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Zusammenfassung

Adenylat bildende Enzyme nehmen eine zentrale kamkh vielen Stoffwechselwegen ein. Sie
katalysieren die Reaktion von Carbonsauren mit AtlPeinem AMP-Anhydrid (dem Adenylat)
und den darauf folgenden Transfer an einen Acylakreptor, oftmals Coenzym A. In dieser
Arbeit wurde eine Gruppe von Proteinen analysielie auf Grund ihrer Sequenz- und
Strukturdhnlichkeiten zu den 4-Cumarat:CoA-Ligas@€CL) als putative Adenylat bildende
Enzyme identifiziert, aber groRtenteils noch nichdrakterisiert wurden. Diese Proteine werden als
4CL-ahnliche Proteine (4CLL) bezeichnet.

Zur Charakterisierung der 4CLLs wurden diese zusi@bleterolog exprimiert, aufgereinigt und
einem umfangreichen Substratscreen mit rund 10@dDaAuren aus verschiedenen strukturellen
Klassen unterzogen. Dabei zeigte sich, dass dierlM@hder untersuchten 4CLLs als Acyl-CoA-
Synthetasen von Fettsduren verschiedenster Keiggmdund Sattigungsgrade fungiert. Dies
konnte durch einem vivo-Assay bestatigt werden, welcher auf der Kompleatemt eines Acyl-
CoA-Synthetase-defizientdd. coliStammes basiert. Somit aktivieren sechs der néenpiiiften
4CLLs Fettsduren und bilden damit, neben den Iserbkannten Acyl-CoA-Synthetasen
langkettiger Fettsduren (LACS), eine weitere Gruyppme Acyl-CoA-Synthetasen iA. thaliana
Zusatzlich aktivieren einige 4CLLs Derivate und $tafen der Phytohormone Jasmonsaure (JA)
und Indolessigsaure (IAA). Das Enzym At1g20510 kenals OPC-8:CoA-Ligase identifiziert
werden. Es aktiviert eine Zwischenstufe der JA-Rntsese, OPC-8, zum korrespondierenden
CoA-Ester. Diese Funktion konnite vivo durch Analysen von Verlustmutanten des entspretdren
Gens, die reduzierte Mengen an JA aufwiesen, hgistéérden. Mit At4g05160 und At59g63380
konnten erstmals Enzyme beschrieben werden, di¢AdaPerivat Indolbuttersaure (IBA) in den
korrespondierenden CoA-Ester Uberflinren. Nebenudgar in vitro-Bedingungen geringen, aber
signifikanten IBA:CoA-Ligase-Aktivitat zeigte die nalyse von Doppelmutanten beider Gene
deutlich veranderte 1AA- und IBA-Mengen. Des Waedierkonnte At1g62940 als Acyl-CoA-
Synthetase von Hydroxyfettsauren identifiziert vegrdind ist vermutlich an der Biosynthese von
Sporopollenin in Blatenknospen beteiligt. Die fupkiale Analyse der 4CLLs wurde jeweils durch
Untersuchungen zur Expression der korrespondiere@ame erganzt. Insgesamt ergibt sich damit
ein umfassendes Bild einer Gruppe von CoA-Ligaseren Vertreter differenzierte, wichtige
Funktionen im Stoffwechsel voh. thalianatbernehmen.






Abstract

Adenylate-forming enzymes are of fundamental imgmee in many metabolic pathways. These
enzymes catalyze the reaction of a carboxylic agid ATP to an AMP-anhydrid (the adenylate)
and its subsequent transfer to an acyl acceptachwh most cases is coenzyme A. In this study,
the function of a largely uncharacterized group pobteins from Arabidopsis thalianawas
systematically explored. Based on their high segaeemd structural similarity to 4-coumarate:CoA
ligase (4CL) these enzymes were named 4CL-like [(4Qbroteins and are thought to display
adenylate-forming activity.

To identify enzymatic functions, the heterologouskpressed and purified 4CLL enzymes
were subjected to an extensive substrate screag akiout 100 carboxylic acids from different
structural classes. These studies revealed than#jerity of the tested 4CLLs function as acyl-
CoA synthetasem vitro, activating fatty acids of variable chain lengthtihe corresponding CoA
esters. This function was confirmed by an independe vivo assay, which relies on functional
complementation of an acyl-CoA synthetase-deficientoli strain. In fact, six out of nine tested
4CLL enzymes showed this activity, thereby definengew group of fatty acyl-CoA synthetases in
A. thaliang which is distinct from the known long-chain fattgyl-CoA synthetase (LACS) family.

In addition, several 4CLL enzymes were also aabivesarious derivatives of phytohormones
such as jasmonic acid (JA) and indoleacetic acfiA)l Importantly, the enzyme Atlg20510
efficiently activated OPC-8 to the CoA ester, thedicted intermediate of JA biosynthesis, thus
representing an OPC-8:CoA ligase. Timsvitro function was confirmed by analysis of variols
thaliana lines deficient for the corresponding gene, whgliowed reduced levels of JA. By
contrast, the enzymes At4g05160 und At5g63380 stiomeek but significantn vitro activity
towards indolebutyric acid (IBA) and in the corresding A. thalianamutant line the 1AA/IBA
balance was impaired. These results demonstratdatiaenzymes participate in auxin metabolism
and identify for the first time IBA:CoA ligases. rlly, the enzyme At1g62940 was found to
activate hydroxy fatty acids, which are importameqursors of sporopollenin biosynthesis in
flowers of A. thaliana The functional analysis of all enzymes was comglleted by expression
studies of the corresponding genes. Collectivelycomprehensive picture of a functionally

important class of enzymes is presented.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Aktivierung chemisch wenig reaktiver Substanzaellt in allen Organismen einen
grundlegenden Prozess dar. Inshesondere aktiviiamieonsduren sind Bestandteil zahlreicher
anaboler und kataboler Stoffwechselwege, in denenschiedenste Metabolite wie Lipide,
Aminoséauren oder Sekundéarstoffe umgesetzt werdetspEechend der chemischen Diversitat
der Substrate hat sich eine umfangreiche Klasseielknder Enzyme entwickelt, die Ligasen.
Der Uberwiegende Teil dieser Enzyme gehort Aeid:thiol-Ligasen (EC 6.2.1) an, die unter
ATP-Verbrauch energiereiche Kohlenstoff-Schwefehdgingen knipfen (Shockegt al,
2003). Doch selbst innerhalb dieser Gruppe Ilasseoh sdrei verschiedene
Reaktionsmechanismen unterscheiden, die zu eingeram Einteilung in drei Superfamilien
fuhren (Grootet al, 1976; Steiret al, 1996; Sancheet al, 2000). Im Folgenden wird nun
naher auf die Superfamilie der Adenylat bildendezyine eingegangen (Cordt al, 1996;
Changet al, 1997; Shockegt al, 2003; Fuldat al, 1997).

1.1 Die Superfamilie der Adenylat bildenden Enzyme

Adenylat bildende Enzyme sind bislang in allen tsuehten pro- und eukaryotischen
Organismen identifiziert worden. Sie werden auch/Adyl-Adenylat bildende Enzyme, Acyl
aktivierende Enzyme oder AMP bindende Proteineibkret (Babbitet al, 1992; Contet al,
1996; Changet al, 1997; Fuldaet al, 1997; Shockeet al, 2003). Diese Enzymfamilie
umfasst so diverse Vertreter wie Polyketid-Syntbeta aus Algen, die Luciferasen der
Arthropoden, bakterielle Peptid-Synthetasen odequitér verbreitete Acyl- und Aryl-CoA-
Synthetasen (Biblket al, 1994; Contiet al, 1996 und 1997; Leet al, 1995; Watkinst al,
1997). Die Einteilung in diese Familie beruht nicuf einer direkten Verwandtschaft der
Proteine, die sich in einer globalen Sequenzid@raitisdriicken lasst, sondern vielmehr auf der
Existenz eines hochgradig konservierten struktemeNMerkmals, der AMP-Bindedoméane und
dem sich daraus ableitenden ReaktionsmechanismasT@haet al, 1973; Babbittet al,
1992). Die Bindedomane, welche fir die Interaktioit Adenosintriphosphat (ATP) und die
Adenylatbildung wichtig ist, findet sich in der PROE-Konsensussequenz PS00455 wieder:
[LIVMFY]-X-X-[STG]-[STAG]-G-[ST]-[STEI]-[SG]-X-[PAS LIVM]-[KR]. Der Mechanismus

der Katalyse ist ein Zwei-Schritt-Reaktionsmechamis, der in Abb. 1 schematisch dargestellt



2 Einleitung

O O o
o Lo | e | D B0
X-—C—OH X =—C —AMP X+—C—

Enzym-SH
Enzym Substrat | X Akzeptor @
4-Cumarat:CoA-Ligase 4-Cumarsaure Coenzym A
Acetyl-CoA-Synthetase Essigsaure Coenzym A
Acyl-CoA-Synthetase Fettsduren Coenzym A
Gramicidin-Synthetase Phenylalanin 4-Phosphopantothenat
Luciferase Luciferin Sauerstoff

Abb. 1: Die Zwei-Schritt-Reaktion der Adenylat bild  enden Enzyme

Dargestellt ist eine schematische Abbildung des Reaktionsmechanismus der Adenylat
bildenden Enzyme. Im ersten Schritt erfolgt, unter Abspaltung won Pyrophosphat die
Bildung des enzymgebundenen Adenylats. Im zweiten Teil der Reaktion erfolgt der
nucleophile Angriff des Endakzeptors auf den Carbonylkohlenstoff und die Freisetzung des
aktivierten Endprodukts.

ist. Zu Beginn der Katalyse wird die Carboxylgrupgdes Substrates zu einem stabilen,
enzymgebundenen Acyl-AMP-Intermediat, dem Adenylamgesetzt. Dabei erfolgt die
Abspaltung des Pyrophosphats von ATP, die die Rmakenergetisch beginstigt und
irreversibel macht. Im zweiten Schritt erfolgt eincleophiler Angriff der freien Elektronen
eines Acyl-Endakzeptors auf den Carbonylkohlensteff Adenylats, wodurch das Produkt und
AMP freigesetzt werden (Clelaret al, 1963; Bar-Tanat al, 1973; Hisanageat al, 2004).
Bei gleichem Reaktionsmechanismus ist die ldendgit verschiedenen Endakzeptoren sehr
variabel, beispielsweise findet sich Coenzym A (Ch&i Acyl- und Aryl-CoA-Synthetasen,
4’-Phosphopanthothenat bei Peptid-Synthetasen kolater Sauerstoff bei Luciferasen (Conti
et al, 1996 und 1997) und verschiedene Aminosaurediédo-Synthetasen (Staswiek al,
2004; Staswiclet al., 2005).

Neben der Existenz der AMP-Bindedoméane und demifsgien Reaktionsmechanismus
besitzen Adenylat bildende Enzyme ein ahnlichesuRgbmuster. Demnach bestehen die

Proteine aus einer grof3en N-terminalen und einginéh C-terminalen Domé&ne, wobei sich
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das aktive Zentrum an deren Kontaktstelle befinBetrch die Substratbindung erfolgt eine
Rotation der C-terminalen Domane und das Enzym nireme, fur die Bildung des
Endprodukts essentielle, geschlossene KonformatiofiChanget al, 1996; Horswillet al,
2002; Gulick et al, 2003). Diese Informationen wurden vor allem ales Analyse der
Kristallstrukturen gewonnen, die bislang fiir seblestreter der Superfamilie ermittelt werden
konnten. Dazu gehdren eine Luciferase aus dem ligifenPhotinus pyralisohne ihr Substrat
Luciferin (Conti et al, 1996), die Phenylalanin aktivierende Doméane takteriellen
Gramicidin-S-Synthetase mit den Substraten Phamyjlalund ATP (Contet al, 1997), das
bakterielle 2,3-Dihydroxybenzoesaure aktivierenadeyin DhbE mit seinen Substraten 2,3-
Dihydroxybenzoesaure und ATP (Ma&y al, 2002), eine bakterielle Acetyl-CoA-Synthetase
mit CoA und dem Inhibitor Adenosin-5"-propylphospt@ulick et al, 2003), die bakterielle 4-
Chlorobenzoat:CoA-Ligase CBAL mit ihrem SubstraCHlorobenzoat (Guliclet al, 2004),
sowie ein Homodimer der Acyl-CoA-Synthetase langget Fettsauren ausThermus

thermophilusmit Adenosin-5"-imidotriphosphat und Myristyl-AMPlisanagaet al, 2004).

1.2 Adenylat bildende Enzyme imArabidopsis thaliana

Im Jahre 2000 wurde die Sequenzierung des GenomsMaelellpflanze A. thaliana
komplettiert. Die anschlieBende Analyse ergab, dastem 125 Mb groRen Genom 25.498
Gene vorhergesagt werden (Arabidopsis Genome tiné&i&000). Eine weitere Untersuchung
der prognostizierten Genprodukte ermittelte 44 mpid#e Proteine, die die typische, 12
Aminoséauren lange Konsensussequenz der AMP-Bindaderaufweisen und weitere 19, die
eine leicht modifizierte Variante des Peptidmotiegien (Staswickt al, 2002; Shockegt al,
2003). Insgesamt enth&t thalianadamit im Vergleich mit anderen Organismen diednig|
grodte Familie Adenylat bildender Enzyme (Shockewl, 2003). Jedoch ist die funktionale
Charakterisierung der Proteine dieser Familie imgléch mit den Ligasen aus Bakterien,
Hefen oder tierischen Organismen noch nicht sehir feggeschritten (Watkingt al, 1997,
Shockeyet al, 2003). Bisher konnte nur einem Teil der Adenylddienden Proteine aus.
thaliana eine enzymatische Aktivitdt zugewiesen werden.uDgehoren neun Acyl-CoA-
Synthetasen langkettiger Fettsduren (Shoeitey}, 2002), vier Isoformen der 4-Cumarat: CoA-
Ligase (Leeet al, 1995; Ehltinget al, 1999; Hambergert al, 2004) und flinf 4-
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Cumarat:CoA-Ligase-ahnliche Enzyme (&kal, 2000; Shockewt al, 2003; Schneidest al,

2005). Des Weiteren wurde acht Vertretern der 19glMder umfassenden Gruppe mit
veranderter AMP-Bindedoméne eine Funktion als AnrBgathetasen zugewiesen, die
Phytohormone wie Indolessigsaure oder Jasmonsdukerachiedene Aminoséuren koppeln
(Staswicket al, 2002 und 2004). Im Folgenden wird auf die bereftarakterisierten Enzyme
mit konservierter AMP-Bindedomé&ne naher eingegangeh. die Acyl-CoA-Synthetasen
langkettiger Fettsauren, 4-Cumarat:CoA-Ligasen uddCumarat:CoA-Ligase-ahnliche

Enzyme.

1.2.1 Die Acyl —CoA-Synthetasen langkettiger Fettsi#ien (LACS) ausA. thaliana

Die Familie der Acyl-CoA-Synthetasen langkettigeettsauren (LACS) besteht aus 11
Mitgliedern, die untereinander eine Aminosauresagigentitat von mindestens 30 %
aufweisen. Sie unterscheiden sich grundlegend tselk von weiteren Adenylat bildenden
Enzymen aud\. thalianadurch das Vorhandensein einer 30 bis 70 Aminosélaegen, fur
eukaryotische LACS typischen Linkerdomane, welchedfe enzymatische Funktion essentiell
ist (lijima et al, 1996; Shockegt al, 2002). Von diesen 11 Proteinen zeigen neun lscfo
eine detektierbaren vitro-Aktivitat. Sie zeichnen sich durch ein sehr ahms, breites
Substratspektrum aus und uUberfihren vornehmliclykiettige geséttigte und ungesattigte
Fettsauren der Kettenlangen C16 und C18 in dere&pondierenden CoA-Ester (Shoclety
al., 2002). Bislang konnte drei der LACS eine spsegiiein vivo-Funktion in A. thaliana
zugewiesen werden. Den beiden einzigen peroxisdoialisierten LACS kommt eine
essentielle Rolle in der Bereitstellung von aktitea Fettsauren im KeimungsgeschehenAon
thaliana zu. Dies wurde durch die Erzeugung einer keimuniggugen Doppelmutante der
Gene GendLACS6 und LACS7 erkannt (Fuldaet al, 2002; Fuldaet al, 2004). Fur die
chloroplastidar lokalisierte LACS2 wurde durch dfnalyse einer Einzelmutante eine
Beteiligung an der Synthese von Fettsauren zum &uflder pflanzlichen Kutikula
nachgewiesen (Schnuet al, 2004). Phanotypen der anderen LACS sind bislaiogpt

beschrieben worden. Mdglicherweis ist dies ein Hiisrvauf enzymatische Redundanz.
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1.2.2 Die 4-Cumarat:CoA-Ligasen (4CL) au®\. thaliana

Die Familie der 4-Cumarat:CoA-Ligasen (4CL) bestmint vier Isoformen, die sich durch eine
hohe Identitat der Aminosauresequenz von 60 bi%&lszeichnen. Diese Enzyme aktivieren
in vitro hydroxy- und methoxysubstituierte Zimtsauredesvah reaktiven Thioestern (Ehlting
et al, 1999; Stuibleet al, 2001; Hambergest al, 2004). Obwohl dién vivo-Funktion bislang
nur fir 4CL1 durch die Analyse von Suppressionsmteta bestatigt werden konnte, werden
alle vier Enzyme auf Grund ihrer Substratspezififgin pflanzlichen Phenylpropanstoffwechsel
zugeordnet (Leest al, 1997; Costeet al, 2005). In diesem Stoffwechselweg wird aus der
aromatischen Aminoséaure Phenylalanin eine Vielzahlsekundéren Pflanzeninhaltsstoffen,
wie Flavonoide und Lignin gebildet (Dixaet al, 1999; Douglagt al, 1996; Leet al, 1997).
Die verschiedenen Isoformen besitzen ausgepradisti@tspezifitaten und unterschiedliche,
spezifische Expressionsmuster. So ist 4CL3 in dkneB der Pflanze exprimiert und wird
durch Bestrahlung mit UV-Licht stark induziert. @lezeitig aktiviert es mit hoher Affinitat 4-
Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure). All dies deutdt @une Rolle in der Synthese von Farb-
und Schutzpigmenten, den Flavonoiden, hin (Ehlengal, 1999). 4CL1, 4CL2 und 4CL4
scheinen eher an der Bereitstellung von aktiviet@rstufen fur die Ligninbiosynthese
beteiligt zu sein. Sie zeigen in den lignifiziertefeilen der Pflanze das hdchste
Expressionsniveau und aktivieren unterschiedlichentg@urederivate. 4CL1 und 4CL2
akzeptieren Cumarsaure und Kaffeesaure (3,4-Dikkydimtsdure) als Substrate (Ehltireg
al., 1999; Stuibleet al, 2001). 4CL4 aktiviert als einziges 4CL Sinapungi(3,5-Dimethoxy-
4-hydroxyzimtsaure) (Hamberget al, 2004).

Zur Untersuchung der ausgepragten Substratspézifithei gleichwohl hohem
Verwandtschaftsgrad, wurde ein Homologiemodell derf Kristallstruktur der Phenylalanin
aktivierenden Domane der Gramicidin-S-Synthetaséelr (Contiet al, 1997; Schneideet
al., 2003). Das bakterielle Protein wurde auf Gruraimbloger Anordnung struktureller
Elemente sowie der Ahnlichkeit der Substrate Predagin und 4-Cumarsaure ausgewahlt.
Durch dieses Verfahren konnten 12 Aminosduren ifigett werden, die die
Substratbindetasche bilden und somit fur die uokeesllichen Substratpraferenzen der
Isoformen fur bestimmte Zimtsdurederivate verantiiebr sind. Dieses Modell wurde durch
die Erstellung von 4CL-Varianten mit veranderterbSuatspezifitdt in einem rationalen
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Mutationsansatz bestatigt (Schneigeral, 2003). Damit stellt die Familie der 4CLs die woh

am besten charakterisierte Gruppe von Adenylaehdeén Enzymen iA. thalianadar.

1.2.3 Die 4-Cumarat:CoA-Ligase-ahnlichen Proteine4CLL) aus A. thaliana

Innerhalb der Adenylat bildenden Enzyme Aushalianakonnten durch Sequenzvergleiche 25
Gene identifiziert werden, deren Produkte eine ARIRdedoméne, eine ahnliche Exon- und
Intronstruktur und mindestens 25 % Aminosauresezjdentitat zu den bekannten 4CLs
aufweisen. Diese werden als 4-Cumarat:CoA-Ligasdi¢ite Proteine (4CLL) bezeichnet. Ein
phylogenetischer Baum dieser Enzymfamilie ist irbAB dargestellt. Dabei wurden die 4CLLs
korrelierend ihrer Ahnlichkeit mit 4CLs (Gruppe A) die Gruppen B bis F eingeteilt
(Schneideret al, 2003). Auf Grund der AMP-Bindedoméane wird angeneen, dass die
Proteine Uber die Bildung des Adenylat-Intermediate Thioesterbildung noch unbekannter
Substrate vermitteln. Trotz bestandiger Versuclmnte nur funf Vertretern dieser Familie
eine Funktion zugeschrieben werden @el, 2000; Shockewet al, 2003; Costat al, 2005;
Schneideret al, 2005). Die bislang charakterisierten 4CLLs ustheiden sich funktionell
deutlich von den 4CLs, da sie keine Zimtsauredezivansetzen. At5g36880 aus Gruppe C
wurde Uber immunologische Methoden indirekt alstple€oA-Synthetase identifiziert (Ket
al., 2000). Des Weiteren aktivieren die Enzyme Atligibaus Gruppe F und At3g16910 aus
Gruppe E inin vitro-Versuchen Fettsauren mit einer Praferenz fur kuwmpd mittlere
Kettenldngen (Shockegt al, 2003). Im Jahr 2005 wurde fiir zwei peroxisonuidalisierte
4CLLs der Gruppe B, At4g05160 und At5g63380, dervitro-Umsatz von mittel- und
langkettigen Fettsduren, sowie erstmalig der Jaséwwoevorstufen OPC:6 und OPDA
beschrieben (Schneidet al, 2005).

Durch Sequenzvergleiche zwischen den noch unbedanond bereits charakterisierten
Enzymen aus anderen eukaryotischen Organismen wuktihersagen Uber mdgliche
Funktionen der 4CLL getroffen. Fur die am néachste4CL verwandten Proteine der Gruppe
B wurden folgende Vermutungen beschrieben. Einerseiverden strukturell zu
Zimtsaurederivaten verwandte Substanzen, wie Zumésdand Benzoesdure als Substrate
vorgeschlagen (Schneidet al, 2003). Unter Einbeziehung der Tatsache, dast dieker

Proteine eine peroxisomale Importsequenz besite@r@ aber auch eine Aktivierung von
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Abb. 2: Stammbaum der 4CLsund 4CLLsaus A. thaliana

Gruppe A umfasst die 4CLs, die Gruppen B bis F beinhalten die 25 4CLLs. Die
Verwandtschaftsverhaltnisse wurde mittels der Programme PILEUP und PAUP ermittelt
(Schneider et al., 2003). Die wor Beginn dieser Arbeit bekannten enzymatischen
Hauptaktivitaten sind angegeben.

Fettsauren oder Phytohormonvorstufen nahe geledin€deret al, 2003; Shockeyet al,
2003; Reumanret al, 2004). Insbesondere fur die Genprodukte AtlgR0sid At5g63380
wurde Uber eine Aktivitat als Acyl-CoA-Synthetasehss langkettiger Fettsauren (> C22)
spekuliert, da sie eine relativ hohe Sequenzid#ntitit einer gut charakterisierten Isoform
eines entsprechenden Enzyms aus der Milus (musculysaufweisen (Bergeet al, 1998;

Shockeyet al, 2003). Der einzige Vertreter der Gruppe B ohfiensichtliches Importsignal
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ist At1g62940. AulRerdem wird dieses Protein aufr@rder Aminosauresequenzidentitat von
ca. 40 % sowohl zu 4CL als auch zu den anderen 4Cll& Bindeglied zwischen beiden
Familien angesehen (Abb. 2). Somit scheint dies&isL4eine Sonderstellung einzunehmen.
Diese wird durch zwei weitere Besonderheiten zlishtainterstiitzt. Im Sequenzvergleich
bildet dieses Protein mit orthologen Acyl-CoA-Syetdisen aus PappdPdpulus speg, Reis
(Oryza sativag und Tabak Nicotiana sylvestris eine eigene evolutionare Untergruppe
(unveréffentlichte Daten C. Douglas). Mitgliederesier Untergruppe zeigen auf3erdem ein
charakteristisches Expressionsmuster, das sich anf spezifisches Stadium der
Blutenentwicklung konzentriert (unveroffentlichteten C. Douglas). Des Weiteren wird einer
potentielle CoA-Ligase aus Gruppe C der 4CLLs, AEBRP0, eine mdgliche Rolle in der
Abwehr von Pathogenen zugeschrieben, da ein entgmdes Homolog aus Paprika
(Capsicum annuumnach Behandlung mit dem hemibiotrophen Bakteriamthomonas
campestristranskriptionell stark induziert wird (Shockest al, 2003). Auch Daten zA.
thaliana unterstiitzen diese Theorie, so wird die Genexmmesdurch die Applikation des
necrotrophen PilzeBotrytis cinereaauf Blatter aktiviert (Daten aus ExpressionAngler)

Zur funktionalen Charakterisierung der 4CLLs &usthalianawurde auf3erdem versucht das
Modell der 4CL-Substratbindetasche auf die 4CLLdikartragen. Dies erwies sich allerdings
als ungeeignet (Doktorarbeit K. Schneider).

1.3p-Oxidation in A. thaliana: Mdgliche Substrate der 4CLL

Im Rahmen dieser Arbeit werden Enzyme funktionarakterisiert die in ihrer Mehrzahl eine
putative peroxisomale Importsequenz aufweisen. @a Reroxisomen die Organellen der
pflanzlichen f-Oxidation darstellen, liegt eine Funktion der 4GLIn der Aktivierung von
Substraten fir den Abbau mittglsOxidation nahe. Im Folgenden werden mdgliche Satest

beschrieben.

1.3.1 Fettsauren

Fettsauren spielen als Speicherlipide, Struktwtéipi  Komponenten in
Signaltransduktionswegen und als Membranbestardtrilallen Organismen eine zentrale
Rolle. Ihr Abbau durclf-Oxidation ist in Abb. 3 schematisch dargestetitAl thalianawerden

Fettsauren zunachst Uber einen ABC-Transporter {8 Peroxisom importiert und durch
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Abb. 3: Die peroxisomale B-Oxidation in A.thaliana

Dargestellt ist die B-Oxidation von Fettsauren, der Jasmonséaurevorstufe OPC-8 und
des Auxins Indolbuttersdure (IBA). Dabei erfolgt zunéchst die Aktivierung der
Carbonséaure zum korrespondierenden CoA-Ester. Fir die Jasmonsaurevorstufen und
IBA sind die entsprechenden Acyl-CoA-Synthetasen noch unbekannt. Im Folgenden
werden Acyl-CoA-Oxidasen, Multifunktionsproteine und Ketoacyl-Thiolasen aktiv.
Dabei sind in der B-Oxidation der Fettsduren diejenigen Enzyme zu sehen, die
wahrend der Keimung relevant sind. Im Falle der Fettsduren und der OPC-8 kénnen
diese Schritte im Folgenden mehrfach wiederholt werden, sodass letztlich Acetyl-CoA
bzw. Jasmonséure entstehen. Die Co-Substrate der einzelnen Reaktionsschritte sind
beispielhaft nur fir die B-Oxidation von Fettséduren angegeben.
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die Acyl-CoA-Synthetasen LACS6 und LACS7 zum CoAeEsaktiviert (Footittet al, 2002;
Fuldaet al, 2002 und 2004). Daraufhin erfolgt die Verkirzuthgy Kettenlange mittel§-
Oxidation in vier Reaktionsschritten, die von drgiterschiedlichen Enzymen katalysiert
werden (Kindlet al, 1993). Durch die Isoformen ACX1 und ACX2 dergasamt sechs Acyl-
CoA-Oxidasen inA. thalianawird eine ungesattigte Bindung einfiigt und somitrans-enoyl-
CoA erzeugt (Adhanet al, 2005; Pinfield-Wellset al, 2005). Die folgenden Schritte der
Hydrierung zu 3-Hydroxyacyl-CoA und der Oxidation 3-Ketoacyl-CoA werden von der
Isoform 2 der beiden Multifunktionalen Proteine chgefihrt (Preissig-Mulleet al, 1994;
Eastmonckt al, 2000; Rylottet al, 2006). Schlussendlich wird durch die Isoforme? drei 3-
Ketoacyl-CoA-Thiolasen 3-Ketoacyl-CoA in Acyl-CoAnd Acetyl-CoA gespalten (Preissig-
Muller et al, 1993; Katoet al, 1996; Germairet al, 2001). Dieser Zyklus wiederholt sich bis
zum kompletten Abbau der Fettsdure. Dann werdemgeschlossenen Stoffwechselwegen aus
Acetyl-CoA Reduktionséquivalente und Energie geveonr(Beeverset al, 1961). InA.
thaliana wurden bislang auf Grund des leicht zu erkenner®lgmnotyps von Verlustmutanten
vornehmlich diejenigen Enzyme dgiOxidation von Fettsauren funktional charakterisidre

an der Keimung der Pflanzen beteiligt sind (Coagtesl, 1969). LACS6 und LACS7 kommt
hierbei eine essentielle Funktion zu, sodass larsb/lacsMutante keimungsunfahig ist. Dies
legt die Vermutung nahe, dass 4CLLs zumindest beiAktivierung von Fettsauren wahrend
der Keimung keine Rolle spielen. Allerdings ist @i®xidation von Fettsduren in Pflanzen
nach dem Keimlingsstadium nur wenig untersucht.iglexth die Mutante einer Isoform des
multifunktionalen Proteins AIM1, das eine Funktiom Primarmetabolismus erfillt, deutet auf
die Bedeutsamkeit des Fettsdureabbaus in alleniékiinvgsstadien der Pflanze hin. So zeigt
die Mutante im adulten Stadium multiple Phéanotypsie deutlich verkleinerte Blatter und
stark verzweigte Blutenstangel (Richmaetdal, 1999). Es besteht daher die Mdglichkeit, dass

4CLLs bei ausgewachsenen Pflanzen an der Fett$divieaung beteiligt sein konnten.

1.3.2 Jasmonsaurevorstufen
Der Methylester der Jasmonsdure wurde 1962 als Koemge des Dufts von Jasmin
(Jasminum grandiflorupnbeschrieben, ab 1980 begann man die Existenz agmeen Hormons

zu vermuten (Yamaneet al, 1982). Heutzutage ist die Funktion von Jasmams&als
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Phytohormon etabliert. Sie weist deutliche Parmallelzu den gut charakterisierten
Eicosanoidhormonen tierischer Organismen auf (ltiesthal, 2002). Sowohl ihre Entstehung
aus Fettsauren als auch ihre Funktion als Trauma-Pathogenesesignale &hneln sich (Liechti
et al, 2002). Wie in Abb. 5 ersichtlich, ist Jasmongsauerantwortlich fur die Interaktion von
Pflanzen mit der biotischen Umwelt, d.h. die Stengr von Abwehrreaktionen gegen
Herbivoren und necrotrophe Pilzen. Aul3erdem regslt zumindest inA. thaliang die
Entwicklung der mannlichen Blutenorgane und ist iscan der Fertilitat beteiligt. Dartber
hinaus hat Jasmonsaure Einfluss auf die Wurzelekiuig (Browse 2005).

Die Biosynthese von Jasmonsaure ist bereits detaidrforscht. Nach einem entsprechenden
Stimulus wird aus den Galactolipiden der Chlorogasiurch die Lipasen DAD1 und DGi-
Linolensaure (C18:3) freigesetzt und Uber mehremzymatische Schritte in 12-
Oxophytodiensaure (OPDA) umgewandelt (Schadteal, 2001; Gobeekt al, 2001; Bellet al,
1995; Feussneet al, 2002; Stenzeét al, 2003; Hyunet al, 2008). Das chloroplastidéare
Endprodukt OPDA ist zugleich Vorstufe in der Biogywse von Jasmonsaure und ein
eigenstandiges Signalmolekul, das fur die Pathdgeelar notwendig ist. Aul3erdem kann es,
an Galactolipide verestert in den Chloroplasterpgesiert werden. Im néchsten Schritt wird
OPDA auf bisher unbekannte Weise aus dem Chlongplagxportiert. Der folgende
Biosyntheseteil ist in Abb. 4 dargestellt. Der dnigf3ende Transport in die Peroxisomen
berunht teilweise auf der Aktivitdit eines ABC-Traogers (CTS1), wird jedoch
hdchstwahrscheinlich durch einen lonenfallenmedrans unterstitzt (Theodouloet al,
2005). Hier erfolgt zunachst eine Reduktion desl@pentenons zum Cyclopentanon OPC-8
durch das Enzym OPDA-Reduktase (OPR3) (Schaliezl, 2000). Der nun folgende Schritt
der Aktivierung des unreaktiven Molekiils erfordaig Aktivitat einer CoA-Ligase. Es wurden
bereits zwei 4CLLs identifiziert, dien vitro Jasmonsaurevorstufen umsetzen konnen
(Schneideret al, 2005; Doktorarbeit K. Schneider; Diplomarbeit Kienow). An Hand des
postulierten Mechanismus der Jasmonsaurebiosynth&se die Aktivitat einer OPC-8:CoA-
Ligase erforderlich (Vick et al, 1983 und 1984), beide Enzyme setzen diese
Jasmonsaurevorstufe aber nicht um. Somit wirdeeztgndie Aktivierung des Substrates vor
dessen Reduktion auf Stufe des OPDA stattfindem eslesollten weitere Enzyme existieren,
die die postulierte Aktivitat besitzen. Nach der tidderung wird OPC-8:CoA durch die
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Abb. 4: Der peroxisomal lokalisierte Teil der Jasmon saurebiosynthe se

Im ersten, chloroplastidare lokalisierten Teil der Jasmonsaurebiosynthese entsteht OPDA
bzw. dnOPDA, welche durch den ABC-Transporter CTS1 bzw. einen
lonenfallenmechanismus ins Peroxisom transportiert werden. Hier erfolgt die Reduktion
zu OPC-8 bzw. OPC-6 durch OPRS3, dann sollte eine Aktivierung dieser Vorstufen
erfolgen, an der wahrscheinlich 4CLLs beteiligt sind. Die aktivierten Vorstufen werden
durch B-Oxidation zu Jasmonyl-CoA, aus welchem durch KAT2 Jasmonséure freigesetzt
wird.

Enzyme der peroxisomal@aOxidation verkirzt (Abb. 3). Dabei konnte die Bigeing zweier
Isoformen der Acyl-CoA-Oxidase-Familie, ACX1 und K&, des Multifunktionsproteins
AIM1 und der Ketoacyl-Thiolase KAT2 nachgewieserrden (Richmoncet al, 1999; Castillo
et al, 2004; Schillmilleret al, 2007). Durch mehrerg-Oxidationsschritte entsteht auf diese
Weise zunachst der CoA-Ester der Jasmonsaure,uden die Aktivitat einer Thioesterase in
Jasmonséaure und CoA gespalten werden sollte. Esprechendes Enzym wurde jedochAin

thaliana noch nicht identifiziert. Jasmonséaure wird nichir mls freie Saure in der Pflanze



Einleitung 13

vorgefunden, sondern unterliegt vielfaltigen Mokhfionen wie Decarboxylierung,
Glycolysierung, Hydroxylierung, Konjugation an Arosauren oder Methylierung, so dass
weitere enzymatische Aktivitaten vorgefunden wer(feeoet al, 2001; Staswiclet al, 2004;
Swiateket al, 2004; Miersclet al, 2008).

Daneben existiert ein alternativer Weg der Jasmosséosynthese, der von der Fettsdure
Hexadecatriensdure (C16:3) ausgeht und parallel der soeben beschriebenen
Hauptbiosyntheseroute zun&chst Dinor-Oxophytodigres&nOPDA) bildet (Abb. 4). Dieses
wird zu OPC-6 reduziert und letztlich ebenfallslasmonsaurg-oxidiert (Weberet al, 1997).

1.3.3 Auxin

Die Erforschung des Hormons Auxin gehort zu dersédn Feldern der experimentellen
Pflanzenforschung. Bereits Charles Darwin fiuihrtesMehe zum Gravitropismus durch und
postulierte eine hypothetische Substanz, die da®sSwachstum der Pflanzen moduliert
(Darwin 1880). Die verantwortlichen Molekiile wurdalterdings erst 1931 aus menschlichem
Urin isoliert und Auxin A und B genannt (Kot al, 1931). Die Gesamtarchitektur einer
Pflanze wird malf3geblich von Auxin beeinflusst (Afb. Es steuert Wachstum und
Entwicklung und passt diese Uber die Vermittlung Blerzeption tropischer Reaktionen an die
Umwelt an (Davies 1995). Die Biosynthese von Auxinsbesondere der Hauptform
Indolessigsaure (IAA), findet in den meristematexthGeweben der Pflanze statt. Die
Reaktionswege sind auf Grund hoher enzymatischedumtanz bisher nur lickenhaft
aufgeklart. In vielen Fallen ist die Ausgangssubstdie Aminosaure Tryptophan; es existiert
jedoch auch ein Tryptophan unabhangiger Weg (Nolynanhal, 1999; Bartelet al, 2001,
Ljung et al, 2001). InA. thalianawird die Hauptmenge an IAA von Tryptophan Uberdied3-
Acetaldoxim als Zwischenprodukt gebildet. Die higlaidentifizierten Enzyme sind in
Chloroplasten und im Cytosol der Zelle lokalisiert.

IAA wird in der Pflanze in geringerem Mal3e als &&aure vorgefunden (Woodwaed al,
2005a). Hauptformen, die vor allem der Speicherdiegen, sind Konjugate an verschiedene
Aminoséauren und Zucker (Normandy al, 1993). Eine weitere Speichervariante von IAA ist
Indolbuttersaure (IBA) (Ludwig-Milleet al, 1993a und 1993b; Bartet al., 2001 und 2007).

Da im Vergleich mit IAA die Seitenkette von IBA uane Ethyleneinheit verlangert ist, bedarf
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es zur Freisetzung von IAA ein@sOxidationsschrittes (Abb.3). Es wird angenommeassd
IBA in den Peroxisomen der Zelle zunachst aktiviemd, wozu die enzymatische Aktivitat
einer CoA-Ligase notwendig ware (Bar&tlal, 2001). Bislang konnte jedoch kein Enzym mit
einer solchen Aktivitat irA. thalianaidentifiziert werden. Nach der Aktivierung erfoldann
die Verkirzung der Seitenkette durpkOxidation. Dabei konnte eine Beteiligung von drei
Isoformen der Acyl-CoA-Oxidase (ACX1, ACX3, ACX4) ucth Mutantenanalysen
nachgewiesen werden (Eastmoedal, 2000; Adhamet al, 2005). Die weiteren Schritte
werden durch das Multifunktionsprotein AIM1 und dikiolase KAT2 katalysiert (Richmond
et al, 1999; Rylottet al, 2006; Zolmaret al, 2000; Castillet al, 2006).

Jasmonséaure Auxin

) <4— Apikaldominanz
Pollenentwicklung — 1=

/4 Zellteilung, -verlangerung,
I_ ' -differenzierung

—

Tropismus Licht/Gravitation

Tl

o/ i <, Wurzelwachstum
Pathogene B T /

Pathogene —=¥]

Herbivoren —»

¥ —
o

oY

Wurzelwachstum — 4

Abb. 5: Wirkungen der Phytohormone Jasmonsaure und Auxin

Dargestellt sind die Hauptwirkungen der beiden Phytohormone Jasmonséure und
Auxin. Dabei wurden nur Wirkungen in A. thaliana beriicksichtigt. Die
Originalabbildung stammt aus dem Buchkapitel Oxylipins: Biosynthesis, signal

transduction and action von C. Wasternack und wurde modifiziert.
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1. 4 Zielsetzung der Arbeit

In einigen Organismen wurden Adenylat bildendenyaren bereits wichtige Funktionen bei
der Aktivierung von Carbonséauren in verschiedenSteffwechselwegen zugewiesen. Obwohl
A. thaliana eine der umfangreichsten Familien von Adenlyldddnden Enzymen aufweist,
konnte bislang nur wenigen Vertretern eine FunkiionStoffwechselgeschehen der Pflanze
zugeordnet werden. Auf Grund der Sequenz- und Giréknlichkeit zu bekannten Enzymen
(4CLs) wurde auch fur die 4CLLs eine Funktion aldeAylat bildende Enzyme vorhergesagt,
eine funktionale Charakterisierung steht aber gni@ils noch aus. Dementsprechend wird
auch fur verschiedene StoffwechselwegeAin thaliana die Existenz verschiedener CoA-
Ligasen postuliert, welche bislang noch nicht ideamrt werden konnten.

Das Ziel dieser Arbeit ist die systematische, fioridle Analyse der 4CLLs ads thaliana
Auf Grund der groRen Anzahl an potentiellen CoAdsgn muss eine hohe enzymatische
Redundanz erwartet werden. Daher wird die Stratgegweahlt, zunachst di@ vitro-Funktion
dieser Enzyme zu identifizieren indem sie einemfR3gemgelegtenn vitro-Substratscreen
unterzogen werden. Diese Aktivitaten lassen soriakBchliisse auf dia vivo-Funktionen zu,
welche im Folgenden gezielt durch die Untersuchumg Mutanten inA. thalianaanalysiert
werden. Diese funktionale Charakterisierung der 4lird durch die Analyse der Expression

sowie erste Untersuchungen zu deren Regulatiomerga






Material und Methoden 17

2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien
Die folgenden Chemikalien der angegebenen Hersteilleden verwendet.

t-cis,trans-Abscisinsdure (Sigma) t+-Jasmonsaure (Sigma)
a-Linolensaure (Sigma) B-Mercaptoethanol (BioRad)

1-Aminocyclopropancarbonsaure (Sigma) 45]-Olsaure (Sigma)

10 x Ligase-Puffer (Roche) 19 Tag-Reaktionspuffer Y (Peqglab)

10x TGS (BioRad) 2,4-Dichlorphenoxybuttersaure (Sigma)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséySigma)
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (Sigma) 2-Hydroxy-&+phbuttersédure (Aldrich)
2-Propanol (Merck) 3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-propiéose (Merck)
3-Aminobutterséure (Aldrich) 3-Indolbuttersaureud)

3-Indolessigsaure (Fluka) 3-Indolpropionséaure (&)uk

3-0Ox0-2-(2"-pentenyl)-cyclopentan-1-buttersaurealfhe-Institut, Halle)
3-0x0-2-(2"-pentenyl)-cyclopentan-1-hexansaurelih-Institut, Halle)

3-0Ox0-2-(2"-pentenyl)-cyclopentan-1-oktansaure ljbe- Institut, Halle)

4-Aminobuttersaure (Sigma) 4-Hydroxy-3-methoxypHprgpionsaure (Fluka)
4-Hydroxybenzoesaure (Roth) 4-Hydroxyphenylessigs@derck)
4-Hydroxyphenylpyruvat (Fluka und Sigma)  4-Methyhetliferyl-B-D-glucuronid (Roth)
4-Methylvaleriansaure (Merck) 4-Phenylbuttersaierck)
5-Bromo-4-Chloro-3-IndoyB-D-Glucuronsaure, Monohexylammoniumsalz (Roth)

5 x RT-Reaktionspuffer (Invitrogen) 5-Phenylvaleriansaure (Merck)
6-Benzylaminopurin (Sigma) Acrylamid/Bisacrylamili¢Rad)
Adenosinmonophosphat (Roche) AdenosintriphosphatHB)

Agarose (Whittaker Molecular Applications) Ammonicintorid (Merck)
Ammoniumhydrogencarbonat (Merck) Ammoniumpersui&gma)
Ampicillin (Sigma) Bacto Agar (Becton, Dickinsonca@ompany)
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BASTA® (AgrEvo) Benzoesaure (Sigma)

BP-Puffer (Invitrogen) Bradford (BioRad)

Brij58 (Sigma) Bromphenolblau (Sigma)

BSA (BioLabs) Buttersaure (Merck)
Calciumchlorid (Merck) Carbenicillin (Sigma)

Carnitin (Sigma) Chloroform (Merck)

Coenzym A (Sigma) Coronalon (MPI, Jena)
Cyclopentenon-12-oxophytodiensaure (Leibniz-Institialle)

Cycloheximid (ICN Chemicals) Decansaure-Natriumg8igma)
Diethylpyrocarbonat (Sigma) Dimethylsulfoxid (Mejck
Dinatriumhydrogenphosphat (Merck) D-Isopropyl{f3-thiogalactosid (Roth)
Dinor-cyclopentenon-12-oxophytodiensaure (Leibnititut, Halle)
DL-1,4-Dithiothreitol (Invitrogen) DL-3-Phenyllactat (Fluka)
Dodecanséaure-Natriumsalz (Sigma) 1,4-Dithioeryth(iBigma)
Essigsaure (Fluka) Ethanol (Merck)

Ethidiumbromid (Merck) Ethylendiamintetraacetat {Ro
Ferulasaure (Sigma) Fleischextrakt (Becton, Diakinand Company)
Gentamycin (Sigma) Glycerin (Merck)
Gibberellinsdure GA3 (Serva) Glycin (Sigma)

Hefextrakt (Becton,Dickinson and Company) HeptarséMerck)

Hexansaure (Merck) Isoprop@HD-thiogalactopyranosid (Roth)
Imidazol (Sigma) Indanoyl-Isoleucin (MPI, Jena)
Kaffeesdure (Sigma) Kaliumacetat (Merck)
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck) Kaliumhydroxid (idk)
Kanamycin (Sigma) Kinetin (Sigma)
Linolsaure-Natriumsalz (Sigma) Lithiumchlorid (Feak

L-Isoleucin (Merck) L-Phenylalanin (Sigma)

LR-Puffer (Invitrogen) Luciferin (Roche)

Magnesiumchlorid (Merck) Magnesiumsulfat (Merck)



Material und Methoden 19

Mandelséure (Acros) Manganchlorid (Fluka)

Methanol (Roth) Methyljasmonat (Sigma)
Methylviologen (Riedel-de-Haen) Milchpulver (Difco)

MS-Salz (Sigma) N,N,N",N -Tetramethylendiamin (BaR
N,N-Dimethylformamid (Sigma) N-Morpholino-Propantrisaure (Merck)
Natriumchlorid (Merck) Natriumdihydrogenphosphateiidk)
Ni?*-Natrium-Agarose (Qiagen) Nonansaure (Merck)

Nucleotide, dNTP (Roche) Oktanséaure (Merck)

Oligo(dT)s (Sigma) Olsaure-Natriumsalz (Sigma)
Palmitinsaure-Natriumsalz (Sigma) Para-Cumarsasignia)

Pepton (Becton, Dickinson and Company) Phenyla¢8igma)

Phenylpropionsaure (Merck) Phosphoenolpyruvat (Bpch
Propionsaure (Fluka) Ponceau-Rot (Serva)

Puffer H (Roche) Rifampicin (Sigma)

Rubidiumchlorid (Merck) Saccharose (Merck)

Salicylsaure (Merck) Sammelgelpuffer (BioRad)

SDS (BioRad) Silwet L-77 (Lehle Seeds)
Simply-Blue™ Safe Stain (Invitrogen) Sinapinsaure (Sigma)

Spermidin (Sigma) Stearinsaure-Natriumsalz (Sigma)
Succinylsaure (Fluka) Syringasaure (Merck)
Tetradecanséure-Natriumsalz (Sigma) Thiamin-Hydorah (Sigma)
Toluidin-Blau (Merck) trans-Zimtsaure (Sigma)
Trenngelpuffer (BioRad) Tris-hydroxymethyl-aminoimah (Sigma)
TritonX-100 (Sigma) Trypton (Becton, Dickinson a@dmpany)
Tween20 (Sigma) Valeriansaure (Merck)

Vanillesaure (Sigma)

2.1.2 Kits
ECL-Detection-Kit (Amersham) Plasmid Midi Kit, Ti00 (Qiagen)
PCR Purification Kit (Qiagen) TRIReag@MRNA-Isolation Reagent
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2.1.3 Molekulargewichtsstandards
DNA-Marker, Gene Rulél, 1kb DNA Leiter (MBI Fermentas)
Proteinmarker, Bench Matk Protein Leiter, 10-220 kDa (Invitrogen)

2.1.4 Enzyme

BamHI (BioLabs) Pyruvatkinase (Roche)

Dpnl (BioLabs) Reverse Transkriptase (Invitrogen)
Gateway BP-Clonase-Mix (Invitrogen) RNase-out RNim¢ebitor (Roche)
Gateway LR-Clonase-Mix (Invitrogen) Sall (BioLabs)

Kpnl (BioLabs) Sphl (BioLabs)

Lactatdehydrogenase (Sigma) T4 DNA Ligase (Roche)

Luciferase (Roche) SAWADY Taqg-DNA-Polymerase (Pbjjla

Myokinase (Sigma)

2.1.5 Antikorper
Mouse anti-His-Tag Monoclonal Antibody (Qiagen)
Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology)

2.1.6 Primer

Zur Erstellung der Expressionsplasmide der folgantlel Ls im Vektor pQE-32 (Sigma):
Bezeichnung Sequenz

At1g20510 Sphl 5° TTATAATATGCATGCCGTCAGTGAATTCTCGAGTGG 3°
At1g20510 Sall 5 ATTATATGTCGACTCAAAGCTTGGAGTTGGAAGTTGCS3'
At1g20480 Sphl 5 TTATAATATGCATGCCGGTTAAGCACGGCGTCG 3°
At1g20480 Kpnl 5 TATTATATCCATGGCTAGAGTTTTGAAGTTGTGAGC 3
At3948990 Sphl 5" ATTATAATAGCATGCATAGCGATACTCTCTCA 3°
At3g48990 Sall 5 ATTATAGTCGACTCAGGGCTTCTCAAGGAAATGT 3°

Zur Erstellung des Expressionsplasmids von At1gR0B1Vektor pQE-70 (Sigma):
Bezeichnung Sequenz

At1g20510Sphl 5" TTATAATATGCATGCCGTCAGTGAATTCTCGAGTGG 3°
At1g20510BamHI 5° TACGACATAGGATCCAAGCTTGGAGTTGGAAG 3°
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Fir das Einfigen gezielter Mutationen in At1g2083@ma/Invitrogen):

Bezeichnung Sequenz

MutLys20510for 5 CCAAAGAACCCTTCAGGCAATATTCTACGCAAAGATCTC3®
MutLys20510rev 5 GAGATCTTTGCGTAGAATATTGCCTGAAGGGTTCTTTGG 3
20510Mutstopfor 5 CCAACTCCAAGCTTTTAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAG 3°
20510Mutstoprev 5 CTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAAAAGCTTGGAGTTGG3

Fir das GUS-Reporterkonstrukt von Atlg20510 etsteiit der Gateway'-Technologie

(Invitrogen):

Bezeichnung

At1g20510attb15"GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCGTCATGGCTTCAGTGA

At1g20510atth25" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGCTCAAAGCTTGGAG

Sequenz

ATTCTCG 3

TTGGAAG 3

Zur Verifizierung deknock-outLinien (Metabion/Sigma):

Gen Bezeichnung Sequenz
At5g63380 003233A 5 GTAGGTTTCTTCTAGGTCAGGCTC 3°
003233B 5 TGAGTGAGCAAAACGCCTTTGACC 3
At4g05160 05160A 5 TACTTATTCTCAGCTTCAGAGAGG 3°
05160B 5’ACGACAGCATCTAGTATATCAGGATG 3
At1g20510 4CL9-LP 5’ AAATATACTCCATCTCCATCCCG 3
4CL9-RP 5'CAGCGATTGGCAAGTATCAAG 3°
At1g20510 GK550H05for 5’ AAGTTACGGTGAGACGAGATCACT 3
GK550H05rev = 5’AGCGATTGGCAAGTATCAAG 3°
At1g20500 4CL6-LP 5’AGCTGCACTGTGTCGTGAGTC 3°
4CL6-RP 5'GTTCCCGACGAGTAAAGCATC 3°
T-DNA-SALK T-DNASALK 5 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 3
T-DNA-GK T-DNAGK 5'CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC 3°
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RT-PCR Primer (Sigma, Metabion) :

Gen Bezeichnung

At19g20480 20480RThin
20480RTrueck
At19g20490 20490RThin
20490RTrueck
At1g20500 20500RThin
20500RTrueck
At1g20510 20510forw
20510rev
At19g62940 62940RThin
62940RTrueck
At4g19010 19010RThin
19010RTrueck
At4g05160 05160 Rthin
05160Rtrueck
At5g38120 38120RThin
38120RTrueck
At5g63380 63380 Rthin
63380 Rtrueck

OPR3 OPR3hin
RTOPR3rueck
AOS Ao0sRThin
AosRTrueck
ACX1 RThinACX1
RTrevACX1
CTS1 RThinPXA1
RTrevPXAl
LACS6 RThinLacs6

Sequenz

5 TGGAGACTCATCGTTCTTCG 3°
5 TCAGGGATGGGTATTACTGC 3°
5 TGGTGATTCTCCGGAGATTC 3°
5 TCCGGAAACGGAATAACAGC 3
5 TCATCTGTACCGTCCCGATG 3°
5 GCTGGAGGCACCTGATAGC 3

5 GGAACCACGGGAATGAGCAAAGGAGTGATCTCG 3

5 AGCCTCTAGCTCAGCTGGAGCAACCTGATAACC 3
5 GCTCATGAGGTTTCGTTTGC 3
5 CCGGAGCAACCTGAAAACCT 3
5 CCTGGAGAAATTGGCAAATGG 3
5 GGTAAAAGCTGACGAGCGAC 3°
5 TGGAGAAATCCGGCTACGG 3
5 ATTCCATATCCCTGCATAAGC 3
5 GGAGTGAATTCGTCTCACGG 3
5 TTCCTGAAATAACCTTTGGCG 3
5 TGACGAAAACCAACGACAGC 3
5 CGGTGGAACCTGATAAGCC 3°
5 TTCTCATGCAGTGTATCAACC3®
5" AAGCCATCCTCAAGCTCTTC 3°
5 GATACAAAGCTCAAAGCCGACGCTCCGGGTTTG 3
5 CGGAAAATCTCAATCACAAACAACCTCGCCACC 3
5 ATGGAAGGAATTGATCACCTC 3°
5 GTTGCACGATGAATCCATGG 3
5 GATGATGTAGCTGGAGGTG 3°
5 AACAGACAAACCACTTGAAGC 3
5 CGTATCAACGCTATCCACTC 3°
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KAT2

MFP2

Actin

RTrevLacs6
RThinPED1
RTrevPED1
RThinMFP2
RTrevMFP2
Actin RThin

Actin RTrueck

2.1.7 Vektoren
Verwendete Vektoren:

5 GCATCAGGACCAAGAGTATC 3
5 GAGCATCTCCGACCTTCTTC 3
5 GCGAGTCAACAGCAGCTTG 3°
5 ATGGATTCACGAACCAAGGG 3
5 CTTCAGCTTCCTTTTCTAAACC 3
5 CCTTGTACGCCAGTGGTCGTACAACCGGTATTG 3°
5 ATAGTGGTTCCACCACTGAGCACAATGTTACCG 3°

Vektor Eigenschaften Referenz
pQE-32 PT5, 2x lacO, RBS, 6x His, MCB&mp® Qiagen
pQE-70 PT5, 2 x lacO, RBS, MCS, 6 x Hisnp® Qiagen
pDONR™207 pUC ori, rrB T1+2, attP1, ccdBGnT, attP2,Genf  Invitrogen
pENSGYFP pXCS, p35SAMPT MPIZ, Kdln
pJawohl11-GW-GUS attR1,CnT, ccdB, attR2, uidA, NosKari® MPIZ, KdIn
pREP4 lacl?, Karl® Qiagen
PEXSGYFP pXCS, p35SAMPT MPIZ, KéIn

) R Lipka et al.,
pAMPAT p35SS, ColE1 ori, pat, MCBmp

2003
pJ2B-3HA-GW pXCS, p355%at, Amp MPIZ, Koln
Im Rahmen dieser Arbeit erstellte Plasmide:
Verwendeter

Plasmid

PQE32-At1g20510

PQE70-At1g20510

Eigenschaften

pPQE-32,
Sphl/Sall-Schnittstellen,

Bakterienstamm
Gens At1g20510
DH5a

zur Expression des
DH50-pREP4

cDNA des

Proteins, N-terminaler His-Tag

PQE-70,
Sphl/BamH1-Schnittstellen, zur Expression des

cDNA des Gens At1g20510 5

H5a

DH5a-pREP4

Proteins, C-terminaler His-Tag
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pQE-32, cDNA des GenAt1g20510Q Ersatz K
pPQE32-At1g20510- _ DH5a
530 gegen N, Sphl/Sall-Schnittstellen, zur
K530N ) _ _ DH5a-pREP4
Expression des Proteins, N-term. His-Tag

pQE-32, cDNA des Gens At1g20480 b
pQE32-At1g20480 Sphl/Kpnl-Schnittstellen, zur Expression des

H5a.

DH50-pREP4
Proteins, N-terminaler His-Tag P
pDONR™207- pDONR™207, 1 kb-Promotor des Gen%H5
[0

20510Pr At1g20510

pJawohl11-GW-GUS- pJawohl11-GW-GUS, 1 kb-Promotor des GelmH5a
20510Pr At1g20510vor uidA GVv3101

pDONR™207-20510 pDONR'207, cDNA des Genat1g20510 DH5a

PENSGYFP, cDNA des Genatlg20510 N-
PENSGYFP-20510 _ _ DH5a
terminal YFP-Fusion

pDONR™207- pDONR™207, cDNA des GensAt1g20510
20510Mut kein Stop-Codon

DHb5a.

DH5a
PEXSGYFP, cDNA des GenAt1g2051Q C-
PEXSGYFP-20510 _ _ GV3101
terminal YFP-Fusion
(PMP90ORK)

DH5a
pPpAMPAT, 35SS, cDNA des GenAt4g05160
pPAMPAT-05160 _ GV3101
zur Komplementation
(PMP90RK)

DH5a
pJ2B, 35SS, HA-Tag, cDNA des Gens
pJ2B-05160 _ GVv3101
At4g05160 zur Komplementation
(PMP90ORK)



Material und Methoden

25

PAMPAT-63380

2.1.8 Bakterienstamme

2.1.8.1E. coli

Stamm

DH5a

DH5a pREP4

LS1907

LS1908

DH5a
pPpAMPAT, 35SS, cDNA des GenAt5963380
GVv3101
zur Komplementation
(PMP90RK)
Eigenschaften Referenz

endAl, supE44 thi-Z° recAl gyrA96 relAl deoR _
GibcoBRL Life
(lacZzYA-argF) U196p80 4dlacZ AM15mcrA A(mmr _
Technologies
hsdRMS mcrBC)
endAl, supE44 thi-I° recAl gyrA96 relAl deoR _
GibcoBRL Life
(lacZzYA-argF) U19680 4lacZ AM15mcrAA(mmr _
Technologies
hsdRMS mcrBC) pREP4
Paul N. Black

K12 fadD::Kah (Albany Medical
College, NY)
Kl2AfadRfadD::Kaff Paul N. Black

2.1.8.2 A. tumefaciens

Stamm
pGVv3101

pGV3101
(PMP9ORK)

2.1.8.3P. syringae pv. tomato strain DC3000

Stamm
AvrRpm1

AvrRps4

Eigenschaften Referenz

Koncz et al
Rif, Genf

1986

Koncz et al
Rif?, GenF, Karf

1986
Eigenschaften Referenz
Rif}, Karl® Ritteret al, 1995

Hinsch et al,
1996

Rif, Kar®
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2.1.9 Pflanzenlinien

Columbia O

Columbia 5

Columbia 0 KOAt1g20500SALK_067285 (Salk Institute Genomic Analysis Ladtory, zur
Verflgung gestellt von H. Weng, Washington Statévehsity, Pullman)

Columbia 0 KOAt1g20510SALK 140659 (Salk Institute Genomic Analysis Ladtory, zur
Verflgung gestellt von H. Weng, Washington Statévehsity, Pullman)

Columbia 0 KOAt1g20510GK-550H05 (GABI-Kat, MPIZ KdlIn)

Columbia 0 KOAt4g05160SALK_050214 (Salk Institute Genomic Analysis Ladtory)
Columbia 0 KOAt5g63380SALK_003233 (Salk Institute Genomic Analysis Ladtory)
Columbia OAt4g05160SALK_050214/At59633805ALK_003233
ColumbiaOAt4g05160SALK_050214/At596338GALK_003233/At1g205005ALK_067285
ColumbiaOAt4g05160SALK_050214/At596338GALK_003233/At1g205105ALK_140659
Columbia 0At1g20510p::GUS

Columbia 0At59g63380p::GUS

Columbia 5At5963380p::GUS

Columbia 0At1g62940p::GUJDiplomarbeit S. Koch)

Columbia 04CL1(At1g51680)p::GUSSerrancet al, 2006)

Columbia OLOX2(At3g45140)p::GU%Jenseret al, 2002)

2.1.10 Gerate

Axiophot Photomikroskop (Carl-Zeiss)

BioPhotometer 6131 (Eppendorf)

Sonifier S-250 (Branson)

FluoroCount (Packard)

GeneAmp, PCRsystems 9700 (Applied Biosystems)

LSM 510 Meta confocal laser microscope (Carl-Zeiss)
Luminometer Lumat LB 9501 (Berthold Technologies)
Micromass Q-TOF 2 TM Spectrometer (Waters)
Multi-Purpose Scintillation Counter L6500 (Becknfaaulter)
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Particle Delivery System Biolistic PDS-1000/He (Rid)
Cary 50-Spectrometer (Varian)
Elektroporation Gene Pulser (BioRad)

2.1.11 Sonstige Materialien

Einmalkivetten, halbmikro (Brand)

Quarzkivetten

Poly-Prep Chromatographiesaulen (BioRad)

Filterflaschen 0,2 puM (Nalgene, Nalge Nunc Inteiora! Corp.)

48 und 96well-Platten (Nalgene, Nalge Nunc International Corp.)

Petrischalerd 92mm
2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolation von DNA au4\. thaliana
»  Extraktionspuffer: 200 mM Tris/HCI pH 7,5; 250 mMaRI, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS, autoklaviert
Zur lIsolation der DNA vorA. thalianawurde ein Blatt geerntet, in einem 1,5 ml Eppefdor

Reaktionsgefal? mittels eines Pistills homogenisientd in 400 pl Extraktionspuffer
aufgenommen. Nach dem Vortexen der Probe wurdes diesin bei 13000 rpm und RT
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppdr@efal? tiberfiihrt. Nach Zugabe von 320
pl Isopropanol folgte eine weitere Zentrifugatiaei B3000 rpm und 4°C fir 20 min. Das Pellet
wurde in 190 pl 70% Ethanol gewaschen und 5 minlB8DO rpm und 4°C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen, das Pellet getrockndtin®b0 pl Wasser aufgenommen.

2.2.1.2 Isolation von RNA aus pflanzlichem Gewebe
» DEPC-Wasser: 1 ml DEPC, 1 | steriles Wasser, 2di iRy, danach autoklaviert
Das Pflanzenmaterial wurde sofort nach der Ernt#lissigem Stickstoff schockgefroren und

gegebenenfalls bei —80°C gelagert. Zur weiterenaNmitung wurde es mit Hilfe eines
ebenfalls durch flissigen Stickstoff abgekuhltenrdéds und Pistills zu einem feinen Pulver

gemahlen. Von diesem wurden jeweils 100 mg in gpdadorf-Reaktionsgefald eingewogen
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und mit dem Isolationskit TRI-Reag&n{Ambion) nach Angaben des Herstellers weiter
bearbeitet. Das Pellet wurde 15 min bei Raumtentyegetrocknet und in 30 pl DEPC-Wasser
aufgenommen. Nach der photometrischen Bestimmundrti-Konzentration bei 260 und
280 nm wurde die RNA bei —80°C bis zur weiterenWwérdung aufbewabhrt.

2.2.1.3 Synthese von cDNA aus Poly-A-RNA

Zur Synthese von cDNA wurde die RNA in einem Realdgefald der reversen Transkription
mit  Oligo(dThs-Primern unterzogen. Folgenden Komponenten wurdeaf &is
zusammengegeben:

10 ug RNA

1 pl Rnase-Out (40 U/ul)

3 ul Oligo-(dT)2-15 (500 pg/ml)

add 25 pl DEPC -Wasser

Diese Losung wurde 5 min bei 65°C inkubiert undadéinin 10 min bei Raumtemperatur
abgekuhlt. Dann wurden

1 plDTT (0,1 M)

10 pl 5% Reaktions-Puffer

2 Ml dNTP-Mix (je 10 mM)

1 pl SuperScript Il Reverse Transkriptase (2001)J/

hinzugefligt, die Reaktion 1 h bei 42°C ausgefuind der gesamte Ansatz 5 min bei 90°C
inaktiviert. Die Konzentration der erhaltenen cDMAIrde photometrisch bei 260 und 280 nm

bestimmt und diese des Weiteren bei —20°C aufbawahr

2.2.1.4 PCR

Fir die PCR-Anséatze zur Amplifizierung der kommett4CLL-cDNA wurde jeweils die
folgende Losung angesetzt und mit dem fur das gsehia Produkt spezifischen Primerpaar
(Kap. 2.1.6) versehen. In diesen Féllen war die BCGRyklen lang.

Fur die semiquantitative RT-PCR zur Untersuchung Veanskriptmengen in cDNA-Proben
wurden introntuberspannende Primer eingesetzt uadKdnzentration der cDNA Uber den
Einsatz von Actin-Kontrollprimern normiert (Kap.126). Mit einer cDNA-Probe wurden zwei

RT-PCR-Ansatze durchgefuhrt: ein Kontrollansatzdem sich die Actin-Primer befand und
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ein Testansatz, in dem die jeweils transkriptspghien Primer vorlagen. Aus diesen
Reaktionsansatzen wurden beginnend bei 20 Zykldrdann im Abstand von 5 Zyklen jeweils
5 pl entnommen.

Die PCR-L0Osung enthielt folgende Komponenten:

5 pl 10xPuffer

2 ul dNTPs (je 10 mM)

2 ul MgCh (50 mM)

2 pl Primer 1 (10 pmol/ul)

2 pul Primer 2 (10 pmol/ul)

2 ul cDNA-Template

0,5 pl Tag-Polymerase (5 U/ul)

35 ul Wasser

Die Amplifikation erfolgte mit Hilfe des folgenddProgramms:

94°C 5 min

94°C 30s

57°C 30s 20-40

72°C 1 min pro 1K

72°C 5 min

4°C o

Aliquots der PCR-Ansatze wurden zur Kontrolle ay0igen Agarosegelen aufgetrennt.

2.2.1.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNA
e TAE-Puffer 40 mM Tris/Acetat pH8,3; 1 mM EDTA
Zur Uberprifung von PCR-Anséatzen oder Restriktiendsus wurde eine Gelelektrophorese

durchgefiihrt. Das Gel bestand aus 0,8 g Agarosd0@ ml TAE-Puffer und 3,5 ul
Ethidiumbromid. Nach Beladung des Gels mit den emobsowie einem 1 Kb-
Molekulargewichsstandard wurde die Elektrophore8en8n bei 90 V in TAE-Laufpuffer
durchgeflnhrt.
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2.2.1.6 Konstruktion von Plasmiden

2.2.1.6.1 Klonierung uber Restriktionsschnittstella

Fur die Erstellung der Expressionsplasmide wurdespiezifische cDNA zunédchst aus einer
cDNA-Probe amplifiziert. Wurde cDNA in die VektorggQE-32 oder pQE-70 kloniert, so
wurde sie wahrend der Amplifikation mit Schnitt&al fir zwei Restriktionsenzyme versehen
(Kap. 2.1.6). Daraufhin wurde die aufgereinigte uitgerprifte Probe und der Vektor mit
denselben zwei Restriktionsenzymen verdaut (371 @). Zur Integration der geschnittenen
DNA-Fragmente in den verdauten Vektor wurde eirgationslésung angesetzt:

2 pl T4-Ligase-Puffer

2 Ul T4-Ligase

7 ul verdautes PCR-Produkt

1 pl verdauter Vektor

8 ul Wasser

Die Inkubation wurde bei 4°C UN durchgefiihrt. Ddhan erfolgte die Transformation von
kompetenterE. coli DH5a (Kap. 2.2.3.2) mit dem Plasmid. Dieses wurde damin den

folgenden Kapiteln beschrieben vermehrt, aufgegeumd sequenziert.

2.2.1.6.2 Klonierung mittels der Gatewa})-Technologie

Uber dieses Klonierungssystem wurde das Reporteogstrukt vonAt1g20510im Vektor
pJawohl1l erzeugt. AuRerdem wurden die Expressimsskukte zur subzellularen
Lokalisation des Proteins At1g20510 in den VektopEINSGYFP und pEXSGYFP und die
Komplementationskonstrukte At4g05160 und At5g63B80en Vektoren pAMPAT und pJ2B
mittels Gateway-Technologie (Invitrogen) klonidBtazu wurde fur das Reportergenkonstrukt
aus genomischer DNA mittels spezifischer Primer RQR-Ansatz die Promotorregion mit
25bp langen Rekombinations-Bereichen (att-Sequéreraplifiziert. Die spezifischen cDNAs
fur die Expressionskonstrukte wurden aus cDNA-Pnoamplifiziert und dabei ebenfalls mit
att-Sequenzen versehen. Dann wurde weiter nachb&ngdes Herstellers vorgegangen: Der
verwendete Donor-Vektor war in allen Fallen pDONR2BIit den Ansatzen wurden jewels

coli DH5a-Zellen transformiert (Kap. 2.2.3.2), das Plasmi@ w1 den folgenden Kapiteln
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beschrieben vermehrt, aufgereinigt und sequenziataufhin wurde es i\. tumefaciens
(Kap.2.2.3.5) und im Folgenden An thaliana(Kap. 2.2.4.7) eingebracht.

2.2.1.7 Einfugen rationaler Mutationen in die cDNAvon At1g20510

Es wurde eine katalytisch inaktive Mutante von ARQ0510 im Vektor pQE-32 erzeugt, bei der
die Aminosaure Lysin an Aminosaureposition 530 gedesparaginsaure ersetzt wurde.
AulRerdem wurde eine Variante von At1g20510 im VekidONR207 erzeugt, die kein Stop-
Codon besitzt, da ein C-terminales Fusionsproteaugt werden sollte. Prinzipiell wurde nach
Angaben des Protokolls des QuickChdt®jee-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene)
vorgegangen. Dazu wurde zunachst eine PCR mit m Rdl.6 beschriebenen Primern und
dem Template, einer Aufreinigung des zu mutierendenstruktes im Vektor, angesetzt. Die
PCR war auf 18 Zyklen beschréankt. Daraufhin wurde BCR-Produkt mit Dpnl verdaut (37°
C, 1 h) und inE. coli DH5a eingebracht. Das Plasmid wurde dann wie in degefalen

Kapiteln beschrieben vermehrt, aufgereinigt undisagiert.

2.2.1.8 ,Mini-“ und ,Midi-“Praparation von Plasmid- DNA

Beide Praparationen wurden mit Hilfe d&ssmid Purification Kit(Qiagen) durchgefuhrt. Fr
die ,Mini“-Praparation wurden resistenke coli Kolonien von den Selektivplatten in jeweils 3
ml 2xLB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum tkiert und UN bei 37°C inkubiert.
Dann wurde die Plasmid-DNA aus déncoliZellen der 3 ml-Kulturen in ahnlicher Weise wie
im Qiagen Plasmid Midi Protocobeschrieben, aufgereinigt. Die Plasmid-DNA wurdard
durch einen Restriktionsverdau uberprift und erfeutoli DH5a wie in Kapitel 2.2.1.8 mit
dem gewahlten Konstrukt transformiert. Die Inkubaterfolgte UN in 50 ml selektivem<2B-
Medium bei 37°C. Dann wurde nach Anleitung @@agen Plasmid Midi Protocddie ,Midi“-

Préaparation der Plasmide durchgefuhrt und dastRetieEnde in 80 pl Wasser aufgenommen.

2.2.1.9 Sequenzieren

Alle erzeugten Plasmidkonstrukte wurden vor dertéveerwendung auf ihre Richtigkeit hin
Uberpriift. Die Sequenzierung erfolgte an einem RBISM™ 377 DNA-Sequenzierer (ADIS,
Serviceeinheit, MPIZ-KdlIn).
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2.2.2 Arbeiten mit Proteinen

2.2.2.1 Heterologe Expression und Aufreinigung voRroteinen
¢ Natriumphosphatpuffer 1: 50 mM Natriumphosphat, 5l
¢ Natriumphosphatpuffer 2: 50 mM Natriumphosphat,p5f 600 mM NacCl, 30 mM Imidazol
« Natriumphosphatpuffer 3: 50 mM Natriumphosphat, pfg, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10%
Glycerin
« Natriumphosphatpuffer 4: 50 mM Natriumphosphat, o5 100 mM Imidazol, 10% Glycerin
« Natriumphosphatpuffer 5: 50 mM Natriumphosphat, b 400 mM Imidazol, 10% Glycerin
Zur heterologen Expression der cDNA der 4CLL-Geanebxpressionsvektor pQE-32 wurden

kompetenteE. coli DH5a pREP4 bzw. M15 mit dem jeweiligen Plasmid transfiert (Kap.
2.2.3.2). Die Inkubation dieser Vorkultur erfolgte 50 ml selektivem 2xLB-Medium (37°C,
UN). Diese wurde daraufhin in 400 ml frisches, kies 2xLB-Medium Uberfihrt, 1 h bei 37
°C geschiittelt, dann mit 0,5 g IPTG die Proteinegpion induziert und weitere 5 h bei 28°C
inkubiert. Daraufhin wurde die Kultur in zwei 200 #Aliquots abzentrifugiert (15 min, 4000
rpm, 4 °C), das Pellet in 5 ml Natriumphosphat-Buff aufgenommen und bis zur weiteren
Verwendung bei —80°C aufbewabhrt.

Zur Aufreinigung des Proteins wurde das Zellpellet50 ml Natriumphosphat-Puffer 1
aufgetaut. Die Lyse der Bakterien erfolgte unter skBhlung durch drei
Ultraschallbehandlungen von jeweils 45 s (20 kHapstant cycle, Branson Sonifier). Die
Suspension wurde daraufhin in 30 ml Corex-Rohrcliderfihrt, und die Zelltrimmer
abzentrifugiert (8000 rpm, 4 °C, 15 min). Der Ulhansl wurde in ein Becherglas tiberfiihrt und
im Verhaltnis 3:1 mit Puffer 2 versetzt. Nach Zugaon 0,5 ml Nickel-NTA-Matrix (UN
aquillibriert in Natriumphosphatpuffer 1) wurde diésung fiir 1 h bei 4 °C gerthrt, in Falcon-
Tubes abzentrifugiert (4000 rpm, 2 min, 4°C) und Ballet dreimal mit Puffer 3 gewaschen.
Daraufhin wurde die Nickel-Matrix in eine Chromataghie-Saule Uberfuhrt, die Saule mit
100 pl Puffer 4 gewaschen und das Protein in draktonen mit jeweils 500 ul Puffer 5
eluiert. Die Proteinkonzenration in den Fraktionearden zunachst nach der Methode von
Bradford (1976) ermittelt. Daraufhin wurden die Bea mittels SDS-Gelelektrophorese nach

dem Protokoll von Laemmli (1970) auf ihre Reinhiderpriift. Dazu wurden jeweils 2 bis 4 pg
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der Proteinfraktionen und ein Molekulargewichtsnearkuf 10 %ige SDS-Polyacrylamidgele

aufgetragen und nach 90 min bei 100 V mit der Saéen Farbeldsung Coomassie gefarbt.

2.2.2.2 Enzymatischer Aktivitatstest: Luciferase-Tst

«  Tris-ATP-Lésung: 10 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7,7, 110ATP-Lésung 1:22, 20 ul DTE, 2 ul 0,5 M MgCl

e ATP-LOsung: 360 mg ATP, 300 ul 4 N KOH, 4500 pl ®5Tris/HCI pH 7,8, 1200 ul 0,5 M Mggl48

ul 0,5 M DTE
e Substratlésung: 4 mM Substrat, 0,5 M Tris/HCI pH, 2 % Triton
* Luciferin/Luciferase-Mix: 10 ml 0,1 M Tris/HCI pH,7, 115 ul Luciferin-Lésung, 50 pl Luciferase-
LAosung

* Luciferin-Lésung: 1 pg/ul Luciferin, 0,1 M Tris/H@H 7,7

* Luciferase-Losung: 1 mg/ml Luciferase, 0,1 M Tri€lHpH 7,7
Der Luciferase-Test bietet die Moglichkeit einegibangelegten Substratscreens fur ATP
verbrauchende Enzyme. Grundlegend ist hierbei dappking der zu untersuchenden
Testreaktion an die ATP-abhangige Aktivitat der iferase (Abb. 6). Diese setzt unter
Verbrauch von molekularem Sauerstoff und ATP ihbs$rat Luciferin zu Oxyluciferin um.
Dabei wird Energie in Form von elektromagnetischeahlung im sichtbaren Bereich frei, die
im Luminometer bei 560 nm detektiert wird (Schneiekeal, 2005).
Reaktionsansatz:
0,1 M Tris/HCI-Puffer (pH 7.7)
0,05 mM ATP
0,1 mMCoA Reaktionszeit
0,2 mM Substrat 2 bis 22 h,
1 mMDTE RT
0,2 mM MgC}
Pro 200 pl Reaktionsansatz wurde 2 pg aufgeresigtzym eingesetzt.
Diese Anséatze wurden 2 und 22 Stunden inkubiert demth die Rest-ATP-Menge Uber die

gekoppelte Luciferase-Reaktion gemessen. Dafir evupto zu testendem Substratansatz 200

pl des eiskalten Luciferase/Luciferin-Mix in ein @stedt-Réhrchen gegeben und mit 2 pl
Testansatz versetzt. Dieses Gemisch wurde dannegsan. Als Negativ-Kontrolle wurde ein

nur mit Luciferase/Luciferin-Mix gefllltes Rohrchegemessen. Die erhaltenen Werte fir das
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ACLL
Substrat + ATP + CoA ——» Substrat-CoA + AMP + PP;

Luciferase .
Luciferin + ATP + O, W Oxyluciferin + CO, + AMP + PP,
XU

Abb. 6: Schematische Darstellung der gekoppelten Re  aktionen des Luciferasetests

Das 4CLL setzt das Substrat in den korrespondierenden CoA-Ester unter Verbrauch von
ATP um. Die anschlieRende Luciferasereaktion setzt nicht verbrauchtes ATP um, wobei
Lichtenergie entsteht, die detektiert werden kann.

zu untersuchende Enzym wurden auf den mit gemesdséorollwert der 4CL2-Variante LP3
mit ihrem Substrat Sinapinsaure normiert. Da LR&e$ Substrat nicht umsetzt, entspricht die
hierbei gemessen starke Luciferaseaktivitdt einestiRTP-Menge von 100 %. Fir jedes

Substrat wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.2.2.3 Enzymatischer Aktivitatstest: LDH-Test

¢ Enzymmix: 37 pl Lactatdehydrogenase, 29 ul Myokin&9 ul Pyruvatkinase
e Trislésung: 0,5 M DTE, 50 mM PEP, 0,5 M MgC10 mM NADH, 10 mM CoA, 0,1 M Tris/HCI pH 7,7

Um genauere Aussagen Uber die im Luciferase-Téskiierten potentiellen Substrataffinitaten
der Enzyme treffen zu kdnnen wurde, ein quantéatiznzymtest eingesetzt. Grundlegend ist
hier der Umsatz von ATP zu AMP durch das 4CLL-Enzyras entstehende AMP wird Uber
die Aktivitaiten der Myokinase (MK), der Pyruvatks®ea (PK) und der Lactatdehydrogenase
(LDH) an die photometrisch quantifizierbare NADH-i@ation gekoppelt (Abb.7).

Es wurde die Abnahme von NADH bei 340 nm verfoldhter Berticksichtigung, dass aus
einem AMP zwei ADP werden, wurden die Michaelis-MemKonstanten fur die 4CLL-
Enzyme mit einzelnen Substraten mittels linearegr®ssion im Hanes-Plot ermittelt. Alle
Enzymaktivitaten wurden in mindestens drei unablgamgMessungen erfasst.

Fur den Test wurden pro Quarz-Kivette folgende hgsn zusammengegeben und am Varian
Cary 50- Spektrometer vermessen:

916 ul Trislésung (pH 7.7) )
5 pl Enzymmix

50 ul  Substrat Reaktionszeit 10 min, RT
9,1 pul ATP (110 mM)
0,25 -1 pg aufgereinigtes Enzym At1920910
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ACLL
Substrat + ATP + CoA —» Substrat-CoA + AMP + PP,

AMP + ATP —MK_ o > ADP
ADP +PEP —°X_ ATP + Pyruvat
Pyruvat + NA%H —LBH | actat + NAD*

340 nm
Abb. 7: Schematische Darstellung des LDH-Tests

Die Reaktion des 4CLLs wird Uber die Reaktionen der Myokinase (MK), Pyruvatkinase
(PK) und Lactatdehydrogenase (LDH) an die Oxidation von NADH gekoppelt. Dessen
Abnahme wird bei 340 nm verfolgt.

Nach 10 min wurden 100 pul AMP (10 mM) zugegeben swmit die Reaktion abgestoppt. Die
Substrate OPDA, dnOPDA und OPC-8 wurden in Konagommsreihen von 3 bis 400 pM
eingesetzt. Tetradecansaure und OPC-6 in Konzemtsa¢ihen von 3 bis 800 pM.

2.2.2.4 Enzymatischer Aktivitatstest: Radiochemisatr Test

* ATP-Stamml6sung: 100 mM ATP in 0,1 M Tris/HCI pH67.

* CoA-Stammlésung: 10 mM CoA in 0,1 M Tris/HCI pH 7.6
Dieser Test entstammt im Wesentlichen der Arbeit $thockeyet al, 2002 und beruht auf
dem direkten Nachweis des CoA-Esters der Olsauie. fBlgende Reaktionslosung wird
angesetzt:
0,1 M Tris/HCI (pH 7.6) A
10 mM MgChb
5 mM ATP Reaktion$Z€) min, RT
25mMDTT
1 mM CoA
30 uM 1-f*C]-Olsaure
pro 100 pl Reaktionsansatz wurden 4 pug Enzym eﬂmles’

Fir die Komplementationsversuche wurden jeweilshn®® bzw. 100 pM eines nicht
radioaktiv markierten Substrates dazugegeben. Bakfion wurde nach 10 min durch 100 pl
10 % (v/v) Essigsaure in Isopropanol gestoppt uméimal mit 900 ul Hexan (mit 50 % (v/v)

Isopropanol gesattigt) extrahiert. Die Menge an kmestem CoA-Ester im Reaktionsansatz
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wurde dann im Scintillationsmel3gerat bestimmt. EHezymaktivitat wurde dann durch

Bestimmung der Menge des radioaktiven Isotops iagiegten Reaktionsansatz gegen den
unreagierten Ansatz errechnet. Als Negativkontrallente eine Probe ohne Enzym. Als
Positivkontrolle der unreagierte ReaktionsansaédeJMessung wurde in drei unabh&ngigen

Experimenten bestatigt.

2.2.2.5 Massenspektrometrische Analyse der Reaktisprodukte

Um den Nachweis zu erbringen, dass At4g05160 2B4tdd IBA umsetzt wurde eine
massenspektrometrische Analyse der Reaktionspredakgenommen.

Die Reaktion wurde wie folgt angesetzt:

30 mM NHHCOs-Puffer pH 7 N
2 mM IBA bzw. 2, 4-DB

1 mM ATP Reaktionszeit UN, bei RT
1 mM CoA

1 mM MgCh

pro 500 pul 2 pg Testenzym )

Nach einer Inkubationszeit UN (RT) wurden Aliquatd mit Acetonitril verdiinnt und jeweils
2 pl im negativen lonen-Modus am Massenspektromatedysiert. Die Kapillarspannung
betrug 800 V und die Kegelspannung 40 V. Es wurdes dMassenspektrum des
Masse/Ladungsverhaltnisses von 0-1500 erfasst uagdliche Produktpeaks des Weiteren
durch MS/MS untersucht (Argon als Kollisionsgas 40dv Spannung). Durch Subtraktion des
0 h-Spektrums vom Spektrum nach einer Stunde Irtlarszeit erhielt man das im

Ergebnisteil gezeigte Differenzspektrum.

2.2.2.6 Analyse der exprimierten Proteine tber Westn Blot
*  Towbin-Puffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (y/Methanol, Wasser; pH 8.3

* SDS-Probenpuffer: 100mM Tris/HCI, 10 % (v/v) Glyiters % (w/v) SDS, 5 % (v/Vv}-Mercaptoethanaol,
0,005 % (w/v) Bromphenolblau, Wasser

* Ponceau-Rot: 0.5 % (v/v) Essigsaure, 0,5 % (w/w)deau, Wasser
e TBS (1l): 8 g NaCl, 20 ml 1M Tris/HCI, Wasser; pk67
¢ TBST: TBS + 0.05 % (v/v) Tween20
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In der, mit den 4CLLs komplementiertefE. coli-Mutante K12 fadD::Kah sollte die
Expression der 4CLLs uUberpruft werden (Kap. 2.2.30&her wurden diese Uber ihren N-
terminalen His-Tag mittels Antikorper detektieruriachst wurden dazu die abzentrifugierten
Aliquots der Komplementationsstamme in 10 pl LB-Ma resuspendiert, mit 5 pl SDS-
Probenpuffer versetzt und denaturiert (95 °C, 3)nthann erneut abzentrifugiert (13.000 rpm,
30 sec), zusammen mit einem Molekulargewichtsmaakédas Gel aufgetragen und nach der
Methode von Laemmli (1970) durch SDS-Gelelektropker fur 1,5 Stunden bei 100 V
aufgetrennt. Das Gel und die Membran wurden dartherBlotting Aparatur eingesetzt und in
Towbin-Puffer fir 1,5 Stunden bei 4° C und 100 V\blg#et. Anschlielend wurde die
Membran, zwecks Uberpriifung des Bloterfolgs, fimia mit Ponceau-Rot gefarbt, dann mit
Wasser gespilt und die Farbung dokumentiert. Damrdevdie Membran erneut mit Wasser
gespiilt und UN bei 4° C mit 5 % (w/v) Milchpulver TBST geblockt. AnschlieBend wurde
die Membran im ersten Antikorper (Anti-His) in TBT:1000) fur eine Stunde inkubiert und
dreimal 5 min mit TBST gewaschen. Dann wurde diemidean im zweiten Antikérper in
TBST (1:5000) fur eine Stunde inkubiert und errdrgimal flr 5 min in TBST gewaschen. Da
der zweite Antikdrper mit Meerettich-Peroxidase ambelt war, wurde die Membran nach
Angaben des Herstellers mittels des ECL-Detectidgns-Kehandelt und dann die Strahlung
nach einer Stunde Belichtung durch Autoradiograpeigektiert.

2.2.3 Arbeiten mit Bakterien

2.2.3.1 Herstellung von chemisch-kompetentds. coli Zellen

e TfBl: 100 mM RbCI, 45 mM MnCJ, 35 mM K-Ac, 10 mM CaGl 0.5 mM LiCl, 15 % Glycerin;
pH 5.8
e TfBIl: 20 mM MOPS, 75 mM CaGJ 10 mM RbCI, 15 % Glycerin; pH 7.0

E. coli Zellen wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode ketent zur Aufnahme von DNA

gemacht. Dazu wurde 100 ml 2 x LB-Medium mit derwigieschten Stamm versetzt und UN
bei 37° C kultiviert. Dieser Ansatz wurde dann Big abgekuihlt, abzentrifugiert (3000 rpm, 10
min), in 7.5 ml TfBI-Puffer aufgenommen und wieder@0 min auf Eis inkubiert. Dann erneut
abzentrifugiert (3000 rpm, 10 min) und in 4 ml TfBlUUfgenommen. Daraufhin aliquotiert, in

flissigem Stickstoff gekuhlt und bis zur weiterearWendung bei -80° C gelagert.
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2.2.3.2 Transformation von kompetenterk. coli Zellen

e 2xLB-Medium: 10 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, 20 g Tryptd000 ml Wasser, pH7,5, autoklavjert

e 2xLB-Platten: ZLB-Medium, 10 g Agar

¢ Antibiotika: Ampicillin (100 mg/l), Gentamycin (7 gil), Kanamycin (65 mg/l), Carbenicillin (50 mg/l)
Die bei —80° C gelagerten 200-pl-Aliquots der Bakte wurden auf Eis aufgetaut, dann mit 5
ul der Plasmid-Losung versetzt und auf Eis inkubi@0 min). Daraufhin erfolgte ein
Hitzeschock bei 42°C (90 s), gefolgt von einer atae Inkubation auf Eis (5 min). Die
Suspension wurde mit 500 pl Antibiotika-freiemxLB-Medium versetzt und bei 37°C
inkubiert (20 min). AnschlieBend wurde ein 200 [ligaot auf einer selektivenx2B-Platte
ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert.

2.2.3.3 Komplementation von Acyl-CoA-Synthetase degfenten E. coli-Stammen

¢  M9-Medium: 6g NaHPO4, 3g KHPO4, 0.5 g NaCl, 1g Ni&I, 10 ml CaC)-Lésung (0,01M), 1 ml

MgSQy-Losung (1IM), 0.5 ml Thiamin Hydrochlorid-Losung % w/v), 0.1 % einer Kohlenstoffquelle,
0.5 % Brij58, gegebenenfalls Antibiotika, bei Péaitt 15 g Agar, add 1000 ml Wasser; autoklaviert

« Antibiotika: Ampicillin (100mg/l), Kanamycin (65 niky
Die vorhandenen N-terminal Histidin-getaggten 4G{dnstrukte im Expressionsvektor pQE-
32 wurden in kompetente Acyl-CoA-Synthetase defideStamme eingebracht. Dabei wurde
der Stamm K12 fadD::Kdhfiir die Analysen des Wachstumsverhaltens auf @dsand der
Stamm K12 AfadR fadD::Kaff fiir die Analysen des Wachstums auf Decansdure und
Dodecanséure eingesetzt (Kap.2.1.8.1). Nach desfaanation wurden die komplementierten
Stdmme zunachst auf Vollmedium angezogen und dahdia selektiven M9-Platten (Miller
1972) mit der jeweiligen Fettsaure umgesetzt. DRis¢ten wurden fir mehrere Tage bei RT
inkubiert und das Wachstum dokumentiert. Fur dieuamt in Flissigmedium wurden die
komplementierten Stamme zunachst bei 37° C, UNerusthitteln in 2 x LB-Medium
angezogen. Dann wurde die OD bestimmt und die MamgBakterien, die spater eine Dichte
von 0,15 ergeben sollte, abzentrifugiert (13.000,rp0 sec). Die Proben wurden dann zweimal
in M9-Medium gewaschen und letztlich in 50 ml M9-dilem Uberfihrt. Diese Proben wurden
zunachst UN bei 37° C unter schiitteln inkubiert, di@ Kulturen sich erst umgewdhnen
mussten und erst nach einigen Stunden das Wachmgann. Dann wurden im Verlauf einer
Generationszeit (>12 Std.) regelmafiig Proben entmamund die Dichte bestimmt. Aus diesen
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Kulturen des Stammes K12 fadD::Kaim Olsaure haltigem Medium wurden auRerdem Proben
entnommen, die zur der Analyse der exprimiertentdtte Uber Western Blot eingesetzt
wurden (Kap.2.2.2.6).

2.2.3.4 Herstellung von elektrokompetenteAgrobacterium tumefaciens Zellen

 Agro-Medium: 5 g NaCl, 10 g Trypton, 10 g Hefeekttal0 g Fleischextrakt, 1000 ml Wasser,
autoklaviert
»  Agro-Platten: Agro-Medium, 15 g Agar
» HEPES-Puffer: 1ImM HEPES, Wasser, pH 7.0
A. tumefaciensvurde zunachst in 200 ml Agro-Medium UN bei 28a@ einem Schiittler (180

rpm) angezogen. Dann wurden die Zellen abzentefudil5 min, 4500 rpm, 4° C) und in 20
ml eiskaltem HEPES-Puffer resuspendiert. DiesescWaswurde noch einmal wiederholt und
dann das Pellet in 2 ml eiskaltem HEPES-Puffer 18it% Glycerin aufgenommen. Die 2 ml

wurden in 50 ul Aliquots aufgeteilt und bis zur teeen Verwendung bei -80° C aufbewahrt.

2.2.3.5 Transformation von kompetenterA. tumefaciens Zellen
» Antibiotika: Carbenicillin (50 mg/l), Gentamycin%ang/l), Kanamycin (50 mg/l), Rifampicin (50 mgal i
DMF)

Die Transformation der kompetentéx tumefacien<Zellen wurde mittels Elektroporation
durchgefihrt. Dabei wurden die Reportergenkonstrukt Vektor pJawohl1l in den Stamm
GV3101 eingebracht. Die Konstrukte in den pAMPATieaen Vektoren wurden in den
Stamm GV3101 (pMP90RK) eingebracht. Ein 50 pl Adijider Zellen wurde auf Eis
aufgetaut, mit 1 pl Plasmid-DNA versetzt und inesivorgekthlte Elektroporationskuvette
Uberfuhrt. Diese wurde mit eineBElektroporation Gene PulsgiBioRad) einem elektrischen
Impuls ausgesetzt. Unmittelbar danach wurde 90@igdhes Agro-Medium hinzugegeben, die
Suspension bei 28° C fur 2 Stunden inkubiert umd5@ pl Aliquot auf einer selektiven Agro-
Platte ausgestrichen. Diese wurde 2-3 Tage bei@C@Rubiert und daraufhin die Kolonien
mittels Kolonie-PCR auf das Vorhandensein des gewaliten Plasmids kontrolliert. Dafur
wurden die zu untersuchend@&ntumefacien&olonien in 20 pul Wasser aufgenommen, ein 2ul
Aliquot auf einer frischen Selektivplatte ausges$tein und der Rest der Suspension mit 20 pl

40 mM Natronlauge versehen. Ein pl dieser Losungntdi als DNA-Template zur
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Durchfuihrung der PCR (2.2.1.4). Allerdings wurderhei die erste Inkubationszeit bei 95 °C
von 2 auf 5 min verlangert. Die verwendeten Prisied in Kapitel 2.1.5 angegeben. Jene
Kolonien, fur die das Vorhandensein des Plasmidsidulie Kolonie-PCR nachgewiesen

werden konnte, wurden fir die Transformation Yorthaliana(2.2.4.7) weiterverwendet.
2.2.4 Arbeiten mitA. thaliana

2.2.4.1 Anzucht

e MS-Medium: 4 g MS-Natrium-Salz, evtl. 10 g Saccls01000 ml Wasser, bei Platten: 7,5 g Agar,
autoklaviert; pH 6,2
¢ Antibiotikum: Kanamycin (75 mg/l)

2.2.4.1.1 Standardbedingungen
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Pflanzed.82 wurden, sofern nicht anders

angegeben, in Erde unter Kurztagbedingungen angaz@ah Licht 500 puEffisec® bei 22°C).

2.2.4.1.2 Anzucht zur Analyse der Fettsaurezusammsetzung und Auxinmengen

Fir die Analyse der Fettsdurekomposition und detidengen in Doppéeknock-outPflanzen
von At4g05160/At5g63380nurden die Pflanzen unter sterilen Bedingungen5thh ml
Reaktionsgefallen in 10 ml flissigem MS-Medium angem. Dabei wurden jeweils 5 mg
Samen pro Reaktionsgefald eingewogen. Die Kultimgrarfolgte fir 7 bis 14 Tage unter

Dauerbelichtung bei 24 °C und 90 rpm auf einem &gl

2.2.4.1.3 Anzucht zur Analyse der Reaktion auf Cheikalien in Flissigmedium

Die Pflanzen fur die Chemikalientests wurden irwk8}t Microtiterplatten (Nunc) unter sterilen
Bedingungen angezogen. Dabei wurden je drei SamerVertiefung in 500 pl flissigem,
Saccharose haltigem MS-Medium ausgelegt.

Die Reportergenpflanzen voktlg20510wurden dabei unter Kurztagbedingungen angezogen
und nach 14 Tagen mit den jeweiligen Chemikalieusggangskonzentration 5 mg/ml in
DMSO) behandelt. Die Ernte erfolgte nach 2 bis 48n8en, die Proben wurden bis zur
weiteren Aufarbeitung (Kap. 2.2.4.10.2) bei -80a@bewabhrt.
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Die Pflanzen zur Bestimmung der Resistenz gegemidrschiedenen Auxinen, d.h. Doppel-
knock-outPflanzen vorAt4g05160/At5g63380nd die Reportergenpflanzen von 4CL1 wurden
unter Dauerbelichtung in MS-Medium ohne Sacchaavggezogen. Dabei waren dem Medium
von der Aussaat an Chemikalien (Stammlosung in DM3@esetzt. Die Pflanzen wurden

sieben bis vierzehn Tage kultiviert.

2.2.4.1.4 Anzucht auf Festmedium zur Analyse der Ré&tion auf Auxin

Die Pflanzen zur Bestimmung der Resistenz gegergiiernen Auxinen wurden unter sterilen
Bedingungen in Dauerbelichtung auf MS-Festmediurgeaogen und das Wachstum nach
sieben bis vierzehn Tagen analysiert. Die Pflangechsen dabei vom Tag der Aussaat an auf
den Auxinen (Stammlésung in DMSO). Im Falle derdieei Substanzen IAA und IBA wurden
durch Gelbfilter kleinere Wellenlangen als 500 nenausgefiltert, da die Indolkomponenten im
Blaulicht instabil sind (Stasinopoulost al, 1990). Der Filter bestand aus 3 mm dickem
Plexiglas GS Gelb 303 (Degussa).

2.2.4.1.5 Anzucht zur Analyse der Speicherlipide

Die Pflanzen wurden unter sterilen Bedingungen fastem MS-Medium mit und ohne
Saccharose unter Dauerbelichtung angezogen und Edigvicklungsphasen fotografisch
festgehalten. Fur die Analyse der KeimungsfahigkeiDunkelheit wurden die Samen unter
sterilen Bedingungen auf festem MS-Medium ohne Buekisgelegt. Dann wurden die Platten
zur Imbibition einen Tag unter Licht kultiviert umthnn in Dunkelheit Gberfuhrt. Nach 6 Tagen

wurde die Lange der elongierten Hypokotyle vermesse

2.2.4.2 Verifizierung der Knock-out-Linien

Zur Verifizierung deiknock-outLinien wurde die im Genom integrierte T-DNA nachgsen.
Eine Aufreinigung genomischer DNA aus der Pflarigap( 2.2.1.1) diente alBemplatefur die

in Kapitel 2.2.1.4 beschriebene PCR-Reaktion. kéirMehrzahl der verwendeten Knock-out-
Pflanzen wurde nachgewiesen, dass es sich um eilh@Nante handelt. Dazu wurde mRNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben und dann eine RTRRQIf dem Material durchgefihrt (Kap.
2.2.1.4). Die verwendeten Primer sind in Kap. 2.E@zusehen. Zur Erzeugung der
Tripelmutanten wurde die Doppelmutantg4g05160/At5g63380mit den Einzelmutanten
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At1g20510SALK 140659 bzwAt1g20500SALK_067285 gekreuzt und im Folgenden Uber

den Nachweis der T-DNA-Insertionen im Genom homotgd ripelmutanten ausgelesen.

2.2.4.3 Farbung der Kutikula mit Toluidin-Blau

* Toluidine-Blau-Lésung: 0.05 % (w/v) Toluidin-Blan Wasser, gefiltert
Die Farbung der Pflanzen wurde nach Tanekal, 2000 vorgenommen. Dafur wurden die
Pflanzen fir 2 min in einer frischen Toluidin-Bladsung inkubiert und danach mit Wasser

gesplult. Die Farbung wurde durch Fotos dokumentiert

2.2.4.4 Quantifizierung der Jasmonate . thaliana

Die Blatter 6-8 Wochen alter, unter Standardbednggn (Kap. 2.2.4.1) aufgezogenéanock-
out- und Wildtyp-Pflanzen wurden mittels einer Pinzettechsmal gequetscht, nach den
angegebenen Zeitpunkten geerntet und bis zur waitéerwendung bei — 80° C gelagert. Die
Jasmonatmengen wurden von Dr. Miersch (Leibniztlrisfiir Pflanzenbiochemie, Halle), wie

in Stenzekt al, 2003 beschrieben, bestimmt.

2.2.4.5 Quantifizierung der Fettsduren und Auxinen A. thaliana

Die Knock-out und Wildtyppflanzen wurden, wie in Kap. 2.2.4.1l#schrieben, in

Flissigmedium kultiviert, nach 13 Tagen geerntet bis zur weiteren Verwendung bei — 80°
C aufbewahrt. Die Fettsduremengen wurden von Drerddh (Leibniz-Institut far

Pflanzenbiochemie, Halle) wie in Markhamt al, 2006 beschrieben, bestimmt. Die
Auxinmengen wurden von Dr. Ludwig-Mdller (Institdiir Botanik, TU Dresden) wie in

Ludwig-Mdiller et al.,, 1993 beschrieben, bestimmt.

2.2.4.6 Infiltration von Pseudomonas syringae in Athaliana

¢ NGYA-Medium: 5 g Pepton, 3 g Hefeextrakt, 20 ml &yin, 15 g Agar, 1000 ml Wasser; pH 7.0

e Antibiotika: Kanamycin (50mg/l), Rifampicin (50my/I

e« MgCl,-L6ésung: 10 mM MgG), Wasser
Um die Reaktion des Reportergenkonstruktes wifhg20510 auf die Applikation von
phytopathogenen Bakterien zu untersuchen wurdePfth®@zen mit den Stimmeéh syringae
AvrRpml1 und AvrRps4 infiltriert (AnzuchtbedingungeKap. 2.2.4.1.3). Dazu wurden die
Bakterien UN bei 28° C auf NGYA-Medium-Platten imkert. Die Bakterien einer Platte
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wurden in 20 ml MgGHL6sung aufgenommen, dann abzentrifugiert (3000, 4gBrmin) und in
10 ml MgChb-Lésung aufgenommen. Daraufhin wurde dieggd@er Suspension bestimmt und
diese auf eine Of3y von 0,02 (entspricht I0Kolonie bildenden Einheiten) verdiinnt. Diese
Losung bzw. eine MgGIKontrollldsung wurde fir 2 min unter Vakuum in diflanzen
infiltriert und die Pflanzen dann zurtick in daspuisgliche MS-Medium gegeben. Nach 3, 6
und 24 Stunden wurden die Pflanzen geerntet undubiBestimmung der GUS-Aktivitat (Kap.
2.2.4.7.1) bei -80° C aufbewabhrt.

2.2.4.7 Transformation vonA. thaliana unter Verwendung vonA. tumefaciens

» Saccharoselésung: 5% Saccharose, 1000 ml sterdasét 750 pl Silwet L-77
Die mit Hilfe der Gateway'-Cloning-Technologie erzeugten GUS-Konstrukte (Rah7)
wurden durchAgrobakterienvermittelte Transformation i\. thaliang Okotyp Columbia O
eingebracht. Das Protokoll entstammt Logemeinal., 2006.

2.2.4.8 Selektion transformierter Pflanzen

Die Nachkommen der Pflanzen, die mit einem Repgetgkonstrukt transformiert worden
waren, wurden Uber die Resistenz gegen Kanamy¢€iM8uPlatten ausgelesen (Kap. 2.2.4.1).
Die Nachkommen derAt4g05160/At5g63380Doppelknock-outPflanzen, die mit den
Komplementationskonstrukten transformiert waren,rden Uber eine Resistenz gegen
BASTA® ausgelesen.

2.2.4.9 Sterilisation vorA. thaliana Samen

Die Samen, die auf MS-Medium ausgelegt wurden, emlvor oberflachensterilisiert. Dazu
wurde die Papiermembran aus einer GelextraktiohsséQiagen, PCR-Purification-Ki)
entfernt, die Séaule auf einem 2 ml Eppendorf-Reakigefal? platziert, die Samen in die Saule
hineingegeben und mit 70% Ethanol aufgefillt. Deam®n wurden 10 min geschuttelt, der
Ethanol durch zentrifugieren entfernt und erneu@%0Ethanol hinzugegeben. Dieser wurde
sofort durch Zentrifugation entfernt. Die Samen deur dann aus der Séule auf ein Filterpapier

gegeben und eine Minute getrocknet. Daraufhin gidallie Aussaat auf einer Selektivplatte.
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2.2.4.10 Promotoranalyse durch Reportergenexpressio

2.2.4.10.1 Qualitative Analyse der GUS-Expression

¢ X-Gluc-L6sung: 50 pl 1 M X-Gluc (in DMSO), 10 mIIOM Natriumphosphatpuffer pH 7,4, 1,8619

mM N&EDTA, 82 mg 0,5 mM K[Fe(CN)], 105 mg 0,5 mM K[Fe(CN)]

Die zu untersuchende Gewebeprobe der GUS-Pflanrgdewn ein Eppendorf-Gefald gegeben
und mit X-Gluc-Lésung (Monohexylammoniumchloridsaker 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoyf-
D-Glucuronséaure) tberschichtet. Der Ansatz wurdelfi min im Eksikator unter Vakuum
gesetzt und dann UN bei 37° C inkubiert. Dann wuntaee X-Gluc-Losung entfernt und das
Gewebe mit 100% Ethanol tberschichtet. Durch mehgera Austausch des Ethanols wurde
das Chlorophyll entfernt. Die Blaufarbung der Zelen denen das Promotor-GUS-Konstrukt
exprimiert wurde, war nun sichtbar (Jeffersdral, 1987).
Im Falle der Reportergenlinie von At1g62940 wurdemder GUS-Farbung eine Fixierung der
Bluten mit Glutaraldehyd vorgenommen und von DrSEhmelzer (MPI1Z, K&In) Dinnschnitte

angefertigt und analysiert (nach Robertseal, 2004).

2.2.4.10.2 Quanitative Analyse der GUS-Expression
e Aufschlusspuffer: 100 m Natriumphosphat, 1 inDTT; pH 7.5
e MUG-Puffer: 2 m1 4-Methylumbelliferyl-D-glucuronid (4-MUG), 50 ma Natriumphosphat, 1 mn
EDTA, 0.1% Triton X-100, 10 m 3-Mercaptoethanol; pH 7.0

Die Pflanzen wurden zuné&chst wie in Kap. 2.2.4ah@ezogen und behandelt. Der GUS-Assay
wurde im Wesentlichen nach Sprenger-Hausselal, 2000 durchgefuhrt. Dazu wurden die
Pflanzen in Eppendorf-Reaktionsgefalen in 100 pfiséhlusspuffer aufgearbeitet, dann bei
13.000 rpm (10 min) zentrifugiert und 50 pl dieggdliberstandes zu 50 pl MUG-Puffer
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei 37° Chigktiund nach 20, 40 und 60 min 20 pl
Aliquots entnommen. Diese wurden zum AbstoppenOid 21 0,2 M Na(CQOyPuffer gegeben
und im Fluorimeter vermessen. Die GUS-Aktivitat deidurch die Steigung des Graphen von
20 bis 40 min und von 40 bis 60 min, nach Normigranf einen mitgemessenen Standard,
bestimmt. Aul3erdem wurde die Proteinkonzentratiorden Zelliberstdnden nach Bradford
(1970) bestimmt und floss in die Berechnung der GW8vitat ein. Jedes Experiment wurde

in mindestens 3 unabhé&ngigen Messungen erfasst.
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2.2.4.11 Subzellulare Lokalisation von At1g20510 iA. thaliana
» Benzimidazolplatte: 1% Agar, 85 UM Benzimidazol, $&er, autoklaviert
Die cDNA des Gens Atlg20510 wurde mittels Gatewal-Technologie in die

Expressionsvektoren pENSGYFP und pEXSGYFP klor{ieap. 2.2.1.6.2). Zuvor wurde fur
die Konstruktion des C-terminal getaggten Atlg20gite Variante im pDONR207 erstellt,
die kein Stop-Codon mehr enthielt (Kap. 2.2.1.7).

2.2.4.11.1 Detektion des N-terminal fusionierten Aig20510

Zur subzellularen Lokalisation wurde die N-termed&usion vonAtlg20510mit dem gelb
fluoreszierenden Protein YFP analysiert. Als Koltpfasmid wurde ein Expressionsvektor
verwendet, der die etablierte peroxisomale Impqgueaz SRL besal3, die an das rot
fluoreszierende Protein RFP gekoppelt war. Die Esgion beider Proteine wurde durch den
CaMV-35S-Promotor gesteuert.

Zur Transformation wurden Blatter vier Wochen alger thaliana Col0 Pflanzen auf einer
Benzimidazolplatte ausgelegt. Dann wurden Qdldrocarrier mit der Plasmid-DNA
prapariert. Daftir wurden zuvor die beiden Plasmidgnigungen (Kontroll- und Testplasmid)
vereinigt. 30 mg der Goldpartikel mit einem Durclaser von 0,1 pum wurden mit 70% Ethanol
gewaschen. Anschlielend wurden diese noch dreintalMasser gewaschen und letztlich in
einem 50%igen Glycerin/Wasser-Gemisch aufgenomim@@nmg/ml). Die Suspension wurde 5
min geschuttelt und anschlieBend 50 ul in ein EdpdrGefal’ tUberfiihrt. Diese Menge war
ausreichend fir 1 Bombardement. Unter erneuteme¥ert wurden folgende Substanzen
hinzugefugt:

5ul Plasmid-DNA (1 pg/ul)

50 ul CaCj (2,5 M)

20 pul Spermidin

Daraufhin wurde das Gemisch 2 s zentrifugiert, dieerstand abgenommen und 140 pl 70 %
Ethanol zum Pellet gegeben. Es wurde erneut flzehsifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet in 60 pl 100 % Ethanol resuspensiern Wurde der Beschuss dAr thaliana
Blatter mit 6 pl der préparierteMicrocarrier am Particle Delivery System Biolistic PDS-

1000/He (BioRad) nach Anleitung des Herstellers vorgen@mmDie Platte mit den
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beschossenen Blattern wurde dann flir 2 Tage inneikdimaschrank inkubiert. Zur

Lokalisation der exprimierten Proteine wurden diét®r am konfokalen Laser-Mikroskop
LSM 510 Meta (Carl Zeiss) analysiert. Dazu wurdehtider Wellenlange 514 nm eingestrahlt
und die Emission elektromagnetischer StrahlungWiellenlangen 535-590 nm (YFP-63380)
und 570-634 nm (RFP) detektiert. Die Bilder wurd@it dem LSM 510 3.2 Programm

bearbeitet (Carl Zeiss).

2.2.4.11.2 Detektion des C-terminal fusionierten Aig20510

Das C-terminale Fusionskonstrukt wurde stabil Uhkgrobakterienvermittelte Transformation

in A. thalianaColO eingebracht (Kap. 2.2.4.4). In Pflanzen deeiten Generation liel3 sich die
Fluoreszenz detektieren. Die Pflanzen wurden urggrem Axiophot Photomikroskop
untersucht. Dazu wurden die Pflanzen mit UV-Lichtgeregt und die Emission der
elektromagnetischen Strahlung durch einen YFP+Higgektiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Uberblick tiber die 4CL-ahnlichen Proteine

Durch die Sequenzierung des Genoms ®orthalianaim Jahre 2000 wurden 25.000 Gene
annotiert, deren Charakterisierung bislang oftmadht tGber die Klarung der phylogenetischen
Verwandtschaftsverhaltnisse hinausging. Auch fig Superfamilie der Adenylat bildenden
Enzyme wurden auf diese Weise 63 Mitglieder idenéft, von denen bisher nur 25 Enzymen
eine Funktion zugewiesen werden konnte. Die voelelg Arbeit beschéftigt sich mit der
funktionalen Charakterisierung von Vertretern damitie der 4CL-ahnlichen Proteine, die aus
25 Mitgliedern besteht. Zur Funktionsbestimmung deuzunachst dien vitro-Aktivitat der
untersuchten 4CLLs analysiert und dann fur einigggawéhlte Enzyme durch die Analyse von

Ein- und Mehrfachmutanten die vivo-Aktivitat in A. thalianaidentifiziert.
3.1.1 Analyse deiin vitro-Aktivitat der 4CL-ahnlichen Enzyme

3.1.1.1 Klonierung, heterologe Expression und Aufiaigung der 4CL-&hnlichen Proteine

Zur Charakterisierung der ausgewahlten 4CLLs wurdiese inE. coli heterolog exprimiert
und anschlieBend aufgereinigt. Dazu wurden die cBNAn At1g20510, At1g20480 und
At3g48990 aus Blattern vom. thaliana Okotyp Columbia amplifiziert, mit terminalen
Schnittstellen versehen und in den Vektor pQE-3&. pQE-70 integriert (Kapitel 2.1.7). Als
Negativkontrolle wurde von At1g20510 durch eineigike Mutagenese eine Mutante erzeugt,
deren Codon fur die katalytisch aktive Aminosaurgsih 530 durch ein Codon fir
Asparaginsaure ersetzt wurde. Diese wird im Folgandls At1g20510-K530N bezeichnet.
Alle anderen in dieser Arbeit verwendeten Expressiektoren der 4CLLs Atl1g20500,
At1g62940, At4g05160, At4g19010, At5g38120 und AB8B0 lagen bereits als fertige
Konstrukte im Vektor pQE-32 vor (Doktorarbeit K. oeider, Diplomarbeit L. Kienow). Im
Folgenden wurden dieE. coliStamme DH&, DH50 pREP4, sowie M15 mit den
Expressionsvektoren transformiert. Die Expressi@nRtoteine wurde durch Zugabe von IPTG
induziert und die Proteine mittels MENTA-Chromatographie tber den N-terminalen
Hexahistidin-Tag aufgereinigt. Der Aufreinigungségf und die Reinheit wurden durch SDS-
Gelelektrophorese Uberprift. Somit wurden alle 4€Her Gruppe B aulR3er At1g20490 kloniert
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Abb. 8: SDS-Gele einiger aufgereinigter 4CLLs

Dargestellt sind Coomassie gefarbte SDS-Gele einiger aufgereinigter 4CLLs. (M)
Proteinstandardmarker; (1): Protein At1g20480 MW 61 kDa; (2) Protein At1g20510
MW 59 kDa; (3) Protein At1g20510-K530N MW 59 kDa; (4) C-terminal Hexahistidin-
getaggtes At1g20510 MW 59 kDa; (5) At3g48990 MW 56 kDa; Bei den Proben 2, 3
und 5 wurden jeweils zwei unterschiedliche Mengen aufgetragen.

und exprimiert. In Abb. 8 sind Bilder der Coomasgefarbten Gele derjenigen 4CLLs zu
sehen, die in Rahmen dieser Arbeit erstmalig exprinund aufgereinigt wurden, d.h. von
At1g20480, At1g20510, At1g20510-K530N und At3g489B6i allen aufgereinigten Proteinen
lie3 sich eine angereicherte Hauptproteinbande,deéi®m Molekulargewicht des jeweiligen
Enzyms entspricht, feststellen. In einigen Féllemgten sich aber auch weitere Proteinbanden,
die entweder Abbauprodukte der 4CLLs darstellerr adé eine Verunreinigung durdh colr
Proteine hinweisen. An Hand des Proteins Atl1g208d® sich jedoch feststellen, dass die
Nebenbanden sich weder auf die Aktivitdt noch aaf dSubstratspektrum der 4CLLs
auswirken. Dazu wurde einerseits das exprimiertgéelr At1g20510 mit Histidin-Tag am C-
Terminus anstelle des N-Terminus verglichen (pQEpQE-32). In dieser Aufreinigung sollte
also nur das vollstandig translatierte Proteinimden sein und keine Bruchstiicke, die durch
unvollstandige Translation entstehen konnten. Dason@assie gefarbte SDS-Gel der
Aufreinigung zeigte das gleiche Muster an Hauptd dMebenbanden wie das der N-terminalen
getaggten Variante. Somit findet man in beiden @migungen keine unvollstandig
translatierten Proteinbruchstiicke, die eine Akihgbestimmung verfélschen kénnten. Des

Weiteren wurde, wie bereits erwahnt, eine katadftisnaktive Variante des Proteins
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At1g20510 erzeugt, dim vitro undin vivo keine enzymatische Aktivitat aufwies. Da auch in
dieser Aufreinigung ein vergleichbares SpektrumNebenbanden zu sehen war, zeigt die
fehlende enzymatische Aktivitdt, dass die beobaehidtivitat des funktionalen At1g20510
nicht auf eine Verunreinigung mit Adenylat bildendenzymen aug. coli zurtickzufuhren ist.
Die isolierten 4CLLs weisen damit eine ausreicheRe&enheit auf und kdnnen fin vitro-

Charakterisierungen eingesetzt werden.

3.1.1.2In vitro-Funktion der 4CL-ahnlichen Proteine

Zur Identifizierung des akzeptierten Substrats warddie heterolog exprimierten und
aufgereinigten 4CLLs (Kap. 3.1.1.1) einem semiquamnten, Luciferase gekoppelten
Enzymtest unterzogen. Dieser Test beruht auf eictegmakteristischen Merkmal der Adenylat
bildenden Enzyme, dem Umsatz der Substrate unt&-¥drbrauch. Demnach wird zunachst
das 4CLL mit dem Substrat der Wahl und einer deften Menge an ATP inkubiert. Im
Anschluss wird die im Ansatz verbliebene ATP-Menigjger eine gekoppelte Luciferase-
Reaktion analysiert (Kap. 2.2.2.2). Die Luciferddmatdt wurde nach 2 und 22 Stunden
bestimmt und unter zu Hilfenahme bereits bekanBterymaktivitdten die ATP-Restmengen in
den Reaktionsansatzen ermittelt (Schnegteal, 2005). Eine Abnahme der ATP-Menge auf
unter 10 % innerhalb von 2 Stunden stellte dab®@reguten Substratumsatz durch das 4CLL
dar (Schneideret al, 2005). Als potentielle Substrate wurde ein leeitSpektrum
unterschiedlicher Carbonséuren untersucht. Dabmekeca. 100 verschiedene Substanzen zum
Einsatz, die zu den folgenden Klassen gehoren: séumederivate, Benzoesaurederivate,
Phenylessigséurederivate, Aminosauren, Fettsdundndie Phytohormone Jasmonsaure und
Auxin, sowie deren Vorstufen. Die wichtigsten Engsige der ATP-Bestimmungen sind in
Tabelle 1 zusammengefasst, wahrend die Ergebnissdlem getesteten Substraten im Anhang
zu sehen sind. Zusatzlich zu den in dieser Arbefiliigdenen Werten ist die Tabelle um Werte
erganzt, die bereits verdffentlicht wurden (Doktbmat K. Schneider; Diplomarbeit L.
Kienow), um ein vollstandiges Bild tber die Aktiéien der 4CLLs zu ermdglichen.

Bei der Analyse der Substrate der neun 4CLLs waftémsichtlich, dass alle Enzyme mehr als
ein Substrat akzeptieren (Tab.1). AuRerdem istvdasinheitlichende Merkmal dieser Familie

die Aktivierung von Fettsauren zu CoA-Estern unchhiwie bei 4CL, von Zimtsdurederivaten.
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Tab. 1: Ergebnisse des Luciferasete sts mit den 4CLLs

Dargestellt sind die ATP-Restmengen in den Reaktionsansatzen des jeweiligen 4CL bzw.
4CLLs nach 2 h bzw. 22 h Inkubationszeit. Die gelb hinterlegten Werte zeigen einen guten
Substratumsatz an, d.h. die detektierte Restmenge an ATP entspricht weniger als 10% der

eingesetzten ATP-Menge. n.t.
grol3tenteils der Arbeit von K. Schneider. **

Diplomarbeit von L. Kienow

= Substanz nicht getestet. *

= Werte entstammen

Werte entstammen grof3tenteils der

2 Std. Inkubation 4CLL
Atlg Atdg Atdg AtSg Atlg At1g 20510- Atlg Atbg At1g At3g
Substrat 4cL2* 62940 19010* 05160° 63380 20510 K530N 20480 38120* 20500° 48990
Zimtsaure-Derivate
Zimtsdure 49,6 1024 204 118.1 65,5 85.2 92,8 835 952 87,7 110.2
2-Cumarséure 334 72,1 85,4 69,5 nt 96,5 n.t. 70,1 87.9 66,8 823
3-Cumarséure 5.0 76.2 811 88.2 nt 1222 nt 90.4 81.7 80,0 888
4-Cumarséure 4.0 101.9 18.2 105.8 50,0 81.1 1171 68.6 721 46,9 921
Kaffees#ure 4.3 96,9 36,5 956 69,2 923 nt. 68,2 81,0 60,9 75.7
Ferulaséure 499 106.7 5.3 147.7 93.9 123.0 81,8 98.2 46.7 26,9 895
Sinapinsaure 102,3 104,7 74,0 103.8 120,1 84,3 1159 823 908 8.1 100,3
Fettsduren
Essigséure 86,6 87.1 106.4 994 849 796 nt. 89.5 88.7 1078 912
Propansiure 913 80.8 108,2 106.7 97,7 86.4 nt 81.2 108.8 974 922
Butansiure o741 90.2 90.6 809 85.7 8r.7 nt. 80.5 97.2 1056 9186
Pentansaure 1101 85.2 16.2 232 67,1 80.0 nt. 103.9 ) 91.3 90,1
Hexans&ure 458 83.2 55 1.1 47,0 775 nt. 1000 79,2 92,7 748
Heptansaure 26,1 758 i 55 203 62,6 nt. 107.3 778 86,7 666
Oktanséure 704 84.7 179 179 78 7.5 nt. 100.6 102.2 M"7.7 856
Nonansaure 54,0 107.2 7.7 431 0.1 56,1 nt. 1M11.7 108.1 81,8 1111
Decansdure 93,3 7.9 271 11,0 1.0 82 95,6 103.6 89,9 90,5 163,3
Dodecansdure 109,0 82,6 173 247 3.1 0.0 109.5 103.5 97.5 41,8 899
Tetradecanséure 84,7 591 9.3 02 038 0.1 89,0 93,8 87,7 445 915
Hexadecanséure 93,6 519 246 01 20 3.0 nt 622 918 83.0 949
Octadecanséure 97.8 29.5 54,2 0.2 04 9.6 n.t. 856 96.3 74,7 105.5
Olsiure 84,3 46.9 63.2 0.1 3.2 1.2 nt 456 60,8 44.6 nt
Linols&ure 109.3 45.6 253 01 0.1 78.0 nt. 828 7.2 49.0 875
Linolens#ure 1113 429 174 01 1.5 94.3 nt. 97.5 99.3 47,5 153.5
Jasmonate
OPDA 1015 91.7 91,7 212 0.2 0.6 n.t 745 1048 26,1 1215
dnOPDA 93.1 81.0 774 341 103.5 6.8 nt. 71,2 87,3 56,2 114.0
OPCS8:0 110,6 9.7 878 412 221 0.2 nt. 96.3 94,5 61,5 128.4
OPCH:0 95,7 79.9 829 5.3 824 08 nt. 97.5 101.3 3.7 1117
OPC4:0 95.4 80.3 88.3 46 6 895 476 nt. 828 945 93,4 121.0
Jasmonséure 106.8 96.8 99.0 109.6 118,3 67.5 nt 80,1 918 1024 101.9
Weitere Substrate
4-Hydroxyphenyl-
pyruvat 7.4 85.1 96 879 ni. nt nt. nt 915 87,6 497
22 Std. Inkubation
Auxin-Derivate
Indolessigsdure 78.5 40.9 24.6 49.2 13,7 76.1 nt 69.0 71.2 93.9 859
Indolpropanséure 39,0 354 18.6 489 nt nt nt 68,1 85.3 85,2 78,6
Indolbutansdure 88,9 37,7 238 1,3 89.0 705 nt 96.4 87.0 96,0 81,1
24-Dichlorophenoxy-
essigséure nt. nt. 435 328 39,0 557 nt. nt nit 101,0 1129
2 4-Dichlorophenoxy-
butterséure nt. nt. 43.1 0.1 34.4 58,8 n.t. nt nt 105,2 152.8
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Vier der neun getesteten Enzyme aktivierten inedrem vitro-Test Fettsduren und zeigten
dabei ein recht breites, teilweise Uberlappenddsstgatspektrum. Dabei setzten At5g63380
und At1g20510 effektiv mittel- bis langkettige Fgitiren um, wahrend At4g05160 und
At4g19010 bereits kurzkettige Fettsduren ab Keltggg C6 aktivierten. Es konnte
nachgewiesen werden, dass keines dieser Enzymekgetkettige Fettsduren aktiviert. Sehr
langkettige Fettsauren (> C20) lie3en sich auf @nimner schlechten Ldslichkeiten in Wasser
in diesemin vitro-Assay nicht einsetzen. Somit l&asst sich, zumintiestlas Substratspektrum
von At1g20510, At4g05160 und At5g63380, keine Olemige der Kettenlange der Fettsduren
festlegen.

Zusatzlich setzten diese drei Enzyme, sowie At1RQ0%/orstufen des Phytohormons
Jasmonsaure um. Dabei aktivierten At1g20500, At4§05 At5963380 jeweils nur eine der
Vorstufen OPC-6 bzw. OPDA, wahrend das Enzym AtBdP0 vier der funf
Jasmonsaurevorstufen umsetzte, also OPDA, dnOPPRE-®und OPC6.

AuBBerdem akzeptierte At4g05160 noch weitere SulestEs aktivierte das synthetische Auxin
2,4-Dichlorophenoxybuttersdure und das naturlichei@ Indolbuttersure. Diese Aktivitat
zeigte sich jedoch erst nach 22-stiindiger Inkubades Reaktionsansatzes.

Zwei der getesteten Enzyme, At1g20500 und At4gl3EHaiken neben dem Umsatz von einer
Jasmonsaurevorstufe bzw. von Fettsauren auch dmgKedt einzelne Zimtsdurederivate
(Sinapinsaure oder Ferulasaure) zu aktivieren umela somit ihren néchsten Verwandten,
den 4CLs (Doktorarbeit Katja Schneider).

Fir weitere drei 4CLLs At1g20480, At1g62940 und g88120 konnte, zumindest in diesem
vitro-Test, keine enzymatische Aktivitat mit den untetden Substraten identifiziert werden.
Somit wurden anndhrend alle 4CLLs aus Gruppe Bilaefin vitro-Aktivitat hin Gberprift.
Eine Ausnahme stellt At1g20490 dar, welches bislaicht kloniert werden konnte. Obwohl
verschiedene cDNAs aus diversen Pflanzengewebelfifiarag und kloniert wurden, stellten
diese ausschlie8lich SpleiRvarianten der cDNA mitrohresten dar, die zu einer
Leserasterverschiebung und somit unvollstandigetePwarianten fihrten. Auch in 6ffentlich
zuganglichen Datenbanken lieBen sich keine voliggam Transkripte identifizieren

(Ergebnisse nicht gezeigt). Es kdnnte sich alseimPseudogen handeln.
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Neben den Enzymen der Gruppe B wurde die AnalyseSi#stratspektrums auf das 4CLL
At3g48990 ausgedehnt, das der Gruppe C angehoth.l()TaEs stellt das néchste, noch
uncharakterisierte Enzym im Stammbaum der 4CLLs. d2ebei zeigte sich bei den
eingesetzten Substratkonzentrationen von 200 uMekaktivitat, bei Erhéhung auf 500 uM
deutet sich jedoch eine Aktivitat mit 4-Hydroxyplykayruvat an, auf welche Kapitel 3.4 naher
eingegangen wird.

Die in dieserin vitro-Studie gewonnen Ergebnisse zeigen, dass die andtén 4CLLs der
Gruppe B ein breites, teilweise Uberlappendes #atspektrum besitzen. Sie stellen eine
Gruppe von Acyl-CoA-Synthetasen von Fettsauren d#ie weitere Aktivitdten mit
verschiedenen Phytohormonvorstufen bzw. -derivatdveisen. Detaillierte enzymkinetische

Analysen werden in den weiteren Kapiteln 3.2, 318 8.4 dargestellt.

3.1.2. Analyse derin vivo-Funktion 4CL-ahnlicher Enzyme in Acyl-CoA-Synthetase
defizienten Stammen vork. coli

Die in vitro-Aktivitat der 4CLLs als Acyl-CoA-Synthetasen wurihe Folgenden unten vivo-
Bedingungen irE. coli Uberprift. Dieses Bakterium besitzt ein vergleméise einfaches und
detailliert charakterisiertes Energiegewinnungssystdas es ihm ermdglicht auf Fettsduren als
einziger Energie- und Kohlenstoffquelle zu wachd$@ie. Fettsdure wird durch den Prozess der
vectorial acylationlber das Transportprotein FadL importiert und dufadD, dem einzigen
Enzym inE. coli mit einer Aktivitat als Acyl-CoA-Synthetase fumigkettiger Fettsduren, mit
Coenzym A verestert. Daraufhin bindet die aktiwdrettsdure an den Transkriptionsrepressor
FadR und inaktiviert diesen, was zur Expressiorddech FadR reprimierten Gene der Enzyme
der B-Oxidation (FadA, FadB, FadE, FadH) fuhrt. Diesegrddieren dann die aktivierte
Fettsaure zu Acetyl-CoA-Einheiten, welche letztlmir ATP-Gewinnung weiter metabolisiert
werden. Ist nun die Funktion der Acyl-CoA-Synthet&&adD ausgeschaltet, ist das Bakterium
nicht mehr in der Lage Fettsduren zur Energiegewignzu nutzen (Overatht al, 1969;
Greenwayet al, 1983; Nunret al, 1986; Henryet al, 1992).

Im Folgenden sollte mittels solch einer Verlustmitgadie Frage geklart werden ob 4CLLs aus
A. thalianaden Verlust der enzymatischen Aktivitat von Fad@mbensieren kénnen. Dazu

wurde der Stamm K12 fadD::K&mit dem Expressionsvektor des jeweils zu untersndan
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4CLLs transformiert und anschlieBend das Wachsuinder langkettigen Olsaure (C18:1) und
den mittelkettigen Fettsduren Decansaure (C10) Dodecansaure (C12) uberpriuft (Kap.
2.2.3.3). Zur Untersuchung der Fettsauren mit eik@ttenlange von 10 bzw. 12
Kohlenstoffatomen wurde ein zweiter Stamm verwen(t2 AfadR fadD::Kaf), der
zusatzlich zum unfunktionalen FadD auch noch eindalbn des Transkriptionsrepressors
FadR aufweist. Dies ist notwendig, da FadR nurGaA-Ester langkettiger Fettsduren (>C14)
reagiert. Ist FadR ausgeschaltet werden die Enzdeng-Oxidation konstitutiv exprimiert und
auch kurzkettige Fettsduren kénnen abgebaut undt staim Wachstum auf diesen analysiert
werden (Henryet al, 1992).

Vollmedium

Abb. 9: Komplementation Acyl-CoA-Synthetase defizie nter E. coli -Stdmme

Dargestellt ist das Wachstum der, mit 4CLL-Konstrukten transformierten, FadD defizienten E. coli
Stamme auf Agarplatten, die entweder Decanséure (C10), Dodecanséure (C12) oder Olsdure (C18:1)
als einzige Energie- und Kohlenstoffquelle enthalten, bzw. auf Agarplatten aus Vollmedium. Dabei
wurde der Stamm K12 AfadR fadD::KanR fiir das Wachstum auf Fettséuren der Kettenlange C10 und
C12 eingesetzt, K12 fadD::KanR fir das Wachstum auf C18:1. Die Platten wurden fir 168 h bei RT
inkubiert. Die Stamme wurden mit Expressionsvektoren der folgenden Proteine transformiert: 1:
At1g20510; 2: Atlg20510K530N; 3: At1g20500; 4: At1lg20480; 5: At59g63380; 6: At4g05160; 7: 4CL2;
8: At5g38120; 9: At4g19010; 10: At1g62940; 11: At3g48990.
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Insgesamt wurden alle Enzyme aus Gruppe B, aul3&28490, sowie das Protein At3g48990
aus Gruppe C untersucht. Die Ergebnisse dieser Kongmtationsexperimente auf Fest- und
in Flissigmedium sind in Abb. 9 und 10 und TabaBgdstellt. Sie bestatigen und erweitern die
im in vitro-Substrattest gefundenen Aktivitaten. FUnf der geltésteten 4CLLs aus der Gruppe
B konnten die Funktion von FadD i coli tbernehmen und das Wachstum der Bakterien auf
fettsaurehaltigem Medium ermdglichen (Abb. 9/10)ir FAt1g20510, At4g05160 und
At5g63380 konnte dign vitro beobachtete Aktivitat als Fettsdure aktivierendezyie
reproduziert werden. Ihre Anwesenheit erlaubte \Washstum des FadD defizient&n colr
Stammes auf allen getesteten Fettsauren, also s@ublDecansaure und Dodecansaure, als
auch auf Olsaure. Dabei war, zumindest fiir At1g20&dd At4g05160, die in Flussigmedium

1
= At1g62940 "= At1g62940
At1g20500 177 At1g20500
os At1g20510 At1g20510
T e Atagos5160 4 At4g05160
e At5g63380 0.8 1| __ At5g63380 *
0,6 Dh5a
s s
o o
04
- o
0.2 e
‘iﬁﬁﬂ.mlfffffffffii
0 ‘ ‘ ‘ 0 : ‘ ‘ ‘
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 2500

Zeit [Min] Zeit [Min]

Abb. 10: Komplementation Acyl-CoA-Synthetase defizi enter E. coli -Stdmme mit 4CLL-
Aktivitat in Flissigmedium

Dargestellt ist das Wachstum der mit 4CLL-Konstrukten komplementierten Bakterienstdmme K12
FadD::KanR bzw. K12 AFadR FadD::KanR in Flussigmedium, das als einzige Energie- und
Kohlenstoffquelle (A) Olsaure oder (B) Decansiure enthielt. Bestimmt wurde die optische Dichte
bei 600 nm nach den angegebenen Zeitpunkten. Die Stamme wurden mit den
Expressionsvektoren der folgenden Proteine transformiert: At1g62940, At1g20500, At1g20510,
At4g05160, At5g63380, 4CL2. Als Positivkontrolle diente der unveranderte Stamm Dhb5a.
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ermittelte Generationszeit von 10 Stunden mit d&s dnverdndertek. coli-Stammes Dho
vergleichbar (Tab. 2).

FiUr die 4CLLs At1g62940 und At1g20500, welche berden vitro-Test keine Aktivitat mit
Fettsduren zeigten, konnte durch dieses Komplermensaxperiment ifE. coli erstmals deren
Funktion als Acyl-CoA-Synthetasen nachgewiesen wmerdDas Enzym At1g62940
ermoglichte das Wachstum dér col-Mutante sowohl auf den mittelkettigen Fetts&urd® C
und C12 als auch auf der langkettigen FettsaurelCtBngegen aktivierte At1g20500 nur die
Fettsduren mittellanger Kettenlangen wie C10 und,Cdllerdings nicht die langkettige
Fettsaure C18:1.

Im Gegensatz dazu zeigen die Stamme, welche mitEdpnessionsvektoren fur At4g19010,
At19g20480 und At5g38120 transformiert wurden, wed&achstum auf Fest- noch in
Flussigmedium. Fir At4g19010 konnte damit dievitro beobachte Aktivitat als Fettsdure
aktivierendes Enzym durch dieses Experiment nielktdtigt werden. Im Falle von At1g20480
und At5g38120 sind die Ergebnisse in Ubereinstimgnmit denin vitro-Experimenten, die

negativ bezlglich Fettsauren und aller weiterers8ate waren.

Tab. 2: Generationszeiten mit 4CLLs transformierter
FadD-defizienter E. coli -Stamme

Angegeben sind die durchschnittlichen Generationszeiten der FadD-defizienten E. coli-
Stamme, welche mit Expressionsvektoren fiir die jeweiligen 4CLLs transformiert
wurden. AuBerdem diente Dh5a als Positivkontrolle und FadD-defiziente E. colis mit
4CL2 und Atl1g20510-K530N als Negativkontrolle. Alle Stdamme wurden in
Flussigmedium, das entweder Olsdure (C18:1) oder Decansiure (C10) als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle enthielt, kultiviert. -:kein Wachstum nachweisbar; n.d.:
nicht durchgefuhrt.

Stamm Generationszeit [h]
Cci18:1 C10
At4g05160 10 10
At1g20510 10 8
At1g62940 14 8
At5g63380 16 11
At1g20500 - 12
At4g19010 - -
At1g20480 - -
At5g38120 - -
Dh5a 10 n.d.
4CL2 - -
At1g20510-K530N - -
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In Ausdehnung der Analyse wurde auch die Funktmm At3g48990 aus Gruppe C untersucht.
Es ergaben sich jedoch keine zuséatzlichen Hinwaeise seine Funktion, da das Protein
At3g48990 das Wachstum der Verlustmutante auf keider eingesetzten Fettsduren
unterstitzte (Abb. 9).

Als Positivkontrolle wurde der Wildtypstamm Ddnsvon E. coli eingesetzt. Wie erwartet war
Dh5a in der Lage auf der Fettsdure C18:1 zu wachseln. @)a Zur Negativkontrolle wurde die
FadD defizienteE. col-Mutante mit den Expressionsvektoren einer 4CL (Aid) sowie der
katalytisch inaktiven Variante At1g20510-K530N tséormiert. Fur beide Enzyme konnte in
denin vitro-Experimenten gezeigt werden, dass sie keine kegsiktivierenden Aktivitaten
besitzen (Kap. 3.1.1.2). Beide Negativkontrollenchaen nicht auf den Fettsduren C10, C12
und C18:1 (Abb.9/Tab.2). Diese Ergebnisse verifezie damit die Funktionalitat des
Experimentes.

Zur Uberpriifung ob die jeweiligen 4CLLs tatsachliekprimiert waren, wurden Rohextrakte
der komplementierten Stamme mittels Western Blatyarert (Kap. 2.2.2.6). Dazu wurden
Antikbper eingesetzt, welche die N-terminalen Hestdlin-Tags der exprimierten Proteine
binden. Das Ergebnis ist in Abb. 11 zu sehen. Inn d&ohextrakten der
Komplementationsstamme liel3en sich das Protein 4@h? deutlich durch eine starke Bande,
sowie die 4CLLs At5g63380, At1g20510, At1g20510KN38At4g19010 und At1g62940
durch eine schwache Bande auf HOhe des jeweiligefellargewichtes im Western Blot
nachweisen. Die beiden Proteine At1g20480 und A%88 konnten dagegen nicht detektiert
werden. Die eingesetzten Positivkontrollen in Falen aufgereinigten 4CLLs At1g20510 und
At1g20510-K530N zeigen jeweils eine starke Bandé @er HOhe des entsprechend zu
erwartenden Molekulargewichtes. Als generell prota@sch stellten sich die unspezifischen
Kreuzreaktionen des Antikorpers dar, die zum Atdineweiterer Banden im Western Blot
fuhrten.

Somit zeigte das Enzym At4g19010, welchesitro Fettsduren umsetzt, zumindest in diesem
Experiment keine entsprechenidevivo-Aktivitat, obwohl seine Anwesenheit mittels Wester
Blot gezeigt werden konnte. Die vermeintlich felderAktivitat der Enzyme At1g20480 und
At5g38120 in diesem Komplementionsexperiment |&sshh hingegen darauf zurtickfuhren,

dass diese Proteine in diesem Experiment nichtrignt wurden.
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Abb. 11: Nachweis von Hexahistidin-getaggten Protein

en im Rohextrakt
verschiedener in Olsiure-haltigem Medium gewachsener

E. coli -Stamme

Dargestellt sind sowohl die Farbungen der Membranen mit Ponceau-Rot (A) als auch
die Radiogramme (B) der Western Blots zum Nachweis von Hexahistidin-getaggten
Proteinen. Bei den analysierten Proben handelt es sich Marker (M), aufgereinigtes
At1g20510K530N (1), aufgereinigtes At1g20510 (9), sowie um Rohextrakte von E.
coli-Stammen (K12 fadD::KanR), die mit Expressionsvektoren fir das jeweils
angegebene Protein transformiert 2: At4g05160. 3: At5g63380. 4: At1g20510. 5:
At1g20510K530N 6: At4g19010. 7: Leervektor-Negativkontrolle. 10: 4CL2. 11:
At1g20480. 12: At1g20500. 13: At5g38120. 14: At1g62940. 15: Leervektor und in
Olsaure-haltigem M9-Medium kultiviert wurden, sowie um eine Rohextrakt des E. coli-
Wildtyps Dh5a, der ebenfalls in Olsdure-haltigem M9-Medium kultiviert wurde (8).

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Mehrheit d&rauchten 4CLLs aus Gruppe B,
namlich sechs von acht Proteinen, eine Aktivitéd Alcyl-CoA-Synthetasen mittel- bis
langkettiger Fettsduren besitzen. Fur die Enzymg&g2@510, At4g05160 und At5g63380
konnte diese sowohh vitro als auchin vivo in E. coli nachgewiesen werden. Die Enzyme
At19g62940 und At1g20500 zeigten diese Aktivitathieisnur untein vivo-Bedingungen irE.

coli, wobei At1g20500 mittelkettige Fettsduren, aben&dangkettigen Fettsdure umsetzt. Fur

das Enzym At4g19010 konnte eine Fettsaure aktiveireAktivitat bisher num vitro gezeigt
werden.
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3.1.3In sllico-Analyse der Expression der 4CLL-Gene

Um Expressionsdaten aus ca. 3000 Microarray-Exmeriem Uber bioinformatische Analysen
zu untersuchen wurde das Programm GenevestigatoeiN@esetzt. Das Ergebnis dieser
Analyse fur die 4CLL-Gene in verschiedenen Entwiokjsstadien voA. thalianaist in Abb.

12 dargestellt. Es konnte von allen 4CLLs, aul3en gatativen Pseudogeht1g20490 eine
Expression inA. thaliana nachgewiesen werden. Die 4CLLAt4g05160 At4g19010
At5g63380und At3g48990besitzen ein gleichartiges Expressionsmuster. tangkript wurde
in allen untersuchten Entwicklungsstadien und Gemebn relativ konstanter Menge
aufgefunden. Dies weist auf enzymatische Aktivitdte grundlegenden Stoffwechselwegen in
A. thalianahin (Shockeyet al, 2003). Da At4g05160 und At5g63380 ebenfallsahnliches
Substratspektrum mit Fettsduren und Phytohormontwviers aufweisen, konnte dies auf
redundante enzymatische Aktivitaten in der Pflamneeuten (Kap. 3.1.1.2, 3.1.2 und 3.3). Die

Funktion vonAt3g48990konnte noch nicht im Detail aufgeklart werden, ldaeigt dieses Gen

1- 6- 14- | 18- | 21- |[25- |29- | 36- 45- Alter in
13.9 | 17.9| 20.9 | 24.9(28.9 | 35.9 | 44.9| 50 Tagen

5.9
@ - .-_ytas.mﬁﬁ ¥ 4 'i:;’/’""

At1g20510
£11g20500
N P Atz g4m000
At1g62940
At1g20480
£11920490
A5 gE3350
£4405 160
A5 g38120
£44919010

Abb. 12: Expressionsmuster der 4CLL-Gene in verschi  edenen
Entwicklungsstadien von A, thaliana

Diese Abbildung entstammt im Original dem Programm Genevestigator V3 und stellt die
Expression der 4CLLs der Gruppen B und C in verschiedenen Stadien der Entwicklung
von A. thaliana dar. Die Werte geben das Alter der Pflanzen in Tagen an. Die
Blaufarbung gibt relative Werte im Vergleich zur héchsten gemessenen
Transkriptmenge eines Gens an.
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das hdchste Expressionsniveau aller untersuchtéhsi(Kap. 3.1.1.2, 3.1.2, 3.4). Auch die
Gene der beiden, in den bisherigen Tests nicht timmdden Enzyme At1g20480 und
At59g38120 sind exprimiert und zeigen dabei ein @hek Expressionsmuster (Kap. 3.1.1.2,
3.1.2). Sie sind in Geweben der adulten Pflanzécht jedoch in keimenden und jungen
Pflanzengeweben exprimiert. Die verbliebenen 4CEklmsl deutlich spezifischer exprimiert.
Das Transkript vor\t1g20510st nur in Blattern und Bliten zu findeft1962940ist in Bllten
und Schoten exprimiert und die Expression ¥hg20500ist nur auf die reifen Schoten der
Pflanze beschrankt.

Somit stellen die 4CLLs der Gruppe B eine Familom \Acyl-CoA-Synthetasen mit breitem
Substratspektrum dar, denen An thaliana auf Grund ihrer Expressionsmuster spezifische
Funktionen zukommen sollten. Im Folgenden wurdea 4CLLs At1g20510 (Kap. 3.2),
At4g05160 (Kap. 3.3), At5g63380 (Kap. 3.3), Atlg8@9Kap. 3.4) und At3g48990 (Kap.3.4)

detaillierter charakterisiert.

3.2 Detaillierte Charakterisierung des 4CLLs At1g2610

Das Enzym At1g20510 zeigte sowohl untewitro- als auch untein vivo-Bedingungen irE.
coli eine Aktivitat als Acyl-CoA-Synthetase mittel- bangkettiger Fettsduren. Dariiber hinaus
aktivierte esin vitro sehr effektiv vier der funf Jasmonsaurevorstuftarunter das aus dem
Verlauf der Jasmonsaurebiosynthese vorhergesagtestr&u OPC-8. Auf Grund dieses
interessanten Substratspektrums wurde At1g20510 dime detaillierte funktionale
Charakterisierung ausgewahlt und, wie nun dardestké in vivo Funktion in A. thaliana

ermittelt.

3.2.1 Detaillierte kinetische Analyse des Enzyms 2420510

Um die Substratspezifitat des Enzyms n&her zu rbesn, wurde eine genaue
enzymkinetische Charakterisierung vorgenommen. Diedra ein quantitativer Enzymtest zum
Einsatz. Dieser nutzt die Fahigkeit der Acyl-CoAnBetasen das Substrat mit ATP und CoA
zum entsprechenden Substrat-CoA-Ester und AMP uetzeis. Das hierbei entstehende AMP
wird Uber mehrere enzymatische Reaktionen an diglafign von NADH gekoppelt, die
photometrisch verfolgt werden kann (Kap. 2.2.2\8je in Tab. 3 ersichtlich wurden die

enzymkinetischen Daten fir alle vier Jasmonsaustufan, sowie exemplarisch fir eine
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Tab. 3: Kinetische Charakterisierung von At1g20510

Dargestellt sind die Michaeliskonstante K,, die Wechselzahl K_,, und die katalytische
Effizienz k_,/K,.von At1g20510 fir eine Fettsdure und die Jasmons&urevorstufen.
Diese wurden durch den gekoppelten LDH-Test ermittelt. Das mutierte At1g20510-
K530N wies keine nachweisbare enzymatische Aktivitat auf. n.d.: nicht detektierbar.

At1g20510 At1g20510-KE30N
l){‘I'n.ﬂ l{cat kcat'rH‘h.ﬂ
[14M] [zec’] | [(sec*mM)"] | Enzyrmaktivitat
Tetradecansaure Je+27 | 086+072 26 .41 n.d.

OFPDA 27213 | 156x04 56,35 ..
dnOPDA, TE +17 1,78 +0.6 2342 ..
OPC-8:0 19 +4 1,27 +01 65,38 ..
OPC-6:0 84 +38 | 14803 15,17 ..

Fettsaure, Tetradecansaure, bestimmt. Die kinetis¢barameter lagen fir alle angebotenen
Substrate in etwa der gleichen GrdlR3enordnung undtere nur geringe Unterschiede.
Tetradecansaure sowie die beiden JasmonsaurewrstntOPDA und OPC-6 waren dabei die
etwas schlechter umgesetzten Substrate. Die kiatdlgt Effizienz lag bei diesen Substraten
zwischen 15,17 und 26,41 (sec*niM)im Gegensatz dazu zeigte At1g20510 mit OPDA eine
katalytische Effizienz von 56,35 (sec*mM)Die hochste katalytische Effizienz von 65,38
(sec*mM)* ergab sich fiir OPC-8, welches aus dem Verlauf dsmdnséurebiosynthese das
vorhergesagt Substrat ist (Kap. 1.3.2). Somit kakiig20510 als OPC-8:CoA-Ligase
bezeichnet werden.

Als Aminosaure, die essentiell fur die katalytisekidivitat von Adenylat bildenden Enzymen
ist, wurde ein Lysin in der C-terminalen Domé&ne Besteins identifiziert (Contet al, 1997,
Stuibleet al, 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch Seguergleiche ermittelt, dass
bei At1g20510 hochstwahrscheinlich das Lysin anitPos530 diese Funktion tGbernimmit.
Daher wurde das entsprechende Codon im Gen von2BEld mittels zielgerichteter
Mutagenese durch das Codon von Asparaginsaurezier§es resultierende Protein zeigte
weder in denn vitro-Versuchen noch im KomplementationstesEincoli eine enzymatische
Aktivitat (Kapitel 3.1.1 und 3.1.2). Somit ist d&snservierte Lysin auch in Enzymen der
4CLL-Gruppe essentiell fur die Bildung des Endpidda und bestatigt prinzipiell das Modell
der Katalyse uiber die Stabilisierung des negatiVieergangszustands (Costial, 1997).
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3.2.2 Bestimmung der subzellulare Lokalisation deBroteins At1g20510 inA. thaliana

Aus der Kompartimentierung der eukaryotischen Zedigibt sich die Notwendigkeit
ausgewahlte Proteine in bestimmten Organellen ansportieren. Dazu mussen definierte
Signalpeptide oder Importsequenzen, die durch 8peze Aminosdureabfolgen
gekennzeichnet sind, in den Proteinen vorhandem. s&urch die Analyse der
Aminoséauresequenz eines Proteins kdnnen also Hsewdarauf erhalten werden in welchem
zellularen Kompartment ein Protein lokalisiert ist. Rahmen dieser Arbeit wurde eine solche
Analyse fur das Protein Atlg20510 durchgefiihrt. Drasrfir eingesetzte Signalpeptid
erkennende Programm lieferte allerdings kein eitiges Ergebnis
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP). Der Algonus TargetP sagt mit 75 %iger
Wahrscheinlichkeit eine Lokalisation des Protemslén Chloroplasten voraus, da sich am N-
Terminus vermehrt hydrophobe Aminoséuren befind@ndererseits existiert aber eine
peroxisomale Importsequenz vom Ty#e(oxisomalTargetingSequence 1) am C-Terminus
des Proteins. Diese wird durch das charakterigi3etpeptid SKL bestimmt.

Zur Uberprufung der Funktionalitat beider putatiWveportsequenzen wurden Fusionsproteine
mit dem gelb fluoreszierenden Protein YFP hergkgi€hp. 2.1.7). Eine N-terminale Fusion
zur Uberpriifung der Funktionalitat der C-terminal8KL-Sequenz und eine C-terminale
Fusion zur Analyse der chloroplastidaren Importeequ am N-Terminus. Beide
Fusionskonstrukte wurden in den Pflanzen unter Kiamtrolle des doppelten CaMV-35S-
Promotors Uberexprimiert (Kap. 2.2.4.11).

Das N-terminale Fusionsprotein wurde in Blattern Yo thalianatransient exprimiert und die
subzellulare Lokalisation mittels konfokaler Laséamoskopie bestimmt (Kap. 2.2.4.11.1). In
den gleichen Blattern wurde ein Kontrollkonstruktekprimiert. Dieses bestand aus dem rot
fluoreszierenden Protein RFP mit einer bekanntepohtsequenz fir Peroxisomen (-SKL),
welches ebenfalls unter der Kontrolle des 35S-Ptorastand (Manet al, 2002; Schneidest

al., 2005). Die Ergebnisse sind in Abb. 13 dargdstekch der Anregung des fluoreszierenden
Proteins mit der Wellenldnge 514 nm ergab sichdeutlich punktférmiges Verteilungsmuster
des YFP-Fusionsproteins in der Zelle (Abb. 13A/Bje Analyse der Fluoreszenz des RFP-
Kontrollkonstruktes nach Anregung bei 561 nm zeigteenfalls die Lokalisation in den

punktformigen Organellen (Abb. 13C/D). Deutlich wardie tbereinstimmende Lokalisation
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A Putative C Definierte
Peroxisomen- Peroxisomen-
Importsequenz Importsequenz

@>{ YEP | cDNAY

Uberlagerung

Epidermiszellen

F  Putative Abb. 13: Subzellulare Lokalisation des Proteins Atlg20 510
Chloroplasten- ) ) ) ]
Importsequenz (A) Konstrukt mit zweimal 35S-Promotor, N-terminale Fusion

v von YFP und der cDNA von At1g20510. (B) Emission von
gelbem Licht durch das angeregte YFP-Atlg20510-
35SS )| | cDNA [ YFP | Fusionsprotein. (C) Kontrollkonstrukt zur Lokalisation der

Peroxisomen mit zweimal 35 S-Promotor, RFP und der

peroxisomalen Importsequenz. (D) Emission von rotem Licht
durch das RFP-Protein. (E) Uberlagerung der Bilder B und D. (F) Konstrukt mit zweimal 35 S-
Promotor, C-terminale Fusion von YFP und der cDNA von At1g20510. (G) Mesophylizellen mit
Chloroplasten im Lichtmikroskop. (H) Mesophylizellen mit Chloroplasten, die durch At1g20510-YFP
gelbes Licht abstrahlen. (I) Epidermiszellen, die durch At1g20510-YFP gelbes Licht emitieren. (J)
Pflanzen ohne Fusionsprotein nach UV-Anregung mit YFP-Filter.
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der Proteine vor allem in der Uberlagerung beidéteB (Abb. 13E). Da die RFP-SKL-Fusion
bekanntermal3en in Peroxisomen lokalisiert ist, masssich bei den Organellen um
Peroxisomen handeln. Somit ist bei At1g20510 dasr@inale Tripeptid SKL funktional und
fuhrt zu einem Transport des Proteins in die paaxiale Matrix.

Zur Lokalisation des C-terminalen Fusionsproteimsl Wherprufung der chloroplastidaren
Importsequenz wurden Pflanzenlinien erstellt, das dransgen stabil tragen. Das Konstrukt
steht ebenfalls unter Kontrolle des doppelten CaBb%-Promotors. Es gelang in der zweiten
Pflanzengeneration die Fluoreszenz des gelb flame=nden Proteins zu detektieren. Dies ist
in Abb. 13F bis | dargestellt. Sowohl in den Mesgphals auch in den Epidermiszellen der
Pflanze ist die YFP-Fluoreszenz keiner spezifiscBeganelle zuzuordnen. Sie liegt vielmehr
in diffuser Verteilung im gesamten Cytoplasma, sogehauft an der Zellmembran vor. Die
putative Chloroplastenimportsequenz von Atlg20%t@mt demnach nicht funktional zu sein.
Somit wurde eindeutig nachgewiesen, dass Atlg2@bd@r peroxisomalen Matrix lokalisiert
ist, also in dem Kompartment, in dem sowohl Fetesduals auch Jasmonsaurevorstufen

aktiviert undp-oxidiert werden.

3.2.3 Charakterisierung derKnock-out-Linien von At1g20510

Um die in vivoFunktion von Atl1g20510 aufzuklaren wurdednock-outLinien des
entsprechenden Gens untersukfierzu wurden zwei unabhéngige T-DNA-Insertiongimdes
GensAtlg20510charakterisiert. Eine der Linien, SALK_ 140659, statraus der Mutanten-
Kollektion des SALK-Instituts und tragt die Insertider T-DNA an Position 977 bp im ersten
Exon, wie in Abb. 14A ersichtlich. Die zweite Lini&K-550H05, wurde aus der Kollektion
der T-DNA-Insertionslinien von GABIKAT ausgewahlnd tragt die T-DNA-Insertion an
Position 76 bp im ersten Exon des Gekxtdg20510 Fir beide Linien wurden Uber den
Nachweis der T-DNA im Genom der Pflanze homozydowividuen selektiert und deren
Nachkommenschaft fir nachstehende Versuche verwéKdp. 2.2.4.2). In Abb. 14B/C sind
beispielhaft die Ergebnisse zweier PCR-Analyserseiien. Da bei deKnock-outPflanzen
kein Wildtypallel mehr amplifiziert wurde, war alsdie Isolation zweier unabhéangiger
homozygoterKnock-outLinien von Atlg20510erfolgreich. Eine RT-PCR-Analyse auf das
Vorhandensein von At1g20510-mRNA in Pflanzéer Knock-outLinie SALK_140659



64 Ergebnisse

A GK-550H05 SALK 140659
57407 Ba407 59407 60407 E1407 62406
At1g28528 At1g26510 At1g2@508
B C
At1g20510 At1g20510
KO-1 Col0 KO-2 Col0
1 2 1 2 M 1 2 1 2

D At1g20510
Colo KO-1

At1g20510

Abb. 14: Charakterisierung der Knock-out -Pflanzen von At1g20510

(A) Lokalisierung der T-DNA-Insertionen in den beiden Knock-out-Linien des Gens
At1g20510. Das Bild entstammt im Original der GABIKAT-Datenbank und wurde
modifiziert. (B) Linie 1 (SALK_140659): Elektrophoretische Auftrennung der PCR-
Produkte der Primerkombinationen 1 und 2. Primerkombination 1 ergibt bei einem
Knock-out-Allel ein Produkt, Kombination 2 bei einem Wildtypallel. M:Marker. (C) Linie 2
(GK-550H05): Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte.
Primerkombinationen siehe C. (D) Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte:
Analyse der Transkriptlevel von At1g20510.bzw. Actin in Wildtyp- und Knock-out-
Pflanzen. (E) Bild einer Wildtyppflanze. (F) Bild der beiden At1g20510-Knock-out-
Linien.
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zeigte, dass sich kein Transkript des Gatigg20510nachweisen liel3, wahrend die cDNA des
Wildtyps zu einem entsprechenden PCR-Produkt fil#bd.14D). Somit handelt es sich bei
der Linie SALK 140659 um eine Nullmutante des Géw$g20510 Eine Bestimmung der
At1g20510-mRNA Menge wurde fur die zweit&nock-outLinie GK-550H05 nicht
vorgenommen.

Die makroskopische Analyse beidénock-outLinien ergab kein offensichtliches Anzeichen
fur einen veranderten Phanotyp im Vergleich zumdwp (Abb.14E/F). Deshalb wurden
Pflanzen derKnock-outLinien auf mdgliche biochemische Unterschiede imrgleich zum

Wildtyp untersucht.

3.2.3.1 Analyse des Oxylipingehalts iKnock-out-Linien von At1g20510

In denKnock-outPflanzen wurde die Menge an Jasmonsaure und Yfwestufen im Vergleich
zu Wildtyppflanzen analysiert. Hierzu wurden Verwungsexperimente durchgefuhrt (Kap.
2.2.4.4). Es zeigte sich, dass die mechanische Wetung der Blatter zu einem Anstieg der
Jasmonsaurekonzentrationen fuhrte, die nach 90tkhnilar Maximum erreichten und danach
wieder absanken (Abb. 15A). Dabei war deutlich Zkeenen, dass beidénock-outLinien
von At1g20510eineinhalb und funf Stunden nach der Verwundung em ca. 40% niedrigere
Jasmonsauremenge aufwiesen als der Wildtyp. Saimit las Fehlen des Enzyms At1g20510
zu einer verminderten Produktion an Jasmonséaurke Wacwundung. In den unverwundeten
Blattern kam es, wie erwartet, zu keinem AnstiegJd&smonsauremengen und ein Unterschied
zwischen Wildtyp und&nock-outwar nicht zu erkennen.

Auch fir die Jasmonsaurevorstufen wurden die AkKatransprofile von verwundeten und
unverwundeten Pflanzen erstellt. Der Ubersichtighkalber sind jedoch nur die Werte fiir den
Zeitpunkt 90 Minuten nach dem Start des Experimantgegeben (Abb. 15B). Bereits in den
unverwundeten Pflanzen der Linie SALK_140659 yahg20510akkumulierten die Vorstufen
OPC-8 und OPC-6 stark. Sie erreichten sogar im mnvedeten Zustand die Mengen, die in
Wildtyppflanzen nach einer Verwundung vorgefundeumrden. Durch die Verwundung der
Knock-outPflanzen wurde dieser Effekt noch verstarkt, est teine weitere deutliche
Akkumulation der Jasmonsaurevorstufen OPC-8, OPGa8l auch OPC-4 auf. Dies

korrespondiert mit der signifikant geringeren Merage Jasmonsaure in diesen Pflanzen. Die
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Abb. 15: Analyse des Oxylipingehaltes in Wildtyp- und
Knock-out -Pflanzen von Atlg20510

Dargestellt ist die Menge verschiedener Jasmonate in Wildtyp-und Knock-out-Pflanzen
in einem Verwundungsexperiment. (A) Jasmonsauregehalt im Zeitverlauf von 0, Uber
1.5, 5 bis 24 Stunden in verschiedenen Pflanzen, Col0 verwundet und unverwundet;
At1g20510 Knock-out-Linie 1 (SALK_140659) verwundet und unverwundet; At1g20510
Knock-out-Linie 2 (GK-550H05) verwundet. (B) Menge unterschiedlicher Jasmonate in
Wildtyp- und Knock-out-Pflanzen At1g20510 Linien 1 und 2 90 min nach der
Verwundung und in unverwundeten Kontrollpflanzen (Col0, At1g20510-1).

Anstauung von OPC-8 entsprach dabei den Erwartyndenn es stellt in dem vitro-
Versuchen das bevorzugte Substrat von At1g2051QKkp. 3.2.1). Doch zeigten auch die
bereits verklrzten Vorstufen OPC-6 und OPC-4 eofeehAkkumulation von bis zu 250 % im
Vergleich zum Wildtyp. Da OPC-6 sowohl von Atlg205a vitro aktiviert wird, als auch in

der Pflanze einer Aktivierung unterliegen solltetspricht auch diese Akkumulation den
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Erwartungen. Uberraschend war die starke Anstaudag Vorstufe OPC-4, da diese
entsprechend dem derzeitigen Stand des Wissensatscireie Séure in der Pflanze vorliegen
sollte, sondern nur als CoA-veresterte Zwischepstorf 3-Oxidationsprozess auftreten sollte
(Miersch et al, 2000). Erst das Endprodukt dgOxidation, Jasmonsaure, sollte durch die
Aktivitat einer Thioesterase wieder als freie Saargcheinen. Bei den Vorstufen OPDA und
dnOPDA traten dagegen keine Unterschiede zwischidtyy- und Knock-outPflanzen auf,
moglicherweise treten hier Regulationsmechanismeuf, adie die Menge dieser
Jasmonsaurevorstufen relativ konstant halten.

Die Ergebnisse fur die zweiténock-outLinie, GK-550H05, bestatigten prinzipiell die sesab
vorgestellten Daten (Abb.15A/B). Leichte Untersdeie zu den Ergebnissen der
SALK_140659-Linie sollten zun&chst durch mehrfattiederholungen dieser Einzelmessung
Uberpruft werden.

Die signifikante Absenkung der JasmonsauremenggeimrkKnock-outLinien von At1g20510
bei gleichzeitiger Akkumulation der Jasmonsaureubes bestatigte damit die Ergebnisse der
in vitro-Analysen, die eine Funktion von At1g20510 als Aadase von Jasmonsaurevorstufen
ergaben. Beid&nock-outLinien produzierten jedoch weiterhin gentigend Jas#éure, so dass
kein makroskopischer Phénotyp auftrat. Es existiateo redundante enzymatische Aktivitaten
in der Pflanze, wobei sich aus den vitro-Aktivitatsprofilen der 4CLLs At1g20500,
At4g05160 und At5g63380 als Kandidaten ergaben.

3.24 Erstellung und Charakterisierung der Tripel-Knock-out-Linien
At1g20510/At4g05160/At5g63380 und At1g20500/At4g05160/At5963380

Zur Untersuchung einer méglichen redundanten Fankder Enzyme At1g20510, At1g20500,
At4g05160 und At5g63380 bei der Aktivierung von rdassaurevorstufen i\, thaliana
wurden zwei Mehrfachmutanten erzeugt. Dabei haredeiich um die Tripdtnock-outLinien
At1g20510/At4905160/At5g6338hd Atlg20500/At4g05160/At5g6338Die Kreuzung zur
Quadrupel-Mutante konnte nicht durchgefiihrt werddg At1g20510und At1g20500direkt
aufeinander folgend auf Chromosom 1 angeordnet sind

Die grundlegendeKnock-outLinien aus denen die Mehrfachmutanten gekreuzdemyr sind
At1g20510 SALK_ 140659 (Kap. 3.2.3),At4g05160 SALK_ 050214 und At5g63380
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Abb. 16: Verifizierung der Tripel- Knock-out -Linie
At1g20510/At4g05160/At5g63380

Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikationsprodukte einer
PCR. Die verwendeten Matrizen sind die genomische DNA von Col0 und des
potentiellen Tripel-Knock-outs. Primerkombinationen sind: 1: At1g20510 T-DNA-
spezifische Primer. 2: At1g20510 Wildtypallel-spezifische Primer. 3: At4905160 T-
DNA-spezifische Primer. 4. At4g05160 Wildtypallel-spezifische Primer. 5: At5g63380
T-DNA-spezifische Primer. 6: At5g63380 Wildtypallel-spezifische Primer. M:Marker

SALK 003233 (Kap. 3.3.1). Die Einzelmutante SALK7@85 von At1g20500 stammt
ebenfalls aus der SALK-Kollektion von T-DNA-Insemislinien und tragt eine Insertion an
Position 536 bp im Gen (Daten der Isolation nictzejgt). Auch diese weist, wie alle anderen
bisher untersuchteiKnockoutLinien, keinen makroskopischen Phanotyp auf (Daterit
gezeigt).

Zunachst wurde die Doppkhock-outLinie At4g05160At59g63380mit dem Einzeknock-out
von At1g20510gekreuzt. Aus der aufspaltenden F2-Generatiowgicher theoretisch jede 64.
Pflanze homozygot die drei T-DNA-Insertionen tragtjrde eine reinerbige Pflanze mittels
PCR identifiziert (Kap. 2.2.4.2). In Abb. 16 istifi@elhaft das Ergebnis einer solchen PCR zu
sehen, in der nur noch die T-DNA-Allele, nicht jetlodie Wildtypallele amplifiziert werden
konnten. Somit war die Erstellung des homozygoten ripelFknock-outs
At1g20510/At4g05160/At5g6338€folgreich.

In der gleichen Vorgehensweise konnte eine homdeygoipelknock-ouiLinie der 4CLLs
At1g20500/At4g05160/At5g6338estellt und isoliert werden (Abb.17).

Die makroskopische Analyse der beiden Trikebck-outLinien ergab, dass auch diese Linien
keinen makroskopischen Phanotyp aufwiesen, densichWildtyppflanzen unterscheiden lasst

(Ergebnisse nicht gezeigt). Gleichwohl wurde auign Bine Bestimmung des Oxylipingehalts
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Abb. 17: Verifizierung der Tripel- Knock-out -Linie
At1g20500/At4g05160/At5g63380

Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikationsprodukte einer
PCR. Die verwendeten Matrizen sind die genomische DNA von Col0 und des
potentiellen Tripel-Knock-outs. Primerkombinationen sind: 1: At4g05160 T-DNA-
spezifische Primer. 2: At4g05160 Wildtypallel-spezifische Primer. 3: At5963380 T-
DNA-spezifische Primer. 4: At5g63380 Wildtypallel-spezifische Primer. 5: At1g20500
T-DNA-spezifische Primer. 6: At1g20500 Wildtypallel-spezifische Primer. M:Marker

vorgenommen, um eine mogliche Beteiligung aller di€LLs an der Jasmonséaurebiosynthese

zu untersuchen.

3.24.1 Analyse des Oxylipingehalts in Tripel-Knoclout-Linien
At1g20510/At4g05160/At5g63380 und At1g20500/At4g@BIAt5g63380

Die Bestimmung der Jasmonatmengen in den THpelek-outLinien erfolgte in einem
Verwundungsexperiment (Kap. 2.2.4.4). Die Trigebck-ouLinie
At1g20500/At4g05160/At5g63386igte dabei zu keinem Zeitpunkt eine signifikaatanderte
Konzentration an Oxylipinen gegeniiber dem Wildty@0QAbb. 18). Im Gegensatz dazu wies
die Tripelknock-outLinie von At1g20510/At4g05160/At59g633&feutliche Unterschiede im
Oxylipinprofil im Vergleich zum Wildtyp auf (Abb.&). 90 Minuten nach der Verwundung war
die Jasmonsauremenge deutlich niedriger als did\flesyps, zugleich waren einige Vorstufen
stark akkumuliert. Sowohl fur OPC-8, als auch flR#@6 und OPC-4 waren zwei- bis dreifach
erhohte Werte im Vergleich zum Wildtyp nachweisdaabei war wiederum OPC-4 die am
hdchsten akkumulierende Vorstufe. Vergleicht mam Brgebnisse der Oxylipinanalyse des
Tripel-knock-ous At1g20510/At4g05160/At5g63380it denen der Einzeéknock-outLinien
von At1g20510ergaben sich jedoch keine Unterschiede (Abb. E8)zeigte sich weder eine

hohere Anstauung der Jasmonsaurevorstufen, nocle eweitere Reduktion des
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m Colo
| @ Ko At1g20510-1
| m TripelKo At1g20510
|| = Tripelko At1g20500

Relativer Jasmonatgehalt [%]

OPDA dnOPDA OPC-8 OPC-6 OPC4 JA
Identifiziertes Jasmonat

Abb. 18: Analyse des Oxylipingehaltes in Wildtyp- und Tripel- Knock-out -Pflanzen

Dargestellt ist die relative Menge verschiedener Jasmonate in Wildtyp, Einzel- und Tripel-
Knock-out-Linien 90 min nach der Verwundung der Pflanzen. Dabei handelt es sich um den
Wildtyp Col0O, die Einzel-Knock-out-Linie At1g20510 SALK_140659 und die 4CLL-Tripel-
Knock-out-Linien At1g20510/At4g05160/At5g63380 bzw. At1g20500/At4g05610/At5g63380.

Jasmonséauregehalts. Daher scheint der Ausfall dep®dukte vot4g05160und At59g63380
keinen weiteren Einfluss auf die Jasmonsauremedgedie der Vorstufen zu haben. Dazu soll
an dieser Stelle erwdhnt werden, dass auch dieeEinnd Doppeknock-ouiLinien von
At4g05160und At5g63380einer Oxylipinanalyse unterzogen wurden, jedocthauier keine
signifikant veranderten Mengen festgestellt wurfEmgebnisse nicht gezeigt).

Somit konnte nur fur At1g20510 eine Beteiligungo@n Jasmonsaurebiosynthesdirthaliana
nachgewiesen werden, fur die weiteren 4CLLs At1§P05At4g05160 und At5g63380 kann
lediglich diein vitro-Aktivitat vermerkt werden. lhren vivo-Funktion scheint, zumindest unter
den getesteten Bedingungen, nicht in der Berdiisiglaktivierter Jasmonsaurevorstufen zu
liegen. Die Identitat der Enzyme mit redundanteryematischer Aktivitat zu At1g20510, deren
Existenz sich durch die verbleibende Jasmonséurdem beschriebeneKnock-outLinien
erklart, ist demnach ungeklart.
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3.2.5 Die Analyse des Expressionsmusters vaitilg20510

3.2.5.1 Analyse der Wundinduktion von At1g20510 und weiterer 4CLLs durch
semiquantitative RT-PCR

Eines der Merkmale der an der Jasmonsaurebiosyntieeiligten Enzyme ist die Induktion
der Expression der korrespondierenden Gene durshEa@produkt des Biosynthesewegs,
Jasmonsaure, in einem positiieeedbackMechanismus (Laudedt al, 1998; Kubigsteltiget

al., 1999; Strassnet al, 2002; Stenzedt al, 2003).

Da die Synthese von Jasmonsaure und somit die &ipreder entsprechenden Gene auch
durch mechanische Verwundung der Pflanzen induxnd, wurde geprift, wie sich die
Genexpression der neun 4CLLs aus Gruppe B nachufehung verhalt. Als Positivkontrolle
wurdenOPR3und AOSanalysiert, fur die bekannt ist, dass ihre Expoesdurch Jasmonsaure
induziert wird (Lauderet al, 1998; Strassnest al, 2002). Dieses Experiment wurde sowohl
mit Wildtyppflanzen als auch mit Einzkhock-outPflanzen vonAt1g20510 durchgefuhrt
(Abb. 19).

Hierbei zeigten die Genat1g20510 At1g20490und At5g38120eine deutliche Erhéhung der
Transkriptmenge nach Verwundung des BlattgewelhesExpressionsmuster entsprach damit
dem der Positivkontrolle@PR3und AOS Fir At1g20510 unterstitzt die Wundinduzierbarkeit
der Genexpression eine Beteiligung dieses Enzynieadasmonsaurebiosynthese (Kap.3.2.3).
Basierend auf diesem Kriterium konnten auch Atl§204und At5g38120 an der
Jasmonsaurebiosynthese beteiligt sein. Fur beidepr@dukte ist eine Funktion bislang
unbekannt (Kap. 3.1.1.2/3.1.2).

Im Gegensatz dazu konnte fiir drei der 4CIAt4g19010 At4g05160und At5g63380 eine
Induktion der Expression nach Verwundung nicht gaghiesen werden. Diese Gene wurden in
allen getesteten Pflanzen konstitutiv exprimierhtdprechend diesem Merkmal wére eine
Beteiligung der korrespondierenden Genprodukte amr dlasmonsaurebiosynthese
auszuschlieRen. Dies entspricht fur At4g19010 dendv erhaltenemn vitro-Aktivitat (Kap.
3.1.1.2), sowie fur At4g05160 und At5g63380 den dbrgssen der funktionalen
Charakterisierung iA. thaliana(Kap. 3.2.4/3.3).
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KO Col0 KO Col0
At1g20510 At1g20510
w - w -
At5g63380 - T | At4g19010
At4g05160 - ' | At5g38120
At1g20500 | W = At1g20490
44 B | At1g20510 | s OPR3
A
Atlg62940 | | @B sl AOS
At1g20480 W | S . ACtn

Abb. 19: RT-PCR zur Analyse der wundinduzierten ~ Genexpression
der 4CLLs der Gruppe B

Dargestellt ist die elektrophoretische Auftrennung der Amplifikationsprodukte von PCRs.
Getestet wurden die 4CLLs der Gruppe B und die Positivkontrollen OPR3, AOS und
Actin. Die cDNA stammt von unverwundeten und verwundeten Blattern von
Wildtyppflanzen und Pflanzen der Knock-out-Linie SALK_140659 des Gens At1g20510.
Nicht nachgewiesen werden konnte die cDNA der 4CLLs At1g62940, At1g20500 und
At1g20480. w: Pflanzen vor 90 min verwundet; -: Pflanzen unverwundet.

Die cDNA dreier weiterer Gené&t19g20480At19g20500undAt1g62940 konnte in Blattern von
A. thalianadurch die semiquantitative RT-PCR nicht nachgesvieserden. Somit kann eine
putative Beteiligung der Genprodukte an der Jaséwebiosynthese im Blattgewebe der
Pflanze ausgeschlossen werden. Dies entspricht derctExpressionsdaten, die mittels des

Programms Genevestigator V3 gewonnen wurden (Kepite3).

3.2.5.2 Analyse der koregulierten Gene voAt1g20510

Mittlerweile stehen in diversen digitalen Datenbamkumfassende Expressionsanalysen der
Gene vonA. thalianazur Verfigung. Das ProgramBxpressionAngler erméglicht in diesen
Datenbanken die Suche nach koregulierten Genen,sighsals erganzendes Werkzeug zur

Funktionsanalyse erwiesen hat (van Noett al, 2003). Daher wurde mit Hilfe dieses
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Programms nach koregulierten Genen wifig20510gesucht (Ergebnisse nicht gezeigt). In
dieser Analyse wurden die Daten von 392 MicroaEaperimenten der NASC-Datenbank
verglichen und deutliche Koregulationen gefundeas @m starksten koregulierte Gen mit
einem r-value von 0,9 warOPR3 das fir die OPDA-Reduktase 3 kodiert. Dieses gut
untersuchte, peroxisomal lokalisierte Enzym fuhe Beduktion des Cyclopentenons OPDA
zum Cyclopentanon OPC-8 durch und katalysiert sodeh Reaktionsschritt vor der
Aktivierung der Jasmonsaurevorstufe (Schal&r al, 1997; Stintziet al, 2000). Die
Koregulation vonOPR3 und At1g20510nach Verwundung konnte auch im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden (Kap. 3.2.5.1). Au3erdem kerdurch die Datenbanksuche ein weiteres
Enzym der Jasmonsaurebiosynthese identifiziert ererd LOX3 (Lipoxygenase3).
Interessanterweise waren auch einige Transkrigagtwen in der Liste der koregulierten
Gene zu finden. Darunter WRKY 33 und WRKY40, diedeein der Signaltransduktion im
Netzwerk der Phytohormone Jasmonsaure und Salirg@ségirken (Xuet al, 2006; Zhenget

al., 2006; Shenet al, 2007), sowie MYC2, welcher der Haupttranskripsfaktor der
Jasmonsaure regulierten Gene ist (Betal, 2004; Lorenzet al, 2004). Sogar Isoformen der
vor kurzem charakterisierten Familie von transkompalen Repressoren der
Jasmonsauresignaltransduktion (JAZ) zeigten Koegmul mit At1g20510(Chini et al, 2007,
Thineset al, 2007). Alle diese Gene wiesen einmevalue von mindestens 0,8 auf und waren
somit signifikant koreguliert. Diese Ergebnisse raftigen die Ergebnisse dar vitro- undin
vivo-Studien mit At1g20510.

3.2.5.3 Die Promotorregion vorAt1g20510

Die Koregulation von Genen, deren Produkte an deménsaurebiosynthese beteiligt sind,
deutet auf gemeinsame regulatorische Promotorekembim. Diese sollten durch einen
Vergleich der Promotorregionen identifizierbar seuelcher mit Hilfe des Programms Athena
durchgefiihrt wurde (Ergebnisse nicht gezeigt). Pdemotorregion vo\t1g20510wurde der
durch das nachste, stromaufwarts gelegene BG&ig20520 begrenzte Bereich des Genoms
definiert. Dieser hat eine Grof3e von 1064 bp unibl&nan Position -63 bis -58 als Element zur
Rekrutierung der allgemeinen Transkriptionsmasafeneine TATA-Box (TATAAA). Es

konnten jedoch auch eine Reihe von gemeinsamene8equtiven identifiziert werden, die
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maoglicherweise mit einer Regulation in Jasmonsabi@ngiger Weise in Verbindung stehen.
Darunter waren das Z-Box-Motiv mit der Konsensuaseq ATACGTGT und das G-Box-
Motiv, das sich durch die Sequenz CACGTG auszeiclBede gehdren zur Gruppe der Licht
regulierten Promotorelemente und sind Bindesteks dHaupttranskriptionsfaktor in der
Signaltransduktion von Jasmonséure, MYC2 (Yaekaal, 2005; Dombrechet al, 2007). Die
G-Box befindet sich an Position -152 bis -147 bpRmmotor vonAt1g20510und innerhalb
der ersten 250 bp vor dem Transkriptionsstart anafien Promotorregionen der GeO®R3
undMYC2 Die Z-Box hingegen liegt am distalen Ende demitrtmrregion vorAt1g20510von
-954 bis -947 bp und zeigt in den Promotoren dedesn Gene keine einheitliche
Lokalisierung. Des Weiteren konnte daBscisic AcidResponsiveElementlike Bindemotiv
mit der Konsensussequenz (C/T)ACGTG(G/T)(A/T) inndBromotoren der Jasmonsaure
regulierten Gene identifizieren werden. Auch dieb&stiv ist eine Bindungsstelle fur den
Transkriptionsfaktor MYC2. Der Promotor vakt1g20510enthalt aul3erdem funf W-Boxen,
die Bindestellen fur WRKY-Transkriptionsfaktoren rs@llen und die Konsensussequenz
(T)TGAC(C/T) besitzen (Eulgerat al, 1999).

3.2.5.4. Erstellung der Reporterpflanzen vorAt1g20510 und Analyse unterschiedlicher
Entwicklungsstadien

Zur Analyse der Expression vaét1g20510wurden Reportergenpflanzen erstellt. Dazu wurde
die 1064 bp lange, in Kap. 3.2.5.3 beschriebenenBtarregion vonAt1g20510vor das
ReportergenuidA, welches fir dig-Glucuronidase (GUS) kodiert, kloniert undAn thaliana
Col0 eingebracht (Kap. 2.1.7/2.2.4.7). Beispielhiaft in Abb. 20 das Ergebnis fur eine
Reportergenlinie dargestellt.

Im Verlaufe der Keimlingsentwicklung zeigte sicls lzur Ausbildung der Priméarblatter keine
Blaufarbung der Pflanzen und damit keine Expresdes Reportergens vaxt1g20510(Abb.
20A). Erst zwei Wochen alte Pflanzen wiesen in tBl&t und Wurzeln eine leichte Blaufarbung
des vaskularen Gewebes auf (Abb. 20B). AulRerdengtezesich, vornehmlich in den
Primérblattern, eine deutlich umgrenzte, blau deéirZellgruppe, wobei es sich um
Hydathoden des Blattes handelte. Wurden diese Weeihen alten Pflanzen vor der Farbung

fur 24 Stunden mit 10 pM Methyljasmonat behandstt, fihrte dies zu einer deutlichen
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Abb. 20: GUS-Reportergenpflanzen von  At1g20510

(A) 7 Tage alte Reportergenpflanze, keine GUS-Expression. (B) 14 Tage alte
Reportergenpflanze, = GUS-Expression in  Vaskulatur und Zellgruppe in
Sekundarblattern. (C) 14 Tage alte Reportergenpflanze, behandelt mit 10 puM
Methyljasmonat fiir 24 h, verstarkte GUS-Expression im Blattbereich. (D) 14 Tage alte
Reportergenpflanze, behandelt mit 100 uM Methyljasmonat fir 24 h, starke GUS-
Expression in der gesamten Pflanze. (E) Wurzel einer 14 Tage alten, unbehandelten
Pflanze. (F) Wurzel einer 14 Tage alten, mit 100 uM Methyljasmonat behandelten
Pflanze. (G) Induktion der GUS-Expression in Blattern 6 Wochen alter Pflanzen durch
Verwundung, links unverwundetes Blatt, rechts daneben vor 30 min verwundetes
Blatt, daneben vor 90 min verwundetes Blatt. (H) 6 Wochen alte Pflanze, GUS-
Expression in der Vaskulatur und in verwundeten Blattern in der gesamten Lamina. (1)
Blutenstangel mit Blaufarbung eines Blattes. (J) Bllte einer Reportergenpflanze ohne
GUS-Expression.

Ausbreitung und Verstarkung der Expression, die@gadveiterhin gréf3tenteils im Leitgewebe
der Pflanze lokalisiert war (Abb. 20C). Die Appliken von 100 uM Methyljasmonat auf die
zwei Wochen alten Pflanzen flhrte zu einer weitekesbreitung der Expression. In diesem
Fall war eine Blaufarbung auch im restlichen Bleittgbe der Pflanze zu detektieren (Abb.
20D). Die Applikation von 100 pM Methyljasmonat fid auch im Wurzelgewebe dieser
Pflanzen zu einer deutlich verstarkten Expressitiase war ebenfalls hauptsachlich auf das
Leitgewebe beschrankt und teilweise in der Zelitaglszone in Haupt- und Seitenwurzeln zu
sehen (Abb. 20E/F).

Abb. 20H zeigt die GUS-Farbung von sechs WocheenaPflanzen mit intakten und
verwundeten Blattern. Bei Pflanzen mit ungereizBattern beschrankte sich auch hier die
Expression des Reportergens auf das Leitgewebe.\lEenvundung der Blatter dieser Pflanzen
fuhrte dagegen zu einer starken Ausbreitung derdsspon in der gesamten Blattlamina. Diese
vom vaskularen Gewebe ausgehende Ausbreitung wait9980 Minuten nach Verwundung
der Blatter verstarkt sichtbar. 90 Minuten nachwigrdung war in der gesamte Blattlamina
eine Blaufarbung und damit eine Expression des Reqgens zu detektieren (Abb. 20G).

In Blutenstangeln der Pflanze und den hier befaindin Blattern zeigte sich ebenfalls eine
leichte Blaufarbung (Abb. 20I), nicht jedoch in dgltiten (Abb. 20J).

Somit bestatigten die Analysen der Reporterpflarémzipiell das in digitalen Datenbanken
gefundene Expressionsmuster (Kap. 3.1.3), konnieses aber zusatzlich bezuglich der
Expression auf zellularer Ebene verfeinern. So wui® Genexpression in den Leitgeweben

der Blatter deutlich. Aul3erdem konnte die Induktider Expression durch Verwundung
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bestatigt und die folgende Ausbreitung der Expoes&in gesamten Blattgewebe beobachtet

werden.

3.2.5.5 Reaktion der Reporterpflanzen vorAt1g20510 auf die Applikation verschiedener
Chemikalien und pathogener Bakterienstémme

Fur die weitergehende Analyse der Regulation depré&ssion vonAtlg20510wurden die
Reaktionen der Reporterlinien (Kap. 3.2.5.4) awf Applikation verschiedener Chemikalien
getestet. Dazu wurden die Pflanzen zwei Wochen langiner Hydrokultur angezogen,
anschliel3end die jeweiligen Testsubstanzen apglizrel nach spezifischen Inkubationszeiten

die GUS-Aktivitat quantitativ bestimmt (Kap. 2.218.2).
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Abb. 21: Analyse der GUS-Expression in Reportergenl  inienvon Atlg20510

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte 14 Tage in Microtiterplatten. (A) Analyse der
Wirkung verschiedener Methyljasmonatkonzentrationen auf die GUS-Expression
unabhéngiger, homozygoter Reportergenlinien von At1g20510, die Ernte erfolgte nach
24 h. (B) Analyse des Zeitverlaufs nach Applikation von 100 uM Methyljasmonat auf
die GUS-Expression in Reportergenlinie 1-2.
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Methyljasmonat fuhrte in allen getesteten Linieneiner verstarkten Reportergenexpression
(Abb. 21A). Dabei wurde das Maximum der Methyljasrabinduzierten GUS-Expression bei
Konzentrationen zwischen 20 und 100 uM erreiche Dmterschiedlichen Linien reagierten
dabei relativ &hnlich, nur die absolute Starke @&IS-Aktivitat variierte. Die im Folgenden
beschriebenen Versuche wurden mit zwei unabhandigeaen durchgefiihrt; gezeigt werden
hier aber nur die Ergebnisse der Linie 1-2. Aul¥erdairde ermittelt, dass eine Inkubationszeit
der Pflanzen mit Methyljasmonat von 24 Stunden lzdichsten GUS-Aktivitat fuhrt (Abb.
21B). Daher wurden die Auswirkungen der weiterertegfeten Substanzen nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden untersucht.

Die Analyse der Regulation der Expression Wtig20510durch Jasmonate und andere
Phytohormone zeigte, dass nur die Applikation voethiyljasmonat eine Aktivierung der
Genexpression bewirkte (Abb. 22). Die Zugabe alleiteren Phytohormone, darunter Auxine,
Cytokinin, Salizylsdure, Gibberellinsaure, Abscssiore und Ethylen, hatte keine

Auswirkungen, die sich von der Negativkontrolle D®I8nterschieden.
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Abb. 22: Analyse der GUS-Expression in Reporterpfla  nzen von At1g20510

GUS-Expression in Linie 1-2 24 h nach Applikation verschiedener Chemikalien. ACC:
1-Aminocyclopropan-1-carboxylséaure (Ethylenvorstufe), DMSO: Dimethylsulfoxid
(Negativkontrolle).



Ergebnisse 79

Im Folgenden wurde daher die Reaktion des Promatdrsinterschiedliche Jasmonate genauer
untersucht (Abb. 23A). Dabei fihrten Jasmonséurt dia Vorstufen OPC-4 und OPC-6 zu
einer Induktion der GUS-Expression in ungefahr gleichen Hohe wie Methyljasmonat. Im
Vergleich ergab die Applikation von dnOPDA eine wékhere Induktion der Expression.
OPDA und OPC-8 zeigten allerdings eine deutlichkst@ Aktivierung der Genexpression als
Methyljasmonat. Nur das synthetische Jasmonat @toworhatte eine noch starkere Wirkung
auf die GUS-Expression. Diese Ergebnisse korregpmmd mit den Ergebnissen der
Charakterisierung des Substratspektrums von At120&elche ergab, dass OPDA und OPC-
8 die am effizientesten umgesetzten Jasmonsautefensind (Kap. 3.2.1).

Zur Einordnung dieser Ergebnisse wurde eine weRegortergenlinie getestet (Abb. 23B), bei
der das Reportergen unter der Kontrolle des Pramain LOX2 steht (Jensert al, 2002).
Das korrespondierende Genprodukt ist eine Lipoxggendie an der Jasmonsaurebiosynthese
beteiligt ist (Feussneat al, 2002). Die Induzierbarkeit durch Jasmonate wharessanterweise
unterschiedlich zu der der Reporterpflanzen va@il1g20510 Die langerkettigen
Jasmonsaurevorstufen OPDA und OPC-8 fuhrten zur esohwachern Induktion als
Methyljasmonat und OPC-4. Die starkste Wirkungéattederum das synthetische Jasmonat
Coronalon. Die unterschiedliche Induzierbarkeit &@pression vonAt1g20510und LOX2
durch OPDA/OPC-8 bzw. Methyljasmonat kénnte aufddsthiede in der Regulation zwischen
chloroplastidaren Enzymen, die am Anfang der Jas@mebiosynthese stehen und den
peroxisomal lokalisierten Enzymen hindeuten.

Um die Frage zu klaren ob die Expression hg20510auch durch Pathogene induziert wird,
wurden zwei Stamme des phytopathogenen BakteriBssudomonas syringamfiltriert
(Abb.23C). Es zeigte sich, dass der StammyringaeavrRpmleine deutliche und der Stamm
P. syringaeavrRps4eine schwachere Aktivierung der Expression whg20510vermittelte.
Die schwache Aktivierung der Expression durch diegQ¥-Kontrolllobsung auf die

mechanische Verletzung der Pflanze beim Infiltmezartckzufihren ist.

Das Enzym At1g20510 konnte als peroxisomal lokatisi OPC-8:CoA-Ligase mit einem
breiten Substratspektrum weiterer Jasmonsaurevenstidentifiziert werden. Es wurde
bestatigt, dass At1g20510 an der JasmonséaurebiesminA. thalianabeteiligt ist und die
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Genexpression in dem typischen positiveedbackMechanismus durch Jasmonsaure aktiviert
wird. Aul3erdem wird die Genexpression durch Verwungl sowie die Applikation von

Jasmonaten und phytopathogenen Bakterien induziert.
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Abb. 23: Analyse der GUS-Expression in Reportergenl  inienvon At1g20510

(A) Analyse der GUS-Expression in Linie 1-2 24 h nach Applikation verschiedener
Jasmonate. (B) Analyse der GUS-Expression der Reportergenlinie LOX2 24 h nach
Applikation verschiedener Jasmonate. (C) Analyse der GUS-Expression in Linie 1-2
nach Infiltration phytopathogener Pseudomonas Stamme und einer MgCl,-Kontrolle,
die Ernte erfolgte nach 3, 6, 24 h. DMSO: Dimethylsulfoxid (Negativkontrolle).



Ergebnisse 81

3.3 Detaillierte Charakterisierung der 4CLLs At4g05L60 und At5g63380

Die beiden homologen 4CLLs At5g63380 und At4g05Me@denin vitro bereits weitreichend
charakterisiert. Demnach setzt At4g0516@itro Fettsduren, die Jasmonsaurevorstufen OPDA
und OPC-6 und die Auxine IBA und 2,4-DB um, wobsidie hdchste katalytische Effizienz
mit der Fettsdure Nonansdure aufweist (teilweis&t@arbeit K. Schneider). Das Enzym
At5g63380 aktiviertin vitro Fettsduren und OPDA. Die hdchste katalytischezieffiz ergibt
sich mit dem Cyclopentenon OPDA (Diplomarbeit LeKow).

Die tats&chlichen vivo-Funktion ist jedoch bislang unbekannt. Wie in K&j2.4.1 beschrieben
konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Beteiligung dbei Enzyme an der
Jasmonsaurebiosynthese ausgeschlossen werden.eAus ditro-Substratspektrum und der
peroxisomalen Lokalisierung ergibt sich jedoch Méglichkeit, dass die Enzyme bei der
Aktivierung von Fettsduren und/oder Auxinen fur @i®xidation inA. thalianaeine Rolle
spielen. Daher wurden diese Stoffwechselwege izdtirund Doppelmutanten vaxt4g05160
und At5g63380 einer genauen Analyse unterzogen. Die Ergebnigsé isn Folgenden
dargestellt.

3.3.1 Die Erstellung und makroskopische Charakterierung von Einzel- und Doppel-
knock-out-Pflanzen von At4g05160 und At5g63380 und der entsprechenden
Komplementationslinien

Zur Aufklarung derin vivo-Funktion der beiden Enzyme At4g05160 und At5g63@80den
die Linien At4g05160 SALK 050214 und At5g63380 SAL003233 aus der Kollektion des
SALK-Instituts verwendet. Diese wurden bereits imhRien einer Diplomarbeit (L. Kienow)
als Einzel-Insertionslinien charakterisiert. Ein kmskopischer Unterschied zwischen den
Einzelinsertionslinien und der entsprechenden Wipflanze konnte dabei nicht festgestellt
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus den Einzelmutaaiee homozygote Doppkhockout-
Linie der beiden Gene erstellt und Uber PCR-Analysxifiziert. Wie in Abb. 24B zu sehen ist
wurden Pflanzen identifiziert, die nur die T-DNAl&le beider Gene, nicht jedoch die nativen
Allele enthielten. Somit war die Erzeugung der hawygmten DoppeknockoutPflanzen
At4g05160At5g6338Cerfolgreich.
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T-DNA
Y
-4 S
At5g63370 At5g63380 At5g63390
T-DNA
At4g05150 At4g05160
KO
At4g05160/At5g63380 Col0

12 34 1 2 3 411 2 3 4 M

Eingesetzte cDNA

Transkript -
At5g63380 Abb. 24 : Charakterisierung des
homozygoten Doppel- knock -outs
i At4g05160/At5g63380
Transkript
At4g05160 (A) Lokalisierung der T-DNA-Insertionen in

den beiden Knock-out-Linien der Gene
. At4g05160 und At5g63380. Abbildung aus
Actin Gabikat-Datenbank. (B) Verifizierung der
Doppel-knock-out-Linie durch PCR. Dabei
ergeben die Primerkombinationen 1 und 3 bei

einem  Knock-out-Allel ein Produkt, die
Kombinationen 2 und 4 bei einem Wildtypallel. M: Marker. (C) Elektrophoretische Auftrennung
der PCR-Produkte zur Analyse der Transkriptlevel in Wildtyp- und Knock-out-Pflanzen. Dabei
enthielt Ansatz 1 cDNA des Doppel-knock-outs, Ansatz 2 cDNA des Einzel-knock-outs
At4g05160, Ansatz 3 cDNA des Einzel-Knock-outs At5g63380 und Ansatz 4 cDNA von ColO.
(D) Wildtyppflanze. (E) Doppel-Knock-out-Linie At4g05160/At5g63380. Abbildung A entstammt
der Gabikat-Datenbank und wurde modifiziert.
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Pflanzen der Doppéthock-outLinie wurde auch auf das Vorhandensein von Trapskfer
beiden ausgeschalteten Gene untersucht. Dargestedias Ergebnis einer Analyse der cDNA
durch PCR (Abb. 24C). Offensichtlich kann die Ddpkmeock-outLinie als Nullmutante
betrachtet werden, da weder Transkript Yafag05160noch vonAt5g63380detektiert werden
konnte. Die Doppeknockout-Linie zeigte jedoch, genau wie die jeweiligen EHzmockout-
Pflanzen, unter Standardbedingungen keinen makpositwen Phanotyp im Vergleich zu
Wildtyppflanzen (Abb. 24D/E). Im Folgenden wurdegthdr sowohl die Einzelinsertionslinien
als auch die Doppelinsertionslinie mit biochemisthe physiologischen und
molekularbiologischen Methoden genauer untersucht.

Zunéchst soll jedoch die Erstellung der Komplemgmiapflanzen dieser Doppkiockout-
Linie beschrieben werden. Hierzu wurde die jewaiésscDNA vonAt4g051600derAt5g63380

35SS::At5963380
Col0 1 2 3 M

Transkript
At5g63380

35SS::At4g05160

B cCo0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Transkript
At4g05160

Abb. 25: Nachweis der spezifischen Transkripte in Ko mplementationslinien des
Doppel- Knock -outs At4g05160/At5963380

Dargestellt ist die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte der jeweiligen
cDNA der Komplementationslinien 35SS:At5¢g63380 bzw. 35SS:At4905160. Es
wurden Primerkombinationen eingesetzt, die zu einer Amplifikation der cDNA von
entweder (A) At5g63380 oder (B) At4g05160 fuhren. Die Pflanzen 2 und 3 der
Komplementationslinien 35SS:At5g63380 sowie die Pflanzen 1, 3, 4, 5, 6, 7 und 8 der
Komplementationslinien 35SS:At4g05160 zeigen wieder Transkript. Es handelt sich
um Pflanzen der ersten Generation. M: Marker
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unter der Kontrolle des doppelten CaMV35S-Promotar$flanzen der Doppédnockout-
Linie dberexprimiert (Kap. 2.1.7/2.2.4.7). Die Kolmmentation ist in einigen Fallen
erfolgreich verlaufen. Dargestellt sind die Ergskei von PCR-Analysen der Pflanzen zum
Nachweis der Transkriptmengen véi4g05160(Abb. 25B) undAt5g63380(Abb. 25A).
Hierbei konnten in beiden Fallen mehrere komplermeeiet Doppelknock-outPflanzen
identifiziert werden, die wieder eine nachweisbislenge an Transkript voAt5963380bzw.
At4g0516QCenthielten.

3.3.2 Die Funktion von At4g05160 und At5g63380 ined p-Oxidation von Fettsauren

3.3.2.1 Analyse der Fettsdurezusammensetzung demgel- und Doppelknock-out-Linien

von At4g05160 und At5g63380

Zunachst wurde eine Analyse der Fettsdurekompasitio Einzel- und Doppéetnockout
Pflanzen vonAt4g05160und At5g63380im Vergleich zum Wildtyp durchgefihrt. Daflr
wurden die Pflanzen fir 13 Tage in FlussigmediunteurDauerlicht angezogen und
anschlieend die Mengen an freien und verestertatsdtren analysiert (Kap.
2.2.4.1.2/2.2.4.5) Die Ergebnisse sind in Abb. &l sehen. Die Mengen an Fettsaduren der
Kettenldngen C20:0, C20:1, C20:2, C22:0 und C22atew in allen getestetaldnock-out
Linien signifikant gegendber dem Wildtyp erniedrig¥eitere Fettsduren wie C12, C16:1,
C18:0, C18:2 und C18:3 lagen ebenfalls in reduareMengen in deKnock-outPflanzen vor.
Dies gilt sowohl fur die freien, wie auch fir dieresterten Fettsauren. Des Weiteren machte es
offenbar keinen Unterschied ob jeweils eines od#ld Gene ausgeschaltet sind. Der Befund,
dass deKnockout der Gene zu einer Reduktion der Fettsduregelféltete ist interessant, da
durch das Fehlen von Enzymen, die den Abbau desdteen einleiten, eigentlich eine
Akkumulation der potentiellen Substrate zu erwagewesen wére.

Des Weiteren wurden fiinf Wochen alte Pflanzen,uditer Standardbedingungen aufgezogen
wurden, untersucht (Kap.2.2.4). Hier zeigte siam @eutlich abgeschwachter, biochemischer
Phanotyp. Die Mengen der sehr-langkettigen Fettséab einer Kettenlange von C20 hatten
sich in den Knock-outPflanzen normalisiert. Sie entsprachen nun demdiwil Ein
Unterschied zeigte sich im Gehalt der freien Fates&16:3, der in den Einzel- und Doppel-
knock-outPflanzen auf ca. 50 % des Wildtypgehalts abgeserddt (Abb. 27A). Leichte



Ergebnisse 85

A 300 — | @ Col0

B Ko At4g05160/At5g63380 Tl
250 7 @ Ko At5g63380

200 |10 Ko At4g05160

0

>

)

°

=}

3

=

(]

L

12:0 14:0 16:0 16:1 16:2 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 20:1 20:2 22:0 22:1 24:0 24:1
Identifizierte freie Fettsaure

200 m Col0
B m Ko At4g05160/At5g63380
150 £ m Ko At5g63380 T
1Ko At4g05160
100 T

Fettsdurelevel [%]

T Il | I
'|| f b MN Il
50 I il ||
|
0- I I I i ' H I --'H I

12:0 14:0 16:0 16:1 16:2 16:3 18:0 18:2 18:3 20:0 20:1 20:2 22:0 22:1 24:0 24:1
Identifizierte veresterte Fettsdure

Abb. 26: Bestimmung der Fettsdurezusammensetzung in 13 Tage alten Wildtyp-
und Knock -out -Pflanzen

Dargestellt sind die relativen Fettsduremengen in 13 Tage alten Wildtyp- und Knock-
out-Linien. Es handelt sich um Wildtyp und Einzel-Knock-out- Pflanzen der Linien
At4g05160 SALK_ 050214 und At5g63380 SALK_ 003233, sowie den Doppel-Knock-out
At4g05160/At5g63380. (A) Bestimmung der Level an freien Fettsduren. (B)
Bestimmung der Level an veresterten Fettsauren.

Differenzen zum Wildtyp wiesen auch die Level dett§auren C18:0, C18:2 und C18:3 auf.
Diese Unterschiede zeigten sich aber nur noch beifceien Fettsduren. Die Mengen der
veresterten Fettsauren damock-outPflanzen entsprachen denen des Wildtyps (Abb. 27B)
Die Bestimmung der FettsduremengenKnock-outLinien beider Gene scheint auf eine
Storung des Fettsdurestoffwechsels und daher eeteiliBung beider Enzyme an diesem
hinzudeuten. Daher wurden in weiteren Versuchemngfiche Prozesse, die von einem
funktionalen Fettsauremetabolismus abhangig sinrsucht.
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Abb. 27: Bestimmung der Fettsdurezusammensetzung in 35 Tage alten Wildtyp-
und Knock -out-Pflanzen

Dargestellt sind die relativen Fettsaurelevel in 35 Tage alten Wildtyp- und Knock-out-
Linien. Es handelt sich um Wildtyp und Einzel-Knock-out- Pflanzen der Linien
At4g05160 SALK_ 050214 und At59g63380 SALK_003233, sowie den Doppel-Knock-out
At4g05160/At5g63380. (A) Bestimmung der Level an freien Fettsduren. (B)
Bestimmung der Level an veresterten Fettséduren.

3.3.2.2 Analyse der Speicherlipide in Doppédnock-out-Pflanzen At4g05160/ At5g63380

Fur Triglyzeride speichernde Pflanzen wiethalianaist die p-Oxidation von Fettsauren, vor
allem von Eicosansaure (C20:1), essentiell zur giegewinnung wahrend der Entwicklung
des Keimlings. Da die Analyse der Fettsaurekomjposeine starke Verminderung der Menge
von C20:1 in der Doppé&nockout-Linie der GeneAt4g05160At5963380im Vergleich zum
Wildtyp ergab, wurde ein mdglicher Einfluss des éktés vonAt4g05160und At5963380auf
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Abb. 28: Zeitreihe der Entwicklung von Wildtyp und Knock-out -Pflanzen

Dokumentiert ist der Entwicklungsverlauf von Tag drei nach der Aussaat bis Tag
sechs. Es handelt sich um Wildtyppflanzen, sowie um Pflanzen des Doppel-Knock-

outs

At4g05160/At5963380

und

des Tripel-Knock-outs

At1g20500/At4g05160/At5g63380. (A) Pflanzen mit Zucker im Medium. (B) Pflanzen

ohne Zucker im Medium.

87
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die Keimungsfahigkeit untersucht. Da drevitro-Analysen des EnzymA&t1g20500ergaben,
dass dieses ebenfalls Fettsduren umsetzen kanrdewausatzlich der Tripédnockout
At1g20500At4g05160At5g63380untersucht, dessen Charakterisierung in Kapi2K3néher
beschrieben ist.

Zunachst wurde der Wildtyp, die DoppgetockoutLinie At4g05160At5g63380und die
Tripel-knockout-Linie At1g20500At4g05160At5g63380in Medium ohne Kohlenstoffquelle
unter Licht angezogen (Kap. 2.2.4.1.5). In Abb.igt8die zeitliche Entwicklung der Keimung
und des Wachstums der Wildtyp- urhock-outPflanzen dargestellt. Es konnten keine
Unterschiede im Keimungs- und WachstumsverhaltenWidtyp und derkKnock-outLinien
festgestellt werden. In Gegenwart von Zucker im Medwar die Entwicklung der Keimlinge
beschleunigt, ein offensichtlicher Unterschied zhen den Linien war aber nicht zu
beobachten (Abb. 28A).

Um mogliche Einflisse durch Photosynthese ausziefdnl, wurde das Experiment in
Dunkelheit wiederholt. In diesem Fall sind die R#an vollstandig auf den Abbau der

Speichertriglyzeride zur Energiegewinnung angewies@as die Sensitivitat des Experimentes

Hypokotyllange [cm]

Colo Ko Ko Ko Ko
At4905160 At5g63380 At4g05160 At1g20500
At5063380 At4g05160
At5g63380

Abb. 29: Hypokotyllange etiolierter Wildtyp- und Knock-out Keimlinge

Dargestellt ist die durchschnittliche Lange der Hypokotyle etiolierter, sechs Tage alter
Keimlinge. Es handelt sich um Wildtyp und Einzel-Knock-out Pflanzen der Linien
At4g05160 SALK_050214 und At5g63380 SALK 003233, sowie des Doppel-Knock-
outs At4g05160/At5g63380 und Tripel-Knock-outs At1g20500/At4g05160/At5g63380.
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gegenuber Veranderungen bei der Mobilisierung geicherlipide erhdhen sollte. Die Langen
der Hypokotyle etiolierter, sechs Tage alter Kengé der Pflanzen der Einzel- und Doppel-
knock-ouiLinien wiesen keinen signifikanten Unterschied @lbb. 29) und bestétigten daher
das Ergebnis des Experiments unter LichteinfludéerDar besitzen di&nock-outPflanzen
weder Veranderungen in der Menge der Speicherlipideh Defekte in der Bereitstellung
aktivierter Fettsduren zur Energiegewinnung wahrded Keimung. Eine Beteiligung der
Enzyme At4g05160 und At5g63380 im Keimungsgeschétataher unwahrscheinlich.

3.3.2.3 Analyse der Strukturlipide in Doppelknock-out-Pflanzen At4g05160/At5g63380

Eine weitere, zentrale Rolle spielen Fettsaureméir Aufbau der pflanzlichen Kutikula. Diese
besteht hauptséchlich aus Wachsen, die sich audasgjkettigen Fettsduren der Kettenlangen
C26 bis C32 ableiten. Diese werden wiederum duretiekverlangerung von C16- oder C18-
Fettsauren im Stoffwechsel der Pflanze synthetisi®a die KnockoutPflanzen von
At4g05160und At5963380verminderte interne Konzentrationen der C16- &ciB8-Fettsduren
aufwiesen, wurde eine mogliche Veranderung der Kllazusammensetzung dieser Linie
untersucht.

Dafur wurden Doppeknockout- und Wildtyppflanzen einer Kutikulafarbung mit Tadin-
Blau unterzogen (Kap.2.2.4.1.2/2.2.4.3). Diesebstaiff farbt ausschliel3lich Pflanzenteile, die
nicht durch eine Kutikula geschitzt sind (Tanakal, 2004). Die Untersuchung einwoéchiger
Pflanzen, die in Flissigmedium unter Dauerlicht batv. ohne Zucker angezogen wurden,
ergab keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und Rbggpockout-Pflanzen (Ergebnisse nicht
gezeigt). Somit ist die Wachszusammensetzung dékia vom Ausfall der enzymatischen
Aktivitat von At4g05160 und At5g63380 nicht beeusst.

Darliber hinaus gehend konnte eine interessanteaBbting in diesem Experiment gemacht
werden. Es zeigte sich, dass Wildtyp- ufwdockout-Pflanzen, die in Medium ohne Zucker
angezogen wurden, keine Kutikula entwickelt hattddie Oberflache des gesamten
Pflanzenkorpers war durch die Einlagerung des Faiffes Toluidin-Blau eingefarbt. Im
Gegensatz dazu waren Pflanzen, die eine Woche okeZuhaltigem Medium aufwuchsen,
deutlich weiter entwickelt und hatten an den olksahen Organen eine Kutikula ausgebildet

(Abb. 30). Die Messungen der Fettsaurezusammemsei®apitel 3.3.2.1) der 13 Tage alten
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Abb. 30: Kutikularfarbung von Col0-Keimlingen

Dargestellt sind zwei sieben Tage alte Keimlinge, die (A) ohne Zucker oder (B) mit
Zucker in Flissigmedium unter Dauerbelichtung aufgezogen wurden.

Pflanzen wurden an Pflanzen durchgefuhrt, die atueker kultiviert wurden, d.h. genau unter
den Bedingungen, die zum Fehlen der Kutikula firhr&omit ist es moglich Prozesse, die dem
peroxisomal lokalisierten Abbau der Fettsduren atdyget werden, getrennt von denen der

Kutikulasynthese zu analysieren.

3.3.2.4 Expressionsanalyse der Markergene des Fétisemetabolismus in Doppeknock-
out-Pflanzen At4g05160 /At5g63380

Um weitere Anhaltspunkte auf die Funktion der beiiazyme im Fettsaurestoffwechsel von
A. thaliana zu erhalten, wurde die Expression von Markergemss peroxisomalen
Fettsduremetabolismus in Wildtyp- und DopgetckoutPflanzen At4g05160/At5963380
mittels semiquantitativer PCR analysiert (Kap. 24). Als Markergene wurden solche
ausgewahlt, deren Genprodukte bereits als Enzyrad-dttsdurestoffwechsels charakterisiert
wurden. Dazu zahlen der Fettséduretransporter C@elAcyl-CoA-Synthetase LACS6, die
Acyl-CoA-Oxidase ACX1, das MultifunktionsproteinsA®2 und die Thiolase KAT2 (Footitt
et al, 2002; Fuldaet al, 2002 und 2004; Eastmowedt al, 2000; Rylottet al, 2006; Katcet al,
1996; Germairet al, 2001; Adhanet al, 2005; Pinfield-Wellst al, 2005). Au3erdem diente
B-Actin zur Transkriptquantifizierung. Als Pflanzeatarial wurden Wildtyp- und Doppel-
knockout-Pflanzen eine bzw. zwei Wochen in Flussigmediunt fmw. ohne Zucker
angezogen (Kap.2.2.4.1.2). Die Ergebnisse der R@Rirs Abb. 31 zu sehen. Es zeigten sich
keine eindeutigen Unterschiede im ExpressionsprdBr Markergene zwischen gleich

aufgezogenen Pflanzen des Wildtyps und des Ddppmtk-outsEin weiterer Hinweis auf eine
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Beteiligung von At4g0516@ind At5g63380 am Fettsaurestoffwechsel vnthalianakonnte
somit nicht gefunden werden.
Es wurde jedoch fur Wildtyp und fir Doppeatock-outPflanzen gleichermal3en eine verstarkte
Expression der Markergene in Pflanzen, die in ziiekeégem Medium aufgewachsen waren,
festgestellt. Dies deutet auf eine zeitlich verzteyeExpression der Markergene hin.
Normalerweise ist der Abbau der Speicherlipide nddhf Tagen abgeschlossen. In
Anwesenheit von Zucker als Energiequelle verwedenPflanzen jedoch zuerst den Zucker
und beginnen dann mit dem Abbau der Speichertrgigie.
Die aus denn vitro-Versuchen und der Komplementationsstudie gewormBagen, sowie die
biochemische Analyse der Fettsaurezusammensetamgndck-outPflanzen vormAt4g05160
und At5g63380deuten also auf eine Beteiligung am Fettsédureséaifisel inA. thalianahin.
Doch konnte bislang kein spezifischer Prozess ifigett werden, der durch das Fehlen der
beiden enzymatischen Aktivitaten beeinflusst widdshalb werden zunachst mogliche Defekte
in weiterenpB-Oxidationsprozessen #. thalianauntersucht.

Ko

At4g05160/ Colo
At5063380

1 2 3 1 2 3 M

S e me e ae owe - ACTIN

- - CTS1
— - — LACS6
el ™ ACX1
- D = - MFP2
L . KAT2

Abb. 31: RT-PCR zur Analyse von Markergenen des Fett  sdureabbaus in Wildtyp
und Knock-out -Pflanzen

Dargestellt ist die gelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte, die mit
genspezifischen Primern fir Actin, CTS1, LACS6, ACX1, MFP2 und KAT2 amplifiziert
wurden. Es wurde Wildtyp- und Doppel-Knock-out-Pflanzenmaterial eingesetzt. Diese
wurden unter gleichen Bedingungen angezogen: 1. 14 Tage alte Pflanzen. 2. Sieben
Tage alte Pflanzen in zuckerhaltigem Medium angezogen. 3. Sieben Tage alte
Pflanzen in Standardmedium ohne Zucker angezogen. M:Marker
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3.3.3 Auxine

3.3.3.1 Die Beteiligung von At4g05160 und At5g633&mh der B-Oxidation synthetischer
Auxine

Zur Analyse deB-Oxidation in Pflanzen werden Ublicherweise synifiodte Auxine wie 2,4-
Dichlorophenoxybuttersiure (2,4-DB) eingesetzt-2Btist ein Pro-Hormon, das durch eine
intakte B-Oxidation zum aktiven Auxin 2,4-Dichlorophenoxyigssiure (2,4-D) verkirzt wird.
Die Wirkung von 2,4-D fuhrt dann zu einer Hemmures &Vurzelwachstums der Pflanze. Auf
diese Weise kdnnen Mutanten mit einer Stérung mpe@xidation von anderen Pflanzen mit
intakter B-Oxidation durch eine Analyse der Wurzellange naMachstum auf 2,4-DB
identifiziert werden (Wairt al, 1954; Hayashet al, 1998).

Daher wurden Einzel- und Doppehock-outPflanzen vonAt4g05160und At5g63380acht
Tage auf Medium mit und ohne 2,4-D- bzw. 2,4-DB-a@tlusangezogen (Kap.2.2.4.1.4). Alle
getesteten Linien zeigten auf auxinfreiem Mediuns dgeiche, ungestdrte Wachstum mit
langer Wurzellange (Abb. 32). In Gegenwart von R,4eigten alle Pflanzen eine starke

0,2 pyg/ml 0,05 pg/mi
i 2,4DB 24D
Col0
! 3 9 " P 'l 4 -?0 ‘""-l; KO
At5g63380

GO (@ n Ga e @D e eN a0 1 @ 3 ; KO
PRITTTT T f'g ARV AT ZPOERN 11505160

Ko
At5g63380

!

Abb. 32: Reaktion von Wildtyp- und Knock-out Pflanze  n auf externe, synthetische Auxine

Dargestellt sind acht Tage alte Pflanzen des Wildtyps, sowie der Linien At4g05160
SALK_050214, At5g63380 SALK_003233 und des Doppel-knock-outs At4g05160/At5g63380.
Diese wurden entweder auf Standard-MS-Medium angezogen oder auf MS-Medium mit 2, 4-D
bzw. 2, 4-DB.
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Wachstumshemmung, die sich vor allem im Wurzellolrdeutlich erkennen lasst. Wurden die
Pflanzen dagegen auf 2,4-DB haltigem Medium angezpgo zeigten die Einzkhockout
Linien von At4g05160 und At5g63380 und der Wildtyp eine starke Hemmung des
Wurzelwachstums, die innerhalb der Population tevehiierte. Im Gegensatz dazu zeigten alle
Pflanzen der DoppdinockoutLinie At4g05160/At5g6338(ine Resistenz gegeniber der
Wirkung des Pro-Auxins 2,4-DB. Sowohl die Blatteiddung als auch die
Wurzelentwicklung waren deutlich weniger beeinftusis dies beim Wildtyp und den Einzel-
knockout-Linien der Fall war. Offensichtlich ist in der Dogl-knockoutLinie
At4g05160/At5g6338alie p-Oxidation soweit gestort, dass 2,4-DB nicht mehr 2,4-D
umgesetzt werden kann.

Zur Verifizierung der auf Festmedium erhaltenendbrgsse wurden die Anzuchtbedingungen
variiert und die Pflanzen fir zwei Wochen unter &éaht in Flissigmedium angezogen (Kap.
2.2.4.1.2). Auch dieses Medium war mit den entdpraden Auxinen versetzt. Zunachst zeigte
sich Uberraschenderweise ein anderer Habitus danZeh (Abb. 33). Sie wirkten klein und
bildeten auch in auxinfreiem Medium keine deutlicgurzel aus. Dies resultierte
hochstwahrscheinlich aus den Stressbedingungen eméhder Aufzucht, die durch die
Dauerlichtbestrahlung in Flissigmedium verursachtden. Eine Behandlung dieser Pflanzen
mit 2,4-D fuhrte zu einem nicht mehr intakten Hyptyk (Abb. 33). Um zu analysieren, ob sich
die Zerstorung nur auf die Epidermis oder auch dad Leitgewebe der Pflanze auswirkte,
wurden Reportergenpflanzen analysiert, bei denen laatgewebe durch Farbung sichtbar
gemacht werden kann. Die Pflanzenlinie exprimiex$ €GGUS-Reportergen unter dem Xylem
spezifischen Promotor voACL1 (Serranoet al, 2007). Auf diese Weise konnte gezeigt
werden, dass nach Wachstum der Pflanzen in Auxitgban Medium neben der Epidermis
auch das Leitgewebe der Pflanze zerstort war (ABBB). Mdoglichweise resultierte dies aus
einem zu starken Wachstum bestimmter Zellen untedrvirkung. Wie bei den Versuchen
mit Festmedium war eine deutliche Resistenz despBldmock-outsAt4g05160/At5g63380
gegen 2,4-DB zu beobachten. Diese Pflanzen gliaheehandelten Kontrollpflanzen, wahrend
der Wildtyp ein gestortes Hypokotylwachstum untgt-RB-Einflul3 aufwies. Wurde jedoch
die Konzentration von 2,4-DB im Medium auf 2 pgfgelsteigert, verloren die Dopplehock-
out-Pflanzen ihre Resistenz, sie entsprachen dem Bigades Wildtyps.
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A _ 2,4-D 2,4-DB 2,4-DB 2,4-DB
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VergréRerung
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KO
At4g05160
At5g63380
B 2,4-DB
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VergréRerung

Prom4CL1-GUS

Abb. 33: Reaktion von Wildtyp- und  Knock -out-Pflanzen auf
synthetische Auxine in Flissigmedium

A: Dargestellt sind Wildtyppflanzen (Col0) und Pflanzen des Doppel-Knock-out
At4g05160/At5963380, die 7 Tage unter Dauerbelichtung in Flissigmedium aufgezogen wurden.
Das Anzuchtmedium wurde entweder in reiner Form (-) eingesetzt oder mit den angegebenen
Mengen der synthetischen Auxinen 2,4-Dichlorophenoxyessigsédure (2,4-D) bzw. 2,4-
Dichlorophenoxybutterséure (2,4-DB) versetzt. Die Pflanzen, die in reinem Medium angezogen
wurden, wurden vor Aufnahme des Bildes entfarbt.B: Dargestellt ist die Reportergenlinie 4CL1-
Prom-GUS nach Wachstum in 2,4-DB-haltigem Medium und darauf folgender GUS-Farbung.

Wurden Komplementationspflanzen des Doppelck-ous At4g05160At5g63380 (Kap.
3.3.1), die wieder Transkript voAt4g05160oder At5g63380enthielten und somit einem
Einzelknock-outentsprachen, auf festem MS-Medium mit 0,8 pg/M-R2B ausgelegt, so
glich der Phanotyp dieser Pflanzen dem des Wild{idsb. 34). Sie entwickelten annahrend
keine Wurzel und waren wieder sensitiv gegen dasAexin 2,4-DB. Die durch einen Doppel-
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Abb. 34: Reaktion der Komplementationspflanzen auf 2,4-DB

Dargestellt ist die Wurzellange von 14 Tage alten Pflanzen, die auf Medium ohne oder
mit 2,4-DB wuchsen. Getestet wurden Wildtyp, Doppel-Knock -out
At4g05160/At5963380 und Doppel-knock-out-Pflanzen, die durch Uberexpression von
At5063380 bzw. At4905160 komplementiert wurden.

knock-outvon At4g05160und At5g63380hervorgerufene Resistenz kann also durch eine
homologe Expression der Gene kompensiert werden.

Somit besitzt die Doppédnock-outLinie durch das Fehlen der enzymatischen Aktivitan
At4g05160 und At5g63380 einen Defekt in der Aktivieg synthetischer Auxine. Dies
entspricht der schwachen, aber nachweisbaren #itivilieser 4CLLs unterin vitro-
Bedingungen (Kap. 3.3.3.4).

3.3.3.2 Die Beteiligung von At4g05160 und At596338ih der B-Oxidation natirlicher
Auxine

Das starkste, natlrliche Auxin in der Pflanze mgtdlessigsaure (IAA), die in der Pflanze am
haufigsten in Form von Aminoséure- oder Zucker-Kigajten vorliegt (Sloviret al, 1999).
Daneben enthalten Pflanzen auch Indolbuttersa@a)(Isowie deren Konjugate (Ludwig-
Muller et al, 1993). Zur Umwandlung von IBA in die aktive Héfigom IAA muss die
Seitenkette von IBA durcp-Oxidation um eine C2-Einheit verkirzt werden, wlas Aktivitat
einer IBA:CoA-Ligase erfordert. Diese Enzyme konhislang nicht identifiziert werden. Im
Folgenden wurde Uberpruft, ob At4g05160d At5g63380, analog zu ihrer Rolle bei ger
Oxidation des synthetischen Auxins 2,4-DB, aucll@nAktivierung von IBA beteiligt sind.
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3.3.3.2.1 Analyse der Resistenz der Dopplehock-out-Pflanzen At4g05160/At5963380
gegen externe, naturliche Auxine

Zunachst wurde die Wildtyp-, Einzel- und DoppebckoutPflanzen sieben Tage unter
gelbgefiltertem Dauerlicht auf IAA- bzw. IBA-halegn MS-Medium angezogen und
anschliel3end der Phanotyp analysiert (Kap. 2.2).Der Gelbfilter wurde erforderlich, da die
Indolkomponenten des IAAs und IBAs in MS-Medium emtBlaulicht instabil sind
(Stasinopouloset al, 1990). Bei Pflanzen, die mit IAA behandelt wurdé&onnten keine
Unterschiede zwischen Wildtyp un#nock-outLinien festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Jedoch bildeten Doppeleck-outPflanzen bei einer Konzentration von 5 uM IBA im
Medium im Vergleich zum Wildtyp deutlich l&ngereruv¥eln aus (Abb. 35). Auch die
Wurzeln des Einzetnock-outsvon At4g05160waren signifikant langer als die des Wildtyps.
Sie erreichten allerdings nicht die Wurzellange Deppelknock-outs Der Einzelknock-out
von At5g63380 hingegen entsprach dem Phanotyp des Wildtyps. Aoeh einer IBA-

Konzentration von 10 pM liel3en sich diese Unteessdinoch deutlich feststellen, wenn auch

@ Col0
0,7
m Ko At5g63380
0,6 I
o 0 Ko At4g05160
c o~
<3 05 m Ko Atdg05160/
NS At5g63380
g a 041
) +
52 o3
E ¢
% 2
5 0,1
Aa
o 4
5uM 10 uM
Konzentration IBA [uM]

Abb. 35: Durchschnittliche Wurzellange von Wildtyp und Knock-out -Pflanzen
auf IBA-haltigem Medium

Dargestellt ist die relative durchschnittliche Wurzellange von Pflanzen, die auf
Medium mit IBA gewachsen sind gegeniber Pflanzen, die auf Standardmedium
gewachsen sind. Es handelt sich um Wildtyp und Einzel-Knock-out Pflanzen der
Linien At4g05160 SALK_050214 und At5g63380 SALK_003233, sowie dem
Doppel-Knock-out At4905160/At5963380.
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die Gesamtlange der Wurzeln kirzer war. Erst albreikonzentration von 20 pM IBA im
Medium nivellierte sich dieser Effekt (Daten nigjgzeigt). Somit wurde die IBA-Resistenz des
Einzelknock-outsvon At4g05160durch den Verlust des zweiten 4CLIk5963380noch
deutlich gesteigert. Dies korreliert mit den Ergeban derin vitro-Aktivitaten, die zeigten,
dass vor allem At4g05160 und in geringerem MalRgg®3380 IBAin vitro aktiviert (Kap.
3.1.1.2/3.3.3.3).

Um den Einfluss von IBA auf die Hypokotyllange zumételn wurden Pflanzen sieben Tage
auf Medium mit 10 puM IBA angezogen (Abb. 36). Dalief3en sich keine Unterschiede
zwischen Wildtyp und den dréinock-outLinien ermitteln. Auch ein Zusatz von Zucker im
Medium veranderte lediglich die absolute LangeraHgpokotyle. Die Wurzellange scheint
daher der sensitiver Parameter zur Analyse von EBfakten auf die Pflanzen zu sein.

IBA wird als Bewurzelungshormon eingesetzt, danedar Lage ist die Seitenwurzelbildung zu
induzieren (De Klerket al, 1997). Daher wurden die Pflanzen auf IBA-hahlig&edium
angezogen und im Anschluss fir drei Tage auf elagePohne Hormone umgesetzt. Obwohl
offensichtlich IBA die Entwicklung von Seitenwurretleutlich férderte, ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- unahZg&l-, sowie Doppeknock-outPflanzen
von At4g0516Qund At5g63380(Abb. 37).

14 |8 Col0
m Ko At4g05160/At5963380

. 1.2 77 mKo At5¢63380
£ 1 |OKoAM4g05160
2 08
X
o T L
£ 06 +
I
2 o4
8 |
g 02

0

MS mit Sucrose MS ohne Sucrose

Abb. 36: Relative durchschnittliche Hypokotyllange v on Wildtyp und Knock-
out-Pflanzen auf IBA-haltigem Medium

Dargestellt ist die relative durchschnittliche Hypokotylldnge von 7 Tage alten
Pflanzen, die auf Medium mit 10 uM IBA gewachsen sind gegeniiber Pflanzen, die
auf Standardmedium gewachsen sind. Es handelt sich um Wildtyp und Einzel-
Knock-out-Pflanzen der Linien At4g05160 SALK_ 050214 und At5g63380
SALK_003233, sowie dem Doppel-Knock-out At4g05160/At5g63380.
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Abb. 37: Anzahl der IBA- induzierten Seitenwurzeln bei Wildtyp
und Knock-out- Pflanzen

Dargestellt ist die durchschnittiche Anzahl an Seitenwurzel, die durch das
Wachstum auf IBA-haltigem Medium induziert wurden. Es handelt sich um Wildtyp
und Einzel-Knock-out Pflanzen der Linien At4g05160 SALK 050214 und At5g63380
SALK_003233, sowie den Doppel-Knock-out At4g05160/At5963380.

3.3.3.2.2 Analyse der Auxinmengen in Doppéddnock-out-Pflanzen At4g05160/ At5g63380

Um  weitere  Anhaltungspunkte fir die Beteiligung degi Enzyme am
Indolbuttersduremetabolismus zu erhalten wurden diyt, Doppelknockout-Pflanzen
At4g05160/At5963380nd der Tripeknockout At1g20500/At4g05160/At5g6338Rap. 3.2.4)
13 Tage in Flussigmedium unter Dauerlicht angezagash dann die Mengen an freier und
konjugierter IAA und IBA bestimmt (Kap. 2.2.4.1.224.5). Als konjugierte Auxine werden,
wie bereits beschrieben, mit Zucker veresterte agleverschiedene Aminosauren gebundene
Auxine bezeichnet. Das Ergebnis ist in Abb. 38aes. Im Vergleich zu den Wildtyppflanzen
waren die internen Konzentrationen an freier Ins&ilgsaure im Doppéddnock-outund Tripel-
knock-outsignifikant geringer, wahrend die freie Indolbwture in Pflanzen des Doppel-
knock-outund Tripelknock-outakkumulierte (Abb. 38A). Dies deutet auf einen mawest
teilweisen Verlust der IBA:CoA-Ligase-Aktivitat idiesen Linien hin. Die Bestimmung der
Werte der konjugierten Auxine lieferte dagegen \genieindeutige Ergebnisse (Abb. 38B).
Tendenziell ist die Menge an konjugierter IAA in fipel-knock-outPflanzen im Vergleich zu

Wildtyppflanzen geringer, jedoch ist dieser Effeidf Grund der Streuung der Einzelwerte
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Abb. 38: Mengen an freien und konjugierten Auxinen in Wildtyp
und Knock-out- Pflanzen

Dargestellt sind die Mengen an IBA und IAA, die in 13 Tage alten Wildtyp- und Knock-
out-Pflanzen bestimmt wurden. Es wurden sowohl (A) freie, als auch (B) konjugierte
Auxine  analysiert. Es handelt sich um  Wildtyp, Doppel-Knock-out
At4g05160/At5g63380 und Tripel-k nock-out At4g05160/At5g63380/At1g20500.

nicht signifikant. Auch fir die interne Konzentat an gebundener IBA konnte keine
signifikante Veranderung ermittelt werden. Das wudgite Verhdltnis an freier IAA und IBA
wurde offenbar wéhrend der Bildung der Konjugategaglichen.

Die Akkumulation des Substrats IBA und die Abserikutles Produkts IAA bestétigen

prinzipiell die Funktion der Enzyme At4g05160 untbg63380 als IBA:CoA-Ligasen iA.
thaliana



100 Ergebnisse

3.3.3.3 Diein vitro-Aktivitat von At4g05160 und At5g63380 gegeniiber 2;DB und IBA

Die in denin vivo-Experimenten erhaltenen Daten deuten auf eine tfeumkon At4g05160
und At5g63380 als Auxin aktivierende Enzyme hinhBawurde deim vitro-Umsatz von 2,4-
DB bzw. IBA zum CoA-Ester durch diese Enzyme dbééater untersucht. Zunachst wurden
daher mittels des Luciferasetests die enzymkinais®aten des Enzyms At4g05160 mit 2,4-
DB ermittelt (Kap. 2.2.2.2). Diese sind in Tab.m Vergleich zu den Parametern fiir andere
umgesetzte Substrate dargestellt. Wéahrend dgrWert mit 46 pM in der gleichen
GrofRenordnung wie bei den anderen getesteten Stéstiiegt, ist die Wechselzahl kmit
0,049 se¢ deutlich geringer als die der Jasmonséurevorstofier der Fettsduren Hexan-,
Nonan- und Tetradecansaure, die bis zu 50-fachrbdkgWerte aufweisen (2,31 sédir
Tetradecansaure). Es zeigte sich also, dass Até@0&ihe Affinitat fur 2,4-DB als Substrat
besitzt, jedoch die katalytische Effizienz im Veigh mit den anderen Substraten geringer ist.
Laut der Ergebnisse des Luciferasetests stellDB4das Auxin dar, das von At4g05160 am
besten umgesetzt wird. Da aber bereits mit 2,4-i@BEffizienz der Aktivierung relativ gering

war, wurde auf eine enzymkinetische Charakterisignon At4g05160 mit IBA verzichtet.

Tab. 4: Ergebnisse der enzymkinetischen Analyse von At4g05160

Dargestellt sind die Michaelis-Konstante K,, die Wechselzahl K_, und die
katalytische Effizienz K_,/K,, Diese wurden tber den gekoppelten LDH-Test bzw.
Uber den Luciferasetest fur das Enzym ermittelt. Dabei entstammen die Werte fiir die
Fettsduren und die Jasmonséaurevorstufen der Arbeit von K. Schneider und dienen zu
Vergleichszwecken fiir die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Werte fir das Auxin
2, 4-DB.

At4g05160 Kua Keat Keat/ K

M) [sec’] [(sec*mM)"]
Hexansaure o158 (1262009 16,74
MNonansaure Bx1 1382012 230,65

Tetradecanséure| 54+7 2312047 4276

OFDA 92+ 36 (0290+008 219
OPC£:0 187 £33 (041 +£0086 219
2,4-DB 46 6 0,0496 1,06
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Abb. 39: Massenspektren der Reaktionsprodukte von A t4g05160 mit ATP, CoA
und IBA

(A) Massenspektrum der Produkte der Reaktion von At4g05160 mit IBA, CoA und
ATP, gemessen im negativen lonenmodus. (B) MS-MS-Spektrum des zweifach
geladenen IBA-CoA, gemessen im negativen lonenmodus. M: Masse des
Ursprungsmolekiils IBA-CoA.

Als Nachweis, dass At4g05160 tatsachlich eine B4doA-Ligase- bzw. IBA:CoA-Ligase-
Aktivitat besitzt, wurden Massenspektren der jeigeit Reaktionsansatze aufgenommen. Die
beiden Massenspektren und die zugehoérigen Fragenengjen sind in Abb. 39/40 zu sehen. In
den Reaktionsanséatzen konnte sowohl der CoA-Ester2/4-DB als auch der CoA-Ester von
IBA nachgewiesen werden. Sowohl im Fragmentierungsen des 2,4-DB-CoA-Peaks als
auch des IBA-CoA-Peaks wiesen die spezifischenallsprodukte auf die Existenz des CoA-
Esters hin. Dies zeigt, dass At4g05160 sowohl gsDB:CoA-Ligase als auch als IBA:CoA-
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Ligase fungieren kann, wenngleich beide Substraterin vitro-Bedingungen nur mit relativ
niedriger katalytischer Effizienz umgesetzt werdBre Ergebnisse dean vitro- undin vivo-
Untersuchungen deuten darauf hin, dass auch AtBf§6d8&se Funktionen besitzt, allerdings

mit einer geringeren enzymatischen Aktivitat als1gd5160. Eine massenspektrometrische
Analyse dieser Reaktionsprodukte steht jedoch aosh
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Abb. 40: Massenspektren der Reaktionsprodukte von A t4g05160 mit ATP, CoA
und 2,4-DB

(A) Massenspektrum der Produkte der Reaktion von At4g05160 mit 2,4-DB, CoA und
ATP, gemessen im negativen lonenmodus. (B) MS-MS-Spektrum des einfach
geladenen 2,4-DB-CoA, gemessen im negativen lonenmodus. M: Masse des
Ursprungsmolekiils 2,4-DB-CoA.
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3.3.4 Analyse der Expression voAt4g05160 und At5g63380

3.3.4.1 Analyse der koregulierten Gene voAt4g05160 und At5g63380

Das ProgramnExpressionAngler ermdglicht in digitalen Expressidatenbanken die Suche
nach koregulierten Genen, was sich als erganzeéndekzeug zur Funktionsanalyse erwiesen
hat (van Nooret al.,2003).

Die Expressionsanalyse vét4g05160in den Microarray-Daten der NASC-Datenbank ergab,
dassAt4g05160groRtenteils konstitutiv exprimiert wird (Kap. 3] und nur durch wenige
Reize wie Hitze, osmotischen Stress oder Salzstnesziert wird (Ergebnisse nicht gezeigt).
Doch konnten einige koregulierte Gene identifiziererden, deren Genprodukte die an
Fettsaure-, IBA- und JasmonsaurevorstufenabbauligeteThiolase KAT2, die am IBA-
Metabolismus beteiligte Acyl-CoA-Dehydrogenase IBifl das Multifunktionsprotein MFP2
sind (Katoet al, 1996; Germairt al, 2001; Eastmonédt al, 2000; Rylottet al, 2006; Zolman

et al, 2007). Die Analyse der Expression vAtbg63380in der NASC-Datenbank durch das
Programm ExpressionAngler zeigte, dass dieses @astikutiv exprimiert ist und nicht auf
aulRere Einflisse reagiert (Ergebnisse nicht gozedpher lieferte die Untersuchung der
koexprimierten Gene voAt5g6338keine sinnvollen Ergebnisse.

Diese Expressionsanalysen deuten auf eine mdglidhesekeepingunktion der beiden
Enzyme At4g05610 und At5963380 hin, da beide karsti exprimiert werden. DarUber
hinaus weisen die koregulierten Gene At#g05160 auf die identifizierte Funktion als
IBA:CoA-Ligase hin.

3.3.4.2 Expressionsanalyse voht4g05160 und At5g63380 durch Reporterpflanzen
AbschlieRend wurde die Expression beider Gene direporterpflanzen untersucht. Die
eingesetzten Promotorregionen véw4g05160und At5g63380wurden durch die jewells
nachstgelegenen Gene begrenzt, daher ergab siétg05160eine Promotorregion, die 1700
bp umfasst, wahrend der untersuchte PromotorbeveicAt5g63380nur 500 bp grof3 war. Als
Reportergen wurde djgGlucuronidase (GUS) gewabhlt.

Die Ergebnisse dieser Expressionsanalyse von A8R{B3ind in Abb. 41 zu sehen. Die
Reportergenlinien wurden teilweise bereits in eiBgslomarbeit erstellt und untersucht (L.

Kienow). In Blattern sechs Wochen alten Pflanzan ¢éine generelle Blaufarbung der Lamina
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Abb. 41: GUS-Reportergenpflanzen der Gene  At4g05160 und At5g63380 in A. thaliana

(A) 6 Wochen alte Reportergenpflanze von At4g05160, keine GUS-Farbung. (B) 6 Wochen
alte Reportergenpflanze von At5g63380, Blaufarbung der Blattflichen. (C) Blatt einer
Reportergenpflanze von At5g63380 in Col0, GUS-Expression punktférmig verstarkt unter den
Trichomen. (D) vergréRerte Aufnahme eines Trichoms mit blaugefarbten Mesophylizellen der
Reportergenpflanzen von At5g63380. (E) Blatt einer Reportergenpflanze von At5g63380 in
trichomlosen Col5 Hintergrund, kein punktférmiges Expressionmuster. C und D entstammen
Diplomarbeit von L. Kienow.

aller Blatter auf (Abb. 41A), jedoch war zuséatzlieine verstarkte, sehr spezifische GUS-
Expession unter den Blatthaaren der Pflanze zudwdén (Abb.41C/D). Dabei handelt es sich
um Mesophylizellen, die bislang nicht im Zusammerghait Trichomen beschrieben wurde.
Zur Untersuchung dieses Effekts wurde daher im Ramhmdieser Arbeit das
Reportergenkonstrukt iA. thalianaPflanzen des Okotyps Col5 gebracht, die sich dalah
Fehlen von Trichomen auszeichnen. Diese trichomld@eporterpflanzen zeigten weiterhin
eine durchgangige Farbung der Lamina, aber keimktfirmige GUS-Expression auf den
Blattern (Abb. 41E), wie sie bei ColO-Pflanzen wh&db der Blatthaare zu beobachten war.
Somit interagieren anscheinend die Mesophyllzaelied damit die Expression vaxt5g63380
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spezifisch mit den Trichomen. Einen direkten Eisflutauf die Anzahl und Morphologie der
Blatthaare scheint At5g63380 hingegen nicht zu tbeisj da diese in Doppkhock-out
Pflanzen At5g63380At4g05160im Vergleich zum Wildtyp unverandert waren (Ergsbe
nicht gezeigt).

Die Erstellung und Analyse einer analogen Repoetgpfanze mit dem Promotor von
At4g05160brachte keine weiteren Erkenntnisse zum Expressiaster, eine GUS-Expression
konnte nicht detektiert werden (Abb. 41A). Auch déerkirzung der untersuchten

Promotorregion voit4g05160fihrte zu keiner Blaufarbung des Gewebes.

Die in vitro-Analyse der 4CLLs At4g05160 und At59g63380 deutriteine Funktion beider
Enzyme im Stoffwechsel von Fettsauren, Jasmonsérgeyen oder Auxinen hin. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte eine Beteiligung von At4g05160nd At5g63380 an der
Jasmonsaurebiosynthese, zumindest unter den urtiegau Bedingungen, ausgeschlossen
werden. Doch zeigte sich durch die Analyse der Eind Mehrfachmutanten, dass beide
Enzyme offenbar am Fettsdurestoffwechsel betedigtl, die genaue Funktion jedoch noch
offen ist. Daruiber hinaus wurden mit At4g05160 ut8g63380 erstmalig zwei IBA:CoA-

Ligasen identifiziert, die am Indolbuttersdureabbed. thalianabeteiligt sind.

3.4 Untersuchungen zur Funktion von At3g48990 und 4962940

Abschlieend soll auf zwei weitere 4CLLs eingegangerden auf deren Funktion im Rahmen
dieser Arbeit erste Hinweise erhalten wurden.

At3g48990 ist in sehr groRer Menge in allen GewelaanA. thalianaexprimiert (Kap. 3.1.3).
Interessanterweise zeigt eine Verlustmutante At3y48990einen Defekt in der Entwicklung
der Hauptwurzel (personliche Kommunikation P.J.tasd). In vorangegangenen Studien
konnte diesem 4CLL keinm vitro-Aktivitat zugeordnet werden (Shockey al, 2003). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde mittels des Luciferadstgedoch gezeigt, dass At3g48990 ein
funktionales Adenylat bildendes Enzym mit CoA alsyPEndakzeptor darstellt. Es akzeptierte
aber keine der 100 getesteten Substanzen, soretetae sine Verunreinigung in der Charge des
verwendeten, unreinen 4-Hydroxyphenylpyruvats umesurde tber die chromatographische

Auftrennung dieses Substanzgemischs und einen Test gesammelten Fraktionen
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ATP-Restmenge [%]
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F.1 ohne Substrat \

F.1 denat. Enzym ‘

Substrate und Bedingungen

Abb. 42: Analyse der enzymatischen Aktivitat von At3 g48990

Dargestellt ist die ATP-Restmenge in den Reaktionsansétzen nach 2 Stunden
Inkubationszeit. In den Anséatzen ist reines 4-Hydroxyphenylpyruvat, die durch HPLC
aufgereinigte Fraktion 1 des unreinen 4-Hydroxyphenylpyruvats und variierte
Bedingungen ohne ATP, CoA, Substrat und funktionales At3g48990.

nachgewiesen (Abb. 42). Die tatsachliche Ident&# akzeptierten Substrats wird derzeit Uber
Analyse des Massenspektrums und NMR untersucht.

Das Protein At1g62940 wird als Bindeglied zwisclidem 4CLs und 4CLLs angesehen, da es
zu beiden Gruppen eine durchschnittliche ldentigit Aminosauresequenz von 38 bis 40 %
besitzt (Shockewt al, 2003). Zuvor konnte fur At1g62940 in vitro-Untersuchungen keine
enzymatische Aktivitat bestimmt werden (Kapitel .3.2), doch im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Aktivitdt als Acyl-CoA-Synthetase untén vivo-Bedingungen inE. coli
nachgewiesen (Kapitel 3.1.2). Im Rahmen einer Digldeit konnte diese Aktivitdh vitro
durch einen sensitiven, radiochemischen Test bgstdaerden (S. Koch). Darlber hinaus
erfullt At1g62940 offenbar ir\. thalianaeine sehr spezifische Funktion, da es nur in Stadi
neun der Blutenentwicklung exprimiert ist (Kapi®ll.3; Morantet al, 2007). Dies konnte
auch durch die Analyse einer GUS-Reportergenliestdtigt werden (Abb. 43) (Linie erzeugt
von S. Koch). Korrespondieren dazu wurde in deeriifich zuganglichemRiken Arabidopsis
Phenome Information Databasmit Linie 12-1917-1 eine Verlustmutante v@&t1g62940

identifiziert, die mannlich steril ist (Kuromoei al, 2006).
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P&

Abb. 43: Blutenspezifische Expression von At1g62940

Dargestellt sind Bilder einer GUS-Reportergenlinie von At1g62940. (A) Die GUS-
Expression findet sich nur in den Antheren der Blitenknospen, nicht in bereits
gedffneten Bliten. (B) Dunnschnitt einer Blitenknospe. Expression im Tapetum der

Antheren (markiert). Blau:GUS-Expression, Rot: Mikrosporen.

3.4.1 Analyse derin vitro-Aktivitat von At1g62940 durch einen indirekten Tes:
Luciferasetest

Auf Grund des blutenspezifischen Expressionsmustieses 4CLLs wurde die Analyse der
vitro-Aktivitat auf Hydroxyfettsauren ausgedehnt. Defektivierung ist fur die Bildung des
Biopolymers Sporopollenin fir die Pollenentwickluagn zentraler Bedeutung. Dazu wurde
erneut die ATP-Restmenge im Reaktionsansatz mittdes bereits beschriebenen
Luciferasetests bestimmt (Kapitel 3.1.1.2). Die dingisse sind in Tab. 5 dargestellt. Fur das
Enzym At1g62940 konnte mit keiner der angebotenegmrékyfettsduren eine deutliche
Abnahme der ATP-Restmenge beobachtet werden. Diesgt zeinerseits, dass
Hydroxyfettsauren keine besser umgesetzten Substaistellen als beispielsweise Olsaure
(Kap. 3.1.1.2), andererseits scheint der Lucifées$enicht sensitiv genug zu sein, um
schwache enzymatische Aktivitdten detektieren zunkd. Im Gegensatz dazu konnte fir die
Kontrollenzyme At4g05160 und At5g63380 ein effektivUmsatz vieler der angebotenen
Hydroxyfettsauren beobachtet werden. Somit wurde idavitro-Substratspektrum dieser

beiden Enzyme noch erweitert.
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Tab. 5: Luciferasetest von At1g62940, At4g05160 und
Hydroxyfettsauren

At5963380 mit

Dargestellt sind die ATP-Restmengen der Reaktionsansétze nach zwei Stunden
Inkubationszeit. Es wurden die aufgereinigten Enzyme At1g62940, At4g05160 und
At5g63380 mit Hydroxyfettsduren getestet. Gelb hinterlegt sind gut umgesetzte
Substrate (weniger als 10 % Rest-ATP). n.t.:nicht getestet

Hydroxyfettsduren At1¢62940 At4g05160 Athg63380
2-Hydroxy-Oktansaure 1109 132 1081
A-Hydroxy-Oktansaure 1236 nt. nt.
8-Hydroxy-Oktansaure 1319 02 820

10-Hydroxy-Decansaure 1258 06 06
12-Hydroxy-Dodecansaure 96 5 ar 05
5-Dodecanolide 5972 120 850
16-Hydroxy-Hexadecansaure 896 9 04 04
12-Hydrowy-Oktadecansaure 96 5 12 04

3.4.2 Analyse derin vitro Aktivitat des Enzyms At1g62940 durch einen direkte Test:
Radiochemischer Test

Zur Detektion schwacher enzymatischer Aktivitategnet sich eine radiochemischer Test, bei
dem direkt der Einbau vort’C]-markierter Olsédure in Oleat:CoA nachgewieserdwiKap.
2.2.2.4)(Shockewgt al., 2003).

Mit Hilfe dieses Tests wurden die enzymkinetiscliarameter von At1g62940 mit Olséaure
bestimmt (Diplomarbeit S. Koch). Es stellte sichaues, dass das Enzym fiir Olséure einen sehr
niedrigen K;-Wert von 3,4 uM besitzt und eine dufRerst niedviggehselzahl von 0,0028 skc
(Abb.44A). Dieses Ergebnis erklart warum im wenigeFnsitiven Luciferasetest keine
Aktivitaten detektierbar waren.

In dieser Arbeit wurde mittels des radiochemischiegsts der Umsatz von Fettséduren,
Hydroxyfettsauren und Zimtsaurederivaten durch APG#0 analysiert. Da die zu
untersuchenden Substrate, neben Olsdure, nichtiner eadioaktiv markierten Variante
verfugbar waren, konnte keine direkte Messung dyefithrt werden. Deswegen wurde
Uberprift, ob die Zugabe nicht radioaktiv markierubstrate zum Reaktionsansatz zu
veranderten Mengen an*C]-Oleat:CoA fiihrt. Substrate, die ahnlich gut wi@saure
umgesetzt wurden, sind demnach 16-Hydroxyhexadéoams 8-Hydroxyoktansaure, 12-

Hydroxyoktadekansaure,die mittelkettige Fettsaunddgzansaure und die Jasmonsaurevorstufe
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Abb. 44: Bestimmung des Substratspektrums de s Enzym

(A) Bestimmung der kinetischen Parameter fir das Enzym At1g62940 und das
Substrat Olséaure (Diplomarbeit S. Koch). (B) Ergebnis des Kompetitionstests: mittel-
bis langkettige Substrate (C) Ergebnis des Kompetitionstests: kurzkettige Fettsauren;
(C) Ergebnis des Kompititionstests: Zimtsaurederivate. Unmarkierte Olsdure diente als

s At1g62940

Positivkontrolle. Werte fir Oktansédure und Dodecanséaure aus der Arbeit S. Koch.
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OPC-8 (Abb. 44B). In schwacherem Ausmald kompeknedie drei Hydroxyfettsauren 10-
Hydroxydecansaure, 5-Dodecanolide und 12-Hydroxgdadsaure (Abb. 44C). Keine
Kompetition zeigten die kurzkettige Fettsauren @k&are, 2-Hydroxyoktansdure und 3-
Hydroxyoktansaure (Abb. 44D). Aulerdem akzeptiesge in Abb. 44 D ersichtlich,
At1g62940 keines der angebotenen Zimtsdurederi@atearsaure, Kaffeesaure, Ferulasaure,
Zimtsaure und Sinapinsaure. Somit konnte eindegeipigt werden, dass At1g62940 trotz der
aus der Aminosauresequenz abgeleiteten verwandigdien Position als Bindeglied
zwischen 4CLs und 4CLLs als Acyl-CoA-Synthetase ¥attsauren und Hydroxyfettsduren
fungiert und keine Zimtsaurederivate akzeptierede| im Tapetum lokalisierte, Aktivitat ist

offensichtlich fur die Pollenentwicklung #. thalianaessentiell.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren wurde das Genom vieler Osgam sequenziert, wodurch sich eine
grof3e Anzahl an Genen mit unbekannter Funktionbergai A. thalianawurden in einem
relativ kleinen Pflanzengenom von 125 Mb ca. 25.@¥he identifiziert, deren funktionale
Charakterisierung derzeit Gegenstand vieler Unbbnsinigen ist. Ziel dieser Arbeit war die
funktionale Charakterisierung von Vertretern dep&tamilie der Adenylat bildenden Enzyme.
Die Komplexitat des vorliegenden enzymatischen Wetks ergibt sich bereits aus der grol3en
Anzahl dieser Enzyme. IA. thaliana existieren 44 Gene, deren Produkte vermutlich die
Aktivierung von Carbonsduren zu reaktiven Thioesteermitteln und weitere 19, die
Aminoséauren als Acyl-Endakzeptor besitzen. Wahramdanderen Organismen Adenylat
bildenden Enzymen bereits wichtige Funktionen imariBport von Metaboliten, in der
Signaltransduktion und der Entstehung von Krankinezugewiesen werden konnten, ist die
Analyse der Funktion der Adenylat bildenden EnzymeA. thaliana noch nicht sehr weit
fortgeschritten (Faergemaat al,, 2001; Johnsost al, 1994; Watkinst al, 2008; Shockegt

al.,, 2003). Neun Enzyme wurdemls Acyl-CoA-Synthetasen langkettiger Fettsduren
charakterisiert (LACS), vier weitere als 4-CumatatA-Ligasen (4CL) identifiziert (Shockey
et al, 2002; Ehltinget al, 1999; Hambergeat al, 2003). In Ausdehnung der Analyse der 4CLs
wurden mit der Untersuchung der Funktion einer @eumaher verwandter Proteine, der
4CLLs, bereits begonnen (Doktorarbeit K. Schneid@plomarbeit L. Kienow, Schneidest
al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Watgtungen fortgesetzt und durch eine
umfangreiche Charakterisierung sowohl ghevitro- als auch dein vivo-Aktivitat komplettiert.
Dabei wurden neun potentielle CoA-Ligasen untersigallg20480, At1g20500, At1g20510,
At1g62940, At3g48990, At4g05160, At4g19010, At5g381At5963380).

4.1. Die Aktivierung von Fettsauren durch 4CLLs

Auf Grund der erwarteten enzymatischen Redundanzieveine Strategie gewahlt, bei der
zunéachst dien vitro-Funktion der Enzyme aufgeklart werden sollte. ilmeen breitenin vitro-
Aktivitatsscreen nach Substraten wurde eine ViélzmhCarbonsauren aus unterschiedlichen

Strukturklassen eingesetzt (u.a. Fettsduren, Zurgsd Benzoesduren, Indolcarbonséauren,
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Jasmonsauren, Aminosauren). DieBe vitro-Aktivitaten wurden im Folgenden durch
verschiedene vivo-Studien u.a. ifie. coligenauer untersucht.

Die Ergebnisse dieser Analysen zeigen, dass dieividking von Fettsauren das
vereinheitlichende Merkmal der 4CLLs der GruppesB $echs der neun untersuchten Enzyme
aktivieren Fettsduren zu den korrespondierenden-EstArn und stellen damit eine neue
Klasse von Acyl-CoA-Synthetasen afs thalianadar. Diese Erkenntnis war erstaunlich, da
einerseits die nachsten Verwandten (4CL1-4CL4) Zaumtederivate und keine Fettsduren
umsetzen und somit funktional deutlich differenziaerden muissen (Ehltingt al, 1999;
Hambergeret al, 2003). Andererseits existiert bereits innerhd#dy Familie der Adenylat
bildenden Enzyme irA. thaliana eine detailliert charakterisierte Gruppe von ACYA-
Synthetasen von langkettigen Fettsduren (LACS),rdiarer Aminosauresequenz keine nahe
Verwandtschaft zu den 4CLLs erkennen lassen (Slycatkal, 2002 und 2003).

Neben der Aminosauresequenz unterscheiden sich €l@id LACS auch in strukturellen
Merkmalen deutlich voneinander. So ist fur die LAGi® Anwesenheit einer Linkerdoméne
kennzeichnend, welche fir die enzymatische Funkéissentiell ist und diese Enzyme dem
eukaryotischen Typ der Acyl-CoA-Synthetase zuordidetnsonet al, 1994; lijjimaet al,
1996; Fuldaet al, 1997; Kanget al, 1997; Shockewt al, 2002). Dieses Motiv ist in den
4CLLs nicht vorhanden, sie gleichen daher dem pyakschen Typ der Acyl-CoA-
Synthetase, wie z.B. FadD atscoli.

Die Gruppen der Acyl-CoA-Synthetasen des eukargloéis bzw. prokaryotischen Typs lassen
sich aul3erdem durch ihre zellulare Lokalisationfed#nzieren. Die Eukaryoten-typischen
LACS liegen an der Membran gebunden vor, wahremDFan frei geldstes Protein darstellt,
das nur nach spezifischen Reizen an die Membratebii®©veratket al, 1969; Shockewt al,
2002). Ob dieser Mechanismus auch An thaliana eine Rolle spielt, ist jedoch bislang
unbekannt.

Die Ahnlichkeit der 4CLLs zur prokaryotischen urer d ACS zur eukaroytischen Gruppe lasst
sich zusatzlich an den Ergebnissen der Komplemensstudien inE. coli erkennen. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, das$ diér sechs 4CLLs, diéen vitro
Fettsauren aktivieren auch in der Lage sindEincoli Fettsduren zu aktivieren und FadD

funktional zu ersetzen. Im Gegensatz dazu ergabahnliche Studie mit LACS der Ratte, dass
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diese nur schwer die Funktion von FadCEincoli ubernehmen konnen (Cavigk al, 2004).
Lediglich eine von funf Isoformen, dia vitro Fettsduren aktivierten, konnte den Verlust von
FadD in E. coli komplementieren. Wurden hingegen Acyl-CoA-Syntbetadefiziente
Hefestamme verwendet, so waren vier der finf LAGSler Lage Fettsduren zu aktivieren
(Tonget al, 2006). Fur diese Ergebnisse gibt es zwei moglEtklarungen. Zum einen kdnnte
das Protein FadD auBk. coli essentielle Wechselwirkungen mit anderen prokésgién
Proteinen eingehen, die nicht von den vier LACS Raste, aber durch die 4CLLs ais
thaliana unterstiitzt werden. Aul3erdem konnte die normalsevemembranstandige
Lokalisation der LACS der Ratte einer wirksamen Kaom in E. coli im Wege stehen
(Caviglia et al, 2004). Mdglicherweise sind auch Unterschiede selén pro- und
eukaryotischen Membranen fur diesen Effekt mitvevartlich (Tong et al, 2006). Die
Funktionalitat der 4CLLs irkE. coli kdnnte dadurch erklart werden, dass sie wie AQAC
Synthetasen des prokaroytischen Typs frei gelost orcht an die Membran gebunden
vorliegen. Allerdings konnte auch im Rahmen diesdreit ein 4CLL, At4g19010, identifiziert
werden, das untan vitro-Bedingungen Fettsauren aktiviert, nicht jedocteincoli. Obwohl
sich At4g19010 strukturell nicht wesentlich von danderen 4CLLs unterscheidet, kdnnte
moglicherweise das Ergebnisse einer Untersuchuegedi Enzyms in Hefestammen zum
Verstandnis der Funktionsweise der 4CLLs beitragen.

Trotz der strukturellen und funktionalen Untersdeiesetzen die Enzyme beider Gruppen,
4CLL und LACS, diverse Fettsduren um und weisenideim zumindest teilweise redundantes
Substratspektrum auf. Dabei zeigen alle neun Istdar der LACS ihre Hauptaktivitdt mit
gesattigten und ungesattigten Fettsauren der Kéttgan C16 und C18 (Shockeyal., 2002).
Die 4CLLs setzen diese Fettsauren ebenfalls umifzbasjedoch insgesamt ein breiteres
Substratspektrum, da alle aktiven Enzyme auch Ikéttige und einige Vertreter auch
kurzkettige Fettsduren aktivieren. Ein wesentliddeterschied im Substratspektrum ergibt sich
jedoch im Umsatz von Phytohormonen bzw. deren Vst Bislang ist kein LACS
beschrieben worden, das in der Lage ware, diesagkttuieren. Im Gegensatz dazu konnten
unter anderem im Rahmen dieser Arbeit funf A4CLLsentdiziert werden, die
Jasmonsaurevorstufen bzw. Auxine umsetzen. Wie ap. K.2.1 beschrieben, besitzen die

4CLLs jedoch bei diesen Substraten strikte Mecmammsder Substratselektion und setzen nur
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bestimmte Jasmonate bzw. Auxine um. Obwohl die meteanten der Substratselektion in
4CLLs bislang unbekannt sind, konnte im Rahmenedi@sbeit eine fur den Mechanismus der
Katalyse essentielle Aminosdure im C-Terminus vorigR0510, Lysin 530, identifiziert

werden. Diese Aminosaure ist in allen Adenylat déilden Enzymen konserviert und ihre
Funktionalitdt in At1g20510 bestétigt prinzipiellazl Modell der Katalyse Uber die
Stabilisierung des negativen Ubergangszustandsti©€oal, 1997).

N-Term LS1 Linker LS2 C-Term N-Term LS1 LS2 C-Term
[ I I I I ] [ I I I ]
Substrate Enzym Enzym Substrate
C14-C18:2 LACS9 At4g19010 C6-C7,C14
C14-C18:2 LACSS At4g05160 C6-C18:3, AUX, JA
C16-C20:1 LACS7 At5g63380 C8-C18:3, AUX, JA
C16-C20:1 LACS6 At1g20480 n.d.
C14-C18:2 LACS5 At1g20510 C10-C18:1, JA
C14-C18:2 LACS4 At5g38120 n.d.
C14-C18:2 LACS3 At1g20490 n.t.
C14-C18:2 LACS2 At1g20500 C10, C12, JA
C14-C20:1 LACS1

At1g62940 C10-C18:1, JA
n.d.  At4g14070

nd.  At3g23790

Abb. 45: Eu- (LACS) und Prokaryoten-typische (4CLL) Acyl-CoA-Synthetasen aus A. thaliana

Dargestellt sind die Verwandtschaftsverhéltnisse der Enzyme aus den Gruppen der LACS und 4CLLs
(Gruppe B), ihr Substratspektrum mit Fettséduren der indizierten Kettenlangen und Séttigungsgrade.
Zuséatzlich setzen einige 4CLLs Auxine (AUX) und Jasmonsaurevorstufen (JA) um. Die schematischen
Strukturen stellen die Zugehdrigkeit zu den eukaryotischen (LACS) und prokaryotischen (4CLL) Acyl-CoA-
Synthetasen dar. Diese beruht auf der Anwesenheit oder dem Fehlen der Linker-Doméane. Die Daten flr
die LACS sowie die schematisch dargestellten Strukturen entstammen der Publikation von Shockey et al.,
2002. Der hier dargestellte Stammbaum basiert auf einer Abbildung aus der Publikation Shockey et al.,
2003 und wurde modifiziert. Cx-Cx: L&nge der Fettsdure und Sattigungsgrad, LS1 und LS2: Luciferase-
ahnliche Domaénen, n.d.: enzymatische Aktivitat konnte bisher nicht gezeigt werden, n.t. nicht getestet.
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Somit konnten mittlerweile 18 Fettsauren aktiviglerEnzyme aud\. thaliana identifiziert
werden (diese Arbeit, Ket al, 2000; Shockegt al, 2002 und 2003; Schneidet al, 2005).
Von diesen gehdren neun Vertreter der Gruppe d&earfgaten-typischen LACS an, die nur
Fettsduren als Substrate akzeptieren. Weitere seuh die Prokaryoten-typischen 4CLLs,
deren Substratspektrum sich teilweise auf Phytobokorstufen ausdehnen lasst. Diese
Anzahl an Acyl-CoA-Synthetasen st erstaunlich urgkigt die Bedeutung des
Fettsaurestoffwechsels, sowohl fur die Integritt einzelne Pflanze, als auch als Grundlage
fur die evolutionare Weiterentwicklung ganzer Artémteressanterweise sind alle Acyl-CoA-
Synthetasen aus Vertebraten dem eukaryotischerd@ypACS zuzuordnen. 4CLL-Orthologe
des prokaryotischen Typs sind in dieser Linie n&thfinden. Diese lassen sich nur in Pflanzen,
Pilzen, Bakterien und Insekten identifizieren (@al, 2005). Auf Grund der Ahnlichkeit zu
FadD auskt. coli wird ein solches Enzym als Vorlaufer der 4CLL amyamen (Obeet al,
2005). Ob jedoch die LACS ebenfalls aus diesem atberenzym entstanden und sich dann
strukturell, nicht jedoch funktional differenziente@der ob eine konvergente Entwicklung der
eu- und prokaryotischer Gruppe stattfand, ist hglanklar. Eine Zusammenfassung dieser
Ergebnisse ist in Abb. 45 dargestellt.

4.2 Die Funktion der Acyl-CoA-Synthetasen At4g05160nd At5g63380 inA. thaliana

Die beiden Enzyme At4g05160 und At5g63380 sindtikelonstant in der Pflanze exprimiert
und zeigen ein stark redundantes Substratspektrui gesattigten, ungesattigten und
hydroxylierten Fettsduren. Um die biologische Bedeg dieser Aktivitat aufzuklaren, wurde
die entsprechende Doppelmutaitelg05160At5963380auf ihre Fettsdaurezusammensetzung
untersucht. Es zeigte sich, dass in 13 Tage aflanZen der Gehalt der freien und veresterten
sehr langkettigen Fettsduren (> C20) gegenubertypiddlanzen deutlich reduziert ist. Dieser
biochemische Phanotyp schlug sich jedoch nichtinere makroskopischen Phéanotyp nieder.
Die Pflanzen zeigen keine Defekte in der Bereitstgl aktivierter Fettsduren wahrend der
Keimung in Licht und Dunkelheit, keine von Wildtyiignzen unterscheidbare Expression der
peroxisomalen Fettsduremarkergene und keine Stéruing Aufbau der Kutikula.

Somit blieb der einzige feststellbare Phanotyp eppelmutante der Gen&t4g05160und
At5g63380der reduzierte Gehalt der freien und verestersm fangkettigen Fettsauren der
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Kettenl&ngen C20 und C22. Dieser Befund ist zurtdmtssaunlich, da durch dénock-outder
beiden Fettsaure umsetzenden Enzyme eine Akkumonlder freien Fettsduresubstrate, statt
einer Reduktion des Fettsduregehaltes der Pflaameartet wurde. Ein ahnliches Bild zeigt
sich jedoch auch bei Mutanten dgtOxidation, die essentiell in das Keimungsgeschehen
involviert sind. Sowohl die Verlustmutantetsl des ABC-Transporters, als auch die
Doppelmutante der peroxisomal lokalisierten AcylAc8ynthetasen LACS6 und LACS7 sind
keimungsunfahig und akkumulieren CoA-Ester derdaetten der Kettenlangen C20 und C22
(Footit et al, 2002; Fuldeet al, 2004). Da die Acyl-CoA-Synthetase-Aktivitat lecs6/lacs7
ausgeschaltet ist, ware eine Reduktion in der Medge CoA-Ester erwartet worden.
Stattdessen fuhrt aber die Hemmung des Importdreien Fettsduren in die Peroxisomen in
ctslund die Hemmung der Aktivierung der Fettsdureen Peroxisomen itacs6/lacs7zu
einem Anstieg der entsprechenden Fettsdure-CoA:ENi@ch einem bislang akzeptierten
Modell kommt es in beiden Fallen zu einem Ruckstadreien Fettsauren im Cytosol, die dann
durch eine normalerweise wenig aktive und bislanigelkannten Acyl-CoA-Synthetase in die
entsprechenden CoA-Ester umgesetzt werden. DaT8l-Transporter aber keine CoA-Ester
langkettiger Fettsduren transportiert, wirden dieseCytosol akkumulieren (Fuldat al,
2004). Weitere Hinweise auf die vivo-Funktion von At4g05160 und At5g63380 kdnnte also
die Bestimmung der Fettsdure-CoA-Ester in der Dbgpeck-outLinie geben.

Uber die genaue Rolle von At4g05160 und At5g6338@\..i thalianalasst sich daher zum
jetzigen Zeitpunkt nur spekulieren. So ist keimwnrgéhigelacs6/lacsfMutante in der Lage
zu keimen, wenn sie die ndtige Energie aus Zuckermmen kann. In den ersten vier Tagen
zeigt sich daher nicht der ansonsten Ubliche AldeuFettsdure C20:1. An Tag sieben nach
der Keimung findet man allerdings eine ReduktionMenge dieser Fettsaure auf nur noch 23
% des Anfangsgehaltes (Fuldaal, 2004). Offensichtlich existieren also neben LAQ#d
LACS7 weitere peroxisomal lokalisierte Acyl-CoA-Slgatasen langkettiger Fettsduren. Eine
Beteiligung der anderen LACS-Isoformen ist hierlaginig wahrscheinlich, da diese nicht
peroxisomal lokalisiert sind (Shockest al, 2002). Méglicherweise sind At4g05160 und
At5g63380 fiir die beobachtete Aktivitat verantwiotl

Waéhrend in tierischen Organismen der Abbau vonsgeten in jedem Entwicklungsstadium

nachgewiesen werden konnte, ist bei Pflanzistang nur die Rolle de-Oxidation im



Diskussion

117

(6]
RM/U\OH

Fettsaure

CoASH + ATP

At4g05160

AMP + PPj

At5963380

o)
RMSCOA

Acyl-CoA

FAD -
FADH, )
2-trans-Enoyl-CoA

H,0 + NAD*
NADH a' AIM1

3-Ketoacyl-CoA
CoASH s
Acetyl-CoA )
O

R/\ASCOA

Acyl-CoA

Y

Acetyl-CoA

Abb. 46: Funktion von At4g05160 und At5g63380 in de

o

CIQOMOH
¢ 24-DB
At4g05160
At5g63380

O

Cl OW/U\
SCoA

¢ 2,4-DB-CoA
ACX3
ACX4

2-trans-Enoyl-CoA

lAIMl

3-Ketoacyl-CoA

l KAT2

(o}

SCoA

¢ 2,4-D-CoA

¢?

2,4-D

OH
S

N IBA
At4g05160
At5g63380

SCoA
™

N

H  IBACOA

ACX1 | ACX3

IBR3 | ACX4

2-trans-Enoyl-CoA

lAIMl

3-Ketoacyl-CoA

l KAT2
SCoA
vy

N IAACOA

L?

IAA

r B-Oxidation in A. thaliana

Dargestellt sind die Schritte in der B-Oxidation in A. thaliana und die bereits bekannten

Enzyme. Dabei sind beim Abbau der

Fettsduren nicht die Enzyme die in das
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buttersaure.
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Keimungsgeschehen eindeutig geklart. Daéml-Mutante gibt jedoch durch deutlich
verkleinerte Blatter und stark verzweigte Blutengil Hinweise darauf, dass auch bei
Pflanzen digg-Oxidation von Fettsauren wéhrend der gesamteniEkitvng von Bedeutung ist
(Richmondet al, 1999). Auch hierbei kdnnten At4g05160 und At583 eine Rolle spielen.
Ein Modell der Funktion beider Enzyme ist in Abl dargestellt. Moglicherweise kommt
beiden Enzymen eine Funktion dsusekeepingcyl-CoA-Synthetasen in den Peroxisomen
der pflanzlichen Zelle zu, welche unabhéngig vortwitklungsstadium der Pflanze ein breites
Spektrum an Fettsduren zu den korrespondierendeitEStern aktivieren. Der fehlende
makroskopische Phanotyp der Mutanten zeigt allggjidass es weitere Enzyme redundanter
Aktivitat geben muss, die im Falle des Ausfalls viing05160 und At5g63380 deren Funktion
Uubernehmen. Eine weitere mdgliche Funktion beideyie im Indolbuttersdauremetabolismus

in A. thalianawird in Kap. 4.7 diskutiert.

4.3 Die Funktion von At1g62940 in der Aktivierung wn Hydroxyfettsauren in A. thaliana
At1g62940 stellt ein weiteres 4CLL dar, dessen Eonkin A. thalianawahrscheinlich in der
Aktivierung von Fettsduren liegt. So wurde gezeidhss es gesattigte, ungesattigte und
hydroxylierte Fettsauren in die korrespondieren@ea-Ester umsetzt. Es akzeptiert jedoch
keine Zimtsdurederivate als Substra#t1g62940 ist spezifisch in Stadium neun der
Blutenentwicklung exprimiert und eine Mutante wird der 6ffentlich zuganglichemRiken
Arabidopsis Phenome Information Databade mannlich steril beschrieben (Kurometial,
2006). In Abschnitt 4.2.2 wird diskutiert, dasssdie Phéanotyp wahrscheinlich nicht mit einer
Funktion in der Jasmonsaurebiosynthese verknipftdeve kann. Jedoch ergibt die
weitergehende Analyse von At1g62940 entscheidendevéise auf seine Funktion. Die
Gruppe der At1g62940-Orthologen bildet eine eigessmlutionar separierte Untergruppe,
deren hoch konservierte Vertreter auch in andemegiospermen wie Rei€fyza sativa und
Pappel Populus spe¢ gefunden werden. Aul3erdem werden die Ortholagesh in Moosen
(Physcomitrella patens nicht jedoch in Algen Ghlamydomonas reinhard}iiidentifiziert
(unveroffentlichte Daten C. Douglas). Dieses Vethrggsmuster der Orthologen und ein
identisches Expressionsmuster lasst sich bei Enzydie an der Biosynthese der Pollenwand
beteiligt sind, wie der Monooxygenase CYP703A2,deiefinden (Morantet al, 2007). Hier



Diskussion 119

konnte gezeigt werden, dass in Verlustmutanten Syathese des Sporopollenins, eines
Biopolymers, das aus Lipiden und Phenolen besgeistgrt ist, was in einem mannlich sterilen
Phanotyp der Pflanzen resultiert (Ostheffal, 1987; Wilmesmeieet al, 1995; Meuter-
Gerhardset al, 1999; Morantet al, 2007). Eine genauere Analyse des Sporopollereist,
dass es aus Estern und Ethern von HydroxyfettsaurdrHydroxyzimtsduren besteht und den
Pollen vor aulReren Witterungseinfliissen schitat.digiBiosynthese dieses Polymers wird die
Existenz mindestens einer CoA-Ligase erwartet (Wgldt al, 1989; Morantt al, 2007). Da
die Aktivierung von Hydroxyzimtsduren durch Atlg@®9in denin vitro-Experimenten
ausgeschlossen werden konnte, ist dieses Enzyrotnér Wahrscheinlichkeit die Acyl-CoA-
Synthetase, die aktivierte Hydroxyfettsauren figr Biosynthese des Sporopollenins bereitstellt.
Die evolutionare Bedeutsamkeit dieser enzymatiséidivitat ist grundlegend, da der Schutz
des Pollens vor Trockenheit und UV-Strahlung eieeabssentiellen Anpassungen der Pflanzen
ist, die eine Besiedelung des Landes erst mogliabhten (Eglintoret al, 1991; Moranet al,
2007).

4.4 Die Aktivierung von Jasmonsaurevorstufen durcfCLLs

Die Biosynthese des Phytohormons Jasmonsaure dsaulfi wenige enzymatische Schritte
aufgeklart (siehe Kap. 1.5.2). Im ersten Teil deéosBnthese wird in den Chloroplasten
Linolensaure in das Cyclopentenon OPDA umgesetzigiferet al, 2001; Gobeét al, 2001;
Bell et al, 1995; Feussnest al, 2002; Stenzeét al, 2003). Da die weiteren Schritte der
Jasmonsaurebiosynthese in den Peroxisomen abl@uferschet al, 2000), wird OPDA ins
Cytosol exportiert und anschlie@end durch den AB@n3porter CTS1 sowie einen
postulierten lonenfallenmechanismus fiir OPDiAs Peroxisom transportiert (Theodouleu
al., 2005). In den Peroxisomen wird OPDA dann durditeve enzymatische Schritte in
Jasmonséaure umgesetzt. Nach dem bisherigen ModdIllQPDA zuné&chst durch die OPDA-
Reduktase-3 (OPR3) zum Cyclopentanon OPC-8 redy&ehalleret al, 2000; Stintziet al,
2000). Anschlieend sollte OPC-8 durch eine unbetearCoA-Ligase aktiviert und im
Folgenden durcB-Oxidation zu Jasmonsaure verkirzt werden. Schomeginn dieser Arbeit
wurde fiir drei 4CLLs gezeigt, dass di@sevitro die Jasmonsaurevorstufen OPC-6 und OPDA,
nicht jedoch OPC-8, umsetzen (At4g05160, At5g633&0g20500) (Schneidest al, 2005;
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Doktorarbeit K. Schneider; Diplomarbeit L. Kienovwn Rahmen dieser Arbeit konnten noch
zwei weitere Enzyme, At1g20510 und At1g62940 idemmirt werden, die untein vitro-
Bedingungen Jasmonsaurevorstufen aktivieren. Dedtigiiert At1g20510 das grofdte Spektrum
an Jasmonsaurevorstufen, nadmlich OPC-8, OPDA, d#Oirid OPC-6, wobei OPC-8 mit der
hdchsten katalytischen Effizienz aller untersuchtmbstrate umgesetzt wird. Aul3erdem
akzeptiert At1g62940 OPC-8 als Substrat. Die Aktivhg der Jasmonsaurevorstufen zum
entsprechenden CoA-EsterAn thalianaist damit auf Grund des Substratspektrums der 4CLL
moglicherweise deutlich komplexer und entgegerbashrerigen Annahmen nicht nur auf OPC-
8 beschrankt.

Interessanterweise besitzen die 4CLLs gegenlberddesrsen Jasmonsaurevorstufen einen
strikteren Mechanismus der Substratselektion as dei Fettsduren der Fall ist. So akzeptiert
beispielsweise At5g63380 eine Bandbreite an Fettsauerschiedener Sattigungsgrade und
Kettenl&ngen, sowie hydroxylierte Fettsauren. Béeligler Jasmonsaurevorstufen aktiviert es
hingegen nur OPDA nicht jedoch das, sich nur dulein Sattigungsgrad einer Bindung
unterscheidende OPC-8 oder das um zwei Kohlenstb##en verkirzte dnOPDA.

4.5 Die Funktion der 4CLLs in der Jasmonsaurebiosythese inA. thaliana

Zur Klarung der Frage, welche den vitro beobachteten Aktivitaiten der 4CLLs mit
Jasmonsaurevorstufen auchAnthalianavon Bedeutung ist, wurden verschiedenen Einzel-,
Doppel- und Tripelmutanten voAt1g20510 At1g20500 At4g05160und At5963380isoliert
und untersucht. Zunachst zeigte sich, dass keinBftlnzen mannliche steril war, wie dies bei
einem vollstdandigen Mangel an Jasmonsaure zu ewagwesen ware (Stintet al, 2002;
von Malek et al, 2002). Biochemische Analysen der Jasmonatmemgeh Verwundung
ergaben dagegen, dass die fehlende enzymatischat@tkton At1g20510 in den Einzel- und
der Tripelmutante miAt4g05160At5963380zu einer Reduktion des Jasmonsauregehalts auf
50 — 60 % der Wildtypmenge fiihrt. Korrespondierenddieser signifikanten Absenkung der
Jasmonsauremenge war auch eine starke AkkumuldgonvVorstufen OPC-8, OPC-6 und
OPC-4 zu beobachten. Dariiber hinaus fuhrte der alusfon At1g20510 bereits in
unverwundeten Pflanzen zur Akkumulation von OPCh8 OPC-6. Diese beiden Vorstufen

entsprechen auch den untervitro-Bedingungen aktivierten Substraten, wobei OPCs3dar
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OPDA-Reduktion entsteht und das zu aktivierendepittaustrat sein sollte (Schallet al,
2000; Miersch et al, 2000). Wahrend OPC-6 durch einen Nebenweg der
Jasmonsaurebiosynthese gebildet wird und daherveéméger zentrale Rolle in der Pflanze
einnimmt (Weber et al., 1997). Entsprechend wurdeC@ in vitro von At1g20510 am
effektivsten umgesetzt. Doch aktiviert dieses Enzgnvitro auch OPDA und dnOPDA. Ob
diese beiden Vorstufen auch in der Pflanze eindivigkung unterliegen ist bislang unbekannt,
doch konnte die Aktivierung der beiden Jasmons&ustwfen zum Import ins Peroxisom
beitragen, in einem ahnlichen Prozess wie dem d#s&treimports mittelgectorial acylation

in Bakterien, Hefen und Séugetieren (Ovesdthl, 1969; Blacket al, 1992; Faegemaret al,
2001; Tonget al, 2006). Diese Vermutung steht jedoch in Widersprmit dem bislang
akzeptierten Modell der Jasmonsaurebiosynthesehdeat zundchst OPDA zu OPC-8
reduziert wird. Auch wurde bislang noch nicht usteht, ob die Reduktase OPR3 in der Lage
ist OPDA-COA als Substrat zu akzeptieren. Ein Mbder Funktion von At1g20510 in der
Jasmonsaurebiosynthese ist in Abb. 47 dargestellt.

Uberraschend bei der Analyse der internen Jasmemg@m in KnockoutLinien von
Atl1g20510war, dass OPC-4 in hohem MalRe akkumulierte. DMsestufe wird nur als
Zwischenprodukt im Verlauf dd¥-Oxidation angesehen und sollte daher nicht als fBéure,
sondern nur an CoA verestert vorgefunden werdeer@dhet al, 2000). Moglicherweise wird
durch den Ausfall der Aktivitat von At1g20510 dieOxidation der Jasmonsaurevorstufen so
gestort, dass eine Thioesterase-Aktivitat CoA vérCel abspaltet. Dieses Enzym wird fur die
Deaktivierung des Zwischenprodukts Jasmonoyl-CoAaemonséure postuliert. Da OPC-4 in
der Pflanze nicht mit hoher Effizienz wieder zumAGBster aktiviert wird, akkumuliert diese
Vorstufe zunéchst in relativ hohen Mengen.

Nachdem die Analysen dar vitro- undin vivo+unktion von At1g20510 im Rahmen dieser
Arbeit fast abgeschlossen waren, wurde die Funldieses Gens in der Arbeit einer anderen
Arbeitsgruppe publiziert (Koet al,, 2006). Diese Ergebnisse bestatigten die im Raludreser
Arbeit erhaltenen Daten. Auch diese Gruppe anatgsiden wundinduzierten Anstieg der
Jasmonsauremenge kmnockout-Pflanzen des Gemst1g20510und fand eine Reduktion des
Jasmonsauregehalts auf 50 — 60 % des Wildtyplev@is. publiziertenin vitro-Daten
beschranken sich auf die Untersuchung zum Um&atzZOPDA und OPC-8 durch heterolog



122 Diskussion

exprimiertes Protein, eine Aktivierung der weiteBubstrate dnOPDA und OPC-6 wurde nicht
untersucht. Eine genaue enzymkinetische Charaieensy ist nicht ausfuhrlich dargelegt. Es
werden lediglich zwei lg-Werte angegeben, die prinzipiell den in diesereffriermittelten
Werten entsprechen. Fur OPDA wurde fir Atlg20510 Ky von 24 uM angegeben, dies
entspricht dem in dieser Arbeit ermittelten Werh\a&y uM = 13 uM. Fir OPC-8 wird ein\K
von 45 uM angegeben, wahrend in dieser Arbeit Bliobaelis-Konstante von 19 uM + 4 uM
ermittelt wurde. Der Grund fur diese leichte Diglarz lasst sich nicht klaren, da in der
publizierten Arbeit (Kooet al, 2006) weder eine Standardabweichung noch weitere
enzymkinetische Parameter angegeben wurden. Erjdidgch moglicherweise in der Reinheit
der eingesetzten Substrate begriindet.

Zusatzlich zu den oben beschriebenen 4CLLs wurdsh dir At1g62940 eindan vitro-
Aktivitdt gegenuber OPC-8 gefunden. AufRerdem ist Werlustmutante vorAt1g62940
mannlich steril Riken Arabidopsis Phenome Information Databaseromori et al, 2006).
Somit ware eine Funktion des Enzyms in der Aktiwigy von Jasmonsaurevorstufen maglich,
da Mutanten wie dde2-2 oder opr3, deren Genprodukte essentiell fir die
Jasmonsaurebiosynthese sind, ebenfalls eine miar8ierilitat aufweisen (Stintet al, 2002;
von Maleket al, 2002). Ein weitergehender Vergleich mit dieseatditen zeigt jedoch, dass
eine Beteiligung von At1g62940 an der Jasmonsaosghthese eher unwahrscheinlich ist. So
sind opr3-Mutanten mannlich steril, kdnnen aber durch Apgibn von Methyljasmonat auf
die Bluten ihre Fertilitdt wieder erlangen. Diedigt allerdings nur wenn sich die Bliten im
Entwicklungsstadium 12 befinden (Stineti al, 2002). At1g62940 ist aber spezifisch nur im
Stadium neun der Blitenentwicklung exprimiert (Murat al, 2007). Da der Ubergang vom
Stadium neun in das Stadium 12 drei Tage dauertyitSmt al, 1990), lasst dies eine
Beteiligung von At1g62940 an der Jasmonsaurebibgget eher unwahrscheinlich erscheinen.
Eine wahrscheinliche Funktion dieses Enzyms in Aktivierung von Fettsduren in der
Pollenentwicklung wurde bereits in Kap. 4.3 dis&rtti

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von defGuhE mitin vitro-Aktivitaten gegeniber
Jasmonsaurevorstufen anscheinendAinthaliana nur At1g20510 an der Aktivierung von
Jasmonsaurevorstufen beteiligt ist, wahrend flrithegen vier Enzyme dies zumindest unter

den untersuchten Bedingungen und Entwicklungsstatke Pflanze nicht zutrifftKnock-out
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dargestellte Mdglichkeit, dass OPDA vor der Reduktion aktiviert wird ergibt sich aus
dem Substratspektrum von Atlg20510. In diesem Fall ware auch ein Import tber
einen vectorial acylation-Mechanismus mdglich.
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Pflanzen vonAt1g20510weisen jedoch noch geniigend Jasmonsaure auf umeh rdaher
keinen makroskopischen Phanotyp. Daraus lasstsidiel3en, dass weitere Adenylat bildende
Enzyme inA. thalianaan der Jasmonsaurebiosynthese beteiligt sein miBse Stammbaum
der 4CLLs umfasst noch 15 weitere Enzyme, die @rmiBtls noch uncharakterisiert sind.
Somit besteht die Mdoglichkeit, dass sich hier weiteJasmonséaurebiosynthese-Enzyme

identifizieren lassen.

4.6 Die Wirkung von Jasmonaten auf die Genexpressialer 4CLLs

Ein gemeinsames Merkmal der an der Jasmonsaurelhesg beteiligten Enzyme ist, dass die
Expression der korrespondierenden Gene durch dapréasukt Jasmonséure koordiniert
aktiviert wird, d.h. einem positivefreedbackMechanismus unterliegt. Da Jasmonsaure als
Mediator der Resistenz gegen Herbivoren fungiertduziert eine Verwundung des
Pflanzengewebes die Biosynthese und somit die Bxme vonAOS, AOC, LOX, OPRS3
(Sasakiet al, 2001; Howeet al, 2000; Maucheet al, 2000; Ziegleet al, 2000).

Da At1g20510 eine Funktion in der Jasmonsaurebtbege zugewiesen werden konnte, wurde
Uberprift, ob auch seine Genexpression dieser kiieaigtischen Aktivierung unterliegt. Dazu
wurden zunachst Reportergenpflanzen erstellt. DAraalyse zeigte, dass die Expression von
At1g20510in den Blattern adulter Pflanze hauptsachlich dag Leitgewebe konzentriert ist,
bei Verwundung jedoch stark induziert wird und sitier die gesamte Blattflache ausbreitet.
Auch eine Behandlung der Pflanzen mit phytopathegeBakterien oder mit Jasmonaten fuhrt
zu einer starken Induktion der Genexpression. Somitde die Existenz des positiven
FeedbackMechanismus auch fur die CoA-Ligase der Jasmoeb#synthese bestétigt. Ein
Vergleich mit publizierten Reporterpflanzen vA@S LOX3 undLOX4, deren Genprodukte an
der Jasmonsaurebiosynthese beteiligt sind, zeidierdem, dass alle ein identisches
Expressionsmuster in den Leitgeweben der Pflandeesgen (Kubigsteltiget al, 1999;
Vellosillo et al, 2007). Da fur Jasmonsaure eine Funktion als $@meckensignal in der
systemisch induzierten Resistenz (SAR) der Pflapeggen Pseudomonaden nachgewiesen
wurde, entspricht die Lokalisierung der Biosyntleesyme im Leitgewebe der Pflanze der
postulierten Rolle von Jasmonsaure in der Sigmathaktion (Trumaret al, 2007). Auch im

Rahmen dieser Arbeit konnte bei der Analyse deroReppflanzen vonAt1g20510eine
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Induktion der Genexpression durch die Infiltratieon phytopathogenen Pseudomonaden
beobachtet werden.

AulRerdem wurde in diesen Linien die Aktivierung desomotors vonAt1g20510durch
unterschiedliche Jasmonate untersucht. Dabei zeigigh, dass Jasmonsaure und
Methyljasmonat im Vergleich mit anderen Jasmonatieer schwache Aktivatoren sind. Von
den naturlich vorkommenden Jasmonaten hatten ORDAOPC-8 den starksten Effekt auf die
Genexpression. Im Gegensatz dazu wurden jedoctExiieession in Kontrollpflanzen mit
einem LOX2Promotor am starksten durch Methyljasmonat und Haskettige OPC-4
aktiviert. Diese Unterschiede kdonnten darauf hiserj dass die Expression vAtlg20510
und moglicherweise aller Enzyme des zweiten, psmwralen Syntheseabschnitts durch einen
bislang nicht beschriebené&redforwardMechanismus reguliert wird. Fur eine abschliel3ende
Klarung bedarf es allerdings noch weiterer Analysdieispielsweise mit weiteren
Reportergenpflanzen von Enzymen aus den unterdudied Abschnitten der
Jasmonséaurebiosynthese.

Interessanterweise aktivierten OPDA und OPC-8 deme3pression vomtlg20510gleich
stark. Bislang wurde angenommen, dass OPDA dievigkting der Genexpression uber die
a,p-ungesattigte Bindung des Kohlenstoffs vermittélin{éraset al, 2003). Da OPC-8 aber
das reduzierte Molekul darstellt, ist offensichtlieher die Lange der Seitenkette entscheidend.
Korrespondierend dazu aktiviert das zweite Molekidls einen,p-ungesattigte Bindung tragt,
aber eine kirzere Seitenkette besitzt, dnOPDAGdiBexpression eher schwach. Dieser Effekt
wurde auch in einer anderen Genexpressionsstudigabbtet und regt zum Uberdenken des
bislang akzeptierten Modells der Signalmediation yasmonaten an (Tadd al, 2005).

Da die Analyse der Mutanten vaktlg20510auf die Existenz weiterer CoA-Ligasen in der
Jasmonsaurebiosynthese hindeutet, wurden alle 4&ane einerin silico-Analyse der
Koexpression mit Genen der Jasmonsaurebiosynthresezagen. Hierbei zeigte sich jedoch,
dass nur Atlg20510 signifikante  Ko-Regulation mit weiteren Genen der
Jasmonsaurebiosynthese, WHPR3 oder LOX3 sowie mit dem Transkriptionsfaktor der
JasmonsauresignaltransduktidY C2 aufweist. Die Expressionsanalysen von verwundeten
Pflanzen mittels RT-PCR-Analyse ergab, dass auetEgpression der 4CLLAt1g20490und
At5g38120 durch die Verwundung stimuliert wird. BeAt1g20490 handelt es sich
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wahrscheinlich um ein Pseudogen. Fir At5g38120 tobislang in keinem Test ein Substrat
oder eine Aktivitat identifiziert werden. Daher Ifitsich dieses 4CLL als der bislang einzig
weitere Kandidat einer Jasmonsaurevorstufen akénden CoA-Ligase heraus und sollte in

Zukunft weiter analysiert werden.

4.7 Die Funktion der 4CLLs At4g05160 und At5g63380n Auxinmetabolismus

Die Gesamtarchitektur einer Pflanze und viele Wiachs- und Entwicklungsprozesse werden
durch Auxine, insbesondere IAA, gesteuert (Davi@85). In A. thalianawird I1AA unter
anderem in Form von IBA gespeichert (Ludwig-Mukral, 1993 a und b; Bartet al, 2001,
Zolman et al, 2007). Da IBA im Vergleich zu IAA eine um einghlgleneinheit verlangert
Seitenkette besitzt, ist zur Freisetzung von IAA #BA ein B-Oxidationszyklus notwendig.
Dieser Abbau durch peroxisomgeOxidation ist bis auf wenige Schritte bereits akigrt
(Eastmoncet al, 2000; Adhanet al, 2005; Richmonet al, 1999; Rylottet al, 2006; Zolman

et al, 2000; Castilloet al, 2006). Die Identitat der notwendigen IBA:CoA-kge war inA.
thaliana allerdings bislang unbekannt (Bartdl al, 2001; Zolmaret al, 2007). Analog zum
Mechanismus dep-Oxidation von IBA wird auch das synthetische Aud@-DB zu 2,4-D
verkirzt. Dabei ist bei den bislang identifiziertenzymen eine Funktion im Abbau von IBA
immer mit derselben Rolle in dprOxidation von 2,4-DB gekoppelt (Zolma al.,, 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 4CLLs auf didikeit zur Aktivierung von IBA und
2,4-DB hin untersucht. Untein vitro-Bedingungen zeigte sich, dass At4g05160 und
At5g63380 neben ihrer vornehmlichen Aktivitat masthonséaurevorstufen und Fettsduren auch
eine geringe Aktivitat mit IBA und 2,4-DB aufweiseBeide setzen die Prohormone 2,4-DB
und IBAin vitro um, allerdings mit einer erheblich geringeren Kifatat als Fettsduren; so ist
die katalytische Effizienz von At4g05160 mit Nonanse um das 230-fache hoher als die fur
2,4-DB. Dennoch konnte mit Hilfe von massenspeké&wischen Untersuchungen eindeutig die
Entstehung der CoA-Ester von IBA und 2,4-DB untevitro-Bedingungen durch At4g05160
nachgewiesen werden. Somit I&sst sich festhaltess At4g0516@n vitro als CoA-Ligase von
IBA und 2,4-DB fungieren kann. Ahnliches trifft wveutlich auch auf At5g63380 zu, die

entsprechenden massenspektroskopischen Unterswrhstaipen allerdings noch aus.
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Offenbar ist das breite Substratspektrum vielenyEren des IBA-Metabolismus gemein. Es
wurde sowohl fir das Multifunktionsprotein AIM1, Wé@BC-Transporter CTS1 als auch die
Thiolase KAT2 gefunden, dass sie nicht nur am Abbaw IBA beteiligt sind, sondern auch
eine Funktion in derp-Oxidation von Fettsduren oder Jasmonsaurevorstifesitzen
(Richmondet al, 1999; Zolmaret al, 2000 und 2001; Footi#t al, 2002). Auch die Acyl-
CoA-Oxidasen ACX1, ACX3 und ACX4 oxidieren Fettsé@imrund weisen daban vitro ein
vollig unterschiedliches Substratspektrum auf. AtlerrespondierendeiKnock-outPflanzen
zeigen aber eine erhohte Resistenz gegeniber IB&a@tiet al, 1999; Hookset al, 1999;
Eastmondet al, 2000; Fromaret al, 2000; Adhamet al, 2005). Bislang konnte jedoch der
Umsatz von IBA-CoA durch die Oxidasen nicht anaysiverden, da IBA-CoA kommerziell
nicht erhdltlich ist und bislang die Synthesevelnguanter Einsatz einer mikrobiellen Acyl-
CoA-Synthetase scheiterten (Zolmast al, 2007). Moglicherweise konnte At4g05160
zukUnftig fur die Synthese von IBA-C0A eingesetarden.

Die Untersuchung der Funktion von At4g05160 undg&fi380in planta zeigte, dass die
Doppelmutante eine Resistenz gegeniuber externesDR,4nd IBA, nicht aber gegen 2,4-D
und IAA aufweist, wahrend im Wildtyp alle vier Suészen zu einer Hemmung des
Wurzelwachstums fiihren. Dies deutet darauf hins dhs Aktivierung zum CoA-Ester eine
notwendige Voraussetzung fiur dieOxidation von 2,4-DB und IBA ist, die von At4g0316
und At5g63380 ausgefiihrt wird. Eine Expression eatsprechenden cDNAs in den
Doppelmutanten fuhrt wiederum zur erhéhten Sernsitivgegentiber den Auxinen. Die
abschliel3ende Bestimmung der internen Auxin-Merigel Tage alten Pflanzen ergab, dass
die Doppelmutanten erhohte Mengen an freier IBA emiedrigte Mengen an IAA, jedoch
konstante Mengen der konjugierten Auxine, im Vaogleum Wildtyp aufweisen.

Alle diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass tig@5160 und At5g63380 erstmalig zwei
Enzyme identifiziert werden konnten, welche IBA udd-DB zu den entsprechenden CoA-
Estern aktivieren kdnnen, wobei At4g05160 wahrsdiedi eine bedeutendere Funktion
zukommt. Ein Modell der Funktion beider Enzymeiinthalianaist in Abb. 46 dargestellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen die Funktion IBA als Speichervariante von IAA, da
die Erhéhung der Level an freier IBA durch eineindd in derp-Oxidation sich direkt auf die

Menge an freier IAA in der Pflanze auswirkt. Da 8erdnderung der Menge an IBA keine
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Auswirkungen auf den Phanotyp der Mutante hat sthiE8BA keine eigene Wirkung zu
besitzen. Jedoch tritt bei einigen anderen Mutamtes IBA-Metabolismus eine veranderte
Anzahl von Seitenwurzeln auf (Zolma al, 2001 und 2004; Woodwakt al, 2005). Daher
sind enzymatisch redundante CoA-Ligase-Aktivitaten At4g05160 und At5g63380
anzunehmen. Hierfur kdmen die Ubrigen 15, bishehtncharakterisierten 4CLLs aus.
thaliana in Frage. Ausgeschlossen werden kdnnen hingege@SBAund LACS7. Die
lacs@lacs-Doppelmutante der beiden am Fettsdureabbau lggteiliEnzyme zeigt keine
Resistenz gegenuber 2,4-DB (Fuktaal, 2004). Da eine Resistenz gegenuber 2,4-DB lgslan
immer mit einer Resistenz gegentber IBA gekoppelt, wesitzen die beiden LACS wohl
keine IBA:CoA-Ligase-Aktivitat (Zolmaet al, 2000).

Darlber hinaus war bei der Analyse der gewebespelzd Expression voAt5g63380durch
Reportergenpflanzen ein interessantes Expressi@iemmu beobachten. In Reporterpflanzen
im Okotyp Col0 wurdeAt5g63380spezifisch verstarkt in einer Gruppe von Mesosjién
direkt unter den Blatthaaren exprimiert. Im tricHosen Okotyp Col5 war eine entsprechend
verstarkte Expression des Reportergens nicht mehsehen. Somit besitAt5963380ein
Trichom assoziiertes Expressionsmuster. Die sgeni#i Mesophylizellgruppe ist bislang noch
nicht im Zusammenhang mit Trichomen beschrieberderr Doch kann die Existenz dieses
Proteins unter den Blatthaaren moéglicherweise et duxinmetabolismus in Zusammenhang
gebracht werden. So wurde gezeigt, dass Trichom&. bBdesophylizellen sekundare
Produktionsorte fir freies Auxin sind und eine Rollin der Auxin gesteuerten
Blattmorphogenese einnehmen (Al@tial, 2003). Einen direkten Einfluss auf die Anzahtlun
Morphologie der Blatthaare scheint At5g63380 hirgegicht zu besitzen, da diese in Doppel-
knock-outPflanzen der GeneéAt5g63380 und At4g05160 im Vergleich zum Wildtyp

unverandert waren.

4.8 Weitere Funktionen von 4CLLs

Fur vier weitere Vertreter der 4CLLs (At3g489901620480, At1g20490, At5g38120) wurden
bereits zuvor und im Rahmen dieser Arbeit Unteraogen durchgefuhrt (Doktorarbeit K.
Schneider). Die bisherigen Ergebnisse lassen brsher keine eindeutige Funktion erkennen.

Da von At1g20490 keine vollstandige cDNA identiéiti werden kann, scheint es sich um ein
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Pseudogen zu handeln. Im Gegensatz dazu waren @4&Q2und At5g38120 in keinem der
Tests enzymatisch aktiv. Moglicherweise bendtigea bleiden Enzyme zur Aktivierung
posttranslationale Modifizierungen, die bei einestelnologen Expression i&. coli nicht
eingefuihrt werden, oder andere Substrate, die mn hidgher angebotenen Auswahl nicht
untersucht wurden. Von At3g48990 konnte erstmaiige eenzymatische Aktivitat detektiert
werden, die Identitdt des akzeptierten Substratgedoch bislang unbekannt. Dieses Enzym
setzte in vitro CoA- und ATP-abhéangig eine Verunreinigung in dehafge des 4-
Hydroxyphenylpyruvats um, wie durch die chromatpbiache Auftrennung dieses
Substanzgemisches gezeigt werden konnte. Vermuthadelt es sich bei diesem Substrat um
eine Substanz des allgemeinen, primaren Stoffwégdsehehens id\. thaliang da das Gen
At3g48990in sehr groler Menge und konstitutiv in allen Gleere exprimiert ist (Shockest
al., 2003). Von besonderem Interesse ist die Funktimses Enzyms deshalb, weil eine
Mutante identifiziert wurde, die einen drastischi2efekt in der Wurzelentwicklung besitzt

(personliche Kommunikation P. Eastmond).

4.9 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die weitere Charakterisierung der 4CLLs @&ugshalianawar erfolgreich. Es zeigte sich, dass
die Strategie von dein vitro-Aktivitat ausgehend dién vivo-Funktion zu untersuchen auf
Grund der hohen enzymatischen Redundanz in digsgmifamilie sinnvoll war. Die Gruppe
B der 4CLLs wurde somit als eine neue Gruppe voyl-@oA-Synthetasen identifiziert, die
entgegen den bislang etablierten LACS dem prokegtatn Typus entsprechen. Damit stellen
sich interessante Fragen, sowohl nach der Evolagorgesamten Enzymfamilie A thaliang

als auch nach dem Mechanismus der Substratselekdonsetzen einige 4CLLs sowohl
gesattigte als auch ungesattigte Fettsauren vedsemster Kettenlangen um, aktivieren
andererseits aber nur eine einzige Jasmonséaureferglie Untersuchung des Mechanismus
der Substratselektion kdnnte einerseits durch digklArung der Kristallstruktur erfolgen,
andererseits waren auch die Grundlagen fir die Hhilincung einesdirected evolution
Ansatzes gegeben.

AulRerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit zuvor nidentifizierte Enzymaktivitaten in

wichtigen Stoffwechselwegen beschrieben. So konntan Metabolismus der Hormone
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Jasmonsaure und Auxin die aktivierenden enzyniaisdktivitaten, also eine OPC-8:CoA-
Ligase und zwei IBA:CoA-Ligasen charakterisiert dem. Analysen der entsprechenden
Mutanten zeigten die Komplexitat des enzymatisddetzwerks in der Pflanze auf. In Zukunft
wird wohl die grofdte Herausforderung zur weitereha@kterisierung von 4CLLs in der
Uberwindung der enzymatischen Redundanz der CoAsdeq liegen. Dazu wéare es zunachst
sinnvoll, der Strategie weiter zu folgen und einesBnmung derin vitro-Aktivitat der
verbleibenden, noch uncharakterisierten 15 4CLLzltwfihren. Dann kdnnte eine gezielte
weitere funktionale Analyse imA. thaliana tUber die Erstellung von Mehrfachmutanten
durchgefiihrt werden. Korrespondierend zu der Vidlzean noch uncharakterisierten Enzymen
werden auf Grund von Vergleichen mit priméren uaklusdéaren Stoffwechselwegen anderer
Organismen noch weitere, bislang unidentifizierteAc.igase-Aktivitdten inA. thaliana
postuliert. So werden beispielsweise im Dicarboxgktabolismus Malat:CoA-Ligasen, im
Geraniol-Abbau Citronellat:CoA-Ligase und im Stoffehsel der aromatischen Aminosauren

Tyrosin und Phenylalanin Hydroxyphenylacetat: Cofdsen vermutet.
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Anhang: Gesamtergebnisse des Luciferasetests aller gete4€@itLs (2 h Inkubationszeit)

Inkubationszeit: 2h
Substrat 4CLZ2WT* | Atlgb2940* | Atdg19010* | AdgD5H160" | Athg63380™
Zimtsaure-Derivate
Zimtadure 495 102 4 204 1181 B5 5
2-Cumarsiure 334 72 a5 4 F3 5 f.t.
3-Cumarsdure 50 /B2 a1,1 aa,2 n.t.
4 Cumarsdure 40 1019 18,2 1055 00
Kaffeesdure 43 96 4 365 95 6 BY 2
Ferulasiure 498 1067 5.3 147 7 934
Sinapinsdute 1023 104 7 740 103,58 1201
cllethylZimtadure 895 79 hR 735 7 f.t.
Fettsduren
Acetat g6 5 a7 1 106 4 99 4 849
Propansiue 1.3 B0 .8 1082 1067 a7 7
Butansiure 97 1 a0,2 a0 & 809 a5 7
Pentansdure 110,1 a5 2 15,2 23,2 B7 1
Hexanséure 45 8 a3,2 55 1.1 47 0
Heptansiure 261 768 77 55 203
Cictansdure 704 ad.7 178 17 8 7
Honansdure 540 107 2 17,7 431 o1
Diecansiure 933 7 A 2 11,0 1.0
Dindecansdure 1090 g2 5k 17 .3 247 3
Tetradecansiure g84.7 59,1 93 02 0.8
Hexadecansdure 93k 5149 24 5 01 20
Oictade cansdure a7 8 295 54 2 02 0.4
Cladure g4 3 46 4 B3,2 0,1 3.2
Linolensdure 1113 45 F 17 4 01 15
Linolsdure 1093 428 253 0,1 0.1
JAVorstufen
CFDA 1015 9.7 1.7 21,2 0.2
dnCPDLs 93,1 a1 ! 341 103 5
OPC 2 1105 M7 a7 a 41,2 221
OPCé 957 e a2a 53 824
QPC 4 95 4 20,3 aa,3 46 6 295
JA, 106 5 96 3 a9 0 109 6 1183
Phenyl-Fettsduren
b &cetat 95 & 753 B4 1 0.3 g1
IH ¢ Acetat 95,7 765 721 g39 r.t.
iH ¢ Acetat 1038 8.7 a6 3 ao b r.t.
4H ¢ Acetat /68 933 G110 773 834
IM ¢ Acetat 107 .7 B35 737 919 r.t.
34D ¢ Acetat g7 1 111,1 B4 & 885 r.t.
¢ Prapansiure 21 B0 5 B2 1 91,7 BB 3
4H ¢ Propansiure 34,1 52 45 2 82,3 BB 2
JH 3M ¢ Propansdute 1199 G777 53,2 732 /0.4
3.4 DM ¢ Propanséure 108 4 752 G5 8 728 95 4
4 ¢ Butanséure 127 0 95 3 918 30 g5 4
ZH 4MI ¢ Butansdure ga0 71,1 a0 & 93 4 fk=i
3 ¢ Pentansdure 1170 458 a81.1 e 592
3 ¢ Lactat 9248 B7 5 74,2 97 5 723
4H ¢ Pyravat 97 4 25,1 a5 0 a7 9 r.t.
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Substrat 4CLZWT* | At1g62940* | Atdg19010* | AtdgD5160* | Athg63380=
Benzoat-Derivate
Benzoesdure a9 3 104 4 024 138 5 848
Salicylsdure 1008 1134 1060 123 5 828
3-H Benzoesiute 1007 o0 2 104 3 1627 n.t.
4 H Benzoesiure 1152 o 4 114 B a6.2 119 8
2,3 DH Benzoesdute 127 10 97 8 M3r 156 9 n.t.
2,4 DH Benzoesdute 1293 a4 8 1M25 1162 f.1.
3.4 DH Benzoesdute 9245 11858 94 3 906 f.1.
3,5 DH Benzoesdute 187 1005 103 5 938 h.t.
M Benzoesiure 95 5 G4 2 o7 2 RS 5 h.t.
30 Benzoesiure 1067 935 == 107 3 n.t.
I Benzoesiure 91k o990 o9 2 =] n.t.
2H 3M Benmoesdute 1083 |30 ik 1150 n.t.
2H 4M Berzoesiute 1639 3 |30 o5 7 o0 B n.t.
3.5 DI Benzoesdure 145 5 a0 3 990 883 n.t.
4H 3,5 DM Benzoesdure 957 933 9358 o983 B35
Vanillinsdure 1012 905 1111 105 5 8939
2-Amino-Benzamid 1451 914 1010 571 n.t.
3H 1 Propansdure 1107 738 Fa0 (= h.t.
orHydrowy ¢ Acetat 1011 27 101 A 765 a1 .4
3H IMandelsdure 956 a0.2 =1 g3 5 h.t.
4H Mandelsdure 1185 100 4 853 794 h.t.
3H 40 Mandelsdure 97 .3 78,3 o045 1010 h.t.
Auxine
Indolessigsdure 104 9 fi=p B 4 987 13,7
Indolpropansdure 798 72h 518 923 n.t.
Indolbatans dure 1095 E7 G 72 585 ga0
2 4-Dichlorophenoiy-
essigsiure f.t. r.t. 825 1051 87 3
2,4 Dichlorophenomy-
huttersdure f.t1. n.t. 1a.7 135 B8 5
Aminosiiure-Derivate
Phenylalanin 97 b 29 4 o7 20,4 a1 a8
Prolin 720 Ei=wid 773 799 h.t.
Hydroxyprolin 1212 1159 o34 97 B n.t.
Izoleucin 959 78,2 855 o5 9 1192
2-Methylpropans dure 987 926 a4 S| f.1.
2-Methylbutansdure a0 a8 78k a7 4o 1059 f.1.
3-Methylbutansdure 1154 832 a7 0 931 h.t.
4 M ethylpentansdure 938 49 129 2B 5072
Carnitin n.1. n.t. n.t. n.ti. n.t.
Sonstige
Propandisdure a2 5 fi=3=] 745 1059 =
Butandisdure 107 3 74 6 a5 4 a7 4 1127
Lactat 106 0 E1.3 85,5 855 n.t.
Heptandizdure 10556 572 B33 723 n.t.
Shikimat 12685 950 895 926 n.t.
Chinasiure 15189 B7 .2 928 100 6 h.t.
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Substrat Athg3s120™" | Atl1g20500" | At1g20510 | Atlg20480 | At3g48990
Zimtsaure-Derivate
Zimts dure 052 E7 .7 B85 .2 835 1102
2-Cumarsiure a7 .9 BB 5 96 5 70,1 921
3-Cumarsiure 81,7 20,0 12272 o0.4 8a.8
4 Cumarsiure 721 45 9 21,1 B3 .6 823
Kaffeesdure a1,0 E0.9 923 B3,2 757
Ferulasiure a67 269 1230 oa8.2 29 5
Binapinsdure 50,8 8.1 843 823 100 3
ol ethylZimtsdure a0 5 114 3 n.t. n.t. 712
Fettsiuren
Acetat aa.7 107 & 796 895 91,2
Propanséure 108 3 97 4 a6 4 812 922
Butansiure 97 2 105 6 a7 .7 205 916
Pentanséure 774 91,3 20,0 1039 90,1
Hexansiure 792 927 77 h 1000 74 B
Heptanséure 778 a6.7 B2 56 107 3 BB B
Clctansdure 102 2 117 7 75 100 & 25 6
Honansiure 1051 a1.8 a6,1 1117 1111
Decansiure 299 o905 9.2 1036 163 3
Diodecansiure 97 5 418 004 1035 |90
Tetradecansdure a7 .7 44 5 01 938 9145
Hexadecansiure 918 B30 3 B22 94 9
Octadecansdure o953 47 95 B85 B 1056 5
Olsdure B0.5 44 B 1.2 45 6 n.t.
Linolenséure 99 3 47 5 5943 97 5 1535
Linolsdure 72 490 78,0 8238 87 .5
JAVorstufen
COPD A 104 8 26,1 0& 745 1215
dnOPDA a7 .3 o6,2 6.8 71,2 1140
OPC 2 G4 5 15 02 o953 128 4
OPC @ 101 3 3.7 0& 97 5 1117
OPC 4 94 5 934 47 B 02.a 1210
JA 591,48 102 4 E7 5 80,1 1019
Phenyl-Fettsiuren
¢ Acetat a8.9 71,2 a81.3 1011 n.t.
2H ¢ Acetat 768 1017 n.t. 829 100 8
IH ¢ Acetat 21,0 o0 .4 n.t. 83,2 o099 5
4H ¢ Acetat a1.2 936 54 8 B33 n.t.
M o Acetat 78,8 a6 4 n.t. 728 102 2
34D o Acetat o0 .4 11456 n.t. o5 ,2 97 .3
¢ Propansdure a5 0 = 714 821 107 B
4H ¢ Propanséure 81,2 B8 3 n.t. a9.0 Bk
4H 30 o Propansiure 1030 E19 n.t. a0 3 a5 4
3.4 DM o Propansiure aa 0 520 74 4 538 109 3
4 ¢ Butansdure 099 5 81,3 B7.0 97 5 937
2H 4MI¢ Butansiure 877 734 75,1 o269 =
5 ¢ Pentansiure 93,2 76,2 593 977 1029
3 ¢ Lactat 83,0 107 B n.t. 93,1 a6 5
4H ¢ Pyruavat 915 a7 b n.t. a4 4 497
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Substrat At5g38120" | At1g20500" | At1920510 | At1g20480 | At3g48990
Benzoat-Derivate
Benzoesdure a7 a5 3 A5 1 = 890
Salicylsdure 1009 ‘6.5 1127 3,2 a9 8
3-H Benzoesiute a0 g 50 n.t. 935 927
4 H Benzoesiute aon 762 65,1 506 B9 5
2,3 DH Benzoesdute 853 718 r.t. 9559 547
2,4 DH Benzoesdute o) BE7 r.t. i h BE O
3.4 DH Benzoesdute 825 714 r.t. a8 1020
3,5 DH Benzoesdute 718 F33 r.t. R5 B 741
M Benzoesiure 989 B4 r.t. B34 4B
30 Benzoesiure 106 4 B30 n.t. B27 848
I Benzoesiure 943 B4 2 n.t. 10 1015
2H 3M Benmoesdute R Sa.0 n.t. BE 4 a5
2H 4M Berzoesiute 7B 3 a0 n.t. 49 4 1028
3.5 DI Benzoesdure B3 7 a4.0 n.t. G671 BG 0
4H 3,5 DM Benzoesdure 97 4 788 823 720 855
Vanillinsdure 770 769 110 8 G4 0 B9 5
2-Amino-Benzamid 78,0 798 n.t. E5,3 801
3H 1 Propansdure 94 6 107 8 r.t. 713 108 6
orHydrowy ¢ Acetat 957 91,8 116 4 BR .7 840
3H IMandelsdure 828 a4 9 r.t. B9 4 8/ b
JH M andelsdure 930 a70 n.t. E1,2 F4h
3H 40 Mandelsdure 114 1 826 n.t. 920 732
Auxine
Indolessigsdure a99 928 76,1 956 g5 9
Indolpropansdure =N 1027 r.t. 905 Ja b
Indolbatans dure 931 a4 8 04 aa.7 811
2 4-Dichlorophenoiy-
essigsiure f.t. 1617 835 h.t. 11289
2,4 Dichlorophenomy-
huttersdure f.t1. 1168 103 3 h.t. 1528
Aminosiiure-Derivate
Phenylalanin a1.2 935 1025 aa,0 a7 2
Prolin 93,0 936 n.t. a1.7 92 6
Hydroxyprolin 94 9 1090 n.t. 53,2 a0 5
Izoleucin atl.7 it s 95 8 740 1091
2-Methylpropans dure 94 5 94 9 r.t. FOE f.1.
2-Methylbutansdure 853 826 r.t. RSB B4 2
3-Methylbutansdure aa7 951 r.t. 73k 1103
4 M ethylpentansdure 841 318 916 723 1422
Carnitit n.t. n.t. n.t. n.t. a3 .2
Sonstige
Propandisdure a5 854 a4 8 E7 9 &7 3
Butandisdure 733 94 6 858 70,4 100 5
Lactat 799 99,0 83,0 G8,7 96 2
Heptandizdure 96 956 r.t. r.1. 100 6
Shikimat a6 4 73,3 n.t. a7 1 1133
Chinasiure a5k 1241 n.t. B9 9 114 2
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