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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Chlorophyll spielt eine unabdingbare Rolle fiir die lichtabhidngige Reaktion der Photosynthese.
Die addquate Versorgung der photosynthetischen Komplexe mit Chlorophyll wird dabei durch
die Tetrapyrrolbiosynthese (TBS) gewahrleistet. In den letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl
von Proteinen identifiziert, welche an der Anpassung der TBS an wechselnde (a)biotische Wachs-
tumsbedingungen der Pflanze beteiligt sind. Allerdings konnte bislang nicht zweifelsfrei geklart
werden, wie die TBS mit der Integration von Chlorophyllen in die Photosysteme koordiniert
wird. Vor einigen Jahren wurde ein Interaktionspartner der Protochlorophyllid-Oxidoreduktase
(POR) in Synechocystis identifiziert, welcher als potenzieller Faktor dieser Koordination in Frage
kommt. Das POR-INTERACTING TPR-Protein (Pitt) stabilisiert POR an der Thylakoidmembran
und interagiert auch mit dem Vorstufenprotein des D1. Somit konnte Pitt den effizienten Einbau
von Chlorophyllen in die naszierenden plastidenkodierten photosynthetischen Untereinheiten
vermitteln. Pitt gehort zur Familie der tetratricopeptide repeat (TPR) Proteine, deren Vertreter
vorrangig fiir die Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen zustindig sind. Aus diesem
Grund war, neben der Identifikation des potenziellen Pitt-Homologs im Modelorganismus Arabi-
dopsis thaliana, die Analyse von anderen Vertretern dieser Proteinklasse ein vielversprechender
Ansatz bei der Identifikation von weiteren Regulatoren der TBS oder Photosynthese.

Von den fiinf ausgewidhlten TPR-Proteinen aus Arabidopsis thaliana mit einer hohen Sequen-
zahnlichkeit zu Pitt waren vier in der Lage, physisch mit POR zu interagieren. Von diesen
vier Kandidaten ist das durch das Gen At1g78915 kodierte, membranintegrale TPR-Protein
(TPR1) der beste Kandidat des putativen Pitt-Homologs in Arabidopsis. Vergleichbar zu Pitt
interagiert TPR1 mit POR und stabilisiert das Enzym an den plastidiren Membranen. Die
Stabilisierung von POR durch TPR1 spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle wiahrend der
Etiolierung und ermoglicht schnelle Ergriinung von Keimlingen. Neben dem Einfluss auf POR
konnte im Zuge dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass TPR1 mit den Komponenten des
FLU-Inaktivierungskomplexes interagiert und dadurch im Zusammenhang mit der schnellen
Inaktivierung der 5-Aminolavulinsduresynthese steht, dem ersten Teil der TBS. Dariiber hinaus
ist TPR1 an die Vermeidung von reaktive Sauerstoffspezies beteiligt.

Ein weiteres vielversprechendes TPR-Protein, welches an der Regulation der TBS beteiligt
sein konnte, ist SLOW-GREEN 1 (SG1). Fiir SG1 wurde bereits eine Funktion in der Regulati-
on der Chloroplastenbiogenese beschrieben. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
SG1 dabei eine Verbindung zwischen der TBS und plastiddren Transkriptionsmaschinerie ver-
mitteln konnte. Dariiber hinaus haben TPR1 und SG1 eine vergleichbare Auswirkung auf die
Inaktivierung der TBS und liben somit womoglich partiell redundante Funktionen aus. Die
zwei weiteren untersuchten TPR-Proteine (TPR7 und TPR9) konnten als Pitt-Homologe ausge-
schlossen werden. Allerdings zeigte sich, dass TPR9 bei der Anpassung der Photosysteme an
hohe Lichtintensitidten involviert ist, da das Fehlen von TPR9 in kontinuierlichem Starklicht
zur Schiadigung der PSII-Untereinheiten fiihrte. TPR9 ist an der Phosphorylierung der PSII-
Untereinheiten und der Verdanderung des Redoxstatus beteiligt, zwei essentiellen Mechanismen
fiir die Reparatur und Regeneration des Reaktionszentrums von PSII.






Abstract

Abstract

Chlorophyll plays an indispensable role in the light reaction of the photosynthesis. The adequate
supply of chlorophyll for the photosynthetic subunits is ensured by tetrapyrrole biosynthesis
(TBS). Within the last decades, multiple proteins were identified, which are involved in adjusting
the TBS-pathway to changing (a)biotic plant growth conditions. Nevertheless, it is not fully
understood how the TBS-pathway is coordinated parallel to the assembly of the photosystems
and the integration of chlorophylls into the pigment-binding subunits of the photosystems.
Several years ago, an interaction partner of the protochlorophyllide-oxidoreductase (POR) was
identified in Synechocystis which was proposed to be involved in the coordination of these mech-
anisms. The POR-INTERACTING TPR-Protein (Pitt) binds and stabilizes POR at the thylakoid
membranes. Additionally, Pitt interacts with the precursor of D1. Therefore, Pitt could facilitate
the efficient incorporation of chlorophylls into the plastid-encoded nascent photosynthetic sub-
units. Pitt belongs to the tetratricopeptide repeat (TPR) protein family, whose members mediate
protein-protein-interactions and stabilize larger protein complexes. Besides the identification
of the potential Pitt-homolog in the model organism Arabidopsis thaliana, analysis of additional
members of the TPR-protein superfamily was a promising approach for the identification of
further posttranslational regulators of TBS and photosynthesis.

Five Arabidopsis thaliana TPR-proteins with a high sequence similarity to Pitt were selected.
Four of those proteins are able to interact physically with POR. Among them, the TPR-protein
encoded by the gene At1g78915 (TPR1) was the best candidate to represent a putative Pitt-
homolog in Arabidopsis. Similar to Pitt, TPR1 is a plastid-localized integral membrane protein,
which interacts with POR at the thylakoid membranes and stabilizes the enzyme. The stabilizing
effect of TPR1 on POR is especially needed during (de)etioliation and enables a rapid greening
process. Besides the influence on POR, it was shown in this thesis that TPR1 interacts with
components of the FLU-inactivation-complex and is required for a rapid inactivation of the
5’-aminolevulinic acid synthesis, the first part of the TBS pathway. Moreover, TPR1 is needed
for the prevention of reactive oxygen species in seedlings and adult plants.

Another promising TPR-protein in Arabidopsis thaliana which might be involved in the regula-
tion of the TBS is SLOW GREEN1 (SG1). SG1 was previously identified as an essential factor for
chloroplast biogenesis. In this thesis it was shown that SG1 is involved in the connection of TBS
with the plastid transcription machinery. Besides, SG1 and TPR1 have a similar impact on the
inactivation of the TBS and it is proposed that they fulfil partially redundant functions. The
two additionally investigated TPR-Proteins (TPR7 and TPR9) were excluded as Pitt-homologs.
Nevertheless, TPR9 was shown to be involved in the response of Arabidopsis to high light
stress. The lack of TPR9 leads to the damage of PSII subunits and chlorophyll depletion under
continuous high light conditions. TPR9 was shown to be involved in modulating the plastid
redox state and the phosphorylation of PSII core proteins. These are two processes, which are
essential for the repair cycle of the PSII reaction centre.
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1. Einleitung

1.1. Chlorophyll - Das griine Blut der Erde

Das in unserem Blut befindliche Ham flief3t durch unsere Adern und versorgt alle Zellen mit
lebenswichtigem Sauerstoff. Vergleichsweise dazu versorgt Chlorophyll alles Leben auf Erden
mit molekularem Sauerstoff. Nur durch die einzigartige Fahigkeit von Chlorophyll, Licht zu
absorbieren und so dessen Energie fiir die Photosynthese nutzbar zu machen, ist dies moglich.

1.1.1. Bedeutung der Tetrapyrrole

Ham und Chlorophyll gehoren zur Stoffklasse der Tetrapyrrole, einer aus vier Pyrrolen aufge-
bauten organischen Verbindung. Die vier enthaltenen Heteroaromaten sind dabei entweder
in linearer oder zyklischer Form angeordnet. Weitere Vertreter der Tetrapyrrole sind Phyto-
chromobilin, Sirohdm und nicht-fluoreszierende Chlorophyll Katabolite. Als eines der linearen
Tetrapyrrole bildet Phytochromobilin die prosthetische Gruppe der Phytochrome, Photorezepto-
ren fiir die Absorption von rotem und dunkelrotem Licht, und reguliert somit die lichtabhingige
pflanzliche Entwicklung [1} 2]. Sirohdm bildet die prosthetische Gruppe der Nitrit- und Su-
fitreduktasen hoherer Pflanzen und ist somit ein essentieller Faktor fiir die Assimilation von
Stickstoff und Schwefel [3]. Die Abbauprodukte von Chlorophyll werden als nicht-fluoreszierende
Chlorophyll Katabolite bezeichnet und akkumulieren vor allem wihrend der Seneszenz [4]. Hiam,
einer der wohl bekanntesten Co-Faktoren ist, gebunden an Himoglobin, unabdingbar fiir die
Bindung und den Transport von Sauerstoff in vielen hoheren heterotrophen Organismen [5]. Dar-
tiber hinaus ist Him eine wichtige prosthetische Gruppe verschiedener Enzyme, wie Oxidasen
und Peroxidase. In photoautotrophen Organismen ist Him gebunden an Cytochrom bgf und b559
ein wichtiger Bestandteil der photosynthetischen Elektronentransportkette [6}7]. Chlorophylle
liegen in photoautotrophen Organismen eingebettet in grofSen Protein-Pigment-Komplexen vor,
den Photosystemen. In diesen absorbieren sie das Sonnenlicht und wandeln dieses in chemische
Energie um. Vergleicht man den molekularen Aufbau von Ham und Chlorophyll, so werden die
grofRen strukturellen Ahnlichkeiten deutlich: Beide bestehen aus einem Makrozyklus, in dessen
Zentrum ein Metall-Ion chelatiert ist (Abb. [I.1).

CH
Vi

_CH,

R Chlorophyll a R = CH,
Chlorophyll b R = COH

OCH,
Chlorophyll Ham

Abbildung 1.1. - Struktur von Chlorophyll und Hiam. Die beiden primédren Photopigmente hoherer Pflan-
zen, Chlorophyll a und b, unterscheiden sich lediglich hinsichtlich einer Seitenkette (R). Chlorophyll a besitzt
an dieser Position eine Methylgruppe, Chlorophyll b eine Aldehydgruppe. Reprisentativ fiir Him wurde die
Struktur von Hdm b (Protohdm) angegeben.
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Im Fall von Chlorophyll bildet Magnesium (Mg?*) das zentrale Metall-Ion, wihrend Him zwei-
wertiges Eisen bindet. Neben der Anzahl und Struktur der Seitengruppen unterscheidet sich
Chlorophyll aulerdem durch den fiinften isozyklischen Ring von Hdm (Abb.[1.1). Diese struk-
turellen Abweichungen fiihren zu einem individuellen Absorptionsspektrum beider Molekiile.
Chlorophyll absorbiert vor allem im blauen und roten Spektralbereich des sichtbaren Lichts.
Licht des griinen Spektralbereichs wird hingegen reflektiert und verursacht somit die charak-
teristische griine Farbung von Chlorophyll. Him hingegen absorbiert hauptsachlich Licht des
blauen Spektralbereichs und reflektiert vor allem rotes Licht, wodurch die rote Firbung unseres
Blutes erzeugt wird.

1.1.2. Funktion und Bedeutung von Chlorophyllen

Die primidren Photopigmente in hoheren Pflanzen sind Chlorophyll a und Chlorophyll b, welche
sich durch eine Seitenkette des B-Rings unterscheiden (Abb.[1.1). Aufgrund der konjugierten
Doppelbindungen liegen im zentralen Pyrrolring der Chlorophylle frei bewegliche Elektro-
nen vor, welche durch die Absorption von Lichtquanten einer bestimmten Wellenliange in
einen hoheren energetischen Zustand iiberfiihrt werden. Diese Energie kann in kinetische
Energie umgewandelt, durch Resonanz-Energietransfer auf ein Nachbarmolekiil {ibertragen
oder durch Photooxidation auf ein Akzeptormolekiil transferiert werden. Durch die Oxida-
tion eines Akzeptormolekiils kann die absorbierte Energie der Elektronentransportkette der
oxygenen Lichtreaktion zugefiihrt werden. Zu Beginn dieser erfolgt die Ladungstrennung an
den beiden zentralen Chlorophyll a Molekiilen (Special Pair) des Photosystems II (PSII) und
die Weiterleitung der Elektronen an Plastoquinone. Durch die Photolyse von Wasser am PSII-
gebundenen Wasserspaltungskomplex werden, neben molekularem Sauerstoff und Protonen,
Elektronen erzeugt, welche die entstandene Elektronenliicke des Special Pairs auffiillen. Die
Plastoquinone leiten ihrerseits die Elektronen iiber den Cytochrom bgf Komplex an Plastocyanin
weiter. Eine zweite Ladungstrennung erfolgt am Special Pair des Photosystems I (PSI). Die
dabei freiwerdenden Elektronen werden an Ferredoxin weitergeleitet und schlussendlich durch
die Ferredoxin-NAPDH-Reduktase (FNR) auf den intermedidren Elektronenakzeptor NADP*
tibertragen. Die entstandene Elektronenliicke am Special Pair des PSI wird durch die Weitergabe
der Elektronen von Plastocyanin ausgeglichen. Neben der Produktion von molekularem Sauer-
stoff und NADPH bewirkt die Elektronentransportkette den Aufbau eines Protonengradienten,
welcher zur Synthese von ATP durch die ATP-Synthase genutzt wird. Die chemische Energie in
Form von ATP und NADPH wird in der anschliefSenden Dunkelreaktion verwendet, um Kohlen-
dioxid zu fixieren und Kohlenhydrate zu erzeugen. Jeweils ein Reaktionszentrum sowie mehrere
assoziierte Antennenkomplexe (light-harvesting complex; LHC) bilden die Photosysteme, in
welchen eine Vielzahl von Pigmenten gebunden sind. In den Photosystemen liegt Chlorophyll a
sowohl in den Kernkomplexen als auch in den LHCs vor und ist unmittelbar an der Lichtreaktion
beteiligt. Im Vergleich dazu ist Chlorophyll b ausschliefilich in den LHCs zu finden und agiert
dort als akzessorisches Pigment um das Absorptionsspektrum von Chlorophyll a zu erweitern.
Neben den Chlorophyllen enthalten die Photosysteme auch Carotinoide, welche ebenfalls eine
akzessorische Funktion erfiillen. Insgesamt binden beide Photosysteme des Modelorganismus
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) zusammen 559 Chlorophylle und 132 Carotinoide [8]. Die
Sicherung des immensen Bedarfs an Chlorophyll erfolgt iiber die Tetrapyrrolbiosynthese (TBS),
dem gemeinsamen Syntheseweg aller Tetrapyrrole in Photosynthese-betreibenden Organismen.
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1.2. Die Tetrapyrrolbiosynthese in hoheren Pflanzen

Die TBS kann in vier Abschnitte unterteilt werden: Beginnend mit der Synthese des Vorlaufermo-
lekiils 5°-Aminoldvulinsdure (ALA) (1) erfolgt anschlieRend die Produktion von Protoporphyrin
IX (ProtolIX) (2), innerhalb welcher sich die Synthese von Sirohdm abspaltet. Durch die an-
schliefSende Insertion des zentralen Metall-Ions in den ProtoIX-Porphyrinring teilt sich der
Syntheseweg in den Himzweig (3) und den Chlorophyllzweig (4) auf.

1.2.1. Die Synthese von ALA

Die raten-limitierende Synthese von ALA erfolgt in drei enzymatischen Schritten, ausgehend
von der Aminosédure Glutamat. In Archaeen, den meisten Bakterien, Algen und Pflanzen wird
ALA {iiber den C5-Weg synthetisiert [9] (Abb. [I.2). Dieser zeichnet sich durch die Produkti-
on von Intermediaten mit einen C5-Kohlenstoffgeriist aus. Im Vergleich dazu synthetisieren
photosynthetisch aktive Nichtschwefelpurpurbakterien, Hefen und Sdugetiere ALA iiber den
Shermin-Weg (C4-Weg). Hierbei entsteht das Intermediat Succinyl-Coenzym A, dessen Riickgrat
aus vier Kohlenstoffatomen besteht [10, |11].

Im ersten Reaktionsschritt des C5-Synthesewegs wird Glutamat verestert und mit der dazuge-
horigen tRNAS! beladen [12, 13]. Die Glutamyl-tRNA-Synthetase (GluRS) katalysiert diesen
Reaktionsschritt in Abhéingigkeit von ATP und Mg?* [14]. Die benétigte tRNAS wird als einzige
Komponente der gesamten TBS im Chloroplasten kodiert [|15]. GIuRS iibt dabei eine Doppelfunk-
tion aus, da sie sowohl Substrate fiir die Proteinbiosynthese als auch die TBS bereitstellt [15-H17].
Im nichsten Schritt reduziert die Glutamyl-tRNA-Reduktase (GIuTR) Glutamyl-tRNAS zu
Glutamyl-Semialdehyd (GSA) in zwei Teilschritten. Zuerst bildet sich, unter Freisetzung der
intakten tRNAS!Y, ein Thioester aus, auf welchen anschliefRend ein Hydrid von NADPH iibertra-
gen wird [18,|19]. GIuTR ist dabei das erste Enzym, welches ausschliefSlich an der TBS beteiligt
ist. Im dritten und letzten Schritt der ALA-Synthese katalysiert die Glutamyl-Semialdehyd-
Aminotransferase (GSAT) die Isomerisierung von GSA zu ALA durch die intramolekulare Ubertra-
gung einer Aminogruppe [20, [21]. Diese Isomerisierung kann bei physiologischem pH allerdings
auch nicht-enzymatisch erfolgen, da GSA mit einer Halbwertszeit von ca. 3 min bei pH 8.0 ein
sehr instabiles Molekiil ist [22].

ALA-Synthese Glutamat

GIuRS
Glutamyl-tRNA®
GIuTR
Glutamat-1-Semialdehyd
GSAT

5 Aminolavulinsaure

Abbildung 1.2. - Ubersicht iiber die enzymatischen Schritte der ALA-Synthese in héheren Pflanzen.
Fiir weitere Erlduterungen siehe Text.
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1.2.2. Die Porphyrinsynthese

Im néchsten Abschnitt der TBS erfolgt die Synthese von ProtoIX (Abb.[1.3). Im ersten Reaktions-
schritt katalysiert die ALA-Dehydratase (ALAD) die asymmetrische Kondensation zweier ALA
Molekiile zu dem Monopyrrole Porphobilinogen (PBG) [23]. In Pflanzen bindet ALAD zwei
Mg-Ionen pro Monomer als Co-Faktoren [24]. In Arabidopsis wurden zwei ALAD Isoformen
identifiziert, welche durch HEMBI und HEMBZ2 kodiert werden. Da der knockout von HEMBI
embryoletal ist und HEMBZ2 kaum exprimiert wird, handelt es sich bei ALAD1 aller Wahrschein-
lichkeit nach um die Hauptisoform [25].

5’ Aminolavulinsdure

Porphyrinsynthese ALAD
Porphobilinogen

HMBS
Hydroxymethylbilan
UROS
Siroham Uroporphyrinogen I
UROD
Coproporphyrinogen Il
CPO
Protoporphyrinogen IX
PPO
Protoporphyrin IX

Hamzweig Chlorophyllzweig

Abbildung 1.3. - Ubersicht iiber die enzymatischen Reaktionsschritte der Porphyrinsynthese in hé-
heren Pflanzen. Fiir weitere Erlduterungen siehe Text.

Im zweiten Reaktionsschritt der Porphyrinsynthese werden vier PBG Molekiile zu Hydroxy-
methylbilan (HMB) durch die HMB-Synthase (HMBS) polymerisiert. Die Ausbildung des HMBS-
Holokomplexes setzt die Bindung des Co-Faktors Dipyrrolemethan voraus, welcher aus zwei
uniiblich kondensierten PBG-Molekiilen besteht [26]. AnschliefSend wird schrittweise PBG an
diesen Co-Faktor addiert [27-29]. Da HMB sehr instabil ist, erfolgt direkt im Anschluss die Inver-
tierung des D-Ringes sowie der Ringschluss durch die Uroporphyrinogen-III-Synthase (UROS)
[30]. Es entsteht der erste Makrozyklus Uroporphyrinogen III (UrolII). In Arabidopsis wird UROS
durch HEMD kodiert [31]. Urolll ist das letzte gemeinsame Intermediat aller Tetrapyrrole, da sich
anschliefend die Synthese von Sirohdm abspaltet (Abb.[1.3). Die UrolII-Decarboxylase (UROD)
decarboxyliert sequenziell die Acetatreste der vier urspriinglichen PBG-Molekiile, wodurch
Coproporphyrinogen III (CoProllIl) entsteht. Diese Decarboxylierung verlauft hochgradig geord-
net, beginnend am D-Ring des Porphyrin-Makrozyklus und fortlaufend im Uhrzeigersinn |32
33]. Durch die anschliefSende oxidative Decarboxylierung zweier Propionat-Seitenketten der
Ringe A und B, welche durch die CoProllI-Oxidase (CPO) katalysiert wird, entsteht Protoporphy-
rinogen IX [34} 35]. Obwohl CPO keine Co-Faktoren benotigt, wird die enzymatische Aktivitdt
durch Eisen und Mangan induziert [34, [36]. Im letzten Schritt der Porphyrinsynthese iibertragt
die Protoporphyrinogen IX Oxidase (PPO) sechs Elektronen aus molekularem Sauerstoff auf
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Protoporphyrinogen IX, was die Produktion von ProtolIX zur Folge hat. Dafiir nutzt PPO FAD
als Co-Faktor [37]. Die Produktion von ProtoIX markiert den Ubergang von nicht fluoreszenten
Produkten zu fluoreszenten Produkten, welche ein grofSeres Risiko der Photooxidation inne-
haben. In Arabidopsis wurden zwei PPO Isoformen nachgewiesen (PPO1 und PPO2) [38]. Ein
knockout von PPO1 ist letal, da ppol-Keimlinge nicht in der Lage sind, Primérblatter auszubilden
[39]. Aufgrund dieser Beobachtung und weiteren molekular-phylogenetischer Analysen handelt
es sich bei PPO1 wahrscheinlich um die Hauptisoform in photosynthetisch aktivem Gewebe
[40]. Interessanterweise ist PPO1 zusatzlich an der RNA-Editierung von Transkripten, welche
hauptsachlich fiir plastidiren NADH-Dehydrogenase-Untereinheiten kodieren, beteiligt [39].
ProtoIX markiert den letzten gemeinsamen Schritt in der Synthese von Him und Chlorophyll.

1.2.3. Der Hamzweig

Die Ferrochelatase (FC) inseriert zweiwertiges Eisen in den Porphyrinring von ProtoIX und
synthetisiert somit Him b (Proto-Hdm) (Abb.[1.4). Als Co-Faktor fiir diese Reaktion nutzt die FC
ein gebundenes Eisen-Schwefel-Cluster [41]. In Arabidopsis konnten zwei FC-Isoformen (FC1
und FC2) identifiziert werden [42, 43|, welche sich hinsichtlich ihres Expressionsmusters und
ihrer Lokalisation unterscheiden [44-46]. FC2 ist die Hauptisoform in photosynthetisch aktivem
Gewebe [44]. FC1 spielt vor allem wihrend der Embryogenese und unter Stressbedingungen eine
entscheidende Rolle [46| 47]. Die nachfolgende Himoxygenase (HO) kann freiwerdendes Him
stereospezifisch in lineares Biliverdin X« spalten. In Arabidopsis wird HO durch eine kleine
Genfamilie, bestehend aus vier Mitgliedern (HO1-HO4), kodiert, wobei HO1 als Haupt-Isoform
identifiziert wurde [48], 49]. AnschliefSsend kann Biliverdix [Xa durch die Phytochromobilin-
Synthase zu Phytochromobilin (P¢B) reduziert werden. Dies geschieht in Abhangigkeit von
Ferredoxin [50]. In Arabidopsis ist eine Isoform der P¢B-Synthase bekannt, welche durch HYZ2
kodiert wird [51].

Protoporphyrin IX
FC
Ham b

HO
Biliverdin-IX-a
HY2
Phytochromobilin

Hamzweig

Abbildung 1.4. — Ubersicht iiber die enzymatischen Schritte des Himzweigs. Fiir weitere Erlduterungen
siehe Text.
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1.2.4. Der Chlorophyllzweig

Im ersten Schritt des Chlorophyllzweiges inseriert die Mg-Chelatase (MgCh) Mg?" unter Ver-
brauch von ATP als Zentral-Ion in den Porphyrinring und fiihrt zur Produktion von Mg-ProtoIX
(MgP) (Abb.[1.5). Im Gegensatz zur komplementdren durch FC katalysierten Reaktion, ist die
MgCh ein Multiprotein-Komplex, welcher aus drei essentiellen Untereinheiten (CHLI, CHLH
und CHLD) aufgebaut ist [52-54]. CHLI und CHLD sind AAA+ ATPasen (ATPases Associated with
diverse cellular Activities) und hydrolysieren das fiir die Reaktion benotigte ATP [55]. Sowohl
CHLI als auch CHLD bilden jeweils, in Abhingigkeit von ATP und Mg?*, einen hexameren Ring
aus [56]. Diese beiden Ringe bilden zusammen den dodecameren Motor der MgCh |56, 57]. Die
katalytische Untereinheit der MgCh (CHLH) bindet anschliefSend als Monomer an den assem-
blierten dodecameren Motor [58]. Von den beiden in Arabidopsis bekannten CHLI Isoformen
(CHLI1 und CHLI2) wurde erstere als Hauptisoform identifiziert, wahrend CHLI2 den Aufbau des
hexameren CHLI-Ringes stabilisiert [40, 59]. CHLD und CHLH sind hingegen jeweils nur durch
ein einzelnes Gen kodiert [60, 61]. Neben den drei essentiellen Untereinheiten kann GENOMES
UNCOUPLED 4 (GUN4) durch die Bindung an den MgCh-Komplex die Chelatase-Aktivitat sti-
mulieren [62]. In vitro verfligte GUN4 uiber eine hohe Affinitdt zu ProtoIX und MgP, weswegen
vermutet wird, dass GUN4 die Akkumulation dieser Intermediate wahrnimmt und daraufhin die
MgCh-Aktivitat modifiziert |63, |64]. Die GUN4-Kristallstrukturen aus Synechocystis sp. PCC6803
und Thermosynechococcus elongatus zeigten, dass GUN4 die gebundenen Porphyrine partiell
gegen die Umgebung abschirmt [63]. GUN4 ist zusammen mit CHLH/GUN5 eine Komponente
des retrograden Signalweges, in welchen durch plastidare Signale die Expression verschiedener
kernkodierter Gene gesteuert wird [65]. Im ndchsten Reaktionsschritt iibertragt die Mg-ProtoIX-
Methyltransferase (CHLM) einen Methylrest des Co-Faktors S-Adenosyl-L-Methionin auf die
C13-Propionatgruppe des C-Ringes. Als Produkt entsteht hierbei Mg-ProtoIX Monomethylester
(MgProtoME). Durch Analyse der Kristallstruktur von Synechocystis CHLM wurden zwei hoch
flexible Arme identifiziert, welche unabhangig voneinander fiir die Bindung von Substrat und
Co-Faktor zustdndig sind und zudem die Interaktion zu CHLH vermitteln konnen [66]. Die di-
rekte Interaktion beider Enzyme stimuliert dabei die CHLM-Aktivitat moglicherweise aufgrund
der dadurch induzierten Substrat-Weiterleitung von MgP [66, 67].
Protoporphyrin IX
Chlorophyllzweig MgCh

(CHLD, CHLH, CHLI)
Mg-Protoporphyrin IX

CHLM

Mg-Protoporphyrin IX Monomethylester
Cyclase

(CHL27, YCF54)
Protochlorophyllid

POR
DVR
Chlorophyllid a
CHLG
Chlorophyll a

Abbildung 1.5. - Ubersicht iiber die enzymatischen Reaktionen des Chlorophyllzweiges in héheren
Pflanzen. Fiir weitere Erlduterungen siehe Text.
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CHLM ist ein hoch-reaktives Protein, dessen Aktivitét in Arabidopsis der Redox-Kontrolle durch
die NADPH-abhiangige Thioredoxin Reduktase C (NTRC) unterliegt, welche die konservierten
Cysteine von CHLM reduzieren kann und somit dessen Aktivitit in vitro stimuliert [68]. Die
Lage der Cysteine innerhalb der CHLM-Struktur ldsst vermuten, dass die Reduktion dieser
Cysteine fiir die optimale Konformation der Co-Faktor-Bindetasche notig ist [66]. Die nach-
folgende Synthese von Protochlorophyllid (PChlid) und die damit verbundene Bildung des
fiinften isozyklischen Ringes (E-Ring) erfolgt durch die MgProtoME-Cyclase in drei Teilschrit-
ten: (1) Die Ubertragung einer Hydroxylgruppe auf das C133-Methylpropionat. (2) Die Oxidation
der entstandenen Hydroxylgruppe zu einem Ketopropionat. (3) Die Ligation des gebildeten
B-Ketomethylpropionat an die v-Meso-Briicke des zwischen dem C- und D-Ring gelegenen C15-
Atoms des zentralen Porphyrins [69]. Wahrend des ersten Zwischenschrittes wird molekularer
Sauerstoff verbraucht, die beiden folgenden Teilreaktionen fiihren zur Freisetzung von insge-
samt sechs Elektronen [69]. Der Cyclase-Komplex besteht aus mindestens drei Untereinheiten,
welche zum Teil in der 16slichen, zum Teil in der membranassoziierten Fraktion vorliegen 70,
71]. Die Aktivitat der katalytischen Untereinheit CHL27 ist abhdngig von molekularem Sauer-
stoff und NADPH [72} 73]. Dariiber hinaus stabilisiert HYPOTHETICAL CHLOROPLAST OPEN
READING FRAMES54 (YCF54)/ LOW CHLOROPHYLL ACCUMULATION A den Cyclase-Komplex,
ohne direkten Einfluss auf die katalytische Aktivitdat zu nehmen [74-76]. AufSerdem interagiert
YCF54 mit FNR1, welche als putativer Elektronendonor der Cyclase-Reaktion in Frage kommt
[76]. Die daran anschliefSsende Transreduktion einer Doppelbindung des D-Ringes von PChlid
fiihrt zur Synthese von Chlorophyllid (Chlid). Hierbei wird das Hydrid des Co-Faktors NADPH
durch die NADPH:PChlid-Oxidoreduktase (POR) iibertragen [77]. Dieser Syntheseschritt wird
in Abschnitt|[1.4]genauer beleuchtet. Im vorletzten Schritt des Chlorophyllzweiges reduziert
die Divinyl-Reduktase (DVR) die 8-Vinyl-Gruppe des B-Ringes unter Verbrauch von NADPH
als Reduktionsdquivalent zu einer Ethylgruppe. Dies fiihrt zur Umsetzung von Divinyl-Chlid
zu Monovinyl-Chlid [78]. DVR besitzt in vitro ein breites Substratspektrum und ist ebenfalls in
der Lage, die Vinyl-Gruppe von MgProtoME, PChlid und Chlid zu reduzieren |79, 80]. Aufgrund
der hohen Affinitat zu Chlid findet die Reduktion der Vinylgruppe hochstwahrscheinlich nach
der durch POR katalysierten Reaktion statt [80]. Die Chlorophyll a Synthase (CHLG) verestert
im letzten Syntheseschritt des Chlorophyllzweiges den C17-Propionatrest mit einem langket-
tigen Phytyl-Pyrophosphat und synthetisiert somit Chlorophyll a. Als alternative Substrate
kann CHLG Geranylgeranyl-Pyrophosphat und Chlid b mit geringerer Spezifitat verwenden [81].
Unabhingig vom verwendeten Substraten dient NADP* als Elektronenakzeptor dieser Reaktion
[81].
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1.2.5. Der Chlorophylizyklus

Durch die Chlorophyll a Oxygenase (CAO) kann das entstandene Chlorophyll a, durch Oxidation
der 7-Methylgruppe, in Chlorophyll b umgewandelt werden [82] (Abb.[1.6). CAO z&hlt zur Fami-
lie der Rieske-Typ-Monooxygenasen und verfiigt somit {iber ein Eisen-Schwefel-Cluster [83].
Dariiber hinaus nutzt CAO NADP" als Elektronenakzeptor [84]. CAO besitzt ein breites Substrat-
spektrum und kann ebenfalls Chlid a, {iber das Zwischenprodukt Hydroxymethyl Chlorophyll
a, zu Chlid b synthetisieren [84]. Die Konvertierung von Chlorophyll b zu Chlorophyll a und
vice cersa ist unentbehrlich fiir die Anpassung der Photosynthese an verschiedene Lichtbedin-
gungen sowie fiir die Wiederverwertung von Chlorophyll. 2007 gelang die Identifikation der
Chlorophyll b Reduktase (CBR) in Oryza sativa, welche fiir die Umsetzung von Chlorophyll b zu
Hydroxymethyl Chlorophyll a verantwortlich ist [85]. Die zwei CBR-Isoformen NON-YELLOW
COLORINGI1 (NYC1) und NYC1-like (NOL) unterscheiden sich vor allem hinsichtlich ihres Ex-
pressionsmusters [85]. NYC1 ist wihrend der Seneszenz am Abbau der Chlorophylle beteiligt
[86]. Transgene Arabidopsis nycI knockout-Linien waren nicht in der Lage, Chlorophyll b und
die LHCII-Komplexe wihrend der Seneszenz und unter Starklicht abzubauen, was eine erhohte
Lichtsensitivitat unter diesen Bedingungen ausloste [86,(87]. Im Kontrast zu NYC1 ist die Rolle
von NOL umstritten. Obschon NOL in Oryza sativa parallel zu NYC1 am Chlorophyll-Abbau
wihrend der Seneszenz beteiligt ist, konnte dies fiir Arabidopsis nicht bestatigt werden [87, [88].
Da die Expression von NOL in Arabidopsis wihrend der pflanzlichen Entwicklung invariant ist,
wird angenommen, dass NOL fiir die Wiederverwertung von Chlorophyll in vegetativen Entwick-
lungsphasen zustidndig ist [89]. Die anschliefende Reduktion von Hydroxymethyl Chlorophyll a
zu Chlorophyll a wird durch die Hydroxymethyl Chlorophyll a Reduktase (HCAR) katalysiert
[90]. HCAR ist in allen vegetativen Entwicklungsphasen an der Umwandlung von Chlorophyll b
zu a beteiligt [89]. Ein knockout von HCAR ist jedoch vor allem wahrend der Seneszenz nicht
in der Lage, Chlorophyll b und die LHCII-Komplexe abzubauen [89]. Erst kiirzlich wurde die
Chlorophyll-Dephytylase (CLD1) identifiziert, welche sowohl Chlorophyll a als auch Chlorophyll
b zu Chlid dephytyliert [91]. Ein Defizit von CLDI fiihrt in Arabidopsis Keimlingen zu einer
erhohten Thermosensitivitat, welche mit einer reduzierten PSII-Effektivitdat unter Hitzestress
einhergeht [91].

CAO CAO
Chlorophyllid a — Hydroxymethyl . chjorophyllid b
Chlorophyll b

CLD1 | |CHLG CLD1 | |CHLG

Hydroxymethyl Chlorophyll b

Chlorophyll a m Chlorophylla  gRr ‘

CAO
Photosysteme LHCs

+ LHGs

Abbildung 1.6. - Schematische Darstellung des Chlorophyllzyklus in héheren Pflanzen.
Fiir weitere Erlauterungen siehe Text.
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1.2.6. Raumliche Organisation der TBS-Enzyme

Ein wichtiger Punkt bei der effektiven Umsetzung von TBS-Intermediaten ist die raumliche
Organisation der beteiligten Enzyme. Aufgrund des hydrophilen Charakters der friihen Inter-
mediate liegen die korrespondierenden Enzyme der ALA- und Porphyrin-Synthese vorrangig
im Stroma vor [92]. Eine Ausnahme bildet hierbei GIuTR, welche sowohl in der 16slichen als
auch membrangebundenen Fraktion detektiert werden konnte [93]. Das erste Enzym der TBS,
welches ausschliefSlich in der Membranfraktion vorliegt, ist PPO. Alle Enzyme des sich an-
schlieRenden Chlorophyllzweiges konnten ebenfalls, in Ubereinstimmung mit der deutlich
hoheren Hydrophobizitidt der spaten TBS-Intermediate, hauptsachlich in der Membranfraktion
nachgewiesen werden. Mit Ausnahme der grofStenteils 16slichen MgCh-Untereinheiten wurde
fiir alle weiteren Enzyme des Chlorophyllzweiges eine duale Lokalisation sowohl an der inneren
Chloroplasten-Hiillmembran als auch an den Thylakoidmembranen beobachtet [92, 94]. Masuda
und Fujita postulierten drei mogliche Funktionen dieser dualen Lokalisation [92]: (1) Der Import
der kernkodierten TBS-Enzyme findet in Abhangigkeit der Intermediat-Konzentration statt,
wie dies beispielsweise fiir PORA postuliert wurde [95]. (2) Durch die Lokalisation der Enzyme
des Chlorophyllzweiges an der inneren Hiillmembran wird die Versorgung der importierten
Apoproteine des photosynthetischen Apparates mit Chlorophyll gewihrleistet, welches fiir die
korrekte Faltung und Assemblierung dieser benotigt wird. Die Lokalisation der TBS-Enzyme an
der Thylakoidmembran gewihrleistet hingegen die Aufrechterhaltung der Photosynthese durch
die Versorgung der photosynthetischen Untereinheiten mit Chlorophyll wihrend der Reparatur-
mechanismen. (3) Das Vorhandensein der TBS-Intermediate an der inneren Hiillmembran sind
ein Bestandteil des retrograden Signalweges.

Interessanterweise verfiigt nur CHLG iiber transmembrane Bereiche und ist somit ein inte-
graler Bestandteil der plastiddaren Membranen. Alle anderen Enzyme des Chlorophyllzweiges
sind lediglich an der Membran assoziiert. Im Falle der MgCh sind die einzelnen Untereinheiten
unterschiedlich abundant in den verschiedenen Subkompartimenten. Wahrend die katalyti-
sche Untereinheit CHLH zu gleichen Teilen im Stroma und der Hiillmembran zu findet ist |94,
96,|97|, liegen CHLD und CHLI in Pisum sativum grofStenteils im Stroma vor [98]. Im Kontrast
zu den Untersuchungen in Pisum sativum wurde CHLD in Proteom-Analysen von Arabidopsis
Chloroplasten zu gleichen Teilen im Stroma und in den Thylakoidmembranen nachgewiesen
[94]. Die Assoziation von CHLH an der Hiillmembran wird durch GUN4 vermittelt [97], derweil
ist unbekannt, welche Faktoren die Lokalisierung von CHLD und CHLI beeinflussen. Ebenso
unbekannt ist, welche konkrete Funktion die unterschiedliche Membranlokalisation der MgCh-
Untereinheiten hat. Obwohl fiir CHLM zwei Transmembrandoméanen vorhergesagt wurden,
konnte das Enzym in Arabidopsis durch 0,1 M NaOH von isolierten Membranen gewaschen
werden und ist somit kein membranintegrales Enzym [99]. CHL27 und POR verfiigen iiber keine
vorhergesagten transmembranen Bereiche, wurden allerdings nur zu einem vernachladssigbaren
Anteil im Stroma nachgewiesen [100]. Zwar enthilt die Proteinsequenz von POR einen stark
hydrophoben Bereich unmittelbar nach dem Transitpeptid, welcher POR an der Membran sta-
bilisieren konnte, die genaue Funktion dieses Bereiches wurde allerdings bisher nicht niher
charakterisiert [101}{102].
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1.3. Expression und Struktur der Glutamyl-tRNA-Reduktase in Arabidopsis
thaliana

In Arabidopsis thaliana wird GIuTR durch eine kleine Genfamilie kodiert, welche aus drei Mit-
gliedern besteht (HEMA1-HEMAS3) [47]. HEMA 1 kodiert hierbei die Hauptisoform (GluTR1) in
griinem, photosynthetisch aktivem Gewebe und wird durch Licht induziert [49,103]. Im Ver-
gleich dazu wird HEMAZ2 vor allem in nicht photosynthetisch aktivem Gewebe exprimiert, sodass
die durch HEMAZ kodierte GluTR2 vermutlich tiberwiegend fiir die Aufrechterhaltung der Haim-
Synthese zustandig ist [104]. In photosynthetisch aktivem Gewebe wird die Expression von HE-
MAZ2 unter oxidativem Stress induziert, vermutlich um die Bereitstellung von Ham fiir defensive
Hamproteine zu gewahrleisten [104]. Lediglich in Arabidopsis wurde durch Homologie-Analysen
eine dritte Isoform (HEMAJ3) identifiziert. Da die Expression von HEMA3 vernachldssigbar gering
ist, handelt es sich hierbei vermutlich um ein Pseudogen|[49].

Sowohl die Analyse der Kristallstruktur als auch die funktionelle Charakterisierung von GluTR1
fiihrten zur Unterteilung der Protein-Sequenz in fiinf Doménen (Abb.[1.7). Am Aminoterminus
der GIuTR -Sequenz befindet sich die Him-Bindedoméine (HBD), welche fiir die Inaktivierung
der GluTR durch Ham notig ist [105]. Die sich anschliefSende katalytische Doméane enthilt die
Substrat-Bindetasche [106]. Durch die Analyse des elektrostatischen Oberflichenpotentials
wurde hier ein Bereich mit durchgehender positiver Ladung identifiziert, welcher deckungs-
gleich zur L-Form der tRNA und somit fiir die spezifische Erkennung der tRNAS!" zustindig ist
[19]. In der Mitte der GluTR-Sequenz befindet sich die NADPH-Bindedomine, welche homolog
zur Superfamilie der NAD(P)-bindenden Doméne ist. Am carboxyterminalen Ende schliefsen
sich die Dimerisierungsdoméne sowie die FLU-Bindedoméne (FBD) an (Abb.[1.7). Die GIuTR-
Kristallstruktur zeigte, dass die katalytische Domine, die NADPH-Bindedoméane sowie die
Dimerisierungsdoméne entlang einer gemeinsamen Achse orientiert sind [106]. Die einzelnen
Doméinen sind dabei durch eine spinale a-Helix miteinander verbunden, welche eine hohen
Flexibilitat der Gesamtstruktur verursacht [106]. Eine Verdrehung dieses Riickgrats ermoglicht
die Rotation der NADPH-Bindedomaéne (Abb. [1.7), welche dadurch die verschiedenen Doménen
rdumlich miteinander verbindet [|19]. Diese Rotation ist fiir den Transfer des Hydrids von NADPH
zu Glutamat notig [19]. Das durch die Dimerisierungsdoméne vermittelte Homodimer weist eine
ungewohnlichen V-Form auf, welche eine Vielzahl von verschiedenen Interaktionen zuldsst

(Abschnitt[1.5.1.2) [106].
A

GluTR1 HBD |katalytische Domane NADPH_Bindung Dimerisierung §

2045

Abbildung 1.7. — Darstellung der fiinf funktionellen Doménen sowie der Kristallstruktur von GluTR1.
(A) Schematische Darstellung der fiinf Doménen, welche fiir das vollstdndig prozessierte GluTR1-Protein, ohne
das vorhergesagte Transitpeptid, postuliert wurden. Am Aminoterminus befindet sich die Him-Bindedoméne
(HBD, grau), gefolgt von der katalytischen Doméne (griin) und der NADPH-Bindedoméine (hellgriin). Am
Carboxyterminus schliefSen sich die Dimerisierungsdomane (hellblau) und die FLU-Bindedomane (FBD, blau)
an. (B) Vergleich der Kristallstrukturen der GluTR1-Dimere aus Methanopyrus kandleri (grau) und Arabidopsis
thaliana (farbig). Entnommen und modifiziert aus Zhao et al. [19].
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1.4. Expression und Struktur der Protochlorophyllid-Oxidoreduktase in Arabidopsis
thaliana

Die Aktivitdat sehr weniger Enzyme ist strikt an das Vorhandensein von Licht gekoppelt. Eines
dieser Enzyme ist die lichtabhidngige POR, welche somit wiahrend Dunkelphasen inhibiert ist und
demnach keine Substrate fiir die Synthese von Chlorophyll bereitstellt. Die Photonen des Lichts
induzieren dabei die Ubertragung des Hydrids von NADPH auf die C17-C18 Doppelbindung von
PChlid, wodurch Chlid produziert wird (Abb.[I.8)A). Anoxygene Photosynthese-betreibenden
Bakterien, Cyanobakterien, Algen und niederen Landpflanzen verfiigen zusitzlich iiber eine
lichtunabhéangige POR (dark operative POR, DPOR), welche die Synthese von Chlid in Dunkel-
heit gewidhrleistet. Die plastidenkodierte DPOR ging in Angiospermen verloren. Unabhiangig
von DPOR ist die lichtabhangige POR haufig durch zwei Gene, selten durch ein einzelnes Gen,
kodiert [107]. Eine Ausnahme hierbei bildet Arabidopsis mit drei POR kodierende Genen (PORA-
PORC), welche sich vor allem hinsichtlich ihres Expressionsmusters unterscheiden. PORA wird
vor allem wahrend der Skotomorphogenese, der Entwicklung von Keimlingen in Dunkelheit,
aktiv exprimiert und ist in adultem Gewebe kaum nachweisbar [[108]]. PORB hingegen wird so-
wohl wiahrend der Skotomorphogenese als auch in adultem, photosynthetisch aktivem Gewebe
aktiv exprimiert [108]. Die Expression der dritten, ausschliefSlich in Arabidopsis identifizierten
Isoform PORC kann nur in photosynthetisch aktivem Gewebe nachgewiesen werden und wird
dariiber hinaus durch Starklicht induziert [109, |110]. In adultem photosynthetisch aktivem
Gewebe sind die Funktionen von PORB und PORC redundant, weswegen porb und porc Einzelmu-
tanten nur eine geringfiigig reduzierte Pigmentierung aufwiesen [|111-113]. Im Kontrast dazu
ist die porB x porC Doppelmutante letal und fiihrt aufgrund einer nahezu vollstandig inhibierten
Chlorophyllbiosynthese zum Absterben der Keimlinge im Kotyledonen-Stadium [112].

Wihrend PORA und PORB ein Molekulargewicht von 36 kDa aufweisen, ist PORC mit 38 kDa
etwas grofSer [108,/112}|114,|115]. Sequenzanalysen der drei Arabidopsis POR-Isoformen zeigten,
dass 79 % der prozessierten Proteinsequenz identisch sind [115]. Die grofSten Unterschiede
zwischen den einzelnen Isoformen konnten dabei in dem direkt an das Transitpeptid anschlie-
f8enden hydrophoben Bereich nachgewiesen werden [115]. Da POR wahrscheinlich durch diesen
Bereich mit den plastidiren Membranen interagiert [101,|102], konnte dies eine unterschied-
liche Stabilitit der drei Isoformen an der Membran verursachen. Aufgrund von Sequenzho-
mologie gehort POR zur Proteinfamilie der Short-Chain Dehydrogenases/Reductases (SDRs),
welche zur Superfamilie der NAD(P)-bindenden Domaéanen zdhlt [115]. Charakteristisch fiir
die SDR-Proteinfamilie ist sowohl ein stark konserviertes Glycin-reiches Motiv innerhalb der
NADPH-Bindedoméne, welches an der Bindung des Dinukleotids von NADPH beteiligt ist [116],
als auch ein konserviertes katalytisches Motiv (YxxxK) [115]. Beide Motive wurden in allen
drei POR-Isoformen nachgewiesen [115]. Die mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie und
Homologie-Modellierung aufgelost Struktur von POR entspricht der eines kugelformigen, 16sli-
chen Proteins mit leicht abgeflachter Rotationsellipse [102}[115,[117,[118] (Abb. [1.8B). Anders
als andere SDR-Enzyme verfiigt POR iiber eine 33 Aminosdauren-lange Schlaufe, welche sich
kurz vor dem katalytischen YxxxK-Motiv befindet. Die Funktion dieser Schlaufe ist bislang
unbekannt. Allerdings wird vermutet, dass diese die spezifische Bindung von PChlid und/oder
Interaktionspartnern vermittelt [117].
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Beim Vergleich der modellierten Strukturen aller drei Arabidopsis POR-Isoformen wurden
nur geringfligige Unterschiede identifiziert, welche hauptsachlich im Bereich der zusatzlichen
Schlaufe vorlagen (Abb. , grau unterlegt) [115]. Die hohe strukturelle Ahnlichkeit ist in
Ubereinstimmung mit einer vergleichbaren katalytischen Aktivitat aller drei Isoformen in vi-
tro [115]. Allerdings ist die katalytische Effizienz von PORC im Vergleich zu PORA und PORB
wihrend kurzer Belichtungsphasen deutlich geringer [115].

H3C

NADPH NADP*

POR

Abbildung 1.8. — Die lichtabhéngige durch POR katalysierte Reaktion sowie das Strukturmodel von
POR. (A) POR Kkatalysiert unter Belichtung die Reduktion von PChlid zu Chlid durch die Ubertragung des
Hydrids von NADPH auf PChlid (rot umrandet). (B) Vergleich der modellierten Struktur der drei in Arabidopsis
bekannten Isoformen: PORA (blau), PORB (gelb) und PORC (griin). Die POR-spezifische Schlaufe wurde grau
unterlegt. Die Abbildung der Strukturen wurde entnommen und modifiziert aus Gabruk et al.[115]

Die durch POR katalysierte Synthese von Chlid verlduft hochgradig geordnet. Die eingangs
stattfindende Bindung von NADPH ist mit mehreren drastischen Konformationsidnderungen
verbunden, welche Voraussetzung fiir die anschlieféende Bindung von PChlid sind und nicht
als Teil der katalytischen Umsetzung gewertet werden [119]. Die darauf folgende Interaktion
zwischen PChlid und POR geht ebenfalls mit einigen Konformationsanderungen einher und
fiihrt zur Ausbildung des terndaren POR-PChlid-NADPH-Komplexes [119]. Dieser Komplex fun-
giert als Photorezeptor fiir die nachfolgende Reduktion von PChlid [118}|120]. Die Reaktion wird
durch den Austausch von NADP* mit NADPH vollendet, was abermals von Konformationsande-
rungen begleitet ist und Voraussetzung fiir die Freigabe von Chlid ist [119]. Der intermediare
POR-Chlid-NADPH-Komplex ist dariiber hinaus ein starker Energiequencher, welcher Chlid
vor Photooxidation schiitzt 121} 122]. Dabei fiihrt die Absorption von Licht durch Chlid zur
Oxidation von NADPH zu NADP*, moglicherweise unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff
[107]). Daraufhin wird NADP* wieder reduziert oder durch NADPH ausgetauscht [107]. Dieser als
Chlid-Microzyklus beschriebene Prozess kann dabei die Ausbildung von Triplett-Chlid verhin-
dern [107]. Obwohl der katalytische Prozess der PChlid-Reduktion detailliert aufgeklart wurde,
ist vor allem die Regulation von POR weiterhin ein spannendes Thema mit vielen offenen Fragen.
Einige der Interaktionspartner, welche fiir POR identifiziert wurden, werden in Abschnitt|[I.5.2]
vorgestellt.
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1.5. Regulation der Tetrapyrrolbiosynthese

Der Bedarf an Chlorophyll verdndert sich stetig mit den wechselnden abiotischen und biotischen
Bedingungen. Die Anpassung der TBS an diesen Bedarf ist somit von essentieller Bedeutung. Vor
allem die Akkumulation von ungebundenen Intermediaten kann zur Entstehung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) fiihren, welche vielfiltige Schaden in der Zelle auslosen konnen. Zwei
der wichtigsten Angriffspunkte fiir die Regulation der TBS sind zum einen das Schliisselenzym
der raten-limitierenden ALA-Synthese GIuTR, zum anderen die lichtabhidngige POR. Die Re-
gulation beider Enzyme findet hierbei vor allem auf transkriptioneller und posttranslationaler
Ebene statt.

1.5.1. Regulation der ALA-Synthese

1.5.1.1. Transkriptionelle Regulation

Die Expression von HEMA1 ist lichtinduziert und wird durch blaues, rotes und dunkelrotes
Licht reguliert [49} 123]. Dariiber hinaus unterliegt die HEMA I-Expression diurnaler und cir-
cadianer Kontrolle und co-exprimiert mit LHCB6 [49]. Eine wichtige Rolle bei der Induktion
der HEMA 1-Expression spielen Phytochrom- und Cryptochrom-vermittelte Signalwege. Sobald
Licht von diesen Photorezeptoren wahrgenommen wird, fithrt dies zum Abbau verschiedener
reprimierender Faktoren. Ein Beispiel hierfiir ist der Repressor der Photomorphogenese, die
E3 Ubiquitin-Protein Ligase CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), welche in Dun-
kelheit konstitutiv exprimiert und im Licht reprimiert wird [[124]. Die Repression von COP1,
welche durch Phytochrom und Cryptochrom vermittelt wird, fiihrt zur Aufhebung des negativen
Einflusses auf HYPOCOTYL 5 (HY5), woraufhin HY5 akkumuliert [|124]. HY5 gehort zur Fami-
lie der basischen Leucin-Zipper Transkriptionsfaktoren und ist ein wichtiger Positivregulator
verschiedener TBS-Gene [124,|125]. Die Akkumulation von HY5 ist entscheidend fiir die lichtin-
duzierte Expression von HEMA1, obwohl HEMA1 in Chromatin-Immunprazipitationsanalysen
nicht als direktes Zielgen von HY5 nachgewiesen werden konnte [126]. Weitere Faktoren der
lichtinduzierten HEMA 1-Expression sind die PHYTOCHROME-INTERACTING FACTORs (PIFs),
welche zur Familie der Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren zdhlen [127]. In Dunkelheit
akkumuliert PIF3 im Zellkern, bindet an den Promotor von HEMA1 und reprimiert so dessen
Expression [128]]. Durch dunkelrotes und rotes Licht werden Phytochrome aktiviert, binden an
PIF3 und 16sen damit dessen Phosphorylierung aus. Phosphoryliertes PIF3 wird proteolytisch
abgebaut, weswegen der reprimierende Effekt auf HEMA1 aufgehoben wird [127]. In pif3-Linien
fiihrt die fehlende Repression von HEMA1 und weiteren TBS-Genen zur Akkumulation von PCh-
lid wiahrend der Skotomorphogenese [128]. Neben der Koordination der Photomorphogenese ist
PIF3 zusammen mit PIF1 fiir den circadianen Rhythmus der HEMA 1-Expression verantwortlich
[127]. Eine pifl x pif3 Doppelmutante wies beispielsweise eine verdnderte Phase und Amplitude
der circadianen Oszillation auf [127]. Zwei weitere Komponenten des Phytochrom-vermittelten
Signalweges sind die beiden Transposase-abgeleiteten Transkriptionsfaktoren FAR-RED ELON-
GATED HYPOCOTYL 3 (FHY3) und FAR-RED IMPAIRED RESPONSE 1 (FAR1). In fhy3 x farl
Mutanten ist die Expression von HEMA1 deutlich reduziert [126]. Mittels Chromatin- Immuno-
prazipitation wurde HEMA1 als direktes Zielgen von FHY?3 in dunkelrotem Licht identifiziert
[129]. Da HEMBI1 ein weiteres direktes Zielgen von FHY3/FARI ist, liegt die Vermutung nahe,
dass beide Transkriptionsfaktoren an der Induktion der Photomorphogenese beteiligt sind
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[25]. Ebenso binden die GOLDEN2-LIKE (GLK) Transkriptionsfaktoren direkt an den Promoter
von HEMA1 und induzieren dadurch die Expression von HEMA1 als Reaktion auf verschiedene
abiotische Faktoren [125}|130]. Dariiber hinaus sind weitere direkte Zielgene der GLKs verschie-
dene LHC-Proteine (LHCPs) [131]. Aus diesem Grund wird vermutet, dass GLKs die Expression
ihrer Zielgene synchronisieren und somit die photosynthetische Kapazitit unter verschiedenen
Bedingungen koordinieren [130].

1.5.1.2. Posttranslationale Kontrolle

In den letzten Jahrzehnten wurden insgesamt sechs verschiedene posttranslationale Regu-
lationsmechanismen identifiziert, welche die Stabilitéit, Lokalisation und/oder Aktivitdt von
GluTR1 beeinflussen: (1) Die Stimulation durch Komplexbildung mit GSAT. (2) Die Feedback-
Inhibierung durch Ham. (3) Die Feedback-Inhibierung durch den FLU-Inaktivierungskomplex.
(4) Die Stabilisierung durch das GluTR-Bindeprotein (GBP). (5) Die Verhinderung von Aggre-
gation durch CHLOROPLAST SIGNAL RECOGNITION PARTICLE 43 (cpSRP43). (6) Der Abbau
durch die caseinolytische Protease (Clp). Eine Zusammenfassung dieser Mechanismen ist in
Abbildung[1.9]zu sehen.

Clp-Protease
cpSRP43

Glutamyl-tRNAG'uL//GBP s

|GIUTRY
Glutamat-1-Semialdehyd

GSAT ——

5’ Aminolavulinsaure
Porphyrinsynthese

Him <——— Protoporphyrin IX
Chlorophyllzweig

Mg-Protoporphyrin IX -Monomethylester
CHL27
Protochlorophyllid
POR  —

Chlorophyllid a

Abbildung 1.9. — Zusammenfassung der posttranslationalen Kontrolle von GluTR1. Sechs verschiedene
GluTR1 Interaktionspartner, welche einen Einfluss auf die Stabilitdt, Lokalisation und/oder Aktivitat haben,
wurden bislang identifiziert. Interaktionen mit einem positivem Einfluss auf GluTR1 wurden durch griine Pfeile,
Interaktionen mit einem negativen Einfluss durch rote Verbindungen dargestellt. Fiir ndhere Informationen
siehe Text.
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1.5.1.2.1. Komplexbildung mit GSAT

Die Ausbildung eines stabilen GIuUTR-GSAT-tRNA-Komplexes konnte in vitro fiir die korrespon-
dierenden Enzyme aus Escherichia coli und Chlamydomonas reinhardtii gezeigt werden 18,132,
133]. In A. thaliana gelang dies bisher moglicherweise aufgrund der erhohten Flexibilitidt beider
Enzyme in Arabidopsis nicht [|134]. In einem gekoppelten in vitro Aktivititsassay beeinflusste
eine Komplexbildung von C. reinhardtii GIuTR und GSAT die GSAT-Aktivitat nicht, stimulierte
allerdings die Glutamyl-tRNA abhangige Oxidation von NADPH durch GIuTR [133]. Die Model-
lierung der Interaktion erfolgte unter Zuhilfenahme der Kristallstrukturen aus Methanopyrus
kandleri (GIuTR) und Synechococcus (GSAT) [106,/132]. Das dimere GSAT bindet in der V-formigen
Vertiefung zwischen den beiden GluTR-Dimeren [106]. Das postulierte aktive Zentrum jedes
GSAT-Monomers liegt dabei direkt gegeniiber der Glutamat-Bindetasche, welche sich innerhalb
der katalytischen Doméne von GIuTR befindet [132]. Die Ausbildung des GluTR-GSAT-Komplexes
wiirde somit eine zligige Weitergabe des labilen Semialdehyds gewihrleisten, ohne dieses der
wiassrigen Umgebung auszusetzen [132].

1.5.1.2.2. Feedback-Inhibierung durch Ham

Die Inhibierung der GIuTR Aktivitdt durch Ham ist ein kontrovers diskutiertes Thema. Unter
Zuhilfenahme von verschiedenen in vitro Analysen hinsichtlich der Him-Sensitivitat zeigte
sich beispielsweise, dass GIuTR aus Chlorobium vibrioforme lediglich dann durch die Zugabe von
Héamin inhibiert werden konnte, wenn das Enzym in Him-abgereicherter Umgebung exprimiert
wurde [135]. Die Aktivitat von GIuTR war dabei reziprok proportional zur Konzentration von
Héamin [135]. Dariiber hinaus war die Inhibierung von rekombinant exprimierter GluTR aus C.
reinhardtii durch Hamin nur dann méglich, wenn 16slicher Chlamydomonas Zellextrakt zu dem
in vitro Assay hinzugefiigt wurde [58]. Dementsprechend vermittelt eine 16sliche Komponente
die Him-Sensitivitat in Chlamydomonas. Ferner zeigte rekombinant exprimierte GIuTR aus
Hordeum vulgare eine deutlich hohere Sensitivitat gegeniiber Hemin als das in planta aufge-
reinigte Enzym [14, [105]. In Mutanten mit einem gestorten Ham-Abbau fiihrte die erhohte
Konzentration von Him zur Inhibierung der GluTR-Aktivitat und infolge dessen zu einem redu-
zierten PChlid-Gehalt [136]. Fiir die Him-Bindung ist dabei ein 31-34 Aminosduren langer, in
Pflanzen stark konservierter Bereich am Aminoterminus der GluTR-Sequenz zustidndig, welcher
aus diesem Grund als HBD bezeichnet wird [105]. In Ubereinstimmung damit fiihrt das Fehlen
der HBD in vitro zu einer reduzierten Wirkung von Hamin auf GIuTR [137]. Allerdings wurde erst
kiirzlich nachgewiesen, dass GIuTR aus Arabidopsis thaliana Him nicht direkt bindet, sondern
dass die Him-Sensitivitat durch GBP vermittelt wird [138]. Hierbei inhibiert GBP-gebundenes
Ham die Interaktion zwischen GBP und GIuTR im Bereich der HBD, wodurch diese frei wird [138].
Infolge dessen wird GluTR durch das Clp-Proteasom abgebaut [138](siehe Abschnitt[1.5.1.2.4]
und|[1.5.1.2.5). Bislang konnte aufgrund der hohen Flexibilitit des Aminoterminus die HBD in
der Kristallstruktur von GluTR nicht aufgelost werden [19].
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1.5.1.2.3. Feedback-Inhibierung durch FLU

In Angiospermen kommt es in Dunkelheit zur Inhibierung der TBS, um eine ibermafiige Anrei-
cherung von PChlid und die damit einhergehende Produktion von ROS bei Wiederbelichtung zu
vermeiden. In Arabidopsis Keimlingen findet diese Inaktivierung bereits 30 - 60 min nach dem
Transfer in Dunkelheit statt [139]. In der durch Ethylmethansulfonat (EMS) erzeugten fluorescent
in blue light (flu)-Mutante bleibt diese Inaktivierung aus, wodurch PChlid wahrend Dunkelphasen
massiv akkumuliert [[140]. Dies fiihrt wiederum bei Wiederbelichtung zur explosionsartigen
Freigabe von ROS und infolge dessen zum programmierten Zelltod [|140]. Dementsprechend ist
die flu-Linie nur unter kontinuierlichen Lichtbedingungen iiberlebensfédhig [|140]. Selbiges trifft
fiir das FLU-Ortholog in Hordeum vulgare (TRIGINA d) zu [141]. Unerwarteterweise scheint die
Funktion von FLU evolutiondr konserviert zu sein, da auch C. reinhardetii iiber ein FLU-Ortholog
(FLU-LIKE PROTEIN; FLP) verfiigt. Zellen mit defizienter FLP-Expression akkumulieren eben-
falls PChlid wihrend Dunkelphasen. Dies fiihrte allerdings nur unter anschliefSender Inkubation
in Starklicht zum Absterben der Zellen, bei geringerer Lichtintensitét sind fIp-Linien hingegen
auch im Tag-Nacht-Rhythmus iiberlebensfihig [142]. Dies unterstreicht die Bedeutung der
GluTR-Inaktivierung durch FLU, unabhangig vom Vorhandensein der DPOR.

FLU ist ein untypisches tetratricopeptide repeat (TPR) Protein mit drei carboxyterminal ge-
legenen, nicht-kanonischen TPR-Motiven. Durch eine aminoterminale Transmembranhelix
ist FLU in den plastiddiren Membranen verankert und liegt dort als Dimer vor [143}144]. Inter-
aktionsstudien belegten, dass FLU mit GluTR1, CHL27 und POR einen quaterniren Komplex
ausbilden kann, welcher essentiell fiir die Inaktivierung der TBS in Dunkelheit ist [|143]]. Dieser
FLU-Inaktivierungskomplex bildet sich als Reaktion auf die Anreicherung von POR-gebundenem
PChlid aus [143]. Dabei wechseln die beiden FLU-Protomere in ihre aktive Form und binden
das GluTR1-Dimer an die Membran, was eine sterische Blockade der Substratbindetasche von
GIuTR1 zur Folge hat [144]. Fiir die Interaktion sind hierbei die TPR-Motive 1 und 3 von FLU
sowie die letzten 43 Aminosduren (FBD) von GIuTR1 erforderlich [144,|145]. Interessanterweise
fehlt die FBD in der Sequenz von GIuTR2, wodurch diese nicht durch FLU inaktiviert werden
kann [146]. Zu Beginn der Lichtphase sinkt die Konzentration von POR-gebundenem PChlid
durch die Umsetzung zu Chlid ab. Dies fiihrt zur Freisetzung von GIuTR1 und demzufolge zur
Aktivierung der ALA-Synthese [143]. Neben der Repression von GluTR1 in Dunkelheit spielt
FLU ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Anpassung der ALA-Syntheserate an wechselnde
Lichtbedingungen [147]. Wahrend unter kontinuierlichen Lichtbedingungen die flu-Linie makro-
skopisch nicht vom Wildtyp zu unterscheiden ist, fiihrt der Transfer in fluktuierendes Licht zur
Ausbildung von Chlorosen in den sich neu entwickelnden Bldttern [147]. Eine Ursache fiir diese
Chlorosen ist die Akkumulation von PChlid, welches sich aufgrund der fehlenden Inhibierung
der ALA Synthese durch FLU anreichert und mit der Produktion von ROS einhergeht [|147]. Dies
unterstreicht die Funktion von FLU fiir die Feinabstimmung der TBS [147].
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1.5.1.2.4. Stabilisierung durch GBP

Durch die gezielte Suche nach weiteren GluTR-Interaktionspartnern wurde mittels cDNA ba-
sierten Hefe-2-Hybrid Analysen GBP identifiziert, welches zuvor unter dem Namen PROTON
GRADIENT REGULATION 7 charakterisiert wurde [148]. Das kernkodierte Protein verfiigt iiber
keine Transmembrandomaénen, liegt aber sowohl im Stroma als auch an den plastiddren Mem-
branen vor [93},149]. GBP ist keine Komponente des FLU-Inaktivierungskomplexes und somit
vermutlich durch einen bisher unbekannten Faktor an der Membran verankert [149]. Dartiber
hinaus ist GBP ein strukturelles Homolog von HugZ, welches dem HO-Ortholog in Helicobacter
pylori entspricht und am Him-Abbau beteiligt ist [19,|150]. Sowohl HugZ als auch GBP sind in der
Lage, Him zu binden [19, 138]. Dabei vermittelt GBP die Him-Sensitivitdt von GluTR (Abschnitt
[138]. Die gbp-Punktmutante zeichnet sich durch einen reduzierten Him-Gehalt aus,
welcher auf die Destabilisierung von GluTR1 zuriickzufiihren ist [149]. Vor allem in langeren
Dunkelperioden unterliegt GluTR1 in einer ghp-Mutante einer erhohten Abbaurate [146]. In
vitro Aktivitatsanalysen bestétigten dariiber hinaus, dass die Prasenz von GBP die Aktivitdt von
GIuTR steigern kann und damit antagonistisch zu FLU agiert [19,/144]. Die Co-Kristallisation von
GIuTR und GBP zeigte, dass GBP mit seiner carboxyterminal gelegenen Domain of unknown funk-
tion2470 (DUF2470) mit der katalytischen Doméne von GIUTR interagiert [[19]. Da dies ebenfalls
die postulierte Bindestelle von GSAT ist, kann die Ausbildung eines trimeren GluTR-GSAT-GBP-
Komplexes ausgeschlossen werden. Die Interaktion von GSAT und GBP muss somit sequenziell
stattfinden [19]. Die Bindung von GBP fiihrt dariiber hinaus zur Stabilisierung der spinalen Helix
von GIuTR, welche die einzelnen Doméinen des GluTR-Monomers verbindet [[19]. Es konnte zwar
gezeigt werden, dass GBP die Him-Sensitivitat von GluTR vermittelt, indem es durch die Bin-
dung an die HBD von GIuTR das Enzym vor proteolytischem Abbau schiitzt [138,/151], allerdings
ist unklar, inwiefern GBP abseits dessen weitere Funktionen iibernimmt. Diesbeziiglich wurden
verschiedene Hypothesen aufgestellt |19} 134, |149]. (1) Die Bindung von GBP unterstiitzt die
Konformationsdnderungen von GluTR und inhibiert so die GluTR-Esteraseaktivitdt, welche
bei Abwesenheit von NADPH zur Bildung von Glutamat fiihren wiirde. (2) Durch die Bindung
von dimerem GBP wird die V-Form des GluTR-Dimers stabilisiert. (3) Durch die Bindung von
GBP an die katalytische Doméne von GIuTR wird GSA fixiert, bevor GSAT binden kann. (4) GBP
stabilisiert GIuTR fiir die Aufrechterhaltung der ALA-Synthese in Dunkelheit, um den Bedarf an
Ham wahrend der Nacht zu decken.

1.5.1.2.5. Anpassung des GluTR-Gehalts durch molekulare Chaperonen

Die ALA-Synthesekapazitit oszilliert iiber einen Zeitraum von 24 h mit einem Maximum im
Ubergang von Dunkelheit zum Licht und einem Minimum 12 h spéter [152]. Damit einhergehend
ist eine Oszillation der HEMA 1-Expression und der GIuTR-Stabilitit. Fiir die korrekte Anpassung
des GIuTR-Gehalts wurden in den letzten Jahren zwei entscheidende Faktoren identifiziert:
die Clp-Protease und cpSRP43.

Die ATP-abhingige Clp-Protease ist das abundanteste Proteasesystem in Plastiden mit ei-
ner Vielzahl von Zielproteinen. Das Clp-Proteasom besteht aus einem AAA+-Chaperonen-Ring
(ClpC), welcher fiir die Entfaltung und Translokation der Zielproteine in Richtung des Protease
Kernkomplexes zustidndig ist [153]). Der Kernkomplex wiederum besteht aus einem heptameren
und einem hexameren Peptidase-Ring [153]. Fiir die Erkennung und Anlieferung der Zielprotei-
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ne sind spezifische Substratselektoren und Adapterproteine verantwortlich. Durch Affinitéts-
aufreinigung mit rekombinantem ClpS1, einem Substratselektor, konnte GIuTR1 als Zielprotein
des Clp-Proteasoms in A. thaliana identifiziert werden [154]. Dabei bindet ClpS1 im Bereich der
HBD an GIuTR und liefert das Enzym anschliefSend zum Clp-Proteasom. Dort angekommen,
interagiert GluTR1 mit der ClpC1-Untereinheit des AAA+-Chaperonen-Rings, wodurch GluTR
in den Kernkomplex des Clp-Proteasoms transloziert wird und der proteolytische Abbau beginnt
[146]. In hemA1-Linien, die mit der GluTR1-Sequenz ohne die HBD komplementiert wurden,
war GluTR1 deutlich stabiler als im vergleichbaren Wildtyp [146]. Dies wurde vor allem nach
einer verlangerten Dunkelphase von drei Tagen deutlich. Wahrend drei Tage in Dunkelheit
im Wildtyp zum Abbau von GluTR1 fiihrten, war dies in der HBD-Deletionsmutante nicht der
Fall [146]. Der fehlende Abbau von GIuTR1 fiihrt dabei zur Akkumulation von PChlid, was die
Ausbildung von Nekrosen zur Folge hatte. Der Abbau von GIuTR durch das Clp-Proteasom ist
somit, neben FLU, fiir die Inaktivierung der ALA-Synthese in Dunkelheit verantwortlich.

Die Uberexpression von GluTR1 in Nicotiana tabacum fiihrte interessanterweise nicht zu einer er-
hohten ALA-Syntheserate, sondern loste die Bildung von Nekrosen aus [155]. Dies konnte auf die
Ausbildung von unléslichen, inaktiven GluTR-Aggregaten zuriickgefiihrt werden [155]. Sequenz-
analysen zeigten, dass GIuTR zwei aggregation prone regions (APRs) in der katalytischen Doméne
aufweist [151]. Im Fall der korrekten Faltung sind diese APRs im Inneren der GluTR-Struktur
verborgen. Eine inkorrekte Faltung fiihrt zur Exposition dieser APRs an die Proteinoberfldache
und 16st so die Bildung von Aggregaten aus [[151]. In vitro ist cpSRP43 in der Lage, die exponierten
APRs zu erkennen, zu binden und durch die intrinsische Chaperon-Aktivitét bei der korrekten
Faltung zu unterstiitzen [151]. Dies tragt synergistisch mit GBP zur Stabilisierung von GIuTR bei
[151]. Dariiber hinaus ist cpSRP43 fiir die Translokation der importierten LHC-Proteine (LHCPs)
von der inneren Hiillmembran zur Thylakoidmembran zustandig [156]. Dies legt die Vermutung
nahe, dass cpSRP43 eine Verbindung zwischen der Integration von LHCPs und der Regulation
der Chlorophyllbiosynthese auf Ebene der ALA-Synthese herstellt. Diese Verbindung wiirde die
Versorgung der LHCPs mit Chlorophyll gewahrleisten [151].

1.5.1.2.6. Spatiotemporale Organisation der GluTR-Interaktionen

Die Gesamtheit der identifizierten Interaktionspartner sorgt fiir die Feinabstimmung des GluTR-
Gehalts und die Anpassung dessen an wechselnde Umweltbedingungen. Das Aquilibrium zwi-
schen den verschiedenen Interaktionen ist hierbei abhingig von der Lichtintensitat und dem
Lichtregime. Der Anteil von 16slicher GIuTR steigt unter Kurztagbedingungen beispielsweise
proportional zur Lichtintensitat an [93]. Der Anteil von membrangebundener GluTR1 ist hinge-
gen abhidngig von der Tageslange, da die Anzucht im Langtag zu einem erhohten Anteil von
GIuTR an der Membran fiihrte [93]. Unter kontinuierlichen Lichtbedingungen hingegen besteht
ein ausgeglichenes GluTR-Verhiltnis zwischen beiden Fraktionen [93]. Innerhalb der Lichtphase
liegt der Hauptteil von GIuTR in der 16slichen Fraktion vor und ist dabei entweder durch GSAT
oder GBP gebunden [93]. Der 16sliche Anteil von GIuTR ist hochgradig aktiv und deckt den
Bedarf an ALA fiir die Synthese von Chlorophyll und Him wahrend der Belichtungsphase (Abb.
[1.10). In Dunkelphasen und bei geringer Lichtintensitdt wird GluTR1 durch FLU an die Membran
gebunden und inaktiviert [|143}, 144]. Die Ausbildung des FLU-CHL27-POR-Komplexes ist sowohl
im Licht als auch in Dunkelheit moglich [143]. Um widhrend der Dunkelphasen den Bedarf an
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ALA fiir die Synthese von Ham zu decken, liegt ein geringer Anteil von aktiver GIuTR durch
GBP an der Membran gebunden vor [149]. GBP besitzt in vitro hierbei eine hohere Affinitit zu
GIuTR als FLU [134]. Die Interaktion zwischen GIuTR und GBP fiihrt nicht nur zur Aufrecht-
erhaltung der ALA-Synthese in Dunkelheit, sondern schiitzt GIuTR ebenso wie cpSRP43 vor
proteolytischem Abbau durch das Clp-Proteasom [146} 151]. Sollte die HBD nicht durch andere
Interaktionspartner okkupiert sein, konnen Substratselektor (ClpS1) und Adapterprotein (CIpF)
des Clp-Proteasoms binden und so den proteolytischen Abbau von GIuTR induzieren [146]. Der
Abbau von GIuTR findet vor allem wiahrend der Dunkelphasen statt und fiihrt somit zu einer
zuséatzlichen Inhibierung der ALA-Synthese. Neben dem Schutz vor proteolytischem Abbau
verhindert cpSRP43 die Aggregation von GIuTR, indem es fehlerhaft gefaltete Proteine erkennt
und bindet [[151]. Ob diese Interaktion abhdngig von einer bestimmten abiotischen Bedingung
ist, bleibt zu ermitteln.
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Abbildung 1.10. - Ubersicht iiber die spatiotemporale Organisation von GluTR. Fiir alle Interaktionen,
mit Ausnahme von cpSRP43 und ClpS1/ClpC1, wurde die Interaktion zum GluTR-Dimer nachgewiesen. Einige
Interaktionen finden bevorzugt wihrend der Lichtphase (Sonne) statt, wohingegen andere Interaktionen
vorrangig in Dunkelheit (Mond) zu finden sind. Die jeweiligen positiven Effektoren decken dabei den Bedarf an
ALA fiir unterschiedliche Endprodukte (Him oder Chlorophyll). Fiir weitere Erlauterungen siehe Text.
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1.5.2. Regulation von POR

1.5.2.1. Transkriptionelle Regulation

Im Unterschied zu allen anderen TBS-Genen werden PORA und PORB aktiv wihrend der Skoto-
morphogenese exprimiert und die Expression von PORA wird durch Licht reprimiert [49, 108].
In adultem Gewebe unterliegen PORA und PORB circadianer und diurnalen Kontrolle, wobei die
maximale Genexpression von PORA und PORB um ca. vier Stunden zur maximalen Genexpressi-
on von HEMA1 und weiteren TBS-Genen verschoben ist [49]. Im Kontrast dazu ist die Expression
von PORC lichtinduziert und unterliegt lediglich der diurnalen Kontrolle [49]. COP1 spielt eine
zentrale Rolle in der aktiven Expression von PORA und PORB wihrend der Skotomorphogenese,
da COP1 die Akkumulation von ETHYLEN-INSENSITIVE 3 (EIN3), EIN3-LIKE 1 (EIL1) und PIF1
positiv beeinflusst [157]. EIN3 und EIL1 sind pflanzenspezifische Transkriptionsfaktoren, welche
direkt an die Promoter von PORA und PORB binden und so deren Expression induzieren [[157].
Dartiber hinaus reprimiert EIN3 die Expression verschiedener TBS-Gene [157]. Im Vergleich
zu EIN3/EIL1 reguliert PIF1 die Expression von PORA und PORB indirekt, bindet allerdings
direkt an den Promoter von PORC und induziert somit die PORC-Expression [158]. PORC wird
vor allem in adultem Gewebe exprimiert wird, sodass angenommen wird, dass PIF1 fiir den
Tag-Nacht-Rhythmus der PORC-Expression verantwortlich ist [158]. Durch Licht wird COP1
abgebaut und der positive Einfluss auf die POR-Expression wird aufgehoben [|157]. Infolgedessen
sinkt die Expression von PORA und PORB unmittelbar nach Belichtungsbeginn stark ab. An der
circadianen Kontrolle von PORA und PORB ist dariiber hinaus CIRCADIAN CLOCK ASSOCIA-
TED 1 (CCA1) beteiligt. CCA1 reprimiert die Expression von PORA und PORB durch die direkte
Bindung an deren Promoter [[159]. Da die Abundanz von CCA1 vor allem im Ubergang zwischen
Dunkelheit und Licht zunimmt, fiihrt dies zu einer zusitzlichen Repression der PORA- und
PORB-Expression in den frithen Morgenstunden [160]. Ein weiterer Regulator von PORA ist
REVEILLE1 (RVE1), ein Myb-ahnlicher, circadian-regulierter Transkriptionsfaktor [161]. RVE1
induziert die PORA-Expression durch direkte Interaktion zu dessen Promoter [|161]. Eine feh-
lende Induktion der PORA-Expression, wie beispielsweise in Arabidopsis rvel knockout-Linien
filhrte zu einer reduzierten Ergriinungsrate der betroffenen Mutante, wihrend eine gesteigerte
Induktion der PORA-Expression in der RVE1-Uberexpressionslinie eine schnellere Ergriinung
im Vergleich zum Wildtyp hervorrief [161].

1.5.2.2. Posttranslationale Kontrolle

Die Stabilitdat und Aktivitdat von POR wird zum einen durch posttranslationale Modifikationen
(PTM), zum anderen durch Interaktion zu verschiedenen Proteinen beeinflusst. Dariiber hinaus
ist POR eine wichtige Komponente des FLU-Inaktivierungskomplexes (Abschnitt|1.5.1.2.3)).

1.5.2.2.1. Posttranslationale Modifikationen von POR

Die reversible Ubertragung eines Phosphatrestes auf spezifische Aminosauren ist eine der am
besten charakterisierten PTM in Pflanzen. Mittels Phosphoproteomanalysen, welche auf Mas-
senspektrometrie und Peptid-Microarrays basierten, wurde eine Phosphorylierungsstelle im
aminoterminalen Bereich der PORB-Sequenz identifiziert [162]. In vitro kann die Phospho-
rylierung von PORB den POR-PChlid-NADPH-Komplex in isolierten Etioplastenmembranen
stabilisieren, wihrend die Dephosphorylierung von PORB die Auflosung dieses Komplexes
induziert [163]). Die Relevanz der Phosphorylierung in planta konnte bisher allerdings nicht
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zweifelsfrei geklart werden. Dartiber hinaus ist PORC ein Ziel fiir Lysin-Methylierung [164].
Die Analyse der Methylierungsstelle ergab, dass diese aus der Oberflaiche der PORC-Struktur
herausragt und somit zuginglich fiir putative Methyltransferasen ist [|164]. Die physiologische
Funktion der Methylierung ist allerdings unbekannt. Weiterhin wurde die S-Nitrosylierung
von Cysteinen innerhalb der PORB-Sequenz nachgewiesen [165]. Mutanten mit reduzierter
S-Nitrosoglutathion-Reduktase und somit erhohtem Gehalt an nitrosylierter PORB bildeten in
Folge einer potenziell verringerten POR-Aktivitidt Chlorosen aus [165]. In Ubereinstimmung
damit verursache eine erhohte Nitrosylierung von PORB wihrend der Etiolierung, welche durch
die Behandlung von Keimlingen mit Natrium-Nitroprussid ausgelost wurde, in Hordeum vulgare
und Arabidopsis die Anreicherung von PChlid [166]. Die beiden vorhergesagten Nitrosylierungs-
stellen von PORA und PORB befinden sich an der Proteinoberflache, wodurch die Nitrosylierung
die Bindung von PChlid inhibieren oder die Ausbildung von Dimeren und Oligomeren verhindern
konnte [166].

1.5.2.2.2. Stabilisierung von POR durch LIL3

LIGHT-HARVESTING-LIKE 3 (LIL3) wurde als wichtiger Interaktionspartner fiir alle drei in Arabi-
dopsis vorhandenen POR-Isoformen identifiziert [[113]. LIL3 gehort zur LHCP-Superfamilie und
verfiigt iiber zwei transmembrane Helices, welche beide das LHCP-charakteristische Chlorophyll-
Bindemotiv aufweisen. In Arabidopsis sind zwei LIL3-Isoformen (LIL3.1 und LIL3.2) bekannt,
deren Funktionen partiell redundant sind [167]. Ein Fehlen beider LIL3 Isoformen, wie beispiels-
weise in der [il3.1 x lil3.2 Doppelmutante oder einer LIL3.1 LIL3.2 Virus induced gene silencing
(VIGS) Linie, fiihrt zu einer drastischen Reduktion des POR Proteingehalts und infolgedessen
zur Inhibierung der Chlorophyllsynthese [113,168]. Neben dem stabilisierenden Einfluss auf
POR besitzt LIL3 in vitro eine hohe Affinitat zu PChlid und agiert moglicherweise als lokaler
Speicher fiir dieses Intermediat [|113]. Dariiber hinaus konnte die Anlieferung von PChlid durch
LIL3 die Akkumulation des ungebundenen Intermediats verhindern [113]. Durch das enthaltene
Chlorophyll-Bindemotiv ist LIL3 ebenfalls in der Lage, Chlorophylle zu binden [169]. LIL3 agiert
aufSerdem als Membrananker der Geranylgeranyl Reduktase (CHLP) und gewihrleistet so die
Funktionalitat dieses Enzyms [168,/170]. Aus diesem Grund liegt in der lil3.1 x lil3.2 Doppel-
mutante kaum phytyliertes Chlorophyll vor [168]. Da sowohl POR als auch CHLP die Substrate
fiir CHLG anliefern, wird durch die Interaktion zu LIL3 der Fluss der Intermediate sowie die
Synthese von Chlorophyll reguliert [113].

1.5.2.2.3. Stabilisierung von POR durch CPP1

Urspriinglich wurde CELL GROWTH DEFECT FACTOR 1 (CDF1) als Faktor fiir die Induktion des
programmierten Zelltods in Arabidopsis identifiziert [171]. In weiterfiihrenden Analysen zeigte
sich, dass CDF1 ein Chaperon von POR ist, was zur Umbenennung des Proteins in CHAPERONE
OF POR-PROTEIN 1 (CPP1) fiihrte [172]. CPP1 gehort zur Familie der DnaJ-dhnlichen Proteine,
welche haufig als Co-Chaperone agieren [173]. CPP1 konnte in allen oxygenen Photosynthese-
betreibenden Organismen nachgewiesen werden und weist stets mehrere transmembrane Heli-
ces auf, wodurch es ein integraler Bestandteil der plastidiren Membranen ist [|172}174]. Der
knockout von CPP1 in Arabidopsis hemmt die Embryonalentwicklung ab dem globuldren Stadium
und verhindert die Ausbildung lebensfahiger Keimlinge [175]. Aufgrund der Embryoletalitat
wurde die Funktion von CPP1 in adultem Gewebe mittels diverser Silencing-Ansétze in Ara-
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bidopsis thaliana und Nicotiana benthamiana charakterisiert. In beiden Organismen 16ste die
Reduktion von CPP1 die Bildung von Chlorosen aus, welche durch die Destabilisierung von
POR verursacht wurden [172]. Weitere Interaktionsstudien verifizierten, dass CPP1 direkt mit
PORA und PORB interagiert und diese Enzyme vor Aggregation vor allem unter Bedingungen,
welche hohen oxidativem Stress verursachen, schiitzt [172,|174]. Diese Ergebnisse untermau-
erten die Relevanz von CPP1 als Holdase von POR und damit fiir die Aufrechterhaltung der
geregelten TBS. Interessanterweise verfiigen monokotyle Pflanzen iiber zwei CPP1 Isoformen
[174]. Die Duplikation des CPP1-Gens scheint hierbei ein spezifisches Charakteristikum von
Gréasern zu sein. In Oryza sativa besitzen beiden Isoformen eine vergleichbare funktionelle
Aktivitat, unterscheiden sich allerdings hinsichtlich ihres Expressionsmusters [174]. So ist eine
Isoform abundanter in frithen Entwicklungsstadien, wiahrend die andere vor allem in adultem,
photosynthetisch aktivem Gewebe nachgewiesen werden konnte [174].

1.5.2.2.4. Stabilisierung von POR durch Pitt

In Hochdurchsatz Hefe-2-Hybrid Analysen, welche auf Synechocystis cDNA basierten, wurde
ein weiterer Interaktionspartner von POR ausfindig gemacht [|176]. Das durch slr1644 kodierte
Protein gehort zur Familie der TPR-Proteine, woraus sich die Bezeichnung des neuen Faktors als
POR-INTERACTING TPR-Protein (Pitt) ableitet. Die Interaktion zwischen POR und Pitt wurde
durch Co-Migration in Synechocystis Membranenfraktionen bestatigt [177]. In Synechocystis pitt
Zelllinien ist POR stark destabilisiert und infolgedessen ist die Chlid-Konzentration reduziert
[177]. Durch eine aminoterminale Transmembranhelix ist Pitt in den plastidiren Membranen
verankert und unterstiitzt so die subzelluldare Lokalisation von POR, was wiederum die Stabilitat
des Enzyms beeinflusst [177,|178]. Dariiber hinaus co-migrierte Pitt mit dem unprozessierten D1-
Vorlauferprotein (precursor of D1; pD1), welches im Plastiden kodiert ist und co-translational
in die Thylakoidmembranen integriert wird [178]. Die Stabilitat von D1 ist dabei abhiangig
vom Vorhandensein von Chlorophyll [179]. Die Interaktion zwischen Pitt, POR und pD1 liefert
somit einen Ansatz auf die Frage, wie die Synthese von Chlorophyll und die Assemblierung der
photosynthetischen Untereinheiten miteinander koordiniert sind. Pitt konnte hierbei fiir die
rdumliche Ndhe beider Prozesse verantwortlich sein und so die Integration der Chlorophylle in
die Apoproteine der photosynthetischen Kern- und Antennenkomplexe begiinstigen (Abb.
[178]. In Synechocystis findet dieser Prozess in einem definierten Bereich zwischen der Plasma-
und Thylakoidmembran statt, welcher als PratA-definierten Membran (Abschnitt bezei-
chnet wird und in hoheren Organismen nicht nachgewiesen werden konnte [180]. Bislang wurde
Pitt nur in Synechocystis identifiziert, sodass unklar ist, ob und wie Pitt in hoheren Pflanzen die
Chlorophyllbiosynthese und -integration koordiniert.

Synechocystis

/ o &

o?

Pitt

assemblierender PSII-Komplex

Abbildung 1.11. - Schematische Darstellung der postulierten Funktionsweise von Pitt in Synechocys-
tis. Durch die Interaktion zu Pitt wird POR an der PratA-definierten Membran stabilisiert und begiinstigt dort
die Integration von Chlorophyllen in die entstehenden PSII-Komplexe.
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1.6. Tetratricopeptide Repeat Proteine
1.6.1. Tandem-Repeat-Proteine - Eine Ubersicht

Tandem-Repeat-Proteine enthalten per Definition eine sich mindestens zweimal wiederholende
Peptid-Sequenz, wobei die repetitiven Motive direkt aneinander anschliefSen [181]. Phylogene-
tische Analysen zeigten, dass die Zahl der vorhergesagten Tandem-Repeat-Proteine in einem
Genom mit steigender Komplexitit des Organismus zunimmt [181,|182]. Wahrend in Archaeen
nur ca. 0,79 % aller Proteine als Repeat-Proteine eingeordnet werden konnen, liegt die Zahl in
Bakterien bei 1,05 % [182]. In Eukaryoten gibt es eine deutliche Diskrepanz zwischen tierischen
(5,31 %) und pflanzlichen Organismen (2,20 %) [182]. Neben der steigenden Gesamtanzahl
an Repeat-Proteinen pro Organismus nimmt auch die Anzahl der repetitiven Sequenzen pro
Protein in Eukaryoten zu. Die Duplikation einer bereits vorhandenen Sequenz scheint hierbei
eine evolutionidr wiederholt auftretende, unkomplizierte Moglichkeit zu sein, das zelluldre Re-
pertoire zu erweitern. Interne Duplikationen finden fiir gewohnlich in der Mitte des betroffenen
Proteins statt [183]. Auffillig ist aufSerdem, dass die Repeat-Doméne zumeist durch ein einziges
Exon kodiert wird [183]. Der modulare Aufbau der Repeat-Proteine sowie das Potenzial, durch
interne Duplikation der Sequenz die Funktionalitédt des Proteins zu regulieren, ermdoglicht eine
schnellere Anpassung an neue Umgebungen. In silico und in vitro Analysen von artifiziellen
TPR-Proteinen unterstrichen den direkten Zusammenhang zwischen der Motiv-Anzahl und
der thermodynamischen Stabilitédt dieser Proteine [184, 185]. Das repetitive Peptid-Motiv be-
steht im Durchschnitt aus 20 und 40 Aminosauren [|186]. Die jeweiligen Motive weisen in den
meisten Fillen eine relativ einfache Faltung auf, welche aus zwei durch eine Querverbindung
verkniipften Sekundarstrukturen besteht. Die Wiederholung dieser Faltung fiihrt zur Ausbildung
einer linearen Struktur, in welcher die einzelnen Motive um eine gemeinsame Achse arran-
giert sind 182, 187]. Die Tertidrstruktur faltet sich dabei unabhéngig von der Motivanzahl und
dem Vorhandensein von weiteren Domédnen [187]. Diese Faltung bildet eine ausgedehnte, der
l16slichen Phase zugéngliche Oberflache, welche als ideale Plattform fiir die Interaktion von
Biomolekiilen fungiert [182,|186]. Die bekanntesten Vertreter der iiber 20 Klassen der Repeat-
Protein-Superfamilie sind Armadillo-Repeats, Ankryin-Repeats, pentatricopeptid repeats, TPRs,
Leucin-reiche Repeat Motive und WD40-Proteine [187].

1.6.2. TPR-Proteine - Aufbau und Struktur

Etwa 81 % aller Repeat-Peptide setzen sich aus einer komplexen Komposition von Aminosduren
zusammen, welche eine degenerierte Proteinsequenz bilden [181]. Innerhalb dieser Gruppe
verfiigt das 34 Aminosduren-lange TPR-Motiv liber die am starksten konservierte Konsensus-
sequenz. GrofSe und hydrophobe Aminosauren sind bevorzugt an den Positionen 4, 7, 11 und 24
zu finden, wahrend an den Positionen 8, 20 und 27 iiberwiegend kleine Aminosduren vorliegen
(Abb.[1.12A) [182}188,[189]. An Position 32 der repetitiven Sequenz liegt hiufig ein strukturbre-
chendes Prolin vor (Abb.[1.12/A) [182} (188}, [189]. Die Peptidsequenz faltet sich meistens in zwei,
seltener in drei amphipathische, antiparallele Alphahelices (Abb.[1.12B) [182}[189].

29



Einleitung

A Helix1 Turn Helix 2

—xxx WxxLGxxYx| pas | x x Axxx Y x x A x x x [ x Px x——1}
Y MA F E L S E
L | S L S F L K

Abbildung 1.12. - Struktur und Faltung des TPR-Motivs. (A) Schematische Darstellung der 34 Amino-
sduren langen TPR-Konsensussequenz. An spezifischen Positionen innerhalb der Peptid-Sequenz liegen einige
Aminosduren priferiert (schwarz) gegeniiber anderen (grau) vor, wihrend fiir andere Positionen keine Préferen-
zen bekannt sind (X). Die Primérstruktur der TPRs faltet in den meisten Fillen in zwei antiparallele Alphahelices
(griin), welche durch Querverbindungen (grau) miteinander bzw. mit anschlieRenden Motiv verbunden sind. (B)
Vorhergesagte Faltung eines exemplarischen TPR-Motivs, welches durch den Phyr2-Server modelliert wurde
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). Als Ausgangssequenz fiir diese Vorhersage wurde
die Aminosduresequenz des ersten TPR-Motivs von At1g78915 (TPR1) verwendet.

In Arabidopsis enthalten ca. 70 % aller TPR-Proteine zwischen drei und sechs TPR-Motive,
wobei der Anteil von Proteinen mit drei Motiven iiberwiegt (40 %) [190]. Allerdings wurden
in Arabidopsis auch Proteine mit bis zu 16 Motiven identifiziert [190]. Grundsatzlich gibt es
kaum Limitationen bei der Anzahl der Wiederholungen. In Archaeen wurden zum Beispiel
TPR-Proteine, welche aus liber 50 Motiven bestehen, vorhergesagt [190]. Die Repetition des
TPR-Motivs fiihrt zur Ausbildung einer rechtsgangigen Superhelix (Alpha-Solenoid) mit grofSer
Oberflache [191]. Die konvexen und konkaven Kriimmungen dieser Helix bilden dabei eine ideale
Plattform fiir die Interaktionen mit Biomolekiilen [192]. Durch die hohe Flexibilitat der Struktur,
welche durch die gestreckte Faltung hervorgerufen wird, ist ein elaborierter Faltungsapparat
fiir die korrekte Faltung der Alpha-Solenoids notig [191]. Aus diesem Grund ist der Anteil an
Alpha-Solenoids in Eukaryoten wesentlich hoher als in Bakterien und Archaeen [191]. Die
TPR-Proteine nehmen dabei eine Sonderstellung ein. Durch die geringe Motiv Anzahl sind TPR-
Proteine deutlich kiirzer als durchschnittliche Alpha-Solenoid-Proteine, wodurch die Faltung
von TPR-Proteinen auch durch einen wenig entwickelten Faltungsapparat gewahrleistet werden
kann [191]. Unabhéngig davon zeigen TPR-Proteine die fiir Alpha-Solenoids iibliche flexible und
vielseitige Faltung. Beispielsweise hatte die Insertion einer 16 Aminosduren langen Sequenz in
die TPR-Domiine des cytosolischen Faktors p67P"°% aus Homo sapiens keinen Einfluss auf die
Faltung der TPR-Domaéne [193]. Dariiber hinaus bestimmt die Aminosdure-Zusammensetzung
der einzelnen TPR-Motive, vor allem im Bereich der Querverbindungen, die spezifische Drehung
und Kriimmung der Superhelix, welche wiederum die Stabilitat und Erreichbarkeit der einzelnen
Bindetaschen pragt [190,194].

1.6.3. TPR-Proteine - Liganden und Interaktionspartner

Wie alle Alpha-Solenoids stabilisieren TPR-Proteine vorrangig Protein-Protein-Interaktionen
innerhalb einer kurzen Reichweite [|195]. Dariiber hinaus wurden auch Nukleinsduren und in
selteneren Féllen Lipide als Interaktionspartner bestitigt [191]. Die TPR-Doméne bildet hierbei
keine einzelne, ausgedehnte Interaktionsplattform, sondern verfiigt tiber mehrere Bindetaschen,
sodass zeitgleich verschiedene Interaktionen vermitteln werden konnen [[190]. Obwohl postuliert
wurde, dass jedes TPR-Motiv fiir die spezifische Bindung eines Interaktionspartners zustandig
ist, fehlen detailliertere Studien hierzu [|194]. Die elektrostatische Natur, die Hydrophobizitit
und Grofie der Aminosédurereste in den einzelnen Bindetaschen bestimmen die Spezifitit der
Interaktionen [194]. Die interagierenden Proteine zeigen dabei eine hohe Variabilitat im Hinblick
auf die Struktur und Konformation.
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Eine Vielzahl der bereits identifizierten Liganden weisen jedoch eine coiled extended oder alpha-
helikale Faltung auf [194]. Es sind einige Beispiele bekannt, in denen TPR Homo-Oligomere
die Stabilitat grofSerer Protein-Komplexe vermitteln, wie im Falle des Anaphase-Promoting
Komplexes [196]. Allerdings agieren TPR-Proteine zumeist als Monomere [197].

1.6.4. TPR-Proteine in Photosynthese-betreibenden Organismen

Innerhalb der Tandem-Repeat-Superfamilie verfiigt die TPR-Familie iiber die am starksten kon-
servierte Konsensussequenz. Da TPR-Proteine dariiber hinaus bereits in vielen Prokaryonten zu
finden ist, wird angenommen, dass es sich bei der TPR-Proteinfamilie um die dlteste Familie
der Repeat-Proteine handelt [190} 198]. Bereits 80,73 % (88/109) aller untersuchten Archaeen
verfiigen iber mindestens ein TPR-Protein, wiahrend dies in Bakterien auf 96,42 % (970 /1007)
aller untersuchten Spezies zutrifft [199]. Dariiber hinaus wurde in jedem analysierten eukaryon-
tischen Organismus mindestens ein TPR-Protein nachgewiesen [199].

Wie erwartet nimmt auch in Photosynthese-betreibenden Organismen die Anzahl der TPR-
Proteine pro Organismus mit steigender zelluldrer Komplexitét zu (Abb.[I.13]A). In Prokaryonten
wie dem Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 und dem Archeon Halobacterium wurden je-
weils 29 bzw. lediglich ein einziges TPR-Protein vorhergesagt. In Chlamydomonas reinhardtii liegt
die Zahl der TPR-Proteine bereits bei 100 [[197]. Fiir hohere Pflanzen wie Arabidopsis thaliana und
Oryza sativa wurden jeweils 141 bzw. 259 TPR-Proteine in silico identifiziert [197]. Auffallig war
hierbei, dass sich die Anzahl der potenziell plastidar lokalisierten Proteine zwischen Chlamydo-
monas (20) und Arabidopsis (21) kaum verandert [197]. Die bereits charakterisierten plastidaren
TPR-Proteine sind zumeist am Proteinimport, in der Genexpression, der Chlorophyllbiogenese
sowie der Assemblierung und Erhaltung der photosynthetischen Untereinheiten beteiligt [197]

(Abb.[1.13B).
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Abbildung 1.13. — TPR-Proteine in Photosynthese-betreibenden Organismen. (A) Ubersicht {iber die
vorhergesagte Gesamtanzahl der TPR-Proteine in den Modellorganismen Synechocystis sp. PCC 6803; Chlamy-
domonas reinhardtii; Physcomitrella patens; Arabidopsis thaliana und Oryza sativa sowie einem Vertreter der
Archeen (Halobacterium). (B) Fiir verschiedene plastiddre TPR-Proteine wurde eine Funktion in der Chloro-
phyllbiosynthese (blau unterlegt) sowie der Biogenese der photosynthetischen Untereinheiten (grau unterlegt)
identifiziert. Die Abbildung wurde aus Bohne et al. entnommen und modifiziert [197].

CHLOROPLAST
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1.6.4.1. An der Assemblierung der Photosysteme beteiligte TPR-Proteine

Jeweils zwei plastiddre TPR-Proteine wurden als Assemblierungsfaktoren sowohl fiir PSI (YCF3
und YCF37) als auch PSII (MET1 und PratA) identifiziert (Abb.[1.13B). YCF3 interagiert direkt
mit den PSI-Kernuntereinheiten PsaA und PsaD und fungiert als Chaperone des heterodimeren
Reaktionszentrums [200, 201]). Nicotiana tabacum ycf3 knockout-Linien enthielten keinerlei
assembliertes PSI und waren lediglich auf Zucker-supplementiertem Medium tiberlebensfahig.
Da YCF3 ein spezifischer Assemblierungsfaktor fiir PSI ist, lagen alle weiteren Komponenten
der Elektronentransportkette unverdandert in den Thylakoidmembranen vor [202]. Die Sequenz
der drei YCF3 TPR-Motive ist in Photosynthese-betreibenden Organismen konserviert [200].
Punktmutationen innerhalb des zweiten und dritten TPR-Motivs in Synechocystis inhibierten
das photoautotrophe Wachstum und erhohten die Sensitivitiat der Zellen gegeniiber hohen
Lichtintensitaten [200]. Naver et al. vermuteten, dass die drei TPR-Motive von YCF?3 fiir die
spezifische Interaktion zu weiteren PSI-Assemblierungsfaktoren verantwortlich sein konnten
[200]. YCF37 ist hingegen an der Stabilisierung des PsaK-losen PSI-Komplexes (PSI") und der Bio-
genese der PSI-Trimere in Synechocystis beteiligt [203]. Selbiges trifft auf das YCF3-Ortholog in
C. reinhardtii zu, welches PSI vor allem wahrend oxidativem Stress stabilisiert [204]. Im Kontrast
dazu ist das YCF3-Ortholog PALE YELLOW GREEN7 (PYG7) in Arabidopsis existenziell, da pyg7
knockout-Linien nicht zu photoautotrophem Wachstum fahig sind [205]. In pyg7 RNAi-Linien
bildet sich zwar das PsaA/PsaB Heterodimer aus, die nachfolgenden Assemblierungsschritte
sind jedoch inhibiert [206]. Vergleichbar zu YCF3 besitzt YCF37 drei konservierte TPR-Doménen,
welche die Bindung zu weiteren PSI-Untereinheiten vermitteln [197,205].

Das TPR-Protein PROCESSING ASSOCIATED TPR PROTEIN A (PratA) ist an der C-terminalen
Prozessierung von D1 beteiligt und interagiert direkt mit pD1 [207,|[208]. Die Interaktion zwi-
schen PratA und pD1 findet in Synechocystis im Ubergang von der Plasmamembran zu den
Thylakoidmembranen statt. Dieser Bereich wird aufgrund des hohen PratA-Gehalts als PratA-
definierte Membran (PDM) bezeichnet [208]. In der PDM finden die initialen Schritte der PSII-
Assemblierung statt, weswegen in diesem Bereich pD1, verschiedenen Assemblierungsfaktoren
sowie Chlid in grofSen Mengen vorliegen [178, 209]. Die TPR-Doméne von PratA ist mit den
9 identifizierten TPR-Motiven deutlich langer als der Durchschnitt der TPR-Proteine [197].
Das in Arabidopsis postulierte PratA Ortholog LOW PSII ACCUMULATION 1 (LPA1) interagiert
zwar ebenfalls direkt iiber die enthaltene TPR-Doméane mit D1, allerdings ist diese mit zwei
TPR-Motiven kiirzer als die PratA TPR-Doméne [197,210]. In Ipal-Mutanten ist die D1/D2-
Synthese inhibiert, infolgedessen verbleiben lediglich 20 % der PSII-Aktivitat im Vergleich zum
Wildtyp [210]. Trotz der vergleichbaren Funktionalitat ist fraglich, ob LPA1 tatsachlich das
PratA-Ortholog in hoheren Pflanzen ist [210]. MESOPHYLL-ENRICHED THYLAKOID PROTEIN
1 (MET1) ist ein weiterer PSII-Assemblierungsfaktor mit TPR-Doméne, welcher in vitro direkt
mit CP43 und CP47 interagiert [211]. Arabidopsis metI-Linien sind vor allem unter fluktuieren-
den Lichtbedingungen nicht in der Lage, PSII-Superkomplexe auszubilden und akkumulieren
infolgedessen unassembliertes CP43 [211]. Die beiden in MET1 enthaltenen TPR-Doméanen sind
dabei an der Bindung von CP43 und CP47 beteiligt [211]. Aufgrund der Sensitivitit gegeniiber
fluktuierendem Licht postulierten Bhuiyan et al., dass MET1 wiahrend der de novo Synthese
sowie der Reparatur von PSII die internen Antennen CP43 und CP47 stabilisiert. Dadurch wiirde
MET]1 die Assemblierung des PSII-Kernkomplexes und -Dimers unterstiitzen [211].
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1.6.4.2. An der Chlorophyllbiosynthese beteiligt TPR-Proteine

Fiir mehrere Vertreter der TPR-Proteinfamilie wurde eine Funktion in der Chlorophyllbiosyn-
these und Chloroplastenbiogenese identifiziert. Eines dieser TPR-Proteine ist SLOW GREEN
1 (SG1). In einer durch EMS-Mutagenese erzeugten sgl-Linie weisen die Rosettenblitter zu
Beginn ihrer Entwicklung einen stark reduzierten Chlorophyllgehalt auf, welcher mit einer
gestorten Chloroplastenbiogenese einhergeht [212]. Diese Storung wird dabei durch eine ver-
anderte Genexpression der kern- und plastidenkodierten RNA-Polymerasen sowie weiterer
kernkodierter Gene hervorgerufen [212]. Die genaue Funktion von SG1 konnte bislang nicht auf-
geklart werden, allerdings postulieren Hu et al., dass SG1 an der Synthese oder dem Abbau von
Proteinen beteiligt sein konnte [|212]. Dabei spielt moglicherweise auch die retrograde Signal-
gebung eine Rolle, da die Kreuzung von sg1 und gun4 den SG1-Phénotyp partiell supprimierte
und die gestorte Genexpression zumindest teilweise wiederherstellte [|212]. Inwiefern SG1 den
GUN-vermittelten Signalweg beeinflusst ist bislang allerdings unbekannt. Die beiden an der
Regulation der Chlorophyllbiosynthese beteiligten TPR-Proteine FLU und Pitt wurden bereits
an anderer Stelle vorgestellt (Abschnitt[1.5.1.2.3lund(1.5.2.2.4). Hierbei ist zu bemerken, dass es
sich bei FLU um ein untypisches TPR-Protein handelt, da die drei TPR-Motive aus jeweils 40
Aminosduren, anstatt der {iblichen 34, bestehen [144]. Die bereits charakterisierten plastidaren
TPR-Proteine unterstreichen die grofse Bedeutung dieser Proteinfamilie fiir die Regulation der
Chlorophyllbiosynthese und Chloroplastenbiogenese.
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1.7. Etiolierung und Deetiolierung

In Angiospermen kann die Ausbildung von griinen Kotyledonen in zwei Phasen unterteilt
werden. Die erste Phase wird als Skotomorphogenese oder Etiolierung bezeichnet und findet
vor der lichtinduzierten Entwicklung statt. In dieser Phase sind Keimlinge durch ein schnell
wachsendes Hypokotyl, die Ausbildung eines apikalen Hackens sowie komprimierten, gelblichen
Kotyledonen gekennzeichnet. Auf molekularer Ebene ist die Etiolierung durch die Ausbildung
des Prolamellarkorpers (prolamellar body; PLB) charakterisiert. Die zweite Phase wird durch
Licht induziert und als Photomorphogenese bzw. Deetiolierung bezeichnet. Wahrend dieser
Phase wird das Hypokotylwachstum inhibiert und es bilden sich geoffnete, griine Kotyledonen
aus. Auf molekularer Ebene erfolgt die Umwandlung des PLBs zu Thylakoidmembranen.

1.7.1. Aufbau und Funktion des Prolamellarkorpers

Der PLB bezeichnet eine parakristalline Struktur mit hexagonaler Symmetrie, welche in Etio-
plasten von Angiospermen vorliegt. Bei genauerer Betrachtung zeigte sich, dass dieser aus
untereinander verbundenen, tetraedrischen Tubuli aufgebaut ist [213](Abb. [I.14). Hauptbe-
standteile des PLBs sind die plastidaren Lipide Monogalactosyldiacylglycerin (MGDG) und
Digalactosyldiacylglycerol (DGDG) sowie POR [214]. Faktisch macht POR zwischen 90 - 95 %
der Gesamtproteinmasse des PLBs aus [215]. Die TBS ist wiahrend der Etiolierung grofStenteils
inaktiv, sodass lediglich PChlid in nachweisbaren Mengen vorliegt [214, 216]. Eng mit dem PLB
verbunden sind die ersten lamellenformigen, thylakoidalen Strukturen. Diese sogenannten Pro-
thylakoide haben eine zum PLB vergleichbare Zusammensetzung, unterscheiden sich allerdings
durch einen erhohten DGDG-Anteil und einen geringeren POR-Gehalt [214].

Mittels Tieftemperatur-(77K)-Fluoreszenzanalysen wurden insgesamt vier verschiedene PChlid-
Spezies mit unterschiedlichen Fluoreszenzmaxima in etiolierten Keimlingen nachgewiesen:
PChlidg3s3 nm, PChlidgss nm, PChlidgs7 ny und PChlidg7 nm [217]. Die verschiedenen Fluoreszenz-
maxima und deren Verdnderungen unter Belichtung ermoglichten die funktionelle Charakteri-
sierung der einzelnen PChlid-Spezies [218]. Ungebundenes PChlid, welches hauptsiachlich in
den Prothylakoiden vorliegt, emittiert Licht bei 633 nm und ist nicht photoreduzierbar [217,218].
PChlidgys ,m, entspricht dem monomeren POR-PChlid-NADPH-Komplex. Dieser fiihrt lediglich
wiahrend langerer Belichtung zur Synthese von Chlid [217,[218]. Die Oligomerisierung dieses
POR-Chlid-NADPH-Komplexes 10st die Fluoreszenz von PChlid bei 657 nm aus. PChlidgs7 i,
macht hierbei den Hauptanteil des PLBs aus. Das in den Oligomeren gebundene, photoaktive
PChlid wird innerhalb von 3 - 400 Pikosekunden zu Chlid reduziert [217-219]. Bei PChlidg7¢ nm
handelt es sich hochstwahrscheinlich um die zufillig assoziierte bzw. aggregierte Form des
Intermediats [218]. Der Gehalt an photoaktivem PChlid steht in direktem Zusammenhang zum
POR-Gesamtproteingehalt [220,|221]. Sowohl PORA als auch PORB sind am Aufbau des PLBs
beteiligt, wobei das Verhiltnis beider Isoformen zueinander weniger entscheidend ist als ange-
nommen [220, |221]. Dies fiihrt in etiolierten Arabidopsis porA und porB knockdown-Keimlingen
zu einem reduzierten Anteil an photoaktivem PChlid, wahrend der Gesamtgehalt an PChlid
weniger beeintrachtigt ist [111}[220-222]. Eine weitere wichtige Komponente fiir die Ausbil-
dung von photoaktivem PChlid ist MGDG. Ein reduzierter MGDG-Gehalt, welcher durch eine
Reduktion der plastidiren MGDG-Synthase 1 (MDG1) ausgelost wurde, hatte zwar keinerlei
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Auswirkungen auf den Gesamtgehalt an PChlid, verminderte allerdings die PChlidgs7 ,, Emis-
sion [223]. Infolgedessen war die membranassoziierte Synthese von Chlid in mgdI-Mutanten
wiahrend der Deetiolierung inhibiert [223]. Eine Destabilisierung des oligomeren POR-PChlid-
NADPH-Komplexes verursacht somit eher die Reduktion von photoaktivem PChlid als eine
Verringerung des PChlid-Gesamtgehalts.

Drei mogliche Funktionen des PLBs in Angiospermen werden diskutiert: (1) Der PLB dient
der Speicherung von Lipiden und Proteinen, um eine schnelle Ergriinung zu gewahrleisten [224].
(2) Der PLB verhindert die Produktion von ROS, welche durch ungebundenes PChlid ausgelost
werden konnten, und reduziert somit dessen negativen Einfluss auf die Deetiolierung [224} 225].
(3) Der PLB ist Voraussetzung fiir die Bildung des POR-Chlid-NADPH Quencher-Komplexes,
welcher die PSII-Assemblierung aktiviert und die geordnete Synthese von Chlorophyll gewahr-
leistet [224, 226]. Das Fehlen dieses Quencher-Komplexes, wie beispielsweise nach einer sehr
langen Etiolierungsphase, fiihrt zur Bildung von ROS und zu einer verzogerten Ergriinung [122].

1.7.2. Die Ausbildung der thylakoidalen Membranen

In der Phase der Photomorphogenese wird der PLB innerhalb von wenigen Stunden, bis maximal
einem Tag, aufgelost (Abb.[1.14). In dieser Zeit erfolgt die geordnete Einlagerung von Pigmenten,
Lipiden und Proteinen in die entstehenden Thylakoidmembranen [227]. Die Ausbildung der
Thylakoidmembranen findet dabei in mehreren Stufen statt, die je nach Organismus zu verschie-
denen Zeitpunkten nach dem Transfer ins Licht eintreten. Zu Beginn dissoziiert die kompakte
Struktur des PLBs und eine Vielzahl von porosen, lamellenartig angeordneten Prothylakoiden
wird gebildet (Abb. [213]. AnschliefSend lagern sich diese porosen Lamellen parallel zuein-
ander an und bilden Verbindungen untereinander aus. Am Ende der ersten Belichtungsphase
liegen bereits einzeln gestapelte, nicht langer porose Bithylakoide vor 213} 228]. Im letzten
Schritt bilden sich die Grana-Stapel aus, deren Komplexitat mit der Zeit zunimmt [213]. Die
Insertion der photosynthetischen Untereinheiten und die Assemblierung dieser in Komplexe ist
dabei unabdingbar fiir die korrekte Ausbildung der Thylakoide.

A 4

[

PORA/B
PChlid

PORA/B
Chlid

Abbildung 1.14. — Verinderungen des PLBs im Ubergang zwischen Skoto- und Photomorphogenese.
Der Etioplast ist charakterisiert durch den parakristallinen Prolamellarkorper, welcher vor allem aus dem
terndren POR-PChlid-NADPH-Komplex und Lipiden besteht. Dieser Komplex gewihrleistet die Photoreduktion
von PChlid zu Chlid innerhalb von Pikosekunden. Das aus Chlid synthetisierte Chlorophyll wird in die naszie-
renden photosynthetischen Untereinheiten eingelagert und fordert so deren Stabilitdt und die Ausbildung der
Thylakoidmembranen.
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Sowohl die Lipidsynthese als auch der Import der kernkodierten, plastidenlokalisierten Proteine
findet an der Hiillmembran statt. Somit miissen diese Komponenten zuerst durch das wissrige
Milieu des Stromas zu den entstehenden Thylakoidmembranen transportiert werden, was vor
allem bei hydrophoben Molekiilen eine Herausforderung darstellt. Diese Barriere kann unter
anderem durch den vesikelvermittelten Transportweg tiberwunden werden [229, 230]. Obwohl
der genaue Mechanismus dieses Transports grofStenteils unbekannt ist, sind einige beteiligte
Proteine bekannt, welche eine Auswirkung auf die Abundanz von stromalen Vesikeln haben. Zu
diesen Proteinen zdhlen VESICLE-INDUCING PROTEIN IN PLASTIDS 1 (VIPP1), CURVATURE
THYLAKOID (CURT) sowie verschiedene GTPasen [229]230]. Eine gestorte Induktion oder Fusi-
on von plastiddren Vesikeln kann dabei die Ausbildung der Thylakoidmembranen inhibieren.
Beispielsweise konnten in vipp1 knockdown-Linien lediglich unregelméafiige und ungestapelte
Lamellen, anstatt Granastapeln, nachgewiesen werden [231]. Membranintegrale Bestandteile
wie Chlorophylle und Carotinoide aggregierten dabei in globuldren oder membrandsen Struk-
turen im Stroma [231]. Bisher wurde lediglich LHCB als direktes Zielprotein und Transportgut
des vesikelvermittelten Transports identifiziert [232]. Die Protein-Disulfit-Isomerase SNOWY
COTYLEDON 2 bindet LHCB in den sich ausbildenden Vesikeln und fordert so die Translokati-
on von LHCB zu den entstehenden Thylakoidmembranen [232]. Da snowy cotyledon 2-Linien
chlorotische Kotyledonen ausbildeten, wihrend adulte Blatter wildtypartig waren, wird ver-
mutet, dass der versikelvermittelte Transportweg vor allem wihrend der Deetiolierung eine
Rolle spielt [232]. Ein Grund dafiir ist, dass die Translokation von LHCB in adulten Blattern
hauptsdchlich durch cpSRP43 und cpSRP54 erfolgt [[156,|232]. Die SRP-Komponenten binden die
importierten LHCPs hierbei posttranslational und bilden einen transienten stromalen Komplex
aus, welcher anschliefSend an die Thylakoidmembran transloziert wird [156,|233]. An der Thy-
lakoidmembran angelangt, interagiert dieser transiente Komplex mit dem SRP-Rezeptor FtsY
und der Translokase ALBINO3 (ALB3), welche die LHCPs in die Membran integrieren [234-237].
Dariiber hinaus vermittelt die Interaktion zwischen cpSRP54 und cpSecY1, einer Untereinheit
der sekretorischen Translokase, die co-translationale Integration der plastidenkodierten photo-
synthetischen Untereinheiten [238]. Wahrend dieses Prozesses erfolgt aufSerdem die Insertion
von Chlorophyllen [179]. In Arabidopsis wird diese Integration im Falle von D1 potenziell durch
die ONE-HELIX-PROTEINE 1 und 2 (OHP1 und 2) vermittelt [179,239]. In Ubereinstimmung
damit ist in OHPI und OHP2 VIGS-Linien die de novo Synthese von D1 stark inhibiert und PSII
destabilisiert [239]. Wahrend der gesamten Deetiolierung ist die addquate Bereitstellung von
TBS-Intermediaten essentiell fiir die Assemblierung von PSI und PSII, da die Einlagerung von
Chlorophyllen die Stabilitdt der photosynthetischen Untereinheiten erhoht [240-242].

1.7.3. Assemblierung der photosynthetischen Untereinheiten

Parallel zur Auflosung des PLBs findet die Synthese von Chlorophyll a und die darauf aufbau-
ende Assemblierung der photosynthetischen Kernkomplexe statt [|243]. Leicht verzogert wird
Chlorophyll b synthetisiert und die Antennenkomplexe werden assembliert [243]. Bereits nach
wenigen Minuten im Licht kann eine geringe PSI-Aktivitdt nachgewiesen werden [243], 244]. Die
Abundanz von PSI ist dariiber hinaus entscheidend fiir die Ausbildung der Stromalamellen [227].
Die Assemblierung von PSII erfolgt deutlich langsamer und ist abhédngig von der Ausbildung
des POR-Chlid-NADPH Quencher-Komplexes [|226]. Nach 6 h im Licht konnte in Pisum sativum
der vollstindige PSII-Kernkomplex zwar nachgewiesen werden, die effektive photochemische
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Aktivitat lag jedoch lediglich bei 40 % im Vergleich zu spateren Entwicklungsstadien [245]. Erst
nach 24 h im Licht war PSII vollstdndig funktional und stabil [245]. Sobald die Assemblierung
der Kernkomplexe abgeschlossen ist, nimmt nur noch die GrofSe der Antennenkomplexe zu [243].
Im Kontrast zu PSI und PSII liegt der Cytochrom bgf-Komplex bereits wiahrend der Etiolierung
vor, sodass dieser nur einen geringen Einfluss auf die Ausbildung der Thylakoidmembran hat
[227],1243, 245].

Die de novo Assemblierung von PSII erfolgt hochgradig geordnet. Zu Beginn bildet sich das
Reaktionszentrum, welches aus D1 und D2 besteht, aus. AnschliefSend assoziieren die inneren
Antennenproteine CP43 und CP47 an den heterodimeren D1/D2-Komplex. Daraufhin lagert
sich der Wasser-Spaltungs-Komplex an das Reaktionszentrum an [246,|247]. Neben den vier
grofSen Untereinheiten des PSII (D1,D2,CP43 und CP47) sind 13 weitere, kleinere transmembra-
ne Proteine fiir die Ausbildung des vollstdndigen PSII-Kernkomplexes notig [247]. Der ndchste
entscheidende Schritt ist die Dimerisierung von PSII sowie die sich anschliefSende Anlagerung
der Antennenkomplexe (LHCII). Die homo- und heterotrimeren LHCII-Antennenkomplexe
binden jeweils 14 Chlorophylle (8 Chlorophyll a, 6 Chlorophyll b) [8]. Das PSII-Dimer kann
hierbei zwei kernassoziierte (C2), zwei moderat gebundene (M2) sowie zwei lose gebundene
(S2) LHCII-Trimere enthalten [|248]. Der PSII-LHCII Superkomplex enthalt insgesamt ca. 220
Chlorophyll a und 100 Chlorophyll b Molekiile und hat in Arabidopsis ein Molekulargewicht
von etwa 1400 kDa [249]. Bisher wurden insgesamt 60 verschiedene Hilfsproteine identifiziert,
welche sowohl an der de novo Synthese als auch Reparatur von PSII beteiligt sind [250, [251]. In
adultem Gewebe erfolgt ein stindiger Austausch der D1 Untereinheit, da diese sensitiv gegen-
tiber oxidativem Stress ist. Vergleichbar zur de novo Synthese ist auch die Reparatur des PSIIs
hochgradig geordnet [|248]. Im Vergleich dazu ist die sequenzielle Assemblierung von PSI weniger
gut untersucht. Zu Beginn der Assemblierung werden die Proteine des Reaktionszentrums PsaA
und PsaB co-translational in die Thylakoidmembran inseriert und bilden unmittelbar danach
ein Heterodimer. AnschliefSend werden die drei gebundenen Eisen-Schwefel-Cluster integriert.
Die Einlagerung dieser Cluster ist dabei eine Voraussetzung fiir die Anlagerung der stromal
gelegenen Untereinheiten [252]. Es folgt anschliefsend die Assemblierung von sechs kleineren,
membranintegralen Untereinheiten in unbekannter Reihenfolge [252]. Zum Schluss bilden die
vier monomeren Antennenproteine (LHCA1-4) den LHCI-Antennenkomplex, welcher sich an
den PSI-Kernkomplex anlagert [252]. Der PSI-LHCI-Superkomplex besteht insgesamt aus 16
Untereinheiten und enthilt 233 Chlorophylle (199 Chlorophyll a / 34 Chlorophyll b) [8]. Obwohl
einige Hilfsproteine der PSI Assemblierung identifiziert wurden, ist die genaue sequenzielle
Abfolge unbekannt. Eine Herausforderung bei der Erforschung der PSI-Assemblierung stellt
hierbei die schnelle de novo Synthese sowie die hohe Stabilitat des reifen PSI dar [252].
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1.8. Oxidativer Stress in Chloroplasten

ROS werden unter physiologischen Bedingungen kontinuierlich als Nebenprodukte verschie-
dener zellularer Prozesse produziert. In den meisten Fillen schlief$t sich der schnelle Abbau
dieser Molekiile an, wodurch schadigende Effekte verhindert werden. Die Hauptquellen fiir ROS
in Chloroplasten sind PSI und PSII. Am PSI werden Superoxidanionen (O;*") durch die Mehler-
Reaktion gebildet [253,|254]. Die univalente Reduktion von Sauerstoff durch reduziertes Ferre-
doxin produziert dabei zuerst Superoxidanionen, welche anschliefSend durch die Kupfer-Zink-
Superoxid-Dismutasen in Wasserstoffperoxid (H;O;) und Sauerstoff umgewandelt werden [254,
255]. Vor allem unter Stressbedingungen, in denen wenig NADP™ als finaler Elektronenaktzeptor
vorliegt und die Elektronentransportkette iiberlastet ist, reduzieren Ferredoxin und die Eisen-
Schwefel-Cluster Sauerstoff zu Superoxidanionen [256]. PSII ist hingegen die primére Quelle von
Singulett-Sauerstoff (10,) [257]. Dieser entsteht vor allem unter Starklicht und UV-Bestrahlung
durch die Reaktion von Triplett-Chlorophyll mit Triplett-Sauerstoff [258]. Unter diesen Bedin-
gungen sind die primaren und sekundiren Elektronenakzeptoren des PSII (Plastiquinone Qp
und Qp) meist iiberreduziert und verhindern so die Ladungstrennung an den beiden zentralen
Chlorophyllen [259]. Infolgedessen kommt es zur Ladungrekombination bzw. zur Riickfiihrung
der Ladung auf die beiden zentralen Chlorophylle und zur Bildung von Triplett-Sauerstoff.
Dariiber hinaus kann Triplett-Chlorophyll in den Antennenkomplexen durch Interkombina-
tion (Intersystem-Crossing) entstehen. Neben den Photosystemen sind TBS-Intermediate wie
ProtoIX und PChlid bekannte Photosensibilisatoren, welche die Bildung von Singulett-Sauerstoff
auslosen, wie beispielsweise in der flu-Mutante [ 140} 260]. Dariiber hinaus sind auch UrolII und
CoProllI photosensitiv. In Nicotiana tabacum urod-Antisense-Linien kommt es in Abhingig-
keit von der Lichtintensitdt zur Anreicherung von Urolll, was die Ausbildung von Nekrosen
verursacht [261} 262]. Diese Nekrosen bilden sich in Folge der ROS-vermittelten Immunantwort,
welche vergleichbar zum Befall durch Pathogene ist [262]. Die Akkumulation von CoProlIl in
Nicotiana tabacum und Arabidopsis cpo Antisense-Linien fiihrt hingegen in den betroffenen
Bereichen vor allem zur Anreicherung von Wasserstoffperoxid [|263, 264]. Sowohl Superoxid-
anionen als auch Wasserstoffperoxid sind moderat reaktiv, konnen allerdings beide durch die
Haber-Weis-Reaktion in die deutlich reaktiveren und kurzlebigeren Hydroxylradikalen umge-
wandelt werden (*OH) [256].

ROS-Molekiile sind in der Lage, irreparable zellulare Schaden durch die Oxidation von Lipiden,
Proteinen und Nukleotiden hervorzurufen. Wahrend Lipid-Oxidationen die Zellwand schadi-
gen, induzieren ROS-vermittelte Protein-Carboxylierungen die Aggregation und Proteolyse
der betroffenen Proteine. Die Oxidation von DNA hingegen verursacht Doppelstrangbriiche
und Deletionen [256]. Unabhingig von den schadigenden Effekten dient die lokale und tempo-
rdare Akkumulation von ROS der Signaltransduktion und Redoxkontrolle. Wasserstoffperoxid
oxidiert beispielsweise die Thiolgruppen von Cysteinen verschiedener Peroxidasen und beein-
flusst so durch die Bildung von Disulfidbindungen die Funktionalitdt dieser Enzyme [265].
ROS induzieren weiterhin das Ende der Dormanz, da sie mit den Antagonisten der Keimung
(Gibberellinsaure und Abscisinsaure) interagieren [266]. Die Homdoostase von ROS entsteht
durch das Zusammenspiel von produzierenden und abbauenden Reaktionen. Einerseits induziert
und amplifiziert die NADPH-Oxidase die Produktion von Superoxidanionen [267]. Andererseits
entgiften und quenchen sowohl enzymatische als auch nicht-enzymatische Komponenten die
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verschiedenen ROS-Molekiile. Zu den nicht-enzymatischen Komponenten zdhlen unter ande-
rem Carotinoide, Glutathione, Tocopherole und Ascorbate [|256, 268]. Zu den enzymatischen
Komponenten gehoren neben den Superoxid-Dismutasen auch Katalasen, Guaiacolperoxidasen
und die Enzyme des Ascorbat-Glutathion-Zyklus. Katalasen und Guaiacol Peroxidasen entgiften
spezifisch Wasserstoffperoxid [256]. Katalasen dismutieren dabei Wasserstoffperoxide zu Wasser
und Sauerstoff als spezifische Reaktion auf bestimmte Stressbedingungen. Im Vergleich dazu
wird die Oxidation von Aromaten (bspw. Guaiacol) durch Peroxidasen durch eine Vielzahl von
Stressbedingungen induziert [256]. Innerhalb des Ascorbat-Glutathion-Zyklus wird Wasserstoff-
peroxid durch die sukzessive Oxidation und Reduktion von Ascorbat zu Glutathion und vice versa
unter Verbrauch von NADPH in Wasser umgewandelt [269} 270]. Die induzierte Genexpression
der entgiftenden Enzyme dient neben der direkten Anfarbung der Sauerstoffspezies als Marker
fiir ROS in planta [271].
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1.9. Ziel der Arbeit

TPR-Proteine bilden die evolutionir &dlteste Klasse innerhalb der Tandem-Repeat-Superfamilie
und weisen eine relativ stark konservierte Konsensussequenz auf. Dariiber hinaus vermitteln
TPR-Proteine vor allem Protein-Protein-Interaktionen und sind haufig an der Stabilisierung
grofSerer Protein-Komplexe beteiligt. Von den bisher identifizierten plastidaren TPR-Proteinen
ist eine Vielzahl an Prozessen wie der Assemblierung der Photosysteme, der plastidaren Genex-
pression und der Regulation der Chlorophyllbiosynthese beteiligt [197]. Fiir die meisten der in
Synechocystis und Chlamydomonas reinhardtii identifizierten und charakterisierten TPR-Proteine
wurden die entsprechenden Homologe in hoheren Pflanzen bereits identifiziert. Eine Ausnahme
hierbei ist Pitt, das in Synechocystis die Verbindung zwischen der Chlorophyllbiosynthese und
der Integration von Chlorophyllen in die assemblierenden photosynthetischen Untereinheiten
vermittelt. Wie diese Verbindung in hoheren Pflanzen organisiert sein konnte, ist grofSten-
teils unbekannt. Aus diesem Grund war ein Schwerpunkt dieser Arbeit die Identifikation des
Pitt-Homologs in Arabidopsis. Zudem sollten weitere interessante TPR-Proteine identifiziert
werden, welche an der Regulation der Chlorophyllbiosynthese oder der Chloroplastenbiogenese
beteiligt sein konnten. Zur Identifikation des Pitt-Homologs sollte eine Liste mit potenziellen
Kandidaten erstellt werden, welche sich durch eine hohe Sequenzidentitit im Vergleich zu
Pitt sowie einen dhnlichen Aufbau der einzelnen Domédnen und Motive auszeichnen. Mittels
verschiedener Interaktionsanalysen sollten die vielversprechendsten Kandidaten hinsichtlich
moglicher Interaktionen zu POR und weiteren Proteinen der TBS untersucht werden. AufSer-
dem sollte die funktionelle Relevanz dieser Kandidaten in Arabidopsis untersucht werden. Aus
diesem Grund sollten T-DNA-Insertionslinien der selektierten TPR-Proteine, vor allem hinsicht-
lich der steady state Gehalte von Chlorophyllen und TBS-Intermediaten sowie der Stabilitdt
und subzellularen Lokalisation von POR und weiteren TBS-Enzymen, untersucht werden. Mit
Hilfe dieser Ansatze sollte das potenzielle Pitt-Homolog in Arabidopsis identifiziert werden,
welches ebenfalls hinsichtlich einem potenziellen Einfluss auf Assemblierung der photosyn-
thetischen Untereinheiten charakterisiert werden sollte. Anders als in Synechocystis konnten
in Pflanzen bisher keine Biogenesezentren nachgewiesen werden. Somit ist kein spezifischer
Ort fiir die Assemblierung der Photosysteme und Inkorporation der Chlorophylle in hoheren
Organismen bekannt. Um dennoch den Einfluss des potenziellen Pitt-Homologs auf die de
novo Assemblierung der photosynthetischen Komplexe untersuchen zu konnen, sollten die
entsprechenden T-DNA-Insertionslinien wahrend der Deetiolierung untersucht werden. Da
TBS-Intermediate hdufig eine Ursache fiir die Produktion von ROS sind, sollte ebenso untersucht
werden, inwiefern sich das Fehlen des potenziellen Pitt-Homologs auf die Anreicherung von
ROS auswirkt. Schlussendlich sollte der Einfluss des Pitt-Homologs sowie weiterer interessan-
ter TPR-Kandidaten auf die TBS und die Abundanz der photosynthetischen Komplexe unter
verschiedenen Stressbedingungen charakterisiert werden.
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2. Ergebnisse

2.1. Auswahl der TPR Proteine
2.1.1. Auswahl der Kandidaten fiir die weiterfithrenden Arbeiten

In Arabidopsis thaliana wurden 21 plastidar lokalisierte TPR-Proteine vorhergesagt [197]. Un-
abhingig davon, wurde unter Zuhilfenahme verschiedener Datenbanken (Tair, Chloroplast-
Databasell, Uniprot) eine Liste von potenziell plastidar lokalisierten TPR-Proteinen erstellt,
welche sich als Kandidaten fiir weitere Untersuchungen eignen wiirden (Tab.[2.1)). Der Fokus
lag hierbei zum einen auf TPR-Proteinen mit bislang unbekannter Funktion, zum anderen
sollte das mogliche Pitt-Homolog in Arabidopsis thaliana identifiziert werden. Da vor allem die
TPR-Domaine eine entscheidende Rolle fiir die Funktionalitdt der TPR-Proteine spielt und diese
meist unabhingig von anderen Doménen agiert, wurde lediglich die 182 Aminosduren lange
TPR-Domaéne der Pitt-Peptidsequenz verwendet, um mittels Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) nach einem potenziellen Homolog zu suchen. Aufgrund der komplexen Aminosaure-
zusammensetzung des TPR-Motivs ist die Einteilung dieser durch die Algorithmen der Daten-
banken nicht immer zuverlassig. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe von TPRpred verifiziert, dass
es sich bei den gewidhlten Kandidaten mit iiber 99 %iger Wahrscheinlichkeit um TPR-Proteine
handelte (Tab. 2.1)). Des Weiteren wurde mittels TPRpred die Lange der TPR-Doméne und die
Anzahl der Motive bestimmt (Tab. [2.1)). Die Vorhersage der plastiddaren Lokalisation erfolgte
mit Hilfe von ChloroP (Tab. [2.1I). Jene Kandidaten, welche gemaf$ ChloroP iiber kein Transit-
peptid verfiigten, wurden erneut mittels CellPloc2.0 iiberpriift. Fiir drei der 18 selektierten
TPR-Proteinen war zu Beginn der Arbeit bereits eine Funktion beschrieben: FLU, LPA1 und
SG1. Zur Identifikation das putativen Pitt-Homologs wurde fiir alle gewdhlten TPR-Proteine
mittels Needleman-Wunsch Global Alignment die Sequenzidentitdt und -dhnlichkeit zur Pitt TPR-
Domaine bestimmt. Da die transmembrane Doméne von Pitt entscheidend fiir die Funktionalitat
des Proteins ist, wurde fiir alle Kandidaten mittels des TMHMM Server tiberpriift, ob diese eine
solche Doméne ausweisen (Tab.[2.T). Die vielversprechendsten Kandidaten wurden aufgrund
einer hohen Sequenzihnlichkeit zur TPR-Domaéne von Pitt (iiber 40 %), einer vergleichbaren
Lange der TPR-Doméne und dhnlichen Anzahl von TPR-Motiven (5 + 1) ausgewdhlt. Infolgedes-
sen fiel die Wahl auf die folgenden fiinf TPR-Proteine fiir weiterfiihrende Analysen: At1g78915
(TPR1), At3g18420 (SG1), At4g39470 (TPR4), At5g02590 (TPR7) und At3g53560 (TPRY).
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Tabelle 2.1. — Liste der plastidédr lokalisierten TPR-Proteine. Die selektierten TPR-Proteine sind nach der absteigenden Ahnlichkeit zur TPR-Doméne von Pitt sortiert.
Angegeben wurde die ATG-Identifikationsnummer und die Bezeichnung in den weiterfiihrenden Analysen. Weiterhin wurde der durch TPRpred kalkulierte p-Wert angegeben sowie
die daraus errechnete Wahrscheinlichkeit, dass es sich um ein TPR Protein handelte. Durch TPRpred wurde aufRerdem die Anzahl der TPR-Motive sowie die Linge der TPR-Doméne
bestimmt. Vier der untersuchten TPR-Proteine hatten nach ChloroP kein plastidares Transitpeptid, allerdings wurde fiir diese die plastiddare Lokalisation mittels Cell-PLoc 2.0
vorhergesagt. Die durch TPRpred bestimmte Lange der TPR-Doméne wurde ebenso angegeben wie deren Sequenzihnlichkeit zur Pitt TPR-Domaéne. Zusdtzlich wurde der prozentuale
Anteil an identischen Aminoséduren und Liicken im Alignment berechnet. Das Vorhandensein einer Transmembrandoméne (TM) wurde ebenfalls untersucht (+: TM vorhanden; -:
keine TM vorhanden).

ATG Nummer TPRpred % TPR ChloroP Linge TPR-Doméne Motivanzahl Ahnlichkeit Identitit Liicken TM
SG1 At3g18420 4.7E-25 100% 0,570 176 AS 5 49 % 26 % 3% -
At4g39470 1.8E-19 100% 0,510 175 AS 6 49 % 25% 5% -
At1g78915 2.4E-22 100% 0,540 187 AS 5 45 % 26 % 3% +
At5g02590 3.3E-23 100% 0,519 210 AS 6 41 % 25% 4% -
At3g53560 3.5E-20 100% 0,575 177 AS 5 46 % 23% 4% -
At2g37400 1.5E-21 100% 0,580 211 AS 7 40 % 22% 3% -
At3g09490 1.2E-23 100% 0,563 211 AS 6 35 % 19 % 2% -
At4g37210 9.1E-18 100 % Cell-PLoc 2.0 236 AS 3 33 % 19 % 22 % -
FLU At3g14110 4.8E-15 99,99 % Cell-PLoc 2.0 72 AS 3 28 % 16 % 38 % +
At1g15290 2.1E-15 99,99 % Cell-PLoc 2.0 202 AS 5 32 % 16 % 14 % -
At3g16760 6.3E-22 100% 0,563 108 AS 3 25% 15 % 42 % -
At5g10090 0.0E+00 100% 0,521 336 AS 9 26 % 14 % 45 % -
At3g26580 8.9E-12 99,70 % Cell-PLoc 2.0 72AS 2 18 % 12 % 62 % +
At3g05625 1.0E-11 99,68 % 0,545 68 AS 2 20 % 11% 63 % -
At4g10840 0.0E+00 100% 0,582 410 AS 10 20 % 11% 55 % -
At2g31240 0.0E+00 100% 0,540 528 AS 13 16 % 10 % 65 % -
At5g53080 1.6E-36  100% 0,567 414 AS 10 18 % 10 % 56 % -

LPA At1g02910 1.6E-12 99,87 % 0,534 71 AS

N

16 % 9 % 62 % -

9sSIUQqa31q
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2.1.2. Interaktionsanalysen der ausgewahlten Kandidaten

Ein entscheidendes Kriterium fiir die weiterfiihrenden Analysen der gewihlten Kandidaten
war deren Vermogen, mit einer oder mehreren POR-Isoformen aus Arabidopsis zu interagie-
ren. Dariiber hinaus wurde iberpriift, ob die Kandidaten ebenfalls in der Lage sind, andere
Schliisselenzymen der TBS zu binden. Fiir die Interaktionsanalysen wurden zwei verschiedene
in vivo Ansitze gewahlt: zum einen das Split-Ubiquitin-System, zum anderen die Bimolekulare
Fluoreszenzkomplementation (BiFC). In beiden Verfahren werden die entsprechenden putativen
Interaktionspartner heterolog zur Uberexpression gebracht.

2.1.2.1. Split-Ubiquitin-Interaktionsanalysen ausgewahlter TPR-Proteine

Die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen mittels Split-Ubiquitin-Analysen basiert
auf dem Wachstum von co-transformierten Hefezellen auf Selektionsmedium. Die Bestatigung
der erfolgreichen Co-Transformation beider zu testenden Interaktionspartner erfolgt auf Medi-
um ohne Leucin und Tryptophan (-1t) (siehe Anhang[.1). Dariiber hinaus resultierte eine positive
Interaktion im Wachstum der Zellen auf Minimalmedium ohne Histidin, Uracil, Leucin und
Tryptophan (-hult). Um mogliche falsch positive Interaktionen zu eliminieren, wurde zuséatzlich
3-Amino-1,2,4-Triazole (3AT) hinzugefiigt. Von den fiinf selektierten Kandidaten zeigten vier
das Potenzial mit mindestens einer POR Isoform aus Arabidopsis zu interagieren (Abb. [2.1).
Wihrend TPR1 und SG1 mit allen drei Isoformen interagierten, traf dies im Falle von TPR7
und TPRO nur fiir zwei Isoformen, PORA und PORB, zu (Abb. [2.1). Somit kamen diese vier
TPR-Proteine weiterhin als Pitt-Homolog in Frage. Im Vergleich dazu deutete nichts auf eine
Interaktion zwischen TPR4 und POR hin (Abb. [2.1).

pDHB1 -hult + 20 mM 3AT
MG[UTRl GWTR2 PPO1 CHLM CHL27 PORA PORB PORC DVR CHLG
leerer
Vektor

TPR1

TPR4

Abbildung 2.1. - Interaktionsanalysen der selektierten TPR-Proteine zu Schliisselenzymen der TBS
mittels Split-Ubiquitin. Die gewéhlten TPR-Proteine wurden in den pNub Vektor kloniert, wahrend die Enzyme
der TBS in den pDHBI1 Vektor kloniert wurden. Die zu testenden Interaktionspartner wurden in Hefe co-
transformiert und auf Selektionsmedium angezogen. Bei einer Interaktion beider Partner resultierte dies
im Wachstum der Hefezellen auf Minimalmedium ohne Histidin, Uracil, Leucin und Tryptophan (-hult). Zur
zusdtzlichen Reduktion falsch positiver Interaktionen wurden 20 mM 3-Amino-1,2,4-Triazole (3AT) hinzugefiigt.
Das Wachstum der Zellen wurde nach vier Tagen bei 30 °C festgehalten.

TPR7

TPR9
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Dariiber hinaus interagierten TPR1 und SG1 ebenfalls mit beiden GluTR Isoformen sowie CHL27
(Abb. [2.T). Zusitzlich dazu zeigte SG1 ebenfalls eine Interaktion zu weiteren Enzymen der Chlo-
rophyllbiosynthese (CHLM und DVR). Im Vergleich dazu wiesen TPR7 und TPR9 ein weniger
breites Interaktionsmuster auf. Wahrend TPR7 zuséatzlich mit DVR interagierte, konnten fiir
TPRO keine weiteren Interaktionspartner unter den getesteten Enzymen der TBS identifiziert
werden.

Neben den TBS-Enzymen sind eine Vielzahl von Proteinen bekannt, welche die Stabilitit die-
ser beeinflussen und somit die TBS regulieren. Dementsprechend wurden die fiinf gewdhlten
TPR-Proteine mit den wichtigsten Regulatoren der TBS co-transformiert und auf mogliche
Interaktionen hin untersucht (Abb.[2.2). Im Falle von TPR1 iiberlebten wenige Zellen in Kombi-
nation mit YCF54, ein mogliches Zeichen fiir eine schwache, unspezifische oder falsch positive
Interaktion (Abb. . Ahnliches traf auf drei weitere TPR-Proteine (TPR4, TPR7 und TPRY) in
Kombination mit GUN4 zu. SG1 interagierte mit nahezu allen getesteten Regulatoren der TBS.
Die einzige eindeutig positive Interaktion konnte hierbei zu GUN4 nachgewiesen werden, wih-
rend die Interaktionen zwischen SG1 und FLU, YCF54 sowie LIL3.2 ein schwaches Zellwachstum
hervorriefen. Moglicherweise handelt es sich bei SG1 um ein sehr affines Protein, was das breite
Interaktionsmuster erklaren konnte. Welche Interaktionen hierbei von biologischer Relevanz
sind, ist eine Fragestellung fiir die weiterfiihrenden Analysen. Interessanterweise interagierten
sowohl TPR1 als auch SG1 mit den Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes: GIuTR,
CHL27 und POR. Wahrend SG1 dabei auch mit FLU interagierte, traf dies auf TPR1 nicht zu (Abb.
2.2). Die Analyse von Interaktionen mittels des Split-Ubiquitin-Verfahrens diente als erster
Anhaltspunkt fiir mogliche Interaktionspartner und bedurfte der Verifikation mit einer weiteren
in vivo Methode.

pDHB1 -hult + 20 mM 3AT
Nub FLU GUN4 YCF54 LIL3.1 LIL3.2
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Abbildung 2.2. — Interaktionsanalysen der selektierten TPR-Proteine zu Regulatoren der TBS mit-
tels Split-Ubiquitin. Die zu testenden Interaktionspartner wurden jeweils in pNUB oder pDHB1 Vektoren
kloniert, in Hefe co-transformiert und auf Selektionsmedium angezogen. Die gewdhlten TPR-Proteine wurden
dabei in pNUB kloniert, wihrend die Regulatoren der TBS in den pDHB1 Vektor kloniert wurden. Die positive
Co-Transformation beider Vektoren wurde mit Medium ohne Leu und Tyr (-1t) {iberpriift. Im Falle einer posi-
tiven Interaktion konnten die Hefezellen auf Minimalmedium ohne Histidin, Uracil, Leucin und Tryptophan
(-hult). wachsen. Es wurden 20 mM 3-Amino-1,2,4-Triazole (3AT) hinzugefiigt, um die Rate an falsch positiven
Interaktionen zu minimieren. Das Wachstum der Zellen wurde nach vier Tagen bei 30 °C festgehalten.
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2.1.2.2. BiFC-Interaktionsanalysen ausgewahlter TPR-Proteine

Fiir die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen mittels BiFC wurden die zu testenden Kombi-
nationen mit jeweils einer Hélfte des yellow fluorescent protein (YFP) fusioniert und in Nicotiana
benthamiana co-infiltriert. Im Falle einer Interaktion zwischen beiden Proteinen fiihrte dies zur
Rekonstitution des YFPs und demzufolge zur Wiederherstellung der Fluoreszenz bei 527 nm.
Der Vorteil dieser Methode war, dass durch die vorhandenen Transitpeptide der Zielproteine
der Interaktionsort tiberpriift werden konnte. Da alle Interaktionen im Chloroplasten vermutet
wurden, wurde die Chlorophyll-Autofluoreszenz genutzt um dies zu bestatigen.

In den BiFC-Analysen konnten die Interaktionen von TPR1 zu GluTR1, CHL27, PORB und PORC,
jedoch nicht zu PORA, bestétigt werden (Abb.[2.3). Dariiber hinaus interagierte TPR1 mit GBP
und FLU (Abb.[2.3). Dies war im Fall von FLU unerwartet, da in Split-Ubiquitin-Analysen keine
Interaktion zwischen TPR1 und FLU nachgewiesen werden konnte (Abb. [2.2). Moglicherweise
wurde die Interaktion in planta durch einen weiteren Partner vermittelt. AufSerdem zeigte sich,
dass TPR1 keine Homodimere ausbildete (Abb.[2.3).

Chlorophyll

Uberlagerun

YFP-Signal Chlorophyll  Uberlagerung

TPRl YFP, CHL27-YFP,,
X

TRRL- YFP, TPR1-YFP,

YFP- S‘nal
TPRl YFP,
GBP- YFP

TPR1 YFP, TPR1-YFP,
X

GluTRl YFP, PORA-YFP_

TPR1-YFP,
X

PORB-YFP,

TPRl YFP, TPRL-YFP,
X

FLU- YFP PORC-YFP,

B GluTR1 CHL27 PORA PORB PORC

TPR1 Split Ubiquitin

BiFC

Abbildung 2.3. — Interaktionsanalysen von TPR1 zu Proteinen der TBS mittels BiFC. (A) Die zu tes-
tenden Interaktionspartner wurden mit der N-terminalen (YFPy) oder C-terminalen (YFP¢) Hilfte von YFP
fusioniert und in Nicotiana benthamiana co-infiltriert. Im Falle einer Interaktion wurde die gelbe Fluoreszenz des
rekonstituierten YFPs mittels Laserscanmikroskopie detektiert (YFP-Signal). Zusatzlich wurde die Chlorophyll-
Autofluoreszenz nachgewiesen (Chlorophyll). Die angegebene Skalierung entspricht 20 ym. (B) Vergleichende
Ubersicht der Ergebnisse der Split-Ubiquitin- und BiFC-Analysen. Im Falle einer positiven Interaktion wurde
das entsprechende Feld griin unterlegt, wihrend eine ausbleibende Interaktion blau unterlegt wurde. Sollte die
Interaktion mit einem der beiden Ansétze nicht untersucht wurden sein, wurde das entsprechende Feld grau
schraffiert unterlegt.

Fiir die genauere Analyse der putativen Bindestelle von TPR1 an GIuTR1 wurden zwei GluTR1-
Deletionskonstrukte verwendet: Zum einen wurde die aminoterminale HBD (AHBD ), zum
anderen die carboxyterminale FBD (AFBD) entfernt. Bei der Co-Transformation von TPR1 mit
GluTR1-AHBD konnte keine Interaktion nachgewiesen werden (Abb.[2.4). Im Vergleich dazu
interagiert TPR1 weiterhin mit GluTR1-AFBD (Abb. [2.4). Dies zeigte, dass TPR1 eher an im
aminoterminalen als im carboxyterminalen Bereich von GluTR1 bindet.
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YFP-Signal Chlorophyll  Uberlagerung

TPR1-YFP,
X
AHBD-YFP_

. . . s

X
AFBD-YFP,

Abbildung 2.4. - Interaktionsanalysen zwischen TPR1 und GluTR-Deletionskonstrukten mittels BiFC.
Die zu testenden Interaktionspartner wurden mit der N-terminalen (YFPy) oder C-terminalen (YFP¢) Hilfte
von YFP fusioniert und in Nicotiana benthamiana co-infiltriert. Im Falle einer Interaktion wurde die gelbe
Fluoreszenz des rekonstituierten YFPs mittels Laserscanmikroskopie detektiert (YFP-Signal). Zusatzlich wurde
die Chlorophyll-Autofluoreszenz genutzt, um die Lage der Chloroplasten nachzuweisen (Chlorophyll). Die
angegebene Skalierung entspricht 20 pm. GIUTRAHBD - GIuTR ohne Him-Bindedoméne; GIUTRAFBD - GIuTR
ohne FLU-Bindedomine

Fiir SG1 konnten mittels BiFC die Interaktionen zu GluTR1, PORB, PORC, GUN4 und LIL3
bestatigt werden (Abb. [2.5). Allerdings waren die Signale in Kombination von SG1 mit PORC
und LIL3.2 schwach (Abb. [2.5). Ahnliches traf im Falle der SG1-Homodimerbildung zu. Die
schwachen Signale konnten ein Hinweis auf unspezifische Interaktionen sein. Die Interaktion
von SG1 zu PORA konnte mit dieser Methode nicht bestétigt werden (Abb. [2.5).

A__ YFP-Signal Chlorophyll  Uberlagerung YFP-Signal Chlorophyll

Uberlagerung

SGL-YFP, SGL-YFP,
X X
SG1-YFP, PORC-YFP,
SGL-YFP, GUN4-YFP,
X X
GWTRL-YFP, SGL-YFP,
SGL-YFP, SG1-YFP,
X X
PORA-YFP, LIL3.1-YFP,
SG1-YFP, SG1-YFP,
X X
PORB-YFP, LIL3.2-YFP,
B GWTRL  PORA  PORB  PORC  GUN4  LIL31  LIL3.2 SG1

sG1 Split Ubiquitin

BiFC

Abbildung 2.5. — Interaktionsanalysen von SG1 zu Proteinen der TBS mittels BiFC. (A) Die zu tes-
tenden Interaktionspartner wurden mit der N-terminalen (YFPy) oder C-terminalen (YFP() Halfte von YFP
fusioniert und in Nicotiana benthamiana co-infiltriert. Im Falle einer Interaktion wurde die gelbe Fluores-
zenz des rekonstituierten YFPs mittels Laserscanmikroskopie detektiert (YFP-Signal). Zuséatzlich wurde die
Chlorophyll-Autofluoreszenz genutzt, um die Lage der Chloroplasten nachzuweisen (Chlorophyll). Die an-
gegebene Skalierung entspricht 10 um. (B) Vergleichende Ubersicht der Ergebnisse der Split-Ubiquitin- und
BiFC-Analysen. Im Falle einer positiven Interaktion wurde das entsprechende Feld griin unterlegt, wiahrend
schwache Interaktionen beige und ausbleibende Interaktionen blau unterlegt wurden. Sollte die Interaktion
mit einem der beiden Ansédtze nicht untersucht wurden sein, wurde dieses grau schraffiert dargestellt.
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Auffallig ist, dass bei den Interaktionen von SG1 zu GluTR1, PORB und GUN4 die rekonstituier-
ten YFP-Signale in sehr distinkten Bereichen innerhalb des Chloroplasten zu beobachten waren.
Diese fleckenartigen Signale entsprechen wahrscheinlich den plastidiaren Nukleoiden. Diese
Kernédquivalente der plastidaren DNA sind Orte mit hoher Transkriptions- und Translationsrate
und liegen haufig in unmittelbarer Nahe zu den Thylakoidmembranen vor [272]. Diese Lokalisa-
tion konnte ein Hinweis auf eine Funktion von SG1 im Zusammenhang mit der Transkription
oder Translation im Chloroplasten sein.

Fiir TPR7 konnte die Interaktion zu PORA und PORB mittels BiFC bestitigt werden. Dariiber
hinaus interagierte TPR7 in BiFC-Analysen, anders als im Split-Ubiquitin-Verfahren, ebenfalls
mit der dritten POR-Isoform PORC (Abb. 2.6).

A YFP-Signal Chlorophyll  Uberlagerung TPR7
Split .
TPR7-YFP, Ubiquitin| B¢
X
PORA
PORA-YFP_ PORB
PORC
TPR7-YFP,
X
PORB-YFP_
TPR7-YFP,,
X
PORC-YFP_

Abbildung 2.6. - Interaktionsanalysen von TPR7 zu Proteinen der TBS mittels BiFC. Die zu testenden
Interaktionspartner wurden mit der N-terminalen (YFPy) oder C-terminalen (YFP¢) Hélfte von YFP fusio-
niert und in Nicotiana benthamiana co-infiltriert. Im Falle einer Interaktion wurde die gelbe Fluoreszenz des
rekonstituierten YFPs mittels Laserscanmikroskopie detektiert (YFP-Signal). Zusdtzlich wurde die Chlorophyll-
Autofluoreszenz genutzt, um die Lage der Chloroplasten nachzuweisen (Chlorophyll). Die angegebene Skalie-
rung entspricht 20 um. (B) Vergleichende Ubersicht der Ergebnisse der Split-Ubiquitin- und BiFC-Analysen. Im
Falle einer positiven Interaktion wurde das entsprechende Feld griin unterlegt, wiahrend eine ausbleibende
Interaktion blau unterlegt wurde.

Leider konnte TPR9Y in Nicotiana benthamiana nicht zur Expression gebracht werden. Die Expres-
sion wurde dabei mit Hilfe von spezifischen Antikorpern, welche gegen die jeweiligen YFP-Hilfte
gerichtet war, untersucht. Leider konnte weder TPR9-YFPy noch TPR9-YFP auf diese Weise
nachgewiesen werden (Anhang[.3). Somit konnte fiir TPR9 die Interaktion zu den drei POR
Isoformen nicht durch eine weitere Methode verifiziert werden.
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2.1.3. Phylogenetische Analyse und Auswahl der TPR-Proteine

Die TPR-Doméinen der fiinf gewdhlten TPR-Proteine zeigten alle eine vergleichbare Sequenz-
identitat (zwischen 23 % und 26 %) zur TPR-Domaine von Pitt. Ahnliches traf fiir die Sequenz-
ahnlichkeit zu (Tab. [2.1). Dariiber hinaus interagierten vier der fiinf TPR-Proteine in einem
heterologen System mit mindestens einer POR Isoform. Fiir einen detaillierteren Einblick in
die mogliche evolutiondre Beziehung zwischen Pitt und den potenziellen Arabidopsis thalia-
na Homologen wurden die Aminosauresequenzen der TPR-Domaénen aller Kandidaten fiir ein
multiples Sequenz Alignment genutzt, welches mit Hilfe von MUSCLE (MUltiple Sequence Compa-
rison by Log-Expectation) erzeugt wurde. Der phylogenetische Baum wurde unter Zuhilfenahme
der MEGA-X Software visualisiert (Abb.[2.7). Anhand des erstellten phylogenetischen Baumes
wurde deutlich, dass TPR1 die engste verwandtschaftliche Beziehung zu Pitt aufweist.
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Abbildung 2.7. - Analyse der phylogenetischen Beziehungen zwischen Pitt und den selektierten TPR-
Kandidaten. Die TPR-Doménen der fiinf gewédhlten Kandidaten sowie von Pitt wurden fiir das multiple Sequenz
Alignment genutzt. FLU wurde hierbei als Kontrolle verwendet. Basierend auf einem durch MUSCLE (MUltiple
Sequence Comparison by Log-Expectation) erstellten multiplen Sequenz Alignment wurde mit der Maximum
Likelihood Methode und dem auf der Jones-Taylor-Thornton (JTT)-Matrix basierenden Model der wahrschein-
lichste phylogenetische Baum erzeugt. Die Visualisierung erfolgte durch die MEGA-X Software. Die angegebene
Skalierung entspricht der Anzahl an Substitutionen pro Position.

Nach TPR1 weist TPR4 die wenigsten Substitutionen im Vergleich zu Pitt auf (Abb.[2.7). Aller-
dings konnte keine Interaktion zwischen TPR4 und POR in vivo nachgewiesen werden, weswegen
TPR4 von den weiterfiihrenden Analysen ausgeschlossen wurde. Die TPR-Domaéne von SG1 hatte
die hochste Sequenzidentitdt zur TPR-Doméne von Pitt (Tab. [2.1), allerdings eine intermedidre
verwandtschaftliche Beziehung (Abb.[2.7). SG1 wurde 2014 als eine wichtige Komponente der
Chloroplastenbiogenese identifiziert [212] und interagiert dariiber hinaus mit einigen Proteinen
der TBS (Abschnitt[2.1.2). Insofern war SG1 ein interessanter Kandidat fiir weitere Untersuchun-
gen. TPR7 und TPR9 zeigten eine enge phylogenetische Verbindung zueinander und interagieren
in vivo mit mindestens zwei der Arabidopsis POR Isoformen. Obwohl beide TPR-Proteine nicht
als Pitt-Homolog in Frage kommen, besteht die Moglichkeit, dass sie an der Regulation von
POR beteiligt sind. FLU wies wie erwartet die geringste evolutiondre Verbindung zu Pitt auf.
Anhand der Interaktionsstudien sowie der phylogenetischen Daten wurde deutlich, dass TPR1
der geeignetste Kandidat fiir das Pitt-Homolog in Arabidopsis ist. Dariiber hinaus war TPR1 das
einzige der fiinf TPR-Proteine, welches genau wie Pitt iiber eine Transmembranhelix verfiigt.
Nichtsdestotrotz kann nicht ausgeschlossen werden, dass mehr als ein TPR-Protein fiir die
Regulation und subzellulidre Lokalisation von POR verantwortlich ist.
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Fiir die Analyse der funktionellen Relevanz der POR-interagierenden TPR-Proteine in planta
wurde mindestens eine transgene T-DNA-Insertionslinie fiir jeden Kandidaten mittels der Da-
tenbank des Salk Institute Genomic Analysis Laboratorys selektiert (Tab.[2.2). Diese Linien sollen
im weiteren Verlauf der Arbeit vor allem hinsichtlich der Stabilitdt von POR und dem Einfluss
auf die TBS charakterisiert werden. Fiir TPR1 wurden drei T-DNA-Insertionslinien gewahlt. Fiir
die drei weiteren Kandidaten SG1, TPR7 und TPR9 wurde jeweils eine T-DNA-Insertionslinie
selektiert, welche die T-DNA in dem jeweiligen Exon auswies.

Tabelle 2.2. — Ubersicht der ausgewiihlten T-DNA-Insertionslinien fiir weiterfiihrende Untersuchun-
gen. Die mittels der Datenbank des Salk Institute Genomic Analysis Laboratorys selektierten Linien wurden
mit der Identifikationsnummer des kodierenden Gens (ATG Nummer) sowie der in dieser Arbeit genutzte
Bezeichnung angegeben. Da die Linien entweder durch das SALK- oder GABI-KAT (GK) Institut erzeugt wurden,
wurde auch die Identifikationsnummer des Nottingham Arabidopsis Stock Center aufgefiihrt (NASC ID).

ATG Nummer NASCID Linienname Bezeichnung
TPR1(At1g78915) | N520398 SALK_020398 tpri-1
N484901 GK-885D01 tprl-2
N65556  SALK 022668 tprl-3

SG1 (At3g18420) | N469634 GK-726C10 sgl-2

TPR7 (At5g02590) | N413757 GK-144C05 tpr7

TPRO (At3g53560) | N571334 SALK 071334 tpr9
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2.2. Untersuchung von TPR1 als mégliches Pitt-Homolog
2.2.1. Phylogenetische Analyse der Pitt-Proteinsequenz

Der Vergleich zwischen den Proteinsequenzen von Pitt und TPR1 sollte einen detaillierteren
Einblick in dhnliche und verschiedene Bereiche liefern (Abb. [2.8). Das fiir TPR1 vorhergesagte
Transitpeptid wurde nicht mit in das Alignhment einbezogen. Sowohl Pitt als auch TPR1 verfiigen
iiber eine aminoterminale Transmembrandomaéne sowie eine carboxyterminale TPR-Doméne
mit jeweils fiinf TPR-Motiven. Vor allem im Bereich der Transmembrandoméine gibt es viele
Ubereinstimmungen zwischen beiden TPR-Proteinen. Ebenso weisen die fiinf identifizierten
TPR-Motive eine Reihe von identischen oder déhnlichen Aminoséduren auf (Abb. [2.8). Die Be-
reiche vor und nach den beiden charakteristischen Doméanen unterscheiden sich jedoch stark
voneinander. Wahrend TPR1 iiber eine aminoterminale Verldngerung verfiligt, weist Pitt eine
carboxyterminale Verlangerung auf. Dariiber hinaus ist der Bereich zwischen der Transmem-
brandomaine und der ersten TPR-Domaéne in Pitt im Vergleich zu TPR1 verkiirzt. Wahrend die
Bereiche mit hoher Ahnlichkeit hochstwahrscheinlich vergleichbare Funktionen beider Protei-
ne vermitteln, sind die unterschiedlichen Sequenzen womoglich die Folge einer individuelle
Anpassungen im jeweiligen Organismus.
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Abbildung 2.8. — Alignment von TPR1 und Pitt. Das hier dargestellte Alignment wurde mit Hilfe von
MUSCLE erzeugt und durch das Programm GeneDoc visualisiert. Identische und dhnliche Aminosduren sind
schwarz unterlegt. Die Konsensussequenz wurde unter dem Alignment angegeben. Ahnliche Aminosduren
wurden durch GeneDoc in acht verschiedene Gruppen klassifiziert: negativ geladene (1), positiv geladene (2),
amidische (3), hydroxylische (4), aliphatische (5), grofse (6), kleine (7) und schwefelhaltige (8) Aminoséduren.
Die Transmembrandoméine wurden griin unterlegt, wihrend die fiinf identifizierten TPR-Motive hell-bzw.
dunkelblau unterlegt wurden.

Um zu iiberpriifen, ob die bestimmten Unterschiede zwischen Pitt und TPR1 spezifisch fiir
Arabidopsis sind, oder ob sich diese schon friiher im Laufe der Evolution entwickelt haben,
wurde die Proteinsequenz von Pitt fiir die Suche nach méglichen Homologen in anderen Orga-
nismen verwendet. Bei Pitt/TPR1 handelt es sich um ein GreenCut-Protein, welches somit in
allen Photosynthese betreibenden Organismen vorliegt [273]. Fiir die Erstellung eines phyloge-
netischen Baumes wurden neben Pitt und TPR1 die Sequenzen der moglichen Pitt-Homologe
aus dem Cyanobakterium Anabaena variabilis, der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii und den
Monokotyledonen Oryza sativa, Sorghum bicolor und Zea mays verwendet. Als Vertreter der Di-
kotyledonen wurden Brassica rapa, Glycine max, Solanum lycopersicum und Vitis vinifera gewahlt.
Fiir das Moos Physcomitrella patens wurde durch BLAST ein mogliches Homolog identifiziert,
welches allerdings eine sehr geringe Sequenzahnlichkeit zu den anderen Pitt/TPR1-Homologen
aufweist und somit von dem weiteren Analysen ausgeschlossen wurde. Die Proteinsequenzen
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der moglichen Pitt/TPR1-Homologe wurden ohne die vorhergesagten Transitpeptide verwendet.
In A. variabilis und G. max wurden zwei mogliche Pitt-Homologe gefunden, welche beide in die
Analysen eingebunden wurden (Abb.[2.9). Die Duplikation der Pitt-Sequenz innerhalb eines
Genoms wurde lediglich fiir diese beiden Organismen nachgewiesen und ist somit kein Merkmal
einer bestimmten Gruppe.
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Abbildung 2.9. - Phylogenetischer Baum der mittels BLAST identifizierten Pitt/TPR1-Homologe. Ba-
sierend auf einem durch MUSCLE erstellten multiplen Sequenz Alignment wurde mit der Maximum Likelihood
Methode und dem auf Jones-Taylor-Thornton (JTT)-Matrix basierenden Model der wahrscheinlichste phylogene-
tische Baum erzeugt. Die Skalierung entspricht der Anzahl von Substitutionen pro Position. Der phylogenetische
Baum wurde mit Hilfe des Programms MEGA-X visualisiert.

Die errechnete evolutiondre Entwicklung der Pitt/TPR1-Sequenz entspricht den Erwartungen,
da sich die gewahlten Sequenzen entsprechend ihres phylogenetischen Stammbaums grup-
pieren (Abb.[2.9). Innerhalb der Magnoliopsida bilden sowohl die Monokotyledonen als auch
die Dikotyledonen eine homogene Gruppe (Abb. [2.9). Der erzeugte phylogenetische Baum
weifdt darauf hin, dass spezifische Substitutionen innerhalb der verschiedenen Taxa der Griinen
Linie auftraten. Fiir einen detaillierteren Einblick, welche Bereiche der Pitt/TPR1-Homologe
moglicherweise stiarker konserviert sind als andere, wurde ein multiples Sequenz Alignment
erzeugt (Abb.[2.10). Da das putative Pitt/TPR1-Homolog aus Chlamydomonas in einigen Be-
reichen sehr lange Insertionen aufweist (siehe Anhang[.5), wurde diese Sequenz aus Griinden
der Ubersichtlichkeit von dem hier angegebenen Alignment ausgeschlossen (Abb. 2.10). Die
beiden charakteristischen Domadnen wurden gemaf$ ihrer Einteilung in Arabidopsis farblich
unterlegt: in Griin die Transmembrandoméne, in Hell- bzw. Dunkelblau die fiinf identifizierten
TPR-Motive (Abb. [2.10). Wie im vorangegangenen Alignment zwischen Pitt und TPR1 wiesen
auch die Pitt/TPR1-Homologe anderer Organismen vor allem im Bereich der Transmembran-
und TPR-Domaine die grofiten Ubereinstimmungen auf (Abb. . Innerhalb der TPR-Domine
sind vor allem im Bereich des ersten TPR-Motivs einige Unterschiede zu verzeichnen, wihrend
das letzte TPR-Motiv die hochste Ahnlichkeit zwischen allen untersuchten Organismen aufweist
(Abb. [2.10). Charakteristisch fiir die Pitt/TPR1-Homologe hoherer Pflanzen war dariiber hinaus
eine 31 Aminosauren lange, aminoterminale Verlangerung direkt vor der Transmembrando-
méne (Abb. [2.10). Die in Pitt identifizierte carboxyterminale Verldngerung hingegen ist eine
Besonderheit der cyanobakteriellen Homologe. Die Verbindung zwischen der Transmembran-
und TPR-Doméine weifdt vor allem in hoheren Pflanzen eine hohe Ahnlichkeit auf. Allerdings
verfiigten alle untersuchten Organismen iiber einige konservierte Aminosduren direkt vor dem
ersten TPR-Motiv. Somit zeigte sich, dass einige der zuvor identifizierten Unterschiede zwischen
Pitt und TPR1 spezifisch fiir die Pitt/TPR1-Homologe der Cyanobakterien oder h6heren Pflanzen
sind.
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Abbildung 2.10. - Alignment der mittels BLAST identifizierten potenziellen Pitt/TPR1-Homologe verschiedener Organismen. Die verschiedenen potenziellen Pitt/TPR1-
Homologe wurde, ausgehend von der Proteinsequenz von Pitt aus Synechocystis sp. PCC 6803, mittels BLAST identifiziert. Fiir das multiple Sequenz Alignment wurden, neben der Pitt
und TPR1 Sequenz, die Sequenzen von Anabaena variabilis, Oryza sativa, Sorghum bicolor, Zea mays, Brassica rapa, Glycine max, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera und Arabidopsis
thaliana (TPR1) verwendet. Fiir eine bessere Ubersicht wurden die fiir Arabidopsis thaliana vorhergesagten Dominen und Motive farblich unterlegt: die Transmembrandoméne in
Griin, die fiinf TPR-Motive in Hell- bzw. Dunkelblau. Die Farbung der identischen bzw. dhnlichen Aminosduren nimmt mit dem Grad der Konserviertheit ab. Schwarz unterlegte
Aminosduren sind stark konserviert, wiahrend hellgrau unterlegte Aminosduren nur in wenigen Organismen identisch waren. Die Konsenssequenz wurde unterhalb des Alignments

angegeben.
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2.2.2. Produktion eines spezifischen TPR1-Antikorpers

Fiir die weiteren Untersuchungen von TPR1 in planta war ein spezifischer Antikorper unab-
dingbar. Da kein kommerzieller TPR1 Antikorper verfiigbar war, wurde dieser zu Beginn der
Arbeit auf Grundlage der AtTPR1 cDNA-Sequenz des Columbia-0 (Col-0) Okotyps erzeugt. Zur
spezifischen Aufreinigung des rekombinanten Proteins aus dem E. coli Extrakt wurde ein ami-
noterminaler Hexahistidin-Tag (6xHis) an die Sequenz von TPR1 angefiigt (Abb.[2.1TA). Das
kalkulierte Molekulargewicht des 6xHis-TPR1 Proteins lag bei 41 kDa. Das erstellte Konstrukt
wurde in pRIL Escherichia coli Zellen zur Uberexpression gebracht. Bereits eine Stunde nach
Induktion der Expression durch die Zugabe von Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
konnte eine zuséatzliche Bande im Gesamtproteinextrakt von E. coli detektiert werden, welche
in etwa dem erwarteten Molekulargewicht des rekombinanten TPR1 Proteins entsprach (Abb.
2.11B). Mittels des His-Tag spezifischen Antikorpers wurde bestitigt, dass es sich bei diesem Pro-
tein um das rekombinante 6xHis-TPR1 Protein handelte (Abb.[2.11]C). Trotz der vorhergesagten
Transmembrandomaéne lag ein Teil des exprimierten TPR1 Proteins in der l6slichen Zellfraktion
vor, was die Aufreinigung des Proteins unter nativen Bedingungen ermoglichte (Abb. [2.11]C, D).
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Abbildung 2.11. - Expression des rekombinanten 6xHis-TPR1 Proteins in E. coli. (A) Schematische Dar-
stellung des erzeugten 6xHis-TPR1 Proteins, welches auf Grundlage der AtTPR1 cDNA-Sequenz erzeugt und mit
einem aminoterminalen Hexahistidin-Tag versehen wurde. (B) Analyse von E. coli pRIL Gesamtproteinextrakten
vor und nach der Induktion der Expression mit 0,5 mM IPTG. Die Expression wurde iiber mehrere Stunden und
nach tiber Nacht (ii.N.) Wachstum der Zellkultur verfolgt. Nach dem Auftrennen der Proteinproben mittels 12
%iger SDS-Gele, gefolgt von der Farbung mit Coomassie, konnte eine zusétzliche Bande (Pfeil) detektiert werden.
(C) Immunologischer Nachweis des rekombinanten Proteins durch den His-Tag spezifischen Antikorper zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion der Expression mit IPTG. Die Zellkultur wurde nach drei Stunden
geerntet und in die 16sliche (1), membranassoziierte (m.a.) und Pellet (P) Fraktion unterteilt. (D) Native Aufrei-
nigung des exprimierten 6xHis-TPR1 Proteins. Das E. coli Lysat wurde auf eine Nickel-Nitriloessigsdure-Matrix
gegeben. Ungebundene Proteine wurden in der Durchflussfraktion (DF) aufgefangen, wiahrend unspezifische
gebundene Proteine durch mehrere Waschschritte (W1-W3) sowie eine Vorelution (VL) von der Sdule gewaschen
wurden. Die Elution der spezifisch gebundenen Proteine erfolgte durch Imidazol (Elution1-3; E1-E3).
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Fiir die Antikorperproduktion wurden insgesamt 2 mg des aufgereinigten 6xHis-TPR1 Proteins
zur Immunisierung zweier Kaninchen verwendet. Nach Abschluss der Immunisierung wurden
beide gewonnenen Seren gegen 1 pug des Antigens und ein Wildtyp (Col-0) Gesamtproteinextrakt
getestet (Abb. [2.12). Unter Verwendung des Antigens konnte ein Protein mit einem Molekular-
gewicht von 45 kDa nachgewiesen werden, welches dem rekombinanten 6xHis-TPR1 Protein
entsprach. Im Wildtyp Gesamtextrakt konnte mit beiden Seren auf Hohe von ca. 43 kDa eine
Proteinbande detektiert werden, welche dem kalkulierten Molekulargewicht von TPR1 in A.
thaliana entsprach. Beide Seren erzeugten weitere Signale tiber 50 kDa, welche vermutlich auf
unspezifische Kreuzreaktionen zuriickzufiihren sind. Beide Seren zeigten eine vergleichbare
Spezifitiat gegen das verwendete Antigen und wiesen wenige Kreuzreaktionen auf, weswegen
beide in einer Verdiinnung von 1:2000 ohne weitere Aufreinigung verwendet werden konnten.
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Abbildung 2.12. — Analyse zweier nach Abschluss der Immunisierung gewonnen Kaninchenseren.
Zur Immunisierung zweier Kaninchen wurden 2 mg des aufgereinigten 6xHis-TPR1 Proteins verwendet. Die
beiden gewonnenen Seren (# 08 und # 09) wurden in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt und gegen 1
pg des rekombinanten Proteins sowie ein Col-0 Gesamtproteinextrakt getestet. Die Proben wurden zuvor mit
einem 12 %igen SDS-Gel aufgetrennt.

2.2.3. Charakterisierung von TPR1 in Arabidopsis thaliana

Die Genexpression der meisten TBS-Enzyme ist lichtabhédngig und unterliegt der diurnalen Kon-
trolle. Um zu priifen, ob TPR1 eine dhnliche Abhidngigkeit zeigt, wurde der TPRI-Transkriptgehalt
tiber einen Zeitraum von 24 h eines Standard-Kurztag untersucht. Die Genexpressionen von
HEMA1 und PORB wurden als Kontrollen mit bekanntem Muster verwendet [49]. Die Genxpres-
sion von HEMA 1 unterlag hierbei wie erwartet der diurnaler Kontrolle mit einem maximalen
Transkriptgehalt zwei Stunden nach Beginn der Lichtphase und einem minimalen Transkriptge-
halt zwei Stunden nach Beginn der Dunkelphase (Abb.[2.13A). Die Genexpression von PORB
zeigte einen zu HEMA 1 vergleichbaren Verlauf. Das Maximum war allerdings im Vergleich zu
HEMA1 um vier Stunden in Richtung Tagesende verschoben (Abb. [2.13B). Im Vergleich dazu
verdndert sich der relative TPR1-Transkriptgehalt im Laufe eines Standard-Kurztag kaum und
unterliegt somit keinem diurnalen Rhythmus (Abb. [2.13[C). Vergleichbar zur TPRI-Expression
konnte keine Veranderung des TPR1-Proteingehalts iiber den selben Zeitraum detektiert wer-
den (Abb.[2.13E). Allerdings wurde fiir PORA/B ebenfalls keine signifikanten Veranderung der
Proteinakkumulation verzeichnet. Hierbei ist zu bemerken, dass der PORA/B Antikorper beide
POR-Isoformen erkennen kann. Da PORA allerdings in adultem Gewebe kaum vorliegt, kann
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davon ausgegangen werden, dass hier nur PORB detektiert wurde. Der Proteingehalt von GluTR1
stieg liber den Tag hinweg an und erreichte das Maximum um 14:00 Uhr und war somit um vier
Stunden zur maximalen Genexpression von HEMA1 verschoben (Abb. [2.13E).

Nach drei Tagen in Dunkelheit oder Schwachlicht war die Genexpression von TPRI repri-
miert, wihrend sie unter Starklicht-Bedingungen im Vergleich zum Normallicht induziert wurde
(Abb.[2.13D). Die TPRI-Expression zeigte somit eine direkte Abhdngigkeit zur Lichtintensitét.
Dartiber hinaus wurde die Repression oder Induktion durch ein kontinuierliches Lichtregime

verstarkt (Abb. [2.13D).
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Abbildung 2.13. - Analyse des TPR1 Transkript- und Proteingehalts im Wildtyp-Hintergrund
innerhalb eines Standard-Kurztags. Arabidopsis Keimlinge wurden fiir drei Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen. (A-C) Der mittels quantitativer PCR ermittelte Transkriptgehalt von HEMAI,
PORB und TPR1 wurde relativ zum Zeitpunkt 0:00 bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standard-
abweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten berechnet. (D) Nach vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen wurden die verwendeten Wildtyp-Pflanzen fiir drei Tage verschiedenen Lichtbedin-
gungen ausgesetzt: Schwachlicht (LL), kontinuierliches Schwachlicht (cLL), Starklicht (HL) oder kontinu-
ierliches Starklicht (cHL). Die gemessenen Transkriptgehalte wurde relativ zu den Werten unter Standard-
Anzuchtsbedingungen angegeben. (E) Immunologischer Nachweis der GluTR1, PORA/B und TPR1 Proteingehal-
te im Verlauf eines Standard-Kurztags. Die Proben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau
gefirbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen Proteine
wurden rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal angegeben.
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2.2.4. TPR1 ist ein chloroplastiddres, membranstandiges Protein

Bereits in den anfianglichen in silico Untersuchungen zeigte sich, dass TPR1 aufgrund der vor-
hergesagten Transmembrandoméane hochstwahrscheinlich ein plastidares Membranprotein
ist. Darliber hinaus wurde TPR1 durch massenspektrometrische Untersuchung in isolierten
Col-0 Thylakoidmembranen nachgewiesen [274]. Die Fraktionierung von intakten Chloroplas-
ten bestatigte, dass TPR1 ausschlieflich in der Membranfraktion vorliegt (Abb.[2.14A). LHCA1
und GSAT dienten als Markerproteine fiir die Membran- bzw. Stromafraktion. Hierbei fiel auf,
dass mittels des TPR1-Antikorpers zwei spezifische Banden detektiert werden konnten: eine
langsamer migrierende Bande auf Hohe von 43 kDa und eine schneller migrierende Bande auf
Hohe von 40 kDa (Abb. [2.14)A). Zur besseren Unterscheidung wurden diese zwei Banden in den
weiterfiihrenden Analysen als TPR143 und TPR14y bezeichnet. Das unterschiedliche Laufverhal-
ten der beiden TPR1-Proteine konnte durch die zwei vorhergesagten TPR1 Splicing-Varianten
erklart werden. Weiterhin konnte eine Prozessierung von TPR1 im Chloroplasten ebenso die
Ursache sein, wie posttranslationale Modifikationen.
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Abbildung 2.14. — Subzellulire Lokalisation von TPR1 in intakten Chloroplasten und isolierten Thy-
lakoidmembranen. (A) Fraktionierung von intakten Chloroplasten in Stroma- (S) und Membranfraktion (M).
(B) Subfraktionierung von isolierten Thylakoidmembranen mittels Differenzialzentrifugation. (C) Thermoly-
sinbehandlung von isolierten Thylakoidmembranen. Die Proben wurden fiir 30 min mit (+) und ohne (-) 500
ug Thermolysin auf Eis inkubiert. Alle Proben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau
gefdrbte Nitrocellulose Membran diente als Ladekontrolle. Die detektierten Proteine wurden rechts neben den
spezifischen immunologischen Signalen angegeben.

In fraktionierten Thylakoidmembranen konnte TPR1 in allen Fraktionen nachgewiesen werden
(Abb. [2.14B). Anders als im Gesamtchloroplastenextrakt war die Abundanz der TPR149-Bande
in den isolierten Thylakoidmembranen deutlich erh6ht (Abb. [2.14B). Eine mogliche Erklarung
hierfiir war, dass TPR143 auch in der Hiillmembran vorliegt, welche bei der Praparation der Thy-
lakoidmembranen verloren ging. Wahrend TPR1,3 in allen Subfraktionen gleichmifig verteilt
war, wurde TPR1,4 vor allem in den Grenzbereichen der Granastapel (Granamargins) detektiert
(Abb.[2.14B). Die Untereinheiten des PSII, D1 und LHCB1, wurden vorrangig in den Granasta-
peln nachgewiesen. Komplexe wie beispielsweise PSI und die ATP-Synthase, welche hier durch
LHCA1 bzw. die Beta Untereinheit (AtpB) reprdsentiert wurden, sind durch ihre Grof3e sterisch
an der Einwanderung in die Granastapel gehindert und liegen somit in den Granamargins und
Stromalamellen vor (Abb. [2.14B). TPR14 co-fraktionierte in diesem Untersuchungen vor allem
mit LHCA1, was ein Hinweis auf eine mogliche Co-Lokalisation mit PSI sein konnte. Um die
genaue Ausrichtung von TPR1 in der Membran zu untersuchen, wurden isolierte Thylakoid-
membranen einer TPR1-HA-Uberexpressionslinie (Abschnitt mit Thermolysin verdaut.
Der carboxyterminal angefligte Himagglutinin (HA)-Streptavidin (Strep)-Tag diente hierbei als
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zusdatzliche Kontrolle, da nicht bekannt war, an welchem Epitop der TPR1-Antikorper bindet.
Nach einer 30 miniitigen Behandlung von isolierten Thylakoidmembranen mit Thermolysin
konnte weder TPR1 noch der HA-Strep-Tag immunologisch nachgewiesen werden (Abb.[2.14C).
Als zusitzliche Kontrolle wurde die im Stroma lokalisierte FNR1 verwendet. Die Ergebnisse
der Thermolysinbehandlung sprechen fiir die Ausrichtung des carboxyterminalen Bereiches,
welcher die TPR-Domaéne enthilt, in Richtung Stroma.

2.2.5. Selektion von tprl Mutanten in Arabidopsis thaliana

Fiir die weiterfiihrenden Analysen hinsichtlich der Funktion von TPR1 in Arabidopsis wurden
drei T-DNA-Insertionslinien mittels der Datenbank des Salk-Instituts (Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory) ausgewiahlt und vom Nottingham Arabidopsis Stock Center geordert. Die
erste gewahlte Linie (Salk_020398; tpri-1) tragt die Insertion im ersten der 15 Introns des
TPR1 kodierenden Gens At1g78915 (Abb.[2.15]A). Die zweite Linie (GK-885D01; tpr1-2) trug die
Insertion in der 5’ untranslatierten Region (5’-UTR), wihrend in der dritten Linie (Salk_022668;
tpr1-3) die T-DNA im 15ten der 16 Exons lag, was den Verlust der 23 letzten Aminosduren
verursachen sollte (Abb.[2.15]A). Alle Untersuchungen der tpr1-Linien fanden im Vergleich zum
korrespondierenden Wildtyp (Col-0) statt. Die verwendeten Linien wurden hinsichtlich der
enthaltenen T-DNA selektiert. Die Homozygotie der T-DNA-Insertion wurde mittels spezifischer
Primer bestédtigt (Abb.[2.15B) und die Insertionsstelle wurde durch Sequenzierung verifiziert.

A tpri-1 tpri-3
.V N\

T-DNA | tpri-2

Col-0 tpr1-1  H,0 Col-0 tpri-2 H,0 Col-0 tpr1-3 H,0

1

Abbildung 2.15. — Selektion dreier tpr1 T-DNA-Insertionslinien in Arabidopsis thaliana. (A) Struktur
des At1g78915 Gens. Untranslatierte Bereiche wurden in hellgrauen, Exons in schwarzen Boxen dargestellt. Die
dazwischenliegenden Introns sind durch schwarze Striche gekennzeichnet. Die Lage der T-DNA der jeweiligen
tpr1-Linien sowie die in dieser Arbeit verwendeten Linienbezeichnungen wurden ebenfalls angegeben. (B)
Nachweis der Homozygotie der T-DNA-Insertion in den drei tprI-Linien mit Hilfe von spezifischen Primern. Es
wurde eine genspezifische (TPR1) und eine T-DNA spezifische Primerkombination gewédhlt. Die Auftrennung
der mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) gewonnen Amplifikate erfolgte in einem 1 %igen Agarosegel. (C)
Phinotyp von vier Wochen alten A. thaliana Pflanzen, welche unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen
wurden.
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Unter Standard-Kurztagbedingungen wiesen alle drei T-DNA-Insertionslinien hinsichtlich Pig-
mentierung und Wuchs einen zum Wildtyp vergleichbaren makroskopischen Phéanotyp auf (Abb.
2.15)C). In allen drei tpr1-Linien wurde durch das Einftigen der T-DNA der TPR1-Transkriptgehalt
auf unter 10 % des Wildtyp-Levels reduziert (Abb.[2.16A). In den Linien tprI-1 und tpri-2 konnte
mit dem TPR1-Antikorper eine schwache Proteinbande nachgewiesen werden, deren Intensitit
bei 1 bzw. 7 % im Vergleich zum Wildtyp lag (Abb.[2.16B). In der tpri-3-Linie konnte TPR1 nicht
mehr detektiert werden (Abb. [2.16B). Somit handelt es sich bei tpri-1 und tpr1-2 um starke
knockdown-Linien, wohingegen tpr1-3 hochstwahrscheinlich eine knockout-Linie ist. Dariiber
hinaus konnte damit bestitigt werden, dass der erzeugte Antikorper TPR1 spezifisch erkennt.
In allen tpri-Linien waren die Transkriptgehalte der weiteren TPR-Kandidaten kaum verdndert
(ADbb.[2.16[C). Lediglich in der tpri-3 Linie verdoppelte sich die SGI-Genexpression (Abb.[2.16(C).
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Abbildung 2.16. — Auswirkungen der T-DNA-Insertion auf die Genexpression und Proteinabundanz
von TPR1 und weiteren TPR-Kandidaten. (A) Der mittels quantitativer PCR ermittelte TPRI-Transkriptgehalt
in den drei selektierten tpri-Linien wurde relativ zum Wildtyp bestimmt. (B) Immunologischer Nachweis des
TPR1-Proteingehalts im Vergleich zu dem Wildtyp. Die Proben wurden mittels eines 12 %igen SDS-Gels
aufgetrennt. Die Ponceau geférbte grofse Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. (C) Der
mittels quantitativer PCR ermittelte Transkriptgehalt der weiteren TPR-Proteine mit hoher Ahnlichkeit zu Pitt in
den tpri-Linien wurde relativ zum Wildtyp bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus der Analyse von vier biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten berechnet.

Auf makroskopischer Ebene konnte kein Unterschied zwischen den drei tpri-Linien und dem
Wildtyp detektiert werden (Abb.[2.15[C). Der Chlorophyllgehalt der tpri-Linien bestétigte dies
grofitenteils (Abb. [2.17A). Lediglich die TPRI knockout-Linie tpr1-3 wies eine leicht reduzierte
Chlorophyllmenge auf (Abb. [2.17]A). Das Chlorophyll a zu Chlorophyll b (Chl a/b) Verhalt-
nis war allerdings in allen tpri1-Linien leicht reduziert (Abb.[2.17B). Eine Reduktion des Chl
a/b-Verhiltnisses wiirde fiir einen starkeren Effekt auf die photosynthetischen Kernkomplexe
als auf die Antennenkomplexen sprechen. Inwiefern sich die gemessenen Tendenzen auf die
Photosyntheseleistung auswirkten, sollten die nachfolgenden Untersuchungen zeigen. Da die
TPR1-Expression der Linie tpri-1 in spateren Generationen stark schwankte, was moglicher-
weise auf die Insertion im intronischen Bereich zuriickzufiihren ist, wurde diese Linie von den

weiteren Untersuchungen ausgeschlossen, sodass lediglich mit den Linien tpri-2 und tpri-3
weiter gearbeitet wurde.
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Abbildung 2.17. — Analyse der Chlorophyllgehalte in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp. (A)
Nach vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen wurde der Chlorophyllgehalt mittels HPLC bestimmt
und auf das verwendete Trockengewicht (TG) bezogen. (B) Aus den Chlorophyllgehalten wurde das Chl a/b
Verhiltnis errechnet. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen
Replikaten bestimmt.

2.2.6. Auswirkungen des TPR1-Verlustes auf die photosynthetische Leistung

Die photosynthetische Leistung von PSII wurde in den selektierten tpri-Linien mittels Puls-
amplitudenmodulation (PAM) in dunkel-adaptierten Pflanzen bestimmt. Die maximale (Fv/f,)
und effektive Quantenausbeute (®PSII) des PSII waren in den tprl-Linien im Vergleich zum
gleichbehandelten Wildtyp unverdndert (Tab. [2.3). Allerdings war das Nicht-Photochemische-
Quenching (NPQ) in beiden tpri-Linien reduziert (Tab.[2.3).

Tabelle 2.3. — Analyse der photosynthetischen Leistung von PSII mittels PAM in den tpri-
Linien im Vergleich zum Wildtyp. Die vermessenen Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen. Vor Beginn der Messung erfolgte eine 15 miniitige Dunkeladaption. An-
schliefsend wurde die maximale Quantenausbeute (Fvt,,), die effektive Quantenausbeute (®PSII) sowie das NPQ
bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten
ermittelt.

Parameter Col-0 tpri-2 tpri-3
Eyf, 0,840 + 0,004 0,837 0,009 0,836 + 0,003
®PSII 0,661 + 0,034 0,693 4+ 0,039 0,714 4+ 0,013
NPQ 0,366 + 0,023 0,263 + 0,145 0,282 + 0,024

Dariiber hinaus war die Akkumulation der photosynthetischen Komplexe, welche mittels Blau-
Nativen-Gelen analysiert wurden, in den tpri-Linien wildtypartig (Abb.[2.18A). In Ubereinstim-
mung damit wiesen alle untersuchten photosynthetischen Untereinheiten in den tpri-Mutanten
eine zum Wildtyp vergleichbare Abundanz auf (Abb.[2.18B). Einzig fiir CP47 wurde in beiden
tpr1-Linien ein reduzierter Gehalt nachgewiesen (Abb.[2.18B). Fiir die Untersuchung der PSI-
Leistung bot sich das 77K-Chlorophyllfluoreszenzverfahren an, da PSI bei Raumtemperatur nur
zu einem vernachldssigbaren Anteil zur Chlorophyllfluoreszenz beitriagt. Die gemessene Fluo-
reszenz wurde relativ zur maximalen Fluoreszenz des PSII bei 687 nm normiert. Hier zeigte sich
abermals, dass es keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp und den getesteten tpri-Mutanten
gab (Abb.[2.18[C). In Synechocystis 16st der Verlust von Pitt eine Destabilisierung des PSI aus. Im
Unterschied dazu konnte kein vergleichbarer Effekt fiir das potenzielle Pitt-Homolog TPR1 in
Arabidopsis thaliana verzeichnet werden. Dariiber hinaus fiihrte der Verlust von TPR1 zu keiner
pragnanten Auswirkung auf die photosynthetische Leistung oder die Zusammensetzung der
photosynthetischen Komplexe.
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Abbildung 2.18. - Analyse der photosynthetischen Komplexe in isolierten Thylakoidmembranen so-
wie der photosynthetischen Leistung von PSI mittels 77K. (A) Thylakoidmembranen wurden aus fiinf
Wochen alten Rosettenpflanzen isoliert, mit 1 % DDM solubilisiert und mittels eines 4- 12 %igen BN-PAGE
Gradientengels aufgetrennt. Es wurden hierbei Proteinproben mit gleicher Chlorophyllmenge eingesetzt. Die
nachweisbaren photosynthetischen Komplexe sind rechts neben der jeweiligen Bande vermerkt. (B) Immunolo-
gischer Nachweis verschiedener photosynthetischer Untereinheiten in Gesamtproteinextrakten. Die Proben
wurden mittels 12 %iger Harnstoff-Gele aufgetrennt. Die Ponceau gefdrbte grofSe Untereinheit von RuBisCO
(RBCL) diente als Ladekontrolle. (C) 77K-Chlorophyllfluoreszenz von fiinf Wochen alten Arabidopsis Rosetten-
pflanzen. Die gemessene Chlorophyllfluoreszenz wurde auf die Fluoreszenz von PSII bei 687 nm normiert. Die
angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten dreier biologischer Replikate mit jeweils drei technischen
Replikaten. RFE-relative Fluoreszenz Einheit.

2.2.7. Auswirkungen des TPR1-Verlustes auf die Tetrapyrrolbiosynthese

TPR1 war in verschiedenen Interaktionsstudien in der Lage physisch mit Enzymen des TBS-
Weges zu interagieren. Dementsprechend wurde der Proteingehalt verschiedener Schliisselen-
zyme der TBS in den tpri-Linien untersucht. Besonderes Interesse galt hierbei den potenziellen
Interaktionspartnern GluTR1, CHL27 und PORB. Die Proteingehalte von CHL27 und PORA/B
waren in den tpr1-Linien im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert (Abb.[2.19). Im Falle von
GluTR1 war der Proteingehalt hingegen deutlich erhéht (Abb. [2.19). Weiterhin war der FLU-
Gehalt drastisch reduziert. Alle weiteren untersuchten Proteine der TBS zeigten entweder keine
Beeintrachtigungen oder ein unterschiedliches Verhalten in den beiden gewéhlten tpri1-Linien.
Der deutlich erhohte GluTR1-Gehalt war iiberraschend, da beispielsweise die Uberakkumu-
lation von GIuTR1 in Tabak zur Ausbildung von starken Nekrosen fiihrte [155]. Der HEMA1-
Transkriptgehalt war hingegen in den tpri-Linien um 20 - 30 % im Vergleich zum Wildtyp
reduziert (Abb. ). Ahnliches konnte fiir den CHL27-Transkriptgehalt nachgewiesen werden
(Abb.[2.19B). Im Vergleich dazu stieg die PORB-Transkriptmenge in beiden tpri-Linien leicht
an (Abb.[2.19B). Neben den drei potenziellen Interaktionspartnern von TPR1 wurde auch die
Genexpression von FLU und LIL3.1 untersucht, welche in den tpr1-Linien allerdings unverandert
im Vergleich zum Wildtyp war (Abb.[2.19B). Die verdnderten Proteingehalte waren daher nicht
auf einen veranderten Transkriptgehalt zuriickzufiihren. Somit wurde die Stabilitdt der Proteine
posttranslational durch das Fehlen von TPR1 beeinflusst. Einzige Ausnahme war hierbei CHL27,
da der reduzierte Proteingehalt durch die reduzierte Genexpression erklart werden konnte.
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Abbildung 2.19. — Analyse der Proteinabundanz (A) und Genexpression (B) verschiedener Enzyme
und akzessorischer Proteine der TBS. Die verwendeten Arabidopsis Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen angezogen. Zwei Stunden nach Belichtungsbeginn wurden die hier verwendeten
Proben entnommen. (A) Die Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau gefirbte
grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die detektierten Proteine wurden rechts
neben dem spezifischen immunologischen Signal vermerkt. (B) Die mittels quantitativer PCR nachgewiesenen
Transkriptgehalte wurden relativ zu den Werten des Wildtyps bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten ermittelt.

Eine verdnderte Stabilitat der Enzyme des Chlorophyllzweigs wirkt sich haufig auf die steady
state Gehalte der TBS-Intermediate aus. Die Gehalte von MgP und MgProtoME waren in der
tpr1-3-Linie im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert (Abb.[2.20/A, B). Da zum Zeitpunkt der
Ernte, zwei Stunden nach Belichtungsbeginn, die Mengen dieser beiden Intermediate allerdings
gering waren und grofien Schwankungen unterlagen (Abb. [2.204, B), konnte keine eindeutige
Aussage hierzu getroffen werden. Die PChlid-Gehalte war in beiden tpr1-Linien im Vergleich zum
Wildtyp erhht (Abb. [2.20C), wihrend der Chlid-Gehalt lediglich in der tpr1-3-Linie reduziert
war (Abb.[2.20D). Die verdnderten PChlid- und Chlid-Gehalte der tpri-Linien deuteten auf eine
Beeintrachtigung der PORA/B-Aktivitit hin, was in Ubereinstimmung mit dem reduzierten
PORA/B Proteingehalt war. Allerdings wurde in beiden tpri-Linien eine dhnliche Verdnderung
des PORA/B Gehalts detektiert, wahrend nur die tpri-3-Linie einen reduzierten Chlid-Gehalt
aufwies. Die verdnderten Intermediatgehalte hatten indes nur schwache Auswirkungen auf
die Akkumulation von Chlorophyll (Abb.[2.17]A). Moglicherweise war der gemessene Gehalt an
Chlid in der tpri1-3-Linie ausreichend, um den minimalen Bedarf dieses Intermediats fiir die
Synthese von Chlorophyll zu decken.
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Abbildung 2.20. - Steady state Gehalte der Intermediate des Chlorophyllzweiges. Nach vier Wochen
unter Standard-Kurztagbedingungen wurden die Mengen der angegebenen Intermediate mittels HPLC bestimmt
und auf das eingesetzte Frischgewicht (FG) bezogen. Die angefiihrten Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus drei biologischen Replikaten bestimmt.

2.2.8. TPR1 beeinflusst die Lokalisation von GIluTR1

Der erhohte GIuTR1-Proteingehalt war die wohl auffilligste Verdnderung in der tpri1-Mutante.
GIuTR1 ist ein dual lokalisiertes Enzym, welches sowohl in der 16slichen als auch membrange-
bundenen Fraktion vorliegt. In beiden tpri-Linien war der 10sliche Anteil von GIuTR1 drastisch
erhoht, wihrend der membrangebundene Anteil nur leicht erh6ht war (Abb. [2.21A). Im Ver-
gleich dazu hatte das Fehlen von TPR1 kaum Auswirkungen auf die duale Lokalisation von
GBP (Abb.[2.2T]A). Schmied et al. konnten nachweisen, dass die 16sliche Fraktion von GluTR1
die aktive Fraktion ist [93]. In Ubereinstimmung damit war in beiden tpri-Linien die ALA-
Synthesekapazitit stark erhoht (Abb. 2.21B). Die erhchte ALA-Synthesekapazitat fiihrte in-
des nicht zu einer Verdnderung der steady state ALA-Gehalte in den tpri-Linien im Vergleich
zum Wildtyp (Abb. [2.21[C). Dariiber hinaus konnte ausgeschlossen werden, dass die wildty-
partigen ALA-Gehalte durch einen erhohten Umsatz von ALA zu PBG durch ALAD verursacht
wurden, da die ALAD-Aktivitdt in beiden tpr1-Linien im Vergleich zum Wildtyp unverdandert war

(Abb. 2.21D).
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Abbildung 2.21. — Analyse der ALA-Synthese. Fiir die Analysen wurden vier Wochen alte Arabidopsis
Pflanzen verwendet, welche unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen wurden. (A) Subfraktionierung
von Gesamtproteinextrakten in die 16slichen (soluble; s) und membrangebundenen (m) Fraktionen. Die Pro-
teinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau gefirbte grofRe Untereinheit von
RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen Proteine wurden rechts neben dem spezifischen
immunologischen Signal vermerkt. Die Intensitdt der Chemolumineszenz wurde relativ zur korrespondierenden
Wildtyp-Fraktion mittels der AIDA Software bestimmt. (B) Die ALA-Synthesekapazitdt wurde nach vier Stunden
Inkubation mit Lavulinsdure unter Standardlicht (120 pE) relativ zum eingesehen Frischgewicht (FG) bestimmt.
Fiir die statistische Auswertung wurden jeweils drei biologische Replikate mit je zwei technischen Replikaten
verwendet. (C) Die gemessene ALA-Menge wurde relativ zum eingesetzten Frischgewicht bestimmt. Pro Linie
wurden vier biologische Replikate vermessen. (D) Fiir die Bestimmung der ALAD-Aktivitdt wurde die Produktion
von PBG tiber einen Zeitraum von 60 min verfolgt und auf das eingesetzte Frischgewicht bezogen.
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Wiahrend Dunkelphasen wird GluTR1 inaktiviert. Diese Inaktivierung wird zum einen durch
die Bindung durch FLU zum anderen durch den Abbau von GluTR1 durch das Clp-Proteasom
vermittelt. Dieser proteolytische Abbau kann dabei durch Zugabe von ALA verstarkt werden.
Eine wichtige Voraussetzung fiir eine zuverldssige Aussage iiber die GluTR1-Abbaurate war
ein vergleichbares Ausgangslevel fiir das Enzym. Da dies unter Standard-Kurztagbedingungen
fiir die tpri-Linien nicht gewdhrleistet werden konnte, wurde zuvor tiberpriift, wie sich der
GIuTR1-Proteingehalt unter kontinuierlichen Lichtbedingungen verhielt. Nach drei Tagen in
kontinuierlichem Licht war der GluTR1-Gehalt beider tpri-Linien im Vergleich zur Anzucht unter
Standard-Kurztagbedingungen deutlich reduziert und wies nun einen zum Wildtyp vergleich-
baren Gehalt auf (Abb.[2.22]A). Durch die anschlieRende Dunkelinkubation von Blattscheiben in
Puffer mit und ohne ALA wurde der Abbau von GIuTR1 induziert. In beiden tpri-Linien war die
Abbaurate von GIuTR1 hierbei vergleichbar zum Wildtyp, was darauf hinwies, dass der durch
das Clp-Proteasome vermittelte Abbau von GluTR1 nicht der Ausloser fiir die erh6ht Stabilitat
von GluTR1 in den beiden tpri-Linien unter Standard-Kurztagbedingungen war (Abb. [2.22B).
Dennoch deutet der wildtypartige GluTR1-Gehalt in den tpri-Linien unter kontinuierlichen
Lichtbedingungen darauf hin, dass das Vorhandensein einer Nachtphase einen Einfluss auf die
Stabilitdt von GIuTR1 in den tpri-Linien hat.
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Abbildung 2.22. — Analyse der GluTR1-Stabilitiit in den tpr1-Linien. (A) Untersuchung der subzelluldren
Lokalisation von GluTR1 unter verschiedenen Lichtregimen. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen
unter Standard-Kurztagbedingungen (SD) angezogen, gefolgt von drei Tagen in kontinuierlichem Licht (120 uE).
AnschliefSend wurde der Gesamtproteinextrakten in 16sliche (soluble; s) und membrangebundene (m) Fraktionen
aufgeteilt. (B) Nachweis des GluTR1-Abbaus nach vier Stunden in Dunkelheit. Das verwendete Blattmaterial
wurde in Puffer mit den angegebenen ALA-Konzentrationen inkubiert. Alle Proben wurden mittels 12 %iger
SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau gefirbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle.
Die detektierten Proteine sind rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal vermerkt. Die Intensitat
der Chemolumineszenz wurde relativ zur korrespondierenden Wildtyp-Fraktion mittels der AIDA Software
bestimmt.
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2.2.9. Analysen der Dunkelinaktivierung der Tetrapyrrolbiosynthese in tprl-Linien

Die reduzierte Chlid-Menge in der tpr1-3-Linie war ein Hinweis auf eine reduzierte POR-Aktivitat
infolge des TPR1-Verlustes. Um die POR-Aktivitét in planta zu bestimmen wurde die von Biswal
et al. publizierte Methode angewandt [275]. Die verwendeten Pflanzen wurden dabei zuerst
einer sechsstiindigen Dunkelphase ausgesetzt und anschliefSend fiir 10 min im Licht (120
UE) inkubiert. Vor und nach der 10 miniitigen Inkubation im Licht wurden die PChlid- und
Chlid-Gehalte bestimmt. Nach sechsstiindiger Dunkelinkubation waren die Gehalte beider
Intermediate in den tprI-Linien entweder wildtypartig oder im Vergleich zum Wildtyp verringert
(ADbb.[2.23]A). Nach 10 min im Licht konnte ein zum Wildtyp vergleichbarer Umsatz von Chlid in
den beiden tpri-Linien nachgewiesen werden (Abb.[2.23B). Die tpr1 knockout-Linie tpri-3 wies
tiberraschenderweise eine erhohte POR-Aktivitdt auf (Abb. [2.23B).
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Allerdings sollte hierbei bemerkt werden, dass es sich nur um die Anndherung an die tatsiachliche
POR-Aktivitdt handelt. Nichtsdestotrotz sprechen die Ergebnisse gegen eine Beeintriachtigung
der POR-AKktivitat durch das Fehlen von TPR1 in planta.
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Abbildung 2.23. - Bestimmung der POR-Aktivitiit nach Biswal et al. Die verwendeten Pflanzen wurden
fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend fiir sechs Stunden in
Dunkelheit inkubiert. (A) Die angegebenen Intermediatgehalte wurden mittels HPLC bestimmt und auf das
eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (B) Differenz der Chlid-Mengen nach sechs Stunden in Dunkelheit,
gefolgt von 10 min bei 100 pE. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei
biologischen Replikaten ermittelt.

Dariiber hinaus konnte mit dieser Methode nachgewiesen werden, dass in den tpri-Linien nach
sechsstiindiger Dunkelinkubation die FLU-vermittelte Inaktivierung der TBS nicht beeintrachtigt
war. Andernfalls wire eine stirkere Anreicherung von PChlid zu verzeichnen gewesen. Um
dennoch auszuschliefSen, dass die langfristige Inaktivierung der TBS durch FLU in den tpri-
Linien verandert war, wurden die tpr1-Linien fiir fiinf Tage in Dunkelheit inkubiert. AnschliefSsend
wurde die Akkumulation der TBS-Intermediate und -Endprodukte bestimmt. Nach fiinf Tagen
in Dunkelheit waren die tpr1-Linien makroskopisch nicht vom Wildtyp zu unterscheiden (Abb.
2.24]). Allerdings war der Gesamtchlorophyllgehalt der tpr1-Linien im Vergleich zum Wildtyp
reduziert, wovon Chlorophyll a und Chlorophyll b gleichermafien betroffen waren (Abb. [2.24B,
C). Der reduzierte Chlorophyllgehalt wurde dabei nicht durch eine Reduktion der PChlid- oder
Chlid-Gehalte verursacht, da diese Intermediate in beiden tprI-Linien wildtypartig waren (Abb.
[2.24D). MgP und MgProtoME konnten nach fiinf Tagen in Dunkelheit nicht mehr mittels HPLC
detektiert werden.
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Abbildung 2.24. — Analyse der Akkumulation von TBS-Intermediaten und Endprodukten nach fiinfti-
giger Dunkelinkubation. (A) Phinotyp vor und nach der Dunkelinkubation. Nach vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (SD) wurden die verwendeten Linien fiir fiinf Tage in Dunkelheit (5d D) inkubiert. Vor
und nach der Inkubation wurde der Phianotyp detektiert. (B-D) Chlorophyll- und Intermediatgehalte. Die
angegebenen Intermediat- und Endproduktgehalte wurden mittels HPLC bestimmt und auf das eingesetzte
Trockengewicht (TG) bezogen. Das Chl a/b Verhiltnis wurde aus den ermittelten Chlorophyllgehalten berechnet.
Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten bestimmt.
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2.2.10. Der Einfluss von TPR1 auf die Lokalisation der
Tetrapyrrolbiosynthese-Enzyme

Neben der Aktivitdt und Abundanz der TBS-Enzyme spielt auch deren subzelluldre Lokalisation
eine entscheidende Rolle bei der Regulation der TBS. Da das membranstidndige TPR1-Protein
mit verschiedenen membranassoziierten Enzymen der TBS interagierte, sollte gepriift werden,
ob TPR1 die Lokalisation von GluTR1, CHL27 und PORB in isolierten Thylakoidmembranen
beeinflusste. Im Falle von GIuTR1 zeigte sich, dass nur in der tpr1-2-Linie ein reduzierter GluTR1-
Proteingehalt an der Thylakoidmembran beobachtet werden konnte, wiahrend dieser Gehalt in
der tpri-3-Linie wildtypartig war (Abb.[2.25). Diese Verdnderung in der tpri-2-Linie konnte
allerdings durch die Abundanz von FLU erklart werden, da auch FLU einen leicht reduzierten
Proteingehalt aufwies (Abb. [2.25). Im Vergleich dazu schienen die Proteingehalte von TPR1
und PORA/B direkt miteinander verbunden zu sein, da mit sinkendem TPR1-Gehalt auch die
Abundanz von PORA/B an den Thylakoidmembranen abnahm (Abb.[2.25). Ein dhnliches Verhal-
ten konnte fiir die Komponenten des Cyclasekomplexes, CHL27 und YCF54, beobachtet werden
(Abb.[2.25). Jedoch bestand dabei kein direkter Zusammenhang zwischen dem TPR1-Gehalt und
der Abundanz der Komponenten. Im Kontrast dazu hatte der Verlust von TPR1 keinen Einfluss
auf die Lokalisation von CHLM oder membranintegralen Proteinen, wie beispielsweise LHCA1

(Abb. [Z25).

Col-0 tpr1-2 tpri-3

o

TPR1

GluTR1

FLU

CHLM

YCF54

CHL27

“PORA/B

LHCA

AN LIRS

Restidinl
RE e el

Ponceau

Abbildung 2.25. - Analyse der Abundanz verschiedener Enzyme und Hilfsproteine der TBS in isolier-
ten Thylakoidmembranen. Die dabei verwendeten Rosettenpflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen. Die isolierten Thylakoidmembranen wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufge-
trennt. Die Ponceau gefirbte Nitrocellulosemembran diente als Ladekontrolle. Die detektierten Proteine wurden
rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal vermerkt. Im Falle von PORA/B konnten verschiedene
Banden detektiert werden. Die PORB-spezifische Bande wurde mit einem schwarzen Pfeil gekennzeichnet.

TPR1 beeinflusste somit die subzelluldre Lokalisation von CHL27 und PORA/B. Aufgrund der
verwendeten Methode konnte allerdings keine Aussage iiber den 16slichen Anteil dieser Proteine
getroffen werden, da dieser aufgrund der Praparation zu stark verdiinnt war. Unter Verwendung
der durch Schmied et al. publizierten Methode zur Subfraktionierung von Gesamtproteinextrakt
konnte weder CHL27 noch PORA/B in der 16slichen Phase detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
Es ist somit fraglich, ob in den tprI-Linien der Gehalt an CHL27 und PORA/B im Stroma zunahm.
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2.2.11. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Chloroplasten

Fiir einen detaillierteren Einblick in den Aufbau und die Struktur der Thylakoidmembranen
in den tpri-Linien wurden transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen von
Chloroplasten drei Wochen alter Arabidopsis thaliana Pflanzen angefertigt. Da im Falle einer
veranderten Struktur der Thylakoidmembranen fiir die tpr1-3-Linie die deutlichsten Unter-
schiede erwartet wurden, wurde diese Linie im Vergleich zum Wildtyp analysiert. Sowohl die
Gesamtstruktur der Chloroplasten als auch die Struktur der Thylakoidmembranen waren in der
tpr1-3-Linie wildtypartig (Abb.[2.26). Interessanterweise wiesen einige der tpr1-3 Chloroplasten
eine Anhdufung von Vesikeln auf, welche sich zwischen der Hiilllmembran und den Thylakoid-
membranen befand (Abb.[2.26). Bei dieser Anhdufungen von stromalen Vesikeln handelt es sich
hochstwahrscheinlich um sogenannte Vesikelcluster [276].

Col-0 tpri-3

Abbildung 2.26. - TEM Aufnahmen von Arabidopsis Chloroplasten. Nach drei Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen wurde adultes Blattgewebe von Col-0 und tpr1-3 Pflanzen geerntet. Die angegebene
Skalierung entspricht 1 pym. Die Aufnahmen entstanden in Kooperation mit Prof. Dr. Stefan Geimer an der
Universitdt Bayreuth.

Die Vesikelcluster lagen in 38 % aller untersuchten Chloroplasten der tpr1-3-Linie vor, wahrend
im gleichbehandelten Wildtyp lediglich ein einziges solches Cluster gefunden wurde (Tab.[2.4).
Wildtyp Chloroplasten enthielten insgesamt zwischen 2-6 Vesikel, wohingegen die Chloroplas-
ten der tpri-3-Linie zwischen 3 - 17 Vesikel aufwiesen (Tab. [2.4). Dabei waren die Vesikel in
der tpri-3-Linie im Durchmesser etwas kleiner als im Wildtyp (Tab. [2.4). Die Griinde fiir die
Entstehung von Vesikelclustern wurden bislang nicht zweifelsfrei geklart. Allerdings nimmt die
Haufigkeit solcher Cluster im Wildtyp bei niedrigen Temperaturen oder unter Bedingungen mit
hohem oxidativen Stress zu [276]. Weiterhin konnen die Inhibierung der Vesikelfusion und ein
erhohter Lipidumsatz die Bildung von Vesikelclustern auslosen 276].

Tabelle 2.4. — Analyse der in TEM Aufnahmen von Arabidopsis Chloroplasten beobachteten Vesikel.
Alle nachgewiesenen Vesikel in den erzeugten TEM Aufnahmen von drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen
wurden in diese Auswertung mit einbezogen. Im Wildtyp (Col-0) wurden dabei insgesamt 19 Vesikel in 29
Chloroplasten gefunden, wahrend in der tpr1-3-Linie 45 Vesikel in 21 Chloroplasten vorlagen. Eine Anhdufung
von mehr als fiinf Vesikeln wurde dabei als Vesikelcluster eingeordnet.

Parameter Col-0 tpri-3
Haufigkeit der Vesikelcluster 3,45 % (1/29) 38,10 % (8/21)
Maximale Anzahl der Vesikel pro Cluster 6 17
Durchmesser der Vesikel [um] 0,061 + 0,019 0,053 4+ 0,015
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2.2.12. Analyse des Lipidstoffwechsels und der Vesikelausbildung in tprl Mutanten

Eine mogliche Ursache fiir die Entstehung von Vesikelclustern kann ein erh6hter Umsatz von
Lipiden im Chloroplasten sein. Dies kann im Zusammenhang mit einer erhohten Lipidsynthese
und/oder mit einem erhéhten Abbau von Fettsduren stehen. Aus diesem Grund wurde der relative
Transkriptgehalt verschiedener Enzyme der Lipidsynthese (Abb. und des Fettsdureabbaus
(Abb. bestimmt. Da in der tpri-3-Linie die deutlichsten Unterschiede erwartet wurden,
wurde diese Linie fiir die nachfolgenden Messungen verwendet. In der tpr1-3-Mutante war die
relative Genexpression der MGDG-Synthasen 2 und 3 (MGD2/3) sowie der DGDG-Synthasen
1 und 2 (DGD1/2) im Vergleich zum Wildtyp erhoht (Abb. [2.27B, C). Die Genexpressionen
der MGDG-Synthase 1 (MGD1) sowie der Fettsduredesaturasen 5 und 6 (FAD5/6) waren in
der tpr1-3-Linie hingegen wildtypartig (Abb.[2.27B, D). Auffallig war hierbei, dass vor allem
die Genexpression fiir Enzyme, welche ausschliefSlich in der dufSeren Hiillmembran vorliegen,

erhoht war (Abb. A). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Synthese von DGDG in
der dufSeren Hiillmembran erhoht ist [277)278].
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Abbildung 2.27. — Genexpression verschiedener Enzyme der plastiddren Lipidsynthese. (A) Ubersicht
iiber die nachgewiesenen Schliisselenzyme der Lipidsynthese in Chloroplasten. In der d&ufleren Hiillmembran
wird Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) durch die MGDG-Synthasen 2 und 3 (MGD2/3) aus Diacylglycerin
(DAG) synthetisiert. Anschliefsend wird MGDG durch die Digalactosyldiacylglycerol (DGDG)-Synthasen 1 und
2 (DGD1/2) in DGDG umgewandelt. In der inneren Hiillmembran wird DAG aus Glycerin-3-phosphat (3-G-P)
synthetisiert und daraufhin durch MGD1 in MGDG umgewandelt. Durch verschiedene Fettsduredesaturasen
(FADs) werden ungesittigte Doppelbindungen in MGDG eingebaut. Die Entsdttigung der Doppelbindungen
von DGDG findet hingegen ausschliefSlich in der dufSeren Hiillmembran statt, weswegen MGDG in die dufiere
Hiillmembran importiert und dort durch DGD1/2 in DGDG umgewandelt wird. Darauf folgend kann die Aus-
bildung der ungesittigten Doppelbindungen von DGDG stattfinden. Die subzelluldare Lokalisation der hier
angegebenen Enzyme wurde aus Li et al. entnommen [279)]. (B-C) Die mittels quantitativer PCR nachgewiesenen
Transkriptgehalte von MGD1-3 (B), DGD1/2 (C) sowie FAD5/6 (D) wurden relativ zum Wildtyp bestimmt. Die
dabei verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen. Die
angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt.

Dariiber hinaus wurden die relativen Transkriptgehalte dreier Enzyme der Oxylipinsynthese
untersucht, welche fiir den Abbau von Fettsduren zustidndig sind: 13-Lipoxygenase 3 (LOX3),
Allenoxidsynthase (AOS) und Allenoxid-Synthase-Cyclase (AOC). Die korrespondierenden Tran-
skripte dieser drei Enzyme wiesen in der tpri-3-Linie im Vergleich zum Wildtyp einen leicht
erhohten Gehalt auf (Abb. [2.28B). Somit war sowohl die Synthese als auch der Abbau von Li-
piden bzw. Fettsduren in der TPR1-defizienten Mutante erhoht, was eine erhohte Haufigkeit
von Vesikeln verursachen konnte. Ob und wie sich die verdnderten Genexpressionen auf die
Aktivitat und Stabilitat der korrespondierenden Enzyme auswirkte, konnte in dieser Arbeit nicht
getestet werden.
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Abbildung 2.28. — Genexpression von Enzymen der Oxylipinsynthese. (A) Ubersicht iiber die Enzyme
der Oxylipinsynthese. Mehrfach ungesittigte Fettsduren wie a-Linolensédure werden durch die 13-Lipoxygenase
3 (LOX3) in 13-Hydroperoxyoctadecatriensdure umgewandelt. AnschliefRend katalysiert die Allenoxidsynthase
(AOS) die Synthese von 12,13-Epoxyoctadecatriensdure, welche daraufhin durch die Allenoxid-Synthase-Cyclase
(AOC) in Oxophytodiensdure umgewandelt wird. Die gebildete Oxophytodiensdure wird aus dem Chloroplasten
exportiert und zur Synthese von Jasmonat verwendet [280]. (B) Die mittels quantitativer PCR nachgewiesenen
Transkriptgehalte von Enzymen der Oxylipinsynthese wurden relativ zum Wildtyp bestimmt. Die angegebenen
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt.

Neben der erhohten Lipidsynthese kann auch eine inhibierte Vesikelfusion die Ursache fiir das
erhohte Auftreten von stromalen Vesikeln sein. In den letzten Jahren wurden mehrere Fakto-
ren identifiziert, welche einen Einfluss auf die Fusion und Translokation von Vesikeln haben
[230]. Unter anderem sind die zwei plastidiren RAS-verwandten Proteine mit GTPase Aktivitat,
chloroplastic secretion-associates Rat sarcoma-related protein (CPSAR1) und chloroplastic
Rat sarcoma-related Ara-1 (CPRabA5e), fiir die Ausbildung von Vesikeln an der Chloroplas-
tenhillmembran zustandig [281]. Weiterhin wurden THYLAKOID FORMATION 1 (THF1) und
VESICLE-INDUCING PROTEIN IN PLASTIDS 1 (VIPP1) als wichtige Faktoren der Abspaltung und
Fusion von Vesikeln identifiziert [281]. In der tpr1-3-Linie konnte fiir alle korrespondierenden
Gene dieser Faktoren ein wildtypartiger Transkriptgehalt nachgewiesen werden (Abb. [2.29).
Lediglich der VIPPI-Transkriptgehalt war in der tpri-3-Linie im Vergleich zum Wildtyp leicht
reduziert (Abb. [2.29). Somit war die erhohte Ausbildung oder inhibierte Fusion von plastiddren
Vesikeln wahrscheinlich nicht der Grund fiir die erhohte Haufigkeit der Vesikelcluster in der
tpr1-3-Linie.
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Abbildung 2.29. — Analyse der Genexpression von Faktoren, welche mit der Ausbildung und Fusion
von plastididren Vesikeln assoziiert sind. Der mittels quantitativer PCR nachgewiesene Transkriptgehalt
wurde in adulten Pflanzen nach vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen relativ zum Wildtyp bestimmt.
Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt.
CPSAR1- chloroplastic secretion-associates Rat sarcoma-related protein; CPRabA5e - chloroplastic Rat sarcoma-
related Ara-1; THF1 -THYLAKOID FORMATION 1; VIPP1 - VESICLE-INDUCING PROTEIN IN PLASTIDS 1.
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2.2.13. Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies in adulten Pflanzen

Der Nachweis von ROS, wie Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid, erfolgte in adulten
Arabidopsis Blattern mittels spezifischer Farbstoffe. Fiir die Anfarbung von Wasserstoffper-
oxid wurde der Farbstoffe 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) verwendet. Wasserstoffperoxid oxidiert
DAB in Anwesenheit von Peroxidasen, was in der Produktion eines braunen Prézipitats re-
sultierte. Superoxidanionen wurden durch den Farbstoffe Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
angefarbt, welcher in Verbindung mit Superoxidanionen einen dunkelblauen Formazankom-
plex ausbildete. Weiterhin wurde der Transkriptgehalt verschiedener ROS-Markergene unter
Standard-Kurztagbedingungen analysiert. Unter normalen Anzuchtsbedingungen (120 pE) war
in den tpri-Linien sowohl der Gehalt an Superoxidanionen als auch Wasserstoffperoxid im
Vergleich zum Wildtyp erhoht (Abb. [2.30)A). Dariiber hinaus waren die Transkriptgehalte der
Markergene des allgemeinen oxidativen Stresses sowie fiir Wasserstoffperoxid, mit Ausnahme
von Ferritin, in den tpr1-Linien im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.[2.30B). Die Markergene
fiir Singulett-Sauerstoff, ATPase und BAP1, wiesen hingegen in den tpr1-Linien im Vergleich
zum Wildtyp eine erhohte Genexpression auf (Abb.[2.30B). Die Anreicherung von ROS sowie
die verdnderte Genexpression von ROS-Markergenen konnte somit im Zusammenhang mit der
erhohten Haufigkeit von Vesikeln und Vesikelclustern in den tpri-3 Chloroplasten stehen.
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Abbildung 2.30. — Nachweis von ROS in adultem Blattgewebe. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir
vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen. (A) Anfarbung von ROS. Der Nachweis von
Superoxidanionen erfolgte mittels Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT), widhrend Wasserstoffperoxid mit Diami-
nobenzidin (DAB) angefarbt wurde. (B) Genexpression verschiedener ROS-Markergene. Die mittels quantitativer
PCR ermittelten Transkriptgehalte wurden relativ zum Wildtyp bestimmt. Die Einteilung der Markergene wurde
gemdfl Woodson et al. vorgenommen [271]. Die angegebene statistische Auswertung wurde fiir jedes Gen auf
Grundlage von vier biologischen Replikaten ermittelt (two-way ANOVA, Bonferroni Post-hoc-Test, p<0,05).
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2.2.14. Analyse der tprl-Linien unter erhdéhten Lichtintensitaten

Der erhohte Gehalt an Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid unter moderaten Lichtinten-
sitdten fiihrte zu der Frage, ob moglicherweise erhohte Lichtintensitdten eine makroskopische
Verdnderung in der tpri-Linien verursachen konnten. Nach drei Tagen unter erhéhten Lichtin-
tensitdten (450 pE) waren die tpri1-Linien jedoch makroskopisch nicht vom Wildtyp zu un-
terscheiden (Abb. ). In Ubereinstimmung mit dem makroskopischen Phianotyp waren
die Gehalte der TBS-Intermediate und -Endprodukte in den tprl-Linien wildtypartig (Abb.
[2.31B-F). Lediglich die PChlid-Gehalte waren in beiden tprI-Linien im Vergleich zum Wildtyp

leicht reduziert (Abb.[2.31D). Im Unterschied zu moderaten Lichtintensitdten konnte bei 450

UE keine Reduktion von Chlid in der tpri-3-Linie nachgewiesen werden (Abb. ). Uber-
raschenderweise waren unter erhohten Lichtintensitdten die Transkriptgehalte der meisten

ROS-Markergene in den tpr1-Linien im Vergleich zum Wildtyp kaum veréndert (Abb. 2.31G).
Lediglich fiir GST6 und NOD1 konnte ein leicht reduzierter Transkriptgehalt nachgewiesen

werden. Die wildtypartigen Transkriptgehalte der ROS-Markergene sprachen somit gegen eine

weitere Anreicherung von ROS in den tpr1-Linien unter erhohten Lichtintensitaten im Vergleich

zu moderaten Lichtintensitaten.
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Abbildung 2.31. — Untersuchung der tpri1-Linien unter erhohten Lichtintensitiiten. Die verwendeten
Pflanzen wurden fiir drei Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen und anschliefSend
fiir drei Tage erhohten Lichtintensitdten (450 pE) ausgesetzt. (A) Nach drei Tagen unter erhohten Lichtin-
tensitdaten wurde der Phinotyp festgehalten. (B-E) Die Intermediat- und Endproduktgehalte wurden mittels
HPLC bestimmt und auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. Die angegebenen Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt. (F) Das Chl a/b Verhéltnis wurde
aus den nachgewiesenen Chlorophyllgehalten berechnet. (G) Die mittels quantitativer PCR detektierten Tran-
skriptgehalte der verschiedenen ROS-Markergene wurden relativ zum gleichbehandelten Wildtyp bestimmt.
Die angegebene statistische Auswertung jedes Gens wurde auf Grundlage von vier biologischen Replikaten
vorgenommen (two-way ANOVA,Bonferroni Post-hoc-Test, p<0,05).

70



Ergebnisse

2.2.15. Einfluss von TPR1 auf die Etiolierung und Ergriinung von Keimlingen

Das Fehlen von TPR1 verursachte die Anreicherung von ROS in adultem Gewebe, was allerdings
zu keiner sichtbaren Verdnderung der Blattpigmentierung im Vergleich zum Wildtyp fiihrte. Eine
Erklarung hierfiir war, dass die Auswirkungen des erhohten oxidativen Stresses in adultem Ge-
webe effizient durch entgiftende Komponenten kompensiert werden konnten. Aufgrund dessen
wurde {iberpriift, ob in den tpri-Linien ROS auch in fritheren Entwicklungsstadien akkumulierte
und ob dies zu einer makroskopischen Verdnderung fiihrte. Dariiber hinaus beeinflusste TPR1
die subzellulédre Lokalisation von POR sowie die Umsetzung von PChlid zu Chlid unter Standard-
Anzuchtsbedingungen. Da POR das Schliisselenzym der Etiolierung in Angiospermen ist, wurde
tiberpriift, ob das Fehlen von TPR1 die Abundanz und Aktivitdt von POR wihrend dieser Ent-
wicklungsstadien beeinflusste. Aus diesem Grund wurden Arabidopsis Keimlinge fiir sechs Tage
in Dunkelheit angezogen. AnschliefSend erfolgte die Analyse der PChlid-Akkumulation mittels
Fluoreszenzmikroskopie und HPLC. Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurde die flu-Mutante
als eine zusatzliche Kontrolle einbezogen. In der flu-Mutante reicherte sich wie erwartet eine
grofse Menge PChlid nach einer sechstigigen Anzucht in Dunkelheit an, was durch die fehlen-
de Inhibierung der ALA-Synthese ausgeldst wurde (Abb.[2.32]A). Im Vergleich dazu waren die
PChlid-Gehalte in den tpri-Linien wildtypartig (Abb.[2.32]A). Dementsprechend kann davon
ausgegangen werden, dass die Inaktivierung der TBS wahrend der Etiolierung in den tprI-Linien
nicht beeintriachtigt war. Mittels HPLC wurde allerdings ein leicht erhohter PChlid-Gehalt in
beiden tpri-Mutanten bestimmt (Abb. [2.32B).

77K-Fluoreszenzanalysen von etiolierten Kotyledonen erlaubten einen detaillierteren Einblick
in die Zusammensetzung der verschiedenen PChlid-Spezies nach Boddie et al. [218] (Abb.[2.32C).
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde hier nur die Fluoreszenz der tpri-3-Linie im Vergleich
zum Wildtyp gezeigt (Abb.[2.32[C). Es wurde deutlich, dass die relative Fluoreszenz ab 650 nm
in der tpri-3-Linie im Vergleich zum Wildtyp reduziert war (Abb.[2.32[C). Dariiber hinaus war
das nach Masuda et al. bestimmte Verhaltnis von photoaktivem (F¢57 ) ZU nicht-photoaktivem
(Fe33nm) PChlid [222] in beiden tpri-Linien reduziert (Abb. [2.32]D). Der reduzierte Anteil an
photoaktivem PChlid konnte dabei nicht vollstindig auf einen reduzierten PORA/B-Gehalt
zuriickgefiihrt werden. Zwar wies die tpr1-3-Linie einen reduzierten PORA/B-Proteingehalt
auf, allerdings zeigte die Linie tpri-2 einen vergleichbar verminderten PChlid-Gehalt, wihrend
der PORA/B-Gehalt wildtypartig war (Abb.[2.32]D, E). Somit konnte ausgeschlossen werden,
dass der reduzierte Anteil an photoaktivem PChlid ausschliefSlich durch einen reduzierten
PORA/B-Gesamtproteingehalt verursacht wurde. Da photoaktives PChlid dem oligomeren POR-
PChlid-NADPH-Komplex entspricht [217], bestand die Moglichkeit, dass durch das Fehlen von
TPR1 die Ausbildung des oligomeren, photoaktiven POR-PChlid-NADPH-Komplexes gestort
wurde.
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Abbildung 2.32. — Analyse der PChlid-Akkumulation in sechs Tage alten etiolierten Arabidopsis
Keimlingen. Die verwendeten Linien wurden nach einem vierstiindigen Lichtimpuls fiir sechs Tage in Dun-
kelheit angezogen. (A) Nachweis des PChlid-Gehalts mittels Fluoreszenzmikroskopie. Durch Anregung mit
blauem Licht wurde die Rot-Fluoreszenz von PChlid sichtbar gemacht. Neben dem Wildtyp (Col-0) und den
beiden tpri-Linien wurde die flu-Mutante als Positivkontrolle einbezogen. (B) Die mittels HPLC bestimmten
PChlid-Gehalte wurden auf die Anzahl der geernteten Keimlingen bezogen. (C) 77K-Fluoreszenzspektroskopie
von PChlid in etiolierten Keimlingen. Die Fluoreszenz wurde bei A= 433 nm angeregt und zwischen 620 - 720
nm detektiert. Die PChlid-Fluoreszenz wurde auf das Maximum bei 620 nm normiert. Es wurden hier die
Messwerte von drei biologischen Replikaten mit je drei technischen Replikaten angegeben. (D) Verhaltnis
von photoaktivem (Fgs5 hm) Zu nicht-photoaktivem (Fe33nm) PChlid. Das angegebene Verhiltnis wurde aus den
mittels 77K bestimmten Fluoreszenzen ermittelt. (E) Immunologischer Nachweis des PORA/B Proteingehalts
nach sechs Tagen in Dunkelheit (6d D). Die Proben wurden mittels eines 12 %igen SDS-Gels aufgetrennt. Die
Ponceau gefirbte Nitrozellulosemembran wurde als Ladekontrolle verwendet.

Um die Auswirkungen des reduzierten Anteils an photoaktivem PChlid auf die Deetiolierung zu
untersuchen, wurden Keimlinge nach sechstagiger Dunkelinkubation kontinuierlichem Licht (90
UE) ausgesetzt. Bereits nach 24 h im Licht wiesen iiber 80 % der Wildtyp-Keimlinge getffnete,
griine Kotyledonen auf (Abb.[2.33]A, B). Im Kontrast dazu lag dieser Anteil in beiden tpri-Linien
nach 24 h bei 20 %, wiahrend die iibrigen Keimlinge geschlossene, gelbliche Kotyledonen besafien
(AbD.[2.33A, B). Nach 48 h in kontinuierlichem Licht waren nahezu alle Keimlinge des Wildtyps
ergriint, wohingegen sich der Anteil an griinen Keimlingen in beiden tpri-Linien auf ca. 50 %
erhohte. Somit wiesen beide tpri-Linien eine verlangerte Ergriinungsphase auf. Nach drei bis
vier Tagen in kontinuierlichem Licht waren in beiden tpr1-Linien nahezu alle Keimlinge ergriint
(Daten nicht gezeigt). Der makroskopische Phanotyp nach 24 h im Licht konnte durch die
mittels HPLC bestimmten Chlorophyllgehalte untermauert werden (Abb.[2.33[C). Hiervon waren
Chlorophyll a und b gleichermafen betroffen (Abb. [2.33D).
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Abbildung 2.33. — Untersuchung von deetiolierten Keimlingen nach 24 bzw. 48 h in kontinuierlichem
Licht. Die verwendeten Keimlinge wurden nach einem vierstiindigen Lichtimpuls fiir sechs Tage in Dunkelheit
angezogen und anschliefSend fiir 24 bzw. 48 h in kontinuierlichem Licht (90 pE) inkubiert. (A) Phianotyp der
Keimlinge nach 24 bzw. 48 h im Licht. (B) Ergriinungsrate. Der Anteil an griinen Keimlingen wurde relativ zur
Gesamtanzahl der gekeimten Samen bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurden jeweils mindestens 150
Keimlinge pro angegebenem Zeitpunkt und Linie ausgezahlt. (C) Die mittels HPLC nachgewiesenen Chloro-
phyligehalte nach 24 h in kontinuierlichem Licht wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen.
(C) Ermitteltes Verhéltnis von Chlorophyll a zu b. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus vier biologischen Replikaten bestimmt.

Die Verzogerung der Ergriinung wurde nicht ausschliefSlich durch eine Reduktion der GIluTR1 und
PORA/B Proteingehalte hervorgerufen (Abb.[2.34)A). Zwei Stunden nach dem Transfer ins Licht
war der Gehalt an PORA/B wildtypartig, wihrend bereits zu diesem Zeitpunkt ein leicht erhchter
GluTR1-Gehalt in beiden tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden konnte
(Abb.[2.34)A). Dariiber hinaus wurden die Transkriptgehalte verschiedener TBS-Gene sowohl
nach sechs Tagen in Dunkelheit als auch nach 1, 2 und 24 h in kontinuierlichem Licht untersucht
(Abb. [2.34B). Nach sechs Tagen in Dunkelheit war lediglich der CHL27-Transkriptgehalt in
beiden tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp reduziert, wahrend alle weiteren Transkripte ein
wildtypartiges Level aufwiesen (Abb.[2.34B). Nach 1 bis 2 h im Licht waren die Transkriptgehalte
von GSAT, HEMA1 und PORA in der tpr1-3-Linie im Vergleich zum Wildtyp und der tpri-2-Linie
reduziert (Abb.[2.34B). Nichtsdestotrotz zeigte die Induktion der Genexpression durch Licht in
allen Linien vergleichbare Tendenzen und war in beiden tpr1-Mutanten spatestens nach 24 h
auf Wildtyp-Niveau. Somit konnte eine verdnderte Genexpression wahrend der Deetiolierung
als Ursache fiir die verzogerte Ergriinung ausgeschlossen werden.
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Abbildung 2.34. - Analyse der Proteingehalte (A) und Genexpression (B) von TBS-Enzymen und
Hilfsproteinen wihrend der Deetiolierung. (A) Immunologischer Nachweis von GIluTR1 und PORA/B. Die
Proteingehalte wurden nach sechs Tagen der Etiolierung, gefolgt von zwei Stunden im Licht (90 pE), bestimmt.
Die Proben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau gefdrbte Nitrozellulosemembran
diente als Ladekontrolle. (B) Die mittels quantitative PCR nachgewiesenen Transkriptgehalte wurden relativ
zum Wildtyp nach sechs Tagen in Dunkelheit (Zeitpunkt 0) bestimmt. Die Proben wurden zu den angegebene
Zeitpunkten nach dem Transfer in kontinuierliches Licht (90 uE) genommen. Fiir CHL27 und PORB konnte die
Genexpression nach 24 h in kontinuierlichem Licht aufgrund von zu starkes Schwankungen nicht ausgewertet
werden. Die angegebene statistische Auswertung fiir jedes Gen wurde auf Grundlage von vier biologischen
Replikaten vorgenommen (two-way ANOVA,Bonferroni Post-hoc-Test, p<0,05).

Ein verdnderter Protein- oder Transkriptgehalt von PORA/B konnte als Hauptursache fiir die
verzogerte Ergriinung ausgeschlossen werden. Allerdings kann die reduzierte Anreicherung
von photoaktivem PChlid in den tpri-Linien einen reduzierten Chlorophyllgehalt in den ersten
Stunden nach Belichtung verursachen. Dariiber hinaus wird der ternare POR-PChlid-NADPH-
Komplex unter Belichtung in den POR-Chlid-NADPH-Komplex umgewandelt, welcher ein starker
Energiequencher fiir Chlid ist [107]. Der reduzierte Gehalt an photoaktivem PChlid konnte somit
eine unzureichende Ausbildung dieses Energiequenchers verursachen, was wiederum eine
erhohte Photooxidation von Chlid und die Anreicherung von ROS auslosen kann.

2.2.16. Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies wahrend der Deetiolierung

Um zu iberpriifen, ob der reduzierte Gehalt von photoaktivem PChlid in den tpri-Linien zu
erhohten Anreicherung von ROS fiihrte, was wiederum die verzogerte Ergriinung verursachen
konnte, wurde die Anreicherung verschiedener ROS in deetiolierten Keimlingen tiberpriift. Nach
fiinf Tagen in Dunkelheit, gefolgt von 16 h in kontinuierlichem Licht, wurden verschiedene ROS
zum einen direkt im verwendeten Material angefarbt, zum anderen wurde der Transkriptgehalt
verschiedener ROS-Markergene tiberpriift. Fiir den direkten Nachweis von ROS wurden neben
dem Wildtyp weitere Kontrolllinien verwendet, um die mogliche Ursache der Sauerstoffspezies
einzugrenzen. Zum einen wurde die flu-Mutante als Positivkontrolle fiir die Anreicherung von
Singulett-Sauerstoff in Folge der Akkumulation von PChlid verwendet [282]. Zum anderen
wurde die knockout porb-2-Mutante verwendet, welche einen verringerten Chlid-Gehalt aufwies
und in welcher dariiber hinaus der Aufbau des PLBs verdndert sein sollte [111]. Mit Hilfe des
Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) Fluoreszenzfarbstoffs wurde Singulett-Sauerstoff in den
Keimlingen nachgewiesen. Durch die parallele Detektion der Chlorophyll-Autofluoreszenz konn-
te aufSerdem die Lokalisation des Singulett-Sauerstoffs iiberpriift werden. Wildtyp-Keimlinge
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zeichneten sich dabei durch eine starke Chlorophyll-Autofluoreszenz und keinen nachweisbaren
Singulett-Sauerstoff aus (Abb.[2.35). In beiden tpri-Linien wurde eine reduzierte Chlorophyll-
Autofluoreszenz detektiert (Abb. [2.35), was in Ubereinstimmung mit den zuvor bestimmten
Chlorophyllgehalten war (Abb. [2.33[C). Ferner akkumulierte in beiden tpri-Linien vor allem
in der Blattperipherie Singulett-Sauerstoff (Abb. [2.35). Hierbei fiel auf, dass besonders in der
tpr1-3-Linie die SOSG-Signale nicht gleichmifiig in den betroffenen Bereichen verteilt waren,
sondern ein fleckenartiges Muster aufwiesen. Neben den beiden tpri-Linien verfiigten auch
die flu und porb-2 Keimlinge iiber eine reduzierte Chlorophyll-Autofluoreszenz (Abb. [2.35).
In der flu-Mutante wurde die erwartete Anhdufung von Singulett-Sauerstoff nachgewiesen,
welche vor allem in Bereichen mit hoher Chlorophyll-Autofluoreszenz vorlag (Abb. [2.35). In
der porb-2-Mutante hingegen konnte ein zu den tpri-Linien vergleichbares Muster der SOSG-
Fluoreszenz beobachtet werden (Abb.[2.35). Zwar akkumuliert in allen untersuchten Linien mit
Ausnahme des Wildtyps Singulett-Sauerstoff, allerdings unterschied sich die Verteilung von
Bereichen mit einem hohen Anteil an Singulett-Sauerstoff zwischen der flu-Mutante und den
beiden tpri-Linien bzw. der porb-2-Mutante. Somit wurde bereits an diesem Punkt vermutet,
dass das Fehlen von TPR1 und PORB einen vergleichbaren Effekt auf die Deetiolierung hatte.

Chlorophyll SOSG Uberlagerung

Col-0

tpri-2

tpri-3

porb-2

Abbildung 2.35. — Nachweis von Singulett-Sauerstoff mittels des Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG)
Fluoreszenzfarbstoffs in deetiolierten Arabidopsis Keimlingen. Die verwendeten Keimlinge wuchsen fiir
fiinf Tage in Dunkelheit und wurden anschliefSend fiir 16 h in kontinuierlichem Licht (90 pE) angezogen. Durch
konfokale Laserscanmikroskopie wurden neben der SOSG-Fluoreszenz die Chlorophyll-Autofluoreszenz detek-
tiert. Die Uberlagerung beider Signale diente der Lokalisierung des SOSG-Signals. Die angegebene Skalierung
entspricht 50 pym.
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Der Gehalt an Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen war im Wildtyp gering (Abb. [2.36). Le-
diglich in verschiedenen Leitgefafien konnten beide ROS in den Col-0 Keimlingen nachgewiesen
werden (Abb. 2.36). Im Vergleich dazu war in beiden tprI-Linien der Gehalt an Wasserstoffper-
oxid und Superoxidanionen erhoht (Abb. [2.36). Beide ROS akkumulierten dabei vor allem im
apikalen Sprossmeristem und den Blattmeristemen, was ein Hinweis darauf sein konnte, dass in
den tpri1-Linien ROS vor allem in sich neu entwickelnden Geweben entstand (Abb. [2.36). Die
flu-Mutante wies zwar eine starke Akkumulation von Wasserstoffperoxid auf, jedoch wurden
kaum Superoxidanionen nachgewiesen (Abb.[2.36). Die Anreicherung von Wasserstoffperoxid
war dabei wahrscheinlich eine Folge der Singulett-Sauerstoff-Akkumulation [283]. In der porb-
2-Linie wurde hingegen nur eine geringe Menge an Superoxidanionen nachgewiesen (Abb.
[2.36)). Dariiber hinaus wurde die Anreicherung von Wasserstoffperoxid vor allem im Bereich der
Blattmeristeme detektiert, was vergleichbar zum zuvor detektierten Verhalten von Singulett-
Sauerstoff war (Abb. Vergleich[2.35). Wie zuvor im Falle von Singulett-Sauerstoff zeigte
die Akkumulation von Wasserstoffperoxid in der porb-2-Mutante ein zu den tpri-Linien ver-
gleichbares Muster. Dies untermauert den moglichen Zusammenhang zwischen der verzogerten
Ergriinung und einem reduzierten Gehalt an photoaktivem PChlid. Im deutlichen Kontrast zur
porb-2-Mutante akkumulierten die tpri-Linien allerdings eine grofse Menge an Superoxidan-
ionen, was auf einen weiteren Aspekt der TPR1-Funktion, abseits der Stabilisierung von POR,
hindeutete (Abb.[2.36).
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Abbildung 2.36. - Nachweis von Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen in deetiolierten Keimlin-
gen. Die verwendeten Keimlinge wuchsen fiir fiinf Tage in Dunkelheit und wurden anschliefSend fiir 16 h in
kontinuierlichem Licht (90 pE) angezogen. Mittels 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) wurde Wasserstoffperoxid
angefarbt, wiahrend Superoxidanionen mittels Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) sichtbar gemacht wurden.
Die angegebene Skalierung entspricht 1 mm.
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Um einen detaillierteren Einblick in die zeitliche Abfolge der ROS-Anreicherung unter Belich-
tung zu gewinnen, wurden die Transkriptgehalte verschiedener ROS-Markergene in etiolierten
Keimlingen nach fiinf Tagen in Dunkelheit sowie zu unterschiedlichen Zeitpunkten wiahrend
der Deetiolierung bestimmt. Es stellte sich dabei heraus, dass nach fiinf Tagen in Dunkelheit
die meisten ROS-Markergene in beiden tpri1-Linien einen reduzierten Gehalt aufwiesen (Abb.
[2.37). Vor allem der relative Transkriptgehalt von GST6 und NOD1 war in beiden tpri-Linien
signifikant im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.[2.37). Durch Licht wurde die Expression
aller getesteten ROS-Markergene in allen Linien induziert (Abb.[2.37). Dabei zeigten die Gehalte
der untersuchten Markergene in den beiden tpri-Linien nach einer Stunde im Licht eine zum
Wildtyp vergleichbare Reaktion (Abb. [2.37). Erst nach zwei bzw. 24 h unter Belichtung wurden
Unterschiede zwischen den einzelnen Linien deutlich. Wahrend die Markergene des allgemeinen
oxidativen Stresses (GST6 und ZAT12) in den tpr1-Linien erst nach 24 h im Vergleich zum Wildtyp
leicht erhoht waren, konnte diese Reaktion im Falle der Singulett-Sauerstoff-Markergene ( BAP1
und NODI) bereits nach zwei Stunden im Licht beobachtet werden (Abb. 2.37). Diese Ergebnisse
waren in Ubereinstimmung mit der erhohten Akkumulation von Singulett-Sauerstoff in planta
(Abb.[2.35). Der relative Transkriptgehalt der Wasserstoffperoxid-Markergene unterschied sich
kaum zwischen allen untersuchten Linien, lediglich fiir Ferritin wurden zu einigen Zeitpunkten
ein erhohte Transkriptgehalte in der tpri-3-Linie detektiert (Abb. [2.37). Zusammenfassend
liefs sich an dieser Stelle sagen, dass die erste mittels ROS-Markergenen nachgewiesene Re-
aktion auf die Inkubation im Licht in den tpr1-Keimlingen wahrscheinlich die Anreicherung
von Singulett-Sauerstoff ist, wihrend die Akkumulation von Wasserstoffperoxid erst zu einem
spateren Zeitpunkt folgte.
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Abbildung 2.37. — Analyse der Genexpression verschiedener ROS- Markergene in etiolierten und de-
etiolierten Keimlingen. Die durch quantitative PCR ermittelte Transkriptgehalte wurden relativ zum Wildtyp
nach sechs Tagen in Dunkelheit (Zeitpunkt 0) bestimmt. Die Proben wurden zu den angegebene Zeitpunk-
ten nach dem Transfer in kontinuierliches Licht (90 uE) genommen. Die Einteilung der Markergene erfolgte
nach Woodson et al. [271]. Die angegebene statistische Auswertung jedes Gens wurde auf Grundlage von vier
biologischen Replikaten ermittelt (two-way ANOVA, Bonferroni Post-hoc-Test, p<0,05).
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Der erhohte oxidativer Stress in den tpr1-Mutanten kam somit als Ursache fiir die verzogerte
Ergriinung in Frage. Es wurde darauf aufbauen tiberpriift, ob die Akkumulation von ROS in den
tprl-Linien durch die Anzucht der Keimlinge unter geringeren Lichtintensitét (30 puE) verhindert
werden konnte. Kontrdr dazu wurden Keimlinge unter erhohten Lichtintensitaten (180 pE)
angezogen. Um dabei eventuelle sekundire Effekte durch Hitzestress zu vermeiden, wurden
nur leicht erhohte Lichtintensitaten gewahlt. Wie zuvor bei 90 pE akkumulierte im Wildtyp
sowohl unter reduzierten als auch erhohten Lichtintensitdten kaum Singulett-Sauerstoff (Abb.
[2.38). In den tpr1-Mutanten hingegen wurde Singulett-Sauerstoff abermals in vesikelférmigen
Strukturen in Bereichen mit geringer Chlorophyll-Autofluoreszenz sowie in der Blattperipherie
nachgewiesen, unabhéngig von der Anzuchtsbedingung (Abb.[2.38). Der Durchmesser dieser
Vesikel lag im Durchschnitt bei 4 um. Im Vergleich zu den tpri-Linien konnte in der flu-Mutante
unter beiden Bedingungen abermals ein hoher Gehalt an Singulett-Sauerstoff vor allem in
Bereichen mit hoher Chlorophyll-Autofluoreszenz detektiert werden (Abb. [2.38). Die Akku-
mulation von Singulett-Sauerstoff war in der porb-2-Mutante hingegen direkt abhdngig von
der Lichtintensitit: Je hoher diese war, desto mehr Singulett-Sauerstoff reicherte sich an (Abb.

238).
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Abbildung 2.38. — Nachweis von Singulett-Sauerstoff mittels des Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG)
Fluoreszenzfarbstoffs in deetiolierten Arabidopsis Keimlingen unter verschiedenen Lichtintensitédten.
Die verwendeten Keimlinge wuchsen fiir fiinf Tage in Dunkelheit und wurden anschliefSend fiir 16 h unter
geringen (LL; 30 pE) oder erhohten Lichtintensitdten (hL; 180 pE) angezogen. Durch konfokale Laserscanmi-
kroskopie wurden neben der SOSG-Fluoreszenz die Chlorophyll-Autofluoreszenz detektiert. Die Uberlagerung
beider Signale diente der Lokalisierung des SOSG-Signals. Die angegebene Skalierung entspricht 50 um.

78



Ergebnisse

Vergleichbar zu Singulett-Sauerstoff konnte im Wildtyp weder unter geringen noch erhoh-
ten Lichtintensitdten eine starke Anreicherung von ROS nachgewiesen werden (Abb. [2.39).
Allerdings nahm die Akkumulation von Superoxidanionen im Wildtyp unter erhohten Licht-
bedingungen leicht zu (Abb. [2.39). Im Vergleich zum Wildtyp wurde in den tprl-Mutanten
unter beiden getesteten Lichtbedingungen sowohl mehr Wasserstoffperoxid als auch mehr
Superoxidanionen nachgewiesen. Unerwarteterweise war dabei der Gehalt beider ROS in den
tpr1-Keimlingen umgekehrte proportional zur Lichtintensitit, da die hochste Anreicherung von
Superoxidanionen unter Schwachlicht detektiert wurde (Abb.[2.39). In der flu-Mutante war das
Gegenteil der Fall: Wahrend unter erhohten Lichtintensitdten eine starke Akkumulation von
Wasserstoffperoxid nachgewiesen werden konnte, wurde unter geringeren Lichtintensitaten
weniger Wasserstoffperoxid detektiert (Abb.[2.39). Dariiber hinaus konnte in der flu-Linie unter
keiner der getesteten Bedingungen eine Anreicherung von Superoxidanionen beobachtet werden.
Hingegen war der Gehalt von Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid in der porb-2-Mutante,
unabhiéngig von der Lichtintensitdt, gering (Abb. [2.39).
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Abbildung 2.39. - Nachweis von Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen in deetiolierten Keimlin-
gen unter verschiedenen Lichtintensititen. Die verwendeten Keimlinge wuchsen fiir fiinf Tage in Dunkelheit
und wurden anschliefRend fiir 16 h unter geringen (LL; 30 puE) oder erhohten Lichtbedingungen (hL; 180 uE) an-
gezogen. Mittels 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) wurde Wasserstoffperoxid angefarbt, wahrend Superoxidanionen
mittels Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) sichtbar gemacht wurden. Die angegebene Skalierung entspricht 1
mm.
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Durch die Anfarbung der unterschiedlichen ROS wurde deutlich, dass die untersuchten Mutan-
ten verschiedene Reaktionen wiahrend der Deetiolierung zeigten. Vor allem unter moderaten
Lichtintensitdten wies die Akkumulation von Singulett-Sauerstoff und Wasserstoffperoxid in
den tpri-Linien und der porb-2-Linie einige Parallelen auf. Dies unterstrich den moglichen
Zusammenhang zwischen einem reduzierten Gehalt an photoaktivem PChlid und der Entste-
hung von ROS, insbesondere von Singulett-Sauerstoff. Sowohl im Kontrast zur porb-2- als auch
flu-Mutante akkumulierten in den tpri-Linien eine grofSse Menge an Superoxidanionen, haupt-
sdchlich unter geringen Lichtintensitaten. Die Hauptquelle von Superoxidanionen in griitnem
Gewebe ist PSI, wodurch eine mogliche Verbindung zwischen TPR1 und PSI ersichtlich wurde.

2.2.17. Untersuchung von TPR1-haltigen Proteinkomplexen in den
Thylakoidmembranen

Fiir eine detailliere Analyse der Zusammenhinge zwischen TPR1 und den Komponenten des
FLU-Inaktivierungskomplexes sowie den photosynthetischen Untereinheiten wurden isolier-
te Thylakoidmembranen mittels Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation fraktioniert. Die
Thylakoidmembranen wurden aus vier Wochen alten Col-0 Rosettenpflanzen isoliert und in
einem 0,4 - 1,3 molaren Saccharosegradienten aufgetrennt. Nach Abschluss der Zentrifugation
konnten sechs distinkte Banden im Gradienten identifiziert werden, welche verschiedenen pho-
tosynthetischen Komplexen zugeordnet werden konnten (Abb.[2.404) [284]. Der Gradient wurde
anschliefSsend in 21 Fraktionen unterteilt, beginnend bei der hochsten Saccharose-Konzentration
am Boden des Gradienten (Fraktion 1) (Abb.[2.40B). In den Fraktionen mit sichtbarer Pigmen-
tierung (6 - 18) wurde zudem die Menge an Carotinoiden und Chlorophyllen photometrisch
bestimmt (Abb.[2.40[C), anhand deren Zusammensetzungen Riickschliisse auf die vorhandenen
Komplexe gezogen werden konnten. Carotinoide lagen lediglich in den Fraktionen mit der
niedrigsten bzw. hochsten Saccharosekonzentration vor. In den Fraktionen mit hoher Saccharo-
sekonzentration (6 - 11) war deutlich mehr Chlorophyll a als Chlorophyll b nachweisbar. Der
erhohte Chlorophyll a Gehalt konnte dabei auf einen erhohten Anteil der photosynthetischen
Kernkomplexe zuriickgefiihrt werden, welche in diesen Fraktionen vorlagen. In den Fraktionen
12 - 17 war der Chlorophyll b Gehalt hoher als in den Fraktionen 6 - 11. In diesem Bereich lagen
vor allem die Antennenkomplexe des PSII (LHCII) vor, welche im Vergleich zu den Kernkomple-
xen Chlorophyll b enthalten und somit den erhéhten Chlorophyll b Gehalt erklaren konnten.

Die erzeugten Fraktionen des Saccharosegradienten wurden anschliefsend hinsichtlich der
Abundanz verschiedener Proteine der TBS sowie beider Photosysteme untersucht (Abb. [2.40D).
Reprasentativ fiir den PSI-LHCI-Komplex wurde die Lokalisation von LHCA1 untersucht. Es
konnte bestatigt werden, dass die PSI-LHCI-Komplexe vorrangig in den hohermolekularen Regio-
nen des Gradienten zu finden war (Abb.[2.40D). Reprasentativ fiir PSII wurde die Abundanz von
D1 und CP47 nachgewiesen, welche eine breite Verteilung im Gradienten aufwiesen (Abb.[2.40D).
Der Hauptanteil des PSII befand sich dabei in den Fraktionen 8 - 12 (Abb. [2.40D). Besonderes
Interesse galt aufSerdem der Lokalisation der Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes.
Es ist hierbei zu vermerken, dass die Thylakoidmembranen wiahrend der Lichtphase geerntet
wurden, sodass der Anteil des FLU-Inaktivierungskomplexes dementsprechend gering sein
sollte [143]. Nichtsdestotrotz co-lokalisierten GluTR1, CHL27 und FLU in den Fraktionen 5 - 16
(Abb.[2.40D). Dabei haben diese drei Komponenten einen gemeinsamen Peak in Fraktion 14.
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Im Kontrast dazu konnte PORB lediglich in den niedermolekularen Fraktionen 15 - 19 detektiert
werden und wies somit eine zu den anderen Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes
abweichende Lokalisation auf (Abb.[2.40D). In den Fraktionen mit der gréfiten Anreicherung
von PORB (Fraktionen 16 - 18) konnten fiir GluTR1, CHL27 und FLU nur schwache Signale
detektiert werden (Abb.[2.40D). Wie zuvor beschrieben (Abschnitt[2.2.4), wurden fiir TPR1 zwei
Banden detektiert werden, welche eine unterschiedliche Lokalisation im Saccharosegradienten
aufwiesen. TPR143 lag in den Fraktionen 6 - 18 vor. Die hochste Abundanz von TPR143 konnte
in Fraktion 8 detektiert werden und co-lokalisierte somit vor allem mit LHCA1 auf Hohe der
vollstdndig assemblierten Photosysteme (Abb. [2.40D). Nichtsdestotrotz zeigte die sehr breite
Verteilung von TPR1,43; ebenfalls Ubereinstimmungen mit der Lokalisation von GluTR1, CHL27
und FLU (Abb. [2.40D). Im Gegensatz dazu war TPR14 lediglich in den Fraktionen 14 -19 zu
detektierten und zeigte die grofite Abundanz in Fraktion 17 (Abb.[2.40D). Damit co-fraktionierte
TPR14y stark mit PORB und unterstrich damit erneut den Zusammenhang zwischen diesen
beiden Proteinen.
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Abbildung 2.40. - Fraktionierung von isolierten Thylakoidmembranen durch Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation. (A) Thylakoidmembranen wurden aus vier Wochen alten Col-0
Rosettenpflanzen isoliert und in einem 0,4 - 1,3 molaren Saccharosegradienten durch 16 stiindige Zentrifugati-
on bei 134.470 xg aufgetrennt. Die Zuordnung der sichtbaren Banden wurde rechts neben dem Gradienten
angegeben und gemafR DallOsto et al. vorgenommen [284]. (B) Der Saccharosegradient wurde in 21 Fraktionen
unterteilt, beginnend bei der hochsten Saccharosekonzentration in Fraktion 1. (C) Fiir die Fraktionen 6-18
wurde der Gehalt von Carotinoiden (Carotin), Chlorophyll a (Chl a) und Chlorophyll b (Chl b) photometrisch
bestimmt. Aus den ermittelten Mengen wurde der Anteil des jeweiligen Pigments am Gesamtpigmentgehalt
berechnet. Fiir die hier angebenden Werte wurden zwei technische Replikate verwendet. (D) Lokalisation
von verschiedenen Enzymen und Hilfsproteinen der TBS sowie der photosynthetischen Untereinheiten.
Fiir den Nachweis von D1 und CP47 wurden die gewonnenen Fraktionen mittels 12 %iger Harnstoff-Gele
elektrophoretisch aufgetrennt, wahrend fiir den Nachweis aller weiteren Proteine 12 % SDS-Gele verwendet
wurden. Als Kontrolle wurde neben den gewonnenen Fraktionen das verwendete Ausgangsmaterial (Input;
Inp.) analysiert. Die detektierten Proteine wurden rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal
angegeben.
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2.2.18. Einfluss von TPR1 auf die Ausbildung von Komplexen in den
Thylakoidmembranen

Um zu iiberpriifen, inwiefern das Fehlen von TPR1 die Lokalisation der im Saccharosegradienten
co-fraktionierten Proteine beeinflusste, wurden isolierte Thylakoidmembranen aus vier Wochen
alten Col-0 und tpr1-3 Rosettenpflanzen mittels 4- 12 %iger BN-PAGE Gradientengele elektro-
phoretisch aufgetrennt. Fiir die sich anschliefSende zweite Dimension wurden 12 %ige SDS-Gele
verwendet. Der Verlust von TPR1 hatte dabei kaum einen Einfluss auf die Lokalisation von
GluTR1, FLU, CHL27 und PORB (Abb. [2.4TA, B). Allerdings wurde GluTR1 im Wildtyp vor allem
im Bereich der Superkomplexe detektiert, wahrend in der tpr1-3-Linie GIuTR1 auch zu einem
geringen Anteil in niedermolekularen Bereichen nachweisbar war (Abb.[2.41A, B). Weiterhin
konnte wie zuvor weniger membranassoziierte PORB in der tpri-3-Linie nachgewiesen werden
als im gleichbehandelten Wildtyp (Abb.[2.41]A, B). Da PORB nur im Bereich der freien Proteine
vorzufinden war (Abb. [2.41]A, f.P.), konnte keine Aussage iiber eine verdnderten Lokalisation
getroffen werden. Ein deutlicherer Unterschied zeigte sich allerdings fiir die Lokalisation von
LHCA1: In der tpr1-3-Linie konnte weniger LHCA1 im Bereich der LHCI-Monomere und -Dimere
detektiert werden als im Wildtyp (Abb.[2.41B). In hhermolekularen Bereichen war die Lokalisa-
tion von LHCA1 in der tpri-3-Linie hingegen wildtypartig (Abb.[2.41B). Im Wildtyp lag TPR143
vor allem im Bereich der LHC-Monomere und -Trimere vor (Abb.[2.41]A). Im Vergleich dazu
war TPR1,g im Bereich der freien Proteine zu finden, in welchem ebenfalls CHL27 und PORB
detektiert werden konnten (Abb.[2.41]A). Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen
der Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation. TPR14y stand somit eher in Verbindungen
mit PORB und weiteren Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes, wahrend TPR1,43 mit
LHCA1 bzw. PSI co-lokalisierte.
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Abbildung 2.41. - Lokalisation der Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes sowie LHCA1 in
isolierten Thylakoidmembranen. Die Thylakoidmembranen wurden aus vier Wochen alten Col-0 (A) und
tpr1-3 (B) Rosettenpflanzen isoliert und mittels 4 - 12 %iger BN-PAGE Gradientengele elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Auftrennung der zweiten Dimension erfolgte durch 12 %ige SDS-Gele. Die nachgewiesenen
Proteine sind jeweils rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal angegeben. Unspezifische Signale
wurden durch einen Stern gekennzeichnet. PSI M.- PSI Monomer; PSII D.-PSII Dimer; LHCII T.-LHCII Trimer;
LHC M - LHC Monomere; f.P. - freie Proteine.
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2.2.19. TPR1 in verschiedenen Mutanten des Tetrapyrrolbiosynthese-Weges

Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der tpri-Linien wurden verschiedene TBS-Mutanten hinsicht-
lich der Stabilitdt von TPR1 untersucht. Dafiir wurden eine chl27 knockdown-Mutante [100] sowie
zwei porb knockout-Mutanten [113]] verwendet. Dariiber hinaus wurden die ghp-Punktmutante
in diese Untersuchungen einbezogen, in welcher GBP drastisch destabilisiert war [149]. Die
gewihlten Linien wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen,
da unter diesen Bedingungen TPR1 den grofSten Einfluss auf die Abundanz von GluTR1 hatte.
Allerdings war die flu-Mutante unter diesen Bedingungen nicht iiberlebensfahig, weswegen
diese nicht mit einbezogen wurde. Nach vier Wochen zeigte die gbp-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp ein gesteigertes Wachstum und eine wildtypartige Pigmentierung, wahrend sowohl die
chl27-Mutante als auch beide porb-Linien einen retardierten Wuchs und eine reduzierte Pigmen-
tierung aufwiesen (Abb.[2.42]A). In allen untersuchten Mutanten war der TPR1-Proteingehalt
im Vergleich zum Wildtyp erhoht (Abb. [2.42B). Dariiber hinaus war auffillig, dass, sobald eine
Komponente des FLU-Inaktivierungskomplexes destabilisiert war, wie beispielsweise in den
chl27- und porb-Mutanten, die anderen Komponenten des Komplexes einen erh6hten Protein-
gehalt aufwiesen (Abb.[2.42]B). Ahnliches traf auch auf den GBP-Proteingehalt der chl27 und

porb-4-Linie zu (Abb.[2.42B).

Zusatzlich dazu wurde die hemA1-Linie in die Analysen einbezogen. Da diese auf Erde nicht
tiberlebensfahig war, wurden sowohl Wildtyp- als auch hemA1- und tpri-3-Keimlinge fiir zwei
Wochen auf MS-Agarmedium angezogen. Wie zuvor fiir die anderen Mutanten des TBS-Weges
wies auch die hemA1-Mutante einen erhohten TPR1-Proteingehalt auf (Abb. [2.42C). Dariiber
hinaus besafSen die Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes in der hemA 1-Mutante
ebenfalls eine erhohte Stabilitit im Vergleich zum Wildtyp (Abb.[2.42[C). Dies war in Uberein-
stimmung mit den zuvor publizierten Daten von Apitz et al. [285] und zeigte einige Parallelen
zur verwendeten tpri1-3-Linie (Abb.[2.42/C). Die erhohten Proteingehalte der Komponenten des
FLU-Inaktivierungskomplexes sowie von TPR1 in allen untersuchten Mutanten des TBS-Weges
waren moglicherweise ein kompensatorischer Effekt, infolge einer gestorten Inaktivierung der
ALA-Synthese.
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Abbildung 2.42. — Proteingehalte verschiedener Mutanten des TBS-Wegs. Die verwendeten Pflanzen
wurden unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) entweder fiir vier Wochen auf Erde (A, B) oder fiir zwei
Wochen auf Murashige-Skoog (MS)-Medium (C) angezogen. (A) Phdnotyp auf Erde angezogenen Pflanzen. (B, C)
Nachweis von Proteinen der TBS. Die Proben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Ponceau gefirbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen
Proteine wurden rechts neben dem dazugehorigen spezifischen immunologischen Signal vermerkt.
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2.2.20. Analyse des TBS-Weges iiber den Verlauf eines Standardkurztages in den
tprl-Linien

Unter Standard-Kurztagbedingungen war der GIuTR1 Gehalt in den tpri-Linien im Vergleich
zum Wildtyp erhéht (Abb. [2.19), wihrend dies unter kontinuierlichen Lichtbedingungen nicht
der Fall war (Abb.[2.22]A). Der Wechsel von Licht- und Dunkelphasen konnte somit moglicher-
weise ein Ausloser fiir die verdnderte Abundanz von GIuTR1 sein. Dariiber hinaus interagiert
TPR1 mit den Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes. Die Ausbildung bzw. Auflosung
dieses Komplexes ist vor allem im Wechsel von Tag zu Nacht und vice versa von elementarer
Bedeutung [139]. Fiir einen detaillierteren Einblick in die Auswirkungen des Wechsels zwischen
Licht- und Dunkelphasen auf die tpri-Mutanten wurden die Gehalte von ALA und verschiede-
nen TBS-Intermediaten sowohl zum Ende der Dunkelphase als auch zum Ende der Lichtphase
bestimmt.

Am Ende der Dunkelphase war der ALA-Gehalt der tpri-Linien um 50 % im Vergleich zum
Wildtyp reduziert (Abb.[2.43]A). Dies hatte indes lediglich schwache Auswirkungen auf die steady
state Gehalte von PChlid und Chlid (Abb. [2.43B, C). MgP und MgProtoME lagen am Ende der
Nacht unterhalb des durch die HPLC detektierbaren Levels. Es zeigte sich, dass die PChlid-
Gehalte in den tpri-Linien leicht reduziert waren (Abb.[2.43B), wohingegen die Chlid-Level
tendenziell erhoht waren (Abb. [2.43[C). Somit wurde abermals bestétigt, dass der Verlust von
TPR1 keinen deutlichen Einfluss auf die Funktionalitdt des FLU-Inaktivierungskomplexes an
sich hatte. Andernfalls ware eine Akkumulation von ALA und PChlid aufgrund der fehlenden
Inhibierung der ALA-Synthese nachweisbar gewesen. Uberraschenderweise war am Ende der
Dunkelphase das Gegenteil in den tpri-Linien der Fall.
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Abbildung 2.43. — Nachweis von verschiedenen TBS-Intermediaten am Ende der Dunkelphase. Die
verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 puE) angezogen. Die
Beprobung der Pflanzen erfolgte 5 min vor Beginn der Lichtphase. (A) Die photometrisch bestimmten ALA-
Mengen wurden auf das eingesetzte Frischgewicht (FG) der verwendeten Rosettenpflanzen bezogen. (B, C) Die
mittels HPLC bestimmten Intermediatmengen wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. Die
angefiihrten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten bestimmt.

Am Ende der Lichtphase konnte in der tpri-3-Linie ein wildtypartiger ALA-Gehalt verzeichnet
werden, wihrend die tpr1-2-Linie nur noch einen leicht reduzierten ALA-Gehalt aufwies (Abb.
2.44A). Wahrend die steady state Gehalte an MgP in den tpri-Linien leicht erh6ht waren (Abb.
[2.44B), konnte fiir MgProtoME in beiden tpri-Linien ein reduzierter Gehalt im Vergleich zum
Wildtyp detektiert werden (Abb. [2.44C). Die Menge an PChlid war hingegen in den beiden tpri-
Mutanten wildtypartig (Abb.[2.44D). Im Unterschied dazu war der Chlid-Gehalt am Ende der
Lichtphase in den tprI-Linien um etwa 40 % im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb. [2.44E).
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Die Mengen der TBS-Intermediate am Ende des Tages decken sich mit Ausnahme von MgP
mit den nach zwei Stunden im Licht bestimmten Gehalten (Abb.[2.20). Der reduzierte Chlid-
Gehalt der tpri-Linien kann somit erst nach mehreren Stunden im Licht nachgewiesen werden.
Moglicherweise war die Effektivitdt der Photoreduktion von PChlid zu Chlid durch POR erst
wihrend lingerer Belichtungsphasen durch das Fehlen von TPR1 beeintrichtigt.
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Abbildung 2.44. - Nachweis von verschiedenen TBS-Intermediaten am Ende der Lichtphase. Die ver-
wendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen. Die
Probenentnahme erfolgte 5 min vor Beginn der Dunkelphase. (A) Die photometrisch bestimmten ALA-Mengen
wurden auf das eingesetzte Frischgewicht (FG) der verwendeten Rosettenpflanzen bezogen. (B-E) Die mit-
tels HPLC bestimmten Intermediatmengen wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. Die
angefiihrten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten bestimmt.

Am Ende der Dunkelphase waren alle analysierten Gehalte von Enzymen und Hilfsproteinen
der TBS, mit Ausnahme von GUN4 und CHLM, in den tpr1-Linien wildtypartig (Abb. 2.45). Die
Proteingehalte von GUN4 und CHLM waren hingegen leicht erh6ht (Abb. [2.45). Fiir GluTR1 war
der wildtypartige Gehalt in den tpri-Linien zum Ende der Dunkelphase unerwartet, da sonst ein
erhohter Proteingehalt in diesen Linien im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden konnte
und die Abbaurate von GIuTR1 in den tprI-Mutanten wildtypartig war (Abb. 2.45). Erst zum
Ende der Lichtphase wurde der zuvor detektierte erhohter Gehalt von GIuTR1 in den tpr1-Linien
beobachtet (Abb. [2.45). Vergleichbar dazu waren zum Ende der Dunkelphasen die Gehalte von
GBP, FLU, CHL27, YCF54 und PORB wildtypartig, wahrend am Ende der Lichtphase eine leicht
erhohte Abundanz dieser Proteine in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen
werden konnte (Abb. [2.45)). Unter keiner der getesteten Bedingungen wurde ein Einfluss des
TPR1-Verlustes auf die Gehalte von LHCA1 und LHCB1 festgestellt.

Die deutlichsten Unterschiede im Bezug auf die Intermediat- und Proteingehalte zwischen
dem Wildtyp und den tpri-Linien waren am Ende des Tages zu sehen. Einzige Ausnahme bildete
hierbei der ALA-Gehalt. Ein Faktor, welcher die verdnderte Akkumulation der TBS-Intermediate
in den tpri-Linien auslosen konnte, war somit die Tagesldnge. Ein weiterer Faktor, welcher sich,
aufgrund der schnellen Anderung der GluTR1-Aktivitdt durch die Bindung an oder Ablésung vom
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FLU-Inaktivierungskomplex rasch wihrend Dunkel- und Lichtphasen verdndert, ist der Gehalt
von ALA. Der Einfluss von sowohl der Tageslange als auch der ALA-Menge auf die tpri-Linien
sollte deswegen ndher analysiert werden.
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Abbildung 2.45. - Proteingehalte von Enzymen und Hilfsproteinen der TBS sowie zweier
LHCs in Abhingigkeit der Tageszeit. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 uE) angezogen. Die Proben wurden jeweils 5 min vor Ende der Dunkelphase (8:00) bzw.
5 min vor Ende der Lichtphase (18:00) genommen. Die Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele elektro-
phoretisch aufgetrennt. Die Ponceau geféarbte grofie Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle.
Die detektierten Proteine wurden rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal vermerkt.

2.2.21. Analyse des Einflusses der Tageslange auf die tprl-Linien

Der Einfluss der Tagesliange auf die Anreicherung der TBS-Intermediate in den tpri-Linien wur-
de unter zwei extremen Bedingungen untersucht. Hierbei wurde zum einen ein kontinuierliches
Lichtregime (120 pE) gewidhlt, zum anderen ein extremer Kurztag (4 h Licht / 20 h Dunkelheit,
120 pE). Drei Wochen alte, unter Standard-Kurztagbedingungen angezogene Arabidopsis Pflan-
zen wurden dafiir fiir mehrere Tage unter den beiden oben genannten verdnderten Tagesldngen
inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Gehalte der TBS-Intermediate bestimmt.

Nach drei Tagen in kontinuierlichem Lichtregime waren die tpr1-Linien makroskopisch nicht
vom Wildtyp zu unterscheiden (Abb.[2.46/A). Der Gehalt von MgP lag unter dem durch die HPLC
bestimmbaren Detektionslevel, weswegen iiber dessen Akkumulation keine Aussage getroffen
werden konnte. Ebenfalls problematisch war der Nachweis von MgProtoME, da beispielsweise
in der tpr1-2-Linie lediglich in einer Probe MgProtoME nachgewiesen werden konnte. In der
tpri1-3-Linie war der MgProtoME steady state Gehalt im Vergleich zum Wildtyp jedoch leicht
reduziert (Abb.[2.46B). Ebenso waren die Gehalte von PChlid und Chlid in beiden tpri-Linien im
Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.[2.46C, D). Wie zuvor unter Standard-Kurztagbedingungen
waren die Chlorophyllmengen in den tpr1-Linien geringfiigig reduziert (Abb.[2.46). Hierbei
schien Chlorophyll b starker beeintrachtigt zu sein als Chlorophyll a, was ein leicht erhohtes
Chl a/b Verhiltnis verursachte (Abb.[2.46F). Die Verldngerung der Lichtphase fiihrte somit nicht
zu einer Steigerung der am Ende des Tages detektierten Verdnderungen der Intermediatgehalte
in den tpr1-Linien. Andernfalls wire eine Akkumulation von PChlid und eine Reduktion von
Chlid nachweisbar gewesen.
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Abbildung 2.46. — Analyse von Arabidopsis Pflanzen nach drei Tagen unter kontinuierlichen Licht-
bedingungen. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir drei Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120
uE) angezogen und anschliefSend fiir drei Tage in kontinuierlichem Licht (120 pE) inkubiert. (A) Phédnotyp nach
drei Tagen in kontinuierlichem Licht. Die schematische Darstellung des Lichtregimes wurde fiir einen Zeitraum
von 24 h angegeben. Der Zeitpunkt der Ernte (10:00 Uhr) wurde mit einem schwarzen Pfeil markiert. (B-E) Die
mittels HPLC bestimmten Intermediatgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (F)
Aus den gemessenen Chlorophyllgehalten wurde das Chl a/b Verhiltnis ermittelt. Die angefiihrten Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten bestimmt.

Pflanzen, welche einem extremen Kurztag ausgesetzt waren, zeigten allgemein ein deutlich
verlangsamtes Wachstum, weswegen die Entnahme der Proben erst nach fiinf Tagen unter
diesen Bedingungen erfolgte (Abb.[2.47]A). Wie zuvor in kontinuierlichem Licht fiihrte auch
eine Verlangerung der Dunkelphase in beiden tpri-Linien nicht zu einem makroskopisch vom
Wildtyp zu unterscheidenden Phinotyp (Abb. [2.47A). Im Gegensatz zu kontinuierlichen Licht-
bedingungen waren die steady state Gehalte vom MgProtoME und PChlid in den tpri-Linien
unter extremen Kurztagbedingungen im Vergleich zum Wildtyp erhéht (Abb. [2.47C, D). Die
Gehalte von MgP und Chlid waren in den tpr1-Linien hingegen wildtypartig (Abb. [2.47B, E).
Wie zuvor unter kontinuierlichen Lichtbedingungen und unter Standard-Kurztagbedingungen
war der Chlorophyllgehalt der tpri-Linien geringfiigig reduziert (Abb.[2.47F). Im Kontrast zu

kontinuierlichen Lichtbedingungen war hierbei scheinbar der Chlorophyll a Gehalt starker
beeintréchtigt, was an einem leicht reduzierten Chl a/b Verhiltnis sichtbar wurde (Abb. [2.47G).
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Abbildung 2.47. - Analyse von Arabidopsis Pflanzen nach fiinf Tagen unter extremen Kurztagbedin-
gungen. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir drei Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE)
angezogen und anschliefend fiir fiinf Tagen unter extremen Kurztagbedingungen inkubiert. (A) Phanotyp nach
fiinf Tagen in extremen Kurztagbedingungen. Die schematische Darstellung des Lichtregimes wurde fiir einen
Zeitraum von 24 h angegeben. Der Zeitpunkt der Ernte (10:00 Uhr) wurde mit einem schwarzen Pfeil markiert.
(B-F) Die mittels HPLC bestimmten Intermediatgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezo-
gen. (G) Aus den gemessenen Chlorophyllgehalten wurde das Chl a/b Verhéltnis ermittelt. Die angefiihrten
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten bestimmt.

Wihrend eine extrem verliangerte Lichtphase in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp zu ei-
ner reduzierten Menge von TBS-Intermediaten fiihrte, hatte die Verlangerung der Dunkelphase
einen gegenteiligen Effekt. Dies wies auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der Tages-
lange und der Akkumulation von TBS-Intermediaten in den tpri-Linien hin. Moglicherweise
konnte eine weitere Verkiirzung der Tageslange auf lediglich zwei bis drei Stunden eine weitere
Anreicherung von TBS-Intermediaten in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp hervorrufen.
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2.2.22. Die Auswirkungen von erhohten ALA-Konzentrationen auf die Entwicklung
und Pigmentierung von tprl-Keimlingen

Die ALA-Synthesekapazitit war in den tpri-Linien deutlich erh6ht (Abb. 2.21B), wohingegen die
ALA-Mengen entweder wildtypartig oder reduziert waren (Abb.[2.21C). Es sollte im Folgenden
{iberpriift werden, welchen Einfluss ein Uberangebot von ALA wihrend der Belichtungsphase auf
die Entwicklung und Pigmentierung von tpri-Keimlingen hatte. Dafiir wurden Keimlinge unter
kontinuierlichem Licht auf ALA-supplementiertem MS-Agarmedium angezogen. Neben der
Anzucht auf Kontrollmedium ohne ALA wurden zwei verschiedene ALA-Konzentrationen (400
puM und 800 uM) verwendet. Im Wildtyp fiihrte ein Uberangebot von ALA bei einer Konzentration
von 800 pM zu einer sichtbar reduzierten Pigmentierung (Abb.[2.48). Im Kontrast zum Wildtyp
war in den tpri-Linien bereits bei einer Konzentration von 400 uM ALA eine deutliche Reduktion
der Pigmentierung zu erkennen, welche sich bei 800 uM ALA verstérkte (Abb. [2.48). Dariiber
hinaus hemmte die Supplementierung mit ALA das Wachstum der tpr1-Keimlinge im Vergleich
zum gleichbehandelten Wildtyp (Abb. [2.48).
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Abbildung 2.48. — Auswirkungen einer erh6hten ALA-Konzentration auf das Wachstum und die Pig-
mentierung von Arabidopsis Keimlingen. Wildtyp und tprI-Linien wurden auf Kontrollmedium (0 uM ALA)
sowie zwei mit ALA supplementierten Medien (400 pM und 800 pM) fiir fiinf Tage in kontinuierlichem Licht
angezogen.

Die sichtbare reduzierte Pigmentierung der tpri-Linien konnten durch die mittels HPLC be-
stimmten Chlorophyllgehalte bestatigt werden. Wahrend im Wildtyp der Gesamtchlorophyll-
gehalt bei erhohten ALA-Konzentrationen nur leicht im Vergleich zu Kontrollbedingungen
reduziert war, konnte in den beiden tpri-Linien ein um 20 % bzw. 50 % reduzierter Gesamt-
chlorophyllgehalt bei 400 uM ALA bzw. 800 pM ALA im Medium detektiert werden (Abb. 2.49A).
Von dieser Reduktion war Chlorophyll b stérker betroffen als Chlorophyll a (Abb. [2.49B). Zwar
stieg das Chl a/b Verhiltnis auch im Wildtyp an (Abb. 2.49B), allerdings nicht in einem zu den
tpri-Linien vergleichbaren MafRe. Moglicherweise waren durch das Uberangebot an ALA die
photosynthetischen Antennenkomplexe in den tpri-Linien stirker betroffen als die Kernkom-
plexe. Ebenso waren die Him-Gehalte bei erhohten ALA-Konzentrationen in den tpri1-Linien
im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.[2.49C). Als eine mogliche Ursache fiir die reduzierten
Mengen der TBS-Endprodukte in den tpr1-Mutanten wurde in einer veranderten Anreicherung
der TBS-Intermediate vermutet.
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Abbildung 2.49. — Chlorophyll- und Himgehalte in Abhiingigkeit der ALA-Konzentration. Die verwen-
deten Arabidopsis-Linien wurden fiir fiinf Tage in kontinuierlichem Licht (100 uE) auf MS-Agarmedium mit
und ohne ALA angezogen. Die mittels HPLC bestimmten Mengen von (A) Chlorophyll und (C) Him wurden auf
das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. Aus den ermittelten Chlorophyll-Gehalten wurde anschliefRend
das Chlorophyll a zu b (Chl a/b) Verhiltnis bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus mindestens drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten berechnet.

Als Reaktion auf das Uberangebot an ALA im Medium akkumulierten im Wildtyp MgP und
MgProtoME, wiahrend die PChlid und Chlid-Gehalte entweder unverdndert oder im Vergleich
zu den Kontrollbedingungen (0 pM ALA) reduziert waren (Abb. [2.50A-D). Der Chlid-Gehalt
unterlag im Wildtyp unter den Kontrollbedingungen starken Schwankungen, dennoch konnte
eine Reduktion des Chlid-Gehaltes als Reaktion auf die erhohte ALA-Konzentration festgestellt
werden (Abb.[2.50D). Die fehlende Anreicherung von PChlid und Chlid in Folge eines erhdhten
ALA Angebots im Medium war unerwartet, da iiblicherweise die Zugabe von ALA eine Akku-
mulation aller TBS-Intermediate induziert [100]. Allerdings wurde diese Induktion zumeist in
Dunkelheit und wahrend kiirzerer Inkubationsphasen nachgewiesen. Im Vergleich dazu keimten
in diesen Versuchen die verwendeten Linien direkt auf dem ALA-supplementierten Medium,
was diese Abweichungen moglicherweise hervorrief. Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass
sich die Reaktion auf ein Uberangebot von ALA wihrend fritherer Entwicklungsstadien von den
Reaktionen in adultem Gewebe unterscheidet. In beiden tpri-Mutanten stiegen die Gehalte

von MgP und MgProtoME nicht in einem zum Wildtyp vergleichbaren MafSe als Reaktion auf
die erhthten Mengen an ALA im Medium an (Abb.[2.504, B). Dariiber hinaus waren die PChlid-
Gehalte in den tprl-Linien bereits ab einer Konzentration von 400 uM ALA im Medium im

Vergleich zum gleichbehandelten Wildtyp reduziert (Abb.[2.50C). Auch die Chlid-Mengen waren

in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp bei erhohten ALA-Konzentrationen reduziert

(Abb.[2.50D). Da allerdings bereits unter Kontrollbedingungen Chlid in den tprI-Linien einen

reduzierten Gehalt aufwies, war dieser Effekt weniger deutlich als im Falle von MgProtoME und

PChlid (Abb. [2.50B-D).
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Abbildung 2.50. — Nachweis der TBS-Intermediatgehalte in fiinf Tage alten Arabidopsis Keimlingen
in Abhingigkeit von der ALA-Konzentration. Die verwendeten Linien wurden fiir fiinf Tage in kontinu-
ierlichem Licht (100 pE) auf MS-Agarmedium mit und ohne 400 uM bzw. 800 uM ALA angezogen. (A-D) Die
TBS-Intermediatgehalte wurden mittels HPLC bestimmt und auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen.
Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens drei biologischen Replikaten
mit je zwei technischen Replikaten ermittelt.

Da bei einer Konzentration von 800 uM ALA im Medium in den tprI-Linien hohe sekundare
Effekte aufgrund des stark retardierten Wachstums und der reduzierten Pigmentierung erwartet
wurden, wurden die Proteingehalte verschiedener Proteine der TBS lediglich fiir eine Konzentra-
tion von 400 uM ALA im Medium untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die reduzierten Mengen
der TBS-Intermediate in den tprI-Linien nur teilweise auf einen reduzierten Proteingehalt
der korrespondierenden Enzyme zuriickgefiihrt werden konnte (Abb. [2.51). Die Proteingehalte
von GIuTR1 und GBP waren sowohl im Wildtyp als auch in beiden tpri-Linien kaum durch das
Uberangebot von ALA beeintrachtigt. Im Vergleich dazu erhohte sich der FLU-Gehalt durch die
Supplementierung mit ALA im Wildtyp, wihrend in den tpri-Linien das Gegenteil der Fall war,
obwohl die tpri-Linien einen erhohten FLU-Gehalt unter Kontrollbedingungen aufwiesen (Abb.
2.51). Eine weitere Reaktion auf die erhohte ALA-Konzentration war ein erhohter ALAD-Gehalt
in den tpri-Linien im Vergleich zum gleichbehandelten Wildtyp und den Kontrollbedingungen
(Abb. [2.51). Dies konnte ein moglicher Hinweis auf einen erh6hten Umsatz von ALA zu PBG, ka-
talysiert durch ALAD, sein. Dementsprechend wurde im Wildtyp moglicherweise die Abundanz

von ALAD durch das Uberangebot von ALA reprimiert, wohingegen diese Repression in den tpri-
Linien ausblieb. Diese Beeintrachtigung von ALAD wurde unter Standard-Kurztagbedingungen

nicht nachgewiesen und war somit eine spezifische Reaktion der tpri-Linien auf das Uberan-
gebot von ALA. Die erhohte Konzentration von ALA rief dariiber hinaus in der tpri-3-Linie

einen reduzierten Gehalt der meisten Proteine des Chlorophyllzweiges, mit Ausnahme von

CHL27, hervor (Abb.[2.51). Besonders betroffen waren hierbei CHLM und PORB, welche in beiden

tprl-Linie einen reduzierten Gehalt bei 400 uM ALA im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen (Abb.
2.51). Die verringerte Abundanz von PORB in den tpr1-Linien konnte somit die Ursache fiir die

reduzierten Chlid-Mengen sein (Abb. [2.5T).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch eine Uberangebot von ALA die Pigmen-
tierung der tpr1-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp stark beeintrachtigt war. Dies konnte
in beiden tpri-Linien auf eine Reduktion der TBS-Intermediate sowie der CHLM und PORB
Proteingehalte zuriickgefiihrt werden. Hierbei schien ein direkter Zusammenhang zwischen der
Abundanz von TPR1 und der Deregulation der TBS bei erhohten ALA-Konzentrationen zu beste-
hen, da die TPR1 knockout-Linie (tpr1-3) starker betroffen war als die TPR1 knockdown-Linie
(tpr1-2). Allerdings war an diesem Punkt nicht klar, ob die Deregulation der TBS nur durch die
verdnderte Stabilitdt von PORB verursacht sein konnte.
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Abbildung 2.51. — Nachweis von Enzymen und Hilfsproteinen der TBS in Abhiingigkeit der ALA-
Konzentration. Die verwendeten Arabidopsis Keimlinge wurden fiir fiinf Tage in kontinuierlichem Licht
(100 pE) auf MS-Medium ohne und mit 400 uM bzw. 800 uM ALA angezogen. Die Proteinproben wurden mittels
12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ponceau gefirbte grofRe Untereinheit von RuBisCO (RBCL)
diente als Ladekontrolle. Die detektierten Proteine sind rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal
vermerkt.

RBCL

2.2.23. Die Auswirkungen von erhohten ALA-Konzentrationen auf die
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies in den tprl1-Keimlingen

In Keimlingen und adultem Blattgewebe der tpri-Linien konnte ein erhohter Gehalt von Singulett-
Sauerstoff und Superoxidanionen nachgewiesen werden (siehe Abschnitt|2.2.13und [2.2.16).
Ein Grund fiir die Deregulation der TBS bei erhohten ALA-Konzentrationen konnte dement-

sprechend die erhohte Anreicherung von ROS sein. Um dies zu tiberpriifen, wurden in fiinf
Tage alten Arabidopsis Keimlingen, welche unter kontinuierlichem Licht auf Medium mit und
ohne ALA angezogen wurden, die Gehalte verschiedener ROS nachgewiesen. Fiir eine bessere
Vergleichbarkeit der moglichen ROS-Ursache wurden abermals die flu- und porb-2-Mutanten
als zusatzliche Kontrollen verwendet. In Wildtyp-Keimlingen war sowohl unter Kontrollbedin-
gungen als auch bei erhohten ALA-Konzentrationen im Medium lediglich eine geringe Menge
an Singulett-Sauerstoff nachweisbar (Abb.[2.52). In den tpr1-Linien war der Gehalt an Singulett-
Sauerstoff unter Kontrollbedingungen wildtypartig. Die Anzucht auf Medium mit 400 uM ALA
fiihrte jedoch nur in der TPR1 knockout-Linie (tpr1-3) zur Anreicherung von Singulett-Sauerstoff
(Abb.[2.52). Diese Ergebnisse zeigten zum einen, dass die Akkumulation von ROS in den tpri-
Linien abhingig von der Tagesldnge war. Das Fehlen von TPR1 16ste nur im Tag-Nacht-Wechsel
oder nach verldngerter Etiolierungsphase eine Akkumulation von Singulett-Sauerstoff aus
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(siehe Abschnitt[2.2.13und [2.2.16), wiahrend nach Anzucht in kontinuierlichem Licht der Ge-
halt an Singulett-Sauerstoff wildtypartig war (Abb. [2.52). Zum anderen zeigte sich, dass nur
der knockout von TPR1 die Anreicherung von Singulett-Sauerstoff bei erhohten ALA-Gehalten
hervorrief (Abb. [2.52). Im Vergleich zum Wildtyp und den tpri-Linien akkumulierte in der
flu-Mutante sowohl unter Kontrollbedingungen als auch bei erhohten ALA-Konzentrationen
im Medium Singulett-Sauerstoff (Abb. [2.52). In der porb-2-Linie konnte dagegen unter Kon-
trollbedingungen ein hoherer Gehalt von Singulett-Sauerstoff detektiert werden, als nach fiinf
Tagen auf ALA-haltigem Medium (Abb.[2.52). Die porb-2-Linie schien dementsprechend durch
die zusatzliche Bereitstellung von ALA weniger oxidativen Stress zu erleiden.

ohne ALA 400 uM ALA
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Abbildung 2.52. — Anreicherung von Singulett-Sauerstoff in Abhéngigkeit der ALA-Konzentration.
Die verwendeten Arabidopsis Keimlinge wurden fiir fiinf Tage in kontinuierlichem Licht (100 pE) auf MS-
Medium mit und ohne 400 uM ALA angezogen. Der Nachweis von Singulett-Sauerstoff erfolgte durch den Singlet
Oxygen Sensor Green (SOSG) Fluoreszenzfarbstoff, dessen Fluoreszenz mittels konfokaler Laserscanmikrosko-
pie detektiert wurde. Neben der SOSG-Fluoreszenz wurde die Chlorophyll-Autofluoreszenz untersucht. Die
Uberlagerung beider Signale dient der Lokalisierung der Singulett-Sauerstoff Anreicherung. Die angegebene
Skalierung entspricht 200 pm.

Neben Singulett-Sauerstoff wurde Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen in den fiinf
Tage alten Arabidopsis Keimlingen nachgewiesen. Besonders der Gehalt an Superoxidanio-
nen war dabei von Interesse, da in adultem Blattgewebe sowie in deetioliertem Gewebe der
tpr1-Linien mehr Superoxidanionen als im vergleichbaren Wildtyp akkumulierten (Abb. [2.30,
[2.36). Im Wildtyp reicherte sich sowohl unter Kontrollbedingungen als auch im Falle der Sup-
plementierung mit ALA kaum Wasserstoffperoxid an (Abb.[2.53). Lediglich in den Leitgefédfien
und Primérblittern konnte diese ROS-Spezies nachgewiesen werden (Abb. [2.53). Ahnliches
traf fiir beide tpri-Linien zu (Abb.[2.53). Allerdings konnte hierbei in den Primérblattern ein
leicht erhohter Wasserstoffperoxid-Gehalt im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden, wel-
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cher unabhingig von der Menge an ALA im Anzuchtsmedium war (Abb. [2.53). Ein zu den
beiden tpri-Linien vergleichbares Verhalten konnte fiir die flu-Mutante detektiert werden (Abb.
2.53). In der porb-Mutante war wie zuvor im Falle von Singulett-Sauerstoff die Anreicherung
von Wasserstoffperoxid indirekt proportional zur ALA-Konzentration im Medium (Abb. [2.53).
Im Wildtyp war ein geringer Gehalt von Superoxidanionen sowohl unter Kontrollbedingungen
als auch bei einer erh6hten ALA-Konzentration im Medium hauptsachlich an der Blattspitze
und im Sprossapikalmeristem nachzuweisen (Abb. . Im Kontrast dazu verursachte ein Uber-
angebot von ALA in den tpri-Linien eine starke Anreicherung von Superoxidanionen, welche
unter Kontrollbedingungen nicht nachgewiesen werden konnte (Abb.[2.53). In der flu-Mutante
war der Gehalt von Superoxidanionen unter Kontrollbedingungen hingegen hoher als auf ALA
supplementiertem Medium (Abb. [2.53). Die Akkumulation von Superoxidanionen war in der
porb-2-Linie vergleichbar zu den beiden tpri-Linien: Mit erhohter ALA-Konzentration nahm
auch der Gehalt an Superoxidanionen zu (Abb. . Eine Uberproduktion von ROS kann im
Extremfall zum Zelltod des betroffenen Gewebes fiihren. Dies konnte jedoch durch die Anfar-
bung der fiinf Tage alten Arabidopsis Keimlingen mit Trypanblau ausgeschlossen werden (siehe
Anhang[.6). Abgestorbenes Zellgewebe war somit nicht die Ursache fiir die sichtbare reduzierte
Blattpigmentierung in den tpri-Linien.

ohne ALA 400 uM ALA
DAB DAB NBT
f o - 3 =
Col-0 | v ~ 9~ & - 1
tpri-2 i ? y _pyﬁ
: A ‘A.i
tpril-3 B, ﬁ = _:; a T
v{
\ /
P Q} /
porb-2 N : /

Abbildung 2.53. — Nachweis von Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen in Abhiingigkeit der ALA-
Konzentration. Die verwendeten Linien wurden fiir fiinf Tage in kontinuierlichem Licht (100 puE) auf MS-
Medium mit und ohne 400 uM ALA angezogen. AnschliefSend erfolgte die Anfiarbung von Wasserstoffperoxid
durch Diaminobenzidin (DAB), wahrend Superoxidanionen mittels Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) sichtbar
gemacht wurden.

Das Uberangebot von ALA rief in den tpri-Linien vor allem eine starke Anreicherung von
Superoxidanionen und reduzierte Pigmentierung hervor (Abb. [2.48 und[2.53). Inwiefern der
hohe Superoxidanionen-Gehalt im Zusammenhang mit der Destabilisierung der TBS-Enzyme
stand, war allerdings unbekannt. Dariiber hinaus war nicht auszuschliefSen, dass nach fiinf
Tagen auf ALA-supplementiertem Agarmedium eine Vielzahl sekundarer Effekte auftraten,
welche den detektieren Phanotyp der tpri-Linien verstiarken konnten.
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2.2.24. Der Einfluss von dunkelrotem Licht auf die tprl-Linien

In den tpri-Linien wurde unter verschiedenen Bedingungen eine starke Anreicherung von Su-
peroxidanionen nachgewiesen. Die Hauptquellen fiir Superoxidanionen in Chloroplasten ist
die Mehler-Reaktion, welche am PSI stattfindet [253, 254]. Aus diesem Grund sollte der Zu-
sammenhang zwischen der Akkumulation von Superoxidanionen und der photosynthetischen
Leistung des PSI in den tpri-Linien im Folgenden niher analysiert werden. Unter normalen
Anzuchtsbedingungen konnten keine Auswirkungen auf die photosynthetische Leistung oder
Komplexbildung des PSI in den tpri-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp detektiert werden.
Um dennoch zu tiiberpriifen, ob TPR1 einen Einfluss auf die photosynthetische Leistung des PSI
hatte, wurden Bedingungen so gewihlt, dass PSI starker beansprucht wird als PSII. Photonen
einer Wellenlange zwischen 710 und 850 nm, welche dem roten und infraroten Spektralbereich
des sichtbaren Lichts entsprechen, werden vorrangig durch PSI absorbiert. Dementsprechend
fiihrt die Inkubation in dunkelrotem oder infrarotem Licht zu einer stirkeren Beanspruchung
des PSI. Fiir die nachfolgenden Analysen wurde nur die TPR1 knockout-Linie tpri1-3 verwendet,
da fiir diese Linie die stirksten Unterschiede zum Wildtyp erwartet wurden. Die verwendeten
Pflanzen wurden dafiir fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen und an-
schliefSend fiir 90 min in dunkelrotem Licht inkubiert. Daraufhin wurde die Fluoreszenz von PSI
mittels 77K-Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die PSI-Fluoreszenz
der tpri-3-Linie um ca. 7 % im Vergleich Wildtyp reduziert war (Abb.[2.54)A). Diese Analysen
lieferten einen ersten Hinweis darauf, dass PSI in den tpri-Linien unter spezifischen Bedingun-
gen starker beeintrachtigt war als im gleichbehandelten Wildtyp. Zuséatzlich zur Analyse von
PSI wurde mittels PAM die photosynthetische Leistung von PSII bei Raumtemperatur bestimmt
(Abb. [2.54B). Hierbei fiel vor allem die geringere Fluoreszenz wéhrend der ersten beiden Licht-
pulse nach Anschalten des aktinischen Lichtes in der tpri1-3-Linie im Vergleich zum Wildtyp

auf (Abb.[2.54B).
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Abbildung 2.54. - Fluoreszenz von PSI und PSII nach 90 min in dunkelrotem Licht. Vier Wochen alte
Arabidopsis Pflanzen wurden unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend fiir 90 min
in dunkelrotem Licht inkubiert. Daraufhin erfolgte die Messung der PSI und PSII Fluoreszenz. (A) Die mittels
77K-Fluoreszenzspektroskopie bestimmte Chlorophyllfluoreszenz wurde auf die Fluoreszenz von PSII bei 687
nm normiert. Die hier angegebenen Mittelwerte wurden aus drei biologischen Replikaten mit je drei technischen
Replikaten bestimmt. (B) Die mittels PAM detektierte Fluoreszenz wurde auf die maximale Chlorophyllfluores-
zenz nach 60 Sekunden normiert. Die hier angegebenen Mittelwerte wurden aus drei biologischen Replikaten
ermittelt.
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Die veranderte Fluoreszenz von PSII nach 90 min in dunkelrotem Licht hatte indes keinen
Einfluss auf die mittels PAM bestimmte maximale (FvF,) und effektive Quantenausbeute (®PSII)
des PSII in der tpri-3-Linie im Vergleich zum gleichbehandelten Wildtyp (Tab. [2.5). Somit
fiihrte die Inkubation in dunkelrotem Licht weder im Wildtyp noch in der tpri-3-Linie zu einer
Verdanderung der PSII-Leistung. Dies entsprach den Erwartungen, da unter dunkelrotem Licht
PSII weniger beansprucht wird als PSI. Allerdings konnte unter diesen Bedingungen fiir die
tpr1-3-Linie ein Anstieg des NPQs beobachtet werden, was anhand der verringerten Fluoreszenz
wihrend der ersten beiden Lichtpulse nach Inkubation in aktinischem Licht sichtbar wurde

(Tab.[2.5).

Tabelle 2.5. - PAM-Messungen nach 90 miniitiger Inkubation in dunkelrotem Licht. Die vermessenen
Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen, gefolgt von einer 90 minii-
tigen Inkubation in dunkelrotem Licht. AnschliefRend wurde mittels PAM die maximale (Fv,,) und effektive
Quantenausbeute (PPSII) sowie das NPQ bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus drei biologischen Replikaten ermittelt.

Parameter Col-0 tpri-3
Fy/Fim 0,835 + 0,032 0,847 4+ 0,001
®PSII 0,834 + 0,031 0,846 + 0,001
NPQ 0,210 + 0,009 0,241 4+ 0,021

Nach 90 min in dunkelrotem Licht wurden Thylakoidmembranen isoliert und mittels Blau-
Nativer Gradientengele aufgetrennt. Nach 90 min in dunkelrotem Licht war vor allem der Gehalt
des PSI Monomers / PSII-Dimers sowie der PSII-LHCII-Superkomplexe in der tpri-3-Linie im
Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.[2.55/A). Der Proteingehalt von LHCA1 war hingegen in
beiden tpri-Linien wildtypartig (Abb.[2.55B). Im Vergleich zu LHCA1 war die Abundanz von
GluTR1 und PORB in der thylakoidalen Fraktion der tpri1-Linien stark gegeniiber dem Wildtyp
reduziert (Abb.[2.55B). Hierbei schien der Grad der Reduktion abhéngig von der Starke des TPR1-
Defekts zu sein, da in der TPR1 knockdown-Linie tpr1-2 ein moderat verringerter Gehalt von
GluTR1 und PORB nachweisbar war, welcher sich in der TPR1 knockout-Linie tpr1-3 verstarkte
(Abb.[2.55B, Vergleich Abb. [2.25). Weiterhin wiesen die beiden Cylase-Komponenten CHL27 und
YCF54 eine reduzierte Abundanz in beiden tpri-Linien auf (Abb. [2.55B). Wildtypartig waren
hingegen die FLU und CHLM Proteingehalte der tpri1-Mutanten (Abb.[2.55B). Aufgrund dessen
konnte davon ausgegangen werden, dass die verdanderte Membranstabilitit der Komponenten
des FLU-Inaktivierungskomplexes in den tpr1-Linien nicht durch die fehlenden Bindung dieser
durch FLU verursacht wurde. Interessant war aufSerdem, dass das Verhaltnis von TPR143 zu
TPR149 nach 90 min in dunkelrotem Licht im Wildtyp ausgeglichen war (Abb.[2.55B), wahrend
unter Standard-Kurztagbedingungen TPR143 abundanter gegeniiber TPR1,4y war (Vergleich Abb.

2.25).

Das verdnderte Verhaltnis von TPR143 zu TPR14 im Wildtyp war eine interessante Folge der
Inkubation in dunkelrotem Licht. Um zu iiberpriifen, ob die beiden TPR1-Formen dabei mit
verschiedenen photosynthetischen Komplexen co-lokalisieren, wurde die Verteilung dieser in
der zweiten Dimension untersucht. Dartiber hinaus wurde die Lokalisation von LHCA1 analysiert,
da bereits zuvor ein moglicher Zusammenhang zwischen TPR1 und LHCA1 unter Standard-
Kurztagbedingungen nachgewiesen wurde (Vergleich Abb. 2.41).
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TPR143 war in der zweiten Dimension unter Standard-Kurztagbedingungen geringfiigig breiter
verteilt als TPR14 (Abb. C). Dabei war die Abundanz von TPR1435 im Bereich der LHCII-
Trimere, in welchem auch LHCA1 vorlag, am starksten (Abb.[2.55|C). Nach 90 min in dunkelrotem
Licht nahm die Abundanz von TPR143 vor allem in diesem Bereich ab, wiahrend die Abundanz
von TPR14 im Bereich der freien Proteine zunahm (Abb.[2.55]C). Somit konnte ein Zusammen-
hang zwischen TPR1 und dem LHCI-Komplex unter Bedingungen bestehen, in welchen PSI
stirker beansprucht wird als PSII. Fiir weiterfiihrende Analysen konnen langere Inkubations-
zeiten in dunkelrotem Licht gewidhlt oder eine Inhibierung des PSI nach Lima-Melo et al. [286]
vorgenommen werden.
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Abbildung 2.55. - Analyse von isolierten Thylakoidmembranen nach 90 miniitiger Inkubation
in dunkelrotem Licht. Die verwendeten Rosettenpflanzen wurden fiir fiinf Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend fiir 90 min in dunkelrotem Licht inkubiert. (A) BN-PAGE
von isolierten Thylakoidmembranen. Die isolierten Thylakoidmembranen wurden mit 1 % DDM solubilisiert
und mittels eines 4- 12 %igen BN-PAGE Gradientengels elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden dabei Prote-
inproben mit gleicher Chlorophyllmenge eingesetzt. Die nachweisbaren photosynthetischen Komplexe wurden
rechts neben der jeweiligen Bande vermerkt. (B) Proteingehalte von Enzymen und Hilfsproteinen der TBS. Die
isolierten Thylakoidmembranen wurden mittels 12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ponceau
gefdrbte Nitrocellulosemembran diente als Ladekontrolle. Die detektierten Proteine wurden rechts neben dem
spezifischen immunologischen Signal vermerkt. (C) TPR1- und LHCA1-Proteingehalte nach fiinf Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen (NL) bzw. fiir 90 min in dunkelrotem Licht (FR). Die isolierten Thylakoidmem-
branen wurden mit 1 % DDM solubilisiert und daraufhin mittels eines 4- 12 %igen BN-PAGE Gradientengels
elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden Proteinproben mit gleicher Chlorophyllmenge eingesetzt. In der
zweiten Dimension erfolgte die Auftrennung durch 12 %ige SDS-Gele. Die nachgewiesenen Proteine wurden
rechts neben dem spezifischen Signal angegeben. PSI M.-PSI Monomere; PSII D.-PSII Dimere; LHCII T.-LHCII
Trimere; LHC M.-LHC Monomere; f.P.-freie Proteine.
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2.2.25. Virus-induziertes Gen-Silencing von TPR1

TPR1 und FLU gehoren beide zu den TPR-Proteinen und wiesen eine hohe Ubereinstimmung
hinsichtlich der Interaktionspartner auf. Aus diesem Grund sollte iiberpriift werden, ob eine
gewisse funktionelle Redundanz zwischen beiden Proteinen besteht. Eine Kreuzung der flu-
und tpr1-3-Mutanten konnte aufgrund der zeitlichen Limitation nicht gewéahrleistet werden,
weswegen das VIGS-Verfahren verwendet wurde, um dieser Fragestellung nachzugehen. Hierfiir
wurde eine 300 bp grofSe Teilsequenz der kodierenden DNA von AtTPR1 in einen Tabak-Rattle-
Virus-basierten Vektor (pTRV2) eingefiigt. Die Transformation dieses Vektors in Arabidopsis
rief die pflanzlichen Abwehrreaktion gegen das Virus hervor [287]. Als Konsequenz fiihrte
dies zu einer sich systemischen ausbreitenden Inaktivierung von TPR1, welche durch den
RNA-induzierten Silencing Komplex vermittelt wurde [287]. Als Kontrolle diente hierbei ein
virales Konstrukt, welches gegen GFP gerichtet war. Sowohl der TPR1-pTRV2 als auch GFP-
pTRV2 Vektor wurden in Agrobakterien transformiert und anschliefSend in die Kotyledonen
von 10 Tage alte Wildtyp- und flu-Keimlinge infiltriert. Ein zweiter Vektor (pTRV1), welcher
unter anderem Gene fiir essentielle Komponenten der viralen Replikationsmaschinerie enthielt
[287], wurde co-infiltriert. Zwei Wochen nach Infiltration konnte die Inaktivierung von TPR1
nachgewiesen werden. Es zeigte sich hierbei, dass die systemische Inaktivierung von TPR1
im Wildtyp-Hintergrund weniger effektiv war als im Hintergrund der flu-Linie (Abb. 2.56/A).
Wihrend im Wildtyp-Hintergrund der TPR1-Transkriptgehalt lediglich um 40 % im Vergleich
zur GFP-Kontrolle reduziert war, konnte im flu-Hintergrund ein um 90 % reduzierter TPR1-
Transkriptgehalt nachgewiesen werden (Abb.[2.56]A). Die Reduktion des TPR1-Transkriptgehalts
fiihrte sowohl im Wildtyp als auch in der flu-Mutante zu einer vergleichbaren Reduktion des
TPR1-Proteingehalts (Abb. [2.56B). Die Inaktivierung von TPR1 war somit, zumindest in der
flu-Linie, sehr erfolgreich, fiihrte allerdings zu keiner sichtbaren phanotypischen Verianderung
im Vergleich zur korrespondierenden GFP-Kontrolle (Abb. [2.56(C).
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Abbildung 2.56. — Nachweis der Inaktivierung von TPR1 in Arabidopsis thaliana. Die verwendeten Li-
nien wurden fiir 10 Tage unter kontinuierlichen Lichtbedingungen angezogen. Nach 10 Tagen erfolgte die
Infiltration des GFP-pTRV2 und TPR1-pTRV2 Vektors. Zwei Wochen nach Infiltration wurden die Transfor-
manten analysiert. (A) TPRI-Transkriptgehalt. Der in den infiltrierten Pflanzen mittels quantitativer PCR
nachgewiesene Transkriptgehalt wurde relativ zur Kontrolle (Col-0 GFP) bestimmt. Die angegebenen Mittelwer-
te und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten
ermittelt. (B) Immunologischer Nachweis des TPR1-Proteingehalts in positiv getesteten Transformanten. Die
Proteinproben wurden mittels eines 12 %igen SDS-Gels aufgetrennt. Die Ponceau gefdrbte grofSe Untereinheit
von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. (C) Phdnotyp einer reprasentativen Rosettenpflanze zwei Wochen
nach Infiltration.
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Sowohl im Hintergrund des Wildtyps als auch der flu-Mutante fiihrte die Reduktion von TPR1
zu einer Akkumulation von MgP, MgProtoME und PChlid im Vergleich zur jeweiligen GFP-
Kontrolle (Abb.[2.57A-C). Hierbei rief auch eine geringfiigige Destabilisierung von TPR1, wie im
Falle der Col-0-TPR1-Pflanzen, die Anreicherung dieser Intermediate hervor (Abb.[2.57A-C).
Allerdings lief$ sich ein direkter Zusammenhang zwischen dem Chlid-Gehalt und der Abundanz
von TPR1 herstellen (Abb. [2.57D). Wahrend in Col-0-TPRI-Transformanten der Chlid-Gehalt
nur geringfiigig reduziert war, fiihrte die starke Destabilisierung von TPR1 in flu-TPR1-Pflanzen
zu einer deutlichen Reduktion von Chlid (Abb. 2.57D). Dies unterstreicht die zuvor (Abschnitt
vermutete Verbindung zwischen der POR-Aktivitdt und der Anwesenheit von TPR1. Die
Bestimmung der POR-Aktivitat konnte wihrend dieser Arbeit nicht gewiahrleistet werden. Die
Pflanzen miissten fiir die Aktivitatsmessung sechs Stunden in Dunkelheit inkubiert werden
[275], was in der flu-Mutante zur Akkumulation von PChlid fiihren wiirde, welche wiederum
die Messung der POR-Aktivitdt beeintrachtigen konnte. Die Verdanderungen der steady state
TBS-Intermediatgehalte hatte indes keine Auswirkungen auf den Gesamtchlorophyllgehalt oder
das Chl a/b Verhiltnis (Abb. [2.57E-F).
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Abbildung 2.57. — Analyse der steady state TBS-Intermediat- und Chlorophyllgehalte sowie der subzel-
lulidren Lokalisation von GluTR. Die verwendeten Linien wurden fiir 10 Tage unter kontinuierlichen Lichtbe-
dingungen angezogen. Nach 10 Tagen erfolgte die Infiltration der Silencing-Konstrukte (GFP-pTRV2 und TPR1-
pTRV2). Zwei Wochen nach Infiltration wurden die Transformanten hinsichtlich der TBS-Intermediatgehalte
(A-F) und der Lokalisation von GIuTR1 (G) untersucht. (A-E) Die mittels HPLC bestimmten Intermediat- und
Chlorophyllgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (F) Aus den nachgewiesenen
Chlorophyllmengen wurde das Chl a/b Verhaltnis berechnet. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabwei-
chungen wurden aus vier biologischen Replikaten bestimmt. (G) Immunologischer Nachweis von GluTR1 sowohl
im Gesamtproteinextrakt (links) als auch in der 16slichen (s) und membrangebundenen (m) Fraktion (rechts).
Die Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau gefiarbte grofle Untereinheit
von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle.

99



Ergebnisse

Besonderes Interesse galt dariiber hinaus der GluTR1-Stabilitdt und -Lokalisation in den flu-
TPRI1-Transformanten. Dabei zeigte sich, dass in flu-GFP-Transformanten der GluTR1-Gehalt
im Vergleich zur Col-0-GFP-Kontrolle reduziert war, wihrend in flu-TPR1-Pflanzen das Gegen-
teil der Fall war (Abb. [2.57[G). In den flu-GFP- und flu-TPRI-Transformanten konnte GluTR1
auflerdem nicht mehr in der Membranfraktion detektiert werden (Abb. [2.57G). Dies war vor
allem fiir die flu-GFP-Transformanten iiberraschend, da trotz des Fehlens von FLU ein geringer
Anteil von GIuTR1 an der Membran erwartet wurde [|147]. Nichtsdestotrotz wurde deutlich, dass
das Fehlen von TPR1 einen additiven Effekt auf die Verdnderung der GluTR1-Lokalisation in der
flu-Mutante hatte (Abb. 2.57G).

Es galt weiterhin zu priifen, ob moglicherweise zu einem spéteren Zeitpunkt ein starkere In-
aktivierung von TPR1 im Wildtyp-Hintergrund beobachtet werden konnte. Drei Wochen nach
Infiltration war dabei der relative TPR1-Transkriptgehalt in den Col-0-TPRI-Transformanten
um 80 % im Vergleich zur Col-0-GFP-Kontrolle reduziert (Abb.[2.58A). Der Chlid-Gehalt der
Col-0-TPR1-Pflanzen war dabei ebenfalls um ca. 80 % im Vergleich zur Col-0-GFP-Kontrolle
reduziert (Abb.[2.58B). Alle weiteren TBS-Intermediatgehalte lagen zu diesem Zeitpunkt unter
dem Detektionslevel der HPLC. Das Fehlen von TPR1 hatte auch zu einem spéteren Zeitpunkt
keinen Einfluss auf den Gesamtchlorophyllgehalt (Abb.[2.58C).
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Abbildung 2.58. — Nachweis des relativen TPR1-Transkriptgehaltes sowie des Chlid- und Chlorophyll-
Gehaltes. Die verwendeten Linien wurden fiir 10 Tage unter kontinuierlichen Lichtbedingungen angezogen.
Nach 10 Tagen erfolgte die Infiltration der Silencing-Konstrukte (GFP-pTRV2 und TPR1-pTRV2). Drei Wochen
nach Infiltration wurden die Transformanten hinsichtlich des TPR1-Transkriptgehalts (A) und den Gehalten
von Chlid (B) und Chlorophyll (C) untersucht. (A) Der mittels quantitativer PCR gemessene Transkriptge-
halt wurde relativ zur Col-0-GFP-Kontrolle bestimmt. (B, C) Die durch HPLC nachgewiesenen Chlid-und
Chlorophyll-Gehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. Die angegebenen Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt.

Bereits diese sehr anfinglichen Ergebnisse der TPR1-VIGS-Linien zeigten, dass die erhohte
Stabilitat von GIuTR1 sowie die reduzierten Chlid-Gehalte direkt im Zusammenhang mit der
Inaktivierung von TPR1 stehen. Sowohl im Wildtyp- als auch im flu-Hintergrund akkumulierten
dariiber hinaus durch die Inaktivierung von TPR1 die TBS-Intermediate MgP, MgProtoME und
PChlid (Abb.[2.57A-C). Unter Zuhilfenahme des VIGS-Systems wurde gezeigt, dass eine Kreu-
zung der flu- und tpri-3-Mutanten ein hilfreicher Ansatz wire, um das Zusammenspiel zwischen
diesen beiden TPR-Proteinen im Hinblick auf die Regulation von GluTR1, CHL27 und POR genau-
er zu analysieren. Dariiber hinaus wiren Kreuzungen zwischen der FLU-Uberexpressionslinie
und der TPR1 knockout-Linie tpr1-3 und vice versa ein interessanter Ansatzpunkt.
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2.2.26. Initiale Charakterisierung von TPR1-Komplementationslinien

Es sollte iiberpriifen werden, ob das Wiedereinfiigen des TPR1-Gens zur Komplementation der
sichtbaren Unterschiede zwischen den tpri- und Col-0-Linien fiihrte. Aus diesem Grund wurde
die AtTPR1-Sequenz in den pCAMBIA-Vektor eingefiigt, wodurch TPR1 unter der Kontrolle des
35S-Promotors stand. Fiir weiterfithrende Co-Immunoprezipitationsanalysen wurde am carboxy-
terminalen Ende der TPR1-Sequenz ein HA-Strep-Tag angefiigt. Der Vektor wurde, vermittelt
durch Agrobakterien, in Arabidopsis transformiert. Positive Transformanten wurden durch
die im Vektor enthaltene BASTA-Resistenzkassette selektiert. Nach erfolgreicher Selektion
wurde das Vorhandensein der transformierten Kassette im Hintergrund der tpr1-3-Linie mittels
PCR verifiziert (Abb.[2.59A). In zwei separat durchgefiihrten Transformationsrunden wurden
so insgesamt fiinf unabhidngige Linien selektiert, welche in den nachfolgenden Analysen als
TPR1-HA-Linien bezeichnet wurden. Der relative TPR1-Transkriptgehalt der TPR1-HA-Linien
war trotz des sehr starken 35S-Promoters nur um das Sechs- bis Achtfache im Vergleich zum
Wildtyp erhoht (Abb. [2.59B). Bei der Analyse des TPR1-Proteingehalts konnten zweierlei Beob-
achtungen gemacht werden: 1) Wurde durch das Anfiigen des HA-Strep-Tags das Laufverhalten
von TPR1 verdndert (Abb. [2.59C). 2) Fiihrte die sechs- bis achtfache Erhhung des relativen
TPRI-Transkriptgehalts maximal zu einer Verdopplung des TPR1-Proteingehaltes (Abb.[2.59C).
Dennoch konnte die Uberexpression von TPR1 in den TPR1-HA-Linien bestitigt werden. Keine
der selektierten Uberexpressionslinien zeigte eine makroskopisch sichtbare Verdnderung der
Pigmentierung im Vergleich zum Wildtyp (Abb. [2.59D).
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Abbildung 2.59. - Selektion der TPR1-HA-Linien. Die verwendeten F2-Linien wurden fiir drei Wochen
unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen. (A) Nachweis der Homozygotie des transformierten 35S::TPR1
Konstruktes im Hintergrund der tpri-3-Linie. Es wurde eine genspezifische (TPR1) und eine T-DNA spezifische
(T-DNA) Primerkombination sowie eine spezifische Primerkombination fiir die 35S::TPR1-Genkassette gewéhlt.
Die Auftrennung der mittels PCR gewonnen Amplifikate erfolgte durch 1 %ige Agarosegele. (B) Nachweis des
TPR1-Transkriptgehalts. Der mittels quantitativer PCR nachgewiesene TPRI-Transkriptgehalt der fiinf selektier-
ten TPRI-HA-Linien sowie der tpr1-3- Linie wurde relativ zum Wildtyp bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt. (C) Immunologischer Nachweis
von TPR1. Die Gesamtproteinextrakte wurden mittels 12 % iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Ponceau gefirbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. (D) Der Phidnotyp von zwei
selektierten TPR1-HA-Linien im Vergleich zum Wildtyp.
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Fiir die weiterfiihrenden Analysen wurden die Linien TPR1-HA #6 und #9 verwendet. In die-
sen beiden Uberexpressionslinien waren die steady state Gehalte der TBS-Intermediate MgP,
MgProtoME und Chlide wildtypartig (Abb.[2.60A, B, D). Die Reduktion dieser Intermediate in der
tpri1-3-Linie konnte somit erfolgreich komplementiert werden (Abb.[2.60A, B, D). Im Unterschied
dazu war der PChlid-Gehalt der beiden TPR1-Uberexpressionslinien im Vergleich zum Wildtyp
und der tpri-3-Linie reduziert (Abb. ). Aufgrund der in den TPR1-Uberepxressionslinien
gemessenen PChlid- und Chlid-Mengen konnte bereits an dieser Stelle vermutet werden, dass
die Aktivitat und Effektivitdt von POR in diesen Linien wildtypartig war. Der Gesamtchloro-
phyllgehalt der TPR1-Uberexpressionslinien war im Vergleich zur tpri-3-Linie erhoht, konnte
jedoch nicht vollstindig zuriick auf das Wildtyp-Level gebracht werden (Abb. [2.60E)
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Abbildung 2.60. — Steady state TBS-Intermediatgehalte zweier TPRI1-HA-Linien im Vergleich zum
Wildtyp und der tpri-3-Mutante. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir drei Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen. Die Probenentnahme erfolgte zwei Stunden nach Beginn der Belichtungsphase.
(A-E) Die mittels HPLC bestimmten Intermediatgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) be-
zogen. (F) Das Chla/b Verhiltnis wurde aus den gemessenen Chlorophyllmengen bestimmt. Die angefiihrten
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt.

Die ALA-Synthesekapazitat war in den beiden untersuchten TPRI1-HA-Linien im Vergleich zum
Wildtyp leicht reduziert (Abb.[2.61]A). Dariiber hinaus war in einer weiteren Linie der zweiten
Transformationsrunde ( TPR1-HA-#16) eine deutlich reduzierte ALA-Synthesekapazitat im
Vergleich zum Wildtyp und der tpr1-3-Linie nachweisbar (Abb.2.61]A). Unklar war, warum in der
Linie #16 ein starkerer Effekt auf die ALA-Syntheserate zu sehen war, obwohl die Linien #9 und
#16 einen dhnlichen TPR1-Protein- und -Transkriptgehalt aufwiesen (Abb.[2.59B, C). Fiir die Ana-
lyse der Proteingehalte wurde die Linie mit der starksten Reduktion der ALA-Synthesekapazitit
ausgewdahlt (TPR1-HA-#16). In dieser Linie lag im Vergleich zum Wildtyp deutlich mehr GluTR1
an der Membran gebunden vor, was die Auswirkungen auf die ALA-Synthese erklarte. Allerdings
wurde in der TPR1-HA #16-Linie ebenfalls mehr GluTR1 in der 16slichen Fraktion als im Wildtyp
nachgewiesen (Abb. ). Somit wurde durch die Uberexpression von TPR1 GluTR1 nicht
destabilisiert. Der FLU-Proteingehalt war in der TPR1-HA #16-Linie im Vergleich zum Wildtyp
leicht verringert (Abb.[2.61B), sodass der erhéhte Anteil von GIuTR1 an der Membran nicht durch
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eine erhohte Stabilitdt von FLU erklart werden konnte. Weiterhin war der membrangebundene
Anteil von PORA/B in der TPR1-HA #16-Linie im Vergleich zum Wildtyp erhht (Abb. [2.61B),
was den reduzierten PChlid-Gehalt (Abb. C) erkldren konnte. Die Abundanz von LHCA1
war in der Uberexpressionslinie hingegen wildtypartig (Abb.[2.61B). Fiir TPR1 konnte sowohl im
Wildtyp als auch in der TPR1-HA-Linie das zuvor gesehene spezifische Bandenmuster detektiert
werden (Abb. [2.61B). Das Anfiigen des carborxyterminalen HA-Strep-Tags fiihrte zu einem
veranderten Laufverhalten von TPR1, wodurch das transgene TPR1-Protein um 2-3 kDa grofSer
wirkte als das endogene Protein (Abb.[2.61B). Dariiber hinaus konnte in der TPRI-HA-Linie
ein geringerer Anteil von TPR1 in der 10slichen Fraktion nachgewiesen werden. Dies wurde
moglicherweise durch die Uberexpression von TPR1 verursacht, wodurch die Integration von
TPR1 in die Thylakoidmembran beeintridchtigt gewesen sein konnte.
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Abbildung 2.61. — ALA-Synthesekapazitit und subzellulire Lokalisation verschiedener Proteine der
TBS in den TPR1-HA-Linien. Fiir die Analysen wurden vier Wochen alte, unter Standard-Kurztagbedingungen
angezogene Arabidopsis Pflanzen verwendet. (A) Die ALA-Synthesekapazitidt wurde nach vier Stunden Inkuba-
tion mit Lavulinsdure unter moderaten Lichtintensitdten (120 pE) relativ zum eingesetzten Frischgewicht (FG)
bestimmt. Die angefiihrten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten
ermittelt. (B) Subfraktionierung von Gesamtproteinextrakten. Die Proteinproben wurden in die 16sliche (solu-
ble; s) und membrangebundene (m) Fraktionen unterteilt und mittels 12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Ponceau gefdrbte Nitrocellulosemembran diente als Ladekontrolle. Die detektierten Proteine
wurden rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal vermerkt.

Das Wiedereinfiigen von TPR1 fiihrte unter Standard-Kurztagbedingungen zur Komplemen-
tation des tpri1-3-Phanotyps. Besonders die reduzierten TBS-Intermediatgehalte der tpri-3-
Linie konnten in den TPR1-HA-Linien wiederhergestellt werden. Dariiber hinaus fiihrte die
Uberexpression von TPR1 sogar zu einem zur tpri-3-Linie komplementéren Effekt auf den
PChlid-Gehalt und die ALA-Synthesekapazitat.

Neben dem Einfluss der Uberexpression von TPR1 auf die TBS unter Standard- Kurztagbedin-
gungen wurde der Phidnotyp der Uberexpressionslinien wiahrend der Deetiolierung untersucht.
Dafiir wurden die verwendeten Linien fiir sechs Tage in Dunkelheit angezogen, gefolgt vom 24
h in kontinuierlichem Licht (100 pyE). Die TPR1-HA-Linien zeigten nach 24 h ein wildtypartiges
Erscheinungsbild im Hinblick auf die Pigmentierung der Kotyledonen (Abb. [2.62A). Dariiber
hinaus konnte bestitigt werden, dass das Wiedereinfiigen von TPR1 zu einer Komplementation
der im Vergleich zum Wildtyp reduzierten Ergriinungsrate der tpr1-3-Linie fiihrte (Abb.[2.62B).
Allerdings wurde nur fiir Linie TPR1-HA #6 eine wildtypartige Ergriinungsrate nachgewiesen,
wihrend der Anteil von griinen Keimlingen in der TPR1-HA-#9-Linie im Vergleich zum Wildtyp
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weiterhin leicht reduziert war (Abb.[2.62BB). Es ist jedoch zu bemerken, dass auch der Wildtyp
nach 48 h nur eine Ergriinungsrate von 85 % aufwies, anstatt einer erwarten Rate von 95 - 100 %
(Abb. [2.62B). Eine mogliche Ursache dafiir war die Saatgutqualitét. Da das hier verwendete
Saatgut allerdings zum selben Zeitpunkt geerntet wurde, konnte der Unterschied zwischen den
einzelnen Linien dennoch als aussagekraftig angesehen werden.
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Abbildung 2.62. — Deetiolierung der TPRI1-HA-Linien im Vergleich zum Wildtyp und der tpri1-3-
Mutante. Die verwendeten Keimlinge wurden fiir sechs Tage in Dunkelheit angezogen und anschliefSsend
fiir 24 h in kontinuierlichem Licht inkubiert (100 pE). (A) Phianotyp der Keimlinge nach 24 h im Licht. (B)
Ergriinungsrate. Der Anteil an griinen Keimlingen wurde im Vergleich zur Gesamtanzahl der gekeimten Samen
bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurden jeweils mindestens 50 Keimlinge pro angegebenem Zeitpunkt
und Linie ausgezahlt.

Eine weitere Folge des TPR1 knockouts war ein erhohter Gehalt von Superoxidanionen sowohl
in deetioliertem als auch adultem Gewebe unter Standard-Kurztagbedingungen (Abb.
und [2.36). In den TPR1-Uberexpressionslinien konnte hingegen ein reduzierter Gehalt von
Superoxidanionen im Vergleich zum gleichbehandelten Wildtyp nachgewiesen werden (Abb.
[2.63)), was einen moglichen direkten Zusammenhang zwischen der Abundanz von TPR1 und
dem Gehalt an ROS unterstrich.

TPR1I-HA

Col-0

Abbildung 2.63. - Nachweis von Superoxidanionen in den TPR1-HA-Uberexpressionslinien im Ver-
gleich zum Wildtyp. Die verwendeten Arabidopsis Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen. Der Nachweis der Superoxidanionen erfolgt mittels Nitroblautetrazolium-
chlorid.

Mit diesen ersten Analysen der TPR1-HA-Linien konnte gezeigt werden, dass durch das Wie-
dereinfiigen von TPR1 die verzogerte Ergriinungsrate sowie der erhohte Gehalt von Superoxi-
danionen der tpri-Linien komplementiert werden konnten. Inwiefern die Uberexpression von
TPR1 die Stabilitat des FLU-Inaktivierungskomplexes und die Verteilung der PChlid-Spezies
wihrend der Etiolierung beeinflusste, und ob durch den geringeren Anteil an Superoxidanionen
die TPR1-HA-Linien resistenter gegeniiber Bedingungen mit hohem oxidativen Stress waren,
bilden wichtige Ansatzpunkte fiir weiterfiihrende Analysen.
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2.2.27. Analyse von TPR1-Deletionskonstrukten

Es ist postuliert, dass jedes TPR-Motiv fiir die Bindung eines spezifischen Interaktionspartners
zustandig ist [194]. Durch die Deletion jedes TPR-Motivs in der TPR1-Sequenz konnte diese
Hypothese iiberpriift werden (Abb. 2.64). Zum einen sollten die Deletionskonstrukte fiir In-
teraktionsanalysen mittels BiFC und Hefe-2-Hybrid erzeugt werden. Zum anderen sollten die
Deletionskonstrukte unter der Kontrolle des 35S-Promoters in die tpri-3- Linie transformiert
werden. Mittels dieser Deletionslinien sollte iiberpriift werden, inwiefern das Fehlen eines
TPR-Motivs den tpr1-Phinotyp komplementieren konnte. Weitere interessante Fragestellungen
sind, welchen Beitrag die Transmembrandoméane zur Funktion von TPR1 leistet und ob die
membranintegrale Lokalisation unabdingbar fiir die Funktionalitat von TPR1 ist. Dafiir sollte
ein Konstrukt erstellt werden, bei welchem die Transmembrandoméine entfernt wurde (Abb.
2.64). Aufgrund der zeitlichen Limitation wurde lediglich mit der Klonierung der erwdhnten
Konstrukte begonnen, sodass zur Effektivitat der Komplementation und zum Einfluss der Deleti-
onskonstrukte auf die TBS keine Aussage getroffen werden konnte. Allerdings war die Erzeugung
dieser Linien ein vielversprechender Ansatz fiir weiterfiihrende Analysen.

DTransmembrandomane

TPR1

TPR1AT1

TPR1AT2

TPR1AT3

TPR1AT4

EJ B0 B7 BF B0 1

TPR1ATS

TPR1ATM

Abbildung 2.64. — Schematische Darstellung der TPR1-Deletionskonstrukte. Die Transmembrandoma-
ne (TM) wurde in Hellgriin, die TPR-Motive in Hellgrau dargestellt. Bereiche ohne postulierte Domdnen oder
Funktionen wurden als schwarze Striche schematisiert. Der Name des jeweiligen Konstruktes wurde links neben
der Darstellung der dazugehorigen Sequenz vermerkt.
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2.3. Weitere TPR-Proteine mit Einfluss auf die TBS
2.3.1. SLOW GREEN 1 im Zusammenhang mit der Tetrapyrrole-Biosynthese

Ein weiterer Kandidat fiir das Pitt-Homolog in Arabidopsis thaliana war SLOW GREEN 1 (SG1),
welches ebenfalls eine hohe Sequenzdhnlichkeit und -identitét zu Pitt auswies (Tab. [2.1)). Al-
lerdings verfiigt SG1 iiber keine transmembranen Bereiche. Hu et al. charakterisierten bereits
2014 eine sg1-Punktmutante, welche sich durch eine stark verlangsamte Ergriinung und eine
abnormale Chloroplastenentwicklung auszeichnete [|212]. Eine Ursache fiir die verzogerte Ent-
wicklung war dabei die reduzierte Aktivitat der kern- und plastidenkodierten RNA-Polymerasen
[212]. Dariiber hinaus interagierte SG1 genetisch mit GUN1 und GUN4, weshalb SG1 als eine
Komponente des retrograden Signalweges vermutet wurde [212].

2.3.1.1. Rekombinante Expression von SG1

Trotz der bereits vorhandenen Publikation zur Funktion von SG1 war zu Beginn dieser Arbeit
kein kommerzieller Antikorper gegen SG1 verfiigbar. Aus diesem Grund sollte SG1 rekombinant
in E. coli exprimiert werden. Das exprimierte und aufgereinigte Protein sollte anschliefSend fiir
die Erzeugung eines Antikorpers genutzt werden. Dafiir wurde die AtSGI cDNA-Sequenz in den
pET28a+ Vektor eingebracht. Fiir die spezifische Aufreinigung des rekombinanten Proteins aus
dem E. coli-Zelllysat wurde die SGI-Sequenz mit einem aminoterminalen 6xHis-Tag versehen.
Das berechnete Molekulargewicht des 6xHis-SG1 Proteins lag bei 38 kDa. Nach erfolgreicher
Transformation in den verwendeten pRIL E. coli-Expressionsstamm wurde die Expression von
SG1 mit 1 mM IPTG induziert. Gesamtproteinextrakte wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Induktion hinsichtlich einer zusatzlichen Bande mit einem Molekulargewicht um
38 kDa untersucht. Nach Coomassie-Farbung konnte allerdings keine solche Bande nachgewie-
sen werden (Abb.[2.65). Ebenso wurde kein Protein mit dem His-Tag-spezifischen Antikorper
nachgewiesen (siehe Anhang|[4).

6x- al
B t [h] nach Induktion
116 0 1 2 4 N
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. P ——
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Abbildung 2.65. — Versuch der rekombinanten Expression von 6xHis-SG1 in E. coli. (A) Schematische
Darstellung des erstellten 6xHis-SG1 Konstruktes, welches auf Grundlage der AtSGI cDNA-Sequenz erzeugt
wurde und mit einem aminoterminalen 6xHis-Tag versehen war. (B) Analyse von pRIL E. coli Gesamtprotei-
nextrakten vor und nach der Induktion der Expression mit 1 mM IPTG. Die Expression wurde {iber mehrere
Stunden und nach iiber Nacht (ii.N.) Wachstum der Zellkultur verfolgt. Die Proteinproben wurden mittels
eines 12 %igen SDS-Gels elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Farbung des Gels mit Coomassie konnte keine
zusatzliche Proteinbande detektiert werden.
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Dariiber hinaus konnte kein 6xHis-SG1 Protein in BL21 (DE3) und Arctic E. coli-Expressions-
stammen zur Expression gebracht werden (Abb. [2.66/A). Es wurde gepriift, ob die Lage des
6xHis-Tags einen Einfluss auf die Stabilitdt von SG1 haben konnte. Aufgrund dessen wurde
der 6xHis-Tag am carboxyterminalen Ende der SG1 cDNA-Sequenz angefiigt. Dies fiihrte aller-
dings ebenfalls nicht zur Expression von SG1 in E. coli (Abb.[2.66B). Instabile Proteine zeigen
héufig eine erhohte Expression, wenn die Zellkultur nach Induktion mit IPTG bei niedrigeren
Temperaturen inkubiert wird. Jedoch fiihrte auch die Inkubation der Arctic und Rosetta E. coli-
Expressionsstimmen bei 18 bzw. 22 °C nicht zu einer Expression von SG1 (Abb. [2.66A, B).

Im Zuge dieser Arbeit konnte SG1 nicht in ausreichenden Mengen produziert werden, um
einen spezifischen Antikorper zu erzeugen. Fiir die Produktion des Antikorpers wiren ca. 2 mg
des aufgereinigten SG1-Proteins notig gewesen. Durch die Nutzung einer fiir E. coli optimierten
SG1-Sequenz oder eines verkiirzten SGI1-Peptids sollte versucht werden die rekombinante Ex-
pression von SGI zu ermoglichen, da dies eine Grundvoraussetzung fiir die Erzeugung eines
spezifischen SG1-Antikorpers ist.
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Abbildung 2.66. — Versuch der rekombinanten von SG1 in verschiedenen E. coli-Expressionsstimmen
und bei unterschiedlichen Temperaturen. Alle verwendeten Kulturen wurden bei 37 °C bis zu einer optischen
Dichte von ODggonm= 0,6 angezogen. AnschliefSend erfolgte die Induktion der Expression mit 1 mM IPTG und
die weitere Inkubation der Kulturen in verschiedenen Temperaturen. (A) Testexpression des SG1-Konstrukts mit
aminoterminalem 6xHis-Tag in BL21(DE3) und Arctic E. coli Zellen. Dabei wurde die BL21(DE3)-Kultur weiter bei
37 °C belassen, wihrend die Arctic-Kultur bei 18 °C inkubiert wurde. (B) Testexpression des SG1-Konstrukts mit
carboxyterminalem 6xHis-Tag im Rosetta-Expressionsstamm. Nach Induktion der Expression mit IPTG wurden
die Kulturen bei 37 bzw. 22 °C weiter angezogen. Alle Proteinproben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
sowie nach {iber Nacht Inkubation (ii.N.) nach Induktion der Expression entnommen. Die Proteinproben wurden
mittels 12 % iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt und anschliefRend mit Coomassie gefarbt.
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2.3.1.2. Analyse der SG1-Expression in Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen

Durch die Verwendung von spezifischen Primern wurde der SGI-Transkriptgehalt im Wildtyp
tiber den Verlauf eines Standard-Kurztages untersucht. Der minimale SGI-Transkriptgehalt
wurde zwei Stunden vor Beginn der Belichtungsphase detektiert (Abb. 2.67A). Unter Belichtung
stieg die Expression von SGI stark an und erreichte das Maximum zwei Stunden vor Beginn der
Dunkelphase (Abb.[2.67]A). Die Expression von SGI folgt somit einem diurnalen Rhythmus. Die
Oszillation der Expression zeigte dabei einige Parallelen zu PORB, jedoch lag das Maximum
der SGI-Genexpression zwei Stunden nach der maximalen Genexpression von PORB (Vergleich
Abb. 2.13B). Aufgrund des fehlenden Antikorpers konnte allerdings nicht iiberpriift werden,
inwieweit sich die Verdnderung des SGI1-Transkriptgehalts auf den SG1-Proteingehalt auswirkte.

Nach drei Tagen in Dunkelheit oder unter schwachen Lichtbedingungen war der relative SGI-
Transkriptgehalt in Col-0 Keimlingen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen stark reprimiert
(ADbD.[2.67B). Die Erhohung der Lichtintensitt allein fiihrte indes nicht zu einer Verdnderung
der SG1-Genexpression. Lediglich unter kontinuierlichem Starklicht konnte eine Induktion der
Genexpression um ca. 80 % im Vergleich zu Standard-Kurztagbedingungen beobachtet werden
(Abb. [2.67B). Die Genexpression von SGI war somit zu einem gewissen Grad abhingig von
der Lichtintensitdt. Da auch die Genexpression verschiedener Transkripte der TBS durch Licht
induziert wird und dariiber hinaus der diurnalen Kontrolle unterliegt [49], war dies bereits ein
erster Hinweis darauf, dass SG1 im Zusammenhang mit der TBS stehen konnte.
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Abbildung 2.67. - SGI-Transkriptgehalt im Wildtyp-Hintergrund innerhalb eines Standard-
Kurztages (A) und unter verschiedenen Lichtbedingungen (B). (A) Die Bestimmung des SGI-
Transkriptgehalts erfolgte mittels quantitativer PCR in Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen, welche fiir drei Wochen
unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen wurden. Die gemessene Transkriptmengen wurde relativ zum
Zeitpunkt 0:00 bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biolo-
gischen Replikaten ermittelt. (B) Die Genexpression von SGI wurde in Wildtyp-Pflanzen nach vier Wochen
unter Standard-Kurztagbedingungen (Normallicht; NL), gefolgt von drei Tagen unter verschiedenen Lichtbe-
dingungen bzw. drei Tagen Dunkelheit (D), bestimmt. Die Pflanzen wurden dabei entweder unter Schwachlicht
(LL), kontinuierlichem Schwachlicht (cLL), Starklicht (HL) oder kontinuierlichem Starklicht (cHL) inkubiert.
Die mittels quantitativer PCR gemessenen Transkriptmengen wurden dabei relativ zum Transkriptgehalt unter
Standard-Kurztagbedingungen ermittelt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden
aus mindestens drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten bestimmt.
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2.3.1.3. Selektion und Charakterisierung einer sgl1-Mutante in Arabidopsis thaliana

In den vorangegangen Arbeiten von Hu et al. wurde eine durch EMS erzeugte sgl-Punktmutante
charakterisiert, welche eine G zu A Mutation im kodierenden Bereich des SGI1-Gens aufwies
[212]. Im Vergleich dazu charakterisierte ich eine Linie, welche eine T-DNA-Insertion im zweiten
Drittel des SGI kodierenden Gens At3g18420 trug (Abb.[2.68]A). Um mogliche Verwechslungen zu
vermeiden, wurde die hier analysierte Linie im weiteren Verlauf der Arbeit als sgI-2 bezeichnet.
Die Homozygotie der T-DNA-Insertion wurde mittels spezifischer Primer, die Lage der T-DNA
durch Sequenzierung verifiziert (Abb.[2.68B). Die Insertion der T-DNA fiihrte zu einer 90 %igen
Reduktion des relativen SGI-Transkriptgehalts im Vergleich zum Wildtyp (Abb.[2.68C). Da die
Insertion im kodierenden Bereich lag, war davon auszugehen, dass kein vollstandiges Transkript
entstehen konnte und demnach kein funktionales Protein in der sgl-2-Linie vorhanden war. Im
starken Kontrast zu den Ergebnissen von Hu et al. zeigte die sgI-2-Linie makroskopisch keinen
Unterschied hinsichtlich der Pigmentierung oder des Wuchses im Vergleich zum Wildtyp (Abb.
2.68D). Die zuvor beschriebene reduzierte Pigmentierung in neu entstehenden Bléttern der
sgl-Punktmutante [212] konnte somit in der sg1-2 T-DNA-Linie nicht bestétigt werden.
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Abbildung 2.68. — Selektion einer sg1-2 T-DNA-Insertionslinie in Arabidopsis thaliana. (A) Schema-
tische Darstellung des At3g18420 Gens. Untranslatierte Bereiche wurden in Hellgrauen, Exons in Schwarz
dargestellt. Die durch das Nottingham Arabidopsis Stock Center postulierte und verifizierte Insertionsstelle
wurde gekennzeichnet. (B) Nachweis der Homozygotie der T-DNA mittels spezifischer Primer. Es wurde dabei
eine genspezifische (SG1) und eine T-DNA spezifische Primerkombination gewidhlt. Die Auftrennung der in der
PCR gewonnen Amplifikate erfolgte durch 1 %ige Agarosegele. (C) Der durch quantitative PCR nachgewiesene
SGI1-Transkriptgehalt wurde relativ zum gleichbehandelten Wildtyp bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt. (D) Phanotyp von sg1-2 Arabi-
dopsis thaliana Pflanzen im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp nach Anzucht fiir vier Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen (120 pE).

Die photosynthetische Leistung von PSII der sgl-2-Linie wurde mittels PAM bestimmt. Dabei
konnte in der sgl-2-Linie eine wildtypartige maximale Quantenausbeute FvF,, bestimmt werden
(Tab.[2.6), wihrend die effektive Quantenausbeute ($PSII) leicht erhoht war. Dariiber hinaus
war das NPQ der sgI-2-Linie im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert (Tab.2.6).
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Tabelle 2.6. - Photosynthetischen Leistung von PSII in der sg1-2-Mutante im Vergleich zum Wildtyp.
Die vermessenen Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen. Vor Beginn
der Messung erfolgte eine 15 miniitige Dunkeladaption. AnschliefSend wurde die maximale (Fvf,,) und effektive
Quantenausbeute (PPSII) sowie das NPQ bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus drei biologischen Replikaten ermittelt.

Parameter Col-0 sgl-2
Fy/Fpm 0,840 + 0,004 0,837 + 0,003
OPSII 0,661 + 0,034 0,710 + 0,022
NPQ 0,366 + 0,023 0,279 + 0,096

In Interaktionsanalysen wurde gezeigt, dass SG1 mit verschiedenen Proteinen der TBS, unter
anderem auch GUN4, interagierte (Abschnitt[2.1.2). Dariiber hinaus postulierten Hu et al., dass
SG1 und GUN4 genetisch interagieren konnen [212]. Da GUN4 ein wichtiger Positiv-Regulator
der TBS ist, wurde iiberpriift, ob das Fehlen von SG1 einen Einfluss auf die steady state Gehalte
der TBS-Intermediate hatte. Die Gehalte der frithen Intermediate des Chlorophyllzweigs, MgP
und MgProtoME, waren hierbei in der sgI-2-Linie wildtypartig (Abb.[2.69A, B), wahrend die
PChlid- und Chlid-Mengen im Vergleich zum Wildtyp leicht erh6ht waren (Abb.[2.69C, D). Der
Chlorophyllgehalt der sgI-2-Linie war hingegen im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert (Abb.
2.69E). Von dieser Reduktion waren Chlorophyll a und b gleichermafen betroffen (Abb. 2.69F).
Neben den TBS-Intermediatmengen wurde auch der Einfluss des SG1-Verlustes auf die Kapazitat
der raten-limitierenden ALA-Synthese bestimmt. Uberraschenderweise war diese in der sgI-2-
Linie um das Achtfache im Vergleich zum Wildtyp erhéht (Abb. [2.69G). Eine Erhohung der ALA-
Synthesekapazitit in diesem Mafse wurde zuvor fiir keine andere TBS-Mutante beschrieben. Im
Kontrast dazu war der in planta gemessene ALA-Gehalt nur geringfiigig erhoht (Abb. 2.69H).
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Abbildung 2.69. — Steady state TBS-Intermediatgehalte sowie die ALA-Synthesekapazitit in der sgi-
2- Linie im Vergleich zum Wildtyp. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen. (A-E) Die mittels HPLC nachgewiesenen Intermediatgehalte wurden
auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (F) Aus den gemessenen Chlorophyllmengen wurde das Chl
a/b Verhiltnis bestimmt. (G) Die ALA-Synthesekapazitat wurde nach vier Stunden Inkubation mit Lavulinsdure
unter moderaten Lichtintensitdten (120 pE) ermittelt und auf das eingesetzte Frischgewicht (FG) bezogen.
(H) Die photometrisch bestimmte ALA-Mengen wurden auf das verwendete Frischgewicht (FG) bezogen. Die

angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens vier biologischen Replikaten
ermittelt.
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Neben den Gehalten der TBS-Intermediate wurden die Proteingehalte verschiedener Enzy-
me und Hilfsproteine der TBS untersucht. Da die sgl-2-Mutante eine drastisch erhohte ALA-
Synthesekapazitit aufwies, galt ein besonderes Interesse den Proteinen der ALA-Synthese.
Sowohl GluTR1 als auch GBP wiesen in der sg1-2-Linie einen erhohten Gesamtproteingehalt
im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. [2.70A). Allerdings lag in der sg1-2-Linie mehr GIuTR1
sowohl in der 16slichen als auch membrangebundenen Fraktion im Vergleich zum Wildtyp vor,
sodass die erhohte ALA-Synthesekapazitat nicht vollstandig durch den erhohten Gehalt an
aktiver (10slicher) GluTR1 erklart werden konnte (Abb.[2.70B). Die Abundanz von FLU war in der
sg1-2-Linie hingegen wildtypartig (Abb.[2.70B). Dariiber hinaus war der Gesamtproteingehalt
von ALAD und CHLM in der sg1-2-Linie erhoht (Abb. [2.70A). Im Vergleich dazu waren die
Proteingehalte von CHL27 und PORA/B in der SG1-defizienten Linie leicht reduziert, wahrend
der GUN4-Proteingehalt in der sgI-2-Mutante wildtypartig war (Abb.[2.70]A). Somit schien das
Fehlen von SG1 keinen Einfluss auf die Abundanz des Interaktionspartners GUN4 zu haben.
Ebenfalls unverdndert waren die Gehalte der Chlorophyll-bindenden Proteine, LHCA1 und
LHCBI, in der sgI-2-Linie im Vergleich zum Wildtyp (Abb. [2.70A).
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Abbildung 2.70. — Proteingehalte von Enzymen und Hilfsproteinen des TBS- Weges. Die verwendeten
Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen. (A) Immunologi-
scher Nachweis der Gesamtproteingehalte in der sgI-2-Linie im Vergleich zum Wildtyp. Die Probenentnahme er-
folgte zwei Stunden nach Belichtungsbeginn. (B) Subzelluldre Lokalisation von Proteinen der ALA-Syntheserate.
Es wurden Gesamtproteinextrakte in die 16sliche (s) und membrangebundene (m) Fraktion unterteilt. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteinproben erfolgt durch 12 %ige SDS-Gele. Die Ponceau gefdarbten
Nitrocellulosemembranen dienten als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen Proteine wurden rechts neben dem
spezifischen immunologischen Signal vermerkt.

Die relativen Transkriptgehalte von HEMA1, CHLM und CHLZ27 waren indes wildtypartig
(Abb. [2.71]A), sodass die Beeinflussung der Proteingehalte vermutlich auf posttranslationa-
ler Ebene stattfand. Dariiber hinaus wurde gepriift, ob der Verlust von SG1 einen Einfluss auf
den Transkriptgehalt verschiedener TPR-Proteine mit hoher Ahnlichkeit zu Pitt hatte. Hierbei
konnte eine wildtypartige Genexpression fiir TPR1 und TPR9 in der sg1-2-Mutante nachgewiesen
werden. Allerdings war der relative Transkriptgehalt von TPR7 in der sgl-2-Linie im Vergleich
zum Wildtyp erhoht (Abb. [2.71B). Inwiefern dies eine Auswirkung auf die Akkumulation des
korrespondierenden Proteins hatte, konnte im Zuge dieser Arbeit aufgrund eines fehlenden
Antikorpers nicht geklart werden.
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Abbildung 2.71. — Transkriptgehalte verschiedener TBS (A) und TPR (B) Proteine in der sg1-2- Linie.
Die mittels quantitativer PCR gemessenen Transkriptgehalte wurde relativ zum gleichbehandelten Wildtyp
bestimmt. Die angefiihrten Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten
ermittelt.

Die erhohte ALA-Synthesekapazitidt sowie der verdnderte GluTR1-Proteingehalt der sgl-2-Linie
zeigten einige Parallelen zu den hier analysierten tpri-Linien. Die hohe Ahnlichkeit zwischen
beiden Proteinen (40 % Sequenzahnlichkeit, 23 % Sequenzidentitdt der TPR-Domaéne), die
tbereinstimmenden Interaktionspartner und der Einfluss auf GIuTR1 legten ein mogliches
Zusammenspiel zwischen TPR1 und SG1 nahe. Aus diesem Grund war eine Kreuzung zwischen
tpr1-3 und sgl-2 vielversprechend, um moglichen funktionellen Redundanzen zwischen beiden
Proteinen nachzugehen. Nach der Kreuzung konnten sowohl in der T1- als auch T2-Generation
lediglich Keimlinge identifiziert werden, welche heterozygot fiir beide T-DNA-Insertionen waren
(T2-33 %) oder homozygot fiir die T-DNA im TPR1-Gen und heterozygot fiir die Insertion im
SG1-Gen (T2-29%). Leider konnten keine Keimlinge identifiziert werden, welche homozygot fiir
beide T-DNA-Insertionen waren. Moglicherweise verursachte demnach das Ausschalten beider
Gene einen letalen Phéanotyp.

Problematisch war, dass die hier charakterisierte sgI-2-Linie keinerlei Ubereinstimmungen hin-
sichtlich Pigmentierung und Entwicklung zu der von Hu et al. beschriebenen sgI-Punktmutante
zeigte. Weiterhin warf die so drastisch erhohte ALA-Syntheserate Fragen auf, da diese zum einen
nicht vollstandig durch den GluTR1-Proteingehalt erkldart werden konnte und zum anderen
nur zu einer geringfiigig erhohten ALA-Menge fiihrte. Ein wichtiger Schritt fiir weiterfiihrende
Analysen wire die erfolgreiche Produktion eines spezifischen Antikorpers. AnschliefSend sollte
der SG1-Proteingehalt der sg1-Punktmutante [212] sowie die hier selektierte sgI-2-Linie unter-
sucht werden, um zweifelsfrei zu iiberpriifen, wie sich die Stabilitat von SG1 in diesen Mutanten
verhilt. Zusammenfassend liefs sich sagen, dass SG1 ein spannendes Untersuchungsobjekt war,
die widerspriichlichen Ergebnisse allerdings durch weitere Analysen aufgekldart werden sollten.
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2.3.2. TPR7 im Zusammenhang mit der Tetrapyrrolbiosynthese

Ein weiteres interessantes POR-interagierendes TPR-Protein in Arabidopsis thaliana war TPR7.
Der relative Transkriptgehalt von TPR7 erreichte sein Minimum innerhalb eines Standard-
Kurztages zwei Stunden vor Beginn der Belichtungsphase (Abb.[2.72]A). Unmittelbar nach Belich-
tung stiegt der TPR7-Transkriptgehalt an und erreichte das Maximum um 16 Uhr (Abb. [2.72A).
Somit folgt die Genexpression von TPR7 einem diurnalen Rhythmus. Nach drei Tagen unter
erhohten Lichtbedingungen war der relative TPR7-Transkriptgehalt unverdandert im Vergleich
zu Standard-Kurztagbedingungen (Abb. [2.72B). Im Unterschied dazu war die Genxpression von
TPR7 nach drei Tagen in Dunkelheit oder unter Schwachlicht-Bedingungen deutlich reprimiert
(Abb.[2.72B). Die Lange der Belichtungsphase schien dabei keinen Einfluss auf den Transkriptge-
halt zu haben, da unter kontinuierlichem Lichtregime ein vergleichbarer TPR7-Transkriptgehalt
wie in den korrespondierenden Bedingungen im Tag-Nacht-Wechsel nachgewiesen werden

konnte (Abb.|2.72B).

12

-
»~

m0:00
m2:00
m4:00
m6:00
m8:00
@10:00
012:00
014:00
016:00
@18:00
m20:00

PR m22:00 TPR7

ONL mD OHL mcHL OLL mclL

[N
o
L
=
N

EN o
‘ ‘

2 o 9o »

> o =) o

relatives Expressionslevel [2-44Ct] >
oo

N
L

relatives Expressionslevel [2 -24%] O

o
o

o
o
=)

Abbildung 2.72. - TPR7-Transkriptgehalt im Wildtyp-Hintergrund iiber den Verlauf eines Standard-
Kurztages (A) und nach drei Tagen unter verschiedenen Lichtbedingungen (B). (A) Die Bestimmung
des TPR7-Transkriptgehalts erfolgte mittels quantitativer PCR in drei Wochen alten, unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 pE) angezogenen Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen. Die gemessenen Transkriptmengen
wurde relativ zum Zeitpunkt 0:00 bestimmt. (B) Die Genexpression von TPR7 wurde in Wildtyp-Pflanzen nach
vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (Normallicht; NL), gefolgt von drei Tagen unter verschie-
denen Lichtbedingungen bzw. drei Tagen in Dunkelheit (D), bestimmt. Die Pflanzen wurden dabei entweder
unter Schwachlicht (LL), kontinuierlichem Schwachlicht (cLL), Starklicht (HL) oder kontinuierlichem Stark-
licht (cHL) inkubiert. Die mittels quantitativer PCR gemessene TPR7-Transkriptmenge wurde relativ zu den
Standard-Kurztagbedingungen bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden
aus mindestens drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten ermittelt.

Fiir die genauere funktionelle Charakterisierung von TPR7 in Arabidopsis wurde eine T-DNA-
Linie analysiert, welche die postulierte Insertion in der Mitte des TPR7 kodierenden Gens
At5g02590 trug (Abb.[2.73]A). Mittels spezifischer Primer konnte die Homozygotie der T-DNA-
Insertion nachgewiesen werden (Abb.[2.73B), wahrend die Lage der T-DNA durch Sequenzierung
verifiziert wurde. Die Insertion der T-DNA fiihrte dabei zu einer Reduktion des relativen TPR7-
Transkriptgehalts um 70 % im Vergleich zum Wildtyp (Abb.[2.73[C). Erwartet wurde, dass die
Genexpression von TPR7 durch die Insertion der T-DNA deutlich niedriger lag, da die Primer
tiberlappend zur Insertionstelle gewahlt wurden. Allerdings lag die T-DNA in der Mitte des
kodierenden Bereiches von TPR7, weswegen davon ausgegangen werden konnte, dass kein
vollstindiges Protein entstand. Da zum Zeitpunkt dieser Analysen jedoch kein spezifischer
Antikorper gegen TPR7 verfiigbar war, konnte nicht verifiziert werden, wie sich die Insertion
der T-DNA tatsachlich auf den TPR7-Proteingehalt auswirkte. Im Vergleich zum Wildtyp zeigte
die selektierte tpr7-Linie nach vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen einen leicht
retardierten Wuchs sowie eine makroskopisch sichtbar reduzierte Pigmentierung (Abb.[2.73D).
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Abbildung 2.73. — Selektion einer tpr7-Linie in Arabidopsis thaliana. (A) Schematische Darstellung des
TPR7 kodierenden Gens At5g802590. Untranslatierte Bereiche wurden in hellgrau, Exons in schwarz darge-
stellt. Ebenfalls angegeben wurde die durch das Nottingham Arabidopsis Stock Center postulierte und durch
Sequenzierung verifizierte Insertionsstelle. (B) Nachweis der Homozygotie der T-DNA-Insertion mittels ei-
ner genspezifischen (SG1) und einer T-DNA spezifischen Primerkombination. Die Auftrennung der mittels
PCR gewonnenen Amplifikate erfolgte durch 1 %ige Agarosegele. (C) Der durch quantitative PCR nachge-
wiesene TPR7-Transkriptgehalt wurde relativ zum gleichbehandelten Wildtyp bestimmt. Die angegebenen
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt. (D) Phanotyp
der tpr7 Arabidopsis thaliana Linie im Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp nach vier Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen (120 pE).

Die steady state Gehalte der friihen TBS-Intermediate, MgP und MgProtoME, waren in der tpr7-
Linie im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb. [2.74A, B), wiahrend die Gehalte von PChlid und
Chlid wildtypartig waren (Abb.[2.74C, D). Die zuvor beobachtete sichtbar reduzierte Blattpig-
mentierung wurde durch die gemessenen Chlorophyllmengen bestatigt, welche in der tpr7-Linie
um 15 % im Vergleich zum Wildtyp reduziert waren (Abb.[2.74E). Hierbei waren Chlorophyll a
und b gleichermafien betroffen (Abb.[2.74F). Die reduzierten Intermediat- und Chlorophyllge-
halte konnten hierbei nicht auf eine Veranderung der ALA-Syntheserate zuriickgefiihrt werden
(Abb. ), was in Ubereinstimmung mit dem unverdnderten GluTR1-Proteingehalt war (Abb.
2.74H). Dariiber hinaus konnte die reduzierte MgProtoME-Menge nicht auf eine Verdnderung des
korrespondierenden Enzyms CHLM zuriickgefiihrt werden, da CHLM in der tpr7-Linie einen wild-
typartigen Gehalt aufwies (Abb. [2.74H). Das Fehlen des potenziellen POR-Interaktionspartners
TPR7 hatte indes weder eine Auswirkung auf die Abundanz von PORA/B (Abb. [2.74H) noch auf
die Akkumulation von PChlid und Chlid (Abb. [2.74C, D). Weiterhin hatte der reduzierte Ge-
samtchlorophyllgehalt keine Auswirkungen auf den Proteingehalt der Chlorophyll-bindenden

Proteine (Abb.|[2.74H).
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Abbildung 2.74. — Gehalte der TBS-Intermediate und -Proteine in der selektierten tpr7-Linie. Die
verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen.
Die Probenentnahme erfolgte zwei Stunden nach Belichtungsbeginn. (A-E) Die mittels HPLC bestimmten
Intermediatgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (F) Aus den gemessenen Chloro-
phyllmengen wurde das Chl a/b Verhiltnis bestimmt. (G) Die ALA-Synthesekapazitdt wurde nach vier Stunden
Inkubation mit Lavulinsdure unter moderaten Lichtintensitdaten (120 pE) ermittelt und auf das eingesetzte
Frischgewicht (FG) bezogen. (H) Immunologischer Nachweis verschiedener Enzyme und Hilfsproteine der TBS.
Die Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ponceau gefarbte
grofse Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen Proteine wurden rechts
neben dem spezifischen immunologischen Signal angegeben.

Trotz des reduzierten Chlorophyllgehaltes in der tpr7-Linie konnten keine Unterschiede zum
Wildtyp hinsichtlich der Abundanz der photosynthetischen Komplexe nachgewiesen werden
(Anhang[.7). Dariiber hinaus waren sowohl die maximale als auch effektive Quantenausbeute
des PSII in der tpr7-Mutante wildtypartig (Tab.[2.7), sodass davon ausgegangen werden kann,
dass der Verlust von TPR7 keinen Einfluss auf die photosynthetische Leistung von PSII hatte.
Lediglich das NPQ war in der untersuchten Linie im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert (Tab.

2.7).

Tabelle 2.7. — Mittels PAM bestimmte photosynthetischen Leistung von PSII in der tpr7-Mutante
im Vergleich zum Wildtyp. Die vermessenen Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen. Vor Beginn der Messung erfolgte eine 15 miniitige Dunkeladaption. An-
schliefSend wurde die maximale (Fv/r,,) und die effektive Quantenausbeute (®PSII) sowie das NPQ bestimmt. Die
angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten ermittelt.

Parameter Col-0 tpr7
Fy/E,, 0,847 + 0,003 0,846 + 0,001
®PSII 0,771 + 0,006 0,775 + 0,007
NPQ 0,148 + 0,024 0,119 + 0,008
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Die gewdhlte tpr7-Linie wurde nach der enthaltenen T-DNA selektiert. In spateren Generationen
fiel allerdings auf, dass der Phianotyp der tpr7-Linie weniger deutlich war als in Abb.
angegeben. Bei der Analyse der relativen Transkriptgehalte fiir verschiedene POR-interagierende
TPR-Proteine in der tpr7-Linie zeigte sich, dass der zuvor reduzierte TPR7-Transkriptgehalt
nicht mehr nachweisbar war (Abb.[2.75). Trotz der Verwendung der gleichen Primerkombination
war unerwarteterweise der relative TPR7-Transkriptgehalt in der tpr7-Linie um das Sechsfache
im Vergleich zum Wildtyp erhoht (Abb. [2.75). Dies dnderte sich trotz mehrfacher Wiederholung
nicht. Die Transkriptgehalte aller weiteren getesteten TPR-Proteine waren in der tpr7-Linie
indes wildtypartig (Abb.[2.75). Da kein spezifischer TPR7-Antikorper vorhanden war, konnte
nicht tiberpriift werden, inwieweit dies Auswirkungen auf dem TPR7-Proteingehalt hatte.
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Abbildung 2.75. - Genexpression verschiedener POR-interagierender TPR-Proteine in der tpr7-Linie.
Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen.
Die durch quantitative PCR nachgewiesenen Transkriptgehalte wurde relativ zum gleichbehandelten Wildtyp
bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten
mit je zwei technischen Replikaten ermittelt.

Eine Voraussetzung fiir die Produktion eines TPR7-spezifischen Antikorpers war die rekombi-
nante Expression des TPR-Proteins in E. coli. Dafiir wurde die AtTPR7 cDNA-Sequenz in den
pET28a+ Expressionsvektor eingefiigt, wodurch die TPR7-Sequenz mit einem aminoterminalen
6xHis-Tag versehen wurde (Abb. [2.76A). Das rekombinante 6xHis-TPR7 Protein hatte ein kalku-
liertes Molekulargewicht von 34 kDa. Der Expressionsvektor wurde anschliefSend in den E. coli
Rosetta-Expressionsstamm transformiert. Die Expression des 6xHis-TPR7 Proteins wurde mit
1 mM IPTG induziert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion tiberpriift. Bereits eine
Stunde nach der Induktion mit IPTG konnte nach der Coomassiefarbung eine zusitzliche Bande
um 35 kDa nachgewiesen werden (Abb. [2.76B). Durch die Nutzung des His-Tag-spezifischen
Antikorpers wurde bestitigt, dass es sich bei dem exprimierten Protein um das Zielprotein
handelte (Abb.[2.76C). Die Expression von 6xHis-TPR7 war hierbei so stark, dass bereits vor der
Induktion mit IPTG eine schwache Proteinbande nachgewiesen werden konnte (Abb.[2.76B).
Eine Stunde nach Induktion mit IPTG war die Menge des exprimierten Proteins so hoch, dass
das mittels Chemilumineszenz nachgewiesene Signal nicht mehr vollstandig ausgefiillt war,
obwohl die Detektion nach 10 ms erfolgte. Das rekombinant exprimierte 6xHis-TPR7 Protein
lag dabei sowohl in der 16slichen als auch membrangebundenen Fraktion vor (Abb. [2.76C),
wodurch eine Aufreinigung des Proteins unter nativen Bedingungen moglich war. Drei Stunden
nach Induktion der Expression mit IPTG wurde die Kultur geerntet und das exprimierte Protein
konnte dank des 6xHis-Tags in grofSen Mengen aufgereinigt werden, wodurch die Herstellung
eines Antikorper moglich wire (Abb. [2.76D).
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Abbildung 2.76. — Rekombinante Expression von TPR7 in E. coli. (A) Schematische Darstellung des er-
zeugten 6xHis-TPR7 Konstruktes, welches auf Grundlage der AtTPR7 cDNA-Sequenz erzeugt wurde und mit
einem aminoterminalen 6xHis-Tag versehen war. (B) Analyse von E. coli Rosetta Gesamtproteinextrakten vor
und nach der Induktion der Expression mit 1 mM IPTG. Die Expression wurde iiber mehrere Stunden und nach
tiber Nacht (ii.N.) Wachstum der Zellkultur verfolgt. Nach elektrophoretischen Auftrennung der Gesamtpro-
teinextrakte mittels eines 12 %igen SDS-Gels, gefolgt von der Farbung des Gels mit Coomassie, konnte eine
zusdatzliche Proteinbande (Pfeil) detektiert werden. (C) Nachweis des rekombinanten Proteins mit Hilfe des
His-Tag spezifischen Antikorpers. Der Nachweis erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion
der Expression mit IPTG. Die Zellkultur wurde nach drei Stunden geerntet und in die 16sliche (1), membra-
nassoziierte (m.a.) und Pellet (P) Fraktion unterteilt. Die Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele
aufgetrennt. Die Ponceau gefarbte Nitrocellulosemembran diente als Ladekontrolle. (D) Native Aufreinigung
des exprimierten 6xHis-TPR7 Proteins. Das erzeugte E. coli-Lysat wurde auf eine Nickel-Nitriloessigsaure-Sdule
gegeben. Ungebundene Proteine wurden in der Durchflussfraktion (DF) aufgefangen, wiahrend unspezifische
gebundene Proteine durch mehrere Waschschritte (W1-W3) von der Sdule gewaschen wurden. Die Elution der
spezifisch gebundenen Proteine erfolgte durch Imidazol (Elution1-3; E1-E3). Die einzelnen Fraktionen wurden
mittels 12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie geférbt.

Mit diesem TPR7-spezifischen Antikorper konnte iiberpriift werden, wie sich die verdnderte
TPR7-Genexpression auf die Proteinstabilitat auswirkt. Dies ware ein wichtiger Schritt fiir die
weiterfiihrenden Analyse der tpr7-Linie. Da allerdings in der TPR7-defizienten Linie keine Veran-
derung des POR-Proteingehaltes und keine starken Auswirkungen auf die TBS im Allgemeinen
nachzuweisen waren, wurde TPR7 als mogliches Pitt-Homolog ausgeschlossen.
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2.3.3. TPROI als Faktor der plastidaren Antwort auf kontinuierliches Starklicht

2.3.3.1. Produktion eines spezifischen TPR9- Antikorpers

Ein weiterer Kandidat, welcher im Zusammenhang mit der Regulation der TBS stehen konnte, war
TPR9. TPR9 wies ebenso wie alle zuvor untersuchten POR-interagierenden TPR-Proteine eine
hohe Ahnlichkeit zu Pitt auf (23 % Sequenzidentitat; 46 % Sequenzahnlichkeit). Da zu Beginn der
Analysen kein kommerzieller Antikorper gegen TPR9 verfiigbar war, sollte dieser im Zuge dieser
Arbeit erzeugt werden. Voraussetzung dafiir war die rekombinante Expression von TPR9 in E. coli.
Hierfiir wurde die AtTPR9 cDNA-Sequenz in den pET28a+ Expressionsvektor eingefiigt, sodass
die TPR9-Sequenz mit einem aminoterminalem 6xHis-Tag versehen wurde (Abb.[2.77)A). Das
kalkulierte Molekulargewicht dieses rekombinanten Proteins lag bei 34 kDa. Der erstellte Vektor
wurde in den pRIL E. coli-Expressionsstamm transformiert und die Expression mittels 1 mM IPTG
induziert. Drei Stunden nach Induktion der Expression konnte im E. coli Gesamtproteinextrakt
eine zusatzliche Bande detektiert werden, welche allerdings mit einem Molekulargewicht von ca.
37 kDa etwas grofSer war als das erwartete Protein (Abb. [2.77B). Mittels des His-Tag spezifischen
Antikorpers konnte allerdings bestatigt werden, dass es sich bei dem exprimierten Protein
um das Zielprotein handelte (Abb.[2.77C). Das exprimierte 6xHis-TPR9 Protein lag zu grofen
Teilen in der 16slichen Zellfraktion vor, sodass eine Aufreinigung dieses Proteins unter nativen
Bedingungen moglich war (Abb.[2.77(C, D).
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Abbildung 2.77. — Rekombinanten Expression und Aufreinigung von TPR9. (A) Schematische Darstel-
lung des erzeugten AtTPR9 cDNA-Konstruktes, welches iiber einen aminoterminalen 6xHis-Tag verfiigte. (B)
Testexpression von TPR9. Vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion der Expression mit 1
mM IPTG wurde ein Aliquot aus der Expressionskultur entnommen und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach
Farbung des Gels mit Coomassie konnte eine zusitzliche Proteinbande (schwarzer Pfeil) detektiert werden.
(C) Immunologischer Nachweis des exprimierten Proteins. Die Expression des rekombinanten Proteins wurde
vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion der Expression durch den His-Tag spezifischen
Antikorper untersucht. Der nach drei Stunden gewonnene E. coli-Gesamtproteinextrakt wurde in die 16sliche
(I), membranassoziierte (m.a.) und Pellet (P) Fraktion unterteilt. Die Ponceau gefarbte Nitrocellulosemembran
diente als Ladekontrolle. (D) Native Aufreinigung des exprimierten 6xHis-TPR9 Proteins. Das exprimierte
Protein wurde aus einem E. coli-Lysat mittels einer Nickel-Nitriloessigsdure-Sédule aufgereinigt. Ungebundene
Proteine wurden in der Durchflussfraktion (DF) aufgefangen, wahrend unspezifische gebundene Proteine durch
mehrere Waschschritte (W1-W2) entfernt wurden. Die Elution der spezifisch gebundenen Proteine erfolgte
mit Imidazol (Elution1-2; E1-E2). (E) Konzentrationsanpassung des aufgereinigten 6xHis-TPR9 Proteins. Rin-
derserumalbumin (Bovine serum albumin; BSA) mit bekannten Mengen wurde als Kontrolle verwendet. Alle
Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele elektophoretisch aufgetrennt.
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Fiir die Immunisierung zweier Kaninchen wurden jeweils 2 mg des nativ aufgereinigten 6xHis-
TPR9-Proteins verwendet. Die veranschlagte Konzentration von 1 mg/ml wurde mittels SDS-
PAGE {iberpriift (Abb. [2.77E). Nach Abschluss der Immunisierung wurden die gewonnenen
Kaninchenseren gegen das verwendete Antigen sowie ein Wildtyp Gesamtproteinextrakt getes-
tet. Beide Seren fiihrten unter Verwendung des Antigens zu einer Vielzahl von Kreuzreaktionen
(Abb.[2.78). Die abundanteste Bande konnte auf Hohe von 37 kDa nachgewiesen werden und
entsprach dem Zielprotein. Im Wildtyp Gesamtproteinextrakt wurden hingegen erst nach lan-
gere Detektionszeit einige Banden sichtbar (Abb.[2.78). Das erwartete Molekulargewicht von
TPRY lag in Arabidopsis thaliana bei 34 kDa. Mit beiden Antiseren konnte im Wildtyp Gesamt-
proteinextrakt eine Bande auf dieser Hohe nachgewiesen werden, wiahrend die Anzahl der
unspezifischen Banden deutlich geringer als im 6xHis-TPR9 Proteinextrakt war (Abb. [2.78).
Insofern konnte TPR9 im Gesamtproteinextrakt unter Verwendung des Anti-TPR9-Serums gut
detektiert werden. Da beide Antiseren eine vergleichbare Spezifitat zu TPR9 aufwiesen, Serum
# 3 allerdings weniger unspezifische Kreuzreaktionen im Gesamtproteinextrakt hervorrief, wurde
dieses Serum in einer Verdiinnung von 1:2000 fiir die nachfolgenden Analysen verwendet.
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Abbildung 2.78. — Analyse zweier Kaninchenseren nach Abschluss der Inmunisierung. Fiir die Immu-
nisierung wurden je 1 mg des nativ aufgereinigten 6xHis-TPR9 Proteins verwendet. Die beiden gewonnenen
Kaninchenseren (#3 (A) und #4 (B)) wurden in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt und sowohl gegen 1
ug des Antigens als auch einen Wildtyp Gesamtproteinextrakt getestet. Die verwendeten Proteinproben wur-
den mittels 12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden zwei verschiedene Detektionszeiten
verwendet: 10 Sekunden (links) und zwei Minuten (rechts).

2.3.3.2. Charakterisierung von TPR9 in Arabidopsis thaliana

Im Verlauf eines Standard-Kurztages wurde der niedrigste relative TPR9-Transkriptgehalt vier
Stunden nach Beginn der Lichtphase gemessen, wiahrend der maximal Gehalt am Ende der
Lichtphase um 18:00 Uhr detektiert wurde (Abb.[2.79)A). Die Genexpression von TPR9 unterlag
somit einem diurnalen Rhythmus. Auch der TPR9-Proteingehalt verdanderte sich im Verlauf
eines Standard-Kurztages: Zum Ende der Dunkelphase (8:00 Uhr) wurde der geringste TPR9-
Proteingehalt nachgewiesen, wiahrend der hochste Proteingehalt zwei Stunden nach Ende der
Belichtungsphase (20:00 Uhr) detektiert wurde (Abb. [2.79B).
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Weiterhin wurde der TPR9-Transkriptgehalt nach drei Tagen Inkubation unter verschiede-
nen Lichtbedingungen analysiert. Dabei zeigte sich, dass die TPR9-Genexpression im Wildtyp
nach drei Tagen in Dunkelheit und unter Schwachlichtbedingungen im Vergleich zu Standard-
Kurztagbedingungen stark reprimiert wurde (Abb. [2.79C). Im Kontrast dazu wurde die TPR9-
Genexpression durch Starklicht induziert (Abb.[2.79C). Dabei fiihrte ein kontinuierliches Licht-

regime der jeweiligen Bedingungen zu einer Verstarkung der im Tag-Nacht-Wechsel nachgewie-
senen Reaktionen (Abb. ).
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Abbildung 2.79. — TPR9 Transkript- und Proteingehalte im Wildtyp innerhalb eines Standard-
Kurztages (A, B) und unter verschiedenen Lichtbedingungen (C). Die verwendeten Pflanzen wurden fiir
drei Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen. (A) Der durch quantitative PCR nachgewiesene
TPRY-Transkriptgehalt wurde relativ zum Zeitpunkt 0:00 Uhr bestimmt. (B) Der TPR9-Proteingehalt wurde
in Gesamtproteinextrakten nachgewiesen. Die verwendeten Proteinproben wurden mittels eines 12 %igen
SDS-Gels elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ponceau gefirbte grofse Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente
als Ladekontrolle. (C) Die verwendeten drei Wochen alten Arabidopsis Pflanzen wurden fiir drei Tage unter
verschiedenen Lichtbedingungen inkubiert. Der anschliefsend mittels quantitativer PCR nachgewiesene TPR9-
Transkriptgehalt wurde relativ zur Kontrolle unter Standard-Kurztagbedingungen (NL) bestimmt. Dunkelheit-D,
Starklicht-HL, kontinuierliches Starklicht-cHL, Schwachlicht-LL und kontinuierliches Schwachlicht-cLL.

Durch den erzeugten TPR9-Antikorper konnte bestitigt werden, dass TPR9 ein plastidar lokali-
siertes Protein ist, welches sowohl im Stroma als auch an der Thylakoidmembran vorlag (Abb.
2.80). Da fiir die Proteinsequenz von TPR9 keine transmembranen Bereiche vorhergesagt wurden,

ist TPRY aller Wahrscheinlichkeit nach ein membranassoziiertes und kein membranintegrales
Protein.
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Abbildung 2.80. - Subzellulire Lokalisation von TPRY in isolierten Chloroplasten. Intakte Chloro-
plasten wurden aus drei Wochen alten Col-0 Arabidopsis Pflanzen isoliert und in die Stroma- (s) und Mem-
branfraktion (m) unterteilt. Als Markerprotein fiir die Membranfraktion wurde LHCA1 verwendet, wihrend
GSAT als Markerprotein der Stromafraktion diente. Die Proben wurden mittels 12 %iger SDS- Gele elektropho-
retisch aufgetrennt. Die Ponceau-gefirbte Nitrocellulosemembran wurde als Ladekontrolle verwendet. Die
nachgewiesenen Proteine wurden rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal angegeben.
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2.3.3.3. Selektion und Charakterisierung einer tpr9-Linie in Arabidopsis thaliana

Fiir die funktionelle Charakterisierung von TPR9 in Arabidopsis wurde eine T-DNA-Linie analy-
siert, welche die T-DNA-Insertion im ersten Drittel des einzigen Exons des TPR9 kodierenden
Gens At3g53560 trug (Abb.[2.8TA). Die Homozygotie der T-DNA-Insertion wurde mittels spe-
zifischer Primer verifiziert (Abb.[2.81B), die Lage der T-DNA durch Sequenzierung. Durch die
T-DNA-Insertion wurde der relative TPR9-Transkriptgehalt auf etwa 20 % des Wildtyp-Gehalts
reduziert (Abb. [2.81]C). Durch die Lage der T-DNA im kodierenden Bereich von TPR9 sollte
allerdings kein vollstidndig funktionales Protein entstehen, was unter Verwendung des TPRO-
Antikorpers bestdtigt werden konnte (Abb.[2.81D). Aus diesem Grund wurde angenommen, dass
es sich bei der tpr9-Linie um einen knockout fiir TPR9 handelte. Dariiber hinaus konnte damit
verifiziert werden, dass der TPR9-Antikorper spezifisch gegen TPR9 gerichtet war (Abb. [2.81ID).
Die homozygote tpr9-Linie wies unter Standard-Kurztagbedingungen im Vergleich zum Wildtyp
einen leicht retardierten Wuchs auf, unterschied sich aber hinsichtlich der Blattpigmentierung
nicht vom Wildtyp (Abb. [2.81E).
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Abbildung 2.81. — Selektion einer tpr9-Linie in Arabidopsis thaliana. (A) Schematische Darstellung des
TPR9 kodierenden Gens. Untranslatierte Bereiche wurden in Grau, kodierenden Bereiche in Schwarz dargestellt.
Die durch das Nottingham Arabidopsis Stock Center postulierte und durch Sequenzierung verifizierte Insertions-
stelle wurde gekennzeichnet. (B) Nachweis der Homozygotie der T-DNA. Es wurde dafiir eine genspezifische
(TPR9) und eine T-DNA spezifische Primerkombination gewihlt. Die elektrophoretische Auftrennung der
mittels PCR gewonnen Amplifikate erfolgte durch 1 %ige Agarosegele. (C) TPR9-Transkriptgehalt. Der durch
quantitative PCR nachgewiesene Transkriptgehalt wurde relativ zum gleichbehandelten Wildtyp bestimmt. Die
angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten mit je zwei
technischen Replikaten ermittelt. (D) TPR9-Proteingehalt. Der immunologischer Nachweis von TPR9 erfolgte
mit Hilfe des spezifischen TPR9-Antikorpers im Gesamtproteinextrakt. Die Proteinproben wurden mittels
eines 12 % SDS-Gels elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ponceau geféarbte grofSe Untereinheit von RuBisCO
(RBCL) diente als Ladekontrolle. (E) Nach vier Wochen Anzucht unter Standard-Kurztagbedingungen wurde der
Phénotyp der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp (Col-0) festgehalten.

Bei der Analyse der steady state TBS-Intermediatgehalte wurden kaum Unterschiede zwischen
der tpr9-Linie und dem korrespondierenden Wildtyp nachgewiesen (Abb. [2.82/A-D). Lediglich
der MgProtoME-Gehalt war in der tpr9-Mutante im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.
[2.82B). Der Chlorophyllgehalt der tpr9-Linie war ebenso wildtypartig (Abb. 2.82F), wie die
ALA-Synthesekapazitit (Abb.[2.82(G). Der GluTR1-Proteingehalt der tpr9-Linie war ebenfalls
im Vergleich zum Wildtyp unverdndert, was in Ubereinstimmung mit der wildtypartigen ALA-
Synthesekapazitdt war (Abb.[2.82H). Im Kontrast dazu wiesen ALAD und PORB in der tpr9-Linie
eine leicht erhthte Abundanz im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb. [2.82H). Der Verlust des
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POR-interagiertenden TPR9-Proteins fiihrte somit zwar zu einer erhohten Abundanz von PORB,
dies verursachte allerdings keine Veranderung der steady state Gehalte von PChlid und Chlid.
Die CHLM und GUN4 Proteingehalt waren hingegen in der tpr9-Mutante im Vergleich zum
Wildtyp leicht reduziert, was eine Ursache fiir den reduzierten MgProtoME-Gehalt sein konnte
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Abbildung 2.82. — Gehalte von TBS-Intermediaten und -Proteinen in der tpr9-Linie unter Standard-
Kurztagbedingungen Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen
angezogen (120 pE). (A-E) Die mittels HPLC bestimmten Gehalte der TBS-Intermediate und -Endprodukte
wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (F) Aus den gemessenen Chlorophyllmenge wurde
das Chl a/b Verhiltnis berechnet. (G) Die ALA-Synthesekapazitdt wurde nach vier Stunden Inkubation mit
Lavulinsdure unter moderaten Lichtintensitdten bestimmt und auf das eingesetzte Frischgewicht (FG) bezogen.
Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens drei biologischen Replika-
ten ermittelt. (H) Nachweis verschiedener Enzyme und Hilfsproteine der TBS im Gesamtproteinextrakt. Die
Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ponceau gefirbte grofse
Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen Proteine wurden rechts neben
dem spezifischen immunologischen Signal angegeben.

Obwohl keine Veranderung des Gesamtchlorophyllgehaltes bestimmt werden konnte, war die
Abundanz einiger photosynthetischer Komplexe in der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp ver-
andert (Abb.[2.83A). Beispielsweise waren die Gehalte der PSII und LHCII Monomere in der tpr9-
Linie erhoht (Abb.[2.83A). Dies konnte moglicherweise eine Folge der reduzierten Abundanz der
PSII-LHCII-Superkomplexe in der tpr9-Linie sein (Abb.[2.83]A). Allerdings war die Auflésung der
Superkomplexe in dem verwendeten BN-PAGE Gel nicht ausreichend und schwankte haufig zu
stark zwischen den einzelnen Wiederholungen, um dariiber eine klare Aussage treffen zu konnen.
Die verdnderte Abundanz der PSII-Komplexe hatte indes kaum Auswirkungen auf den Gehalt
der einzelnen Untereinheiten im Gesamtproteinextrakt (Abb. [2.83B). Einziger Unterschied zum
Wildtyp war ein geringfiigig reduzierter Gehalt der PSII-Kernkomplex-Untereinheiten CP47
und D1 in der tpr9-Mutante (Abb.[2.83B). Neben der verdnderten Abundanz der PSII-Komplexe
wurde durch 77K-Chlorophyllfluoreszenz eine Reduktion der relativen PSI-Fluoreszenz in der
tpr9-Mutante detektiert (Abb.[2.83C). Der Gehalt des PSI-Antennenproteins LHCA1 wurde dabei
nicht durch das Fehlen von TPR9 beeinflusst (Abb.[2.83B). Somit waren sowohl PSI als auch PSII
in der tpr9-Linie leicht beeintrachtigt, trotz des wildtypartigen Chlorophyllgehalts.
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Abbildung 2.83. — Analyse der photosynthetischen Komplexe sowie der Chlorophyllfluoreszenz des
PSI in der tpr9-Linie. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir fiinf Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen
(120 pE) angezogen. (A) BN-PAGE. Thylakoidmembranen wurden aus fiinf Wochen alten Arabidopsis-
Rosettenpflanzen isoliert und mit 1 % DDM solubilisiert. Proteinproben mit gleicher Chlorophyllmenge wur-
den mittels eines 4- 12 %igen BN-PAGE Gradientengels aufgetrennt. Die nachweisbaren photosynthetischen
Komplexe wurden rechts neben der dazugehorigen Bande vermerkt. (B) Proteingehalt verschiedener photo-
synthetischer Untereinheiten. Der immunologische Nachweis der Proteine erfolgt im Gesamtproteinextrakt
von vier Wochen alten Arabidopsis Pflanzen. Die Proben wurden mittels 12 %iger Harnstoffgele elektropho-
retisch aufgetrennt. Die Ponceau gefarbte grofse Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle.
Die nachgewiesenen Proteine wurden rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal angegeben. (C)
77K-Chlorophyllfluoreszenz. Nach der Anregung bei Anm =440 nm wurde die Chlorophyllfluoreszenz zwischen
650 und 800 nm detektiert und relativ zur maximalen Fluoreszenz bei 680 nm bestimmt. Die hier angegebenen
Mittelwerte wurden aus jeweils drei biologischen mit je drei technischen Replikaten ermittelt.

Die Analyse der photosynthetischen Leistung von PSII bei Raumtemperatur ergaben, dass die
effektive Quantenausbeute (®PSII) der tpr9-Linie leicht unter der des Wildtyps lag, wohingegen
die maximale Quantenausbeute (FyF,) nicht verdndert war (Tab.[2.8). Dariiber hinaus war das
NPQ in der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp leicht reduziert, unterlag allerdings starken
Schwankungen (Tab.[2.8). Die gemessenen Abweichungen in der Abundanz und Leistung der
Photosysteme konnten eine Erklarung fiir den leicht retardierten Wuchs der tpr9-Linie im Ver-
gleich zum Wildtyp sein. Diese Abweichungen standen dabei allerdings nicht im Zusammenhang
mit einem reduzierten Chlorophyllgehalt. Durch Stressexperimente sollte tiberpriift werden, ob
bei einer grofSeren Beanspruchung der Photosysteme ein deutlich sichtbarer Phanotyp hervor-
gerufen werden konnte.

Tabelle 2.8. — Mittels PAM bestimmte photosynthetische Leistung des PSII in der tpr9- Mutan-
te im Vergleich zum Wildtyp. Alle vermessenen Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen und anschliefSend fiir 15 Minuten im Dunkeln adaptiert. Daraufhin
erfolgte die Messung der maximalen (Fvf,) und effektiven Quantenausbeute (®PSII) sowie des NPQs. Die
angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten ermittelt.

Parameter Col-0 tpr9
Fy/ey, 0,850 4+ 0,005 0,844 + 0,004
®PSII 0,722 + 0,021 0,655 + 0,040
NPQ 0,366 + 0,023 0,310 40,133
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2.3.3.4. Analyse der tpr9-Mutante unter erhéhten Lichtbedingungen

Da die TPR9-Genexpression im Wildtyp unter Starklicht und kontinuierlichem Starklicht im
Vergleich zu Standard-Kurztagbedingungen induziert wurde (Abb.[2.79C), wurden diese beiden
Anzuchtsbedingungen fiir weiterfiihrende Stressexperimente gewahlt. Arabidopsis Keimlinge
wurden dafiir fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend
fiir drei Tage unter erh6htem Licht (ca. 350 pE) und Langtag-Bedingungen inkubiert. Nach drei
Tagen unter diesen Bedingungen zeigte die tpr9-Linie hinsichtlich Wuchs und Pigmentierung
makroskopisch keine Unterschiede zum Wildtyp (Abb. ). In Ubereinstimmung damit
waren der Gesamtchlorophyllgehalt und das Chl a/b Verhéltnis in der tpr9-Linie wildtypartig

(Abb. [Z:33B, C).
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Abbildung 2.84. - Auswirkungen von erhéhten Lichtintensititen im Tag-Nacht-Wechsel auf die Pig-
mentierung und den Wuchs der tpr9-Linie. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschliefRend fiir drei Tage unter erhohten Lichtbedingun-
gen inkubiert (350 pyE; 16 h / 8 h). (A) Phianotyp der verwendeten Linien nach drei Tagen unter erhohten
Lichtbedingungen. (B) Die mittels HPLC bestimmten Chlorophyllgehalte wurden auf das verwendete Trockenge-
wicht (TG) bezogen. (C) Aus den nachgewiesenen Chlorophyllmengen wurde das Chl a/b Verhiltnis berechnet.
Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens vier biologischen Replikaten
bestimmt.

Unter den hier verwendeten Bedingungen waren die friihen Intermediate des Chlorophyllzweigs,
MgP und MgProtoME, in der tpr9-Linie entweder nicht nachweisbar oder wildtypartig (Abb. [2.85).
Die Gehalte der spaten TBS-Intermediate, PChlid und Chlid, waren hingegen in der tpr9-Linie
im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb. [2.85). Dies hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Anreicherung von Chlorophyll (Abb.[2.84B).
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Abbildung 2.85. — Gehalte von TBS-Intermediaten und -Endprodukten nach drei Tagen un-
ter erhohten Lichtbedingungen. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend fiir drei Tage unter erhohten Lichtbedingungen inkubiert
(350 uE; 16 h/ 8 h). (A-C) Die mittels HPLC bestimmten Intermediatgehalte wurden auf das eingesetzten Tro-
ckengewicht (TG) bezogen. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens
vier biologischen Replikaten ermittelt.
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Bei der Untersuchung der Gesamtproteingehalte konnten fiir die meisten untersuchten Enzyme
und Hilfsproteine der TBS in der tpr9-Mutante keine Unterschiede zum Wildtyp detektiert
werden (Abb. [2.86A). Lediglich der PORB-Gehalt war in der tpr9-Linie deutlich im Vergleich
zum gleichbehandelten Wildtyp reduziert, was eine Ursache fiir den reduzierten Chlid-Gehalt
sein konnte (Abb.[2.86A). Der LHCA1-Gehalt in der tpr9-Linie war leicht reduziert, wohingegen
LHCBI1 eine wildtypartige Abundanz im Vergleich zum Wildtyp aufwies (Abb.[2.86A). Ein Mecha-
nismus der Anpassung von Pflanzen an erhohte Lichtintensitdten ist die Phosphorylierung der
photosynthetischen Untereinheiten, welche von grofSer Bedeutung fiir die Justierung der Anten-
nenkomplexe und die Reparatur des PSII-Kernkomplexes ist [288]. Interessanterweise konnte
hierbei fiir die tpr9-Mutante ein reduzierter Anteil an phosphorylierten D1/D2-Untereinheiten
im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden, wiahrend alle anderen Untereinheiten wildty-
partig phosphoryliert wurden (Abb. [2.86B). Bereits nach drei Tagen unter erh6hten Lichtinten-
sititen im Tag-Nacht-Wechsel (Langtag) waren einige Unterschiede hinsichtlich der Gehalte
von TBS-Intermediaten und -Proteinen in der tpr9-Linie im Vergleich zum gleichbehandelten
Wildtyp nachweisbar. Diese hatten allerdings keine sichtbaren Auswirkungen auf die Blattpig-
mentierung und den Wuchs der tpr9-Mutante.
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Abbildung 2.86. — Proteingehalte verschiedener Enzyme und Hilfsproteine der TBS sowie verschie-
dener photosynthetischer Untereinheiten nach drei Tagen unter erh6hten Lichtbedingungen. Die ver-
wendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen und
anschliefSend fiir drei Tage unter erhohten Lichtbedingungen inkubiert (350 uE; 16 h /8 h). (A) Immunologischer
Nachweis verschiedener Proteine der TBS sowie von zwei photosynthetischen Antennenproteinen im Gesamt-
proteinextrakt. (B) Immunologischer Nachweis von phosphorylierten photosynthetischen Untereinheiten des
PSII. Der Nachweis dieser Untereinheiten erfolgte mit Hilfe des Phospho-Threonin spezifischen Antikorpers
in Gesamtproteinextrakten. Die Proteinproben wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau
gefiarbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen Proteine wur-
den rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal angegeben. Die Zuordnung der phosphorylierten
Untereinheiten erfolgte nach Vainonen et al. [289).
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2.3.3.5. Analyse der tpr9-Linie in kontinuierlichem Starklicht

Die stiarkste Verdnderung des relativen TPR9-Transkriptgehalts im Vergleich zu Standard-
Kurztagbedingungen konnte unter kontinuierlichen Starklicht-Bedingungen detektiert werden
(ADbD.[2.79C). Aus diesem Grund wurde sowohl die tpr9-Linie als auch der Wildtyp fiir vier Wo-
chen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend fiir drei Tage unter
kontinuierlichem Starklicht (ca. 700 pE) inkubiert. Nach drei Tagen war in der tpr9-Linie eine
deutlich verringerte Blattpigmentierung im Vergleich zum gleichbehandelten Wildtyp zu beob-
achten (Abb.[2.87A). Dies war einhergehend mit einem reduzierten Gehalt an Anthocyanen,
welcher an der fehlenden violetten Farbung der Blattunterseite in der tpr9-Mutante sichtbar war
(Abb. ). In Ubereinstimmung mit der sichtbar reduzierten Blattpigmentierung war der Chlo-
rophyllgehalt der tpr9-Linie um ca. 25 % im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb. [2.87(C). Die

photosynthetischen Kernkomplexe schienen hierbei stirker betroffen zu sein als die Antennen-
komplexe, was zu einem erhéhten Chl a/b Verhéltnis fiihrte (Abb. [2.87D). Die Carotinoidgehalte

der tpr9-Linie waren hingegen kaum verdndert (Abb. [2.87F). Lediglich fiir Antheraxanthin und

Zeaxanthin wurden in der tpr9-Linie erhohte Gehalte im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen

(Abb. [2.87E). Beide Xanthophylle spielen eine wichtige photoprotektive Rolle [290, 291], sodass

geschlussfolgert wurde, dass die tpr9-Linie unter hoherem photooxidativen Stress steht als der

gleichbehandelte Wildtyp.
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Abbildung 2.87. - Auswirkungen von kontinuierlichem Starklicht auf die Akkumulation von
Chlorophyllen und Carotinoiden. Die verwendeten Linien wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen und anschliefSend fiir drei Tage unter kontinuierlichem Starklicht
(ca. 700 pE) inkubiert. (A,B) Phianotyp der verwendeten Linien nach drei Tagen im Starklicht. (B) Abaxiale und
dazugehorige adaxiale Blattseite von repriasentativen Bldttern des Wildtyps und der tpr9-Linie. (C) Die mittels
HPLC bestimmten Chlorophyllgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (D) Aus den
nachgewiesenen Chlorophyllgehalten wurde das Chl a/b Verhiltnis ermittelt. (E) Die mittels HPLC detektierten
Carotinoidgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. Im Wildtyp lag der Gehalt von
Zeaxanthin unter dem Detektionsniveau der HPLC. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus mindestens drei biologischen Replikaten ermittelt.
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Der reduzierte Chlorophyllgehalt in der tpr9-Linie nach drei Tagen unter kontinuierlichem
Starklicht-Bedingungen wurde dabei vermutlich durch die reduzierten Mengen der TBS-Inter-
mediate verursacht (Abb.[2.88). Lediglich die PChlid-Gehalte waren in der tpr9-Linie wildtypartig
(Abb. [2.88). Moglicherweise wurde die Aktivitdt von POR in der tpr9-Linie stérker beeintrachtigt
als die anderer TBS-Enzyme, wodurch die Akkumulation von PChlid im Vergleich zu den anderen
Intermediaten hervorgerufen wurde.
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Abbildung 2.88. — TBS-Intermediatgehalte nach drei Tagen in kontinuierlichem Starklicht. Die ver-
wendeten Linien wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 uE) angezogen und an-
schliefSend fiir drei Tage unter kontinuierlichem Starklicht (ca. 700 pE) inkubiert. (A-D) Die mittels HPLC
bestimmten Intermediatgehalte wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. Die angegebenen
Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens drei biologischen Replikaten ermittelt.

Um den Einfluss des verringerten Chlorophyllgehaltes auf die photosynthetischen Komplexe zu
tiberpriifen, wurden nach drei Tagen im Starklicht Thylakoidmembranen isoliert und mittels
BN-PAGE aufgetrennt. In der tpr9-Linie schien vor allem die Abundanz der PSI-Monomere/
PSII-Dimere im Vergleich zum Wildtyp betroffen zu sein (Abb. [2.89)A). Dariiber hinaus wiesen
einige der Superkomplexe einen leicht verringerten Gehalt in der tpr9-Mutante auf (Abb. 2.89A).
Diese Beeintrachtigung der Superkomplexe wurde bereits unter Standard-Anzuchtsbedingungen
in der tpr9-Mutante vermutet (Abb. [2.83A). Fiir einen detaillierteren Einblick in die reduzier-
ten Gehalte der photosynthetischen Komplexe wurde der Gesamtproteingehalt verschiedener
photosynthetischer Untereinheiten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach dem Transfer in
Starklicht untersucht. Da nach drei Tagen in kontinuierlichem Starklicht der Einfluss von sekun-
daren Effekten auf die Stabilitat der photosynthetischen Untereinheiten nicht ausgeschlossen
werden konnte, wurde die Abundanz der verschiedenen Untereinheiten nach 24 bzw. 48 h in
kontinuierlichem Starklicht untersucht. Dabei zeigte sich, dass nach 24 h der Gehalt der meisten
photosynthetischen Untereinheiten in der tpr9-Linie wildtypartig war (Abb. [2.89B). Einzige Aus-
nahme bildete hierbei LHCB1, welches eine reduzierte Abundanz in der tpr9-Mutante aufwies

(Abb.[2.89B). Nach 48 h waren die Proteingehalte der meisten photosynthetischen Unterein-
heiten in der tpr9- Linie im Vergleich zum gleichbehandelten Wildtyp reduziert (Abb. 2.89B).
Am starksten waren dabei die Untereinheiten des PSII-Kernkomplexes, D1 und CP43, betroffen

(Abb. [2.89B). Nach 48 h konnte ebenfalls ein reduzierter Gehalt der Antennenkomplexe des

PSI, reprasentiert durch LHCA1, detektiert werden (Abb. [2.89B). Wie zuvor unter erhdhten

Lichtbedingungen im Tag-Nacht-Wechsel war der PORA/B-Gehalt in der tpr9-Mutante nach

drei Tagen in kontinuierlichem Starklicht im Vergleich zu Standard-Kurztagbedingungen und

zum gleichbehandelten Wildtyp reduziert (Abb.[2.89C). Dies konnte dabei im Zusammenhang

mit den nachgewiesenen PChlid- und Chlid-Gehalten stehen.
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Abbildung 2.89. - Abundanz der photosynthetischen Komplexe und Untereinheiten zu verschiede-
nen Zeitpunkten nach dem Transfer in Starklicht. Die verwendeten Linien wurden fiir vier Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend fiir 24, 48 bzw. 72 h in kontinuierlichem Starklicht
(ca. 700 pE) inkubiert. (A) BN-PAGE nach 72 h in kontinuierlichem Starklicht. Thylakoidmembranen wurden
aus Arabidopsis Rosettenpflanzen isoliert und mittels 1 % DDM solubilisiert. Proteinproben mit gleichen
Chlorophyllmengen wurden durch ein 4-12 %iges BN-PAGE Gradientengel aufgetrennt. Die verschiedenen
nachweisbaren photosynthetischen Komplexe wurden rechts neben der dazugehorigen Bande vermerkt. (B)
Abundanz verschiedener photosynthetische Untereinheiten im Gesamtproteinextrakt vor der Inkubation in
Starklicht und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Inkubation. Die Proben wurden mittels 12 %iger
Harnstoffgele aufgetrennt. (C) PORA/B-Proteingehalt vor und nach 24 h in kontinuierlichem Starklicht. Die
Proteinproben wurden mittels eines 12 %igen SDS-Gels aufgetrennt. Fiir alle elektrophoretisch aufgetrennten
Proteine wurde die Ponceau gefarbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) als Ladekontrolle verwendet. Die
detektierten Proteine wurden rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal vermerkt.

2.3.3.6. Untersuchung der photosynthetischen Leistung in Abhangigkeit zur Lichtintensitat

Eine mogliche Ursache fiir die reduzierte Abundanz der photosynthetischen Untereinheiten in
der tpr9-Linie unter kontinuierlichen Starklichtbedingungen konnte reduziertes NPQ sein. Dies
hatte zur Folge, dass iiberschiissige Energie, welche durch die starke Einstrahlung hervorgerufen
wurde, nicht abgegeben werden konnte und somit zur Schadigung der photosynthetischen
Komplexe fiihren wiirde [292, 293]. Neben dem NPQ wurde auch die photosynthetische Leistung
des PSII sowohl unter Standard-Kurztag- als auch kontinuierlichen Starklicht-Bedingungen
untersucht (Tab.[2.9).

Tabelle 2.9. — Mittels PAM bestimmte photosynthetischen Leistung des PSII unter Standard-
Kurztagbedingungen (NL) und nach 24 h in kontinuierlichem Starklicht (HL). Alle vermessenen Pflanzen
wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 puE) angezogen und anschliefSend fiir 24 h in
kontinuierlichem Starklicht inkubiert. Vor und nach dieser Inkubation wurde die photosynthetische Leistung
des PSII bestimmt. Vor Beginn der Messung erfolgte eine 15 miniitige Dunkeladaption. AnschliefSend wurden die
maximale (Fv/F,) und effektive Quantenausbeute (PPSII) sowie das NPQ bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten ermittelt.

NL HL

Parameter Col-0 tpr9 Col-0 tpr9
Fyk, 0,850 + 0,005 0,844 + 0,004 | 0,791 + 0,012 0,801 + 0,020
®PSII 0,722 + 0,021 0,655 + 0,040 | 0,752 + 0,013 0,768 + 0,017
NPQ 0,366 + 0,023 0,310 + 0,133 | 0,083 + 0,038 0,075 + 0,023
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Bereits nach der Anzucht unter Standard-Kurztagbedingungen konnte eine leichte Reduktion
des NPQ und der effektiven Quantenausbeute des PSII in der tpr9-Linie nachgewiesen wer-
den, wahrend die maximale Quantenausbeute wildtypartig war (Tab. [2.9NL). Nach 24 h in
kontinuierlichem Starklicht waren die maximale und effektive Quantenausbeute der tpr9-Linie
hingegen wildtypartig, wihrend das NPQ weiterhin leicht im Vergleich zum Wildtyp reduziert
war (Tab. [2.9HL). Allerdings konnten sowohl im Wildtyp als auch der tpr9-Linie die gleichen
Tendenzen als Reaktion auf Starklicht nachgewiesen werden (Tab. [2.9HL).

Fiir eine detailliertere Analyse wurde sowohl die maximale Quantenausbeute als auch das
NPQ in Abhangigkeit der Lichtintensitdt untersucht. Die gemessene maximale Quantenausbeu-
te fiel sowohl im Wildtyp als auch in der tpr9-Linie mit steigender Intensitit der Lichtpulse ab
(Abb.[2.90A, C). Beide Linien zeigten sowohl nach Anzucht unter Standard-Kurztagbedingungen
als auch nach 24 h in kontinuierlichem Starklicht ein vergleichbares Verhalten (Abb.[2.904, C).
Im Vergleich zur effektiven Quantenausbeute nahm das NPQ mit steigender Lichtintensitit der
Lichtpulse unabhidngig von der vorangegangenen Inkubation in beiden getesteten Linien zu
(Abb.[2.90B, D). Die tpr9-Linie wies nach der Inkubation unter Standard-Kurztagbedingungen im
Vergleich zum Wildtyp ein leicht reduziertes NPQ bei hoheren Lichtintensitdten der Pulse (iiber
600 pE) auf (Abb.[2.90B). Im Gegensatz dazu lag nach 24 h in kontinuierlichem Starklicht das
NPQ der tpr9-Linie ab einer Intensitit der Lichtpulse tiber 600 pE leicht iiber dem des Wildtyps
(Abb. [2.90D). Zusammenfassend lief8 sich allerdings sagen, dass eine Beeintrachtigung des
NPQ als Ursache fiir den Phanotyp der tpr9-Linie ausgeschlossen werden konnte, da in Mutan-
ten mit eingeschranktem NPQ die maximale Quantenausbeute und das NPQ mit steigender
Lichtintensitat weit hinter den Werten des Wildtyps zuriickbleiben wiirden [290} 291].

F/F, NPQ
A°° oNLGolo | B* Tenicomo
0,85 1 [} oNL tpr9 40 - o NL tpr9
080 e 35 - $
075 30 i
<070 s =25 1 [ ]
£ o ® NL
S065 1 : Z 20 4
060 s 1,5 4 8
055 R 10 1
0,50 4 05 4 i
045 ; . . . 00 . ‘ . .
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Lichtintensitat [UE] Lichtintensitét [uE]
C°’85 ®HL Col-0 D 45 TeRLcor0
0801 & ¢ o HL tpr9 40 1 o HLtpro i
075 1 $ 35 i
3,0
070
£ : o2 ] ¢ 24 h HL
065 o
:§'060 2291
g [} 1,5 é
055 1,0 -
050 ° 05 4
[]
0,45 . . T . 0,0 S . . .
0 200 800 1000 0 200 400 600 800 1000

400 600
Lichtintensitat [uE] Lichtintensitat [uE]

Abbildung 2.90. — Maximalen Quantenausbeute und NPQ in Abhiingigkeit der Lichtintensitit. Alle
vermessenen Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschlie-
fend fiir 24 h unter kontinuierlichem Starklicht inkubiert. Vor und nach der Inkubation in Starklicht wurde die
Leistung des PSII bestimmt. Vor Beginn der Messung erfolgte eine 15 miniitige Dunkeladaption. AnschliefSend
wurde die maximale Quantenausbeute (A, C) sowie das NPQ (B, D) bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten ermittelt.
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2.3.3.7. Akkumulation von Anthocyanen in Abhangigkeit der Lichtintensitat

Neben dem reduzierten Chlorophyllgehalt konnte eine deutliche Reduktion des Anthocyan-
Gehalts nach drei Tagen in kontinuierlichem Starklicht in der tpr9-Linie im Vergleich zum
Wildtyp detektiert werden (Abb. [2.87B). Anthocyane spielen eine wichtige Rolle als Antioxi-
dantien. Weiterhin akkumulieren sie als Antwort auf verschiedene Stressbedingungen, wie
z.B. Kélte und Starklicht [|294, [295]. Eine fehlende Anreicherung von Anthocyanen kam somit
als Ursache fiir den Starklicht sensitiven Phidnotyp der tpr9-Linie in Frage. Aus diesem Grund
wurde der Anthocyangehalt nach vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen, gefolgt
von 24 h in kontinuierlichem Starklicht, bestimmt. Unter Standard-Kurztagbedingungen lag der
Anthocyangehalt in der tpr9-Linie leicht {iber dem des Wildtyps (Tab. [2.I0NL). Nach 24 h unter
kontinuierlichem Starklicht stieg der Anthocyangehalt im Wildtyp als Reaktion auf die erhohte
Lichtintensitat leicht an, wahrend in der tpr9-Linie das Gegenteil der Fall war (Tab. [2.10HL).
Diese Ergebnisse bestitigen den sichtbaren Phanotyp beider Linien nach mehreren Tagen im
Starklicht, obgleich die Anthocyanmengen nach 24 h im Starklicht in beiden Linien starken
Schwankungen unterlagen.

Tabelle 2.10. - Akkumulation von Anthocyanen in Abhéngigkeit der Lichtintensitiit. Alle vermessenen
Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 puE) angezogen (NL) und anschlie-
fRend fiir 24 h unter kontinuierlichem Starklicht inkubiert (HL). Die Messung des Anthocangehalts erfolgt
photometrisch bei 535 nm. Die nachgewiesene Absorption wurde auf das verwendete Trockengewicht (TG)
bezogen. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei biologischen Replikaten,
im Falle der Standard-Kurztagbedingungen (NL) bzw. sechs biologischen Replikaten im Starklicht ermittelt.

Anthocyane [As35 nm/8 TG]
Col-0 tpr9

NL | 6,10+ 0,72 7,09 + 1,08

HL | 8,13 +2,99 5,83+2,44

Diese Ergebnisse wiesen auf einen moglichen Zusammenhang zwischen der Lichtsensitivitdt
der tpr9-Linie und der Menge an Anthocyanen hin. Fiir die weiterfiihrende Analyse wurde die
Genexpression verschiedener Anthocyan-Biosynthese-Enzyme vor und nach 24 h im Starklicht
bestimmt. Die Chalcon-Synthase (CHS) ist das initiale Enzym der Flavonoid-Biosynthese, wih-
rend die Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR) und die Leukoanthocyanidin-Dioxygenase (LDOX)
die letzten beiden Schritte der Anthocyan-Biosynthese katalysieren [295]. Unter Standard-
Kurztagbedingungen war der relative Transkriptgehalt aller untersuchten Anthocyangene in
der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp leicht erh6ht (Abb. [2.91). Als Reaktion auf erhohte
Lichtintensitdten stiegen im Wildtyp alle untersuchten Transkriptgehalte um das 8 - 12fache
an (Abb.[2.91). In der tpr9-Linie fand dabei eine zum Wildtyp vergleichbare Reaktion auf die
Starklicht-Bedingungen statt (Abb.[2.91). Lediglich der relative DFR-Transkriptgehalt lag in der
tpr9-Linie im Starklicht leicht unter den Werten des gleichbehandelten Wildtyps (Abb.[2.91). Die
relativen Transkriptgehalte der Anthocyan-Biosynthese-Enzyme waren in der tpr9-Linie im Ver-
gleich zum Wildtyp kaum verandert. Somit konnte die fehlende Akkumulation von Anthocyanen
in der tpr9-Linie unter Starklicht-Bedingungen nicht auf eine beeintrachtigte Anreicherung der
entsprechenden Transkripte zuriickgefiihrt werden. Allerdings war unbekannt, wie die Abundanz
und Aktivitat der entsprechenden Enzyme durch das Fehlen von TPR9 beeinflusst wurde.
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Abbildung 2.91. - Transkriptgehalte verschiedener Gene der Anthocyan-Biosynthese in Ab-
hingigkeit der Lichtintensitit. Alle vermessenen Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen (t0) und anschliefSend fiir 24 h unter kontinuierlichem Starklicht
inkubiert (t24). Die mittels quantitativer PCR nachgewiesenen Transkriptgehalte wurden relativ zum Wildtyp
unter Standard-Wachstumsbedingungen bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen
wurden aus vier biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten ermittelt. CHS - Chalcon-Synthase;
DFR - Dihydroflavonol 4-Reduktase; LDOX - Leukoanthocyanidin-Dioxygenase.

2.3.3.8. Analyse der transkriptionellen Auswirkungen im Starklicht

Die Starklicht-Sensitivitat konnte durch verschiedene Faktoren ausgelost werden. Beispielsweise
wurde ein zur tpr9-Linie vergleichbarer Phanotyp fiir die PLASTID REDOX INSENSITIVE 2
(PRIN2) defiziente Linie prin2 beschrieben [296]. Vor allem unter Starklicht fiihrt das Defizit von
PRINZ2 zu einer deregulierten Genexpression von LHCB und infolge dessen zur Photoinhibierung
des PSII [296]. Es galt somit zu tiberpriifen, ob auch der Starklicht-sensitive Phanotyp der tpr9-
Linie durch die Fehlregulation der LHCP-Genexpression hervorgerufen wurde. Dariiber hinaus
war einer der deutlichsten Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der tpr9-Linie nach 24 h
im Starklicht der verringerte LHCB1-Proteingehalt der tpr9-Mutante. Diese Reduktion konnte
moglicherweise durch einen reduzierten LHCBI-Transkriptgehalt hervorgerufen werden. Fiir
einen detaillierteren Einblick wurde die Veranderung der Transkriptgehalte verschiedener LHCPs
nach einer kurzen und einer langeren Inkubationszeit in Starklicht im Vergleich zu Standard-
Kurztagbedingungen untersucht. Unter Standard-Kurztagbedingungen wiesen alle untersuchten
LHCPs in der tpr9-Linie einen wildtypartigen Transkriptgehalt auf (Abb.[2.92)). Als kurzzeitige
Reaktion auf die deutlich erhohten Lichtintensititen wurde die Genexpression der LHCPs im
Wildtyp im Vergleich zu den Kontrollbedingungen induziert (Abb. [2.92). Einzige Ausnahme
bildete dabei die unverdnderte Genexpression von LHCB2.4 (Abb.[2.92)). Die Transkriptgehalte der
LHCPs zeigten in der tpr9-Linie eine zum Wildtyp vergleichbare Reaktion (Abb. [2.92). Lediglich
der LHCB5-Transkriptgehalt war in der tpr9-Linie nach zwei Stunden im Starklicht im Vergleich
zum Wildtyp erhoht (Abb.[2.92). Dariiber hinaus stellte sich heraus, dass die Genexpression von
PRINZ2 in der tpr9-Linie im Starklicht starker induziert wurde als im gleichbehandelten Wildtyp

(Abb. [Z.92).
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Abbildung 2.92. — Transkriptgehalte verschiedener LHCPs unter Standard-Kurztagbedingungen so-
wie nach zwei Stunden im Starklicht. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 pE, t0) angezogen und anschliefSend in Starklicht (750 pE, t2) inkubiert. Der
mittels quantitativer PCR nachgewiesene Transkriptgehalt wurde relativ zum Wildtyp unter Standard-

Kurztagbedingungen bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier
biologischen Replikaten ermittelt.

Nach 24 h in kontinuierlichem Starklicht waren die Transkriptgehalte von LHCB1.1, LHCB2.4 und
LHCB6 im Wildtyp im Vergleich zu den Standard-Anzuchtsbedingungen reduziert (Abb. [2.93).
Im Kontrast dazu waren die Transkriptgehalte von LHCB1.1 und LHCB2.4 in der tpr9-Linie
im Vergleich zu den Gehalten unter Standard-Kurztagbedingungen unverandert. Anders als
im Wildtyp wurde die Genexpression dieser beiden Gene somit im Starklicht nicht reprimiert
(ADbb. [2.93). Die Transkriptgehalte von LHCAI und LHCB5 waren hingegen im Wildtyp nach 24
h im Starklicht im Vergleich zu den Standard-Anzuchtsbedingungen unveridndert, wiahrend sie
in der tpr9-Linie leicht anstiegen (Abb. [2.93). Alle weiteren untersuchten Transkriptgehalte
waren in der tpr9-Linie wildtypartig (Abb. [2.93).

Die Starklicht-Sensitivitit der tpr9-Linie konnte somit im Zusammenhang mit der fehlenden Re-
pression der LHCPs nach langerer Zeit unter erhohten Lichtintensitdten stehen, welche analog
zur prin2-Linie war. Allerdings konnte in der tpr9-Linie keine zu prin2 vergleichbare Photoinhi-
bierung des PSII nachgewiesen werden. Demnach stellte sich die Frage, welche Ursachen und
Folgen die verdnderte Genexpression der LHCPs in der tpr9-Linie hatte.
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Abbildung 2.93. — Transkriptgehalte verschiedener LHCPs unter Standard-Kurztagbedingungen so-
wie nach 24 Stunden in kontinuierlichem Starklicht Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier Wochen
unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE, t0) angezogen und anschliefSend fiir 24 h in kontinuierlichem
Starklicht (750 pE, t24) inkubiert. Die mittels quantitativer PCR nachgewiesenen Transkriptgehalte wurden
relativ zum Wildtyp unter Standard-Kurztagbedingungen bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt.
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2.3.3.9. Untersuchung des retrograden Signalweges unter Norflurazon-Behandlung

Die tpr9-Linie zeigte in den vorangegangenen Analysen eine Beeintriachtigung der LHCP-
Genexpression. Die LHCPs gehoren dabei zu den Zielgenen des retrograden Signalweges. Dartiber
hinaus wurde fiir die prin2-Mutante, welche einige Parallelen zu der hier analysierten tpr9-Linie
zeigte, eine Funktion im GUN-vermittelten retrograden Signalweg beschrieben [296]. Dieser
GUN-vermittelte retrograde Signalweg spielt vor allem wiahrend der Entwicklung funktionaler
Chloroplasten eine entscheidende Rolle [297]. In Keimlingen, in welchen diese Entwicklung
gestort ist, wie beispielsweise durch die Behandlung mit Norflurazon (NF), fiihrt das Fehlen
von GUNs zur fehlenden Repression verschiedener PhANGs [298]. Um zu {iberpriifen, ob das
Fehlen von TPR9 ebenfalls den retrograden Signalweg beeinflusst, wurden Wildtyp- und tpr9-
Keimlinge fiir fiinf Tage auf NF-haltigem Agarmedium angezogen. AnschliefSend wurden die rela-
tiven Transkriptgehalte verschiedener PhANGs im Vergleich zu Kontrollbedingungen bestimmt.
Sowohl Wildtyp- als auch tpr9-Keimlinge bildeten unter Kontrollbedingungen, wie erwartet,
griine Kotyledonen und Primérblédtter aus (Abb.[2.94).
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Abbildung 2.94. — Auswirkungen der Norflurazon (NF)-Behandlung auf Wildtyp- und tpr9-Keimlinge.
Arabidopsis Keimlinge wurden fiir fiinf Tage sowohl auf Kontrollmedium (ohne NF) als auch auf NF-haltigem
Medium (5 pM NF) unter kontinuierlichen moderaten Lichtbedingungen (90 uE) angezogen. (A) Phinotyp
der fiinf Tage alten Keimlinge. (B) Die Messung des Anthocangehalts erfolgt photometrisch bei 535 nm. Die
nachgewiesene Absorption wurde auf das verwendete Frischgewicht (FG) bezogen. (C) Die mittels quantitativer
PCR nachgewiesenen Transkriptgehalte wurden relativ zum Wildtyp unter Kontrollbedingungen bestimmt. Die
angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt. CA -
Carboanhydrase; CP12 - chloroplast protein 12; RbcS - RuBisCO small subunit.

Die relativen Transkriptgehalte der untersuchten PhANGs waren unter diesen Bedingungen in
der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp kaum veréndert (Abb. [2.94C). Nur der Transkriptgehalt
der kleinen Untereinheit von RuBisCO (RbcS) war in der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp
leicht reduziert (Abb. [2.94C). Die Behandlung mit NF fiihrte zur Inhibierung der Carotinoid-
Biosynthese und somit zur Hemmung der Chloroplastenentwicklung [299], wodurch Keimlinge
lediglich weifse Kotyledonen ausbilden. Dies konnte fiir beide Linien auf NF-haltigem Medium
bestitigt werden (Abb.[2.94)A). Weitere Reaktionen auf die inhibierte Chloroplastenbiogenese
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sind die Akkumulation von Anthocyanen und die starke Repression der PhANG-Genexpression.
Hierbei fiel auf, dass in der tpr9-Linie weniger Anthocyane akkumulierten als im gleichbe-
handelten Wildtyp (Abb.[2.94A, B). Die relativen Transkriptgehalte der untersuchten PhANGs
zeigten hingegen in beiden Linien eine vergleichbare Repression als Reaktion auf die inhibierte
Chloroplastenentwicklung im Vergleich zu den Kontrollbedingungen (Abb. [2.94C). Somit kann
ausgeschlossen werden, dass unter NF-Behandlung der GUN-vermittelte Signalweg durch das
Fehlen von TPRY beeintriachtigt ist. Allerdings fiihrten auch diese Stressbedingungen in der
tpr9-Linie zu einer reduzierten Anreicherung von Anthocyanen.

2.3.3.10. Untersuchung des retrograden Signalweges unter Starklicht-Bedingungen

Um auszuschlieflen, dass der GUN-vermittelte retrograde Signalweg zwar nicht unter
NF-Behandlung, jedoch im Starklicht beeintrachtigt war und somit den Starklicht-sensitiven
Phénotyp der tpr9-Linie verursachte, wurde der Transkriptgehalt einiger PhANGS sowie weite-
rer Komponenten des retrograden Signalweges nach 24 h im Starklicht im Vergleich zu Kon-
trollbedingungen bestimmt. Dariiber hinaus wurde die Genexpression zweier POR-Isoformen
untersucht, da der PORB-Proteingehalt der tpr9-Linie unter Starklicht-Behandlung deutlicher
abnimmt als im gleichbehandelten Wildtyp (Abb.[2.89C). Unter Standard-Kurztagbedingungen
war der Transkriptgehalt aller untersuchten Gene in der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp
leicht erhoht (Abb. [2.95). Als Reaktion auf Starklicht wurde die Genexpression der untersuchten
Gene, mit Ausnahme von GLK1, im Wildtyp stark induziert (Abb.[2.95). In der tpr9-Linie war eine
zum Wildtyp vergleichbare Induktion der Genexpression im Starklicht nachweisbar, lediglich
der Transkriptgehalt von PORB blieb im Vergleich zu den Kontrollbedingungen unverandert
(ADbD.[2.95). Dieser unverdnderte PORB-Transkriptgehalt konnte somit den reduzierten PORB-
Proteingehalt der tpr9-Mutante im Starklicht verursachen. Dariiber hinaus konnte bestatigt
werden, dass der retrograde Signalweg weder unter NF- noch Starklicht-Behandlung durch
das Fehlen von TPR9 beeintriachtigt ist. Bei der hier analysierten tpr9-Linie handelte es sich
somit nicht um eine GUN-Mutante im klassischen Sinne. Die nachgewiesene Deregulation
der Genexpression von LHCB1, LHCBZ2 sowie PORB in der tpr9-Mutante schien demnach eine
spezifische Reaktion auf kontinuierliches Starklicht zu sein.
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Abbildung 2.95. — Transkriptgehalte verschiedener Komponenten des retrograden Signalweges so-
wie zweier POR-Isoformen in Abhéngigkeit der Lichtintensitit. Die verwendeten Pflanzen wurden fiir vier
Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE, t0) angezogen und anschliefRend fiir 24 h in kontinu-
ierlichem Starklicht (750 pE, t24) inkubiert. Die mittels quantitativer PCR nachgewiesenen Transkriptgehalte
wurde relativ zum Wildtyp unter Standard- Kurztagbedingungen bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und
Standardabweichungen wurden aus vier biologischen Replikaten ermittelt.
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2.3.3.11. State transition und Phosphorylierung der photosynthetischen Untereinheiten

unter verschiedenen Lichtbedingungen

Neben der mittel- und langfristigen Reaktion auf Lichtstress durch die Verdnderung der Trans-
kript- und Proteingehalte kann kurzfristig durch state transition der LHCII-Antennen auf ver-
schiedene Lichtbedingungen reagiert werden. Dariiber hinaus fiihrt Starklicht zur Auflosung
der Megakomplexe [300] sowie, als Folge einer veranderten Phosphorylierung der einzelnen
PSII-Untereinheiten, zur Ablosung der LHCII-Antennen von den PSII Kernkomplexen [301].
Da in der tpr9-Linie der Transkript- und Proteingehalt verschiedener Antennenproteine, vor
allem aber von LHCB1, beeintriachtigt war, wurde untersucht, ob state transition in der tpr9-
Linie verandert war. Dafiir wurden fiinf Wochen alte Rosettenpflanzen fiir 90 min sowohl in
dunkelrotem Licht (state I), gefolgt von rotem Licht (state II), als auch unter moderaten Licht-
bedingungen, gefolgt von Starklicht, inkubiert. Unter Standard-Kurztagbedingungen und in
rotem Licht konnte sowohl im Wildtyp als auch in der tpr9-Mutante der state transition Komplex,
bestehend aus dem PSI-Monomer und den LHCII-Antennen, detektiert werden (Abb. [2.96). Im
Vergleich dazu konnte nach 90 min in Starklicht bzw. dunkelrotem Licht dieser Komplex nicht
mehr bzw. nur noch mit deutlich geringerer Abundanz nachgewiesen werden (Abb.[2.96). Hierbei
waren keine Unterschiede zwischen der tpr9-Linie und dem Wildtyp nachweisbar (Abb. [2.96).
Die fehlende Auflosung des state transition Komplexes konnte demnach als Ursache fiir die
Starklicht-Sensitivitit der tpr9-Linie ausgeschlossen werden.
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Abbildung 2.96. - Nachweis des state transition Komplexes unter verschiedenen Lichtbedingungen.
Nach fiinf Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) wurden Arabidopsis Rosettenpflanzen fiir
90 min sowohl unter dunkelrotem Licht (state I; 100 pE), gefolgt von rotem Licht (state II; 100 pE), als auch
unter moderaten Lichtbedingungen (NL; 120 pE), gefolgt von Starklicht (HL; 750 uE), inkubiert. Die isolierten
Thylakoidmembranen wurden mit 1 % Digitonin solubilisiert und mittels 4- 12 %iger BN-Gradientengele
elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurden dabei Proteinproben mit gleicher Chlorophyllmenge eingesetzt. Die
nachweisbaren photosynthetischen Untereinheiten wurden rechts neben der dazugehdrigen Bande angegeben.
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Die Phosphorylierung von PSII-Untereinheiten spielt wihrend der Auflosung und Ausbildung der
Superkomplexe eine wichtige Rolle. Mit Hilfe eines Phospho-Threonin spezifischen Antikorpers
wurde die Phosphorylierung von CP43, D1, D2 und LHCB in den verwendeten Linien untersucht.
Unter Standard-Kurztagbedingungen waren vor allem LHCB und D1/D2 im Wildtyp und der
tpr9-Linie stark phosphoryliert (Abb.[2.97). Leider konnten D1 und D2 unter Verwendung der 12
%igen SDS-Gele nicht gut genug aufgelost werden, um diese eindeutig unterscheiden zu konnen.
Allerdings wurde deutlich, dass keine Unterschiede zwischen beiden Linien nachweisbar waren
(Abb. [2.97). Nach 90 min im Starklicht nahm sowohl im Wildtyp als auch der tpr9-Linie die
Phosphorylierung von LHCB deutlich ab (Abb. [2.97). Die Phosphorylierung von D1/D2 und
CP43 nahm hingegen nur im Wildtyp im Starklicht deutlich zu, wahrend in der tpr9-Linie das
Gegenteil der Fall war (Abb.[2.97). Die ausbleibende Phosphorylierung der Untereinheiten des
PSII-Kernkomplexes in der tpr9-Linie schien hierbei eine spezifische Reaktion auf Starklicht
zu sein, da nach 90 Minuten in rotem und dunkelrotem Licht die Phosphorylierung dieser
Untereinheiten in der tpr9-Linie wildtypartig war (Abb. [2.97).
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Abbildung 2.97. — Phosphorylierung von PSII-Untereinheiten unter verschiedenen Lichtbedingun-
gen. Nach fiinf Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (NL) wurden Arabidopsis Rosettenpflanzen fiir
90 min unter Starklicht (HL), dunkelrotem Licht (state I) und rotem Licht (state II) inkubiert. Die anschliefSend
isolierten Thylakoidmembranen wurden mittels 12 %iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau geféarbte grofde
Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die durch den Phospho-Threonin (P-Threo) spezi-
fischen Antikorper nachgewiesenen PSII-Untereinheiten wurden links neben dem immunologischen Signal
angegeben. Die Zuordnung wurde hierbei geméaf$ Vainonen et al. [289] vorgenommen.

Nachdem festgestellt wurde, dass die Phosphorylierung der PSII-Untereinheiten in der tpr9-
Linie beeintrachtigt war, wurde iiberpriift, ob davon spezifische photosynthetische Komplexe
betroffen waren. Interessanterweise zeigte sich bereits unter Standard-Kurztagbedingungen,
dass in der tpr9-Linie weniger phosphoryliertes LHCB in den Superkomplexen und mehr in den
LHCII-Trimeren im Vergleich zum Wildtyp vorlag (Abb. [2.98). Somit wurde gezeigt, dass zwar
der Gesamtgehalt an phosphoryliertem LHCB in der tpr9-Linie wildtypartig, die Verteilung der
Phosphorylierung allerdings verdandert war (Abb.[2.98). Dariiber hinaus waren in der tpr9-Linie
die Gehalte aller phosphorylierten Untereinheiten im Bereich der Superkomplexen allgemein
geringer als im Wildtyp, was moglicherweise im Zusammenhang mit den reduzierten Gehalten
der Superkomplexe stand (Abb. [2.98). Im Starklicht nahm die Phosphorylierung von LHCB in
allen Komplexen sowohl im Wildtyp als auch in der tpr9-Linie stark ab (Abb. [2.98). Dariiber
hinaus nahm im Wildtyp unter Starklicht-Bedingungen die Phosphorylierung aller weiteren
Untereinheiten in allen Komplexen deutlich zu (Abb.[2.98). In der tpr9-Linie stiegt der Anteil
an phosphoryliertem D1, D2 und CP43 in den Superkomplexen zwar ebenfalls an, allerdings
weniger stark als im Wildtyp und im Vergleich zu den anderen Komplexen (Abb.[2.98). Ferner
wurde deutlich, dass in der tpr9-Linie vor allem der Gehalt an phosphoryliertem D2 im Starklicht
geringer war als im gleichbehandelten Wildtyp (Abb. [2.98).
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Abbildung 2.98. — Phosphorylierung von PSII-Untereinheiten in den photosynthetischen Komplexen
in Abhingigkeit der Lichtintensitidt. Nach fiinf Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (NL) wurden
Arabidopsis Rosettenpflanzen fiir 90 min in Starklicht (HL) inkubiert. AnschliefRend wurden Thylakoidmem-
branen isoliert und mittels 1 % DDM solubilisiert. Die Auftrennung der ersten Dimension erfolgte mittels
4- 12 %iger BN-Gradientengele. Es wurden dabei Proteinproben mit gleicher Chlorophyllmenge eingesetzt.
Die abundantesten photosynthetischen Untereinheiten wurden iiber der dazugehorigen Bande angegeben.
Fiir die elektrophoretische Auftrennung der zweiten Dimension wurden 12 %ige SDS- Gele verwendet. Der
immunologische Nachweis der phosphorylierten PSII-Untereinheiten erfolgte durch den Phospho-Threonin
spezifischen Antikorper. Die Zuordnung der einzelnen detektierten Untereinheiten wurden nach Vainonen et
al. [289] vorgenommen und rechts neben dem dazugehorigen Signal vermerkt. M.K. - Megakomplexe; S.K. -
Superkomplexe; PSI M - PSI Monomere; PSII D. - PSII Dimere; PSII KK. - PSII Kernkomplex; LHCII T. - LHCII
Trimere; LHC M. -LHC Monomere.

Die Phosphorylierung der PSII-Untereinheiten fiihrt unter anderem zur Auflosung der PSII-
Superkomplexe und dient daher dem Schutz dieser Komplexe vor Uberanregung [288]. Bei
fehlender Phosphorylierung, wie beispielsweise in der tpr9-Linie, konnte dies eine weniger
effektive Auflosung der Superkomplexe zur Folge haben und somit zur Uberanregung und
dementsprechend zur Schiadigung der photosynthetischen Komplexe fiihren.

2.3.3.12. Initiale Charakterisierung von TPR9-HA-Komplementationslinien

Fiir die Komplementation der tpr9-Linie wurde die AtTPR9 cDNA-Sequenz in den pCAMBIA-
HA-Vektor eingebracht. Dadurch stand die TPR9-Sequenz zum einen unter der Kontrolle des
35S-Promoters und verfiigte zum anderen iiber einen carboxyterminaler HA-Strep-Tag, welcher
spatere Co-Immunoprazipitations-Analysen ermoglichen sollte. Das erzeugte 35S::TPR9-HA-
Konstrukt wurde, vermittelt durch Agrobakterien, in die tpr9-Linien transformiert. Positive
Transformanten wurden durch die im Vektor enthaltene BASTA-Resistenz-Kassette selektiert.
Nach erfolgreicher Selektion wurde das Vorhandensein der transformierten 35S::TPR9-HA-
Genkassette im Hintergrund der tpr9-Linie mittels spezifischer Primer verifiziert (Abb. [2.99A).
Es wurden so insgesamt sechs unabhingige Transformanten identifiziert, von denen drei hier
gezeigt wurden. Das Einfiigen der 35S::TPR9-HA-Genkassette fiihrte zu einem stark erhoh-
ten TPRY-Transkriptgehalt in den untersuchten Transformanten im Vergleich zum Wildtyp

(Abb. [2:99B).
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Fiir die Analyse des TPR9-Proteingehalts wurde der aufgereinigte TPR9-Antikorper in einer
Verdiinnung von 1:200 verwendet. Leider zeigte sich, dass die Aufreinigung nicht sehr erfolg-
reich war, da lediglich eine Bande bei einer Uberexpression von TPR9 detektiert werden konnte,
wahrend TPR9 im Wildtyp nicht nachweisbar war (Abb. [2.99C). Nichtsdestotrotz konnte gezeigt
werden, dass TPR9 erfolgreich im Hintergrund der tpr9-Linie {iberexprimiert werden konnte
und zu einem erhohten Proteingehalt fiihrte. Die TPR9-Uberexpressionslinien waren nach vier
Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen makroskopisch nicht vom Wildtyp zu unterschei-
den (Abb.[2.99D). Fiir die weiteren Analysen wurde die Linie TPR9-HA #15 verwendet, da diese
den hochsten TPR9 Transkript- und Proteingehalt auswies.
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Abbildung 2.99. — Selektion von TPR9-HA-Komplementationslinien im Hintergrund der tpr9-
Mutante. (A) Nachweis der transformierten 35S::TPR9-HA-Genkassette. Es wurde eine genspezifische (TPR9)
und eine T-DNA spezifische (T-DNA) Primerkombination sowie eine spezifische Primerkombination fiir die
35S::TPR9-Genkassette verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der durch PCR erzeugten Amplifikate
erfolgte durch 1 %ige Agarosegele. (B) Der TPR9-Transkriptgehalt der gewdhlten TPR9-HA-Linien wurde relativ
zum korrespondierenden Wildtyp bestimmt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden
aus drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten ermittelt. (C) TPR9-Proteingehalt der TPR9-
HA-Komplementationslinien. Der Nachweis von TPR9 wurde mit Hilfe des aufgereinigten TPR9-Antikorper
durchgefiihrt, welcher in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt wurde. Die Proben wurden mittels 12 % iger
SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ponceau gefdrbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente
als Ladekontrolle. (D) Der Phidnotyp zweier reprasentativer TPR9-HA-Linien im Vergleich zum Wildtyp und der
tpr9-Linie nach vier Wochen unter Standard-Anzuchtsbedingungen.

Es sollte ferner gepriift werden, ob das Wiedereinfiigen von TPR9 den Starklicht-sensitive Pha-
notyp der tpr9-Linie komplementieren konnte. Hierfiir wurden Pflanzen fiir vier Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen angezogen und anschliefSend fiir fiinf Tage in kontinuierlichem
Starklicht inkubiert. Wie zuvor beobachtet, wies die tpr9-Linie nach fiinf Tagen in Starklicht
eine reduzierte Blattpigmentierung im Vergleich zum Wildtyp auf. Die sichtbare Pigmentierung
der TPR9-HA#15-Linie war hingegen wildtypartig (Abb.[2.100]A). Dies konnte durch die mittels
HPLC bestimmten Chlorophyllgehalte bestatigt werden (Abb. [2.100B). Somit fiihrte das Wieder-
einfiigen von TPR9 zur Komplementation des Starklicht-sensitiven Phanotyps der tpr9-Linie.
Allerdings war das Chl a/b Verhiltnis der TPR9-HA#15-Linie immer noch im Vergleich zum
Wildtyp leicht erhoht (Abb.[2.100B).
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Ebenfalls wurden die reduzierten Gehalte von Chlid und Carotinoiden in der tpr9-Linie durch das
Wiedereinfiigen von TPR9 komplementiert (Abb. [2.100[C, D). Die Gehalte von MgP, MgProtoME
und PChlid lagen nach fiinf Tagen in kontinuierlichem Starklicht unter dem Detektionslevel der
HPLC, sodass iiber die Anreicherung dieser Intermediate keine Aussage getroffen werden konnte.
Neben der Akkumulation von Chlorophyll und TBS-Intermediaten war aufSserdem der Anthocyan-
Gehalt der TPR9-HA#15-Linie von Interesse. Auf makroskopischer Ebene konnte dieser am
deutlichsten an der Blattunterseite detektiert werden. Wie zuvor detektiert, wies der Wildtyp
eine deutliche violette Farbung der Blattunterseite auf, wihrend sich in der tpr9-Linie weniger
Anthocyane in kontinuierlichem Starklicht anreicherten (Abb. ). Uberraschenderweise
akkumulierten in der TPR9-HA-Linie weniger Anthocyane als im Wildtyp und der tpr9-Mutante
(Abb.[2.100A).
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Abbildung 2.100. — Charakterisierung der TPR9- HA#15-Linie nach fiinf Tagen in kontinuierlichem
Starklicht. Die verwendeten Linien wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE)
angezogen und anschliefend fiir fiinf Tage in kontinuierlichem Starklicht (750 puE) inkubiert. (A) Der Phianotyp
der abaxialen und dazugehorigen adaxialen Seite der Rosettenpflanzen nach fiinf Tagen in kontinuierlichem
Starklicht. (B, D, E) Die mittels HPLC bestimmten Gehalte von Chlorophyll (B), Chlid (D) und Carotinoiden (E)
wurden auf das eingesetzte Trockengewicht (TG) bezogen. (C) Das Chl a/b Verhiltnis wurde aus den detektierten

Chlorophyllgehalten ermittelt. Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus vier
biologischen Replikaten bestimmt.

Neben der Komplementation des Starklicht-sensitiven Phianotyps der tpr9-Linie durch das
Wiedereinfligen von TPR9 waren die Auswirkungen der TPR9-Uberexpression auf die Phospho-
rylierung der PSII-Untereinheiten ein weiterer interessanter Punkt. Nach vier Wochen unter
Standard-Kurztagbedingungen war der Gehalt an phosphoryliertem D1/D2 in der TPR9-HA-Linie
im Vergleich zum Wildtyp erhoht, wiahrend die Phosphorylierung von LHCB unverdndert war
(ADbb.[2.101). Dariiber hinaus konnte durch die Wiederholung des immunologischen Nachweises
von TPRY unter Verwendung des TPR9-Serums das transgene TPR9-HA-Protein im Vergleich
zum Wildtyp detektiert werden (Abb. [2.101).
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Allerdings stellte sich hierbei heraus, dass der TPR9-Proteingehalt der TPR9-HA #15-Linie
wildtypartig war (Abb. [2.101). Der deutlich erhohte TPR9-Transkriptgehalt fiihrte in diesem Fall
somit nicht zu einem erhdhten Proteingehalt (Abb. [2.101). Weiterhin zeigte sich, dass durch das
Anfiigen des HA-Strep-Tags das Laufverhalten von TPRO verdndert wurde, sodass das transgene
TPR9-HA-Protein ca. 2 -3 kDa grofier erscheint als das endogene Protein (Abb. [2.10T).

Col-0 TPR9-HA
- | TPR9
P- CP43] ——

P-LHCE P-Threo
e

Abbildung 2.101. - Phosphorylierung der PSII-Untereinheiten in der TPR9-HA#15-Linie. Die verwen-
deten Pflanzen wurden fiir vier Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen. Die elek-
trophoretische Auftrennung der Gesamtproteinextrakte erfolgte mittels 12 % iger SDS-Gele. Die Ponceau
gefirbte grofSe Untereinheit von RuBisCO (RBCL) diente als Ladekontrolle. Die nachgewiesenen Proteine wur-
den rechts neben dem spezifischen immunologischen Signal vermerkt. Weiterhin wurden die nachweisbaren
phosphorylierten PSII-Untereinheiten links neben dem dazugehorigen Signal vermerkt.

Die Analyse der TPR9-HA#15-Komplementationslinie unterstrich den moglichen Zusammen-
hang zwischen dem TPR9-Gehalt und der Starklicht-Sensitivitdt. Hierbei schien vor allem
die Akkumulation von Anthocyanen und die Phosphorylierung der PSII-Untereinheiten eine
entscheidende Rolle zu spielen.
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3. Diskussion

TPR-Proteine sind die evolutiondr dlteste Gruppe innerhalb der Gruppe der Repeat-Proteine
[198]. Dennoch wurde bisher nur fiir wenige Vertreter dieser Gruppe eine Funktion in Chloroplas-
ten beschrieben. Da TPR-Proteine bereits in den meisten Bakterien und Archaeen vorhanden
sind, wird vermutet, dass sie an fundamentalen Prozessen beteiligt sind [190, |198]. Im Falle der
plastidaren TPR-Proteine entsprache dies beispielsweise der Regulation der Photosynthese, des
Proteinimports sowie der Genexpression [197]. Aus diesem Grund war die Charakterisierung
von plastidar lokalisierten TPR-Proteinen vielversprechend bei der Suche nach Regulatoren der
Chlorophyllbiosynthese und Chloroplastenbiogenese. Von den 21 von Bohne et al. postulierten
plastidaren TPR-Proteinen in Arabidopsis thaliana wurde bislang nur fiir wenige eine Funktion
beschrieben [[197]. Auffallig war jedoch, dass die Funktionalitdt der bereits charakterisierten
TPR-Proteine innerhalb der Chlorophyta konserviert war. Fiir viele der TPR-Proteine, welche in
einzelligen Photosynthese betreibenden Organismen beschrieben wurden, erfiillte das Pendant
in hoheren Organismen eine essentielle Rolle [[197]. Fiir das POR-INTERACTING TPR-Protein
(Pitt), welches urspriinglich in Synechocystis charakterisiert wurde, wurde bislang kein Homo-
log in hoheren Pflanzen identifiziert. In Synechocystis verbindet das membranintegrale Pitt
die Chlorophyllbiosynthese mit der Assemblierung der photosynthetischen Komplexe [177,
178]. Ein Protein, welches in hoheren Pflanzen eine vergleichbare Funktion ausiibt, konnte
eine Antwort auf die bislang nicht vollstandig geklarte Frage liefern, wie Chlorophyll in die
Chlorophyll-bindenden Proteine eingelagert wird und wie dieser Vorgang reguliert ist.

3.1. Identifikation des potenziellen Pitt-Homologs in A. thaliana

Bei der Suche nach dem Pitt-Homolog in Arabidopsis thaliana wurden insgesamt fiinf TPR-
Proteine identifiziert, deren TPR-Domine eine hohe Sequenzidentitit (22 - 26 %) und Sequenz-
ahnlichkeit (40 - 49 %) zur TPR-Domaine von Pitt aufweist und die dariiber hinaus iiber eine
vergleichbare Anzahl an TPR-Motiven verfiigen. Es war unerwartet, dass fiinf potenzielle Kandi-
daten identifiziert wurden. Schottkowski et al. benannten At4g39470 (TPR4) und At1g78915
(TPR1) als putative Kandidaten des Pitt-Homologs [177], wihrend Bohne et al. postulierten,
dass At2g37400 das Pitt-Homolog in Arabidopsis sein konnte [197]. Allerdings wurde das durch
At2g37400 kodierte TPR-Protein von weiteren Analysen ausgeschlossen, da es nur eine moderate
Sequenzidhnlichkeit und -identitat zu Pitt relativ zu anderen Pitt-dhnlichen TPR-Proteinen
aufweist und dariiber hinaus iiber zwei TPR-Motive mehr als Pitt verfiigt (Tab.[2.1). Auferdem
wurden in dieser Arbeit durch die Nutzung von BLAST auch At3g18420 (SG1), At5g02590 (TPR7)
und At3g53560 (TPR9) als mogliche Kandidaten vorgeschlagen. Bei den durchgefiihrten In-
teraktionsanalysen zeigten vier der fiinf Kandidaten das Potenzial, mit einer oder mehreren
POR-Isoformen aus Arabidopsis zu interagieren (siehe Abschnitt[2.1.2). Die Analyse der Interak-
tionen konnte somit die Suche nach dem putativen Pitt-Homolog nicht wesentlich eingrenzen.
Von den vier verbleibenden Kandidaten verfiigt allerdings nur TPR1, genau wie Pitt, {iber eine
Transmembrandomane und wurde somit als wahrscheinlichster Kandidat fiir das Pitt-Homolog
in Arabidopsis angesehen. Da allerdings nicht ausgeschlossen werden kann, dass in hoheren
Pflanzen zwei oder mehr TPR-Proteine die Funktion von Pitt ausiiben, wurde fiir alle vier POR-
interagierenden TPR-Proteine die Funktion in planta untersucht.
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Fiir die Hypothese, dass mehrere TPR-Proteine in Arabidopsis eine Pitt-ahnliche Funktion
ausiiben konnen, spricht, dass der Verlust eines der TPR-Proteine unter Standard-Kurztag-
bedingungen keinen pragnanten Einfluss auf die Pigmentierung und photosynthetische Leis-
tung in der entsprechenden Mutante hatte. Diese Moglichkeit steht im Kontrast zu den pitt
Synechocystis Linien, in denen das Zellwachstum und die PSI-Chlorophyllfluoreszenz stark
beeintrachtigt war [|177}/178]. Moglich ist durchaus, dass im Laufe der Evolution die Duplikation
des Pitt-Gens dazu fiihrte, dass sich die Funktionsweise von Pitt auf mehrere TPR-Proteine
aufteilte, von denen eines in der Membran verankert ist und eines im Stroma vorliegt.

3.2. TPR1 - ein Regulator der Chlorophyllbiosynthese
3.2.1. Alignment zwischen verschiedenen Pitt-Homologen

Das Alignment der moglichen Pitt-Homologe innerhalb der Chlorophyta weist auf einige spezi-
elle Merkmale der putativen Pitt-Homologe (PPH) hoherer Pflanzen gegeniiber den PPHs der
Algen und Cyanobakterien hin. Eines dieser Merkmale ist die aminoterminale Verlangerung der
Sequenz in hoheren Pflanzen (Abb. [2.10), welche zum einen auf die inkorrekte Vorhersage des
Transitpeptids der PPHs zuriickzufiihren oder Teil eines weiteren Signalpeptids sein konnte.
Zum anderen konnte dieser Bereich fiir eine spezifische Funktion der PPHs in den Thylakoid-
membranen hoherer Pflanzen zustandig sein. Die Transmembrandoméne verfiigt hingegen iiber
eine Vielzahl von konservierten Aminosaureresten, was ein Zeichen dafiir sein konnte, dass
diese Doméne fiir die Funktionalitét aller PPHs von zentraler Bedeutung ist (Abb. [2.10). Ein
Merkmal, welches die PPHs hoherer Pflanzen gemein haben, ist eine verlangerte Verbindung
zwischen der Transmembrandoméne und der TPR-Doméne (Abb. [2.10). Auffallig ist hierbei,
dass nur At1g78915.1 eine um 17 Aminosduren langere Insertion in diesem Bereich aufweist
(ADbb.[3.1). Eine verldngerte Verbindung zwischen den beiden Doménen konnte moglicherweise
die Flexibilitat der in das Stroma ragenden TPR-Doméne erhohen. Warum diese Insertion ledig-
lich in Arabidopsis gefunden wurde, ist allerdings unklar. Moglich ist, dass diese verlangerte
Verbindung ebenfalls in den Splicing-Varianten anderer PPHs zu finden ist, welche bisher nicht
identifiziert wurden.

Ein weiterer Unterschied zwischen den PPHs verschiedener Organismen ist eine carboxy-
terminale Verldngerung, welche in Cyanobakterien deutlich starker ausgeprigt ist als in hOheren
Pflanzen (Abb. [2.10). Diese 25-27 Aminosduren lange Sequenz ist wahrscheinlich im Laufe
der Evolution verloren gegangen. Da fiir AtTPR1 kein Einfluss auf die Assemblierung des PSII
nachgewiesen werden konnte, konnte diese carboxyterminale Verlangerung fiir die Interaktion
zwischen Pitt und pD1 zustidndig sein.

Innerhalb der TPR-Motive wurde ein hoher Konservierungsgrad zwischen den verschiedenen
PPHs nachgewiesen, was die Vermutung nahelegt, dass sich die Funktion und Bindungsspezifitat
dieser Domane im Laufe der Evolution, anders als in Bereichen aufSerhalb der zwei Doménen,
kaum verdndert haben. Da postuliert wurde, dass jedes TPR-Motiv fiir die spezifische Bindung
eines Interaktionspartners zustdndig sein konnte [194], spricht dies fiir ein im Laufe der Evoluti-
on nur geringfiigig verdndertes Interaktionsmuster der PPHs.
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Mehrere mogliche Ursachen kommen fiir die Abweichungen zwischen den cyanobakteriellen
und pflanzlichen PPH-Sequenzen in Frage. Die Unterschiede konnten zum einen im Zusam-
menhang mit dem unterschiedlichen raumlichen Aufbau der thylakoidalen Strukturen sowie
der Organisation der de novo Synthese und Reparatur der photosynthetischen Untereinheiten
stehen [180]. Cyanobakterien weisen beispielsweise sogenannte Biogenesezentren auf. In diesen
Mikro-Kompartimenten werden die photosynthetischen Untereinheiten assembliert und die
Chlorophylle in diese eingelagert [|302]. In Synechocystis liegen diese Biogenesezentren in der
Nidhe der Plasmamembran vor und ermoglichen so einen raschen Austausch zwischen den bei-
den Membransystemen [180,[302]. In hoheren Pflanzen konnte ein solches Mikro-Kompartiment
nicht identifiziert werden [180], sodass fraglich ist, in welchen Bereichen das Pitt-Homolog
vorliegen konnte und inwiefern ein solches Protein die Assemblierung der photosynthetischen
Untereinheiten beeinflusst. Somit muss die Organisation der de novo Synthese der photosyn-
thetischen Untereinheiten in hoheren Pflanzen anders organisiert sein, wodurch auch die
Funktionalitat des Pitt-Homologs betroffen sein konnte.

Ein weiterer Faktor, welcher die Unterschiede zwischen den Pitt-Homologen der Cyanobakterien
und hoheren Pflanzen verursachen konnte, ist der Verlust von DPOR in Angiospermen [303].
Zwar besteht kein Hinweis auf eine direkte Interaktion zwischen Pitt und DPOR [177], da Pitt
allerdings fiir die Anlieferung von Chlid zu den entstehenden photosynthetischen Komplexen
zustdndig ist, kann auch eine mogliche Abhédngigkeit von DPOR nicht ausgeschlossen werden.
Unabhingig von einer direkten Interaktion zu DPOR ist durch die strikte Lichtabhangigkeit der
Chlid-Synthese in hoheren Pflanzen eine andere Art der TBS-Regulation erforderlich. Dies kann
ebenfalls die Funktion der moglichen Pitt-Homologe beeinflussen und somit auch eine Veréan-
derung/Anpassung der Proteinsequenz bedingen. Nichtsdestotrotz unterstrich das Alignment,
dass TPR1 der beste Kandidat fiir das PPH in Arabidopsis ist.

3.2.2. Die Genexpression von TPR1 korreliert nicht mit der Genexpression von
Enzymen der TBS

Die Genexpression vieler an der TBS beteiligten Enzymen unterliegt diurnaler Kontrolle und ist
durch Licht induziert [49]. Die unterschiedlichen Reaktionen der TBS-Gene auf Licht, Photo-
periodik und die endogenen Uhr fiihrte zur Einteilung der TBS-Gene in vier verschiedene Cluster
[49]. Beispielsweise wird HEMA 1 dem ersten Cluster zugeordnet [49]. Die Genexpression der
Vertreter dieses Clusters ist wahrend der Deetiolierung stark durch Licht induziert und oszilliert
periodisch im Tag-Nacht-Wechsel [49] (Abb. [2.13A). Die Genexpression von Vertretern des
zweiten Clusters, wie beispielsweise ALAD1 oder PORC, ist moderat wahrend der Deetiolierung
induziert und unterliegt ebenfalls diurnaler Kontrolle [49].

Der TPRI1-Transkriptgehalt verandert sich im Verlauf eines Standard-Kurztages kaum und folgte
somit keinem diurnalen Rhythmus (Abb. [2.13[C). Dies traf ebenfalls auf den TPR1-Proteingehalt
zu (Abb.[2.13E). Die Genexpression von TPRI wihrend der Deetiolierung ist hingegen mode-
rat durch Licht induziert (Abb.[2.34B). Zwar wire eine zu den Clustern 1 und 2 vergleichbare
Genexpression von TPR1 ein guter Indikator fiir eine potenzielle Verbindung zur TBS [49], aller-
dings korreliert die Genexpression von Regulatoren der TBS, wie beispielsweise FLU und GBP,
ebenfalls kaum mit den Genen der TBS, obwohl GBP und FLU nachweislich eine entscheidende
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Rolle fiir die TBS spielen [125} 140, (145, 149].

Denkbar wire, dass der stabile TPR1-Transkriptgehalt in adultem Gewebe eine schnellere Reak-
tion auf verschiedenen Umwelteinfliisse ermdglicht. Ahnliches wurde fiir GBP vermutet, dessen
Genexpression nicht im Tag-Nacht-Wechsel oszilliert, allerdings durch Stress, wie beispiels-
weise NF-Behandlung, stark induziert wird [125] 149]. Fiir eine dhnliche Funktionalitdat von
TPR1 wiirde sprechen, dass der TPR1-Transkriptgehalt stark von der Lichtintensitat und der
Linge der Lichtphase abhingig ist (Abb.[2.13D). Gegen diese Art der Regulation spricht, dass
unter Stressbedingungen mit erhohter Lichtintensitit (Abb. oder verdanderter Lange der
Lichtphase (Abb. kein starker Einfluss auf den Chlorophyllgehalt und die Stabilitat der
TBS-Enzyme in der TPR1 knockout-Linie im Vergleich zum Wildtyp nachweisbar war. Moglich
ist, dass die Stabilitdt und Funktionalitat von TPR1 nicht durch eine verdnderte Genexpression
beeinflusst wird, sondern auf posttranslationaler Ebene vermittelt wird.

3.2.3. TPR1 ist ein integraler Bestandteil der Thylakoidmembranen

TPR1 ist, ebenso wie Pitt [177], durch die aminoterminale Transmembrandoméne in den plasti-
ddren Membranen verankert (Abb.[2.14). Dabei ragt die TPR-Doméne in das Stroma des Chloro-
plasten (Abb. 2.14C) und ermoglicht so eine Vielzahl von Interaktionen zu membranassoziierten
und stromalen Proteinen (Abschnitt[2.1.2). Die Funktionalitdt von TPR1 konnte durch eine PTM
und die Verdnderung der subzelluldren Lokalisation vermittelt werden. Vor allem die zwei TPR1-
Proteinbanden, TPR143 und TPR1,g, lassen einigen Spielraum fiir Spekulationen. Zwei Ursachen
kommen fiir den GrofSenunterschied von ca. 3 kDa zwischen beiden TPR1-Formen in Frage.
(1) Der Unterschied wird durch die beiden Splicing-Varianten At1g78915.1 und At1g78915.2
verursacht (Abb. [3.1). (2) Der Unterschied wird durch PTM hervorgerufen. Dies konnte zum
einen die weitere Prozessierung des TPR1-Peptids innerhalb des Chloroplasten sein. Die Ab-
spaltung eines Peptids wiirde dabei den Grofsenunterschied und die subzelluldrer Lokalisation
auslosen. Zum anderen konnte beispielsweise eine Phosphorylierung ein veridndertes Lauf-
verhalten im SDS-Gel verursachen, wie dies beispielsweise auch fiir GUN4 beschrieben wurde
[304]. In Phospho-Proteomanalysen konnte fiir TPR1 eine putative Phosphorylierungsstelle
nachgewiesen werden, welche am Aminoterminus der TPR1-Sequenz vorliegt (Abb. [305].

P-site Transmgmbrandoma’ne
* 0 %

* 20 40 * 60
At1g78915.1 : QQRKsschsvsvpRKApGLNTQFEGKsciﬁBmFDERLENIRRSALEQKKTEVVKEFGPIDyDAPVKSDQK_ : 90
At1g78915.2 : QQRKSSSKQSVSVPRKAPGLNTQFEGKSGREFDIDFDERLENIRRSALEQKKTEVVKEFGPIDYDAPVKSDQK ;90

100 bl 120 * 140 = 160 jud 180
Atlg78915.1 :-zDFLPTGs ————————————————— DSPTRNTTVVKNQISEEEKATLQQRLKEFETTLNGTPQDQAALEGAAVTLTELGDYSRA : 163
At1g78915.2 : DFLPTGRISWVGFRNFTFLSYQVIDSPTKNTTVVKNQISEEEKATLQQRLKEFETTLNGT PCDQAALEGAAVILTELGDYSRA : 180

TPR:Mativ 2
il 200 - 220 & 240 bl 260 =
At1g78915.1 : AAFLEKLAKERPTDPDVFRLLGEVNYELNNYEGSIAAYKISEKVSKGIDLEVTRGLMNAYLAAKKPDEAVKFLLDTRERLNTKKTSTTDS : 253
At1g78915.2 : AAFLEKLAKERPTDPDVFRLLGEVNYELNNYEGSIAAYKISEKVSKGIDLEVTRGLMNAYLAAKKPDEAVKFLLDTRERLNTKKTSTTDS : 270

TPR-Motiv 4
280 * 300 * 320 * 340 *
Atlg7891S.1 : VTDETNLDPIQVELLLGKAYSDWGHISDAIAVYDOLISAHPEDFRGYLAKGIILRENGSRGDAERMFIQARFFAPNKAKALVDRYSKL : 341
Atl1g78915.2 : VTDETNLDPIQVELLLGKAYSDWGHISDAIAVYDQLISAHPEDFRGYLAKGIILRENGSRGDAERMFIQARFFAPNKAKALVDRYSKL : 358

Abbildung 3.1. — Alignment der beiden fiir TPR1 vorhergesagten Splicing-Varianten. Die beiden
Splicing-Varianten wurden aus The Arabidopsis Information Resource (TAIR) entnommen und mittels MUSCLE
verglichen. Die Visualisierung des Alignments erfolgte mittels GenDoc. Die Transmembrandoméne wurde griin
unterlegt, wohingegen die fiinf vorhergesagten TPR-Doménen blau unterlegt sind. Die durch Reiland et al.
identifizierte Phosphorlyierungsstelle (P-site) wurde rot hervorgehoben [305]. Die Unterschiede der beiden
Splicing-Varianten zueinander ist hingegen grau unterlegt.
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Interessant war das unterschiedliche Verhaltnis beider TPR1-Formen zueinander in Extrak-
ten von isolierten Chloroplasten oder isolierten Thylakoidmembranen. Wahrend in isolierten
Chloroplasten sowie im Gesamtproteinextrakt meist ausschliefSlich TPR143 nachgewiesen wer-
den konnte (Abb. [2.16B), stieg der Anteil von TPR14 im Vergleich zu TPR143 in isolierten
Thylakoidmembranen stark an (Abb. [2.14). Moglich ist, dass TPR143 sensitiver gegeniiber den
verwendeten Extraktionsmethoden ist als TPR1,4y und wahrend der Praparation der Thyla-
koidmembranen modifiziert oder abgebaut wurde. Mittels Kinaseassays konnte dieser Frage
beispielsweise nachgegangen werden. Ebenso besteht die Moglichkeit, dass TPR143 dual sowohl
in den Thylakoidmembranen als auch den Hiillmembranen lokalisiert ist. Ein Teil der Hiillmem-
bran konnte dementsprechend wéahrend der Praparation der Thylakoidmembranen verloren
gegangen sein [306] und so die Verschiebung des Verhaltnisses verursachen. Durch die Isolation
von Hiillmembranen konnte dies tiberpriift werden. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden,
dass TPR1,3, trotz des vorhergesagten plastiddaren Transitpeptids, ebenfalls in anderen zellu-
laren Subkompartimenten vorliegt und dadurch im Gesamtextrakt abundanter ist als TPR14g
(Abb.[2.16). Beide TPR1-Proteinbanden weisen zudem eine unterschiedliche Lokalisation in
fraktionierten Thylakoidmembranen auf. Wahrend TPR143 mit photosynthetischen Unterein-
heiten co-lokalisiert, weist die Lokalisation von TPR14 indes hohe Ubereinstimmungen zu POR
auf (Abb. [2.40D). Die spezifische subzelluldre Lokalisation konnte demnach die Funktionalitét
der beiden TPR1-Varianten beeinflussen oder umgekehrt.

Auffallig war ferner, dass sich das Verhaltnis beider TPR1-Varianten zueinander bereits nach
90 min in dunkelrotem Licht von TPRy3 zu TPRy4g verschob (Vergleich Abb. und [2.55). Die
schnelle Verschiebung dieses Verhaltnisses konnte beispielsweise durch (De)Phosphorylierung
gewihrleistet werden, da das reversible Anheften oder Ablosen eines Phosphatrestes innerhalb
weniger Minuten stattfinden kann, wie dies im Falle von GUN4 gezeigt wurde [304]. Zwar konnte
in in vitro Experimenten am Beispiel von LHCBS3 gezeigt werden, dass auch verschiedene alter-
native Splicing-Varianten von LHCB innerhalb von 90 min nachweisbar sind [307], allerdings
ist fraglich, ob innerhalb einer so kurzen Zeitspanne die Auswirkungen einer Veranderung des
Splicings von At1g78915 schon auf Proteinebene nachweisbar wiren.

Zusammenfassend liefS sich an dieser Stelle sagen, dass fiir TPR1 zwei Varianten mit mog-
licher unterschiedlicher subzellularer Lokalisation nachgewiesen werden konnten. Die genaue
Ursache fiir diese beiden Varianten ist unbekannt. Durch Kinaseassays und dem Nachweis der bei-
den Splicing-Varianten mittels quantitativer PCR konnte dem Ursprung beider TPR1-Varianten
nachgegangen werden.
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3.2.4. TPR1 - eine Komponente des FLU-Inaktivierungskomplexes?

3.2.4.1. TPR1 interagiert mit den Enzymen des FLU-Inaktivierungskomplexes

In Angiospermen, welche iiber keine DPOR verfiigen, ist die negative Feedback-Regulation
der ALA-Synthese iiber die Ausbildung des FLU-Inaktivierungskomplexes unabdingbar, um
die Akkumulation von PChlid in Dunkelheit zu verhindern [143]. Hierbei interagiert FLU als
Reaktion auf den steigenden Gehalt von POR-gebundenem PChlid sowohl mit GIuTR1 als auch
CHL27 und POR. Durch die Ausbildung dieses Komplexes wird GluTR1 inaktiviert und infolge
dessen die ALA-Synthese inhibiert [143]. In verschiedenen Interaktionsstudien konnte gezeigt
werden, dass TPR1 physisch sowohl mit GluTR1/2 als auch CHL27 und PORB/C interagiert (Abb.
2.3). Die Interaktion zwischen GIuTR1 und TPR1 fand hierbei in der aminoterminal gelege-
nen HBD von GluTR1 statt (Abb. [2.4). Da die Interaktion zwischen GluTR1 und FLU durch die
FLU-Bindedoméne vermittelt wird [144-146], binden die beiden TPR-Proteine, TPR1 und FLU,
GluTR1 in zwei unterschiedlichen Domédnen innerhalb der GIuTR1 Sequenz und konkurrieren
somit nicht um die selbe Bindestelle. Es konnte im Zuge dieser Arbeit allerdings nicht zweifels-
frei geklart werden, ob TPR1 in der Lage ist, direkt mit FLU zu interagieren. In BiFC-Analysen
konnte zwar eine Interaktion zwischen beiden Proteinen nachgewiesen werden (Abb. [2.2), in
Split-Ubiquitin-Analysen allerdings nicht (Abb. [2.3). Die Interaktion zwischen TPR1 und FLU
konnte in planta somit durch weitere Komponenten, wie beispielsweise GluTR1 oder PORB,
vermittelt werden, welche dadurch ein falsch positives Signal verursachen wiirden.

Neben der direkten physischen Interaktion zeigte sich, dass TPR1 in subfraktionierten Thylakoid-
membranen mit verschiedenen TBS-Enzymen co-lokalisiert. Der Hauptanteil von TPR14y konnte
in den Granamargins nachgewiesen werden, wihrend ein geringer Anteil des TPR14y-Proteins
in den Granastapeln und Stromalamellen vorliegt (Abb. [2.14B). Wang et al. konnten ihrerseits
zeigen, dass PORB ausschliefllich in den Granamargins zu finden ist, wihrend GIuTR1 und FLU
neben den Granamargins auch zu einem geringen Anteil in den Stromalamellen vorliegen [308].
Dariiber hinaus konnte mittels Saccharose-Dichtegradientzentrifugation von isolierten Thyla-
koidmembranen bestétigt werden, dass TPR1 mit verschiedenen Enzymen der TBS co-lokalisiert
(Abb.[2.40D). Dabei lag TPR14 in den selben Fraktionen wie PORA/B vor, wiahrend TPR143 in
Fraktionen, in denen auch CHL27 und GluTR1 vorlagen, nachgewiesen wurde (Abb. [2.40D).

Mit Hilfe verschiedener in vivo und in planta Ansitze konnte mehrfach gezeigt werden, dass TPR1
mit einigen Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes co-lokalisiert bzw. interagieren
konnte. Somit konnte TPR1 eine weitere Komponente des FLU-Inaktivierungskomplexes sein,
welche entweder einen essentiellen Beitrag zur Funktionalitdat des Komplexes leistete oder eine
akzessorische Funktion einnimmt.
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3.2.4.2. TPR1 beeinflusst die Lokalisation und Stabilitat von GluTR1

Neben der direkten Interaktion und Co-Lokalisation von TPR1 und GluTR1 hatte der Verlust des
TPR1-Proteins in planta direkte Auswirkungen auf die Lokalisation und die damit verbundene
Aktivitat und Stabilitat von GluTR1. Interessant war in diesem Zusammenhang der erhohte
Gehalt 16slichen GluTR1s in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp (Abb.[2.2TA). Der 16sliche
Anteil von GluTR1 wird als der aktive Anteil angesehen, wiahrend der membrangebundene Anteil
von GIuTR1, der vor allem auf die Bindung durch FLU zuriickzufiihren ist, grofStenteils inaktiv
sein soll [93]. Der bisherige Versuch, GluTR1 zur Uberexpression zu bringen, fiihrte stets zur
Ausbildung von inaktiven Aggregaten und infolge dessen zur Ausbildung von Nekrosen in den
Blattern von Nicotiana tabacum [155], was allerdings in den tpr1-Linien Fnicht der all war (Abb.

2.15C).

In Ubereinstimmung mit der vorwiegend stromalen Lokalisation von GluTR1 konnte in den
tprl-Linien eine erhohte ALA-Synthesekapazitdt nachgewiesen werden (Abb.[2.21B). Dariiber
hinaus war die ALA-Synthesekapazitdt umgekehrt proportional zum TPR1-Gehalt. Wahrend der
knockout von TPR1 die hochste ALA-Synthesekapazitiit aufwies (Abb.[2.21B), fiihrte die Uberex-
pression von TPR1 zu einer reduzierten ALA-Synthesekapazitat im Vergleich zum Wildtyp (Abb.
[2.61]A). Dabei korrelierte die ALA-Synthesekapazitdt sowohl in den tpri-Mutanten als auch
in den Uberexpressionslinien mit der subzelluldren Lokalisation und damit einhergehenden
Aktivitdt von GIuTR1 [93] (Abb.[2.21B, [2.61A), was vermuten ldsst, dass TPR1 entweder direkt
an der Bindung und Inaktivierung von GluTR1 beteiligt sein konnte oder die Interaktion von
GIuTR1 und FLU vermittelt.

Die Stabilitat 16slichen GluTR1s wird durch verschiedene posttranslationale Mechanismen
gesteuert. Der Abbau von GIuTR1 erfolgt durch die Clp-Protease [146,/154]. Die ungebundene,
aminoterminal gelegene HBD von GluTR1 wird durch die Clp-Substratselektoren ClpF und ClpS
erkannt, welche daraufhin GIuTR1 zur Clp-Protease anliefern [146,|154]. Sollte die HBD durch
Interaktionspartner wie GBP und cpSRP43 okkupiert sein, wird GIuTR1 vor proteolytischem Ab-
bau geschiitzt [138, (146, 151]. Die Interaktion zwischen TPR1 und GIuTR1 findet zwar ebenfalls
im Bereich der HBD von GIuTR1 statt, allerdings scheint der Verlust von TPR1 keinen Einfluss
auf den GluTR1-Abbau zu haben, welcher beispielsweise durch ein Uberangebot von ALA in
Dunkelheit ausgelost werden kann (Abb. [2.22B). Somit ist anzunehmen, dass die durch das
Fehlen von TPR1 freiwerdende HBD von GluTR durch GBP und/oder cpSRP43 gebunden wird
und diese so den Verlust von TPR1 kompensieren. Der zwei- bis dreifach erhohte Anteil 16slichen
GluTRs in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp (Abb.[2.2TA) deutet darauf hin, dass der
cpSRP43-Gehalt in den tpri-Linien ebenfalls erhoht ist, da es andernfalls zur Ausbildung von
inaktiven Aggregaten und zu einer reduzierten ALA-Syntheserate kommen sollte [151}|155].

Die erhohte Aktivitdt von GluTR1 unter Standard-Kurztagbedingungen ist in den tpri-Linien
jedoch wahrscheinlich vor allem auf die reprimierte Inaktivierung von GluTR1 durch FLU zuriick-
zufiihren. Lange Zeit wurde vermutet, dass die Inaktivierung von GluTR1 durch FLU lediglich
wiahrend der Dunkelphasen eine essentielle Rolle spielt [140, |145]. Allerdings wurde kiirzlich
gezeigt, dass FLU auch wahrend der Lichtphasen fiir die schnelle Inaktivierung von GluTR1
benotigt wird, da die flu-Mutante unter fluktuierenden Lichtintensitdaten einen reduzierten
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Chlorophyligehalt im Vergleich zum gleichbehandelte Wildtyp aufwies [147]. Allerdings fiihr-
te die Anzucht der tpri-Linien in fluktuierendem Licht nicht zu einem zu flu vergleichbaren
Phinotyp (Anhang[.8). Nichtsdestotrotz ist es moglich, dass TPR1 an der Anpassung der ALA-
Synthesekapazitat wahrend der Belichtungsphase beteiligt ist. In diesem Zusammenhang gilt
auch zu bedenken, dass GBP in vitro eine deutlich hohere Bindungsaffinitit zu GIuTR1 aufweist
als FLU [134]. TPR1 konnte moglicherweise die Bindung zwischen GluTR1 und FLU initiieren
und so das Gleichgewicht zwischen dem GBP-GluTR1-Komplex und dem FLU-GluTR1-Komplex
wihrend Belichtungsphasen vermitteln. Das Fehlen von TPR1 wiirde somit das Gleichgewicht
in Richtung des GBP-GluTR1-Komplexes verschieben und so die erhohte GluTR1-Stabilitat
und -Aktivitdt auslosen. Die Bindungsaffinitat von TPR1 zu GIuTR1 konnte mittels isothermer
Titrationskalorimetrie oder microscale thermophoresis tiberpriift werden.

Der erhohte Gehalt aktiven GluTRs in den tpr1-Linien steigerte zwar die ALA-Synthesekapazitit,
der steady state ALA-Gehalt war jedoch im Vergleich zum Wildtyp nicht erhoht (Abb.[2.21C). Dies
konnte moglicherweise auf einen schnellen Umsatz von ALA durch die nachfolgenden Enzyme
zurilickzufiihren sein. Interessant ware es in diesem Zusammenhang zu priifen, ob im Falle eines
wildtypartigen GluTR1-Gehalts in den tpr1-Mutanten unter Standard-Kurztagbedingungen ein
reduzierter Chlorophyllgehalt hervorgerufen werden konnte. Um einen wildtypartigen GIuTR1-
Gehalt in der tpri-Mutante herbeizufiihren, konnte eine tpr1 x gbp Doppelmutante erzeugt
werden, da in gbp-Mutanten der Abbau von GluTR1 erhoht ist [146].

3.2.4.3. Der Einfluss von TPR1 auf die Lokalisation und Aktivitat von CHL27 und PORB

Neben dem Einfluss auf GIuTR1 fiihrt der Verlust von TPR1 zu einem deutlich reduzierten
Gehalt von CHL27 und PORB an den Thylakoidmembranen (Abb.[2.25), wahrend der Gesamt-
proteinanteil beider Enzyme nur leicht reduziert war (Abb. 2.19A). Unter Verwendung von
isolierten Thylakoidmembranen (Abb. konnte leider nicht gepriift werden, ob derteil dieser
Enzyme an der Membran mit einer erh6hten Abundanz dieser im Stroma einherging, da die
Stromafraktion wihrend der Praparation zu stark verdiinnt wurde. Alternativ wurde die durch
Schmied et al. vorgeschlagene Methode zur Subfraktionierung von GluTR1 verwendet |93} 147].
Mittels dieser wurde allerdings weder CHL27 noch PORB in der 16slichen Fraktion nachgewie-
sen (Daten nicht gezeigt). Somit ist unklar, ob der Verlust von TPR1 ebenfalls die subzellulare
Lokalisation von CHL27 und PORB verédndert oder ob durch das Fehlen von TPR1 CHL27 und
PORB leichter von der Membran abgelost werden und dadurch beispielsweise schneller abgebaut
wurden. Trotz dieser Unklarheiten lief$ sich mehrfach bestatigen, dass durch den Verlust von
TPR1 der Anteil von CHL27 und POR an den Thylakoidmembranen sowohl unter Standard-
Kurztagbedingungen (Abb. als auch nach 90 min in dunkelrotem Licht reduziert ist
(Abb. [2.55B). Durch die Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von CHL27 und PORB
unter kontinuierlichen Lichtbedingungen sollte untersucht werden, inwieweit dies auch fiir
andere Lichtregime zutraf.

Die Aktivitdt von CHL27 schien durch den reduzierten Anteil des Enzyms an den Thylakoid-
membranen unter Standard-Anzuchtsbedingungen nicht beeintrachtigt zu sein, da MgProtoME
und PChlid in den tpr1-Linien einen wildtypartigen steady state Gehalt aufwiesen (Abb. [2.20B,
C). Dariiber hinaus wurde unter keiner der getesteten Bedingungen eine starke Anreicherung
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von MgProtoME und/oder ein drastischer Verlust von PChlid beobachtet (Abb. [2.31],[2.46] [2.47).

Auch die POR-Aktivitdt war in den tpri-Linien per se nicht gestort (Abb.[2.23B), allerdings fiihrte
der Verlust von TPR1 unter verschiedenen Bedingungen zu einem reduzierten steady state Gehalt
von Chlid (Abb.[2.20D, [2.44E), wihrend der PChlid steady state Gehalt zumeist wildtypartig war
(Abb.[2.20(C, [2.44E). In TPR1-Uberexpressionslinien war unter Standard-Kurztagbedingungen
das Gegenteil der Fall. Wahrend der steady state PChlid-Gehalt erhoht war, blieb der Chlid-
Gehalt wildtypartig (Abb.[2.60[C, D). Auch die Analyse der VIGS TPRI-Linien machte deutlich,
dass die Inaktivierung von TPR1 reduzierte steady state Chlid-Gehalte verursachte, wiahrend
die Gehalte der vorgeschalteten TBS-Intermediate erhoht waren (Abb. [2.58B). TPR1 ist
somit zwar keine essentielle Komponente fiir die Umsetzung von PChlid zu Chlid durch POR,
kann aber dennoch moglicherweise die durch POR katalysierte Reaktion oder die nachfolgende
Reaktion, welche durch CHLG katalysiert wird, beeintridchtigen. Unklar ist jedoch, warum der re-
duzierte Chlid-Gehalt erst nach mehreren Stunden nach Beginn der Lichtphase nachweisbar war
(Abb. [2.43[C, [2.44F). Moglich wire, dass dies im Zusammenhang mit dem sich iiber den Tag
verdndernden Intermediatfluss steht.

Trotz der offenen Fragen zeigte sich, dass der Verlust von TPR1 den Gehalt von peripheren
Membranproteinen der TBS beeinflusst. Diese Verdnderung hatte indes keine Auswirkung auf
die durch CHL27 katalysierte Reaktion, die Aktivitdt von PORB schien jedoch unter bestimmten
Bedingungen beeintrachtigt zu sein. Durch die Nutzung von in vitro Aktivititsmessungen konnte
dabei der genaue Einfluss von TPR1 auf die Aktivitdt von PORB beleuchtet werden.

3.2.4.4. Die Funktionalitdt von FLU ist durch TPR1 in Dunkelheit nicht beeintrachtigt

TPR1 interagiert zwar mit Enzymen des FLU-Inaktivierungskomplexes, die Inhibierung der
TBS in Dunkelheit ist allerdings durch das Fehlen von TPR1 nicht nachweislich beeintrach-
tigt (Abschnitt [2.2.9), trotz des reduzierten FLU-Gehalts in den tpri-Linien unter Standard-
Kurztagbedingungen (Abb. [2.19A, [2.25). Der Gehalt von FLU scheint jedoch ausreichend fiir
die Inhibierung der ALA-Synthese sowohl wiahrend der reguldren Nachtphase eines Standard-
Kurztages (Abb. [2.43B) als auch nach langerer Dunkelinkubation (Abb. [2.24D) zu sein, da
andernfalls eine Akkumulation von PChlid in den tpri-Linien, vergleichbar zur flu-Mutante, zu
erwarten gewesen ware [140, [145].

Im Wildtyp wird die TBS innerhalb von 30 - 60 min in Dunkelheit fast vollstandig inaktiviert
[139]. Fraglich ist in diesem Zusammenhang, ob durch das Fehlen von TPR1 und dem reduzierten
FLU-Gehalt diese Inaktivierung in den tpri-Linien moglicherweise langsamer vonstatten geht
als im Wildtyp. Durch die Analyse der steady state ALA- und PChlid-Gehalte in den tpr1-Linien
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Dunkelphase konnte diese Vermutung iiberpriift
werden. Der Verlust von TPR1 schien vor allem im Tag-Nacht-Wechsel entscheidend zu sein,
da die Gehalte von GluTR1 und FLU unter kontinuierlichen Lichtbedingungen nur geringfiigig
durch das Fehlen von TPR1 beeintréachtigt wurden (Abb. [2.22A, [2.5T).
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3.2.4.5. TPR1 und FLU haben einen unterschiedlichen Einfluss auf die subzellulare
Lokalisation von GluTR1

TPR1 und FLU interagieren beide mit GluTR1 und nehmen so einen Einfluss auf die subzellulare
Lokalisation dieses Enzyms. Allerdings ist der Gesamtgehalt von GIuTR1 in der flu-Linie kaum
verdndert, die subzellulidre Lokalisation von GIuTR1 ist jedoch drastisch in Richtung der 16s-
lichen Fraktion der Plastiden verschoben [93},/147]. Im Kontrast dazu ist in den tprI-Mutanten
der Gesamtproteingehalt von GIuTR1 um ein Vielfaches im Vergleich zum Wildtyp erhoht, die
subzelluldre Lokalisation jedoch nicht wesentlich beeinflusst: Zwar kann in den tpri-Linien ein
deutlich hoherer Anteil stromalen GluTR1s nachgewiesen werden (Abb.[2.2T]A), der membran-
gebundene Anteil ist jedoch unverdndert (Abb. [2.25).

TPR1 nimmt womoglich unabhingig von FLU Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation von
GluTR1. In Linien mit induzierter Inaktivierung von TPR1 im Hintergrund der flu-Mutante wurde
deutlich, dass der Verlust von sowohl FLU als auch TPR1 einerseits zu einem reduzierten Anteil
von membrangebundener GluTR1 fiihrte, was auf das Fehlen von FLU zuriickzufiihren war (Abb.
2.57IG). Andererseits war der Anteil 16slichen GluTR1s deutlich erhdht (Abb. [2.57G), was auf
das Defizit von TPR1 zuriickgefiihrt werden konnte. Somit ist es moglich, dass die Bindung von
TPR1 die subzelluldre Lokalisation von GluTR1 unabhingig von FLU beeinflussen kann.

3.2.4.6. Die Rolle von TPR1 in TBS-Mutanten

Obwohl FLU, unabhingig vom Vorhandensein von CHL27 und POR, in der Lage ist, GluTR1 zu bin-
den [309], kann ein Defizit von CHL27 oder POR die Integritit des gesamten FLU-Inaktivierungs-
komplexes storen und so die Bindung von FLU an diesen inhibieren [143]. Somit ware die
Ausbildung eines FLU-CHL27-POR-Komplexes notig fiir eine geregelte Inhibierung der ALA-
Synthese. In einer chl27 knockdown-Linie akkumulierte MgProtoME jedoch nur, wenn zuséatzlich
ALA bereitgestellt wurde [|100]. Dartiber hinaus fiihrt die induzierte Inaktivierung von CHL27
zu einer leicht erhohten ALA-Synthesekapazitit [310]. In PORB knockout-Linien ist die ALA-
Synthesekapazitit ebenfalls nur leicht erhoht [113]. Wenn das Vorhandensein von CHL27 und
PORB essentiell fiir die Ausbildung des FLU-Inaktivierungskomplexes ist, ware zu erwarten,
dass sowohl in den chl27- als auch porb-Mutanten die ALA-Synthesekapazitiat deutlich erhoht ist.

Der Verlust einer Komponente des FLU-Inaktivierungskomplexes fiihrt dariiber hinaus zu einer
erhohten Abundanz der weiteren Bestandteile. Davon betroffen sind sowohl GluTR1 und FLU als
auch CHL27 und PORB (Abb. [2.42B, C). Beispielsweise ruft der Verlust von HEMA1 einen erhoh-
ten Proteingehalt von FLU, CHL27 und PORB hervor (Abb. [2.42[C) [285]. In Ubereinstimmung
damit ist auch der TPR1-Gehalt in den hemA1I-, chi27- und porb-Mutanten erhoht (Abb. [2.42B,
C). Die veranderten Gehalte konnten auf zwei regulatorischen Mechanismen beruhen. Zum
einen konnte der erhohte Gehalt der einzelnen Komponenten ein kompensatorischer Effekt sein,
wonach eine gestorte Integritat des FLU-Inaktivierungskomplexes die Stabilitat der beteiligten
Enzyme erhoht. Zum anderen konnte die Ausbildung des FLU-Inaktivierungskomplexes einen
negativen Effekt auf die Stabilitdt der einzelnen Komponenten haben. Der erhohte TPR1-Gehalt
in den hemA1-, chl27- und porb-Mutanten deutet darauf hin, dass TPR1 am Aufbau des FLU-
Inaktivierungskomplexes beteiligt sein konnte und vergleichbar zu den anderen Komponenten
im Falle einer gestorten Ausbildung des Komplexes reguliert wird.
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3.2.4.7. TPR1 im Zusammenhang mit der schnellen Inaktivierung der TBS

Neben dem Proteingehalt der einzelnen Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes spielt
auch der Gehalt von POR-gebundenem PChlid eine wichtige Rolle in diesem Komplex [139]. FLU
nimmt den steigenden Gehalt von POR-gebundenem PChlid wahr und bindet daraufhin GluTR1
[143]. Dadurch kommt es zur schnellen Inaktivierung der ALA-Synthese innerhalb von 30 - 60
min [139]. Dies ist in Dunkelheit und bei geringen Lichtintensitdten nachgewiesen worden,
wenn infolge der Inaktivierung von POR das Enzym schnell mit dem akkumulierenden PChlid ab-
gesdttigt ist [139]. Moglich ist hierbei, dass durch die Ausbildung eines CHL27-POR-Komplexes
die Absattigung von POR mit PChlid aufgrund des optimierten Substratflusses beschleunigt
werden kann. TPR1 konnte moglicherweise einen solchen Komplex vermitteln und stabilisieren
(Abb.[3.2]A). TPR-Proteine sind dafiir bekannt, aufgrund ihrer ausgedehnten linearen Faltung,
mit mehreren Proteinen gleichzeitig zu interagieren und so die Ausbildung von grofSeren Prote-
inkomplexen zu ermoglichen [190]. Somit ist es moglich, dass TPR1 mit GluTR1, CHL27 und POR
gleichzeitig interagieren kann. Allerdings kann auch eine sequenzielle Abfolge der einzelner
Interaktion nicht ausgeschlossen werden.

Eine gestorte Ausbildung dieses putativen CHL27-POR-TPR1-Komplexes, welche durch das Feh-
len von TPR1 ausgelost wurde, konnte die schnelle Absattigung von POR mit PChlid unterbinden
und/oder die Weitergabe von CHL27 und POR an FLU storen (Abb. [3.2B). Infolgedessen wiirde
ebenfalls die Inhibierung von GluTR1 durch FLU beeintrachtigt sein, was zu einer erhohten ALA-
Synthesekapazitit fithrt (Abb.[2.21B). Ebenso konnte die Weitergabe des CHL27-POR-Komplexes
an FLU durch die vorangegangene Bindung an TPR1 erleichtert werden, wodurch eine schnelle
Inaktivierung der ALA-Synthese, beispielsweise nach Eintritt der Nacht, gewihrleistet werden
konnte (Abb. [3.2]A). Dariiber hinaus konnte dieser CHL27-POR-TPR1-Komplex auch wéahrend
der Lichtphase fiir ein Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Inaktivierung der ALA-Synthese
durch FLU sorgen. Nach einer langeren Dunkelphase wiirde POR dennoch durch akkumulieren-
des PChlid abgesittigt werden und die Inaktivierung der ALA-Synthese durch FLU ermdoglichen.

Im Zusammenhang damit konnten die unterschiedlichen Affinitdten der einzelnen Interaktions-
partner zu GIuTR1 stehen. Beispielsweise besitzt GBP eine deutlich hohere Bindungsaffinitit zu
GluTR1 als die TPR-Doméne von FLU, wodurch unter vergleichbaren Bedingungen GluTR1 be-
vorzugt mit GBP interagieren wiirde [134]. TPR1 und GBP konkurrieren um die selbe Bindestelle
innerhalb des Aminoterminus (HBD) von GluTR1 (Abb. [2.4). TPR1 kénnte somit, in Konkurrenz
zum GBP, GluTR1 binden und an FLU weiterleiten (Abb.[3.2]A). Der Verlust von TPR1 kdnnte
die uneingeschriankte Interaktion GBPs mit GIuTR1 erlauben, sodass dadurch vor allem der
stromale Anteil von GluTR1 stabilisiert wird (Abb.[3.2B). TPR1 miisste somit eine intermediare
Affinitat zur GluTR1 haben.

Allerdings wére auch denkbar, dass TPR1 einen FLU-unabhingigen Komplex mit GluTR1, CHL27
und PORB bildet, welcher fiir die subzelluldre Lokalisation und Stabilisierung von CHL27 und
POR an den Thylakoidmembranen verantwortlich sein konnte. Der erhohte 16sliche GIuTR1-
Gehalt wire in diesem Fall ein sekundarer Effekt infolge eines veranderten Intermediatflusses,
der durch die reduzierte Stabilisierung der Enzyme des Chlorophyllzweiges an den Thylakoid-
membranen verursacht wurde.
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Abbildung 3.2. — Model zur Funktionsweise von TPR1 in adultem Gewebe. (A) Es wird vorgeschlagen,
dass TPR1 mit GIuTR, CHL27 und/oder PORB interagieren kann und dadurch Einfluss auf die subzelluldre
Lokalisation dieser Enzyme nimmt. Dies wiirde unter anderem die optimale Weitergabe von Intermediaten
erleichtern. Dariiber hinaus konnte TPR1 mit GBP um die Bindung von GluTR1 konkurrieren. Sowohl im Licht
als auch in Dunkelheit konnten GluTR1, CHL27 und PORB von TPR1 an FLU weitergegeben werden und so eine
schnelle und effektive Inhibierung der TBS ermoglichen. (B) Der Verlust von TPR1 wiirde die Ausbildung eines
GluTR1-CHL27-POR-TPR1-Komplexes beeintriachtigen, dadurch die membranassoziierte Lokalisation dieser
Enzyme verdandern, wodurch auch die Inaktivierung der ALA-Synthese durch FLU beeinflusst wire. Die von
TPR1 und GBP genutzte Bindestelle der GluTR1 wiirde in der tprI-Mutante unbeschriankt von GBP gebunden
werden konnen und dadurch eine erhdhte Stabilitét von GluTR1 hervorrufen. Unbekannt ist, ob TPR1 GIuTR1 als
Monomer oder Dimer bindet. Da allerdings die meisten Interaktionspartner mit dem GluTR1-Dimer interagieren
[134}|144], ist davon auszugehen, dass auch TPR1 dimeres GluTR1 bindet.

3.2.4.8. Die Funktion von TPR1 im Verlauf des Tages

Die schnelle Anpassung der ALA-Synthese als Reaktion auf die PChlid-Gehalte ist essentiell
im Verlauf eines Standard-Kurztags. Zu Beginn der Lichtphase kommt es zur Umwandlung
von PChlid zu Chlid durch POR, wodurch der PChlid-Gehalt sinkt [139]. Uber den Tag hinweg
wiare anzunehmen, dass der PChlid-Gehalt relativ konstant bleibt, bis dieser nach Beginn der
Dunkelphase aufgrund der strikten Lichtabhangigkeit der POR-Aktivitidt wieder rasch ansteigt.
Reziprok zum PChlid-Gehalt sollte sich im Verlauf eines Standard-Kurztages der ALA-Gehalt
verhalten: Zu Beginn der Lichtphase steigt der ALA-Gehalt stark an, da die Inaktivierung von
GluTR1 durch FLU aufgehoben wird [143]. Zum Beginn der Dunkelphase sinkt der ALA-Gehalt,
aufgrund der Inaktivierung der ALA-Synthese durch FLU, wieder ab (Abb. [3.3]A) [139]. Die Ver-
dnderung von ALA und PChlid im Verlauf eines Standard-Kurztages stehen moglicherweise im
Zusammenhang mit der Funktion von TPR1.

Zu Beginn der Lichtphase waren die Gehalte der TBS-Intermediate und -Proteine in den tpri-
Linien wildtypartig (Abb.[2.43B, C,[2.45). Lediglich der ALA-Gehalt war in den tprI-Mutanten
im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb.[2.43A). Erst nach mehreren Stunden im Licht war der
Chlid-Gehalt in den tpri-Linien reduziert (Abb.[2.20D, [2.44F) und die Abundanz von GluTR1
erhoht (Abb.[2.19A,[2.45). Dies konnte dafiir sprechen, dass eine fehlende Bindung verschiedener
Interaktionspartner durch TPR1 erst nach lingerer Belichtung von Bedeutung ist. Am Ende der
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Dunkelphase wiirde sowohl im Wildtyp als auch in den tpri-Linien POR grofStenteils mit PChlid
abgesittigt sein und so einen schnellen Umsatz von PChlid zu Chlid in der sich anschliefSenden
Belichtungsphase ermoglichen. In dieser Phase hiatte TPR1 wenig Einfluss auf den Fluss der
Intermediate. Unter Belichtung sinkt darauthin der Gehalt von PChlid drastisch ab, wahrend die
Gehalte der anderen TBS-Intermediate ansteigen (Vergleich Abb. [2.43|und[2.44). Im Zuge des
sich verdndernden TBS-Intermediatflusses konnte die Ausbildung eines GluTR1-CHL27-PORB-
TPR1-Komplexes eine optimale Weitergabe der Intermediate ermoglichen. Das Fehlen von TPR1
konnte einen solchen Komplex destabilisieren und so auch den Metabolitfluss beeinflussen.
Moglicherweise konnte die Starke der Schwankungen im Gehalt von ALA und PChlid (Abb.
Amplitude) entscheidend sein oder der Gehalt von PChlid miisste einen gewissen Schwellenwert
unterschreiten, bevor sich ein solcher CHL27-PORB-TPR1-Komplex ausbilden kann.

Periode PChlid
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Abbildung 3.3. — Verinderung des ALA und PChlid Gehalts unter verschiedenen Lichtintensitiiten.
Die Veranderungen der ALA- und PChlid-Gehalte wurden schematisch fiir einen Standard-Kurztag (A), konti-
nuierliche Lichtbedingungen (B) sowie einen extremen Kurztag (C) dargestellt. Teile dieser Abbildung wurden
gemafs der von A. Richter vorlegten Arbeit erstellt [311]. Fiir weitere Erlauterungen siehe Text.

Unter kontinuierlichen Lichtbedingungen kann davon ausgegangen werden, dass die Mengen an
ALA und PChlid im Verlauf eines Tages weniger schwanken (Abb. [3.3B) und somit keine stetige
Anpassung der ALA-Synthese an die Photoperiode erforderlich ist. In Ubereinstimmung mit einer
potenziellen Rolle von TPR1 in der photoperiodischen Anpassung der ALA-Synthese sind die Ge-
halte der meisten Intermediate und Proteine der TBS unter kontinuierlichen Lichtbedingungen
in den tpri-Linien kaum verdndert (Abb.[2.46). In einem extremen Kurztag hingegen konnten
die Mengen an ALA und PChlid im Verlauf eines Tages, aufgrund der reduzierten Photoperiode,
starker schwanken (Abb. [3.3[C) und somit den Bedarf einer funktionalen Feedback-Regulation
der ALA-Synthese erforderlich machen. In den tpri-Linien konnte die verminderte Funktio-
nalitdt der schnellen Inaktivierung durch FLU die Akkumulation der TBS-Intermediate unter
extremen Kurztagbedingungen erklaren (Abb.[2.47). Interessant war, dass in einem extremen
Kurztag auch ein erhohter Chlid-Gehalt in den tpri-Linien nachgewiesen wurde (Abb.[2.47D),
welcher zuvor unter keiner der untersuchten Bedingungen sichtbar war (Abb.[2.20D, 2.46D). Die
Akkumulation von Chlid muss allerdings nicht unbedingt nur auf die Synthese durch die TBS
zuriickzufiihren sein, da langere Dunkelphasen die Seneszenz induzieren und einen hoheren
Abbau von Chlorophyll zu Chlid hervorrufen kénnten [91,|312]. Um diesem Model nachzugehen,
sollten unter den oben genannten Lichtbedingungen zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf
des Tages im Wildtyp und den tpr1-Mutanten die steady state ALA- und PChlid-Gehalte tiberpriift
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werden.

3.2.5. Die Funktion von TPR1 in etioliertem und deetiolierten Gewebe

Neben dem Einfluss von TPR1 auf die TBS in adultem Gewebe fiihrte der Verlust von TPR1 zu
einer verlangsamten Ergriinung von etioliertem Gewebe.

3.2.5.1. TPR1 beeinflusst die Ausbildung des oligomeren POR-NADPH-PChlid-Komplexes
wdhrend der Etiolierung

Die Ausbildung des PLB hat verschiedene Funktionen im Etioplasten. Zum einen dient er der
Speicherung von Lipiden und Proteinen zum anderen wird durch ihn die Bildung von ROS
verhindert [224]. Ein Indikator fiir eine korrekte Ausbildung des PLB ist das Verhaltnis von pho-
toaktivem zu photoinaktivem PChlid [|122,218-220]. Verschiedene Autoren postulierten, dass
sich in Etioplasten grofsere Oligomere des POR-PChlid-NADPH-Komplexes ausbilden, welche
die effektive Umsetzung von PChlid unter Belichtung ermoglichen [217,220]. AusschliefSlich
das in diesem Komplex gebundene PChlid wird als photoaktives PChlid bezeichnet [122} 218].
Photoinaktives PChlid entspricht dem ungebundenen Intermediat [122}|218]. Die Monomere des
POR-PChlid-NADPH-Komplexes sind zwar ebenfalls in der Lage, PChlid in Chlid umzuwandeln,
allerdings erst nach einer langeren Belichtungsphase, wodurch diese PChlid-Spezies nicht dem
photoaktivem PChlid zugeordnet wird [[122, [218].

In etiolierten tpri-Keimlingen konnte ein geringerer Anteil von photoaktivem PChlid als im
gleichbehandelten Wildtyp nachgewiesen werden, wahrend der Gesamtgehalt von PChlid kaum
verdndert war (Abb. [2.32). Da angenommen wird, dass die Fluoreszenz von photoaktivem
PChlid bei A\yy= 657 nm ausschliefSlich durch die Oligomere des POR-PChlid-NADPH-Komplexes
verursacht wird [122, 218], konnte TPR1 an der Ausbildung dieses Komplexes beteiligt sein. Die
Ausbildung des oligomeren POR-PChlid-NADPH-Komplexes wird durch verschiedene Faktoren
kontrolliert. Der POR-Gesamtproteingehalt ist beispielsweise entscheidender als das Verhaltnis
von PORA zu PORB [220}221]. Ein reduzierter PORA/B-Gehalt konnte allerdings als Ursache
fiir den geringeren Anteil an photoaktivem PChlid in der tpri-Linie ausgeschlossen werden
(Abb.[2.32F). Die tpr1-3-Linie wies zwar einen reduzierten PORA/B-Gehalt auf, die tpr1-2 Linie
allerdings nicht (Abb.[2.32E). Beide Linien zeigten jedoch eine vergleichbare Veranderung des
PChlid-Verhiltnisses (Abb. ). Ahnliches wurde zuvor fiir die mgdl microRNA Linie beschrie-
ben, in welcher die MDGD Synthase 1 (MGD1) inaktiviert ist und infolgedessen die Synthese von
MGDG inhibiert ist [223]. Wahrend der POR-Gesamtproteingehalt in der mgdI-Linie wildtypartig
war, konnte ein reduzierter Gehalt an photoaktivem PChlid nachgewiesen werden [223]. Neben
POR wurde somit auch MGDG als eine wichtige Komponente fiir die Ausbildung des oligomeren
POR-PChlid-NADPH-Komplexes vorgeschlagen [223]. TPR1 konnte ein weiterer essentieller
Bestandteil fiir die Ausbildung der POR-PChlid-NADPH-Oligomere sein, diese Oligomere in
den Etioplastenmembranen binden und dadurch stabilisieren.
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3.2.5.2. Die fehlende Ausbildung des oligomeren POR-NADPH-PChlid-Komplexes fiihrt
zur Produktion von ROS wahrend der Deetiolierung

Die Ausbildung des PLB im Etioplasten ist entscheidend fiir eine schnelle Ergriinung wahrend
der sich anschliefSenden Belichtung [122, 224]. Dariiber hinaus ist die stochiometrisch korrekte
Assemblierung von kern- und plastidenkodierten Genen sowie Chlorophyllen und Carotinoiden
wihrend der Deetiolierung essentiell, um oxidativen Stress zu vermeiden 224, 313]. Als ein
Mechanismus zur Vermeidung von oxidativem Stress wurde die Ausbildung des POR-Chlid-
NADPH-Quencher-Komplexes beschrieben [|224, 314]. Dieser von Schoefs et al. vorgeschlagene
Quencher-Komplex kann aus photoaktivem PChlid gebildet werden und soll das photolabile
Chlid vor Photooxidation schiitzen [224, 314]. In Ubereinstimmung damit fiihrte der reduzier-
te Gehalt an photoaktivem PChlid in den tpr1-Mutanten zu einem erhohten Gehalt von ROS
wiahrend der Deetiolierung (Abb. [2.35]2.36). Somit wurde geschlussfolgert, dass TPR1 POR
wihrend der Etiolierung an den plastidiren Membranen stabilisiert und dariiber hinaus wiahrend
der Deetiolierung die Ausbildung des POR-Chlid-NADPH-Quencher-Komplexes unterstiitzt
(Abb.[3.4)A). Ein Defizit von TPR1 kdnnte somit diesen POR-Chlid-NADPH-Quencher-Komplex
destabilisieren und so die Bildung von ROS hervorrufen (Abb. [3.4B).

Neben dem Einfluss auf die Produktion von ROS wurde ein Zusammenhang zwischen der feh-
lenden Ausbildung des Quencher-Komplexes und einer verzogerten Ergriinung postuliert [122].
Dieser Hypothese entsprechend wurde in den tprl-Linien eine reduzierte Ergriinungsrate nach
sechstégiger Etiolierung detektiert (Abb.[2.33B).

A

Col-0 tprl

Abbildung 3.4. - Vorgeschlagene Funktionsweise von TPR1 in (de)etioliertem Gewebe. (A) Im Wildtyp
kann TPR1 sowohl wihrend der Etiolierung als auch Deetiolierung POR an den plastiddren Membranen binden
und stabilisieren. Wahrend der Etiolierung konnte dadurch die Ausbildung des oligomeren POR-PChlid-NADPHs
gefordert und so oxidativer Stress wihrend der Deetiolierung vermieden werden. (B) Durch den Verlust von TPR1
konnte die Ausbildung des oligomeren POR-PChlid-NADPH-Komplexes wahrend der Etiolierung beeintriachtigt
sein. Infolge dessen wiirde es bei der anschliefRenden Deetiolierung zur Produktion von ROS kommen.

Neben dem POR-PChlid-NADPH-Komplex spielen auch verschiedene Transkriptionsfaktoren
eine wichtige Rolle bei der Deetiolierung. Beispielsweise verursachte eine Inhibierung der
lichtinduzierten Signaltransduktion in pif -, far1- und fhy3-Mutanten eine deutlich reduzierte
Ergriinungsrate |25, |127]. In den genannten Mutanten ist unter anderem die Induktion der
Genexpression verschiedener TBS-Gene inhibiert |25} |127]. Da allerdings in den tpri-Linien
eine zum Wildtyp vergleichbare Induktion der TBS-Genexpression unter Belichtung nachge-
wiesen werden konnte (Abb. [2.34B), kann eine Modifikation der Genexpression als Ursache der
verzogerten Ergriinung ausgeschlossen werden.
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3.2.5.3. Der Verlust von FLU oder TPR1 verursacht die Bildung von unterschiedlichen
ROS wahrend der Deetiolierung

In der flu-Linie verursacht die fehlende Inhibierung der ALA-Synthese wiahrend der Etiolierung
die Anreicherung von PChlid, was unter Belichtung zur Produktion von Singulett-Sauerstoff
fithrt (Abb. [140,|145]. Die massive Akkumulation dieser ROS 16st darauthin den program-
mierten Zelltod in flu-Keimlingen aus [140, |145]. Sowohl der Verlust von PORB als auch TPR1
fiihrte wahrend der Etiolierung ebenfalls zur Produktion von Singulett-Sauerstoff (Abb.[2.35),
woraus geschlussfolgert werden kann, dass sowohl die Akkumulation von PChlid als auch eine
gestorte Ausbildung von photoaktivem PChlid zur Produktion von Singulett-Sauerstoff fiihrt.

Im Kontrast zu den flu- und porb-2-Mutanten akkumulierte in den tpri-Linien dariiber hinaus
eine grofle Menge an Superoxidanionen (Abb. [2.36). Dementsprechend konnte der Verlust von
TPR1 spezifisch die Akkumulation von Superoxidanionen verursachen, was auf einen moglichen
Zusammenhang zwischen TPR1 und einer gestorten Assemblierung der photosynthetischen
Untereinheiten des PSI hindeuten kann, da die Hauptquelle fiir Superoxidanionen in Chloro-
plasten PSI ist [253] 254]. Da PSI allerdings erst in den spateren Ergriinungsphasen vollstandig
assembliert vorliegt [227], konnte vermutet werden, dass auch einzelne Untereinheiten des PSI
fiir die Produktion von Superoxidanionen verantwortlich sein konnten. Dementsprechend konn-
te TPR1 ebenfalls eine Funktion bei der Assemblierung von PSI ausiiben oder vergleichbar zu
Pitt die Integration von Chlorophyllen in die naszierenden photosynthetischen Untereinheiten
begiinstigen. Um dieser Fragestellung nachzugehen, sollte zu verschiedenen Zeitpunkten der
Deetiolierung die Abundanz der einzelnen photosynthetischen Komplexe in den tpri-Mutanten
und dem Wildtyp untersucht werden.

3.2.5.4. Die Produktion von ROS ist in der tprl1-Mutante abhangig von der Lichtintensitat

Die Deregulation der TBS fiihrt vor allem unter erhohten Lichtintensitdten vermehrt zur Produk-
tion von ROS [315]. Mutanten mit gestorter TBS konnen dementsprechend lichtsensitiv und nur
bei geringen Lichtintensitédten tiberlebensfihig sein. Beispielsweise sinkt in der gun4-1 Mutante,
welche nur iiber eine verkiirzte Form von GUN4 verfiigt, der Chlorophyllgehalt mit steigender
Lichtintensitat [67]. Nach Anzucht der gun4-1-Mutante in Schwachlicht (40 pE) war der Chloro-
phyllgehalt hingegen wildtypartig [67]. In den tprI-Linien konnte die reduzierte Ergriinungsrate
allerdings nicht durch die Anzucht bei geringerer Lichtintensitat erhoht werden (Daten nicht
gezeigt). Interessanterweise war bei niedrigeren Lichtintensitdten der Gehalt an Superoxida-
nionen in den tpri-Linien sogar hoher als unter erh6hten Lichtintensitdten (Abb.[2.39). Dies
konnte durch die Wechselwirkungen zwischen TPR1 und den verschiedenen POR-Isoformen,
die in Abhédngigkeit der Lichtintensitdt unterschiedlich akkumulieren, erklart werden [110,
111]). Wahrend PORC vor allem unter hohen Lichtintensitédten agiert, ist PORB bei niedrigeren
Lichtintensitdten entscheidend [110, (111}, 114} 224]. Bei moderaten Lichtintensitdten haben
PORB und PORC hingegen eine redundante Funktionalitdt [|114]. Das die tprI-Linien mehr ROS
unter niedrigeren Lichtbedingungen anreicherte als unter erhohten Lichtintensitdten (Abb.
2.39), konnte somit ein Hinweis auf einen unterschiedlichen Einfluss des Verlustes von TPR1 auf
diese beiden POR-Isoformen sein, obwohl TPR1 potenziell mit beiden Isoformen interagieren

kann (Abb. 2.1} [2.3).
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Die Anzucht der porb-2-Linie im Schwachlicht fiihrte allerdings zu keiner zu tpr1-vergleichbaren
Anreicherung von Superoxidanionen (Abb. [2.39). Dementsprechend kann die Anreicherung
dieser ROS wihrend der Deetiolierung nicht ausschliefSlich auf die fehlende Interaktion zwi-
schen TPR1 und PORB zuriickgefiihrt werden. Es wird vorgeschlagen, dass TPR1, abseits der
Interaktion zu PORB, wihrend der Deetiolierung eine weitere Funktion im Zusammenhang
mit der korrekten Ausbildung der Thylakoidmembran und /oder die Assemblierung der Photo-
systeme erfiillt. Durch den Verlust von TPR1 konnte diese Assemblierung gestort sein, was einen
ineffizienten Elektronenfluss und die Produktion von Superoxidanionen auslosen konnte.

3.2.6. TPR1 im Zusammenhang mit der Anreicherung von ROS in adultem
Gewebe

Vergleichbar zu deetiolierten Keimlingen verursachte das Fehlen von TPR1 auch in adultem
Gewebe eine starke Anreicherung von Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid (Abb.[2.30A).
Dabei bestand ein umgekehrt proportionaler Zusammenhang zwischen der Akkumulation von
Superoxidanionen und dem TPR1-Gehalt (Abb. [2.30], [2.63). Dariiber hinaus war der Transkript-
gehalt von Singulett-Sauerstoff-Markergenen in den tpri-Linien im Vergleich zum Wildtyp
erhoht (Abb. [2.30B). Somit ist davon auszugehen, dass sich sowohl Superoxidanionen und Was-
serstoffperoxid als auch Singulett-Sauerstoff in adultem Gewebe der tpri-Linie anreichert. Wah-
rend Singulett-Sauerstoff vorrangig durch PSII und die Akkumulation von TBS-Intermediaten
hervorgerufen wird [140, 257, 260], ist die Hauptquelle von Superoxidanionen dysfunktionales
PSI [253,254]. Allerdings konnte unter Standard-Kurztagbedingungen keine Beeintrachtigung
der photosynthetischen Komplexe durch den Verlust von TPR1 nachgewiesen werden (Tab.
Abb.[2.18A, C). Lediglich der LHCA1-Gehalt war im Bereich der niedermolekularen Komplexe,
welche LHCA1 enthalten, durch das Fehlen von TPR1 beeintrachtigt (Abb. [2.41B). Eine gestorte
Assemblierung der PSI Antennen konnte die photosynthetische Elektronentransportkette ver-
andern und so die Produktion von Superoxidanionen auslosen. Allerdings wird die Stabilitat von
LHCA1 durch ROS negativ beeinflusst [316], sodass der reduzierte LHCA1-Gehalt auch eine Folge
der Anreicherung von Superoxidanionen sein kann und nicht deren Ursache. Dabei konnten die
Messung der PSI-Aktivitat sowie die Analyse der PSI-Photoinhibierung nach Lima-Melo et al.
[286] in den tpr1-Mutanten Aufschluss iiber den Zusammenhang zwischen TPR1 und PSI geben.

Eine Ursache fiir die Produktion von Singulett-Sauerstoff ist die Akkumulation von TBS-Inter-
mediaten, wie beispielsweise in der flu-Mutante [140, 317]. In den tpr1-Linien hingegen akku-
mulierte keines der TBS-Intermediate deutlich stidrker als im Wildtyp (Abb.[2.20), sodass dies
als Ausloser fiir die Anreicherung von Singulett-Sauerstoff ausgeschlossen werden kann. Es gilt
dabei jedoch zu bedenken, dass auch eine Anreicherung von ungebundenen TBS-Intermediaten
ROS auslosen kann [97,318], ohne dass die nachgewiesenen TBS-Intermediatgehalte im Ver-
gleich zum Wildtyp erhoht sein miissen. Eine fehlende Interaktion zwischen TPR1 und POR
konnte dafiir sorgen, dass POR PChlid weniger gut vor Licht abschirmen kann oder weniger
stark bindet, wodurch die Produktion von ROS verursacht werden konnte.

Eine weitere mogliche Ursache fiir die Anreicherung von ROS ist die Autooxidation von ALA. Bei

der Anreicherung von ALA in humanem Gewebe kommt es durch Sauerstoff zur Oxidation von
ALA und infolge dessen zur Produktion von Superoxidanionen und einem kohlenstoffzentrierten
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ALA-Radikal [319]. Dieses ALA-Radikal kann daraufhin erneut mit Sauerstoff reagieren und
Superoxidanionen produzieren [319]. Dieser Mechanismus wurde bisher lediglich in tierischen
Zellen beschreiben, sodass unklar ist, ob eine dhnliche Reaktion auch in pflanzlichem Gewebe
stattfinden kann [319]. Allerdings wurde vermutet, dass die Autooxidation von ALA eine Ur-
sache fiir die Produktion von ROS in einer alad-Mutante in Gossypium hirsutum sein konnte
[320]. Die Autooxidation von ALA konnte dariiber hinaus eine Erklarung dafiir liefern, warum
in den tpri-Linien zwar eine drastisch erhohte ALA-Synthesekapazitit nachgewiesen werden
konnte (Abb. ??B), der steady state ALA-Gehalt allerdings wildtypartig war (Abb.[2.21C). Die
Autooxidation von ALA und damit verbundene Umwandlung von ALA in die Imino-Form [319]
konnte einerseits den Abbau von ALA verursachen oder anderseits einen Nachweis tiber die hier
verwendete Methode zu Bestimmung des ALA-Gehaltes verhindern.

Im Zusammenhang mit der erhohten ALA-Syntheserate sollte ebenfalls erwdahnt werden, dass
eine Anreicherung von ALA die pflanzliche Immunantwort auslosen und so einen selbstver-
starkenden Feedbackmechanismus verursacht kann, welcher die Akkumulation von ROS weiter
verstarkt [320]. Ahnliches wurde fiir die amiRNA-HEMB1-Mutante von Arabidopsis thaliana
beschrieben, in welcher die Inhibierung von ALAD zu einer Anreicherung von ALA fiihrt [321].
Der erhohte ALA-Gehalt wird dabei als Ursache fiir die Induktion der Salicylat-Biosynthese
und Genexpression verschiedener Proteine der pflanzlichen Immunantwort vermutet [321].
Eine Reaktion der pflanzlichen Immunantwort ist die Anreicherung von ROS [283], die auch
in der amiRNA-HEMBI1-Mutante nachweisbar war [321]. Allerdings konnte in den tpri-Linien
keine deutlich induzierte Genexpression der untersuchten Transkripte der Salicylat-Biosynthese
nachgewiesen werden (Anhang[.9). Dariiber hinaus vermuteten Apel et al., dass die pflanzliche
Immunantwort im Allgemeinen mit einer Repression der ROS-Markergenen verbunden ist,
wihrend abiotischer Stress vorrangig die Expression der ROS-Markergene induziert [318]. Da in
den tpr1-Linien die Genexpression verschiedener Markergene induziert ist (Abb.[2.30B) und
kein erhohter ALA-Gehalt in planta nachgewiesen werden konnte (Abb. [2.21[C), kann davon
ausgegangen werden, dass der erhohte ROS-Gehalt nicht in Verbindung mit der pflanzlichen
Immunantwort steht, sondern anderweitig verursacht wurde.

Zusammenfassend liefS sich sagen, dass nicht genau bestimmt werden konnte, was der initiale
Ausloser fiir die Akkumulation von Superoxidanionen in den tpri1-Linien ist. Am wahrschein-
lichsten ist hierbei jedoch ein Zusammenspiel aus der verdnderten subzellulare Lokalisation
von TBS-Enzymen und einem Einfluss auf PSI.

3.2.7. Der Einfluss von TPR1 auf die plastidiren Membranen

3.2.7.1. Der Verlust von TPR1 fiihrt zur Ausbildung von stromalen Vesikelclustern

Bei der Untersuchung der Thylakoidmembranen mittels TEM fiel auf, dass in der tpr1-3-Linie
vesikelartige Strukturen mit erhohter Haufigkeit im Vergleich zum Wildtyp auftraten (Abb.
Tab.[2.4). Diese Strukturen lagerten sich in der untersuchten tpri-3-Mutante in einigen Féllen
zu grofSeren Clustern zusammen, die stets im Stroma zwischen der Hiillmembran und den
Thylakoidmembranen lagen (Abb. Tab.[2.4). Da der Verlust von TPR1 eine verlangsamte
Deetiolierung ausloste, war zundchst unklar, ob es sich bei diesen Strukturen moglicherweise
um Uberreste des PLB handeln konnte. In jungem Pflanzengewebe bildet sich der PLB nicht
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nur wahrend der Etiolierung aus, sondern auch in Nachtphasen [224]. Der dufSere Durchmesser
eines einzelnen Tubulus des PLB betrédgt 14 - 31 nm [322,|323] und liegt damit deutlich unter
dem Durchmesser der in der tpri-3-Mutante sichtbaren Strukturen (Tab.[2.4). Ebenso konnte
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Clustern um das periphere Retikulum handelt. Das
periphere Retikulum bezeichnet dabei eine membrandse, tubulédre Struktur in der Peripherie des
Chloroplasten [324], die sich beispielsweise in A. thaliana Mutanten anhauft, in welchen sehr
wenig Ascorbinsdure vorliegt [325]. Allerdings ist der Durchmesser der Tubuli des periphere
Retikulums mit 20 - 40 nm ebenfalls kleiner als der in dieser Arbeit untersuchten Strukturen
(Tab.[2.4) [281}[325},[326].

Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich somit bei den in der tpri-3-Linie beobachteten
Strukturen um eine Anhdufung von stromalen Vesikeln, die mit einem Durchmesser von ca. 50
nm anderen Vesikeln entsprechen (Tab. [281]. Der ermittelte Durchmesser der im Wildtyp
detektierten Vesikel lag mit 63 nm etwas iiber diesem Wert, da in den Wildtyp-Chloroplasten
nur wenige, qualitativ schlecht aufgeloste Vesikel zu finden waren.

3.2.7.2. TPR1 hat einen Einfluss auf den Lipidumsatz im Plastiden

Verschiedene Ursachen fiir das Auftreten von stromalen Vesikelclustern in Arabidopsis wurden
durch Lindquist et al. beschrieben [281]. Zu diesen Ursachen zdhlen unter anderem eine gestorte
Vesikelfusion und erhohter oxidativer Stress [281]. Auch ein Ungleichgewicht zwischen Synthese
und Abbau von Lipiden kommt als mogliche Ursache in Frage [327]. Die Transkriptgehalte von
Proteinen des Vesikel-Transports waren in der tpr1-Mutante allerdings wildtypartig (Abb.[2.29),
sodass eine inhibierte Fusion von stromalen Vesikeln mit der Hiillmembran oder den Thylakoid-
membranen als Ursache der Vesikelcluster hochstwahrscheinlich ausgeschlossen werden kann.

Die Synthese der plastiddren Lipide MGDG und DGDG, welche ausschliefSlich in Plastiden
vorliegen [328], findet sowohl an der inneren als auch dufSeren Hiillmembran statt [329]. Bislang
konnte nicht vollstiandig geklart werden, wie der Transport der Lipide von der Hiillmembran
hin zu den hochdynamischen Thylakoidmembranen sichergestellt wird. Einer der moglichen
Transportwege ist der Vesikel-vermittelte Transport [328]. In adultem Gewebe der tpr1-3-Linie
waren einige Transkripte der Lipidsynthese im Vergleich zum Wildtyp erhoht (Abb.[2.27), sodass
die erhohte Anzahl von Vesikeln auf einen erh6hten Umsatz der Lipide an der Thylakoidmem-
bran zuriickzufiihren sein konnte. Dafiir wiirde aufSerdem die exklusive Lage der Vesikelcluster
im Stroma zwischen der Hiillmembran und den Thylakoidmembranen sprechen (Abb. [2.26).
Auffallig war, dass vor allem die Transkriptgehalte von MGD2/3 und DGD1/2 erhoht waren
(Abb.[2.27B, C), die fiir die MGDG-Synthasen 2/ 3 sowie die DGDG-Synthasen 1/ 2 kodieren
[279]. Sowohl MGD2/3 als auch DGD1/2 sind ausschliefSlich in der dufSeren Hiillmembran des
Chloroplasten lokalisiert und fiir die Synthese von DGDG verantwortlich [279}329]. Die erhoh-
ten Transkriptgehalte dieser Enzyme in der tpri-3-Mutante konnten somit ein Indiz fiir ein
verschobenes Lipid-Verhiltnis sein.

DGDG ist vor allem fiir die Ausbildung der Lipid-Doppelschichten zustidndig und spielt dariiber

hinaus eine essentielle Rolle fiir den effektiven Elektronenfluss und die Stabilitdt von PSI und
PSII [278,[330]. Zudem sind innerhalb des PSII-Komplexes mehrere DGDG-Molekiile im inneren
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Kernkomplex um D1 und D2 zu finden [331]. Eine verdnderte Lipid-Zusammensetzung der
Thylakoidmembranen in der tpri-3-Mutante konnte die reduzierte Stabilitdt der PSII-LHCII-
Superkomplexe nach 90 min in dunkelrotem Licht verursachen (Abb.[2.55]A). Die Analyse der
Lipid-Gehalte mittels Massenspektrometrie wire somit ein guter Ansatz, um zu klaren, ob in
den tpri1-Linien das Verhiltnis von MGDG zu DGDG tatsachlich verdndert ist.

Neben der erhohten Genexpression von Enzymen der Lipidsynthese konnte auch ein erhohter
Transkriptgehalt verschiedener Gene des Fettsdureabbaus in der tpri-3-Linie nachgewiesen
werden (Abb.[2.28B). Dies spricht ebenfalls fiir einen erhohten Umsatz von Lipiden in der tpri-
3-Linie. Demzufolge konnte der damit verbundene erhohte Transport von Lipiden zwischen der
Hiillmembran und den Thylakoidmembran und vice versa eine Ursache fiir die erhohte Anzahl
an stromalen Vesikelclustern in der tpri-3-Linie sein. In diesem Zusammenhang sollte erwdahnt
werden, dass eine Verdnderung des Lipidumsatzes auch die Deetiolierung beeinflussen und ein
Faktor bei der verzogerten Ergriinung der tpri-Linien sein kann [227,|332].

3.2.7.3. Der Zusammenhang zwischen Lipid-Umsatz und ROS

Im Zusammenhang mit dem potenziell erhohten Umsatz von Lipiden in der tpri-3-Linie gilt
zu bedenken, dass Lipide Ziele von ROS, vor allem Singulett-Sauerstoff, sind [|256,|333]. Dabei
fiihrt die Peroxidation von Lipiden durch ROS zu Kettenbriichen der ungesattigten Bindungen
[256]. Ein erhohter Gehalt an peroxidierten Lipiden verandert dabei nicht nur die Integritat der
plastidaren Membranen, sondern erhoht auch die Membranfluiditat und Permeabilitat [225,
256/, 1260] und kommt somit ebenfalls als eine Ursache fiir den potenziell erh6hten Umsatz von
Lipiden und die Ausbildung der Vesikelcluster in der tpri-3-Linie in Frage.

Dariiber hinaus bewirkt die Lipidperoxidation die nicht-enzymatische Produktion von Oxylipi-
nen [334]. Der erhohte Transkriptgehalt von AOS und AOC, zwei Enzymen der Oxylipinsythese,
in der tpri-3-Linie (Abb.[2.28B) konnte somit durch eine erhohte Lipidperoxidation, infolge
der Akkumulation von ROS, ausgelost werden [335]. Ein erhohter Gehalt an Oxylipinen wie
Oxophytodiensaure konnte wiederum zu einem erhohten Jasmonatgehalt fiihren und infolge
dessen die Singulett-Sauerstoff vermittelte Stressantwort auslosen [336]. Eine solche Reaktion
wurde beispielsweise in der dunkelinkubierten flu-Mutante beschrieben [336].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Verlust von TPR1 die Transkriptgehalte verschie-
dener Enzyme der Lipidsynthese sowie des Lipidabbaus verdandert, was einen Einfluss auf die
Zusammensetzung und den Umsatz der Lipide in den Thylakoidmembranen haben kann und
somit auch in Verbindung mit der Ausbildung von stromalen Vesikeln steht. Unklar ist jedoch,
ob der verdnderte Umsatz von Lipiden durch den erhohten ROS-Gehalt ausgelost wurde oder
vice versa, da in dieser Arbeit nicht genau geklart werden konnte, was der priméare und sekundéare
Effekt des TPR1-Verlustes war.
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3.2.8. Das Fehlen von TPR1 erhoht die Sensitivitat gegeniiber ALA

In den Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich stets ein Zusammenhang
zwischen TPR1 und der Regulation der ALA-Synthese. Um den Einfluss von TPR1 auf den
Chlorophyllzweig genauer untersuchen zu konnen, wurden durch exogene Zugabe von ALA im
Licht die regulatorischen Mechanismen der ALA-Synthese umgangen. Dabei zeigte sich, dass der
Verlust von TPR1 bei erhohten ALA-Konzentrationen (400 pM ALA) im Licht eine Reduktion der
Gehalte aller TBS-Intermediate und -Endprodukte sowie einiger TBS-Proteine hervorrief (Abb.
[2.49,[2.50} [2.51)). Vor allem CHLM und PORB waren von der Reduktion der TBS-Proteingehalte

betroffen (Abb. [2.51].

Die exogene Zugabe von ALA in Dunkelheit fiihrte im Wildtyp stets zur Akkumulation der
TBS-Intermediate [|100, 138, 146], wihrend dies nach der Inkubation im Licht nicht fiir alle
Intermediate nachzuweisen war (Abb. [2.50). Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass die TBS
durch ein Uberangebot von ALA im Licht anders reguliert wird als in Dunkelheit. Czarnecki et al.
publizierten einen PChlid-Gehalt von 0,62 pmol/mg Frischgewicht (620 pmol/g) fiir Wildtyp-
Keimlinge, welche bei 10 pE und 250 uM ALA angezogenen wurden [149]. Dieser Wert hatte
somit in etwa die selbe GrofSenordnung wie die in dieser Arbeit bestimmten PChlid-Gehalte im
Wildtyp nach ALA-Fiitterung im Licht (Abb.[2.50C). Dariiber hinaus ist nicht genau bekannt, wie
viel ALA tatsdchlich iiber die Wurzeln von Keimlingen aufgenommen und in die Blatter trans-
portiert wird. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die ALA-Sensitivitat der tpri-Linien
durch eine verdnderte Aufnahme und/oder einen verdnderten Transport von ALA verursacht
wurde.

Interessant war, dass ein Uberangebot von ALA im Medium den Gehalt von ALAD in den tpri-
Linien deutlich im Vergleich zum gleichbehandelten Wildtyp erhohte (Abb. 2.51). Da ALA
durch ALAD zu PGB umgewandelt wird [23], kann davon ausgegangen werden, dass in den
tpr1-Linien ein erhohter Umsatz von ALA im Vergleich zum Wildtyp stattfand. Dieser erh6hte
Umsatz von ALA fiihrte jedoch nicht zu erh6hten Gehalten von anderen TBS-Intermediaten
oder -Endprodukten (Abb. [2.50). Mehrere mogliche Ursachen kommen fiir die reduzierten
steady state Gehalte der TBS-Intermediate und einzelner Enzyme in Frage: Zum einen zeigten
Czarnecki et al., dass die exogene Zugabe von ALA die Expression verschiedener kernkodierter
Gene, vor allem von verschiedenen PhANGs, beeinflusste [337] 338]. Eine Moglichkeit ware
folglich, dass in den tpri-Linien der retrograde Signalweg beeintrachtigt ist und dadurch redu-
zierte Gehalte einiger TBS-Enzyme verursacht wurden, was wiederum den Metabolitfluss und
die Gehalte der TBS-Intermediate stort. Die genauen Komponenten, welche diesen retrograden
Signalweg als Reaktion auf eine deregulierte TBS vermitteln, sind trotz jahrelanger Forschung
weiterhin unbekannt [65, 310, 337]. Ein Zusammenhang zur Akkumulation von ROS scheint
hierbei allerdings moglich [65, (310, 337].

Zum anderen konnte die Bindung und Stabilisierung von POR durch TPR1 an den Thylakoid-
membranen entscheidend fiir einen effizienten Intermediatfluss bei einem erhohten Umsatz
der TBS sein. Im Falle einer Destabilisierung, die durch das Fehlen von TPR1 hervorgerufen
wurde, wiirde dies zur Entstehung von ROS fiihren. Dariiber hinaus kann ein gestorter Feedback-
Mechanismus, als Reaktion auf das Uberangebot von ALA, die reduzierten steady state Inter-
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mediatgehalte der tpri-Linien hervorrufen. Denkbar ist, dass der durch den Verlust von TPR1
aufgeloste reduzierte FLU-Gehalt bei moderat erhohten ALA-Gehalten im Medium eine stéarkere
Beeintrachtigung der TBS als im gleichbehandelten Wildtyp verursachte (Abb.[2.5T). Jedoch
spielt der FLU-vermittelte Feedback-Mechanismus unter kontinuierlichen Lichtbedingungen
nur eine untergeordnete Rolle [140, (145, |147].

Da die tpr1-Linien als Reaktion auf das Uberangebot von ALA vor allem deutlich mehr Superoxid-
anionen und Singulett-Sauerstoff akkumulieren als der gleichbehandelte Wildtyp (Abb.
[2.53), scheint eine Rolle von ROS bei der Deregulation der TBS durch exogene Zugabe von ALA
denkbar. Infolge des erhohten ROS-Gehaltes der tpri-Linien konnten die Enzyme der TBS desta-
bilisiert und/oder die Genexpression von verschiedenen kernkodierten TBS-Genen dereguliert
werden [338]. Unbekannt war an dieser Stelle nur, warum durch den Verlust von TPR1 bei Zugabe
von ALA mehr ROS akkumulierte als im Wildtyp.

3.2.9. Die Auswirkungen von dunkelrotem Licht auf die tprl-Linien

Die Bestrahlung mit dunkelrotem Licht fiihrt in Pflanzen zu verschiedenen Auswirkungen auf die
photosynthetischen Untereinheiten und die TBS. Da die im PSI-Kernkomplex gebundenen Chlo-
rophyll a Molekiile vor allem Licht im dunkelroten Spektralbereich (700 nm) absorbieren, fiihrt
die Inkubation in dunkelrotem Licht zu einer starkeren Beanspruchung von PSI im Vergleich
zu WeifSlicht. Die Inkubation von tpri-Linien fiir 90 min in dunkelrotem Licht fiihrte anders
als die Anzucht in WeifSlicht zu einer reduzierten Chlorophyllfluoreszenz des PSI (Vergleich
Abb. und [2.54A). Der Verlust von TPR1 fiihrte dariiber hinaus nach 90 min in dunkel-
rotem Licht zu einem reduzierten Gehalt des PSI-Monomers im Vergleich zum Wildtyp (Abb.
[2.55)A). Unter Bedingungen, in denen PSI stark beansprucht wird, kann es bei einer gestorten
Assemblierung oder Stabilisierung von PSI zur Photoinhibition des Photosystems kommen,
welche mit einer Reduktion der Chlorophyllfluoreszenz verbunden ist [|286} 316]. Die Stabilitat
der PSI-Untereinheiten wird vor allem durch Akkumulation von ROS beeinflusst. Wahrend
Singulett-Sauerstoff den Abbau von Chlorophyllen der Antennenkomplexe auslost [339], fiihren
Superoxidanionen zur Schadigung der Eisen-Schwefel-Cluster [286]. Da das Fehlen von TPR1 die
Akkumulation von sowohl Singulett-Sauerstoff als auch Superoxidanionen hervorruft, konnten
diese ROS in dunkelrotem Licht zu einer schnelleren Schiadigung des PSI im Vergleich zum
Wildtyp und damit zur Photoinhibition des PSI fiihren.

Ein weiterer Hinweis auf einen moglichen Zusammenhang zwischen PSI-LHCI und dem Gehalt
an TPR1 ist die Co-Lokalisation von TPR1 und LHCA1 in BN-Gradientengelen (Abb. [2.41A)
und im Saccharosegradienten (Abb. [2.40D). Moglich ist, dass TPR1 auch LHCA1 binden und
stabilisieren konnte. Da die Co-Lokalisation von TPR1 und LHCA1 eher ein indirekter Hinweis
auf eine Interaktion ist, sollte durch Split-Ubiquitin und BiFC-Analysen iiberpriift werden, ob
TPR1 und LHCA1 direkt miteinander interagieren konnen. Um die genaue Funktionalitidt von
TPR1 im Bezug auf PSI genauer zu priifen, konnte die PSI-Photoinhibition in den tpr1-Mutanten
nach Lima-Melo et al. untersucht werden [286].
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3.2.10. TPR1 -Zusammenfassung und Ausblick

Aufgrund der degenerierten Eigenschaften des TPR-Motivs war die Identifikation eines poten-
ziellen Pitt-Homologs in Arabidopsis eine anspruchsvolle Aufgabe. Von den vier selektierten
POR-interagierenden TPR-Proteinen mit hoher Sequenziahnlichkeit zu Pitt handelt es sich bei
TPR1 mit hoher Wahrscheinlichkeit um das Pitt-Homolog in Arabidopsis, vor allem wegen
der zu Pitt vergleichbaren Transmembrandoméne und Organisation der einzelnen Domédnen
und Motive. Analog zu Pitt interagiert TPR1 mit PORB und stabilisiert so das Enzym an den
Thylakoidmembranen. Die Stabilisierung von POR durch TPR1 ist essentiell bei der Vermeidung
von oxidativem Stress als Folge einer ineffizienten TBS unter Bedingungen mit hoher de novo
Synthese von Chlorophyll wie beispielsweise wahrend der Deetiolierung. Zusatzlich zu POR
beeinflusst TPR1 auch die subzelluldre Lokalisation von GIuTR und CHL27, welche ebenso wie
POR Komponenten des FLU-Inaktivierungskomplexes sind. Dabei konnte TPR1 eine Rolle bei
der Regulation der schnellen und effektiven Inaktivierung der TBS zugesprochen werden. Im
Zusammenhang mit der verdnderten subzellularen Lokalisation der verschiedenen TBS-Enzyme
sowie dem erhohten oxidativen Stress steht ein erhohter Umsatz von plastidaren Lipiden.

Im Kontext mit dem Einfluss von TPR1 auf die Deetiolierung wire vor allem zu priifen, wie
sich die verzogerte Produktion von Chlorophyll auf die Assemblierung der photosynthetischen
Untereinheiten auswirkt und inwiefern die beiden Photosysteme davon betroffen sind. Dieser
Ansatz konnte zeigen, ob TPR1 wie Pitt die Integration der Chlorophylle mit der TBS koordi-
niert. Dariiber hinaus konnte durch Analyse der Photoinhibition von PSI sowie durch Nutzung
verschiedener Inhibitoren der genaue Stimulus fiir die Anreicherung von Superoxidanionen
naher eingegrenzt werden. Wichtige zu untersuchende Teilaspekte der PSI-Inhibierung, welche
gepriift werden sollten, waren die Ausbildung von stromalen Vesikeln und die Verdnderung der
Lipidsynthese. Die weitere Analyse der TPR1-Uberexpressionslinien sowie die Erzeugung von
tprl x flu Doppelmutanten wiare ebenfalls hilfreich, um die Funktion von TPR1 im Zusammen-
hang zur TBS und dem Gehalt von ROS niher zu erortern. Unabhéngig davon ist die Erzeugung
von TPR1-Deletionsmutanten ein aussichtsreiches Vorgehen, um die Funktionalitdt und Spe-
zifitdt der einzelnen TPR-Motive genauer zu beleuchten. Zuletzt sollte auch die Ursache der
zwei identifizierten TPR1-Formen ndher charakterisiert werden. Hierbei sollte vor allem die
Moglichkeit der PTM durch Phosphorylierung mittels Kinaseassays iiberpriift werden.
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3.3. SG1 - ein Faktor der plastidaren Nukleoide

3.3.1. Die Rolle von SG1 fiir die Verbindung zwischen der TBS und den
plastidaren Nukleoiden

SLOW GREEN 1 (SG1) ist ein kernkodiertes, plastidar lokalisiertes TPR-Protein mit einer hohen
Sequenzidentitdt und Sequenzahnlichkeit zu Pitt (Tab. [2.1). Dariiber hinaus ist SG1 wie Pitt in
der Lage, mit POR zu interagieren (siehe Abschnitt[2.1.2). Hu et al. beschrieben fiir SG1 bereits
eine Funktion in der Regulation der RNA-Polymerasen sowie im retrograden Signalweg [212].
Die Chloroplasten der durch EMS erzeugten sgl-Punktmutante waren in ihrer Entwicklung
stark beeintriachtigt, was in einer verzogerten Ergriinung aller Blatter und einer drastischen
Reduktion des Chlorophyligehalts im Vergleich zum Wildtyp resultierte [212]. Diese gestorte
Blattpigmentierung konnte nicht fiir die hier charakterisierte sg1-2 T-DNA-Insertionslinie be-
statigt werden (Abb. [2.68D). Die sg1-2-Linie wies unter Standard-Kurztagbedingungen eine
wildtypartige Pigmentierung und Blattentwicklung auf (Abb. [2.68D).

Jedoch unterschied sich die sgI-2-Mutante vom korrespondierenden Wildtyp durch eine dras-
tisch erhohte ALA-Synthesekapazitdt (Abb. [2.69G) und eine erhohte Abundanz von ALAD
und Proteinen der ALA-Synthese (Abb.[2.70A, B). Dariiber hinaus wiesen auch die spaten In-
termediate des Chlorophyllzweiges einen leicht erhohten steady state Gehalt gegeniiber der
Wildtypkontrolle auf (Abb. [2.69C, D). Die erhohte ALA-Syntheserate konnte somit teilweise
durch einen erhohten Anteil von 16slicher, aktiver GIuTR1 in der sg1-2-Linie im Vergleich zum
Wildtyp erklart werden (Abb.[2.70B). Der FLU-Gehalt der sgI-2-Mutante war hingegen wild-
typartig (Abb.[2.70B) und Hinweise auf eine posttranslationale Aktivierung von FLU, welche
durch die Inhibierung von SGI beeintréchtigt sein kdnnen, sind nicht bekannt (Abb. [2.70B),
wodurch eine fehlende Feedback-Inhibierung durch FLU als zuséatzliche Ursache der erhoh-
ten ALA-Synthesekapazitat ausgeschlossen werden konnte. Die um das Achtfache gesteigerte
ALA-Synthesekapazitit fiihrte lediglich zu einem um 20 % erhohten steady state ALA-Gehalt in
der sgI-2-Linie (Abb.[2.69H). Denkbar wire hierbei, dass die erhdhte ALA-Synthesekapazitét
eine Kompensation fiir eine ansonsten sichtbare Storung der Pigmentierung der sgI-2-Linie
ist. Dabei konnte durch einen erhohten Metabolitfluss, sichtbar an den leicht erhdhten steady
state-Gehalten einzelner TBS-Intermediate (Abb.[2.69C, D), ALA direkt umgesetzt werden und
somit nicht akkumulieren. Dariiber hinaus weist auch der erhohte ALAD-Gehalt (Abb.[2.704)
auf einen moglichen erhohten Umsatz von ALA zu PGB hin. Allerdings wiirde auch dies eine
so drastisch erhohte ALA-Synthesekapazitit nicht vollstiandig erklaren. Um zu {iberpriifen, ob
es durch die Inaktivierung von SG1 zu einem erhohten Intermediatfluss kommt, sollten die
Aktivitaten verschiedener TBS-Enzyme in der sgl-2-Mutante untersucht werden. Eine weitere
Hypothese wire, dass SG1 ein weiterer Negativ-Regulator der TBS ist, was beispielsweise durch
SG1-Uberexpressionslinien untersucht werden konnte. Allerdings ist fraglich, warum bei einer
so stark erhohten Kapazitdat der ALA-Synthese kein deutlicherer Effekt auf den Wuchs, die
Pigmentierung oder die Akkumulation der TBS-Intermediate in der sg1-2-Linie nachzuweisen
war.

Unabhéangig von diesen Ungereimtheiten war die deutliche Abweichung des zuvor fiir sgI publi-
zierten Phianotyps ein weiterer problematischer Aspekt der funktionellen Charakterisierung von
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SG1. Trotz des fehlenden Antikorpers ist aufgrund der verifizierten Lage der T-DNA-Insertion
innerhalb des kodierenden Bereichs von SG1 (Abb.[2.68]A) davon auszugehen, dass kein voll
funktionsfahiges SG1-Protein gebildet werden kann. Fraglich ist, ob ein verkiirztes SG1-Protein
entsteht und ob dieses stabil und in der Lage ist, einen Teil seiner Funktion zu erfiillen, wodurch
die Abweichungen des Phianotyps zur durch Hu et al. beschriebenen sgl-Mutante verursacht
wurden. Allerdings besteht auch die Moglichkeit, dass eine zweite T-DNA-Insertion im Genom
der sg1-2-Mutante zur Suppression des sg1 Phinotyps fiihrt. Dariiber hinaus ist unbekannt, ob
durch die EMS erzeugte Punktmutation ein tatsdachlicher knockout von SG1 erzeugt wurde, da
Hu et al. den Einfluss der Mutation auf die Stabilitat von SG1 nicht zeigten [212]. Sollte trotz
der Punktmutation ein stabiles Protein entstehen, sollte iiberpriift werden, inwieweit diese
Punktmutation die von SG1 ausgelibte Funktion beeinflusst.

Verschiedene potenzielle SG1-Interaktionspartner konnten durch BiFC und Hefe-2-Hybrid
Analysen nachgewiesen werden (Abschnitt[2.1.2). Hu et al. postulierten bereits eine genetische
Interaktion zwischen SG1 und GUN1 sowie GUN4 [212]. Mit den hier verwendeten Methoden
wurde bestatigt, dass SG1 und GUN4 auch physisch miteinander interagieren (Abb. [2.5).
Bisher ist allerdings unbekannt, inwiefern SG1 einen Einfluss auf die Funktionalitdt von GUN4
hat, da in adultem Gewebe der sgI-2-Mutante der GUN4-Gehalt wildtypartig war (Abb. [2.70Q).
Neben GUN4 und POR ist SG1 auch in der Lage, mit GIuTR1 und DVR zu interagieren (Abb.
2.5). Interessanterweise konnte durch die verwendete BiFC-Methode die komplementierte
YFP-Fluoreszenz stets in fleckenartigen Bereichen innerhalb der Chloroplasten beobachtet
werden (Abb. [2.5). Diese Bereiche konnten dabei den plastiddaren Nukleoiden entsprechen [272),
340]. Nukleoide sind Orte mit hoher Transkriptions- und Translationsrate, aufgrund dessen sich
sowohl die kern- als auch plastidenkodierten Polymerasen in diesen Bereichen befinden [272)
340]. Die Lokalisation der YFP-Signale konnten somit im Zusammenhang mit der postulierten
Funktion von SG1 stehen, einen Einfluss auf die plastidaren Transkripte auszuiiben, obwohl
SG1 keine essentielle Komponente der Polymerase-Komplexe ist [212]. Denkbar ware, dass SG1
eine Verbindung zwischen der TBS und der plastidaren Transkriptionsmaschinerie herstellt und
so die Koordination der plastidaren Proteinsynthese mit der TBS ermdoglicht. Dariiber hinaus
wurde ClpC1/C2 als Komponente der plastidiaren Nukleoide identifiziert [341]. Da ClpC1/C2 fiir
den Abbau von GIuTR1 sowie CAO1 und moglicherweise auch von weiteren Proteinen der TBS
verantwortlich ist [146], 153} 342], konnte der Verlust von SG1 mit einer gesteigerten Stabilitat
von GIuTR1 einhergehen.

Eine wichtige Voraussetzung fiir weitere Analysen der SG1-Funktion in planta wire die Produk-
tion eines spezifischen SG1-Antikorpers. Mit diesem Antikorper konnte verifiziert werden, wie
der SG1-Proteingehalt durch die Punktmutation oder T-DNA-Insertion beeinflusst wird. Leider
konnte mit den bisher erzeugten Konstrukten SG1 nicht zur Uberexpression in E. coli gebracht
werden (Abschnitt[2.3.1.1). Ein Ansatz, um dieses Problem zu 16sen, wire die Verwendung einer
fiir E. coli optimierten SGI1-Sequenz oder die Produktion eines verkiirzten SG1-Peptids in E. coli.

3.3.2. SG1 und TPR1 - partiell redundant?

Vor allem die hohe ALA-Syntheserate und der erhohte GluTR1-Gehalt der sgI-2-Linie wiesen
einige Parallelen zu den in der hier vorliegenden Arbeit analysierten tpri-Linien auf. Dariiber
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hinaus interagierte sowohl TPR1 als auch SG1 mit GluTR1/2 und PORB/C (Abb. [2.1). Wahrend
SG1 die hochste Sequenzahnlichkeit zu Pitt aufweist, verfiigt es anders als TPR1 iiber keine Trans-
membrandomaéne (Tab. [2.1). Es wire denkbar, dass durch eine Duplikation des Pitt-kodierenden
Gens slr1644 und einer sich anschliefSenden unabhéangigen Evolution der duplizierten Sequenzen
die Funktionalitat von Pitt auf SG1 und TPR1 und somit auf eine 16sliche und eine membran-
integrale Komponente aufgespalten wurde. Diese Art der Genduplikation, gefolgt von einer
unabhangigen Evolution der duplizierten Sequenzen, wurde mehrfach beschrieben [343]. Dabei
kann eines der Duplikate aufgrund der reduzierten Selektivitdt nachteiliger Mutationen eine
neue Funktion herausbilden oder sich durch Subfunktionalisierung direkt nach Duplikation
unabhidngig entwickeln [343]. Beispielsweise fiihrte die Duplikation des POR-Gens zur funktio-
nalen und regulatorischen Spezialisierung der einzelnen Isoformen im Laufe der Evolution [344].

Ein Argument, das fiir eine partiell iberlappende Funktion von TPR1 und SG1 sprechen wiirde,
ist die Tatsache, dass der tpr1-Phanotyp deutlich schwacher im Vergleich zur pitt™-Synechocystis
Zelllinie ist. Dariiber hinaus ist der SGI-Transkriptgehalt in der tpr1-3 knockout-Linie im Ver-
gleich zum Wildtyp erhoht (Abb. [2.16)C). Dies konnte ein Zeichen eines kompensatorischen
Effekts sein, durch eine Uberproduktion von SGI den Verlust von TPR1 auszugleichen. Ei-
ne potenziell funktionelle Redundanz von SG1 und TPR1 sollte durch die Erzeugung einer
Doppelmutante weiter untersucht werden. Nachdem mehrere Linien selektiert wurden, welche
heterozygot fiir die T-DNA-Insertion in beiden Genen waren, konnten allerdings in der T2 Gene-
ration keine fiir beide Insertionen homozygoten Keimlinge selektiert werden. Die Homozygotie
der T-DNA-Insertion im kodierenden Bereich von TPR1 konnte zwar in 30 % der untersuch-
ten Keimlinge nachgewiesen werden, allerdings waren diese Keimlinge lediglich heterozygot
fiir die T-DNA-Insertion im SGI-Gen. Dies spricht dafiir, dass die Unterbrechung beider Gene
embryoletal sein konnte. Eine potenziell iiberlappende Funktion beider TPR-Proteine unter
Standard-Kurztagbedingungen scheint somit moglich. Um dennoch die Folgen einer Inaktivie-
rung von TPR1 und SGI zu untersuchen, konnte durch transiente Inaktivierung beider Gene,
die Kreuzung zwischen der sg1-2 und tpr1-2-Linie oder die Erzeugung einer induzierbaren sg1
tpr1 knockout-Linie diese potenzielle Lethalitdt umgangen werden.

3.3.3. SG1 - Zusammenfassung und Ausblick

SG1 wurde zuvor als Faktor der Biogenese von funktionalen Chloroplasten beschrieben. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass SG1 direkt mit GluTR1, PORB und GUN4 im Be-
reich der plastidiren Nukleoide interagiert. Das Fehlen von SG1 beeinflusste vor allem die
Inhibierung der ALA-Syntheserate und die subzelluldre Lokalisation von GluTR1. Eine wichtige
Voraussetzung fiir weiterfiihrende Analysen ist die Produktion eines SG1-spezifischen Antikor-
pers. Dariiber hinaus wire vor allem die Analyse von plastiddren Transkripten ein wichtiger
Punkt, um die bisher postulierte Funktionalitdt von SG1 zu iiberpriifen. Um den Zusammenhang
zwischen der ALA-Synthesekapazitdt und der plastidaren Transkriptionsmaschinerie genauer
herauszuarbeiten, sollten verschiedene Doppelmutanten erzeugt werden. Gute Kandidaten
dafiir wiaren beispielsweise flu oder GUN-Komponenten. Da es in dieser Arbeit nicht gelang,
sgl x tpr1 Doppelmutanten zu erzeugen, wire ein transienter Ansatz hierbei hilfreich, um die
potenzielle funktionelle Redundanz beider TPR-Proteine zu ergriinden.
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3.4. TPRY7 ist nicht das Pitt-Homolog hoherer Pflanzen

Die TPR-Domine von TPR7 wies ebenso wie andere TPR-Proteine eine hohe Sequenzidenti-
tat und -ahnlichkeit zu Pitt auf, verfiigte allerdings iiber ein TPR-Motiv mehr als Pitt (Tab.
[2.1). Dariiber hinaus war TPR7 als einziges der hier untersuchten TPR-Proteine in der Lage,
in BiFC-Analysen mit allen drei POR-Isoformen zu interagieren (Abb.[2.6). Die Genexpression
von TPR7 unterlag in Arabidopsis einem diurnalen Rhythmus mit einem Maximum am Ende
der Lichtphase (Abb. [2.72]A). Die TPR7-Genexpression war somit, im Vergleich zu anderen
TBS-Genen, einschliefSlich der PORA- und PORB-Gene, um mehrere Stunden im Tagesverlauf
in Richtung Tagesende verschoben [49]. Der Verlust von TPR7 in planta hatte allerdings, trotz
moglicher Interaktion zu POR, keine nachweisbaren Auswirkungen auf die Stabilitdt oder Funk-
tionalitdt von PORA/B (Abb. [2.74C, D, H). Allerdings wiesen die tpr7-Linien einen reduzierten
MgP, MgProtoME und Chlorophyllgehalt auf (Abb.[2.74A, B, E), welche jedoch nicht zu einer
Beeintrachtigung der photosynthetischen Leistung im Vergleich zum Wildtyp fiihrte (Tab.[2.7).
Die in dieser Arbeit erzeugten Ergebnisse fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass TPR7 nicht als
mogliches Pitt-Homolog in Frage kommt.

3.5. TPRY - eine Komponente der Starklicht-Akklimatisierung in Arabidopsis
thaliana

Ein weiterer potenzieller Kandidat fiir das Pitt-Homolog in hoheren Pflanzen ist TPR9, welches
eine zu den anderen TPR-Kandidaten vergleichbar hohe Sequenzidentitat und -dhnlichkeit zu
Pitt aufwies (Tab. [2.T). In Hefe-2-Hybrid-Analysen konnte dariiber hinaus bestatigt werden,
dass TPR9 in der Lage ist, physisch mit PORA und PORB zu interagieren (Abb.[2.1). Vergleichbar
zu SG1 und TPR7 unterlag die Genexpression von TPR9 diurnaler Kontrolle, wobei die maximale
TPR9-Genexpression im Wildtyp am Ende der Lichtphase detektiert werden konnte (Abb.[2.79A)
und somit im Vergleich zu anderen TBS-Genen deutlich verschoben war [49]. Dabei waren der
maximale TPR9-Gehalt zwei Stunden nach Beginn der Dunkelphase, der minimale TPR9-Gehalt
in der Mitte der Dunkelphase nachweisbar (Abb.[2.79B). Das plastidar lokalisierte TPR9-Protein
verfiligte zwar iliber keine vorhergesagten transmembranen Bereiche, war aber dennoch zum
grofien Teilen in der Fraktion der Thylakoidmembranen prasent (Abb. [2.80). Somit handelt
es sich bei TPR9 um ein membranassoziiertes Protein, dessen genaue Verankerung an den
Thylakoidmembranen unklar blieb.

3.5.1. Der Verlust von TPR9 beeinflusst die Assemblierung des PSII unter
Standard-Kurztagbedingungen

Bei der in dieser Arbeit selektierten tpr9-Linie handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um
eine knockout-Linie, da durch den erzeugten spezifischen Antikorper TPR9 nicht mehr nach-
weisbar war (Abb. [2.81ID). Zwar ist unbekannt, an welchem Epitop der TPR9-Antikorper bindet,
durch die Lage der T-DNA-Insertion in der Mitte des kodierenden Bereiches sollte allerdings
kein vollstdndig funktionales Protein entstehen (Abb. [2.81]A). Die A. thaliana tpr9-Mutante
wies unter Standard-Kurztagbedingungen einen leicht retardierten Wuchs auf (Abb. [2.81E)
und zeigte nur eine schwache Beeintrachtigung der TBS-Intermediat- und Endproduktgehalte
(Abb. [2.82). Auch konnte keine Verdanderung der Gehalte des potenziellen Interaktionspart-
ners PORA/B oder weiterer TBS-Proteine nachgewiesen werden (Abb.[2.82[C, D, H). Allerdings
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zeigte sich, dass das Fehlen von TPR9 Auswirkungen auf die Quantenausbeute und Assemb-
lierung von PSII hatte (Tab.[2.8] Abb.[2.83]A). Allen Anschein nach war dabei die Ausbildung
der PSII-LHCII-Superkomplexe gestort, da diese eine leicht reduzierte Abundanz aufwiesen,
wiahrend der Gehalt von PSII-Monomeren und LHCII-Trimeren in der tpr9-Linie im Vergleich
zum Wildtyp erhoht war (Abb.[2.83A). Trotz der verdnderten Abundanz einiger PSII-Komplexe
war der Gesamtgehalt der einzelnen PSII-Untereinheiten in der tpr9-Linie nicht beeintrachtigt
(Abb. [2.83B). Dies konnte fiir eine Beeintrachtigung der PSII-Assemblierung sprechen, die mit
einer reduzierten effektiven Quantenausbeute des PSII einhergeht (Tab. [2.8). Dariiber hinaus
war die Chlorophyllfluoreszenz von PSI in der tpr9-Linie im Vergleich zum Wildtyp reduziert
(Abb.[2.83[C), welche allerdings nicht durch eine reduzierte Akkumulation des PSI-Monomers
verursacht wurde (Abb.[2.83A). Die reduzierte Chlorophyllfluoreszenz des PSI und der leicht
retardierte Wuchs der tpr9-Linie wiesen somit zwar eine Parallele zur pitt -Linie auf [177,178],
allerdings konnte unter den verwendeten Anzuchtsbedingungen keinerlei Beeintriachtigung
sowohl des POR-Gehaltes als auch der POR-Aktivitdt nachgewiesen werden.

3.5.2. TPROY ist in die Akklimatisierung unter kontinuierlichen
Starklichtbedingungen involviert

Die TPR9-Genexpression wurde am starksten durch kontinuierliches Starklicht induziert
(Abb. ). In Ubereinstimmung damit hatte dieses Lichtregime den starksten Einfluss auf
die Pigmentierung der tpr9-Linie. Beginnend ab dem dritten Tag in kontinuierlichem Stark-
licht nahm die sichtbare Blattpigmentierung der tpr9-Linie stark im Vergleich zum Wildtyp ab
(Abb.[2.87A, B, C). Einhergehend damit war ein reduzierter Chlorophyllgehalt, wobei die photo-
synthetischen Kernkomplexe davon stirker betroffen waren als die Antennenkomplexe (Abb.
[2.87C, D). Ebenso wie der Chlorophyllgehalt waren auch die nachgewiesenen steady state TBS-
Intermediatgehalte, mit Ausnahme von PChlid, in der tpr9-Linie reduziert (Abb. [2.88). Die
vergleichsweise hohe Menge an PChlid in der tpr9-Linie konnte durch einen stark reduzierten
PORB-Proteingehalt verursacht worden sein (Abb. [2.89C). Somit ist eine Beeintrdchtigung
der PORB-Stabilitdt infolge des Fehlens von TPR9 nicht ausgeschlossen. Es gilt allerdings zu
bedenken, dass unter erhohten Lichtintensititen PORC die dominante POR-Isoform ist [109,
110]. Dennoch ist es vorstellbar, dass auch PORB unter diesen Bedingungen einen Teil zum
Umsatz von PChlid zu Chlid beitrdgt. Jedoch ist es wahrscheinlich, dass die Reduktion aller
TBS-Intermediate nicht durch die Destabilisierung von PORB allein verursacht wird, sondern ent-
weder ein sekundarer Effekt ist oder mit einer Deregulation der gesamten TBS zusammenhingt.
Neben der reduzierten Menge an TBS-Intermediaten und Chlorophyll fiihrte der Verlust von
TPRO auch zu einer reduzierten Anreicherung von Anthocyanen unter Starklicht (Abb.[2.87A),
wodurch die reduzierte Blattpigmentierung der tpr9-Linie noch dramatischer erschien. Der redu-
zierte Chlorophyllgehalt der tpr9-Linie korrelierte mit der im Vergleich zum Wildtyp reduzierten
Priasenz des PSII-LHCII-Dimeres und der PSII-LHCII Superkomplexe (Abb.[2.89A). Es wurde
dementsprechend geschlussfolgert, dass TPR9 die Ausbildung der PSII-LHCII-Komplexe beein-
trachtigt. Allerdings fiihrte die Inkubation in kontinuierlichem Starklicht zu keiner Steigerung
der unter Standard-Kurztagbedingungen nachgewiesenen reduzierten Gehalte der PSII-LHCII-
Superkomplexe (Vergleich Abb.[2.83A und[2.894) .
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Verschiedene Mutanten wurden in den letzten Jahren und Jahrzehnten als Starklicht-sensitiv
beschrieben. Unter ihnen sind auch einige Linien, welche ein eingeschranktes NPQ aufwie-
sen [290,291,|296]. Unter starker Belichtung kann es zu vermehrter Ausbildung von Triplett-
Chlorophyll-Zustinden kommen. Um dies zu verhindern, nehmen Xanthophylle, vor allem
Zeaxanthin, die iiberschiissige Anregungsenergie des Chlorophylls auf und wandeln diese in
Warme um. Sollte dieser Prozess eingeschriankt sein, fiihrt dies zu einer erhohten Sensitivi-
tat gegeniiber Starklicht und infolge dessen zur Photoinhibierung von PSII [284, (290, 291].
Mutanten, welche entweder einen eingeschriankten Xanthophyllzyklus oder eine eingeschriankte
Assemblierung der LHCII-Antennen aufweisen, bilden unter Starklicht Chlorosen und Nekrosen
aus [290, 291]. Da allerdings in der tpr9-Linie nach drei Tagen in kontinuierlichem Starklicht
mehr Xanthophylle akkumulierten als im Wildtyp (Abb. [2.87E) und die Messung des NPQs nach
Inkubation in moderaten und erhohten Lichtintensitaten keinen Unterschied zum Wildtyp ergab
(Tab. Abb. [2.90), konnte fehlendes NPQ als Ursache fiir den Starklicht sensitiven Phénotyp
der tpr9-Linie ausgeschlossen werden. In npg-Mutanten waren schon ab einer Lichtintensitat
von 500 pE deutlich reduzierte NPQ-Werte zu erwarten gewesen [290]. In einer zeitaufgelGsten
Analyse des Proteingehalts der photosynthetischen Untereinheiten wurde deutlich, dass nach 24
h in kontinuierlichem Starklicht zuerst die LHCB1-Antennenproteine betroffen waren, wahrend
die weiteren photosynthetischen Untereinheiten erst nach 48 h einen reduzierten Proteinge-
halt aufwiesen (Abb. [2.89B). Der reduzierte LHCB1-Gehalt war nicht auf einen reduzierten
LHCBI-Transkriptgehalt zuriickzufithren (Abb.[2.93B). Tatsdchlich zeigte sich, dass nach 24 h in
kontinuierlichem Licht die Genexpression der meisten LHCPs in der tpr9-Linie im Vergleich
zum Wildtyp erhoht war (Abb.[2.93). Davon war vor allem die Genexpression von LHCA1, LHCBI,
LHCB2 und LHCBS5 betroffen (Abb.[2.93).

Ein Grund fiir die erhohten LHCP-Transkriptgehalte war zum einen ein moglicher Kompen-
sationsversuch des LHCB-Verlustes. Zum anderen konnte durch eine Storung der retrogra-
den (Plastiden zum Zellkern) Signalkaskade die Genexpression der LHCPs modifiziert sein.
Oeltze et al. postulierten allerdings, dass die Veranderungen des Transkriptgehalts verschiede-
ner Gene unter Starklicht nur einen schwachen Anteil zur de novo Synthese der entsprechenden
Proteine beitragen, da die Regulation unter Starklicht wahrscheinlich eher auf translatorischer
Ebene stattfindet [345]. Somit kann ein kompensatorischer Effekt als Ursache fiir die erhohte
LHCP-Genexpression grofSitenteils ausgeschlossen werden. Eine Deregulation des retrograden
Signalweges in der tpr9-Linie scheint somit wahrscheinlicher.

Durch die retrograden Signaltransduktionswege werden spezifisch im Chloroplasten erzeugte Si-
gnale in Signalkaskaden weitergeleitet, die schlussendlich die Genexpression der verschiedenen
PhANGsS im Zellkern modifizieren. Die retrograde Signaltransduktion spielt eine entscheidende
Rolle in der Anpassung und Akklimatisierung der Pflanze an verschiedene abiotische Signale
[346-348]. Mutanten mit einem gestorten retrograden Signalweg im Hinblick auf die Genex-
pression der PhANGs werden als gun-Mutanten bezeichnet [297].
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3.5.3. TPRO ist keine gun-Mutante

Insgesamt sechs gun-Mutanten wurden in den letzten Jahren identifiziert, von denen fiinf an
der TBS beteiligt sind [337,|349,|350]. Wahrend gun2 und gun3 einen Defekt von HO und HY2
aufweisen und somit fiir die Synthese von Phytochromobilin zustandig sind [[136),[347], sind
GUN4 und GUNS5 an der Chlorophyllbiosynthese beteiligt [337,349]. GUN4 ist der Positivregu-
lator der TBS und GUNS5 kodiert fiir die CHLH Untereinheit der MgCh [62, [337]. Erst kiirzlich
wurde die Uberexpressionslinie von FC als eine weitere gun-Mutante, GUN6, identifiziert [348,
350]. Einzig GUN1, welches fiir ein pentatricopeptid repeat Protein kodiert [349], ist nicht direkt
an der TBS beteiligt. Pentatricopeptid repeat Proteine interagieren vorrangig mit RNA und beein-
flussen posttranskriptionelle Prozesse wie RNA-Splicing und -Editierung [351]. GUN1 ist dabei
in den Nukleoiden lokalisiert und fiir die Integration verschiedener plastidarer Signale, wie dem
Redoxstatus und der Anreicherung der TBS-Intermediate, zustindig [298, 347, |348].

Allen gun-Mutanten ist gemein, dass in diesen unter Bedingungen in denen die Chloroplasten-
entwicklung gestort ist, wie zum Beispiel bei der Behandlung mit NF, die Genexpression der
PhANGS nicht reprimiert ist [297, 350]. Auch unter stark erhohten Lichtintensitdten spielen
die GUN-vermittelten retrograden Signale eine wichtige Rolle bei der Anpassung der Chloro-
plasten an diese Stressbedienung [271]. Obwohl der Verlust von TPR9 unter Starklicht zu einer
gestorten Repression der LHCP:s fiihrte (Abb. [2.93)), welche zur Gruppe der PhnANGs gehoren,
konnte weder unter Starklicht noch NF-Behandlung eine vergleichbare fehlende Repression
weiterer PhANGs, wie beispielsweise der kleinen Untereinheit von RuBisCO oder der Carboan-
hydrase, nachgewiesen werden (Abb. [2.94[C,[2.95). Somit zeigte sich, dass in den tpr9-Linien
ein anderer spezifischer Effekt auf die Genexpression der LHCPs und PORB stattfand, welcher
zumindest teilweise unabhidngig von den GUN-vermittelten Signalwegen stattfinden muss, da
ansonsten weitere PhANGs betroffen wiren. Dariiber hinaus fiihrt der Verlust von TPR9 lediglich
unter Starklicht zu deregulierten LHCP-Transkriptgehalten, wiahrend unter NF-Behandlung
eine wildtypartige Repression dieser Gene nachgewiesen wurde (Abb. [2.94[C). Auch wenn im
Bezug auf die Genexpression der LHCPs die tpr9-Linie einige Parallelen zu gun-Mutanten zeigte,
handelt es sich dennoch um kein neues GUN-Protein, sondern um einen Faktor, der spezifisch
die Genexpression einzelner Zielgene mit Funktion im Chloroplasten beeinflusst.

3.5.4. TPR9 und Anthocyane

In der tpr9-Linie war weiterhin die gestorte Akkumulation von Anthocyanen auffillig, die nach
drei Tagen unter Starklicht sichtbar wurde (Abb.[2.87B). Allerdings war schon zu fritheren Zeit-
punkten der Starklichtbehandlung ein geringerer Anthocyangehalt in der tpr9-Linie im Vergleich
zum gleichbehandelten Wildtyp messbar (Tab.[2.10). Die Akkumulation von Anthocyanen unter
bestimmten Stressbedingungen wie Starklicht, Kédlte oder NF-Behandlung dient dem Schutz der
betroffenen Pflanzen vor zu starkem Lichteinfall und der damit verbundenen Uberanregung
der photosynthetischen Komplexe [294]. Dabei wird postuliert, dass Anthocyane eine Art Son-
nenschutz bilden und so die photosynthetische Leistung und Akkumulation von Chlorophyllen
aufrecht erhalten [294]. Unklar ist dabei, wie die Anreicherung von Anthocyanen in den Vakuo-
len durch die Uberanregung der Photosysteme durch die Lichteinstrahlung im Chloroplasten
reguliert wird. Als wichtige Komponenten dieses Signalweges wurden unter anderem Mitogen-
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activated-protein (MAP)-Kinasen und ein MYB-Transkriptionsfaktor (MYB75) identifiziert [352].
Linien mit einer gestorten MYB75 Funktion sind nicht in der Lage, Anthocyane infolge der
fehlenden Induktion der Genexpression verschiedener Anthocyanbiosynthese-Enzyme zu akku-
mulieren [352]. Diese Ursache kann allerdings in der tpr9-Linie ausgeschlossen werden, da die
Genexpression verschiedener Enzyme der frithen und spaten Anthocyanbiosynthese in einem
zum Wildtyp vergleichbarem MafSe unter Starklicht induziert wurden (Abb. [2.91). Unbekannt ist
allerdings, ob die Stabilitdt der korrespondierenden Enzyme und Intermediate durch das Fehlen
von TPRI beeintriachtigt ist und so die reduzierte Akkumulation der Anthocyane auslost.

Neben der Funktion der Anthocyane als Sonnenschutz wurde in den letzten Jahren ein po-
tenzieller Zusammenhang zum plastidenlokalisierten retrograden Signalweg deutlich [311),
353]). Unter NF-Behandlung akkumulieren Wildtyp-Keimlinge als Reaktion auf die inhibierte
Carotinoidbiosynthese und die damit verbundene gestorte Chloroplastenbiogenese eine grofie
Menge an Anthocyanen [311,|353]. Durch das Fehlen der Carotinoide kommt es zu einem ver-
minderten Quenching der Energie von Triplett-Chlorophyllzustdnden [297], infolge dessen die
Akkumulation von Anthocyanen ausgelost wird [311},[353]. In gun-Mutanten reichern sich hin-
gegen deutlich weniger Anthocyane an [311},353]]. Vergleichbar zu den gun-Mutanten fiihrte
auch die Anzucht von tpr9-Linien auf NF-haltigem Medium zu einer reduzierten Akkumulation
von Anthocyanen (Abb.[2.94/A, B). Da unter erhohten Lichtintensitidten kein Einfluss auf die
Transkriptgehalte der Anthocyanbiosynthese-Gene in der tpr9-Mutante nachgewiesen wurde
(Abb.[2.91), ist davon auszugehen, dass auch unter NF-Behandlung die Transkriptgehalte der
Anthocyanbiosynthese-Gene nicht stark beeintrachtigt sind. Wie zuvor unter Starklicht ist
allerdings auch hier nicht ausgeschlossen, dass die Enzyme der Anthocyanbiosynthese in der
tpr9-Mutante posttranslational destabilisiert werden oder der Abbau der Anthocyane starker
erfolgt als im Wildtyp.

Verschiedene weitere Faktoren werden als Ausloser fiir die Akkumulation von Anthocyanen
diskutiert. Zum einen wird die Anthocyanproduktion potenziell durch die Anreicherung von
Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid induziert [294], da Mutanten mit gestorter Antho-
cyanproduktion sensitiv gegeniiber Starklicht und ROS sind [295]. Allerdings fiihrte die Akkumu-
lation von Singulett-Sauerstoff oder Wasserstoffperoxid in flu oder catalase2-Mutanten nicht zu
einer erhohten Menge an Anthocyanen [354]. Dariiber hinaus kann Wasserstoffperoxid mit der
Aktivierung der Anthocyanbiosynthese interferieren und somit deren Genexpression inhibieren
[355]. Ein weiterer potenzieller Ausloser der Anthocyan-Anreicherung ist der verdnderte Redox-
status des Chloroplasten. Bei einem gestorten Redoxhaushalt, wie beispielsweise in der ntrc
(NADPH-thioredoxin reductase)-Mutante, kommt es ebenfalls zu einer reduzierten Anreiche-
rung von Anthocyanen [356]. Sowohl ROS- als auch Redox-Signale werden neben Metaboliten
wie Magnesium-Porphyrinen als potenzielle retrograde Signale vermutet [333}347}348]. Ein
Zusammenhang zwischen der reduzierten LHCP-Genexpression und Akkumulation von Antho-
cyanen in der tpr9-Linie konnte somit auf ein Ungleichgewicht des plastiddren Redoxstatus
zuriickzufiihren sein.
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3.5.5. TPRY ist involviert in die Phosphorylierung der PSll-Kernuntereinheiten

Eine weitere Anpassung an erhohte Lichtintensitdten ist die Ausbildung des state transition-
Komplexes. Dieser Mechanismus sorgt fiir eine partielle Abkopplung der LHCII-Antennen von
den PSII-LHCII-Superkomplexen infolge einer Uberanregung des PSII-Kernkomplexes und
des Transfers der LHCII-Trimere zum PSI [288), 300, 357]. Infolge einer fehlenden Entkop-
pelung der LHCII-Antennen wiirde es zu einer erhohten photodynamischen Zerstorung des
PSII-Kernkomplexes und aufgrund dessen zur Photoinhibierung des PSII kommen [358,|359].

Unabdingbar fiir die Umgestaltung der PSII-LHCII-Komplexe ist die Phosphorylierung der
Antennen- und Kernproteine [288, 360]. Dabei sind die zwei spezifischen Serine/Threonine
Protein Kinasen 7 und 8 (STN7 und STNS8) involviert. Wahrend STN7 fiir die Phosphorylie-
rung der LHCII-Antennen zustidndig ist [361], phosphoryliert STN8 die Untereinheiten des
Kernkomplexes D1, D2 und CP43 [289]. In der hier untersuchten tpr9-Linie konnte keine Be-
eintrachtigung der LHCB-(De)Phosphorylierung nachgewiesen werden (Abb. 2.98). In
Ubereinstimmung damit erfolgte die state transition in der tpr9-Linie vergleichbar zum Wildtyp
(Abb. [2.96)). Allerdings war die Phosphorylierung der Kernuntereinheiten D1 und D2 in der
tpr9-Linie reduziert (Abb. [2.98). Wahrend unter moderaten Lichtintensitdten die Phos-
phorylierung der Kernkomplexe nur eine untergeordnete Rolle spielt, ist sie unabdingbar bei
hohen Lichtintensitaten [288, 362, 363]. Durch die Phosphorylierung der Kernkomplexe wird
die Ablosung der LHCII-Antennen verursacht [288]. Speziell die Phosphorylierung von D1 ist
dariiber hinaus ein wichtiger Prozess fiir die Reparatur des PSII und den Austausch von gescha-
digtem D1 [363, 364]. Interessant war, dass in den tpr9-Linien weniger D1 und mehr D2 von
dieser fehlenden Phosphorylierung betroffen war, was sich allerdings erst nach der Auftrennung
der Thylakoidmembranen in der zweiten Dimension zeigte (Abb. [2.98). Ebenfalls auffallig war,
dass in der tpr9-Mutante im Bereich der Mega- und Superkomplexe weniger phosphorylierte
Kernuntereinheiten vorlagen als im gleichbehandelten Wildtyp (Abb. [2.98).

Da die Ausbildung des state transition Komplexes lediglich eine Anpassung an kurzzeitige
Anderungen der Lichtintensitaten darstellt [288, 348, |365], scheint die kurzfristige Antwort auf
Starklicht in der tpr9-Linie nicht beeintrachtigt zu sein. Die Phosphorylierung von D1 hingegen
ist vor allem unter verlangertem Lichtstress entscheidend, da unter diesen Bedingungen ein
stindiger Austausch von geschadigtem D1 unabdingbar fiir die Aufrechterhaltung der photo-
synthetischen Leistung ist [364]. Denkbar wire, dass eine Beeintrachtigung dieses Prozesses
der Ausloser fiir die Sensitivitat der tpr9-Linie gegeniiber kontinuierlichem Starklicht ist. In
der tpr9-Linie konnte somit der Austausch von zerstortem D1 weniger effizient stattfinden. Bei
reduzierter Phosphorylierung der PSII-Kernproteine steigt die Abbaurate von D1 und D2 stark
an [366], was die reduzierte Akkumulation von D1 in der tpr9-Linie erklaren wiirde (Abb. [2.89).
Bei der Anzucht im Tag-Nacht-Wechsel besteht die Moglichkeit, dass wahrend der Nachtphasen
das Defizit des D1-Austauschs ausgeglichen wird, sodass es zu keiner sichtbaren Einschrankung
der betroffenen Pflanzen kommt (Abb.[2.84)A). Unklar ist, welche Rolle die Phosphorylierung
von D2 fiir den Austausch von D1 spielt. Der Abbau von D2 ist bei fehlender Phorphorylierung
beispielsweise weniger stark als von D1 [366]. Dariiber hinaus ist die Phosphorylierung von D2
nicht essentiell fiir die Funktionalitat von PSII in Chlamydomonas reinhardtii [367]. Denkbar
wire dennoch, dass eine reduzierte Phosphorylierung von D2 den Austausch von D1 inhibiert,

172



Diskussion

da die Phosphorylierung beider Untereinheiten wichtig fiir den PSII-Reparaturzyklus ist [360].
Aufgrund der Dominanz der D1-Phosphorylierung ist allerdings bislang weniger gut bekannt,
welche spezifische Rolle die D2-Phosphorylierung fiir die Aufrechterhaltung der Funktions-
fahigkeit des PSII spielt. Interessant ist aufSerdem, dass in stn7 x stn8 Doppelmutanten die
D2-Phosphorylierung weiterhin zu einem geringen Teil nachweisbar ist. Diese Beobachtung
legt nahe, dass neben STN7 und STN8 noch eine weitere Kinase an der Phosphorlyierung von
D2 beteiligt sein konnte [301, 363].

3.56.6. TPR9 ein Faktor des plastidaren Redoxstatus?

Fraglich ist, welcher Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung von PSII-Untereinheiten,
fehlender Repression der LHCPs-Genexpression und reduzierter Anthocyanakkumulation unter
Starklicht in der tpr9-Linie besteht. Ein Faktor, welcher alle diese Dinge verbinden konnte, ist
der Redoxstatus des Chloroplasten. Zum einen konnte fiir STN7 gezeigt werden, dass deren Kina-
seaktivitat direkt an das Redoxpotenzial des Plastoquinonpool gekoppelt ist [347]. Zum anderen
wird der Redoxstatus des Chloroplasten als Teil des Systems der retrograden Signalvermittlung
angesehen [333]. Die entstehenden Redoxsignale konnen mittels bisher unbekannter Faktoren
vom Chloroplasten ins Cytosol {ibertragen werden, dadurch Signalkaskaden auslosen und die
Genexpression der PhANGs beeinflussen [333, 347, 368]. Die Redox-Regulation ist dariiber
hinaus sehr dynamisch, sodass ein grofSer Unterschied zwischen der primaren Reaktion und der
finalen Anpassung bestehen kann [369]. Die Redoxsignale agieren unabhingig von weiteren
retrograden Signalwegen [333}, 348, |368] und regulieren je nach Art des Redoxsignals eine diffe-
renzierte und spezifische Gruppe von Zielgenen [370]. Diese Spezifitat konnte erklaren, warum
in der tpr9-Linie klassische PhANGs wie RBCS und CA nicht betroffen sind, die Genexpression

der LHCPs allerdings schon (Abb. [2.93]|2.95)).

Die Analyse verschiedener Mutanten mit einer gestorten Signalweiterleitung, wie beispielsweise
gunl und calcium-sensing receptor, zeigen dabei eine wildtypartige Verdnderung der photo-
synthetischen Parameter unter Starklicht [369], was auch auf die tpr9-Mutante zutrifft (Abb.
Tab.[2.9). Eine weitere Mutante, welche einige Parallelen zur tpr9-Linie aufzeigte ware
die prin2 (plastid redox insensitive 2)-Mutante. PRINZ ist an der Verbindung zwischen dem
Redoxstatus des Chloroplasten und der plastidenkodierten RNA-Polymerase Maschinerie be-
teiligt und fiihrt dariiber hinaus zu einer deregulierten Genexpression der LHCPs als Reaktion
auf Starklicht, die durch eine Beeintrachtigung des Redoxstatus sowie der photosynthetischen
Elektronentransportkette verursacht wurde [|296]. Anders als fiir tpr9 konnte in der prin2-Linie
allerdings ein verringertes NPQ und eine deutlich reduzierte effektive PSII-Quantenausbeute
detektiert werden [296]. Dartiiber hinaus ist die Genexpression von PRINZ in der tpr9-Linie nicht
verdndert (Abb. [2.93). Dieses Ergebnis spricht fiir eine von PRIN2 unabhéngigen Reaktion auf
den plastidaren Redoxstatus unter Starklicht, an der TPR9 beteiligt sein konnte.

Moglich ist, dass der Einfluss auf PORB in der tpr9-Linie ebenfalls eine Reaktion auf den Re-
doxstatus ist, da PORB ein Ziel von Redox-Modifikationen sein konnte [68]. In ntrc-Mutanten
mit gestortem Redoxstatus weist PORB beispielsweise einen reduzierten Gehalt auf [68,371].
Dartiber hinaus akkumulieren ntrc-Mutanten weniger Anthocyane [356]. Somit ist es wahrschein-
lich, dass in tpr9-Mutanten der Redoxstatus der Zelle beeintrichtigt ist. Allerdings sollte nicht
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ausgeschlossen werden, dass durch fehlende Phosphorylierung der D1- und D2-Untereinheiten
die photosynthetische Elektronentransportkette in der tpr9-Linie wahrscheinlich ungeregelter
als in der Kontrolle verlduft und dies wiederum den Redoxstatus der Zelle beeintrachtigt. Denk-
bar wire hierbei, dass TPRO fiir die Interaktion zwischen STN8 und dessen Zielproteinen oder
fiir die Aktivitdat der Phosphatasen verantwortlich sein konnte.

3.5.7. TPR9 - Ein Model

Zusammenfassend lief$ sich folgendes Model fiir die Funktion des TPR9-Proteins aufstellen.
Unter moderaten Lichtintensitaten ist der Redoxstatus des Chloroplasten ausgeglichen und
die Rate der D1/D2-Phosphorylierung durch STN8 gering, da die Notwendigkeit der Repara-
tur von PSII minimal ist (Abb. [3.5). Unter verschiedenen Stressbedingungen, beispielsweise
starkem Lichteinfall, verdndert sich der Elektronenfluss der photosynthetischen Elektronen-
transportkette und modifiziert so den Redoxstatus des Chloroplasten. Infolge dessen kommt
es zur Aktivierung von STNS, die daraufhin D1 und D2 phosphorylieren kann. Eine erhohte
D1/D2-Phosphorylierung wiirde fiir eine effiziente Reparatur von D1 nétig sein (Abb.[3.5). Durch
den Verlust von TPR9 konnte zum einen der Redoxstatus an sich beeinflusst werden und zum
anderen die Aktivitat der STN8-Kinase bzw. deren Interaktion zu verschiedenen Zielproteinen
beeintréchtigt sein (Abb.[3.5). Beide Vorgidnge wiirden unter erhohten Lichtintensitédten die er-
forderliche Rate der D1-Reparatur herabsetzen und so die Regeneration der photosynthetischen
Komplexe storen.

Neben dem Einfluss auf die Reparatur des PSII beeinflusst der Redoxstatus aufSerdem die
Genexpression verschiedener LHCPs und weiterer Zielgene sowie die Anreicherung von Antho-
cyanen (Abb. [3.5). Zu bedenken gilt, dass neben STN8 auch die bisher unbekannte Kinase der
D1/D2-Phosphorylierung durch das Fehlen von TPR9 beeintrachtigt sein konnte.

LHCP-Expression

Anthocyane)
STNS e

tpr9 /\
Yy

LHCP-Expression LHCP-Expression

P-D1/D2

PSII-Reparatur

Abbildung 3.5. - Vorgeschlagenes Model zur Funktionsweise von TPR9 in Plastiden.
Fiir weitere Erlduterungen siehe Text
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3.5.8. TPR9 - Zusammenfassung und Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit wurde deutlich, dass TPR9 an der Akklimatisierung von Arabidopsis an
kontinuierliches Starklicht beteiligt ist. In kontinuierlichem Starklicht beeinflusst TPR9 sowohl
die Phosphorylierung der Untereinheiten des PSII-Kernkomplexes als auch die Genexpression
verschiedener kernkodierter PhANGs und die Akkumulation von Anthocyanen. Dabei ist tpr9
keine gun-Mutante im klassischen Sinne, sondern beeinflusst spezifisch die Genexpression
bestimmter LHCPs sowie PORB. Das Ausbleiben der Phosphorylierung steht in der tpr9-Mutante
im Zusammenhang zum Abbau der photosynthetischen Untereinheiten. Zuséatzlich dazu weist
die Beeintrachtigung von PORB in der tpr9-Mutante auf eine mogliche Verbindung zwischen
der Anpassung der Photosysteme und der TBS hin. Da die Phosphorylierung von PSII und
die retrograde Signalgebung abhingig von dem Redoxpotenzial des Chloroplasten sind, ist
nicht auszuschliefSen, dass TPR9 ein Faktor der Redoxregulation ist. In diesem Zusammenhang
ware zu priifen, welchen Stellenwert TPR9 bei der PSII-Phosphorylierung und Veridnderung
des Redoxpotenzials einnimmt. Dafiir sollten verschiedene plastididre Kinasemutanten (bspw.
stn7/stn8) sowie Redoxmutanten (bspw. ntrc und A2cp) in die Analysen einbezogen werden
und hinsichtlich der LHCP-Genexpression, Anthocyanakkumulation und Phosphorylierung der
PSII-Untereinheiten in kontinuierlichem Starklicht untersucht werden. Auch die Erzeugung
von Doppelmutanten wire hierbei ein interessanter Aspekt. Dariiber hinaus bietet auch die
TPR9-HA-Uberexpressionslinie geniigend Potenzial fiir weiterfiihrende Analysen, vor allem
hinsichtlich der Anreicherung von Anthocyanen und der Genexpression verschiedener LHCPs.
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4. Material und Methoden

4.1. Anzucht von Organismen

Tabelle 4.1. — Verwendete transgene Linien. Die hier aufgelisteten T-DNA-Insertionslinien wurden vom
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) bezogen und sind mit ihrer Identifikationsnummer angegeben. An-
dernfalls wurde die dazugehorige Publikation angegeben, in welcher die verwendete Linie erzeugt/beschrieben

wurde.
ATG Nummer Bezeichnung Referenz
At1g78915 tprl-1 GK885D01
tprl-2 SALKO020398(AZ)
tpri-3 SALK022668
At3g18420 sgl-2 GK72C10
At5g02590 tpr7 GK144C05
At3g53560 tpr9 SALKO071334 (AT)
At3g56940 chl27 [100]
At1g58290 hemA1l SALK 053036 [285]
At3g21200 gbp SALK 200203 [149]
At3g14110 flu [140,[372]
At4g27440 porb-2 SALK 043887 [113]
porb-4 SAIL 429_A06 [113]

Tabelle 4.2. — Verwendete Medien. Die angegebenen Medien wurden fiir die Anzucht verschiedener Kulturen

verwendet.

Puffer

Komponenten

lysogeny broth (LB) Medium

LB-Agar

0,1 % (w/v) Trypton; 0,05 % (w/v) Hefeextrakt;

0,1 % (w/v) NaCl
LB Medium + 0,15 % Agar

yeast extract broth (YEB) Medium

YEB-Agar

10 mM MgCly; 5 g/l Trypton; 1 g/l Hefeextrakt;

5g/1 Saccharose; 6 mM MgSO,4*7 H,O
YEB-Medium + 0,8 % Agar

yeast exctract-peptone-adenin-dextrose

(YPAD) Medium
YAPD-Agar

1 % Hefeextrakt; 2 % Pepton; 2 % Glukose;

0,004 % Adeninsulfat
YAPD-Medium + 2 % Agar

synthetic complete (SC) Medium

SC-Agar

4 g/1 yeast nitrogen base without amino acids;

2 % (w/v) Glukose; 1x SC-Medium Mix;
SC-Medium + 3,35 % Bacto Agar

Murashige-Skoog (MS) Medium
MS-Agar

1/2 MS; 0,5 g/l MES; pH 5,7
MS-Medium + 4,13 g/1 Difcon Agar
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4.1.1. Anzucht von Escherichia coli Kulturen

Sofern nicht anders vermerkt, wurden Fliissigkulturen der verwendeten E. coli Stamme in
LB-Medium bei 37 °C und 350 rpm angezogen. Fiir die Anzucht auf Festmedium wurden LB-
Agarplatten mit spezifischen Selektionsmarker (Tabelle tiber Nacht in einem 37 °C Brut-
schrank inkubiert.

4.1.2. Anzucht von Agrobacterium tumefaciens Kulturen

Die Anzucht von A. tumefaciens erfolgte in YEB-Medium, welches neben dem vektorspezifischen
Antibiotika (Tab. ebenfalls 100 uM Rifampicin enthielten. Fliissigkulturen wurden im
Allgemeinen bei 30 °C und 250 rpm iiber Nacht angezogen. Die Anzucht auf Festmedium
erfolgte auf YEB-Agar mit Selektionsmarker fiir 3 Tage bei 30 °C inkubiert.

4.1.3. Anzucht von Saccharomyces cerviseae Kulturen

Fiir verschiedene Hefe-2-Hybrid-Ansitze wurden Hefekulturen in YPAD-Fliissigmedium iiber
Nacht bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. Wurden die Kulturen auf Festmedium angezogen, so wur-
de SC-Medium verwendet. Fiir die Selektion von positiven Transformanten wurde SC-Medium
ohne Leucin und Tryptophan (SC-It) genutzt, wiahrend die Selektion von positiven Interaktionen
auf SC-Medium ohne Histidin, Uracil, Leucin und Tryptophan (SC-hult) vorgenommen wurde.
Die Anzucht auf Festmedium erfolgte fiir 3-5 Tage bei 30 °C.

4.1.4. Anzucht von Arabidopsis thaliana

4.1.4.1. Anzucht von Arabidopsis thaliana auf Erde

Sofern nicht anders beschrieben, erfolgte die Anzucht von A. thaliana unter Kurztagbedingungen
(SD; 8 h /16 h) auf GS-90 Einheitserde, welche im Verhiltnis 2:1 mit Vermiculit vermischt wurde.
Unter Standardbedingungen wuchsen die Pflanzen bei 100 - 120 pE und 40 % Luftfeuchte.
Ausgebrachtes Saatgut wurde fiir 3 Tage bei 4 °C stratifiziert und anschliefSend fiir 4 Wochen
angezogen. Danach erfolgte fiir die Blithinduktion ein Transfer in Langtagbedingungen (16 h /8
h). Je nach Fragestellung wurden die verwendeten Pflanzen weiterhin unter kontinuierlichen
Lichtbedingungen (CL; 100 pE), Starklicht (HL; tiber 750 pE), erhohten Lichtbedingungen (hL;
350 pE) sowie extremen Kurztagbedingungen (USD; 5 h / 19 h; 80 pE) angezogen.

4.1.4.2. Sterilanzucht von Arabidopsis thaliana

Erfolgte eine Anzucht auf MS-Medium, wurde das verwendete Saatgut zuerst fiir 5 min mit 70
% Ethanol desinfiziert. AnschliefSend wurde das Saatgut zweimal mit autoklaviertem Wasser
gewaschen und auf %42 MS-Agarplatten ausgebracht. Nach einer 3-tagiger Stratifizierung wurden
die Samen unter Kurztagbedingungen bei 80 - 90 uE angezogen. Je nach Fragestellung wurde zu
dem verwendeten Agarmedium 400uM ALA, 800 uM ALA oder 5 uM Norflurazon hinzugefiigt.

4.1.5. Anzucht von Nicotiana benthamiana

Die Anzucht von N. benthamiana Pflanzen erfolgte unter Langtagbedingungen (16 h / 8 h) und
150 - 250 pE auf Typ-T Einheitserde. Keimlinge wurden fiir mindestens 3 Wochen angezogen,
bevor sie fiir weitere Experimente genutzt wurden.
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4.2. Transformationstechniken
4.2.1. Chemische Transformation von Escherichia coli

Fiir die chemische Transformation E. coli wurden 50 ul einer chemisch kompetenten Zellsuspen-
sion auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der zu transformierenden DNA wurde der Ansatz fiir 25- 30
min auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde ein Hitzeschock (90 sec; 42 °C) durchgefiihrt.
Nach einer Inkubation fiir 1 min auf Eis wurde 1 ml LB-Medium hinzugefiigt. AnschliefSend
wurde die Zellsuspension fiir 45 - 60 min bei 37 °C und 250 rpm regeneriert. Ein Aliquot des
Transformationsansatzes (50 - 100 pl) wurde auf LB-Agar ausplattiert. Fiir die Selektion von
positiv transformierten Zellen wurde der plasmidspezifische Selektionsmarker verwendet. Die
LB-Agar Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.2.2. Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von kompetenten A. tumefaciens Zellen erfolgte mittels Elektroporation.
Hierfiir wurden je nach Dichte 10 - 20 pl einer A. tumefaciens-Zellsuspension verwendet und mit
2 ng des zu transformierenden Vektors vermischt. Das Gemisch wurde in eine vorgekiihlte Elek-
troporationskiivette (1 mm Schlitz) {iberfiihrt und bei einer Spannung von 1800 V (Kapazitit 50
uF, Widerstand 129 ) elektroporiert. Zur Regeneration wurden die Zellen in 500 pl YEB-Medium
aufgenommen und fiir 3 - 4 h bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. Zur Selektion von positiven
Transformanten wurde ein Aliquot des Gemisches auf YEB-Agar Platten mit vektorspezifischem
Selektionsmarker ausplattiert. Die Selektion erfolgte fiir 3 Tage bei 30 °C.

4.2.3. Transformation von Saccharomyces cerviseae

1x Tris-EDTA (TE) Puffer: 10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8,0
Lithium-Acetat (LiAc) Puffer: 1 M Lithium-Acetat in TE-Puffer

Die Transformation von Hefe erfolgte mittels der Licium-Acetat-Methode. Hierfiir wurden die
verwendeten Hefestimme L40ccuA (Koder) und L40ccua (Beute) in 5 ml YPAD-Medium in-
okuliert und bei 28 °C iiber Nacht angezogen. Am Folgetag wurden 100 ml des vorgewarmten
YPAD-Mediums mit der Vorkultur inokuliert, sodass eine optische Dichte von ODggg nm = 0,08 -
0,1 erreicht wurde. Die so hergestellte Hauptkultur wurde bei 28 °C und 180 - 240 rpm inkubiert,
bis eine optische Dichte von ODgyg nm = 0,5 - 0,6 erreicht wurde. Die Zellen wurden fiir 5 min bei
2.500 xg und RT pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml sterilem dd-Wasser aufgenommen. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min, 2.500 xg, RT) wurde das gewonnene Pellet in 0,5
ml LiAc/TE- Puffer resuspendiert. AnschliefSend wurde der vorbereitete Transformationsmix
(Tabelle[4.3) zugefiigt. Hierbei war zu beachten, dass die ssDNA zuerst fiir 5 min bei 95 °C aufge-
kocht und anschliefSend fiir 1 min auf Eis inkubiert wurde. Im Anschluss wurde die chemische
Transformation fiir 30 min bei 42 °C durchgefiihrt. Nach Ablauf der Zeit wurde 1 ml steriles
Wasser zum Transformationsansatz hinzugefiigt, welcher anschliefSend kurz zentrifugiert (1
min, 4.000 xg, RT) wurde. Das entstandene Pellet wurde in 1 ml sterilem Wasser aufgenommen.
Ein Aliquot wurde auf SC-Agar ausplattiert und fiir 2-3 Tage bei 30 °C inkubiert.
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Tabelle 4.3. — Transformationsmix der Licium-Acetat-Transformation von Saccharomyces cerviseae

Komponente Menge
ssDNA (Lachssperma) 1 ul

1 M LiAc 35,5 ul
50 % PEG 240 pl
H,0 78,5 111
Plasmid-DNA (200 ng) 5 ul
Zellsuspension 50 ul

4.2.4. Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Infiltrationsmedium: 1/2 MS; 0,05 % MES; 5 % Saccharose; pH 5,7; (0,05 % Silwett-70)

Fiir die stabile Transformation von Arabidopsis wurde die floral-drop-Methode angewandt. Die zu
transformierenden Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen zur Bliite gebracht. Vor Beginn
der Transformation wurde das Zielplasmid in A. tumefaciens eingebracht (Abschnitt[4.2.2). Eine
positiv selektierte Kolonie wurde in YEB-Medium mit spezifischem Selektionsmarker inokuliert
und iiber Nacht angezogen. Am folgenden Tag wurden die Zellen pelletiert (8 min, 7.000 xg, RT)
und zweimal mit dd-Wasser gewaschen (5 min, 7.000 xg, RT). AnschliefSend wurde das Pellet in 2
ml Infiltrationsmedium aufgenommen. Die optische Dichte wurde auf ODgyg nm = 0,4 eingestellt.
Die so vorbereiteten Zellsuspensionen wurden mit 0,05 % Silwett-70 versetzt und vorsichtig auf
die noch geschlossenen Bliiten getraufelt. Nach der Transformation wurde sichergestellt, dass
die Pflanzen fiir einen Tag hoher Luftfeuchte ausgesetzt waren. Die Transformation wurde 1-
2mal fiir die nachwachsenden Bliiten wiederholt. Nach 2-4 Wochen konnten die abgetrockneten
Samen geerntet werden.

4.2.5. Transiente Transformation von Arabidopsis thaliana

Infiltrationsmedium: 100 mM MES; 20 mM MgCl;; 200 uM Acetosyringon

Fiir die transiente Repression des TPR1-Gens wurde das Virus induced gene silencing (VIGS)
Verfahren verwendet. Hierfiir wurde ein 400 bp Fragment von TPR1 in den pTRV2 Vektor mittels
klassischer Klonierung eingebracht. Dieser Vektor wurde anschliefSsend in A. tumefaciens trans-
formiert und auf YEB-Agar Platten mit spezifischem Selektionsmarker ausgebracht. Positive
Transformanten wurden in YEB-Medium mit spezifischem Selektionsmarker inokuliert und
tiber Nacht inkubiert. Die Kulturen wurden am folgenden Tag fiir 8 min bei 7.000 xg und RT
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde zweimal mit dd-Wasser gewaschen (8 min, 7.000
xg, RT) und anschliefSend in Infiltrationsmedium aufgenommen. Die optische Dichte wurde
auf ODgpo nm = 0,6 eingestellt. AnschliefSend wurden die Kulturen fiir 3-4 h bei RT inkubiert.
Nach Ablauf der Zeit wurden die pTRV1 und pTRV2-TPR1 Vektoren 1:1 gemischt und mit einer
Infiltrationskantile in die Kotelydonen von 7 Tage alten Keimlingen injiziert. Die Keimlinge
wuchsen anschliefSend fiir 14 Tage in CL bei 19 °C. Nach 14 Tagen konnte der Silencing Effekt
nachgewiesen werden.
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4.2.6. Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana

Infiltrationsmedium: 100 mM MES; 20 mM MgCl;; 100 pM Acetosyringon

Fiir die transiente Uberexpression verschiedener Konstrukte in N. benthamiana wurden diese
in A. tumefaciens transformiert. Nach Ubernacht-Anzucht der A. tumefaciens-Kulturen wurden
die Zellen fiir 8 min bei 7.000 xg und RT pelletiert. Das entstandene Pellet wurde zweimal mit
dd-Wasser gewaschen (8 min, 7.000 xg, RT) und anschliefSend in 0,5 ml Infiltrationsmedium
aufgenommen. Die optische Dichte wurde auf ODggg nm = 0,3 eingestellt. AnschliefSend wurden
die zu testenden Interaktionspartner 1:1 gemischt und in N. benthamiana infiltriert. Die Pflanzen
wurden anschliefSend fiir 2-3 Tage in Dunkelheit gehalten.

4.3. Molekularbiologische Methoden
4.3.1. DNA

4.3.1.1. Extraktion von DNA aus Blattgewebe

DNA-Extraktionspuffer: 0,1 M Tris; 0,05 M EDTA pH 8,0; 0,5 M NaCl; 1 % (v/v) PVP-40
KOACc: 3 M Kaliumactetat; 2 M Essigsdure

Fiir die Extraktion von DNA wurden ca. 25 mg Blattmaterial geerntet. Das Blattgewebe wurde in
500 ul Extraktionspuffer homogenisiert und mit 66 ul 10 % (w/v) SDS versetzt. Nach einer 10-
miniitigen Inkubation bei RT wurden die Proben fiir 10 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit 166 ul KOAc vermischt und fiir 15 min bei 16.100 xg und RT zentrifugiert.
Der dadurch erzeugte Uberstand wurde mit 500 pl Isopropanol versetzt. Die Fallung der DNA
erfolgte daraufhin fiir 20 min auf Eis. Das durch die sich anschliefRenden Zentrifugation (20 min,
16.100 xg, 4 °C) gewonnene Pellet wurde zweimal mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen (5 min,
16.100 xg, 4 °C). Das Pellet wurde bei RT getrocknet und final in 100 ul RNase-A-Losung (40 pg/
pl in TE-Puffer) resuspendiert. Der RNase Verdau erfolgte fiir 90 min bei RT.

4.3.1.2. Extraktion von DNA aus Zellkulturen

Puffer 1: 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 ;10 mM EDTA pH 8,0; 100 ug/ml RNase A
Puffer 2: 200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS
Puffer 3: 3 M Kaliumacetat in 100 % Essigsdure, pH 5,5

Die liber Nacht gewachsene E. coli-Zellkultur wurde geerntet (2 min, 16.100 xg, 4 °C) und das
Pellet wurde mit 300 ul Puffer 1 versetzt. Die Suspension wurde fiir 5 min bei 37 °C inkubiert.
Anschlieféend wurden 300 ul des Puffers 2 hinzugefiigt und die Suspension wurde fiir weitere 5
min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden 300 ul Puffer 3 hinzugegeben und die Suspen-
sion wurde fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min, 16.100 xg,
4 °C) wurde der Uberstand mit 1 Vol Isopropanol vermischt. Die darauffolgende Prizipitation
der DNA erfolgte fiir 10 min bei RT, gefolgt von einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min,
13.000 xg, 4 °C). Das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml 70 % Ethanol gewaschen (5 min, 13.000
xg, 4 °C), bei RT getrocknet und abschliefSend in 50 pl dd-Wasser resuspendiert.

4.3.1.3. Analyse von DNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction; PCR) wurde fiir die Amplifikation
von DNA verwendet. Je nach Fragestellung wurden unterschiedliche Sequenz spezifische Primer
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benutzt, welche in Tabelle|lllangegeben sind. Der im Allgemeinen verwendete Reaktionsansatz
ist in Tabelle |4.4]aufgefiihrt.

Tabelle 4.4. — Verwendeter Reaktionsansatz fiir die allgemeine Amplifikation von DNA. Die benutze
Polymerase (DreamTaq) wurde von Thermo Scientific bezogen.

Komponente Volumen
dd-Wasser 7,55 ul
10x Green Buffer 1,00 pl
10 mM dNTPs 0,40ul
10 uM Primer fwd 0,25 pl
10 uM Primer rev 0,25 pl
DreamTaq 0,05 ul
extrahierte DNA 0,50 ul

Die verwendete Programmierung des Thermocyclers (Biorad) ist in Tabelle [4.5|angegeben. Die
Annealing-Temperaturen wurden in Abhangigkeit der spezifischen Primer gewihlt.

Tabelle 4.5. — Verwendete Programmierung des Thermocyclers. Die Elongationszeit wurde, entsprechend
der verwendeten DreamTaq-Polymerase, mit 1 kb/min angegeben.

Schritt Temperatur Zeit Wdh
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min -
Denaturierung 95 °C 30 sec
Annealing primerspezifisch 30 sec
Elongation 72 °C 1 kb/min 35-40
finale Elongation 72 °C 5 min -

4.3.1.4. DNA Gelelektrophorese
1x Tris-Acetat-EDTA (TAE-Puffer): 40 mM Tris; 20 mM Essigsdure; 1 mM EDTA

Zur Analyse von isolierter DNA oder PCR-Produkten wurden, sofern nicht anders gekennzeich-
net, 1 %ige TAE-Agarosegele verwendet. Durch Zugabe von 0,025 pl/ml HD-Green™ Plus (Intas)
wurde doppelstrangige DNA sichtbar gemacht. Zur Kontrolle der Fragmentgrofie wurde ein 1
kb DNA-Marker (1 kbp Ladder, Thermo Scientific) verwendet. Die elektrophoretische Auftren-
nung der Fragmente erfolgte fiir 30 min bei 90 V in 1x TAE-Puffer. AnschliefSend wurden die
PCR-Amplifikate mit Hilfe eines UV-Transilluminators (Intas) durch Anregung bei A= 312 nm
sichtbar gemacht. Wurde das aufgetrennte Fragment fiir weiter Analysen benotigt, so wurde es
mit Hilfe eines Skalpells aus dem Agarosegel ausgeschnitten und konnte so bei -20 °C gelagert
werden.
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4.3.2. RNA

4.3.2.1. Extraktion von RNA

Zelllysepuffer (Losung 1): 68 mM Na-Zitrat; 132 mM Zitronensdure; 1 mM EDTA; 2 % (w/v) SDS
DNA-Prazipitationspuffer (Losung 2): 4 M NaCl; 16 mM Na-Zitrat; 32 mM Zitronensadure

Die Extraktion von pflanzlicher RNA erfolgte mittels der Zitratmethode nach Onate-Sanchez
und Vincente-Carbajosa [373]. Es wurden hierfiir 25 - 50 mg Blattmaterial geerntet und im
fliissigen Stickstoff homogenisiert. AnschliefSend wurden 300 ul der Losung 1 hinzugefiigt. Die
Proben wurden fiir 5 min bzw. bis die Losung klar wurde bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 100
pl Losung 2 wurden die Proben fiir 10 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefafd tiberfiihrt und erneut zentrifugiert. Der so erzeugte klare
Uberstand wurde mit 1 Vol Isopropanol gemischt. Die RNA wurde fiir 4 min bei 14.000 xg und
RT gefillt. Das entstandene Pellet wurde zweimal mit 900 ul 70 % Ethanol gewaschen, bei RT
getrocknet und abschliefSend in 25 ul dd-Wasser resuspendiert. Zum Auflosen von sekundéren
Strukturen wurde die RNA in fliissigem Stickstoff gefroren und daraufhin fiir 10 min bei 65 °C
erhitzt. Nach kurzer Zentrifugation (2 min, 16.100 xg, 4 °C) wurde die Konzentration der RNA
mit Hilfe des Nanodrops bestimmt.

4.3.2.2. RNA-Gelektrophorese
0,5x Tris-Borat-EDTA (TBE): 110 mM Tris; 90 mM Borat; 2,5 mM EDTA; pH 8,3

Die Qualitatsbestimmung der extrahierten RNA erfolgte mittels TBE-Agarose-Gelelektrophorese.
Hierfiir wurde 1 ug RNA auf ein 1 %iges Agarosegel (in 1x TBE) geladen. Um doppelstringige
RNA sichtbar zu machen, wurden 0,025 pl/ml HD-Green™ Plus (Intas) hinzugegeben. Die
Auftrennung erfolgte fiir 30 - 40 min bei 70 V. AnschliefSend wurde die RNA mit Hilfe eines
Transilluminators (A= 312 nm; Intas) detektiert.

4.3.2.3. DNAse-Verdau und reverse Transkription

Um die extrahierte RNA mittels quantitativer PCR analysieren zu konnen, musste diese zuerst
in cDNA umgewandelt werden. Davor wurde die RNA mit DNAsel behandelt, um verbliebene
genomische DNA zu entfernen. Hierfiir wurde 1 ug RNA in 4 ul dd-Wasser verdiinnt und mit 1
U DNAsel und 1x DNAsel Puffer (Thermo Scientific) versetzt. Der DNA-Verdau erfolgte fiir 30
min bei 37 °C. Durch Zugabe von 1 ul 25 mM EDTA und einer Inkubation fiir 10 min bei 65 °C
wurde die DNAsel inaktiviert. Fiir die reverse Transkritpion wurde der folgende Reaktionsansatz
zur DNAse behandelten RNA hinzugegeben (Tabelle [4.6). Die reverse Transkription erfolgte fiir
60 min bei 42 °C mit abschliefSender Inaktivierung der Transkriptase fiir 10 min bei 70 °C. Die
gewonnene cDNA wurde mit dd-Wasser 1:5 verdiinnt und bei -20 °C gelagert.
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Tabelle 4.6. — Verwendeter Reaktionsansatz zur reverse Transkription

Komponente Volumen
DNAse behandelte RNA 4,50 ul
5x RT-Puffer (Thermo Scientific) 2,00 ul
10 mM dNTP-Mix 1,00 pl
10 uM Oligo-dT Primer 0,50 ul
dd-Wasser 0,25 ul
Ribulock-RNAse Inhibitor (Thermo Scientific) 0,25 ul
Reverse Transkriptase (Thermo Scientific) 0,50 pl

4.3.2.4. Analyse von Genexpression mittels gPCR

Fiir die Bestimmung des Transkriptgehalts wurde die umgeschriebene cDNA mit dem in Tabelle
angegeben Reaktionsansatz versetzt.

Tabelle 4.7. — Verwendeter Reaktionsansatz fiir die Bestimmung des Transkriptgehalts mittels gPCR.
Die verwendeten Primer sind in Tabelle|lIljangegeben.

Komponente Volumen
2x Sensimix (Biotool) 3,00 ul
dd-Wasser 2,20 pl

100 uM Primer fwd 0,15 ul
100 uM Primer rev 0,15 ul
cDNA (1:5) 0,50 ul

Der Nachweis der Transkriptgehalte wurde mit Hilfe eines Thermocyclers (BioRad CFX96 qPCR
System) durchgefiihrt. Das verwendete Programm ist in Tabelle 4.8 angegeben. Die spezifischen
Primer wurden hierbei so gewihlt, dass sie eine Annealingtemperatur von 60 °C aufwiesen.
Die erhaltenen threshold cycle (Ct) Werte wurden mittels der AACt-Methode ausgewertet. Fiir
die Bildung desACt-Wertes wurde Actin als Referenzgen verwendet. Fiir die Berechnung des
AACt-Wertes wurde, sofern nicht anders angegeben, die gemessenen Transkriptmengen der
Probe auf den Transkriptgehalt des gleichbehandelten Wildtyps bezogen.

Tabelle 4.8. — Verwendetes qPCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit Wdh
Initiale Denaturierung 95 °C 30 Sek. -
Denaturierung 95 °C 10 Sek.

Annealing und Elongation 60 °C 30 Sek. 40
Denaturierung 95 °C 15 Sek. -
Schmelzkurve 60 - 95 °C 5Sek./0,5°C -
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4.3.3. Klonierung

4.3.3.1. Erzeugte und verwendete Vektoren

Die in dieser Arbeit benutzten Ausgangsvektoren wurden in Tabelle |4.9|aufgefiihrt.

Tabelle 4.9. — Verwendete Ausgangsvektoren.
Beschreibung Resistenz Referenz

Bezeichnung

pJet2.1 blunt Klonierungsvektor AmpR (100 upM) Thermo Scientific
pET28a+ Expressionsvektor Kan®R (50 uM) Merck

pTRV1 VIGS Vektor KanR(50 uM) [287]

pTRV2 VIGS Vektor KanR (50 uM) [287]

pDONOR221 entry GATEWAY Vektor KanR(50 uM) Thermo Scientific
pDEST-GW-VYNE BiFC Vektor Kan® (50 uM) [374]
pDEST-GW-VYCE  BiFC Vektor KanR (50 pM)  [374]

pNUB Split-Ubi Vektor AmpR (100 upM) [113]
pDHB1 Split-Ubi Vektor KanR (50 uM)  [113]
pCAMBIA-HA binirer Vektor Kan®R (50 uM)  [239]

Fiir die Erzeugung von Vektoren erfolgte {iber zwei unterschiedliche Klonierungsstrategien. Die
Wahl der Klonierungsmethode fand dabei in Abhéngigkeit der experimentellen Zielstellung statt.
Fiir Bimolekulare Fluoreszenz-Komplementationsanalysen (BiFC) sowie fiir Hefe-2-Hybrid Ex-
perimente wurde die GATEWAY-vermittelte Klonierung verwendet. Fiir alle weiteren Konstrukte
wurde mit der klassischen, restriktionsvermittelten Klonierung gearbeitet. Eine Ubersicht tiber
die erzeugten Vektoren ist in Tabelle[4.3.3.1]zu sehen.

Tabelle 4.10. — Erzeugte und verwendete Vektoren.
Konstrukt Vektor Bemerkung
rekombinante Expression
6xHis-TPR1 pET28a(+)

TPR1 cDNA; -TP; -ATG

6xHis-SG1  pET28a(+)
SG1-6xHis  pET28a(+)
6xHis-TPR7 pET28a(+)
6xHis-TPR9 pET28a(+)

SGI cDNA; -TP; -ATG
SGI cDNA; -TP; -ATG

TPR7 cDNA; -TP; -ATG
TPR9 cDNA; -TP; -ATG

Hefe-2-Hybrid

TPR1-Cub  pDHBI
SG1-Cub  pDHBI
TPR4-Cub  pDHBI
TPR7-Cub  pDHB1
TPR9-Cub  pDHB1

TPR1 cDNA; -TP; -Stop; erzeugt durch Maxi Rothbart
SG1 cDNA; -TP; -Stop; erzeugt durch Maxi Rothbart
TPR4 cDNA; -TP; -Stop ; erzeugt durch Maxi Rothbart
TPR7 cDNA; -TP; -Stop

TPR9 cDNA; -TP; -Stop

TPR1-Nub  pNUB
SG1-Nub pNUB
TPR4-Nub  pNUB
TPR7-Nub  pNUB
TPR9-Nub pNUB

TPR1 cDNA; -TP; -Stop; erzeugt durch Maxi Rothbart
SG1 cDNA; -TP; -Stop; erzeugt durch Maxi Rothbart
TPR4 cDNA; -TP; -Stop; erzeugt durch Maxi Rothbart
TPR7 cDNA; -TP; -Stop

TPR9 cDNA; -TP; -Stop

Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation

TPR1-G1 pDEST-GW-VYNE TPRI1 cDNA; +TP; -Stop ; erzeugt durch Maxi Rothbart
SG1-G1 pDEST-GW-VYNE SGI cDNA; +TP; -Stop ; erzeugt durch Maxi Rothbart
TPR7-G1 pDEST-GW-VYNE TPR7 cDNA; +TP; -Stop
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TPR9-G1 pDEST-GW-VYNE TPR9 cDNA; +TP; -Stop

TPR1-G3 pDEST-GW-VYCE TPRI1 cDNA; +TP; -Stop ; erzeugt durch Maxi Rothbart
SG1-G3 pDEST-GW-VYCE SGI cDNA; +TP; -Stop ; erzeugt durch Maxi Rothbart
TPR7-G3 pDEST-GW-VYCE TPR7 cDNA; +TP; -Stop

TPR9-G3 pDEST-GW-VYCE TPR9 cDNA; +TP; -Stop

Komplementation von transgenen Linien

TPR1-HA pCAMBIA-HA TPR1 cDNA; +TP; -Stop
TPR9-HA pCAMBIA-HA TPR1 cDNA; +TP; -Stop
VIGS

TPR1-VIGS pTRV2 400 bp TPR1 cDNA

4.3.3.2. Restriktionsenzym-vermittelte Klonierung

4.3.3.2.1. Erstellung des Ausgangsfragmentes

Fiir die klassische Klonierung wurden zwei Restriktionsschnittstellen flankierend zu dem Zielgen
angefiigt. Fiir die Erstellung dieses Ausgangsfragmentes wurde Col-0 cDNA als Matrize einge-
setzt. Der verwendete Reaktionsansatz ist in Tabelle aufgefiihrt. Es wurde das in Abschnitt
4.3.1.3]angegebene PCR-Programm verwendet. Nach Abschluss der PCR wurde der Ansatz mit
5 pl 6x Ladepuffer versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abschnitt[4.3.1.4). Das
Zielfragment wurde ausgeschnitten und aus dem Agarosemedium extrahiert (Invisorb Gelex-
traktionskit). Die Aufreinigung erfolgte hierbei nach Herstellerangaben. Die Konzentration der
extrahierten DNA wurde mittels Nanodrop bestimmt.

Tabelle 4.11. — Phusion PCR Ansatz

Komponenten Volumen
dd-Wasser 32,70 ul
5x Phusion-Puffer (NEB) 10,00 pl
10 uM Primer fwd 2,50 ul

10 uM Primer rev 2,50 ul

10 mM dNTPs 1,00 pl
cDNA (1:5) 1,00 ul

Phusion Polymerase (NEB) 0,30 ul

4.3.3.2.2. Ligation in pJET2.1

Zur Erzeugung des Zwischenvektors wurde 1 ng des Zielfragments in den pJET2.1-blunt-Vektor
ligiert. Der dafiir verwendete Ansatz wurde in Tabelle zusammengefasst. Der Ligationsan-
satz wurde fiir 10 min bei RT inkubiert und anschliefsend in DH5« E. coli transformiert. Positive
Transformanten wurden auf LB-Amp-Agarplatten tiber Nacht selektiert. Am Folgetag wurde
das Vorhandensein des Zielfragments in selektierten Kolonien mittels PCR tiberpriift. Positive
Transformanten wurden in 3 ml LB-Amp-Medium inokuliert und iiber Nacht angezogen. Am
ndchsten Tag wurde aus den selektierten Kulturen DNA extrahiert.
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Tabelle 4.12. — pJET2.1 Ligation

Komponenten Volumen
2x pJET-Ligations-Puffer (Thermo Scientific) 5,00 ul
pJet2.1-blunt Vektor (Thermo Scientific) 0,50 pl

1 ng Zielfragment max. 4,00 ul
T4-DNA-Ligase (Thermo Scientific) 0,50 ul
dd-Wasser auf 10,00 pl

4.3.3.2.3. Sequenzierung

Um die Richtigkeit von klonierten Sequenzen zu iiberpriifen, wurden 1 pg der zu untersuchenden
DNA mit 4 ul des pJET2.1 fwd Primers ( 10 pM; Thermo Scientific) auf ein Gesamtvolumen von
12 ul aufgefiillt. Die Sequenzierung wurde erfolgt durch LGC-Genomics. Die Auswertung der
erzeugten Sequenz wurde mittels Vector NTI (Thermo Scientific) realisiert.

4.3.3.2.4. Restriktionsverdau

Sobald die Sequenz iiberpriift war, wurde sowohl das Zielfragment als auch der Zielvektor mit
den zwei gewiahlten Restriktionsenzymen verdaut. Der dafiir verwendete Ansatz ist in Tabelle
zu sehen. Der Verdau wurde fiir 2 h bei der fiir die Restriktionsenzyme optimalen Tempe-
ratur inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden 1,5 pl 6x DNA-Ladepuffer zum Reaktionsansatz
hinzugefiigt und dieser wurde elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abschnitt [4.3.1.4). Das
Zielfragment wurde aus dem Gel geschnitten und eluiert (Gelextraktionskit; Invisorb). Die
Konzentration der DNA wurde mittels Nanodrop bestimmt.

Tabelle 4.13. — Ansatz eines Restriktionsverdaus

Komponente Volumen
1 ug extrahierte DNA max. 8,0 ul
Verdau-Puffer 1,0 ul

Restriktionsenzym 1 0,5 pl
Restriktionsenzym 2 0,5 ul
dd-Wasser auf 10 pl

4.3.3.2.5. Ligation in den Zielvektor

Fiir die Ligation des Zielgens in den Endvektor wurden die zuvor verdauten Fragmente (siehe
oben) in einem molaren Verhiltnis von 3:1 (Insert:Vektor) eingesetzt. Die dafiir benotigte Menge
des Zielfragments wurde mit Hilfe des Ligation Calculators (Insilico; Universitédt Diisseldorf)
ermittelt. Der darauf aufbauende Ligationsansatz wurde in Tabelle zusammengefasst.
Die Ligation fand fiir 2 h bei RT statt. AnschliefSend wurde die T4-DNA-Ligase fiir 10 min bei
65 °C inaktiviert. Der gesamte Ligationsansatz wurde in DH5« Zellen transformiert und auf
LB-Agarmedium ausplattiert, welches den vektorspezifischen Selektionsmarker enthielt. Die
Selektion erfolgte iiber Nacht bei 37 °C. Am Folgetag wurden mittels PCR die korrekte Insertion
des Zielgens verifiziert. Positiv getestete Transformanten wurden in 3 ml LB inokuliert und iiber
Nacht bei 37 °C angezogen. AnschliefSend aus erfolgreich selektierten Kulturen DNA isoliert und
das finale Plasmid wurde abschliefsend in den jeweiligen Ziel-Expressionsstamm transformiert.
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Tabelle 4.14. - Ligation in den Zielvektor

Komponenten Volumen

2x T4-Ligase Puffer (NEB) 5,00 ul

25 ng Zielvektor 1,00 pl

x ng Zielfragment max. 4,00 pl
dd-Wasser auf 9,50 pl auffiillen
T4-DNA-Ligase (NEB) 0,50 ul

4.3.3.3. GATEWAY®vermittelte Klonierung

4.3.3.3.1. Erstellung des Zielfragmentes mittels two step PCR

Bei der GATEWAY-vermittelten Klonierung wurden zwei Rekombinationsstellen flankierend
zum Zielgen angefiigt, um das Einbringen dieses in den jeweiligen Eingangs- und Zielvektor zu
ermoglichen. Die Erstellung dieses Ausgangsfragments erfolgte in zwei Teilschritten. Die dabei
verwendeten Reaktionsansdtze wurden in Tabelle[4.15|zusammengefasst. Der erste Schritt diente
der Amplifikation des Zielgens, welches von zwei Teilsequenzen der Rekombinationsstellen
flankiert wurde. Dabei wurde das in Abschnitt beschriebene PCR-Programm genutzt. Im
zweiten Schritt erfolgte die Verlangerung der Rekombinationsteilsequenzen aus dem ersten
Reaktionsschritt mit Hilfe des in Tabelle[4.16]angegeben PCR-Programms. Nach Abschluss dieser
zwei PCR-Reaktionen wurde der Ansatz mit 10 ul 6x DNA-Ladepuffer (Thermo Scientific) versetzt
und auf ein 1 %iges Agarosegel geladen. Das Fragment mit der entsprechenden Zielgrofse wurde
ausgeschnitten und aus dem Gel eluiert. Die Elution erfolgte hierbei mit einem Gelextraktionskit
(Invisorb) nach Herstellerangaben. Die Konzentration der DNA wurde abschliefSend mittels
Nanodrop quantifiziert.

Tabelle 4.15. — Reaktionsansiitze der GATEWAY®Klonierung

Schritt Komponente Volumen

Schritt 1 dd-Wasser 20,10 ul
5x Phusion Puffer (NEB) 6,00 ul
10 uM Primer fwd 1,00 ul
10 uM Primer rev 1,00 pl
10 mM dNTPs 0,60 ul
Phusion Polymerase (NEB) 0,30 ul
cDNA (1:5) 2,00 ul
PCR fiir 30 Zyklen

Schritt 2 Schritt 1 Reaktion 20,00 pl
dd-Wasser 13,50 pl
5x Phusion Puffer (NEB) 10,00 pl
10 uM attB Primer fwd 5,00 ul
10 uM attB Primer rev 5,00 ul
10 mM dNTPs 1,00 ul

Phusion Polymerase (NEB) 0,50 ul
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Tabelle 4.16. — Verwendetes PCR-Programm des zweiten Teilschrittes der GATEWAY ®Klonierung

Schritt Temperatur Zeit Wdh
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min -
Denaturierung I 95 °C 1 min
Annealing I 50 °C 30 sec
Elongation I 72 °C 1 kb/min 15
finale Elongation I 72 °C 5 min -
Denaturierung II 95 °C 1 min
Annealing II 65 °C 30 sec
Elongation II 72 °C 1 kb/min 30
finale Elongation II 72 °C 7 min -

4.3.3.3.2. Erzeugung des GATEWAY®Eingangsvektors

Die Insertion des eluierten Zielfragmentes in den Eingangsvektor erfolgte per Rekombinati-
on, was durch die BP-Clonase (Thermo Scientific) katalysiert wurde. Der dabei verwendete
Reaktionsansatz wurde in Tabelle angegeben. Dieser Reaktionsansatz wurde fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefSend wurde die BP-Clonase nach Zugabe von 1 ul Pro-
teinase K (Thermo Scientific) fiir 10 min bei 37 °C inhibiert. Im Anschluss wurde der gesamte
Reaktionsansatz in DH5« E. coli Zellen transformiert. Die Selektion erfolgte auf LB-Agarplatten,
welche den vektorspezifischen Selektionsmarker enthielten. Nach positiver Selektion und Ve-
rifizierung der vollstandigen Insertion des Zielfragmentes mittels PCR, wurden jeweils eine
erfolgreich transformierte Kolonie in 4 ml LB-Medium angeimpft und iiber Nacht angezogen.
Am Folgetag wurde die DNA der Kulturen isoliert. Die Korrektheit des Zielgens wurde durch
Sequenzierung tiberpriift.

Tabelle 4.17. — BP-Reaktion zur Erzeugung des Eingangsvektors

Komponente Volumen
300 ng pDONR221 1,00 ul
BP-Klonase 2,00 ul

TE-Puffer pH 8,0 2,00 pl
100 ng eluierte DNA 5,00 pl

4.3.3.3.3. Erzeugung des GATEWAY®Zielvektors

Fiir die Erzeugung des GATEWAY ®Zielvektors erfolgte ebenfalls per Rekombination, welche
durch die LR-Clonase (Thermo Scientific) katalysiert wurde. Der Dabei verwendete Reaktions-
ansatz wurde in Tabelle angegeben. Die Reaktion fand fiir 1 h bei Raumtemperatur statt
und wurde nach Ablauf der Zeit durch die Zugabe von 1 ul Proteinase K inhibiert. Die Inhibition
wurde fiir 10 min bei 37 °C durchgefiihrt. Anschliefiend wurde der gesamte Reaktionsansatz in
DB3.1 E. coli Zellen transformiert. Positive Transformanten wurden auf LB-Agarmedium, welche
den vektorspezifischen Selektionsmarker enthielten, selektiert. Am Folgetag wurden das Vor-
handensein des Zielgens mittels PCR iiberpriift. Im Falle einer verifizierten Transformation des
Zielgens wurde die entsprechende Kolonie in 4 ml LB-Medium mit vektorspezifischen Selektions-
marker iiber Nacht angezogen. Zuletzt wurde die DNA des Zielvektors aus den angewachsenen
Kulturen isoliert, aufgereinigt (DNA-Purification Kit; Invisorb) und fiir die Transformation von
Agrobakterien verwendet.

189



Material und Methoden

Tabelle 4.18. — LR-Reaktion zur Erzeugung des Zielvektors

Komponente Volumen
Ausgangsvektor (15-150 ng) max. 7 ul
Zielvektor (150 ng/ul) 1ul

TE-buffer pH 8,0 auf 8 yl auffiillen

LR-Klonase (Thermo Scientific) 2 ul

4.4. Proteinbiochemische Methoden
4.4.1. Expression von rekombinanten Proteinen

Fiir in vitro Ansdtze und zur Herstellung von spezifischen Antikorpern wurden die selektierten
TPR-Proteine in E.coli rekombinant zur Expression gebracht. Zuvor wurde der entsprechende
Expressionsvektor durch klassische Klonierung erzeugt. Dieser Vektor wurde in den verwendeten
Expressionsstamm transformiert. Die Transformanten wurden auf LB-Agarmedium, welches den
vektorspezifischen Selektionsmarker enthielt, tiber Nacht selektiert. Am Folgetag wurde je eine
positiv selektierte Kolonie in 4 ml LB-Medium inokuliert und erneut iiber Nacht inkubiert. Diese
so erstellte Vorkultur wurde anschliefSsend in einer Verdiinnung von 1:100 zum Animpfen der
Hauptkultur eingesetzt. Die Hauptkultur wurde so lange bei 37 °C inkubiert, bis eine optische
Dichte von ODgyp nmy = 0,6 - 0,8 erreicht wurde. Danach erfolgte die Induktion der Expression mit
1 mM Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG). Um den optimalen Zeitpunkt der Zellernte
zu bestimmen, wurde aus einer Testkultur zum Zeitpunkt 1, 2, 4 und 24 h ein Aliquot entnom-
men und mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse auf das Vorhandensein des Zielproteins
untersucht. Meist lag dieser Zeitpunkt zwischen 2- 4 h nach Induktion Expression mit IPTG.
Nach Ablauf dieser vorher getesteten Zeit wurde die Kultur geerntet (8 min; 8.000 xg; 4 °C) und
das erzeugte Zellpelett konnte bei - 20 °C gelagert werden.

4.4.2. Aufreinigung der rekombinant erzeugten Proteine unter nativen
Bedingungen

Lysispuffer: 50 mM NaH;PO,4; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol; pH 8,0
Waschpuffer: 50 mM NaH;PO,4; 300 mM NaCl; 20 mM Imidazol; pH 8,0
Vorelutionspuffer: 50 mM NaH;PO,; 300 mM NaCl; 100 mM Imidazol; pH 8,0
Elutionspuffer: 50 mM NaH;PO,; 300 mM NaCl; 250 mM Imidazol; pH 8,

Fiir die Aufreinigung der rekombinant erzeugten Proteine wurde das batch-Verfahren verwen-
det. Hierbei wurde der am Zielgen angefiligte Hexahistidin (6x-His)-Tag genutzt. Dieser Tag
interagiert dabei spezifisch mit der eingesetzten Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA) Matrix
und ermoglicht so die Aufreinigung der exprimierten Proteine. Zuerst wurde dafiir ein klares
Zelllysat aus den vorher geernteten Zellpellet (siehe Abschnitt[4.4.1)) erzeugt. Hierfiir wurde
dieses Pellet fiir 30 min bei -80 °C gefroren. Nach Zugabe von 5 ml /g Lysispuffer wurde das
gefrorene Pellet durch Inkubation fiir 30 min bei 4 °C wieder erwarmt. AnschliefSend wurden 1
mg/ml Lysozym hinzugefiigt und die Zellsuspension wurde fiir weitere 30 min auf Eis inkubiert.
Mittels Sonifikation (2 min, 5x10 Zyklen, 30 %) wurden die Zellen aufgeschlossen. Die verbliebe-
nen Zellfragmente wurden pelletiert (30 min, 16.100 xg, 4 °C) und der klare Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt. Um etwaige grofSere 16sliche Zellfragmente zu eliminieren,
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wurde das Zelllysat gefiltert (Spritzenfilter, @= 45 pm). Das so gewonnene Zelllysat wurde fiir das
batch-Verfahren eingesetzt. Hierfiir wurde das Zelllysat mit 300 pl Ni-NTA-Kiigelchen fiir 1 h bei
4 °C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde das gesamte Lysat auf eine Sdule (Quiagen) geladen
und ein Aliquot des Durchflusses wurde fiir weitere Analysen aufgefangen. Die Saule wurde
zweimal mit 5 ml Waschpuffer gewaschen, wobei ein Aliquot der jeweiligen Waschfraktion aufge-
fangen wurde. Um die Reinheit des eluierten Proteins zu erhohen, wurde in einigen Féllen eine
Vorelution vorgenommen. Dafiir wurde das 0,5fache des Saulenvolumens an Vorelutionspuffer
auf die Saule gegeben und im Nachgang vollstandig aufgefangen. Das Zielprotein wurde darauf-
hin mit dem 0,5fachen Sdulenvolumen des Elutionspuffers eluiert. Diese Elution wurde zwei-
dreimal wiederholt. Die so gewonnenen Fraktion wurde mittels SDS-PAGE und nachfolgender
Coomassiefarbung bzw. Immunodetektion auf das Vorhandensein des exprimierten Proteins
hin untersucht.

4.4.3. Herstellung von Antikorpern

Fiir die Herstellung spezifischer Antikorper gegen TPR1 und TPR9 wurden die rekombinant in E.
coli exprimierten 6xHis-TPR1 und 6xHis-TPR9 Proteine als Antigene eingesetzt. Beide Proteine
wurden unter nativen Bedingungen aus E. coli aufgereinigt und auf eine Konzentration von 1
mg/ml eingestellt. Die Inmunisierung der entsprechenden Kaninchen sowie die Gewinnung
der Seren wurden durch die Firma BioGenes (DE) durchgefiihrt. Der dabei Firma BioGenes
verwendete Immunisierungsplan wurde in Tabelle zusammengefasst. Die finalen Seren
konnten, dank hoher Spezifitit, in einer Verdiinnung von 1:2000 fiir den immunologischen
Nachweis der Antigene verwendet werden. Aliquots der Antiseren wurden mit 20 % Glycerol
versetzt und bei -80 °C gelagert.

Tabelle 4.19. - Immunisierungsplan zur Herstellung von spezifischen Antikérpern in Kaninchen
Zeit Bemerkung
0d  Erstimmunisierung
7d  Folge-Immunisierung
14d Folge-Immunisierung
28d Gewinn des ersten Serums
47d Folge-Immunisierung
61d Gewinnung des finales Serums

4.4.4. Aufreinigung der hergestellten Antiseren

Blockinglosung: 0,2 % Milchpulver in TBS-T
Glycinpuffer: 0,2 M Glycin; 0,5 M NaCl; 1 mg/ml BSA; pH 2,5 - 3

Fiir die Aufreinigung der gewonnenen Antiseren wurden 20 pl einer 1 mg/ml konzentrierten
Antigenlosung auf eine Nitrozellulosemembran aufgetragen. Die Membran wurde fiir 1 h bei RT
in 10 ml Blockinglosung inkubiert. Das Antiserum wurde 1:5 mit Blockinglosung verdiinnt und
nach Abschluss der Inkubationszeit auf die Nitrocellulosemembran gegeben. Nach Inkubation
tiber Nacht bei 4 °C wurde die Membran 5 x 5 min mit je 5 ml Blockinglosung gewaschen. Die
Elution des Antikorpers erfolgte durch 0,5 ml des Glycinpuffers. Nach Zugabe des Puffers wurde
der Ansatz fiir 1 min bei RT inkubiert und dabei vorsichtig invertiert. Die Glycinlosung wurde
daraufhin mit 100 uM 1 M Tris-HCI (pH 8,0) neutralisiert. Die so gereinigten Antikorper wurden

191



Material und Methoden

in einer 1: 250 Verdiinnung fiir den immunologischen Nachweis der Antigene verwendet.

4.4.5. Analyse von Proteinextrakten

4.4.5.1. Gewinnung von Proteingesamtextrakten

2x Lammli-Probenpuffer (2x PP):
126 mM Tris/HCI (pH 6,8); 20 % (v/v) Glycerin; 4 % (w/v) SDS; 0,02 % (w/v) Bromphenolblau

Fir die Analyse des Gesamtproteingehaltes wurden 25 - 50 mg Frischgewicht geerntet. Die
Proben wurden in fliissigem Stickstoff homogenisiert und in 10 pl/mg 2x PP aufgenommen. Das
Homogenat wurde fiir 10 min bei 95 °C aufgekocht und daraufhin fiir 1 min bei 16.100 xg und 4
°C zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde entweder direkt fiir die elektrophoretische
Auftrennung verwendet oder bei -20 °C gelagert.

4.4.5.2. Gewinnung von fraktionierten Proteinextrakten

phosphate buffered saline (PBS) Puffer:
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Nay;HPO,; 1,8 mM KH,HPOy; pH 7,4

Zur Auftrennung der 16slichen und membrangebundenen Proteinfraktion nach Schmied et
al. [93] wurden ca. 25 mg Blattmaterial geerntet. Nach der Homogenisierung der Proben in
flissigem Stickstoff wurden 220 ul PBS-Puffer zugefiigt und das Homogenat wurden fiir 10
min aus Eis inkubiert. Anschliefsend wurde ein 20 ul Aliquot entnommen und mit 1 Vol 2x PP
versetzt. Das verbleibende Homogenat wurden fiir 15 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert. Es
wurden 100 ul von der entstandenen l6slichen Phase entnommen und mit 1 Vol 2x PP versetzt.
Das verbleibende Pellet wurde einmal mit 300 pul PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (20
min, 16.100 xg, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ul PBS und 1 Vol
2x PP resuspendiert. Alle mit 2x PP versetzten Proben wurden fiir 5 min bei 95 °C erhitzt und
anschliefSend fiir 1 min bei 14.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Die erzeugten Fraktionen wurden
entweder direkt mittels SDS-PAGE analysiert oder bei -20 °C gelagert.

4.4.5.3. Analyse der Proteinextrakte mittels Polyacrylamidgelen
Laufpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS

Fiir die Analyse von Proteingehalten durch Coomassiefarbung oder immunologische Detektion
wurden die extrahierten Proteine vorher durch SDS-Polyacrylamidgele (SDS-PAGE) elektro-
phoretisch aufgetrennt. Die Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele wurde in Tabelle
[4.20| zusammengefasst. Fiir die Auftrennung der photosynthetischen Untereinheiten wurde 6
M Harnstoff zum Trenngel hinzugefiigt. Unter Verwendung des Laufpuffers liefen die Proben
10-20 min bei 100 V in das Gel ein und wurden anschliefsend bei 120 V elektrophoretisch aufge-
trennt. Nachdem die Lauffront den unteren Rand des Gels erreicht hatte, wurde die Auftrennung
gestoppt. Das Gel wurde entweder mit Coomassie gefarbt oder fiir den Western-Blot-Transfer
genutzt.
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Tabelle 4.20. — Zusammensetzung der SDS-Gele

Komponenten Trenngel Sammelgel
1,5 Tris-HCI pH 8,8 375 mM -

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 125 mM
Acrylamid 10-15% 4%
SDS 0,1 % 0,1 %
APS (Ammoniumperoxodisulfat) 0,1% 0,1%
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 0,1% 0,1%

4.4.5.4. Western Blot und Immundetektion

Western-Blot-Transferpuffer: 20 % Methanol; 25 mM Tris; 192 mM Glycin
Blockinglosung: 2 % (w/v) Milchpulver in TBS-T

Im Zuge des immunologischen Nachweises von Proteingehalten wurden die elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine mittels semidry Western-Blot-Technik auf eine Nitrozellulosemembran
tibertragen. Das Gel und die Membran wurden dafiir zwischen je drei Lagen Whatman-Papier
gelegt und mit Transferpuffer befeuchtet. Die Ubertragung der Proteine wurde durch das An-
legen von Spannung unterstiitzt, deren Hohe wie folgt berechnet wurde: Gelldnge * Gelhche
* Geldicke = mA / Gel. Der Transfer fand je nach Geldicke fiir 75-90 min statt. Anschliefend
wurde das Gel verworfen und die Membran fiir 1 h mit 10 ml Blockingl6sung inkubiert. Nach
Ablauf der Zeit wurde die Membran je einmal mit 5 ml TBS-T und TBS gewaschen (3 min).
Der primére Antikorper wurde in der in Tabelle angegebenen Verdiinnung verwendet und
tiber Nacht mit der Nitrocellulosemembran inkubiert. Am Folgetag wurde nach einmaligem
Waschen mit 5 ml TBS-T und zweimaligem Waschen mit 5 ml TBS (jeweils 10 min) der sekundare
Antikorper in der jeweiligen Verdiinnung (Tab. auf die Membran gegeben. Nach 1-2 h
Inkubation wurde die Membran einmal mit 5 ml TBS-T und dreimal mit 5 ml TBS gewaschen
(jeweils 7 min). AnschliefSend erfolgte der Nachweis der gebundenen Antikorper mit Hilfe des
Clarity ™ Reagenz. Dieses stellt die Substrate fiir die an den sekundiren Antikorper gekoppelte
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HPR) bereit. In Anwesenheit der HPR wird das
Substart in einen luminiszierenden Farbstoff umgewandelt, welcher detektiert werden kann.
Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte mit einer CCD Kamera ( ChemoStar ECL, Intas).
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Tabelle 4.21. — Verwendete Antikorper

Bezeichnung Charakteristika Verdiinnung Referenz

a ALAD polyklonal 1:2000 [375]

a GluTR1 polyklonal 1:2000 [376]

« GIuTRBP polyklonal 1:2000 [149]

a FLU polyklonal 1:2000 [143]

o CHLM polyklonal 1:2000 [377]

o GUN4 polyklonal 1:2000 [67]

a YCF54 polyklonal 1:2000 Agrisera (AS10 936)

o CHL27 polyklonal 1:2000 Agrisera (AS06 122)

o PORA/B polyklonal 1:2000 Agrisera (AS05 067)

a LIL3.1 polyklonal 1:2000 AG Adamska, Universitdt Konstanz
o FNR1 polyklonal 1:2000 M. R. Hajirezaei, IPK Gatersleben
a LHCA1 polyklonal 1:5000 Agrisera (ASO1 005)

a LHCB1 polyklonal 1:5000 Agrisera (AS01 004)

a PsbA /D1 polyklonal 1:5000 Agrisera (AS05 084)

a PsbB / CP47 polyklonal 1:2000 Agrisera (AS04 038)

a PsbC /CP43 polyklonal 1:2000 Agrisera (AS11 1787)

a Phosphothreonin  polyklonal 1:2000 Agrisera (AS184171)

a Rabbit monoklonal 1:20.000 Agrisera (AS09602)
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4.4.5.5. Farbung mit Coomassie

Coomassie-Farbelosung: 0,5 % Coomassie Brilliant Blau R250; 50 % Methanol; 7 % Essigsdure

Nach Abschluss der Elektrophorese konnten die aufgetrennten Proteine durch den Farbstoff
Coomassie Brilliant Blau (G-250) nachgewiesen werden. Hierfiir wurde das Gel fiir 30 min in
Coomassie-Farbelosung inkubiert. AnschliefSend wurde die Farbelosung entfernt und durch
dd-Wasser ersetzt. Das Gel wurde fiir 2x 5 min aufgekocht und das Bandenmuster wurde photo-
graphisch festgehalten.

4.5. Enzymaktivitaten
4.5.1. ALA-Synthesekapazitat

Puffer 1: 20 mM Kalium-Phosphat pH 6,8; 40 mM Lavulinsdure

Puffer 2: 20 mM Kalium-Phosphat pH 7,2

modifiziertes Ehrlichsreagenz: 12,6 % (v/v) Perchlorsdure; 74,6 % (v/v) Eisessig; 11,4 % (w/v) Quecksil-
berchlorid; 0,4 % 4-(N,N-Dimethylamino)benzaldehyd

Fiir die Bestimmung der ALA-Synthesekapazitat wurden Blattscheiben aus adulten A. thaliana
Pflanzen ausgestanzt und fiir 4 h bei 100 pE in Puffer 1 inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde das
Gewebe aus dem Puffer entfernt und in fliissigem Stickstoff homogenisiert. Die Probe wurde mit
400 pl Puffer 2 versetzt und invertiert. Das Homogenat wurde mit 100 pl Essigsdaureethylester
vermischt und fiir 10 min bei 95 °C erhitzt. Nach einer kurzen Abkiihlzeit (3 min) auf Eis wurde
modifiziertes Ehrlichsreagenz in einem 1:1 Verhéltnis hinzugefiigt. Die Reaktion wurde 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefSend zentrifugiert (3 min, 5000 xg, 20 °C). Die
Vermessung des Uberstandes erfolgte bei 525, 553 und 600 nm. Durch das Verhiltnis zwischen
Assz 0m/ Asas nm Konnte die Qualitit der Proben tiberpriift werden, wobei das Verhiltnis zwischen
1,3 und 1,5 liegen sollte. Die Konzentration von ALA wurde mit Hilfe einer zuvor erstellten
Standardreihe nach der folgenden Gleichung (2.1) berechnet.

pmol

) As25nm @.1)

C =
Ara( Steigungsiandard ¥ VF * Zeit

mg * h
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4.5.2. ALAD-Aktivitatsmessung

Extraktionspuffer: 25 mM Tris/ HCI pH 8,2; 5 mM DTT
2x Reaktionspuffer: 25 mM Tris/ HCI pH 8,2; 5 mM DTT; 10 mM ALA; 12 mM MgCl,

Fiir die Bestimmung der ALAD-Aktivitdt wurden ca. 25 mg Blattmaterial geerntet, in fliissigem
Stickstoff homogenisiert und mit 1 ml Extraktionspuffer versetzt. Nach einem Zentrifugations-
schritt von einer Stunde (16.100 xg; 4 °C) wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefafd
uberfiihrt. Durch Zugabe von 1 Vol 2x Reaktionspuffer wurde die Reaktion gestartet und fiir
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 200 pl 3 M Trichloressigsdure gestoppt.
Durch Zentrifugation (16.100 xg; 10 min; 4 °C) wurden grofSere Zellfragmente pelletiert. Der
Uberstand wurde mit 1 Vol modifiziertem Ehrlichsreagenz versetzt und daraufhin fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (16.100 xg; 10 min; 4 °C) wurde der
Uberstand bei 555 und 600 nm vermessen. Die Kalkulation der ALAD-Aktivitét erfolgte mit der
angegebenen Gleichung (2.2). Die Steigung der PBG-Standardkurve betrug in diesem Fall 0,044

pmol/nm.
pmol

) Ass5nm 4.2)

Akthtat( SteigungStandard * VI x Zeit

mg * h
4.5.3. POR-Aktivitatsmessung

POR ist ein liberaus lichtempfindliches Enzym, sodass bislang fiir Pflanzengewebe kein zu-
verlassiger in vitro Ansatz entwickelt werden konnte. Um dennoch eine Annaherung an die
POR-AKktivitét in planta zu bekommen, wurde die POR-Aktivitatsmessung nach Biswal et al. ver-
wendet [275]. Dafiir wurden die zu testende A. thaliana Pflanzen fiir sechs Stunden im Dunkeln
inkubiert. AnschliefSend erfolgte die Bestimmung der PChlid- und Chlid-Gehalte mittels HPLC.
Die Pflanzen wurden daraufhin fiir 10 min einem 100 pE Lichtreiz ausgesetzt. Nach Ablauf der
Zeit wurden abermals die Gehalte von PChlid und Chlid bestimmt. Die Differenz der ermittelten
Gehalte vor und nach der Inkubation im Licht lieferten dabei eine grobe Annaherung an die
POR Aktivitat in planta.

4.6. Analyse von plastidaren Proteinkomplexen
4.6.1. Isolation von Thylakoidmembranen

Homogenisierungspuffer (HB):

0,45 M Sorbitol; 20 mM Tricin/KOH pH 8,4; 10 mM EDTA pH 8,0; 10 mM NaHCOs3
Waschpuffer: 10 mM Tricin; 10 mM NaCl; 10 mM MgCl,

BTHG-Puffer: 25 mM Bis-Tris pH 7,0; 30 % (v/v) Glycerin

Fiir die Isolation von nativen Proteinkomplexen wurden 4-5 Wochen alte A. thaliana Rosetten-
pflanzen vollstandig geerntet und in 15 ml HB homogenisiert. Das Homogenat wurde durch
eine Lage Filterseide (Miracloth) gefiltert und fiir 4 min bei 5.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde zweimal mit Waschpuffer gewaschen (4 min, 5.000 xg und 4 °C). Zum
Schluss wurde das Pellet in 1 ml BTHG aufgenommen und bei -20 °C gelagert.
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4.6.2. Blau-Nativ-Polyacrylamidgelelektophorese

3x Gel-Puffer: 150 mM BisTris-HCI; 1,5 M 6-Aminocapronséure; pH 7,0

10x Kathodenpuffer: 0,5 M Tricin; 150 mM BisTris; (0,01 % Coomassie Brillant Blau G250)

5x Anodenpuffer: 0,25 M BisTris-HCI; pH 7,0

10x Blau-Nativ-Probenpuffer (BN-PP): 100 mM BisTris-HCI; 0,5 M 6-Aminocapronsdure; 30 % Glycerin;
0,05 % Coomassie Brillant Blau G250; pH 7,0

1x SDS-Probenpuffer:

50 mM Tris-HCI pH6,8; 10 % (v/v) Glycerin; 2 % (w/v) SDS; 0,002 % Bromphenolblau; 50 mM DTT

Zur Untersuchung der photosynthetischen Komplexe wurde die Blau-Nativ-PAGE (BN-PAGE)
verwendet. Hierbei wurden 4-12,5 %ige Gradientengele genutzt. Die Zusammensetzung der
dafiir benotigten Losungen wurde in Tabelle aufgefiihrt. Fiir die Auftrennung wurden
Proteinproben mit einer Chlorophyllmenge von 8 pg eingesetzt. Das benotigte Volumen der
Thylakoidsuspension wurde zentrifugiert (5 min, 12.000 xg, 4 °C) und in 16 ul BTHG aufgenom-
men, um eine Konzentration von 0,5 pg/ul Chlorophyll zu erreichen. Fiir die Solubilisierung
der Thylakoidmembranen wurden 0,8 % n-Dodecyl-/3-D-Maltopyranoside (DDM) zugefiigt und
die Losung wurde fiir 5 min bei 60 rpm auf Eis inkubiert. Nach dem Pelletieren der ungelosten
Fragmente (10 min, 16.000 xg, 4 °C) wurde der Uberstand mit 0,1 Vol 10x BN-PP versetzt und
auf das Gradientengel geladen. Zu Beginn der Elektrophorese wurde Anodenpuffer mit 0,01 %
Coomassie verwendet, welcher nach etwa der Hilfte der Elektrophorese gegen Anodenpuffer oh-
ne Coomassie ausgetauscht wurde. Zur Auftrennung der Komplexe wurde die Anfangsspannung
von 50 V alle 30 min um 25 V erhoht, bis eine maximale Spannung von 200 V erreicht wurde. Die
photosynthetischen Komplexe wurde so lange bei 200 V aufgetrennt bis die Lauffront das Ende
des Gels erreicht hatte. AnschliefRend wurde das Bandenmuster photographisch festgehalten.
Fiir den Fall, dass die Proteinkomplexe ebenfalls in der zweiten Dimension aufgetrennt werden
sollten, wurde das Gel fiir 30 min in 1x SDS-Probenpuffer inkubiert und anschliefSend auf ein 12
% SDS-Gel geladen. Die Auftrennung der zweiten Dimension erfolgte wie gehabt (Abschnitt
4.4.5.3)).

Tabelle 4.22. — Zusammensetzung der Lésungen zur Erstellung eines 4-12,5 %igen Gradientengels
Komponenten 4 % Losung 12,5 % Losung Sammelgel

dd-Wasser 1,257 ml 0,125 ml 1,720 ml
3x Gelpuffer 0,833 ml 0,833 ml 1,000 ml
75 % Glycerin 0,150 ml 0,750 ml —

40 % Acrylamid 0,250 ml 0,781 ml 0,300 ml
TEMED 3,0 ul 3,0 ul 6,0 ul

10 % APS 7,5 ul 7,5 ul 16,0 pl
Gesamtvolumen 2,50 ml 2,50 ml 3,00 ml
fiir Gradienten 1,75 ml 1,65 ml —
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4.6.3. Subfraktionierung von Thylakoidmembranen

Fraktionierungspuffer: 15 mM Tricine pH7,8; 100 mM Sorbitol; 10 mM NaCl; 5 mM MgCl,

Die Subfraktionierung von Thylakoidmembranen wurde nach Lu et al. vorgenommen [378]. Dafiir
wurden zuvor isolierte Thylakoidmembranen so in Fraktionierungspuffer aufgenommen, dass
der Chlorophyllgehalt bei 1 mg/ ml Chlorophyll lag. Diese Thylakoidlosung wurde daraufhin mit
0,8 % Digitonin versetzte und fiir 2 min bei RT inkubiert. In der darauf folgenden Zentrifugation
(1000 xg; 5 min; 4 °C) wurden nicht solubilisierte Zellkompartimente pelletiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefaf$ tiberfiihrt und erneut zentrifugiert (10.000 xg; 30 min; 4
°C). Das so erzeugte Pellet entsprach der Granastapel angereicherten Fraktion. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefafs iiberfiihrt. Durch Zentrifugation (40.000 xg; 30 min; 4 °C)
wurde die Granamargin angereicherte Fraktion erzeugt. Fiir die Herstellung der Stromalamellen
angereicherten Fraktion wurde der Uberstand erneut zentrifugiert (144.000 xg; 60 min; 4 °C).
Alle erzeugten Fraktionen wurden in 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen (Abschnitt
und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

4.6.4. Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Homogenisierungspuffer 6 (H6): 5 mM HEPES pH 7,5; 10 mM EDTA pHS,0

Die  Auftrennung von isolierten Thylakoidmembranen  mittels Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation erfolgte nach Trompelt et al. [379]. Die Zusammensetzung
der einzelnen Fraktionen des Gradienten wurde in Tabelle aufgefiihrt. Fiir den Gradienten
wurden je 1 ml der 1,3 M und 1 M Saccharoselosung sowie 2 ml fiir alle weiteren Saccharoselo-
sungen verwendet. Jede Schicht des Gradienten wurde fiir 20 min bei - 20 °C inkubiert, bevor
die nédchste Schicht iiberlagert wurde. Der finale Gradient wurde iiber Nacht bei 4 °C gelagert.
Am Folgetag wurden Thylakoidmembranen frisch isoliert (Abschnitt und in H6-Puffer
resuspendiert, sodass der Chlorophyllgehalt auf 0,8 mg/ml Chlorophyll eingestellt wurde. Die
Thylakoidlosung wurde darauthin mit 0,6 % DDM versetzt und 700 ul dieser Suspension wurden
auf den Gradienten geladen. Die Fraktionierung der Thylakoidmembranen erfolgte fiir 16 h
bei 134.470 xg und 4 °C. Nach Abschluss der Zentrifugation wurde der erzeugte Gradient in 21
Fraktionen zu je 510 pl unterteilt.

Tabelle 4.23. — Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen des Saccharose-Gradienten. Die angege-
bene Konzentration entspricht der Konzentration von Saccharose im Gradienten.

Konzentration 2 M Saccharose 10 % DDM 0,5 M Trincin pH 8,0 dd-H;0

1,3M 13 ml 100 ul 200 ul 6,7 ml
1,0M 10 ml 100 pl 200 ul 9,7 ml
0,85 M 8,5ml 100 ul 200 pl 11,2 ml
0,7M 7 ml 100 ul 200 ul 12,7 ml
0,656 M 6,5 ml 100 pl 200 ul 13,2 ml
0,4 M 4 ml 100 ul 200 ul 15,7 ml
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4.6.5. Chloroplastenisolation

Homogenisierungspuffer (HB):

0,3 M Sorbitol; 50 mM HEPES/KOH pH 7,5; 5 mM EDTA pH 8,0; 5 mM EGTA; 1 mM MgCl;; 10 mM NaHCOs3
Resuspensionspuffer (RB):

1,5 M Sorbitol; 100 mM Tricin/KOH pH 8,4; 12,5 mM EDTA pH 8,0; 25 mM MgCl,

Fiir die Isolation von intakten Chloroplasten wurden ca. 2 - 5 g Blattmaterial geerntet. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte in 250 ml HB mit Hilfe eines Waring blenders. Anschliefsend wurde
das Homogenat durch eine Lage Filterseide (Miracloth) gefiltert. Die so gewonnene Losung
wurde fiir 8 min zentrifugiert (500 xg; 4 °C) und das erzeugte Pellet wurde in 1 ml RB durch
vorsichtiges Schwenken resuspendiert. Diese Suspension wurde daraufhin auf einen Percoll-
Gradienten (12 ml 40 %; 13 ml 80 % Percoll in RB) aufgetragen. Die Isolation der Chloroplasten
fand fiir 30 min bei 6500 xg und 4 °C statt. Nach Abschluss der Zentrifugation waren die intakten
Chloroplasten zwischen den beiden Percoll-Schichten zu finden. Die Chloroplasten wurden
vorsichtig entnommen und in 20 ml RB iiberfiihrt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (6
min; 3.800 xg; 4 °C), durch welchen das Percoll entfernt wurde, wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen.

4.6.6. Solubilisierung von intakten Chloroplasten

Zur Gewinnung von solubilisierten Chloroplasten wurde zuerst der Chlorophyllgehalt der Losung
bestimmt (Abschnitt[4.8.4). Anschliefend wurden 0,8 % DDM , bezogen auf den Gesamtchlo-
rophyllgehalt, zu der Chloroplastenlosung hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 20 min
auf Eis und gelegentlichem Invertieren wurde die Probe fiir 30 min bei 16.100 xg und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefaf iiberfiihrt und bis zur weiteren
Verwendung auf Eis gelagert.

4.6.7. Fraktionierung von Chloroplasten

Schockmedium: 100 mM Tricin/KOH pH 8,4; 12,5 mM EDTA pH 8,0; 25 mM MgCl,

Fiir die Fraktionierung von intakten Chloroplasten wurden diese nach der Isolation (Abschnitt
in 1 ml Schockmedium resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde
zentrifugiert (16.100 xg; 10 min; 4 °C), der gewonnene Uberstand in ein neues Reaktionsgefaf
tiberfiihrt und in 1x SDS-Probenpuffer (Abschnitt aufgenommen. Das Pellet wurde
einmal mit Schockmedium gewaschen (16.100 xg; 3 min; 4 °C) und danach ebenfalls mit 1x SDS-
Probenpuffer versetzt. Die gewonnenen Fraktionen konnten direkt fiir die SDS-PAGE eingesetzt
oder bei -20 °C gelagert werden.
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4.7. Methoden zur Analyse funktioneller Chloroplasten
4.7.1. Tieftemperatur-Chlorophylifluoreszenz

LHC-Puffer: 50 mM Tricin; 0,4 M Sorbitol; pH 7,8

Fiir die Analyse der Tieftemperatur-(77K)-Fluoreszenz von Chlorophyll wurde jeweils eine Blatt-
scheibe (@= 5 mm) geerntet, mit 300 ul LHC-Puffer versetzt und mit einem Pistill zerkleinert.
Zu diesem Homogenat wurden 300 ul 80 % Glycerin hinzugegeben und gut vermischt. Fiir die
anschliefSende Messung wurde diese Losung in eine Kapillare aufgezogen und in fliissigem
Stickstoff gelagert. Die Vermessung erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenz-Spektrophotometers
(F-7000, Hitachi). Hierbei wurden die Proben sofern nicht anders vermerkt bei A\ny, = 440 nm an-
geregt. Die Chlorophyllfluoreszenz wurde zwischen Ay, = 650 - 800 nm aufgezeichnet. Im Falle
der Analyse der PChlid-Gehalte in etiolierten Keimlingen wurden die Kotyledonen von 10 Keim-
lingen geerntet und in 300 pl LHC-Puffer homogenisiert. Die weitere Probenbehandlung erfolgte
analog zur Bestimmung der Chlorophyllfluoreszenz. Allerdings wurde die PChlid-Fluoreszenz
bei A\nm = 433 nm angeregt und zwischen \py, = 620 - 720 nm detektiert.

4.7.2. Transmissionselektronenmikroskopie

Fixierlosung: 0,1 M Natrium-Phosphat pH 7,4; 2,5 % (v/v) Glutaraldehyd; 4 % (v/v) Formaldehyd

Die Strukturanalysen der Chloroplasten durch Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
wurde in Zusammenarbeit mit Stefan Geimer und Reinhild Rothe an der Universitidt Bayreuth
vorgenommen. Das entsprechende Blattmaterial wurde in ca. 1 x 2 mm grofSe Stiicke geschnitten
und mit der Fixierlosung vakuuminfiltriert. AnschliefSend wurden die Proben zur weiteren
Vermessung an die Universitdt Bayreuth versandt.

4.7.3. Pulsamplitudenmodulation (PAM)

Fiir die Bestimmung der photosynthetischen Leistung des PSII wurde die Pulsamplitudenmodu-
lation (PAM) verwendet. Vor Beginn der Messung wurden die jeweiligen Pflanzen fiir 15 min
in Dunkelheit adaptiert. AnschliefSend erfolgte die Messung der photosynthetischen Leistung
durch das unten angegebene Programm Fiir die Bestimmung der effektiven Quanten-
ausbeute sowie des NPQs in Abhingigkeit der Lichtintensitat wurde das unten angegebene
Programm so modifiziert, dass die Schritte 5 und 6 mehrfach wiederholt wurden, wobei bei jeder
Wiederholung die Lichtintensitat anstieg. Die dabei verwendeten Lichtintensititen lagen bei
89, 189, 300, 422, 622 und 822 pE.

Tabelle 4.24. — PAM Programm zur Bestimmung der photosynthetischen Leistung
Schritt Bezeichnung Dauer Licht

1 Fo S 650 nm Rotlicht

2 Sattigungspuls 800 ms 6000 uE

3 Warten 60 s kein Licht

4 PS Aktinisches Licht an
5 Puls 0,8s 100 pE

6 Warten 60 s kein Licht

7 Wiederholung von Schritt 5 und Schritt 6

8 Fo 30s kein Licht
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4.8. Extraktionen von Metaboliten
4.8.1. Analyse von Anthocyanen

Extraktionspuffer: 1 % (v/v) HCI; 18 % (v/v) 1-Propanol in dd-Wasser

Fiir die Bestimmung des Anthocyangehalts wurden zwischen 15 und 10 mg des jeweiligen
Pflanzenmaterials eingesetzt. Das Gewebe wurde in 500 pl Extraktionspuffer homogenisiert und
fiir 2-3 h bei RT in Dunkelheit inkubiert. Anschliefsend wurden die Proben zentrifugiert (16.100
xg; 15 min; RT) und der Uberstand wurde bei 535 und 600 nm vermessen. Die Differenz aus beiden
Absorptionen, dividiert durch das eingesetzte Frischgewicht, entsprach dem Anthocyangehalt
der Probe.

4.8.2. ALA Konzentrationen

Fiir die Messung des ALA-Gehalts wurden ca. 250 mg Trockengewicht des verwendeten Pflanzen-
materials eingesetzte. Zur Probe wurden 450 pl Puffer 2 (siehe Abschnitt[4.5.1) hinzugegeben
und diese wurde fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschliefSend wurde das Homogenat zentrifugiert
(16.100 xg;10 min; 4 °C), der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefaf iiberfiihrt und aber-
mals zentrifugiert (16.100 xg; 4 °C). Der so gewonnene Uberstand (400 pl) wurde in ein neues
Reaktionsgefifs tiberfiihrt und mit 100 pl Essigsdureethylester versetzt. Das weitere Vorgehen
geschah analog zur Bestimmung der ALA-Synthesekapazitit (siehe Abschnitt[4.5.1). Die finale
Berechnung des ALA-Gehalts wurde mit Hilfe von Gleichung 2.3 bestimmt.

l A nm
pmo ) = . 525 (4.3)
mg Stelgungstandard * VI

cara(

4.8.3. Extraktion von Pigmenten und TBS-Intermediaten

Basischer Aceton: 90 % (v/v) Aceton; 10 % (v/v) 0,2 M NH,OH

Fiir die Extraktion von Chlorophyllen und TBS-Intermediaten wurden ca. 20 mg Frischgewicht
bzw. 2 mg Trockengewicht des verwendeten Blattmaterials verwendet. Nach Zugabe von 400 -
500 ul basischem Aceton erfolgte die Extraktion fiir 20 min bei -20 °C in Dunkelheit. Nach Ablauf
der Zeit wurden die Proben zentrifugiert ( 16.100 xg; 10 min; 4 °C) und der entstandene Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt. Die Extraktion wurde so oft wiederholt, bis das
verbleibende Pellet keine griine Farbung mehr aufwies. Die Uberstidnde aller Extraktionsschritte
wurden vereint und entweder direkt fiir die weitere Analyse mittels HPLC verwendet oder bei -
20 °C gelagert. Vor Beginn der HPLC-Messung wurden die Proben abermals zentrifugiert (30
min; 16.100 xg; 4 °C).
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4.8.4. Photometrische Bestimmung von Chlorophyll- und Carotinoiden

Fiir die Bestimmung der Chlorophyllgehalte wurde die Methode nach Lichtenthaler et al. ver-
wendet [380]. Dafiir wurde ein Aliquot der zu vermessenden Probe mit 80 % Aceton auf ein
Volumen von 1 ml gebracht und fiir 2-3 min bei RT inkubiert. Die Messung erfolgte bei 470, 646,
663 und 720 nm. Die Konzentration von Carotinoiden und Chlorophyllen wurde mit Hilfe der

Gleichungen 4.4 berechnet.

CChla(%) = 12,25A663nm — 2,04 A6460m 4.4
CChlb(%) = 21, 50A646nm — 9, 10 A663nm 4.5)
CCGT(%) = (1000A470nm — 1, 8200}1[@ — 85, OQCChlb)/198 (46)

4.8.5. Analyse von Pigmenten mittels HPLC

Laufmittel A: 90% Acetonitril 10% H;O; 0,1% Triethylamin
Laufmittel B: 100 % Ethylacetat

Fiir die Bestimmung verschiedener Pigmentgehalte wurden 30 - 50 pl des Uberstandes (Abschnitt
eingesetzt. Die isolierten Pigmente wurden mit Hilfe einer Protosil Sdule 200-3-C30 (3
um) aufgetrennt. Das verwendete Laufprogramm ist in Tabelle angegeben. Die quantitative
Bestimmung der Pigmente wurden mittels Diodenarray-Detektor (DAD) bei einer Wellenldnge
von \ = 440 nm ermoglicht. Fiir alle bestimmbaren Pigmente wurde ein Standardwert verwendet,
welcher fiir 10 pmol des jeweiligen Pigmentes bestimmt wurde.

Tabelle 4.25. — Methode zur Bestimmung der Pigmentgehalte mittels HPLC.

Zeit Laufmittel A Laufmittel B
0 min 100 % 0%

1 min 70 % 30 %

23 min 0% 100 %

24 min 0% 100 %

24,1 - 28 min 100 % 0%

4.8.6. Analyse von MgP und MgProtoME mittels HPLC

Laufmittel A: 10 % 1M Ammoniumacetat pH 5,2; 90 % Methanol
Laufmittel B: 100 % Ethylacetat

Fiir die Analyse der Intermediate MgP und MgProtoME wurde eine Agilent-Poroshell 120-C18
Saule verwendet. Fiir die Messung konnten dabei bis zu 20 pl des erzeugten Extraktes (Abschnitt
auf die Sdule geladen werden. Das verwendete Programm wurde in Tabelle[4.26|angegeben.
Die quantitative Bestimmung der Intermediate erfolgte mittels Fluoreszenz-Detektion (FLD)
(Aex =420 nm; Agp = 600 nm). Zur Berechnung der enthaltenen Intermediatgehalte wurde ein
Standard des jeweiligen Intermediats (1 pmol) verwendet.
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Tabelle 4.26. — Methode zur Bestimmung der MgP- und MgProtoME-Gehalte mittels HPLC.

Zeit Laufmittel A Laufmittel B
5 min 100 % 0%

5,1 min 70 % 30%

9 min 70 % 30%
9,1-17min 100 % 0%

4.8.7. Analyse von PChlid und Chlid mittels HPLC

Laufmittel A: 20 % 1M Ammoniumacetat pH 7,0 ; 80 % Methanol
Laufmittel B: 100 % Methanol

Fiir die Analyse der TBS-Intermediate PChlid und Chlid wurde eine Waters Nova Pak C18 Saule
(3,9x150 mm) verwendet. Es konnten dabei bis zu 20 pl des basischen Extraktes (Abschnitt[4.8.3)
auf die Sdule geladen werden. Das verwendete Laufprogramm wurde in Tabelle angegeben.
PChlid wurde durch den DAD bei 430 nm detektiert, wohingegen Chlid mittels FLD detektiert
wurde ( Agx = 435 nm; Agy, = 644 nm). Fiir PChlid und Chlid wurde jeweils ein Standard von 10
pmol eingesetzt, um die in den Proben enthaltene Intermediatgehalte zu bestimmen.

Tabelle 4.27. — Methode zur Bestimmung der PChlid- und Chlid-Gehalte mittels HPLC.

Zeit Laufmittel A Laufmittel B
0 min 100 % 0%

5 min 50 % 50%

7 min 0% 100 %

12 min 0% 100 %
13,1-18 min 100 % 0%

4.8.8. Analyse von PChlid mittels Fluoreszenzmikroskopie

Das verwendete Saatgut wurde aus MS-Agarmedium ausgebracht und fiir zwei Tage bei 4 °C
stratifiziert. AnschliefSend wurden die Samen einem vierstiindigen Lichtzeit ausgesetzt, gefolgt
von fiinf bis sechs Tagen in Dunkelheit. Die PChlid-Fluoreszenz wurde mittel Fluoreszenz-
Spektroskopie nach Meskauskiene et al. beobachtet [140]. Dafiir wurden die Keimlinge mit
blauem Licht (Aym= 400 -450 nm) bestrahlt und die PChlid-Fluoreszenz wurde photographisch
festgehalten.

4.8.9. Extraktion von Ham

ADH-Puffer: 90 % Aceton; 4 % HCI; 16 % DMSO

Die Extraktion von Ham erfolgte, anders als bei TBS-Intermediaten und Chlorophyllen, in
saurem Aceton (ADH). Es wurden jeweils 25 mg Frischgewicht oder 2,5 mg Trockengewicht
fiir die Messung der Him-Gehalte eingesetzt. Anschlieféend wurden 100 ul ADH-Puffer zu
zuvor homogenisiertem Material hinzugegeben. Nach einer 20-miniitigen Inkubation bei RT in
Dunkelheit wurden die Proben zentrifugiert (16.100 xg; 10 min; 20 °C). Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefaf iiberfiihrt, abermals zentrifugiert (30 min; 16.100 xg; 20 °C) und im
Anschluss entweder direkt fiir die Bestimmung der Him-Gehalte mittels HPLC verwendet oder
bei - 20 °C gelagert.
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4.8.10. Analyse von Ham mittels HPLC

Laufpuffer A: H,O pH 3,2 (mit Essigsdure)
Laufpuffer B: 100 % Methanol

Fiir die Analyse von Hdm wurden jeweils 20 ul des erzeugten sauren Extraktes (Abschnitt[4.8.9)
auf die Saule geladen. Fiir die Auftrennung wurde eine Poroshell 120 EC C18 Sdule eingesetzt.
Das verwendete Programm wurde in Tabelle dargestellt. Die Detektion von Ham erfolgte
durch den DAD (XA = 398 nm). Fiir die Erstellung des Standardwertes wurden 10 pmol Him
verwendet.

Tabelle 4.28. — Methode zur Bestimmung des Him-Gehalts mittels HPLC.

Zeit Laufmittel A Laufmittel B
4 min 30% 70 %

4,1 min 0% 100 %

8 min 0% 100 %
8,1-11min 30% 70 %

4.9. Farbungen
4.9.1. Nitroblautetrazoliumchlorid-Farbung

NBT-Farbelosung: 2 g/l NBT in 50 mM Natrium-Phosphatpuffer; pH 7.5

Zur Anfiarbung von Superoxid-Anionen wurde der Farbstoff Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
verwendet, welcher in Verbindung mit Superoxid-Anionen einen dunkelblauen Formazankom-
plex ausbildet. Das zu farbende Gewebe wurde in ein ReaktionsgefafS iiberfiihrt und vollstandig
mit NBT-Farbelosung bedeckt. Durch das Anlegen eines leichten Vakuums fiir 2-3 min wurde
die Infiltration des Gewebes mit der Farbelosung unterstiitzt. Der Ansatz wurde iiber Nacht im
Dunkeln inkubiert. Am Folgetag wurde die NBT-Farbelosung entfernt und durch Absolutalkohol
ersetzt. Durch Erhitzen der Proben bei 95 °C wurde das enthaltene Chlorophyll entfernt. Dafiir
wurde der Absolutalkohol so lange ausgetauscht bis dieser klar blieb. Anschliefsend wurden die
Farbung des Gewebes photographisch festgehalten.

4.9.2. 3,3’-Diaminobenzidin-Farbung

DAB-Farbelosung: 10 g/l DAB in dd-Wasser; pH 3,8

Fiir die Anfarbung von Wasserstoffperoxid wurde der Farbstoff 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)
verwendet. Wasserstoffperoxid oxidiert diesen Farbstoff in Anwesenheit von Peroxidasen, was
zur Entstehung eines braunen Prazipitats fiihrte. Das zu farbende pflanzlichem Gewebe wurde
dafiir in ein Reaktionsgefafs tiberfiihrt, vollstindig mit der DAB-Farbelosung bedeckt und fiir 2-3
min einem leichten Vakuum ausgesetzt, um die Infiltration des Gewebes mit der Farbelosung zu
unterstiitzen. Die Proben wurden iiber Nacht in Dunkelheit inkubiert. Am Folgetag wurde die
DAB-Farbelosung durch Absolutalkohol ersetzt. Zum Entfernen der enthaltenen Chlorophylle
wurden die Proben auf 95 °C erhitzt. Der Absolutalkohol wurde dabei solange ausgetauscht,bis
dieser sich nicht mehr verfarbte. AbschliefSend wurde die DAB-Farbung photographisch festge-
halten.

204



Material und Methoden

4.9.3. Singlet Oxygen Sensor Green-Farbung

Die Anfarbung von Singulett-Sauerstoff erfolgte mit Hilfe des Singlet Oxygen Sensor Green
(SOSG) Reagenz (Thermo Scientific). Dabei fiihrte Anwesenheit von Singulett-Sauerstoff zu
einer Verschiebung der Fluoreszenz des SOSG-Farbstoffs in den griinen Wellenldngenbereich
(Aex= 504 nm; gy = 525 nm). Der SOSG-Reaktionsmix (Thermo Scientific) wurde in 33 pul 100 %
Methanol gelost und mit 50 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7,4) auf eine finale Konzentration
von 260 uM gebracht. Die zu untersuchenden Proben wurden in 100 pl dieser Reaktionslosung
fiir 2 h in Dunkelheit, gefolgt von 2 h im Licht (100 pE), inkubiert. Die Detektion der Fluoreszenz
geschah direkt im Anschluss mittels eins Konfokalmikroskops (LSM 800 mit Airyscan; Zeiss).
Das betreffende Gewebe wurde bei Agx= 504 nm angeregt und die SOSG-Fluoreszenz wurde im
Bereich von Agp= 500- 550 nm detektiert.

4.10. Interaktionsstudien
4.10.1. Split Ubiquitin System

Fiir die Analyse von Interaktionen zwischen membranstindigen bzw. membranassoziierten
Proteinen wurde das Split Ubiquitin verfahren verwendet. Dafiir wurden die zu testenden In-
teraktionspartner in Hefe co-exprimiert. Ein Protein wurde dabei mit der C-terminalen Halfte
von Ubiquitin (CUB) fusioniert, das zweite mit der N-terminalen Halfte von Ubiquitin (NUB).
Eine Interaktion zwischen beiden Proteinen resultierte in der Rekonstitution von Ubiquitin, was
daraufhin die Ubiquitin-abhéngige Proteolyse des am NUB-Konstrukt abgehangenen Transkrip-
tionsfaktors Lex ausloste. Dieser Lex-Transkriptionsfaktor wanderte daraufhin in den Zellkern
und aktivierte dort die Lex-anhidngigen Gene ADE2, HIS3, URA3 und LacZ, was das Uberle-
ben der betroffenen Zellen auf Selektionsmedium ohne Leucin, Threonin, Histidin und Uracil
ermoglichte.

4.10.1.1. Mating der Saccharomyces cerviseae Kulturen

Fiir die Co-Transformation von S. cerviseae sind verschiedene Vorgehensweisen bekannt. In dieser
Arbeit wurde das sogenannte Mating-Verfahren verwendet. Hierbei wurde jeweils ein Partner
der zu testenden Interaktion in den L40ccuA (Koder) oder L40ccua (Beute) S. cerviseae Stamm
transformiert (Abschnitt[4.2.3)). AnschlieRend wurde je eine Kolonie der positiv selektierten
Transformanten (je eine L40ccuA und L40ccua Kolonie) genutzt, um 500 ul YAPD-Medium zu
inokulieren. Der Ansatz wurde daraufhin fiir 16 h bei 30 °und 220 rpm inkubiert. AnschliefSend
wurden ein Aliquot (4 pl) verwendet, um 200 pl -Leu -Thr SC-Medium anzuimpfen. Diese so
erzeugte Kultur wurde abermals fiir 16 h bei 30 “und 220 rpm inkubiert. Am Folgetag konnte
ein Aliquot dieser Kultur zur Anzucht auf den entsprechenden Selektionsmedien verwendet
werden.
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4.10.1.2. Selektion von Interaktionen

Vor der Anzucht der co-transformierten Hefe-Kulturen (Abschnitt[4.10.1.T) auf Selektionsme-
dium wurden verschiedene Verdiinnungen (:10 und 1:100) des Mating-Ansatzes hergestellt.
AnschliefSend wurde je ein Aliquot des unverdiinnten Ansatzes sowie der beiden Verdiinnungen
auf Selektionsmedium ausgebracht. Dabei wurden zwei verschiedene Medien verwendet. Zum
einen wurde durch die Anzucht auf -Leu -Thr (-1t) SC-Medium die Co-Transformation beider
Interaktionspartner verifiziert. Zum anderen wurden durch die Anzucht auf -His -Ura -Leu -Thr
(-hult) SC-Medium positive Interaktionen selektiert. Um falsch negative Ergebnisse zu minimie-
ren wurden 20 mM 3-Amino-1,2,4-Triazole (3AT) zugefiigt. Das Wachstum der Zellen wurde
auf beiden Medien iiber einen Zeitraum von 3-5 Tagen bei 30 °C beobachtet und abschliefSend
photographisch festgehalten.

4.10.2. Bimolekulare-Fluoreszenzkomplementation

Infiltrationsmedium: 10 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure; 10 mM MgCl,

Eine weitere geldaufige Methode zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen ist die
Bimolekulare-Fluoreszenzkomplementation (BiFC). Hierbei wurde jeweils ein potentieller In-
teraktionspartner mit der N- bzw. C-terminalen Halfte des Yellow Fluoreszenz Protein (YFP)
fusioniert. Im Falle einer Interaktion der beiden zu testenden Proteine wiirde dies zu einer
Rekonstitution des YFPs fiihren. Die Fluoreszenz des rekonstituierten YFPs konnte daraufhin
detektiert werden.

Zundchst wurden positiv transformierte A. tumefaciens-Kolonien (Abschnitt[4.2.2) iiber Nacht
bei 30 °C angezogen. Am Folgetag wurden diese Kulturen geerntet (20 min; 8.000 xg; RT), einmal
mit autoklaviertem Wasser gewaschen, pelletiert (20 min; 8.000 xg; RT) und mit Infiltrations-
medium auf eine optische Dichte von OD ¢y nm = 0,4 eingestellt. Es wurde Acetosyrinonge (in
DMSO) mit einer finalen Konzentration von 100 uM hinzugefiigt und die Ansédtze wurden fiir
3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die zu testenden Kombinationen 1:1
(G1:G3) gemischt und mit einer Infiltrationsspritze in N. benthaminana Blatter infiltriert. Dabei
wurden nicht mehr als zwei Kombinationen pro Pflanze infiltriert. Nach einer Inkubation der N.
benthaminana Pflanzen fiir 2-3 Tage in Dunkelheit wurde jeweils eine Blattscheibe (@= 10 mm)
aus dem infiltrieren Bereich mittels konfokaler Laserscanmikroskopie analysiert. Dabei wurde
YFP spezifisch bei Agx = 514 nm angeregt und die Fluoreszenz wurde zwischen A\g, = 530 - 550
nm iiberpriift. Zusatzlich dazu wurde die Chlorophyll-Autofluoreszenz ( Agx = 488 nm; gy, =
650 - 700 nm) nachgewiesen.
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4.11. in silico Untersuchungen

Fiir die durchgefiihrten in silico Untersuchungen wurden die in Tabelle angegebenen Da-

tenbanken und Programme genutzt.

Tabelle 4.29. — Ubersicht iiber die verwendeten Datenbanken und Programme

Datenbank

BLAST

Cell-PLoc 2.0
ChloroP

Ligation Calculator
MUSCLE

NASC

TPRpred

TMHMM Server v. 2.0
SIGnAL

Programme

URL

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://arabidopsis.info/BasicForm
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/tprpred
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
Referenz

GenDoc Vers 2.7.000
MEGA-X Vers. 10.0.5
NCSS 2019 Vers. 19.2.0
PerlPrimer Vers. 1.1.21
Vector NTI ® Advance 10

[381]

[382]

NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA, ncss.com/software/ncss
[383]

Invitrogen, Darmstadt
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Anhang

I. Zusatzliche Daten

pDHB1 i

Nub>. GWTR1 GWTR2 PPO1 CHLM CHL27 PORA PORB PORC DVR CHLG

leerer
Vektor

TPR9

Abbildung .1. - Nachweis der erfolgreichen Co-Transformation von Hefezellen fiir die Analyse der
Interaktionen zwischen ausgewihlten TPR-Proteinen und Schliisselenzymen der TBS. Die mittels Split-
Ubiquitin-Analysen zu testenden Interaktionspartner wurden entweder in den pNUB oder pDHB1-Vektor
eingebracht und in Hefe co-transformiert. Die Co-Transformation wurde durch die Anzucht der Hefekulturen

auf Selektionsmedium ohne Leucin und Threonin bestétigt. Das Wachstum der Zellen wurde nach vier Tagen
bei 30 °C photographisch festgehalten.

pDHB1 -t
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Abbildung .2. — Nachweis der erfolgreichen Co-Transformation von Hefezellen fiir die Analyse der
Interaktionen zwischen ausgewidhlten TPR-Proteinen und Hilfsproteinen der TBS. Die mittels Split-
Ubiquitin-Analysen zu testenden Interaktionspartner wurden entweder in den pNUB oder pDHB1-Vektor
eingebracht und in Hefe co-transformiert. Die Co-Transformation wurde durch die Anzucht der Hefekulturen
auf Selektionsmedium ohne Leucin und Threonin bestéatigt. Das Wachstum der Zellen wurde nach vier Tagen
bei 30 °C photographisch festgehalten.
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TPR9-YFP TPRY-YFP.
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Abbildung .3. - Nachweis der transienten Expression von TPR9 in N. benthamiana. Nach Infiltration der
entsprechenden TPR9-G1 (links) und -G3 (rechts) Konstrukte wurden die entsprechenden N. benthamiana Pflan-
zen fiir 1-3 Tage in Dunkelheit gehalten (to). Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proteinproben genommen
und mittels 12%iger SDS-Gele elektrophoretisch aufgetrennt. Unter Zuhilfenahme der spezifischen Antikorper
gegen die N- bzw. C-terminale Hélfte von YFP sollte die transiente Expression von TPR9 nachgewiesen werden.
Der schwarze Pfeil markiert dabei die erwartete molekulare Grofie der TPR9-YFP Proteine.

t [h] nach Induktion
0 1 2 3

66 —

45 —

35—

25—
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45 - - . —-——
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Abbildung .4. — Nachweis der rekombinanten Expression von 6xHis-SG1 in E. coli.Versuchter immuno-
logischer Nachweis des rekombinanten 6xHis-SG1-Proteins durch den Histidin-Tag spezifischen Antikdrper zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion der Expression mit IPTG. Die Proteinproben wurden mittels
12%iger SDS-Gele aufgetrennt. Die Ponceau gefiarbte Nitrocellulosemembran diente als Ladekontrolle.
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Abbildung .5. — Erweitertes Alignment der potenziellen Pitt-Homologe verschiedener Organismen.
Fiir das multiple Sequenz Alignment wurden neben der Pitt-Proteinsequenz aus Synechocystsis sp. PCC 6803 die
Sequenzen der potenziellen Pitt-Homologe aus Anabaena variabilis, Chlamydomonas reinhardtii, Oryza sativa,
Sorghum bicolor, Zea mays, Brassica rapa, Glycine max, Solanum lycopersicum, Vitis vinifera und Arabidopsis
thaliana (TPR1) verwendet. Zur besseren Ubersicht wurden die fiir Arabidopsis thaliana vorhergesagten Doménen
und Motive farblich unterlegt: die Transmembrandoméne in Griin, die fiinf TPR-Motive in Hell- bzw. Dunkelblau.
Die Farbung der identischen bzw. dhnlichen Aminosduren nimmt mit dem Grad der Konserviertheit ab. Schwarz
unterlegte Aminosauren sind stark konserviert, wihrend hellgrau unterlegte Aminosduren nur in wenigen
Organismen identisch sind. Die Konsenssequenz wurde unterhalb des Alignments angegeben.
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ohne ALA 400 uM
Col-0
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Abbildung .6. — Nachweis von abgestorbenen Gewebe in Abhiingigkeit der ALA- Konzentration. Nach
fiinf Tagen auf Agarmedium mit oder ohne 400 uM ALA wurden abgestorbenes Zellgewebe der Arabidopsis
Keimlinge mittels Trypanblau eingefarbt.

Col-0 tpr7

PSII-LHCII SK

PSI-Monomer/
PSII-Dimer

PSII-Monomer
LHCII-Assembly

LHCII-Trimer

LHCII-Monomer

Abbildung .7. — Analyse der Abundanz der photosynthetischen Komplexe in der tpr7-Linie im Ver-
gleich zum Wildtyp. Die verwendeten Arabidopsis Rosettenpflanzen wurden fiir fiinf Wochen unter Standard-
Kurztagbedingungen (120 pE) angezogen. Die isolierte Thylakoidmembranen wurden mit 1 % DDM solubilisiert
und mit einem 4- 12 %igen BN-PAGE Gradientengel elektrophoretisch aufgetrennt. Die nachweisbaren photosyn-
thetischen Komplexe wurden rechts neben der dazugehorigen Bande vermerkt. Es wurden hierbei Proteinproben
mit identischem Chlorophyllgehalt analysiert.
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Col-0 tprl-3

Abbildung .8. — Phinotyp der verwendeten tpri-Linien nach 5 Tagen in fluktuierendem Licht im
Vergleich zum Wildtyp. Die verwendeten Linien wurden fiir zwei Wochen unter Standard-Kurztagbedingungen
angezogen und anschliefSend fiir 5 Tage in fluktuierendem Licht (30 min 100 pE, 30 min 20 pE, 24 h) [147]
angezogen.

2,5

B PAD4 BSID2 TNPR1

2,0 -

1,5 A

1,0 A

relative Expression

05 -

0,0 -

Col-0 tpr1-3

Abbildung .9. — Transkriptgehalte verschiedener Gene des Salicylat-Signalweges. Der mittels quanti-
tativer PCR ermittelte Transkriptgehalt wurde relativ zum Gehalt des gleichbehandelten Wildtyps bestimmt.
Die angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen wurden auf mindestens drei biologischen Replikaten
kalkuliert. PAD4 ist dabei fiir die Amplifikation des Salicylat-Signals {iber einen positiven Feeback-Mechanismus
zustandig [384], wahrend SID2 direkt an der Salicylat-Biosynthese beteiligt ist, in dem es das Substrat Choris-
mate in Isochorismate umwandelt, welches fiir die Synthese von Salicylat genutzt wird [385]. NPR1 hingegen
kann unabhéngig von von PAD4 und SID2 agieren und bindet als Monomer an verschiedene Transkriptions-
faktoren und beeinflusst so die Expression von Genen der pflanzlichen Immunantwort [386]. PAD4 - PHY-
TOALEXIN DEFICIENT 4; SID2- SALICYLIC- ACID-INDUCTION DEFICIENT 2; NPR1- NON-EXPRESSOR OF
PATHOGENESIS-RELATED GENES 1.
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Primer

Il. Primer

Tabelle .30. — Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer

Name Zielgen Richt. Sequenz

rekombinante Expression

6xHis-TPR1  At1g78915 fwd GGCGCCCAGCAAAGGAAATC

rev CTGCAGTCATAGTTTGGAGTATCTATCC
6xHix-SG1  At3g18420 fwd GGCGCCGCTAGCTCGAATC

rev GGTACCTTATTCTCCTCACTACC
SG1-6xHis  At3g18420 fwd CCATGGATGGCTAGCTCG

rev GAATTCGTTCTCCTCACTACC
6xHis-TPR7  At5g02590 fwd GGCGCCGCAGCAACTC

rev CTGCAGTCACTGATTCTTAGCG
6xHis-TPR9  At3g53560 fwd GGCGCCCTAACAACCGCC

rev CTGCAGTCAACTAGTTGATCCAGC

Genotypisierung

tpri-1 At1g78915 LP TTTTCTGCTCAAGAGCTGACC
RP CTAACGTTATCTTACCGGCCC
tprl-2 At1g78915 LP TCAGTGAATAAAACGCAAGGG
RP ATGTTCGAGACACCATGAAGG
tprl-3 At1g78915 LP TGCCTCAGGTTGATATCGAAC
RP TTTTACGTCCGAAGAAACCAG
sgl-2 At3g18420 LP ATTGGTTTCTTCTTTCGTCGC
RP ACTTAGCAAACTGTTCCTTAGC
tpr7 At5g02590 LP CTTGCATTTCTCAATCGCTTC
RP CAAAAATCAACAGATGATGGG
tpr9 At5g53560 LP ATCTAGACCATGTGCACAGGG
RP CCTTTCCGTCTCTTCAAATCC
SALK LBb1.3 LB ATTTTGCCGATTTCGGAAC
SAIL LB2 LB GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA

Erzeugung der Uberexpressionslinien

TPR1-HA At1g78915 fwd CTGAAACTCGAGATGTTGATGACACTAGCG
rev CTGAAACCCGGGTAGTTTGGAGTATC

TPR9-HA At3g53560 fwd CTGAAACTCGAGATGGAGTCTCTGGGG
rev ATTAAACCCGGGACTAGTTGATCCAGCC

VIGS-Konstrukte

TPR1-VIGS  Atl1g78915 fwd GAATTCCGAATACGTTGCTCGGAATTCTAACCC
rev GGATCCAGCTGATCTTAACGCACCTTCCC

gPCR TPR-Gene

TPR1 At1g78915 fwd TCAGGTTGAGTTACTTCTCGG

rev TATAATTCCCTTAGCCAAGTAGCC
SG1 At3g18420 fwd AAACCCACTTTCGTTTGAGG

rev CTTTCGTCAGCTGCTCGTAG
TPR7 At5g02590 fwd CTCTCGTCTCACCTCCTCCT

rev CGACGTCGTTTGGATTCTTA
TPRY At3g53560 fwd CCATAAGCAAGCCGTGATAA

rev TTCTGATGTCGACGCTCTTC

gPCR TBS-Gene

GAPDH At1g13440 fwd TTGGTGACAACAGGTCAAGCA
rev AAACTTGTCGCTCAATGCAATC
Actin At3g18780 fwd CTTCCCTCAGCACATTCCAG
rev GACCTGCCTCATCATACTCG
GSAT At5g63570 fwd TCAAAGAAGAGCGACACAGAG
rev GTAAACACCTTCTTCCAACATTCC
HEMA1 At1g58290 fwd TTGCTGCCAACAAAGAAGAC
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rev CCGTCTCCAATGAATCCCTC
FLU At3g14110 fwd AAGCCATACAGTATCACTCCA

rev TCCAGAATCTTCACTTTCCCT
GBP At3g21200 fwd TTCATGGAGGACGGAATCTG

rev TGTTAGCGTTAATCTGGTTGAC
CHLM At4g25080 fwd TTGCTGAAGCTGAGATGAAGGCAAAG

rev CAACGGTATCATACTTCCCAGTTAGG
CHL27 At3g56940 fwd GCTTCTTCTGCCTCTCGGTTTATG

rev GCCGTGGTTCGGTTTGTCTCG
PORA At5g54190 fwd TACCCTCTTCCCTCCTTTCC

rev GTTCCAGCTCCAATACACTCC
PORB At4g27440 fwd TGATTACCCTTCAAAGCGTCTCA

rev CAATGTATTCGTGTTCCCGGT
PORC At1g03630 fwd CTGGCAAAAGACTAGCACAGGTT

rev CAATACACTCCTGACTTCCCAAGAC
LIL3.1 At4g17600 fwd GCTGAACTCTTAAATGGTCGT

rev TGTCTTGCAGAAGAAATTCCC
gPCR ROS-Markergene [350]
GST6 At1gl7170 fwd GAAGCAGCCAAGGAGTTAATCG

rev AAGCTCAGACTCTAGCGTCTTG
ZAT12 At5g59820 fwd TGCGAGTCACAAGAAGCCTA

rev GTGTCCTCCCAAAGCTTGTC
NOD1 At5g64870 fwd GCTGATGCTGCCTTCTATTCAA

rev TGCGACAAGTCCCTCTGCA
BAP1 At3g61190 fwd GTGGGATCGTCAATCTTTCG

rev GGCCACCGTATCCATCAATC
Ferritin At5g01600 fwd GATCTCAGACTACATCACCCA

rev GAATCTTCGGGTTCTTCTGTTT
cAPX At1g07890 fwd TCGAGAAATACGCTGCTGATG

rev ACACAGAGCATACGTCACAG
tAPX At1g77490 fwd CAAAGTATTCTACGGGAAAGAAGG

rev TGTTGAGGAAGTAATTTGTGGG
sAPX At4g08390 fwd GGGCACATAATTTACTCAACCA

rev ATCCTTTGAACAGCCAGAAAC
qPCR PhANGs
LHCA1 At3g54890 fwd TGGTGGCAAACACAACGACA

rev GGAACTCCGGCGGATACGAA
LHCBI1.1 At1g29920 fwd CCGTGTGACAATGAGGAAGA

rev CAAACTGCCTCTCCAAACTTG
LHCB2.1 At2g05100 fwd TCAAAGCATCTGGTACGGAC

rev AACATAGCCCATCTGCTGTG
LHCB2.4 At3g27690 fwd CGGACCAGACCGTCCCAAAT

rev GGTGCAGCCTAAAGCTCCCA
LHCB3 At5g54270 fwd CCGTGTGGACTTCAAAGAACC

rev CGCCAACACCATCAAGACC
LHCB5 At4g10340 fwd ACGGATTGGATTTCGAGGAC

rev AGATGCTTTGCAAGGTTCTC
LHCB6 At1g15820 fwd AAGAAATCTTGGATCCCTGCC

rev CGACGAAGATCCCAAGAACC
PRIN2 At1g10522 fwd GTGCGGTCAGAGCGTGATTG

rev CGGCAAGGAAGACCAAGCC
CAl AT3G01500  fwd TGTGTCCATCACACGTTCTGG

rev GGACCACGAAGGCATCTCCT
CP12 AT3G62410  fwd CGGACCCTTTGGAGGAATACTG

rev GGCACTCGTTGGTCTCAGGA
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Primer

GUN1 At2g31400 fwd CTTGAGTATATTGACTGGCTGGG
rev AAAGAACTTCAACCGCTCGT
RBCS AT1G67090  fwd GCAACGGCGGAAGAGTTAAC
rev TCTTTCCAATCGGAGGCCA
gPCR Anthocyanbiosynthese [311]
CHS AT5G13930  fwd GGTCTCACCTTCCATCTCCT
rev AGTATGAAGAGAACGCACGC
DFR AT5G42800  fwd CGCCAAGACGCTACTCACT
rev CGGCTTTATCACTTCGTTCTCA
LDOX AT4G22880  fwd GTGATTACATAGAAGCAACGAGTG

rev

CTAAACCTAGACCGACAGAGAGA

gPCR Oxilipinsynthese [387,/388]

LOX3 At1g17420 fwd AACACAACCACATGGTCTTAAACTC
rev GGAGCTCAGAGTCTGTTTTGATAAG
DAD1 At2g44810 fwd GATAACGTTAAGATGACAGCG
rev GTGGCCACATTGATGCTG
DGL At1g05800 fwd CAGATCTTTAGGTGGTGTTTACGA
rev CTCGGACGGTTTACTAGAG
qPCR Lipidsynthese [329]
MDG1 At4g31780 fwd GTTACATCGCTGGTCAAGAG
rev TGCCGGTCCAAACCAATCCG
MDG2 At5g20410 fwd ACGGTCATGGCCCTTGCAGA
rev CCGTCGCCGCTTGTTACGGA
MDG3 At2g11810 fwd CACTGATTTGCGGCCTCCCA
rev GGGTGAAAACTCCAGCCCCA
DGD1 At3g11670 fwd GTGCAAGAAGCAATGACGA
rev GTTGCTGCTTCCCAAGAGAG
DGD2 At4g00550 fwd GTGTGTTTGCGTCATCTTC
rev CCAAAAGCTGTTCTGGAAG
FADS5 At3g15850 fwd TGGGTTTTGGTTCAGTCACA
rev TAGGTGGTTCGAAGGAATCG
FAD6 At4g30950 fwd CCGTGGTATCTGCTACCGTT
rev TAGGAAGGCGAGAGTACCCA

gPCR Vesikelinduzierende Proteine [229}|389, (390

CPRabA5e  At1g05810 fwd AGAGAGGAGTATCTCTTCAAGATTGTTG
rev CACCGTCGTATCCGAATGGA
VIPP At1g65260 fwd CTAGCAAAAGTCGTTAGCTTTCCTTCGCAG
rev CACCATGGCTCTCAAAGCTTCACCTGT
THF1 At2g20890 fwd ATGGCTGCAACTGCAATC
rev GTCTCTGATACAGGAGGCACAT
CPSAR1 At5g18570 fwd CAGAACCCAAAGCATTGTTCG
rev GACCTCAAACTCATTAATGGCTG
gPCR Jasmonat und Salicylat Biosynthese[321]
PAD4 At3g52430 fwd TTAGCCGTTGAAGCTCT
rev ATGCATCGCAACGATCT
SID2 At1g74710 fwd TGGTTAGCGTTGCTGGTATC
rev CATTCAACAGCGATCTTGCC
NPR1 At1g64280 fwd GGTGGAAAGAGGTCTAACCG
rev GCGAAACTATATGACGCCAA
allgemein verwendete Primer
pJET2.1 (Thermo Scientific) fwd CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
attB1 fwd GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

attb2

rev

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
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