dieses Bild passen die Untersuchungen von Oka und Jigami (2006) zur
Hemmstoffwirkung von UDP-Xylose auf UGDI1, welche von allen UGD-
Isoformen aus Arabidopsis thaliana die hochste Affinitit zu UDP-Glucose besitzt
(siche oben). Entsprechend weist sie mit einem Ki-Wert von 4,9uM auch die
stirkste Hemmung durch UDP-Xylose auf. Eine mogliche Erklirung hierfir
wiren strukturelle Modifikationen, z.B. der Substratbindetasche, die gleichzeitig
sowohl fir eine hohere Substrat- als auch fiir eine hohere Hemmstoffaffinitit
verantwortlich sein kénnte.

In meiner Arbeit wurde auBerdem untersucht, ob UGD2, 3 und 4 neben
NAD" und UDP-Glucose auch andere Substrate akzeptieren (siche Tab.3.1). Es
zeigte sich, dass alle drei Enzyme in geringem Mafe auch NADP" statt NAD™ als
Cofaktor verwenden kénnen. Die Enzymaktivitit verringert sich dadurch jedoch
um etwa 80%. Die angebotenen, alternativen Zuckersubstrate dagegen konnten
von keiner der drei untersuchten Isoformen umgesetzt werden. Eine Akzeptanz
von NADP" als Cofaktor konnte auch bei Gm-UGD1 aus Gheine max
nachgewiesen werden, allerdings lag die Aktivitit hier unter 1% der
Ursprungsaktivitit (Hinterberg e al, 2002). Alle anderen niher charakterisierten,
pflanzlichen UDP-Glucose Dehydrogenasen zeigten beim Ersetzen von NAD”
durch NADP" keine Aktivitit (Stewart & Copeland, 1998; Turner & Botha, 2002).

Bei der Verwendung alternativer Zuckersubstrate konnten bei der UGD aus
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Zuckerrohr (Turner & Botha, 2002) und bei einer UGD aus Glyeine max (Stewart
& Copeland, 1998) geringe Enzymaktivititen (zwischen 0,5 und 8% der
Ursprungsaktivitit) festgestellt werden: Die UGD aus Zuckerrohr setzte neben
CDP-Glucose auch TDP-Glucose um, die UGD aus Gheine max TDP-Glucose,
UDP-Galactose und UDP-Mannose. Insgesamt sind jedoch die Aktivititen bei
Verwendung von Alternativsubstraten in allen bekannten Fillen so gering, dass
davon auszugehen ist, dass eine physiologische Bedeutung nicht vorliegt.

Neben biochemischen Unterschieden konnten in dieser Arbeit auch
Abweichungen in der Genexpression zwischen den vier UGD-Isoformen aus
Arabidopsis  thaliana festgestellt werden. Dabei wurden diese nicht nur in
verschiedenen Geweben und 2zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Morphogenese exprimiert, sondern variierten auch in ihrer Expressionsstirke.
Firbeversuche mit transgenen Arabidopsis-Ptlanzen, die ein UGD Promotor:GUS-
Konstrukt enthielten, zeigten, dass in nahezu jedem Gewebe GUS-Aktivitit
nachweisbar war (siche Abb.3.8). Die GUS-Aktivititsmuster in UGD2, UGD3
und UGD4 Promotor:GUS-Pflanzen waren sich dabei zwar Zhnlich,
unterschieden sich jedoch in einigen Details (siche Abb.3.9). Dagegen zeigten
UGD1 Promotor:GUS-Pflanzen vor allem im Keimlingsstadium und in der
Schotenentwicklung ein kontrires GUS-Aktivititsmuster. In Keimlingen wurde
UGD1 zunichst nur im Hypokotyl und in den Kotyledonen exprimiert, wihrend
die Expression der anderen drei Isoformen auf die Primarwurzel beschrankt blieb.
Auch in den Schoten wurde UGDT7 entgegengesetzt zu den anderen Isoformen
exprimiert. Neben UGD4 war UGDT auBlerdem die einzige Isoform, die in den
Stomata exprimiert wurde (siche Abb.3.9). Damit scheint UGD7 auch auf
Expressionsebene eine Sonderstellung innerhalb der UGD-Isoformen in
Arabidopsis thaliana innezuwohnen. Dieser Eindruck wird verstirkt, schaut man
nicht nur die Expressionszeitpunkte und —orte, sondern auch die
Expressionsstirke der vier UGD-Isoformen an. Mittels rea/ #zme-PCR konnte in
dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass in sechs Tage alten im Licht oder im
Dunkel gewachsenen Keimlingen UGDZ2 am stirksten exprimiert wird (siche
Abb.3.10). Die Expressionsstirke von UGD7 und UGD4 ist im Vergleich dazu
sehr gering. Unterscheidet man in Hypokotyl/Kotyledonen und Wurzel, so wird

die Dominanz der UGDZ2-Genexpression vor allem in den oberirdischen
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Pflanzenteilen deutlich, wihrend in der Wurzel die Expressionsstirke von UGD2

und UGD3 nahezu identisch ist (siche Abb.3.10).

12000

C B UGD1 E3
s %% oucp2
[%)]
© gopp{ DIUGD3
=3 B UGD4
l
@ 6000 -
@
o
= 4000 A
S
S 2000 4

0 -

Keimling Wurzel Kotyledonen/ Blatt Stengel Blute
Hypokotyl
Abbildung 4.1:

Normalisierte Expression von UGD1, UGD2, UGD3 und UGD4 in unterschiedlichen
Geweben von Arabidopsis thaliana
Alle Daten entstammen der Microartay-Datenbank Genevestigator

(https:/ /www.genevestigator.ethz.ch). Die Werte unterhalb einer normalisierten Expression von

250 sind als Rauschen zu werten. Gezeigt sind die Mittelwerte * SD.

Offentlich ~ zugingliche =~ Daten  verschiedener  Micrvarray-Experimente
(https://www.genevestigator.ethz.ch) bestitigen die Ergebnisse det rea/ time-PCR
(Abb.4.1). Sie zeigen auBlerdem, dass UGDZ2 auch im Blatt, im Stengel und in der

Blite die am stirksten exprimierte UGD-Isoform ist, wihrend UGDT in diesen
Gewebetypen nur schwach exprimiert wird. Die in den Microarray-Experimenten
gemessene Genexpression von UGD4 ist dagegen in allen Geweben etwas héher
als die in der rea/ time-PCR gefundene (siche Abb.3.10). Uber die Expressionsorte,
-zeitpunkte und -stirken der Gene anderer pflanzlicher UDP-Glucose
Dehydrogenasen liegen bisher nur wenige Daten vor. Insgesamt scheint auch
deren Expression vor allem in jungem, im Wachstum begriffenem Gewebe
vorzukommen (Karkénen, 2005), wie in den Internodien von Zuckerrohr (Turner
& Botha, 2002), in sich entwickelndem Xylem und in jungen oder élteren Blittern
von Pappel (Johansson ef al, 2002) oder in Blittern und Wurzeln von Mais
(Karkénen ez al., 2005).

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass sich die vier UGD-Gene in

Arabidopsis  thaliana sowohl in ihren Expressionsmustern als auch in ihrer
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Expressionsstirke zum Teil deutlich voneinander unterscheiden. Dabei wird
UGD1 in wesentlich geringerem Male exprimiert als die andere drei UGD-
Isoformen und besitzt zum andere Expressionsorte und -zeitpunkte. Weiterhin
ldsst sich aufgrund der in dieser Arbeit gewonnene Daten schlieBen, dass sich die
drei untersuchten UGD-Isoformen UGD2, 3 und 4 in ihren biochemischen
Eigenschaften voneinander unterscheiden. Ein Vergleich mit UGD1 auf
biochemischer Ebene ist nur bedingt moglich, da UGD1 im Rahmen dieser
Arbeit nicht in einer aktiven Form exprimiert werden konnte. Es existieren jedoch
durch die Daten aus der Arbeit von Oka & Jigami (2006) Evidenzen, dass auch
hier Unterschiede zu den anderen drei Isoformen bestehen. Diese biochemischen
Unterschiede und die differentielle Expression der entsprechenden Gene kénnten
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellwandbiosynthese spielen. Weitere
Untersuchungen wiren notwendig, um entsprechende Regulationsmechanismen

aufzuklaren.

4.3 DIE EXPRESSION DER UGD- UND MIOX-GENE IM

VERGLEICH

Wie bereits erwahnt scheint zu jedem Zeitpunkt der Morphogenese in Arabidopsis
thaliana, — eine  der vier UGD-Isoformen  exprimiert zu  werden.
Uberraschenderweise wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit bei der
Samenentwicklung keine UGD-Expression gefunden. Es lag daher die Vermutung
nahe, dass UDP-Glucuronsiure im Samen eventuell nicht tber den UGD-,
sondern iber den MIOX-Weg gebildet wird (siche Abb.1.3). Und tatsichlich
zeigte ein Vergleich mit entsprechenden Expressionsdaten der vier MIOX-Gene
aus Arabidopsis thaliana, dass sowohl MIOXT als auch MIOX2 und 4 in den
Samenanlagen und in jungen Samen exprimiert werden (Kanter ez al, 2005;
Kanter, 2006). Durch die Kreuzung zweier _Arabidopsis-Pflanzen mit
unterschiedlichen Promotor:Reportergenkonstrukten MIOX2:GUSx
UGD2:GFP) konnte Kanter (2006) die Expressionsmuster von UGDZ2 und
MIOX?Z direkt vergleichen und fand neben dem Unterschied in der Expression
bei der Samenentwicklung weitere Gegensitze; u.a. in der Primirwurzel, wo

MIOX?2 in den Kortex- und Epidermiszellen exprimiert wird, wihrend sich
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UGD2-Expression vor allem in der Wurzelspitze und im Zentralzylinder finden
lisst. Schaut man sich die Expression aller MIOX-Gene an, so zeigt sich, dass
MIOX4 und 5 ausschlieBlich in generativem Gewebe abgelesen werden, wihrend
MIOXT- und MIOX2-Expression in der gesamten Pflanze zu finden ist (Kanter e#
al., 2005; Kanter, 2006). Allerdings scheint die Expressionsstirke der MIOX-Gene
in den meisten Geweben wesentlich geringer zu sein, als die der UGD-Gene, wie
ein Vergleich von offentlichen zuginglichen Daten aus verschiedenen Microarray-
Experimenten (https://www.genevestigator.ethz.ch) zeigt (Daten nicht gezeigt).
Einzig im Pollen und in den Staubblittern weisen die MIOX-Gene ein sehr hohes
Expressionslevel auf (Abb.4.2).
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Abbildung 4.2:

Normalisierte Expression von UGD1, UGD2, UGD3, UGD4 und MIOX1, MIOX2,
MIOX4, MIOXS5 in Staubblittern und Pollen von Arabidopsis thaliana

Alle Daten entstammen der Microarray-Datenbank Genevestigator
(https://www.genevestigator.ethz.ch). Die Werte untethalb einer normalisierten

Expression von 250 sind als Rauschen zu werten. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD.

So ist beispielsweise die Expression von MIOX4 in diesen Geweben etwa viermal
bzw. sogar 85mal hoher als die héchste Expression der UGD-Gene. In allen
anderen Blitengeweben werden jedoch die UGD-Gene, vor allem UGD2, stirker
als die MIOX-Gene exprimiert (Daten nicht gezeigt).

Damit scheinen beide Stoffwechselwege zur UDP-Glucuronsiuresynthese

eine Rolle in Arabidopsis thaliana zu spielen. Vermutlich existieren sie in
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bestimmten Geweben parallel nebeneinander (beispielsweise in Blittern,
Filamenten oder Kelchblittern), zu bestimmten Zeitpunkten der Morphogenese
jedoch scheint jeweils nur einer der beiden Wege verwendet zu werden
(beispielsweise bei der Samenentwicklung). In den generativen Geweben,
besonders in Staubblittern und Pollen, scheint UDP-Glucuronsiure vor allem
tber den myo-Inosit Oxygenase-Weg synthetisiert zu werden. Untersuchungen an
der UDP-Zucker Pyrophosphorylase (AtUSP) aus _Arabidopsis thaliana, die im
Rahmen des myo-Inosit Oxygenaseweges Glucuronsiure-1-P  in UDP-
Glucuronsiure umwandelt (siche Abb.1.3), stiitzen diese Vermutung. Mutanten,
bei denen durch eine T-DNA-Insertion das Gen A7USP ausgeschaltet war, fehlte
die innere Wand (Intine) der Pollen, was dazu fithrte, dass diese kollabierten und
nicht lebendfihig waren (Schnurr e a/, 2006). AtUSP scheint also essentiell fir die
Entwicklung lebensfihiger Pollen zu sein, was wiederum auf die Wichtigkeit des
MIOX-Weges im Pollen hinweist. In allen anderen Geweben erfolgt die Synthese
wahrscheinlich hauptsichlich tber UGD. Dies ldsst sowohl das EST-Verhiltnis
zwischen UGD und MIOX (Kanter, 20006), als auch der Vergleich entsprechender
Microarray-Daten aus verschiedenen Geweben vermuten (Abb.4.2). Fur diese
Annahme spricht ebenfalls die eingeschrinkte Expression von MIOX 4 und 5, die
sich fast ausschlieBlich auf die generativen Gewebe beschrinkt. AbschlieBende
Aussagen tiber zellulire Regulationsmechnismen zwischen beiden Wegen kénnen
im Rahmen dieser Arbeit nicht gemacht werden. Hierzu miissten weitere
Untersuchungen folgen. So koénnte beispielsweise das Redoxpotential oder die
Verftugbarkeit molekularen Sauerstoffs, der fiir den myo-Inosit Oxygenaseweg

benotigt wird, eine Rolle spielen.

4.4 DIE ARABIDOPSIS THALIANA UGD KNOCK OUT-
MUTANTEN UNTERSCHEIDEN SICH IN IHREN

PHANOTYPEN VOM WILDTYP

Eine Moglichkeit die Funktion eines Enzyms naher zu charakterisieren, ist die
Analyse von Pflanzen, in denen das entsprechende Gen durch eine T-DNA-

Insertion funktionell ausgeschaltet ist. Durch das Auftreten von Verinderungen
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im Phénotyp der Mutanten kénnen Rickschlisse gezogen werden, wann und wo

das Enzym bendtigt wird.

Herausforderungen bei der Herstellung von Doppelmutanten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Arabidopsis thaliana Mutanten, bei denen jeweils
ein UGD-Gen ausgeschaltet war, mit Hilfe verschiedener Methoden auf das
Auftreten eines Phéinotyps untersucht, der sich signifikant von dem des Wildtyps
unterscheidet. Da Firbeversuche mit UGD Promotor:GUS-Pflanzen gezeigt
hatten, dass in einem Gewebe oft zeitgleich mehrere UGD-Gene exprimiert
werden (siche Kapitel 3.3), wurde auBlerdem versucht, durch Kreuzungen
Mehrfachmutanten zu generieren, in denen mindestens zwei UGD-Gene
gleichzeitig ausgeschaltet sind. Durch die Verwendung von Mehrfachmutanten
sollte eine Kompensation des ausgeschalteten Gens durch andere, noch intakte
UGD-Gene ausgeschlossen werden, da es bei einer schwierig wire einen
gegentiber dem Wildtyp verdnderten Phénotyp zu finden.

Eine Doppelmutante AUGD7x AUGD4, bei der die Insertionen in beiden
Genen homozygot vorlagen, lie3 sich problemlos herstellen (siche Kapitel 3.4).
Schwierigkeiten verursachte dagegen das Generieren einer AUGD2x AUGD3-
Doppelmutante, da keine Pflanzen gefunden werden konnten, die beide
Insertionen homozygot enthielten (siche Kapitel 3.4). Ein Grund koénnte sein,
dass das gleichzeitige Ausschalten von UGDZ2 und UGD3 fir die Pflanze
pathologische Auswirkungen hat. Schlief3lich sind UGDZ und 3 die beiden UGD-
Gene, die in Arabiodpsis thaliana mit Abstand am stirksten exprimiert werden und
in nahezu jedem Gewebe vertreten sind. UGD7 und 4 dagegen werden auf einem
geringerem Level zum Teil nur in bestimmten Geweben exprimiert. Weitere
Doppel-, Dreifach- oder sogar eine Vierfachmutante konnten aufgrund des hohen
zeitlichen Aufwands von mehr als einem Jahr fir Kreuzung und anschlieBendem
Screening im Rahmen dieser Arbeit nicht hergestellt werden. Fir die Untersuchung
der Phinotypen wurden daher die Einfachmutanten und die Doppelmutante
AUGD1x AUGD4 verwendet (siche Tab.3.2). Dabei wurden nur die Mutanten in
den Versuchen eingesetzt, bei denen aufgrund der Expressionsanalysen durch
GUS-Reportergenpflanzen und rea/ #ime-PCR ein verinderter Phinotyp zu

erwarten war.
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Verinderte Zellwandzusammensetzung bei den Mutanten AUGD?2,
AUGD3 und AUGD1x AUGD4

Die Zellwandzusammensetzung der Mutanten AUGDZ2, AUGD3 und
AUGD1x AUGD4 wurde zunichst durch MALDI-TOF Massenspektrometrie

niher untersucht (siche Kapitel 3.5). Diese bietet sich als schnelle und effiziente
Analysemethode an, um pflanzliche Mutanten mit Verdnderungen in der
Xyloglucanstruktur zu identifizieren (Lerouxel e @/, 2002). Es konnten keine
grundsitzlichen Unterschiede im Xyloglucanaufbau zwischen Wildtyp und
Mutanten festgestellt werden, das hei3t beim Wildtyp und bei den Mutanten
lieBen sich die gleichen Xyloglucanfragmente nachweisen (siche Abb.3.12).
Allerdings lagen diese Fragmente in unterschiedlichen Verhiltnissen zueinander
vor (siche Abb.3.13). Bei der Doppelmutante AUGD7x AUGD4 waren die
Abweichungen zum Wildtyp am deutlichsten ausgeprigt. Auch bei den darauf
folgenden HPLC-Analysen, bei denen die Monozuckerzusammensetzung der
neutralen Zucker aus Zellwinden bestimmt wurde, konnten Unterschiede
zwischen der Doppelmutante und dem Wildtyp gefunden werden (siche
Abb.3.14). AUGDZ2- und AUGD3-Pflanzen zeigten dagegen keine signifikanten
Verinderungen gegentber dem Wildtyp.

Damit konnte hier erstmals bewiesen werden, dass das Ausschalten eines oder
mehrerer UGD-Gene zu einer Verinderung in der Zellwandzusammensetzung
fihrt. Allerdings sind die Unterschiede gegeniiber dem Wildtyp bei den
Einfachmutanten so gering, dass der Verlust nur eines UGD-Gens wahrscheinlich
durch die anderen UGD-Gene kompensiert werden kann. Dies ist vor allem beim
Ausschalten von UGDZ2 oder 3 denkbar, da beide Gene meist parallel exprimiert
werden und die eine Isoform die Funktion der jeweils anderen tbernehmen
konnte. Wenn jedoch mehrere UGD-Gene, hier UGD7 und UGD4, ausgeschaltet
sind, scheint eine vollstindige Kompensation nicht mehr méglich zu sein und ein
zum Wildtyp deutlich unterschiedlicher Phinotyp ldsst sich finden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit werden auch durch Untersuchungen an Arabidopsis
thaliana-Ptlanzen gestutzt, bei denen jeweils ein MIOX-Gen ausgeschaltet war
(Kanter, 2000). Dort ergab sich ein dhnlicher Sachverhalt: In den mittels GC-MS,
MALDI-TOF MS und HPLC durchgefithrten Analysen konnten keine
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Unterschiede zwischen Wildtyp und &nock ont-Mutanten nachgewiesen werden.
Auch hier kam es vermutlich zu einer Kompensation des jeweils ausgeschalteten

MIOX-Gens durch die iibrigen MIOX-Gene oder durch den alternativen UDP-

Glucuronsiure-Syntheseweg mittels UGD.

Verinderte Funktion der Stomata durch das gleichzeitige Ausschalten von
UGD1 und UGD4

Untersuchungen an entsprechenden GUS-Reportergenpflanzen hatten gezeigt,
dass in den SchlieBzellen der Stomata von Kotyledonen und jungen Blittern
UGD17 und UGD4 exprimiert werden, wihrend eine Expression von UGD2 und
3 und von MIOXT, 2, 4 und 5 nicht nachgewiesen werden konnte (in dieser
Arbeit und Kanter, 2006). Es wurde daher vermutet, dass sich das Ausschalten
von UGDT und 4 auf Morphologie und Funktion der Stomata auswirken kénnte.
Fir die einwandfreie Funktion der Stomata ist die Zellwand von grofler
Bedeutung. Sie ist innerhalb der SchlieBzellen unterschiedlich dick. Dies
ermoéglicht  zusammen mit der besonderen radialen Anordnung der
Cellulosemikrofibrillen bei Erhohung des Tugordrucks im Zellinnern die
charakteristische Offnung durch Bildung des stomatiren Spaltes (Taiz & Zeiger,
1998).

Die knock out-Mutanten AUGD1, AUGD4 und AUGD1x AUGD4 wiesen
keine lichtmikroskopisch sichtbaren Verinderungen im Aufbau und keine
grundsitzliche Beeintrichtigungen in der Funktion der Stomata auf (siche
Abb.3.15). Bei genauerer Betrachtung des stomatiren Spaltes zeigte sich jedoch,
dass die durchschnittliche Stomata6fftnung (gemessen als Verhiltnis von Breite zu
Linge) im Licht bei der Doppelmutante AUGD7x AUGD4 um 13% gegentber
dem Wildtyp vergroBert war (siche Abb.3.16). Bei der Finzelmutante AUGDT lie3
sich kein Unterschied zum Wildtyp feststellen. Nach dem Nachweis durch
MALDI-TOF MS und HPLC-Analysen, dass sich die Zellwandzusammensetzung
der Doppelmutante AUGD7x AUGD4 von der des Wildtyps unterscheidet,
konnte hier also ein Beweis erbracht werden, dass sich die unterschiedliche
Zusammensetzung auch physiologisch auf die Stomatafunktion auswirkt. Die
Verinderungen scheinen allerdings nicht grof3 genug zu sein, um die Funktion der

Stomata grundsitzlich zu stéren. Was genau zu den Unterschieden zwischen
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Doppelmutante und Wildtyp fihrt, lidsst sich anhand der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuche nicht abschlieBend kldren. Weitere Untersuchungen,
beispielsweise elektronenmikroskopische Aufnahmen, um die Zellwanddicke und
deren Verteilung zwischen Doppelmutante und Wildtyp vergleichen zu kénnen,

wiren notwendig.

Beim Ausschalten eines oder mehrerer UGD-Gene verandert sich die
Expression der iibrigen UGD-Gene in Keimlingen

Sowohl die Ergebnisse der Zellwandanalysen als auch die Untersuchung der
Stomata lieBen vermuten, dass es bei den Einfachmutanten ganz oder teilweise zu
einer Kompensation des ausgeschalteten UGD-Gens durch die Gbrigen UGD-
Gene kommt. Mittels rea/ #ime-PCR wurde versucht, diese Kompensation
nachzuweisen. Die Ergebnisse zeigten, dass sich die Expressionsmuster der noch
intakten UGD-Gene in den Mutanten deutlich von denen im Wildtyp
unterscheiden (siche Abb.3.17). Uberraschenderweise wurde aber keine hohere
Expression einer oder mehrerer UGD-Isoformen gefunden, sondern in allen
Pflanzen war die Expression der tibrigen, unversehrten UGD-Gene vermindert.
Ausnahme bildete die AUGD4-Mutante. Hier wurden die drei anderen UGD-
Gene deutlich stirker als im Wildtyp exprimiert.

Damit konnte zwar gezeigt werden, dass sich das Ausschalten eines oder
mehrerer UGD-Gene auf die Expression der tbrigen UGD-Gene auswirkt.
Allerdings konnte auBler bei AUGD4 keine direkte Kompensation durch
Hochregulierung der Expression der anderen Isoform-Gene nachgewiesen
werden. Vielmehr werfen die Ergebnisse neue Fragen zur Genregulation und zum
komplexen Zusammenspiel der vier UGD-Isoformen auf. Auch fir die MIOX-
Gene in Arabidopsis thaliana konnte in den meisten untersuchten Geweben eine
verinderte Genexpression der ubrigen Isoform-Gene nach Ausschalten eines
MIOX-Gens gefunden werden, allerdings kam es auch dort sowohl zur Hoch- als
auch zur Runterregulierung bestimmter MIOX-Gene (Kanter, 2006). Sowohl in
meiner Arbeit als auch in der Arbeit von Kanter (2006) wurden aber jeweils nur
die UGD- oder die MIOX-Gene untersucht. Denkbar wire jedoch auch, dass die
Mutanten den Wegfall eines UGD- bzw. MIOX-Gens durch das teilweise

Umschalten auf den jeweils anderen UDP-Glucuronsiure-Syntheseweg
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kompensieren. Um das niher zu erforschen, miissten die rea/ time PCR-Analysen
nochmals wiederholt und neben der Expression der UGD-Gene auch gleichzeitig
die der MIOX-Gene untersucht werden. Denn die Ergebnisse der rea/ time-PCR-
Analysen aus meiner Arbeit und aus der von Kanter (2006) deuten ein komplexes
Zusammenspiel zwischen den Expressionen der jeweiligen Isoformen einerseits
und zwischen beiden UDP-Glucuronsiaure-Synthesewegen andererseits an. Eine
Kompensation durch einfaches Hochregulieren einer oder mehrere anderer
Isoformen konnte jedenfalls fir die UGD-Gene nur bei UGD4 nachgewiesen

werden.
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Die Zellwand von Arabidopsis thaliana enthilt grof3e Menge an Hemicellulosen und
Pektinen, deren Bestandteile sich hauptsichlich von UDP-Glucuronsiure ableiten.
Die Bildung von UDP-Glucuronsiure wird in Pflanzen tiberwiegend durch die
UDP-Glucose Dehydrogenase (UGD) katalysiert, die UDP-Glucose unter der
Bildung von NADH in UDP-Glucuronsiure umwandelt.

Arabidopsis thaliana besitzt vier UGD-Gene und ein Pseudogen, welche starke
Homologien zu Genen anderer bekannter pflanzlicher UDP-Glucose
Dehydrogenasen zeigen. Mit Hilfe von Promotor:GUS-Reportergenpflanzen und
real time-PCR-Analysen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die vier
UGD-Gene nicht nur in verschiedenen Geweben und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Morphogenese exprimiert werden, sondern auch in
unterschiedlicher Stirke. Dabei scheint jedoch zu jedem Zeitpunkt der
Morphogenese, bis auf die Samenentwicklung, eine der vier UGD-Isoformen in
Avrabidopsis thaliana exprimiert zu werden.

Eine biochemische Charakterisierung der verschiedenen Isoformen zeigte
einen sehr dhnlichen K _-Wert von ca. 43 uM fiir NAD", wihrend sich die K-
Werte fir UDP-Glucose deutlich voneinander unterschieden (123 - 335uM). Alle
Isoformen unterlagen einer feedback-Hemmung durch UDP-Xylose. Dabei war
eine starke Hemmung durch UDP-Xylose korreliert mit einer hohen Affinitit zu
UDP-Glucose. Neben NAD" konnten alle untersuchten Isoformen in geringem
MaBe auch NADP" als Cofaktor verwenden. Allerdings verringerte sich die
Enzymaktivitit dadurch um etwa 80%. Alternative Zuckersubstrate konnten
dagegen nicht umgesetzt werden. Die biochemischen Unterschiede zwischen den
UGD-Isoformen und die differentielle Expression ihrer entsprechenden Gene
konnten eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellwandbiosynthese spielen.
Denn die irreversible Oxidation von UDP-Glucose zu UDP-Glucuronsiure durch
UGD fungiert als eine der Schaltstellen, an welcher der Kohlenstofffluss der
pflanzlichen Zelle in Richtung Zellwandbiosynthese gesteuert werden kann.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Analysen von Einfach-oder

Doppel-£nock out-Mutanten, bei denen durch eine T-DNA-Insertion ein oder zwei
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UGD-Gene ausgeschaltet waren, zeigte dementsprechend auch eine verdnderte
Zellwandzusammensetzung bei den Mutanten AUGDZ2, AUGD3 und
AUGD1xAUGD4 und ecine verdnderte Funktion der Stomata bei
AUGD1x AUGD4. Insgesamt waren die Phinotypinderungen gegeniiber dem
Wildtyp bei der Doppelmutante AUGD7x AUGD4 wesentlich ausgepragter als bei
den Einfachmutanten, was daran liegen konnte, dass der Ausfall eines UGD-Gens
durch ein anderes kompensiert wird. Dafiir sprechen auch die Ergebnisse der rea/
time-PCR-Analyse, in der die Expression von UGDT7, 2, 3 und 4 in sechs Tage
alten Keimlingen des Wildtyps und der knock out-Mutanten untersucht wurde.

Dort konnte nachgewiesen werden, dass sich das Ausschalten eines oder mehrerer

UGD-Gene auf die Expression der tibrigen UGD-Gene auswirkt.



6 SUMMARY

The cell wall of Arabidopsis thaliana contains a large amount of hemicelluloses and
pectins, which are basically composed of nucleotid-sugars synthesized via the
common precursor UDP-glucuronic acid. In plants, UDP-glucuronic acid is
predominantly synthesised via UDP-glucose dehydrogenase (UGD), which
catalyses the oxidation of UDP-glucose to UDP-glucuronic acid by the formation
of two NADH molecules. Furthermore, UGD acts as a key enzyme to channel
carbohydrates into the pool of UDP-sugars used for cell wall biosynthesis.

In Arabidopsis thaliana, four genes and one pseudogene coding for UGD were
identified that show strong homologues to other plant UDP-glucose
dehydrogenases. In my present thesis I demonstrated by the wuse of
promotor:GUS reporter gene plants and rea/ time PCR, that all four UGD genes
were expressed tissue-specific. Moreover, during plant development all UGD
genes were highly variable in their expression levels. Furthermore, every stage of
morphogenesis is correlated with the expression of at least one UGD gene.

The biochemical characterization of the different isoforms revealed similar
K, -values (approximately 43uM) for the cofactor NAD" but K_-values across a
broad range (123 - 335uM) for the substrate UDP-glucose. All isoforms were
feedback inhibited by UDP-xylose. This inhibition was strongly correlated with
the affinity for UDP-glucose that was accepted as substrate only. NADP" could
be replaced by NAD" but decreased the enzyme activity about 80%. All the
biochemical differences between the four UGD isoforms in Arabidopsis and their
differential gene expression described in my thesis might play a crucial role in the
regulation of cell wall biosynthesis.

Single or double knock out mutants, in which one or two UGD genes were
discarded by T-DNA insertion, showed a modified cell wall composition
(mutants: AUGD2, AUGD3 and AUGDI1xAUGD4) and a modified stomata
function (AUGD1x AUGD4). Phenotypic changes between wild type and mutants

were considerably increased for the double mutant AUGD7x AUGD4 compared
to the single mutants. This effect might be explained by a compensation of the

knock out gene via the remaining UGD isoforms and is supported by real time
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PCR analysis which showed that the knock out of one or two UGD genes also

affected the expression levels of the remaining ones.
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