ZUSAMMENFASSUNG
Die Familie der AMP aktivierbaren Protein Kinasen (AMPK) ist in Eukaryoten auf struktureller und

funktionieller Ebene in hohem Mafie konserviert. Aktiviert werden AMPKs bei Energiemangel auf
zelluldrer Ebene (Anstieg der AMP/ATP Rate), der stressbedingt, wie etwa bei Glucosemangel,
auftreten kann. Im Vergleich zu AMPKs in Sdugetieren und ihrem Aquivalent SNF1 in Hefe ist
beziiglich der regulatorischen Elemente SNFI1-verwandter pflanzlicher AMPKs (Typ I SnRK1
Kinasen) wenig bekannt. Als Mitglied der AMPK Familie sind SnRK1 Enzyme Trimere, bestehend
aus einer katalytischen a-, einer fiir die Substraterkennung verantwortlichen B-, sowie einer y-
Untereinheit welche die Aktivitdt des Enzyms reguliert. Die N-terminalen Doménen der katalytischen
a-Untereinheit weisen einen konservierten T-loop auf, ein Threonin-Rest welcher im Zuge der SnRK1
Aktivierung phosphoryliert wird. Proteine der AMPK Familie in Sdugern bzw. SNF1 in Hefe werden
ausschlieBlich durch iibergeordnete Kinasen aktiviert, wihrend pflanzliche SnRKl1s teilweise auch
durch Autophosphorylierung in ihrer Aktivitdt reguliert werden. Orthologe der in Hefe fiir die SNF1
Aktivierung verantwortlichen Kinasen Elmlp, Tos3p und Saklp sind in Pflanzen allerdings auch
vorhanden. Dariiber hinaus wird die Aktivitit der a-Untereinheit durch Interaktion von in ihrer C-
terminalen Domine vorhandenen autoinhibitorischen Sequenzen mit der unphosphorylierten N-
terminalen katalytischen Doméne reguliert. Die B-Untereinheiten fungieren zusitzlich zu ihrer
Funktion in der Substraterkennung auch als Basis fiir den Zusammenbau der o- und y-Untereinheiten
und zeichnen sich durch zwei konservierte Doménen aus. Dies sind die kinase interacting sequence
(KIS), die auch als glycogen/glucose-binding domain (GBD) bezeichnet wird sowie die kinase
association domain (ASC). Die Aktivator Untereinheit vy, trigt eine AMP-binding CBS (cystathionine-
3-synthase/Bateman 2) Doméne und wird fiir die AMP-abhingige Konformationsdnderung mit der die
Aktivierung der o-Untereinheiten einhergeht bendtigt. Die Untereinheiten pflanzlicher SnRK1
Enzyme unterscheiden sich dariiber hinaus in einigen Merkmalen von ihren Pendants in anderen
Organismen. So triagt die o-Untereinheit pflanzlicher SnRK1 Enzyme Ubiquitin-assoziierte (UBA)
Domiénen welche womoglich eine Rolle bei deren Degradation, bzw. Interaktion mit der
proteasomalen a7 Untereinheit spielen. Auch die N-terminale Region pflanzlicher y/SNF4
Untereinheiten unterscheidet sich von der anderer Organismen durch eine zusétzliche GBD Doméne,
wie sie sonst nur in der AMPK-f Untereinheit zu finden ist. SnRK1 Enzyme werden in Pflanzen
scheinbar als Folge von Zuckermangel, osmotischem Stress oder aber durch ABA aktiviert. Diese
Aktivierung fiihrt zu Verdnderungen im Transkriptions bzw. Phosphorylierungsmuster einiger
Schliisselenzyme des Metabolismus wie etwa 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-CoA Reduktase
(HMGR), Nitrat Reduktase (NR), Saccharose-Phosphat-Synthase (SPS), Trehalose-6-Phosphat
Synthase (TPS5) und 6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-bisphosphatase (FBPase2). Diese
Modifikationen erlauben eine gezielte Adaptation metabolischer Prozesse zur Bewiltigung etwaiger
stressbedingter Engpésse im Energichaushalt.

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Transkriptions-regulatorischen



Funktion von Arabidopsis thaliana SnRK1 Kinasen sowie deren Einbindung in den crosstalk
zwischen Glukose, ABA und Ethylen Signalwegen. Die Subzelluldre Lokalisierung der SnRK1
Untereinheiten im Zellkern wurde durch Fusion dieser mit fluoreszierenden Reporterproteinen (GFP,
RFP, CFP und YFP) ermoglicht. Zur Herstellung dieser Fusionsproteine wurden die entsprechenden
Gene fiir Reporterprotein und SnRK1 Untereinheit durch sogenanntes recombineering in Arabidopsis
BAC-Klonen zusammengefiigt. Im Detail erfolgte dies indem zunichst mittels der erwihnten, auf
einem galK Austausch basierenden, recombineering Methode (Warming et al., 2005) das Stop-codon
der jeweiligen SnRK1 Untereinheiten durch eine Reportergen Sequenz ersetzt wurde. Die so
modifizierten Gene wurden im Anschluss, inklusive ihrer nativen regulatorischen Regionen, durch
Rekombination der sie beherbergenden BACs mit speziell hierfiir geeigneten bindren Agrobacterium
tumefaciens Vektoren in diese transferiert. Nach Transfer der Konstrukte in Arabidopsis wurde die
Expression der SnRK1-GFP/YFP/CFP Fusionsproteine, den gesamten Lebenszyklus hindurch, in
verschiedenen Gewebetypen charakterisiert. Die genetische Analyse verfiigbarer T-DNA Insertions-
Mutanten liel erkennen, dass die individuelle bzw. kombinierte Inaktivierung der fiir myristoilierte
membrangebundene AKINB1 und B2 SnRK1 Untereinheiten kodierenden Gene, keinen erkennbaren
EinfluB auf durch Zucker oder ABA modulierte Prozesse hat. Im Gegensatz dazu zeigen
Insertionsmutanten des single copy Gens SNF4/AKINfy, welches fiir die im Zellkern-lokalisierte
SnRK1 aktivierende Untereinheit kodiert in ménnlichen Keimzellen einen Defekt bei der Trennung
der Schwesterchromatiden in der Meiose 2, aufgrund dessen nur infertile Pollen gebildet werden. Da
fiir die Gene der katalytischen SnRK 1 Untereinheiten AKIN10 und AKIN11 keine Insertionsmutanten
existieren und aufgrund der Sterilitdt ménnlicher Keimzellen in der snf4/akinfy Insertionsmutante
keine Homozygoten Mutanten erzeugt werden konnten, konnte deren Phénotyp zunichst nicht
bestimmt werden. Um diese Problematik zu umgehen wurden artifizielle MikroRNAs (amiRNAs)
entwickelt um die Expression der fiir die verschiedenen SnRK1 Untereinheiten kodierenden Gene
einzeln, bzw. im Fall der katalytischen Untereinheiten simultan, zu supprimieren (Schwab et al.,
2006). Um die bei der konstitutiven Repression der SnRK1 o und y Untereinheiten auftretende
Lethalitit zu vermeiden, wurde zur Expression der amiRNAs ein Ostradiol-induzierbares System
gewidhlt das auf dem pERS8 Vektor basiert (Zuo et al., 2000). AmiRNA Linien zur individuellen
Herunterregulierung von AKIN10, AKIN11, AKIN12, AKINB1, AKINB2, AKINB3 und
SNF4/AKINBy sowie solche die eine simultane Suppression der AKIN10/11/12 a-Untereinheiten
ermoglichten wurden generiert und auf molekularer und phénotypischer Ebene charakterisiert. Die
Entwicklung dieser amiRNA Linien wurde bei Licht, Dunkelheit und erhéhten Zuckerkonzentrationen
im Medium verfolgt. Dabei wurden die Auswirkungen von ABA, Ethylen, sowie rotem, infrarotem
und blauem Licht untersucht, um die Funktion der einzelnen SnRK1 Untereinheiten in den bekannten
Signalwegen zu ermitteln. Ein Knockdown der Expression der SNF4/AKINBy Untereinheit fiihrte zu
ABA unabhéngiger Samenkeimung und einer teilweisen Aktivierung der Ethylen triple response im

Dunkeln sowie bei rotem und infrarotem Licht. Dies fiihrte in der Folge zu Wachstumsarrest und



Apoptose, sowie nach 7 Tagen schliesslich zum Absterben der Keimlinge.

Um die Auswirkungen der SNF4/AKINfy Suppression auf Transkriptomebene zu untersuchen, wurde
nach Induktion der entsprechenden amiRNA Expression eine Affymetrix Mikroarray Analyse
durchgefiihrt. Hierbei wurde sowohl Material von im Dunkeln als auch im Licht herangewachsener
und induzierter Knockdown Linien untersucht. Unter anderem konnte anhand der Ergebnisse
festgestellt werden, dass neben der Pathogen Abwehr die Ethylen und Jasmonat Signalwege aktiviert
wurden. Parallel durchgefiihrte genetische Studien zeigten weiterhin, dass der Effekt der amiRNA
Expression auf den Ethylen Signalweg durch die ein6 Mutation unterdriickt wird. Diese Ergebnisse
demonstrieren, dass SnRK1 Kinasen eine Schliisselrolle in der koordinierten Regulation

verschiedener, im Zuge abiotischen und biotischen Stresses aktivierter, Signalwege spielen.
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