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Nein, nein, vorstellen kann man sich nichts auf der Welt, nicht das Geringste. Es ist
alles aus so viel einzigen Einzelheiten zusammengesetzt, die sich nicht absehen lassen.
Im Einbilden geht man iiber sie hinweg und merkt nicht,
dass sie fehlen, schnell wie man ist.

Die Wirklichkeiten aber sind langsam und unbeschreiblich ausfiihrlich.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Plastiden als typisch pflanzliche Organellen

Flowers are the smile of our earth (Ralph Waldo Emerson) - Pflanzen sind fiir uns
Menschen lebensnotwendig. Ohne sie wére die Welt nicht nur farbloser, uns fehlte
auch die Luft zum Atmen! Nur Pflanzen sind durch die Photosynthese in der Lage,
atmosphaérisches Kohlendioxid in organische Kohlenstoffverbindungen zu fixieren;
dieser Prozess setzt Sauerstoff frei und findet in einem spezifisch pflanzlichen
Organell, den griinen Plastiden (Chloroplasten), statt.

Da Plastiden das charakteristische Organell der Pflanzen sind, ist das Verstdndnis
ihres Stoffwechsels von besonderem Interesse. Der Ursprung der Plastiden, die von
einer doppelten Hiillmembran umgeben sind, wird durch die sog.
Endosymbiontentheorie erklirt, wonach eine cyanobakteriendhnliche prokaryotische
Zelle von der Urpflanzenzelle aufgenommen wurde. Die heutigen Verwandten der
photosynthetisch aktiven prokaryotischen Endosymbionten sind Cyanobakterien wie
z.[B. Synechocystis. Cyanobakterien werden von zwei unabhidngigen
Membransystemen umgeben, der Plasmamembran und einer &ufleren
Lipopolysaccharidlage. Diese beiden Membransysteme werden durch eine
Peptidoglukanschicht getrennt. Die plastiddre innere Membran entspricht der
prokaryotischen Plasmamembran. Der Ursprung der duleren Membran ist nicht
vollig geklart (Cavalier-Smith, 2000; Keegstra et al., 1984). Die Anwesenheit von
Galaktolipiden und Karotinoiden sowohl in der prokaryotischen dufleren Membran
als auch in der dufleren Plastidenhiille unterstiitzt deren prokaryotischen Ursprung.
Auch wurde vor kurzem in der duSeren Membran von Synechocystis PCC6803 das
Protein SynToc75, ein Homolog zum Translokationskanal Toc75 der &dufleren
Plastidenmembran, identifiziert (Bolter et al., 1998; Reumann et al., 1999). Allerdings
wird das typisch eukaryotische Lipid Phosphatidylcholin nur in der &dufleren
Plastidenmembran gefunden, wo es den Hauptanteil der polaren Lipide bildet
(Dorne et al., 1990), was wiederum den eukaryotischen Ursprung favorisiert.
Wahrend der Evolution gingen mehr als 95% der Cyanobakteriengene der Plastiden
verloren oder wurden in den Nukleus der Wirtszelle transferiert (Martin und
Herrmann, 1998). Diese kernkodierten, plastiddren Proteine benétigten nun eine
Prasequenz (Transitpeptid), welche sie zu den Plastiden dirigierte. Obwohl es einige
Hinweise fiir die Entstehung der Signalsequenz durch Mutationen gibt, wird auch
vorgeschlagen, dass das Transitpeptid nachtréglich an den N-Terminus eines in den
Nukleus der Wirtszelle transferierten Endosymbiontengens durch den Mechanismus
des exon/shuffling angehidngt wurde (Gantt et al., 1991; Wolter et al., 1988).

In den letzten Jahren wurden verschiedene Proteine, die am Im- oder Export von
Substraten beteiligt sind, durch biochemische und elektrophysiologische Ansitze
charakterisiert, einige wurden auf molekularer Ebene identifiziert.
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1.2. Transportprozesse uber die Plastidenhiille

Die duflere Plastidenmembran enthilt mehrere Porin-dhnliche Proteine, von denen
man annahm, sie vermittelten die unspezifische Permeation verschiedener
Metabolite. Es stellte sich aber heraus, dass sie eine ausgepragte Substratspezifitit
besitzen und reguliert sind. Daher ist der Raum zwischen den beiden Membranen
nicht so frei zugénglich, wie bisher angenommen wurde (Fliigge, 2000; Soll et al.,
2000).

Mehrere Transportproteine der inneren Chloroplastenmembran wurden genauer
untersucht. So konnten u.la. Glukose- und Maltosetransportvorgénge beobachtet
werden (Herold et al., 1981; Rost et al., 1997; Schifer et al., 1977), ein
Glukosetransporter wurde mittlerweile kloniert (Weber et al., 2000).

In Plastiden wird ATP aus dem Zytosol gegen stromales ADP getauscht und dient
zur Energetisierung anabolischer Reaktionen wie der Stdrkesynthese und der
Fettsduresynthese. Der Transport verlduft hier also im Vergleich zu Mitochondrien in
umgekehrter Richtung. Wahrend der mitochondriale ADP/ATP Transporter ein in
Eukaryoten hochkonserviertes dimeres Protein mit 2x6 Membranspannen ist,
zeichnet sich der plastidire ADP/ATP Transporter durch zwdlf
Transmembrandoménen aus und weist interessanterweise eine Aminosédure-Identitét
von 66% zu dem ADP/ATP Transportprotein des evolutiondr weit entfernten
Bakteriums R.[prowzekii auf, welches ein intrazelluldrer Parasit in Sdugerzellen und
Verursacher des epidemischen Typhus ist (Kampfenkel et al., 1995; Williamson et al.,
1989).

Der plastidédre 2-Oxoglutarat/Malattransporter, der 2-Oxoglutarat importiert und
Malat exportiert, besitzt ebenfalls zwolf Transmembranspannen (Weber et al., 1995)
und gehort zu den Dicarboxylattransportern, von denen ein zweiter den Austausch
von Glutamat mit zytosolischem Malat vermittelt. Diese Transportvorgédnge
gewdhren zusétzlich einen Einblick in den Prozess der Ammoniumassimilation
wihrend der Nitritreduktion und der Photorespiration tiber den sog. Oxalacetat-
Malat-Shuttle (Woo et al., 1987).

1.3. Die plastidaren Phosphattransliokatoren

In Plastiden ist der kontrollierte Austausch von anorganischem Phosphat gegen
verschiedene phosphorylierte Metabolite entscheidend fiir die Funktion des
Stoffwechsels. Dafiir verantwortlich sind die Phosphattranslokatoren der inneren
Chloroplastenmembran. Diese Proteingruppe wird in vier Klassen mit
unterschiedlichen, teilweise tiberlappenden Substratspezifititen eingeteilt. Die
Transporter besitzen innerhalb einer Klasse eine Aminosdure-Identitit von 75-85%:;
zwischen den einzelnen Klassen betragt die Homologie 30-45%, wobei es mehrere
zwischen den Klassen hoher konservierte Bereiche gibt (Kammerer et al., 1998).
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Ebenfalls konserviert sind zwei Aminosduren der vorausgesagten
Substratbindestelle (Fischer et al. 1994a). Die Anzahl der vorhergesagten
Membranspannen der Phosphattranslokatoren (PTs) liegt zwischen sechs und acht.
Alle Phosphattranslokatoren sind kernkodierte Proteine mit einer N-terminalen
Transitsequenz (Fliigge, 1999).

Nachfolgend sollen die Funktionen der verschiedenen Phosphattranslokatoren kurz
beschrieben werden (Abb.1.1):

Der TPT (Triosephosphat/Phosphattranslokator) macht 10(% des Proteingehaltes der
inneren Chloroplastenmembran aus. Das Molekulargewicht des prozessierten
Proteins betrdgt ca. 29kD, die funktionelle Form ist wahrscheinlich ein Dimer
(Flugge, 1985).

Die Fixierung von CO, wihrend der Photosynthese fithrt zur Bildung von
Triosephosphaten im Plastidenstroma. Diese werden tiber den TPT im strikten
Gegentausch mit Phosphat ins Zytosol transportiert, wo sie in die Biosynthese von
Saccharose und anderen Metaboliten einflieBen. Das tiber den TPT in die
Chloroplasten importierte P; dient der Bildung von ATP. Durch Kopplung des
Exports von Triosephosphaten an den Import von 3-PGA kann der TPT auflerdem
eine Funktion in einem Shuttle-System tibernehmen, welches den indirekten Export
von ATP, NADH und/oder NADPH ins Zytosol erlaubt (Fliigge, 1999).

Nach bisherigen Ergebnissen ist die Expression des TPT-Gens auf griine Gewebe
beschrankt (Fischer et al., 1997; Schulz et al., 1993).

Den meisten Chloroplasten und einigen Typen von nichtgriinen Plastiden fehlt die
enzymatische Ausstattung fiir die Umwandlung von 3-Phosphoglyzerat in
Phosphoenolpyruvat (PEP). Das Vorhandensein von PEP im Stroma ist jedoch
notwendig fiir verschiedene Stoffwechselvorgidnge wie den Shikimatweg, der
Synthese von Fettsduren und einigen Aminosduren. PEP wird daher tiber den PPT
(Phosphoenolpyruvat/Phosphattranslokator) in die Plastiden importiert. Der PPT
weist nur ca. 30(% Identitdt auf Aminosdureebene mit dem TPT auf und besitzt im
Vergleich zum TPT eine elffach hohere Affinitét fiir PEP (Fischer et al., 1997). Der
Shikimatweg fiihrt zur Synthese von aromatischen Aminosduren und einer groflen
Anzahl von Sekunddrmetaboliten. Daher stellt der PPT eine wichtige Verbindung
zwischen Primédr- und Sekundérstoffwechsel der Pflanze dar. Die A.(thalianalcuel-
Mutante besitzt keinen funktionellen PPT, sie zeigt einen retikulierten Blattphéanotyp
und ist nicht in der Lage, Anthozyane als Produkte des Sekunddrmetabolismus zu
synthetisieren (Streatfield et al., 1999).
Expressionsanalysen mit verschiedenen Geweben von Blumenkohl und Mais
ergaben, dass Transkripte des PPT-Gens sowohl in photosynthetisch aktiven, als
auch in heterotrophen Geweben zu finden sind; in letzteren war die beobachtete
Expression stdrker (Fischer et al., 1997). Aus der C,-Pflanze Mais wurde die cDNA
eines weiteren PPT-Typs isoliert; dieser C,-PPT zeigt starke Expression in
3
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Mesophyllzellen und exportiert PEP ins Zytosol, wo es als Substrat der PEP-
Carboxylase dient (Fischer und Fliigge, unveroffentlichte Ergebnisse).

In nichtgrﬁnen Plastiden ist mit wenigen Ausnahmen keine Fruktose(l,6-
bisphosphat-Phosphatase vorhanden. Daher konnen Triosephosphate nicht in
Hexosephosphate umgewandelt werden. Hexosephosphate dienen in Plastiden als
Substrate fiir die Starke- und Fettsduresynthese und kénnen in den oxidativen
Pentosephosphatweg eingehen (Borchert et al., 1993; Bowsher et al., 1992; Fliigge,
1995; Thom et al., 1998). Wihrend in Amyloplasten von Weizenendosperm
anscheinend GIK1P fiir die Stdarkebiosynthese importiert wird (Tyson und ap Rees,
1988), konnte bei isolierten Plastiden aus Erbsenembryonen und
Blumenkohlinfloreszenzen eine Aufnahme von GIlk6P beobachtet werden (Hill und
Smith., 1991; Neuhaus et al., 1993). 1998 wurde von Kammerer et al. mit dem GPT
(Glukosel(6-phosphat/Phosphattranslokator) ein weiteres Mitglied der
Phosphattranslokator-Genfamilie identifiziert. Mit dem heterolog exprimierten
Protein durchgefiihrte Transportstudien zeigen, dass dieser Transporter ein breites
Substratspektrum besitzt. Es werden C3- (Triosephosphat, 3-PGA), C5- (Xylulose(5-
phosphate, Xyl5P) und C6-Komponenten wie Glk6P (Kammerer et al., 1998, Eicks et
al., 2002) als Substrate akzeptiert, nicht jedoch GIk1P.

Die Analyse von stidrkefreien Mutanten unterschiedlicher Pflanzen, denen die
plastiddre Phosphoglukomutase fehlt, welche die Umwandlung von GIk6P zu Glk1P
katalysiert, ldasst den Schluss zu, dass in den meisten Pflanzen Glk6P der einzige
Vorlaufer der St'airkesynthese ist (Caspar et al., 1985; Harrison et al., 1998; Kofler et
al., 2001).

Eine in den Blittern nahezu stirkefreie Mutante (Yu et al., 2000) mit Defekt in der
plastiddren Phosphoglukoseisomerase (PGI), die Frk6P in Glk6P umwandelt, weist
auBerdem darauf hin, dass in photosynthetisch aktivem Gewebe kein funktioneller
GPT vorhanden ist, welcher GIk6P in die Plastiden importieren kdnnte. Expression
des GPTs wurde in heterotrophen Geweben wie z.B. Erbsenwurzeln detektiert
(Kammerer et al., 1998).

Der kiirzlich entdeckte XPT (Xylulose5-phosphat/Phosphattranslokator) bildet die
vierte Klasse der plastiddaren Phosphattranslokator-Genfamilie (Eicks et al., 2002).
Der XPT besitzt eine dem GPT &dhnliche Substratspezifitit, transportiert jedoch kein
Glk6P. Die physiologische Funktion des XPT besteht darin, die plastiddren
Pentosephosphatwege mit zytosolischen Kohlenstoffgeriisten in Form von Xyl5P
aufzufiillen, wenn ein hoher Bedarf an Intermediaten besteht. Daten zur Expression
des XPT-Gens lagen zu Beginn dieser Arbeit noch nicht vor.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer (hypothetischen) Zelle, die alle
Phosphattranslokator-Klassen exprimiert. DHAP: Dihydroxyacetonphosphat, Ery-4-P: Erythrose-4-
phosphat, Glc: Glukose, Glc-6-P: Glukose-6-phosphat, PEP: Phosphoenolpyruvat, 6-PG: 6-
Phosphogluconat, PGA: 3-Phosphoglycerat, Rib-5-P: Ribose-5-phosphat, Xyl-5-P: Xylulose-5-P. FS-
Synthese: Fettsduresynthese, AS-Synthese: Aminosauresynthese.

1.4. Die Bedeutung der Sequenzierung des A. thaliana-Genoms

Zusétzlich zu urspriinglichen Merkmalen, die zwischen Pflanzen und Tieren
konserviert sind, besitzen Bliitenpflanzen einzigartige organisatorische und
physiologische Eigenschaften. Dazu z&hlt neben der Photosynthese beispielsweise
die Enzymologie der Zellwandbiosynthese (Hatfield und Vermerris, 2000; Read und
Bacic, 2002; Williamson et al., 2001) oder die Tatsache, dass Pflanzen ihr eigenes
Signaltransduktionssystem entwickelt haben (McCarty und Chory, 2000).

Die Entschliisselung des Genoms der Modellpflanze A.(thaliana (AGI, 2000) ist daher
ein wichtiger Schritt auf dem Weg zum Verstiandnis der Stoffwechselvorgénge in
Pflanzen, der Evolution der Eukaryoten sowie der Unterschiede zwischen Pflanzen
und Tieren.

Wihrend der letzten Jahre wurden die Genome von vier verschiedenen
eukaryotischen Organismen komplett sequenziert: Saccharomyces cerevisiae als
einzelliger Eukaryot (Goffeau et al., 1997; Wood et al., 2002), C.lelegans (The C.lelegans
Sequencing Consortium, 1998) und Drosophila (Adams, 2000) als vielzellige
Organismen. Das Genom von A.[thaliana war das erste vollstandig sequenzierte
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Pflanzengenom (AGI, 2000). Die Sequenzierung dieser Organismen als Vertretern
von Organismengruppen erlaubt nun eine komparative Analyse der Gene,
Genfamilien und Genome zwischen den phylogenetischen Reichen.

Der Nutzen einer Modellpflanze basiert auf der Annahme, dass sie viele ihrer
Eigenschaften mit einer Reihe von verwandten Arten teilt. Daher hofft man, dass
Gene, die mit wichtigen Stoffwechselwegen in Nutzpflanzen assoziiert sind, durch
ihren Gegenpart in A.[thaliana identifiziert werden konnen. Die komparative
Genomanalyse hat ergeben, dass zusétzlich zu einer Konservierung von einzelnen
Gensequenzen ein hoher Grad der Genomstrukturkonservierung zwischen nahe
verwandten Arten besteht (Syntenie oder Ko-Linearitdt). Das bedeutet eine
Konservierung von Gen-Gehalt, -Reihenfolge und -Orientierung zwischen
Chromosomen verschiedener Spezies oder zwischen nichthomologen Chromosomen
einer einzigen Art. Zwischen A.[thaliana und nahe verwandten Arten wie Brassica
(O'Neill und Bancroft, 2000) oder Capsella (Acarkan et al., 2000), die wie A.[thaliana
zur Familie der Brassicaceen gehoren, besteht eine ausgepragte Ko-Linearitdt. Auch
in weiter entfernten Arten wie der Sojabohne wurde eine signifikante Syntenie z.(B.
zwischen dem A.thaliana-Chromosom(1 und der linkage group'A2 der Sojabohne
festgestellt (Grant et al., 2000). Sojabohne und A.(thaliana sollen sich vor ca. 92
Millionen Jahren getrennt haben, Capsella und A.[thaliana dagegen erst vor 6-10
Millionen Jahren. Beim Vergleich mit Sequenzen von Reis entdeckte man ebenfalls
eine Mikro-Syntenie (Paterson et al., 1996); die Strukturdhnlichkeit tiberschreitet also
die Grenze zwischen Mono- und Dikotylen. Auch die Exon-Intronstruktur der Gene
in A.(thaliana und Reis gleicht sich hdufig (Liu et al., 2001). Insgesamt ist das
A.[thaliana-Genom aber von limitiertem Nutzen fiir eine kartierende Genvorhersage
und -isolierung in Grdsern (Devos et al., 1999). Aufgrund seines vergleichsweise
kleinen Genoms (430 Mbp, Weizen besitzt ca. 16[000 Mbp) eignet sich Reis daher als
eine Modellpflanze fiir Gréser (Chen et al., 1997; Devos und Gale, 2000).

Das A.[thaliana-Genom besitzt eine Gré8e von ca. 125 Mb und enthilt ca. 25500 Gene
(AGI, 2000). Dies sind wesentlich mehr als die 6000 Gene, die in Hefe gefunden
wurden und beruht hauptséchlich darauf, dass die Gene in A.[thaliana in mehr als
einer Kopie vorhanden sind. Insgesamt liegen ca. 60.% des Genoms dupliziert vor,
wobei 17% der Gene in Tandemanordnung arrangiert sind (AGI, 2000). Da das
A.[thaliana-Genom hauptsdchlich aus verdoppelten und nicht etwa verdreifachten
Regionen besteht, ist es wahrscheinlich, dass A.[thaliana wie Mais einen tetraploiden
Vorfahren besitzt. Der Zeitpunkt dieses Duplikationsvorgangs liegt wohl mindestens
112 Millionen Jahre zuriick (Ku et al., 2000).

Genduplikation ist ein wichtiger Mechanismus fiir die Auseinanderentwicklung von
Genen und den Erwerb von neuen Genfunktionen. Die genetische Redundanz fiihrt
zu einer Lockerung des Selektionsdrucks auf die Genkopie, welche nun Mutationen
ansammeln kann (Pickett und Meeks-Wagneer, 1995). Ein Extrembeispiel hierfiir ist
die Duplikation eines ganzen Genoms, welche einen gewaltigen Zuwachs an
genetischem Material, auf welches der Selektionsdruck wirken kann, liefert.
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Polyploidie ist in Pflanzen weit verbreitet und ein Schliisselfaktor in der
Pflanzenevolution (Wendel, 2000). Die heutige biochemische Komplexitit in héheren
Pflanzen, Tieren und Pilzen ist moglicherweise z. T. das Resultat des Erwerbs neuer
Gene und Genfunktionen nach Genomduplikation (Spring, 1997; Nowak et al.,1997;
Larhammer und Risinger, 1994).
Von den mehr als 251000 identifizierten Genen in A.[thaliana ist die Funktion nur von
einigen tausend Genen mit Sicherheit bekannt (Bouché und Bouchez, 2001). Ziel ist
jetzt, die genaue Rolle jedes einzelnen Gens in Stoffwechsel und Entwicklung
herauszufinden. Einen Ansatz hierfiir bildet die reverse Genetik. Dabei werden Gene
durch eine Transposon- oder T-DNA-Insertion unterbrochen und entsprechende
Populationen tiber PCR analysiert. Bisher sind allerdings nur wenige informative
Knockout-Mutanten in der Literatur beschrieben worden, weil die meisten Mutanten
keinen sichtbaren Phéanotyp besitzen (Thorneycroft et al., 2001). Der Grund dafiir
kann in der Redundanz des A.[thaliana-Genoms liegen. Nur 35% aller
vorhergesagten Proteine in A.[thaliana sind Einzelsequenzen und der Anteil an
Genfamilien mit mehr als zwei Mitgliedern liegt in A.(thaliana hoher als in anderen
Eukaryoten; so gehoren 37.4% der Proteine zu Genfamilien mit mehr als funf
Mitgliedern, in Drosophila sind dies nur 12.1% (AGI, 2000). Seit Beginn des
Sequenzierungsprojektes wurde eine Vielzahl von Studien tiber Multigenfamilien
veroffentlicht (u.a. Axelsen und Palmgren, 2001; Bakarat et al., 2001; Diener et al.,
2001; Miser et al., 2001; Tavares et al., 2000), einige davon sind spezifisch fiur
Pflanzen, manche kommen auch in anderen Eukaryoten vor (Riechmann et al., 2000;
Shiu und Bleeker, 2001).
Die Analyse des A.[thaliana-Genoms zeigte, dass zwar eine Vielzahl von Proteinen
Ahnlichkeiten mit Proteinen aus Synechocystis aufweisen; aber nur 25% dieser
vermutlich aus den Plastiden stammenden Proteine besitzen ein mogliches
Transitpeptid, d.lh. die meisten dieser Proteine erfiillen nun Aufgaben im Zytosol
der Pflanzenzelle (AGI, 2000). Dagegen ist eine grofle Anzahl der Proteine mit
Transitpeptid eukaryotischen Ursprungs bekannt. Dazu zdhlen Komponenten des
Proteinimportapparates und Transporter, welche den Stoffaustausch wie den Export
von Photoassimilaten zwischen Zytosol und Plastid erleichtern (Cavalier-Smith,
2000). Proteine mit diesen Funktionen wurden von den freilebenden Vorlaufern der
Endosymbionten nicht benétigt.
Die ersten isolierten cDNAs von pflanzlichen Transportern waren der TPT aus
Spinatchloroplasten (Fliigge et al., 1989), ein Hexosetransporter aus Chlorella kessleri
(Sauer und Tanner, 1989) und drei H" - ATPasen (Boutry et al., 1989; Harper et al,
1989; Pardo und Serrano, 1989). Das A.[thaliana Genom eroffnet die M(’jglichkeit,
erstmals alle Membranproteine einer Pflanze zu analysieren. Es stellte sich heraus,
dass 18% der A.[thaliana-Proteine zwei oder mehr Membranspannen besitzen (AGI,
2000). Nur 30% der Membranproteine liegen als Einzelsequenzen vor. 4111
Membranprotein-Gene lassen sich in Cluster von 411 Genfamilien zusammenfassen,
die grofte besitzt 50 Mitglieder. Nur 38(% der Familien enthalten entweder Proteine
7
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mit bekannter Funktion oder weisen Homologien zu charakterisierten Proteinen in
anderen Spezies auf. Von Ward (2001) wurden allein zwolf Familien von
Transportern beschrieben, die in Plastiden lokalisiert sind, bestehend aus 46
Mitgliedern von Genfamilien (hierzu zdhlt auch die Genfamilie der
Phosphattranslokatoren) und vier Einzelsequenzen.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Uber die Genfamilie der Phosphattranslokatoren existieren bisher nun liickenhafte
Daten. Die Exon-Intronstruktur der einzelnen Gene ist ebenso unbekannt wie die
Anzahl der Gene innerhalb einer Klasse. Auflerdem stellt sich die Frage nach der
Herkunft dieser Transporter und mdglicher homologer Gene innerhalb eines
eukaryotischen Genoms. Die verschiedenen physiologischen Funktionen der vier
Phosphattranslokatorklassen duflern sich, wie dargestellt, in ihrem differentiellen
Expressionsmuster. Expressionsanalysen wurden bisher aber stets nur fiir einzelne
Gene und in unterschiedlichsten Pflanzen durchgefiihrt. Durch die vollstindige
Sequenzierung des A.[thaliana-Genoms wird eine komparative Analyse der
Expressionsprofile der unterschiedlichen Phosphattranslokatoren erleichtert. Ist die
Anzahl der Phosphattranslokatorgene bekannt, kann man tiber Expressionsstudien
und Promotor-Reportergenfusionen Riickschliisse auf die Funktion der Proteine in
den unterschiedlichen Geweben und Entwicklungsstadien einer Pflanze ziehen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung aller Mitglieder der
Phosphattranslokator-Genfamilie in A.[thaliana. Die Exon-/Intronstrukturen der
Gene sollen anhand der gegebenenfalls zu isolierenden cDNAs ermittelt und
untereinander verglichen werden. Zusitzlich sollen Phosphattranslokator-homologe
Sequenzen im A.[thaliana-Genom analysiert werden.

Das Expressionsmuster der Phosphattranslokatorgene soll mit Hilfe von
NorthernBlot Analysen und/oder RT-PCR-Experimenten untersucht werden.
AuBerdem soll durch Promotor-GUS-Fusionen die Expression der PT-Gene in den
verschiedenen Geweben von A.thaliana lokalisiert werden.

Durch Uberexpression der Phosphattranslokatoren in jeweils geeigneten Mutanten
sollen die PT-Proteine funktionell charakterisiert werden. Im einzelnen soll versucht
werden, die pgil-1 Mutante durch die Expression des GPT-Gens und die cuel-6-
Mutante durch die Expression des PPT-Gens zu komplementieren.

Ein weiteres Ziel ist die Expression der PT-Proteine in heterologen Systemen. Durch
Transportmessungen mit den in Liposomen rekonstituierten PT-Proteinen kann die
Substratspezifitit der Transporter ermittelt werden. Aufierdem soll ein
Expressionssystem gefunden werden, durch welches rekombinantes Protein in
groleren Mengen erhalten werden kann; dies kénnte dann zur Gewinnung von
Antikoérpern durch Immunisierung von Kaninchen eingesetzt werden.
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2. Material und Methoden

21. Chemikalien

Nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg), Difco
(Hamburg), Duchefa (Haarlem, NL), Ferak (Berlin), Fluka (Buchs, CH), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
bezogen, Radiochemikalien von den Firmen ICN (Eschwege) und Amersham
Pharmacia (Freiburg).

2.2, Enzyme

Enzyme fiir die Metabolitbestimmungen (a-Amylase, Amyloglukosidase, Glukose 6-
P-Dehydrogenase, Hexokinase) wurden von Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim) bezogen.

2.3. Bakterien- und Hefestamme

2.3.1. Escherichia coli

Folgende E. coli-Stimme wurden verwendet:

C600HfIA  zur Phagendurchmusterung
supE44, hsdR, thi-1, leuB96, lacY1, tonA21, hflA150, [chr::Tn10(tet ™ )]

DH5a zur Amplifikation von Plasmiden
supE44 AlacU169 (P80, lacZAM15) hsdR17 recAl end Al gyrA96 thi-1 rel Al
(Hanahan, 1983)

ER2508 zur Proteinexpression

lon::Tn10D16D17D(malB)zkb:: Tn5D(argF-lac)U169, D(mcrC-mrr)20, ara-14, galK2,
rpsL20, xyl-5, mtll, supE44, leuB6 fhuA2

(Fa. NEB)
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K802 zur Phagendurchmusterung
supE, hsdR, gal, metB

TG1 zur Proteinexpression
supE, hsdA5, thi, (Alac-proAB), F[traD36, proAB+, laclq, lacZAM15]
(Brown, 1991)

XL1-Blue  zur Plasmidamplifikation
supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46, thi, relAl, lac, F[proAB’, lacl’, lacZAM15,
Tn10(tet")]

2.3.2. Agrobacterium tumefaciens

GV3101 (pMP90) zur Pflanzentransformation (Koncz und Schell, 1986)
Rif® GmR®

2.3.3. Saccharomyces cerevisiae

InvScl zur Proteinexpression
his3A1 leu2 trp1-289 ura3-52

2.4. Vektoren
Folgende Vektoren wurden in dieser Arbeit verwendet

pBluescript KS (Stratagene)

PGEM-Teasy (Promega)

pGPTV-bar (Becker et al., 1992)

pET16 (Novagen)

pBinAR-KAN (Bevan, 1984, Hofgen und Willmitzer, 1990)
pBIN m-gfp5-ER (Haseloff et al., 1997)

PQE Serie (Qiagen)

pYES-2 NT (Invitrogen)
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2.5. Phagenbibliotheken

Es wurden zwei verschiedene Phagenbibliotheken verwendet:

2.51. Arabidopsis thaliana Genomic Library (Fa. Clonetech)

Vektor EMBL3 SP6/T7
Zellen K802

Es handelt sich um eine genomische Phagenbibliothek aus Rosettenblidttern und
Bliitenstielen viereinhalb Wochen alter, im Licht angezogener Pflanzen von
A.thaliana (Okotyp Columbia). Die Insertlinge variiert zwischen 8 und 22 kb.

2.5.2. Arabidopsis thaliana 5'-STRETCH cDNA Library (Fa. Clonetech)

Vektor Agtl0
Zellen C600 Hfl

Diese cDNA-Bibliothek ist eine 5-cDNA stretch-Phagenbank aus Rosettenblittern

und Bliitenstielen viereinhalb Wochen alter, im Licht angezogener Pflanzen von A.
thaliana (Okotyp Columbia). Die Insertldnge variiert zwischen 0.7 und 4.5 kb.

2.6. Reinigung und Analyse von DNA / DNA-Techniken

2.6.1. Agarose-Gelelektrophorese
10x Stoppuffer

20% (w/v) Ficoll 400

100 mM EDTA

1.0% (w/v) SDS

0.05% (w/v) Bromphenolblau
0.05% (w/v) Xylenblau

40 mM Tris/Essigsdure pH7.5

50x TAE-Puffer
2M Tris/HAcpH 7.5
50 mM EDTA

11
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Ethidiumbromidl6sung
5% (wW/v) Ethidiumbromid in Methanol

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten zu praparativen und analytischen Zwecken
diente die Agarose-Gelelektrophorese. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen
mit dem entsprechenden Volumen des zehnfach konzentrierten Stoppuffers versetzt.
Je nach Grofe der zu trennenden Fragmente wurden 0.5%ige (w/v) bis 2.5%ige
(w/v) Gele hergestellt. Das Losen der Agarose in 1x TAE-Puffer erfolgte durch
Aufkochen in der Mikrowelle. Vor dem Gieflen in eine Flachbettkammer wurde die
Losung mit Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0.5 mg/ ml), um die DNA
unter UV-Licht sichtbar zu machen. Als Standard zur Gré8enbestimmung der DNA-
Fragmente wurde ein 1kb- bzw. 5kb-Liangenmarker der Firma Invitrogen
(Eggenstein) verwendet. Die Elektrophorese wurde mit 1x(TAE als Laufpuffer
durchgefiihrt. Die Dokumentation der Gele erfolgte durch eine Kamera mit PC-
Anschluss (Video-Bildverarbeitungsgerit, Fa. Intas, Gottingen), die oberhalb einer
UV-Durchlichtapparatur angebracht war.

2.6.2. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Elutionspuffer

50 mM Arginin

1M NaCl

Vor und hinter der entsprechenden DNA-Bande wurde ein Schnitt in das Agarosegel
gemacht, in den je ein Stiick einer DEAE-Ionenaustauschmembran (Schleicher und
Schuell, NA45) eingesetzt wurde. Nachdem die DNA bei 75mA auf die vordere
Membran gelaufen war, wurde diese in 400l Elutionspuffer tiberfiihrt. Nach einer
Stunde Inkubation bei 65°C wurde die Probe phenolisiert und die DNA durch
Zugabe von 1iml Ethanol gefallt.

Vorbehandlung der DEAE-Membranen:

Die NA45-Membran wurde in ca. 1[dm breite Streifen geschnitten, fiir zehn Minuten
in 0.5 MNaOH gelegt und dann mehrmals gut mit dest. Wasser gespiilt. Die
Lagerung erfolgte bei 4°C in 10mMEDTA pH18.0.

Alternativ wurde ein Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) verwendet.
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2.6.3. Fallung von DNA aus walRrigen Losungen

Die Féllung von DNA aus wafrigen Losungen erfolgte durch Zugabe von 1/10 Vol.
3M Na-Ac. pHI6.0 (oder 1/2 Vol.[7.5 MINH,-Ac.) und 2.5-3[Vol. Ethanol (oder
0.8(Vol. Isopropanol). Die Reaktion fand bei Raumtemperatur statt. AnschlieBend
wurde die DNA fiir 30 Minuten bei 14000 min™ abzentrifugiert (Eppendorf
Centrifuge 5417), das Sediment zweimal mit 75%igem Ethanol gewaschen, im
Exsikkator getrocknet und in Wasser (bidest) aufgenommen.

2.6.4. Phenolextraktion

neutralisiertes Phenol
wassergesattigtes Phenol
1/50 Vol. 2.5 M Tris/HCI pH 8.2

Die Phenolextraktion dient der Entfernung von Proteinresten aus wéfirigen DNA-
Losungen. Die DNA-Lsung wurde mit einem Volumen neutralisiertem Phenol
sowie einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und kriftig
geschiittelt. Nach fiinf Minuten Zentrifugation bei 12/000imin” (Eppendorf
Centrifuge 5417) wurde der wifirige Uberstand in ein neues Gefg iberfithrt und die
Phenolextraktion gegebenenfalls wiederholt. Mit der DNA-haltigen Phase wurde
dann eine Ethanolfdllung durchgefiihrt. In einigen Féllen, wenn besonders reine
DNA benétigt wurde (fiir Sequenzierungen), wurde der Uberstand vor der Fallung
einmal mit Chloroform (CI) extrahiert.

2.6.5. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Fiir die Konzentration von Nukleinsduren in wéafirigen Losungen gilt: 1[0D,,
entspricht einer Konzentration von 50tg/ml Doppelstrang-DNA und 40(ig/ml
RNA. Die Reinheit der Nukleinsdureprédparation kann man durch den Quotienten
der Absorptionen bei 260nm und 280mm (Absorptionsmaxium der aromatischen
Aminosduren, gibt Verunreinigung durch Proteine an) abschitzen, der fiir eine
proteinfreie Losung 1.8-2.0 betragen sollte.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte auerdem durch Abschidtzung der
DNA-Menge im Agarosegel.
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2.6.6. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von Doppelstrang-DNA mit Restriktionsenzymen fand normalerweise
in einem Endvolumen von 200l statt. Dabei wurden 0.5-3[U Enzym pro ug DNA
eingesetzt, 2(ul des vom Hersteller mitgelieferten 10xInkubationspuffers und die
entsprechende Menge Wasser (bidest). Bei der Spaltung von DNA aus Plasmid-
Miniprédparationen wurden 5-10(ug RNase boiled (DNase-frei) in den Ansatz gegeben.
Die Probe wurde bei der fiir das entsprechende Enzym angegebenen Temperatur fiir
1-4 Stunden inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte entweder durch Zugabe
von 5x Stoppuffer oder durch Phenolextraktion.

Spaltungen groflerer Mengen DNA (10-20(gg) fiir eine spétere Elution aus einem
Agarosegel wurden in einem Endvolumen von 100(g1 durchgefiihrt.

2.6.7. Dephosphorylierung von Klonierungsvektoren

Die Dephosphorylierung von Klonierungsvektoren dient der Minimierung von
Religationen in Ligationsansdtzen von Vektoren mit glatten oder kompatiblen
Enden.

Die linearisierte DNA wurde fiir 30-60Minuten mit 1UCIP (Calf Intestine
Phosphatase, Roche) bei 37°C inkubiert. Der Ansatz besaf$ ein Endvolumen von
1001g1 und enthielt auer DNA und Enzym noch 10(u] des mitgelieferten CIP-Puffers
(10x) und Wasser (bidest). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2(ul 0.5 MEDTA
und zehnMinuten Inkubation bei 70°C gestoppt. Zur Entfernung des Enzyms wurde
der Ansatz mit Phenol extrahiert. AnschlieBend wurde die DNA geféllt oder tiber
eine Agarose-Gelelektrophorese gereinigt.

2.6.8. Phosphorylierung von DNA

Durch die T4DNA Polynukleotid-Kinase (Fermentas, MBI) werden
Phosphatgruppen von ATP auf die 5°OH-Gruppen von einzel-bzw. doppelstrangiger
DNA tibertragen (Ausubel et al.,, 1987). Diese Reaktion wurde vor einer Ligation
durchgefiihrt, wenn ein PCR-Fragment ohne ,,A-Uberhang”, also aus einer Reaktion
mit der Pfu-Polymerase, in einen Vektor, der dephosphoryliert war, kloniert werden
sollte. PCR-Produkte besitzen keine 5°-Phosphatgruppen.
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2.6.9. Herstellung glatter Enden (Fill in)

5x Fill in-Puffer

50 mM Tris/HCl pH 8.0
5mM MgCl,

5 mM DTT

Mit Restriktionsenzymen behandelte DNA kann glatte oder 3’-bzw.[5"-
tiberhdngende Enden aufweisen. Durch die T4-DNA-Polymerase konnen
tiberhdngende Enden in glatte tiberfiihrt werden. Das Enzym besitzt eine 5" —3"-
Polymeraseaktivitidt, die 5°-iiberhdngende Enden auffiillt und eine 3"—5"-
Exonukleaseaktivitit, die 3"-iiberhdngende Enden entfernt. Die Reaktion wurde fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur in 1x Puffer mit 1-2(U T4-DNA-Polymerase (Roche),
50(ug/mlBSA und je 100(pM der vier Desoxynucleotide durchgefiihrt und wurde
durch Zugabe von 1l 0.5MMEDTA abgestoppt. Anschliefend wurde der Ansatz
phenolisiert und die DNA gefillt.

Herstellung glatter Enden mit Klenow
In einigen Féllen wurden 5’i'1berhéingende Enden mit dem ,Klenow-Fragment” - der
grofen Untereinheit der DNA-Polymerase(l aus E. coli — aufgefiillt.

2.6.10. Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase verbindet DNA-Fragmente, die endstdndige 3"-OH-Gruppen
tragen, mit solchen, die 5-Phosphatgruppen besitzen. Die Reaktion findet unter
ATP-Hydrolyse statt. Dabei konnen sowohl zueinander komplementére als auch
glatte Enden miteinander verkniipft werden. Fiir Ligationen in linearisierten,
dephosphorylierten pBSC-Vektor wurden stets ca. 200ing Vektor verwendet. DNA-
Fragment und Vektor wurden im molaren Verhiltnis 1:1 bis 4:1 gemischt; der 20(ul-
Ansatz enthielt zusdtzlich 2(pl10xLigase-Puffer und 1-2[UT4-DNA-Ligase
(Promega). Die Reaktion wurde bei Ligationen mit glatten Enden fiir zwei Stunden
bei Raumtemperatur, ansonsten tiber Nacht bei 149C durchgefiihrt. Anschliefend
wurde der Ansatz direkt fiir die Transformation verwendet.
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2.7. Anzucht und Lagerung von Escherichia coli und

Agrobacterium tumefaciens

Glyzerin fiir Stammkulturen

65 %
0.1 M
25 mM

LB-Medium
10g

5g
10g

LBM-Medium
10g

5g

10g

4g

YEB-Medium

05g
Platten:

Indikatorplatten
2g

lg

02g

05g

3g

400 pl

1ml

40 mg
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Glyzerin
MgSO,

Tris/HCl pH 8.0

Trypton
Hefeextrakt
NacCl

Trypton
Hefeextrakt
NaCl
Maltose

Bacto Peptone
Beef-Extract
Hefeextrakt
Saccharose
MgSO, x 7 H,0
1.5% Agar

Trypton
Hefeextrakt
NaCl
Mg(l,
Agar

ad 11 mit dest. Wasser

ad 11 mit dest. Wasser

ad 11 mit dest. Wasser

Ampicillin (50mg/ml in 1 M Tris-Cl pH 8.0)

2% (w/v) X-Gal in Dimethylformamid
ad 200 ml mit dest. Wasser

IPTG
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Antibiotikum | Endkonzentration | Stocklésung Losungsmittel
(ug/ml) (mg/ml)
Ampicillin 100 50 1M Tris/HCI pH 8.0
Gentamycin 25 25 Wasser
Kanamycin 25 25 Wasser
(E. coli)

Kanamycin 100 100 Wasser

(A. tumefaciens)
Rifampicin 150 30 DMSO
Tetracyclin 12 12 80 % Ethanol

Tab. 2.1: Antibiotikakonzentrationen fiir E. coli- und Agrobakterium-Selektionsmedien.

E.ldoli-Stamme wurden in LB bzw. LBM-Medium bei 37°C angezogen, Agrobakterien
in YEB-Medium bei 28°C. Fiir das Wachstum unter Selektionsbedingungen wurden
den Medien die entsprechenden Antibiotika zugesetzt (Tab.(2.1). Fiir Blau/Weif3-
Selektion von Bakterienkolonien auf Indikatorplatten wurden zu dem Medium
25[pg/ml X-Gal (in DMSO) und 10(pg/ml IPTG gegeben.

Stammkulturen wurden angelegt, indem 500(u1 der entsprechenden Bakterienkultur
mit 500(p1 gepuffertem Glyzerin fiir Stammkulturen (s.o0.) versetzt, gut gemischt und
entweder bei -20°C gelagert oder in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C
aufbewahrt wurden.

2.8. Transformation von Bakterien

2.8.1. Transformation TSS-kompetenter Zellen

2.8.1.1. Herstellung TSS-kompetenter Zellen (Chang & Miller, 1993)

TSS

3g PEG 8 000

1.2 ml 1M Mg(l,

1.5ml DMSO ad 30 ml mit LB

pH 6.5-6.8
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Bei der Herstellung von TSS wurden PEG und MgCl, zunéchst in 25mlLB gelGst.
Nach Einstellung des pH-Wertes und Aulffiillen auf 28.5/ml wurde die Losung steril
filtriert (PorengroBe 0.45(um). AnschlieSend wurde DMSO hinzugegeben.

100ml1LB wurden mit 600(pl einer tiber Nacht gewachsenen Vorkultur (DH5a-
Zellen) angeimpft. Wenn die Bakterien bis zu einer OD,,, von 0.3-0.4 gewachsen
waren, wurde der Ansatz auf zwei eisgekiihlte Greinerrohrchen (50ml) verteilt. Die
Zellen wurden dann in einer vorgekiihlten Zentrifuge (4°C) bei 2(500g fiir funf
Minuten abzentrifugiert. Das Sediment wurde auf Eis gestellt und in 3-5ml
eisgekiihltem TSS vorsichtig resuspendiert. 100zl Aliquots wurden kurz in fliissigen
Stickstoff getaucht. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.8.1.2. Transformation von TSS-kompetenten Bakterien

Zu 100(gl aufgetauten kompetenten Zellen wurden 10(ul Ligationsansatz oder 200mg
Plasmid-DNA gegeben. Nach einer halben Stunde auf Eis wurden die Zellen fiir
90Sekunden einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und anschlieend sofort wieder
auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 900 pl LB-Medium wurden die Bakterien bei
37°C eine Stunde leicht geschiittelt.

200Lul bis 1iml des Transformationsansatzes wurden dann auf einer Indikatorplatte
bzw. einer LB-Platte mit einem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.8.2. Transformation von Agrobakterien

MGL-Medium

5g Bacto Peptone

25¢g Hefeextrakt

5g NaCl

5g Mannit

l16g Na-Glutamat

025g KH,PO,

01g MgSO, x7 H,0O

1mg Biotin ad 11 mit dest. Wasser
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2.8.2.1. Herstellung elektrokompetenter Agrobakterien

Als Vorkultur wurden Agrobakterien in 5ml MGL angeimpft. Nachdem diese bis
zur frithen Sittigung gewachsen waren, wurde die Vorkultur in 100ml MGL
verdiinnt, so dass die ODy, ca. 0.04-0.08 betrug. Die Agrobakterien wuchsen ca.
vier[Stunden bis zu einer ODy, von ca. 0.5. Die Zellen wurden dann abzentrifugiert
(funf Minuten, 4°C, 21300(g) und in 40ml eisgekiihltem 1mM HEPES (pH7.0)
resuspendiert, wieder abzentrifugiert und in 40ml eisgekﬁhltem 1mM
HEPES/10% (Glyzerin resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (fiinfMinuten,
4°C, 21500(g) wurden die Zellen in 2iml 1mM HEPES/10% Glyzerin aufgenommen,
auf zwei Eppendorfgeféfse verteilt, fiir 30 Sekunden sedimentiert und in 200-400(ul
HEPES/Glyzerin resuspendiert. 50(ul-Aliquots der kompetenten Agrobakterien
wurden bei -80°C gelagert oder direkt verwendet.

2.8.2.2. Transformation elektrokompetenter Agrobakterien

1ul DNA wurde zu 500l kompetenten Zellen zugegeben. Nach zweimintitiger
Inkubation auf Eis wurde die DNA /Bakterienmischung in eine eiskalte 0.2[¢m
Kiivette gefiillt. Die Elektroporation erfolgte bei 25(uF, 400[Q2 und 2.5kV.
AnschlieBend wurde sofort 1iml YEB hinzugegeben. Nach zwei Stunden Inkubation
bei 28°C unter leichtem Schiitteln wurden die Zellen abzentrifugiert und in 200(ul
YEB aufgenommen. 501 wurden ausplattiert.

2.9. Colony-PCR

Wenn positive Bakterienkolonien nicht durch Blau/Wei3-Selektion identifiziert
werden konnten, wurde teilweise eine sog. Colony-PCR gemacht, um die Anzahl der
durchzufiihrenden DNA-Miniprédparation zur Gewinnung eines Plasmids mit dem
gewtinschten Insert zu reduzieren.

Dazu wurden Bakterienkolonien von iiber Nacht bei 37°C (fiir E.coli) oder 28°C (fiir
A. tumefaciens) gewachsenen Kolonien zur Hilfte mit einer gelben Plastik-
Pippettenspitze abgenommen und in ein PCR-Reaktionsgefdfs mit vorgelegtem
Reaktionsgemisch (einschlieBlich Taq-Polymerase und spezifischen
Oligonukleotiden) tiberfithrt. Die Kolonien auf der Agarplatte wurden zuvor
nummeriert, und die Platte wurde nach Abnahme der halben Kolonien weiter bei
3719C inkubiert. Nach Beendigung der PCR wurden die Ansdtze auf einem
Agarosegel aufgetrennt. Die Kolonien von Ansidtzen, die auf dem Agarosegel ein
Fragment der erwarteten Lidnge zeigten, wurden anschliefend #.N. in
Schiittelkulturen fiir DNA-Miniprdparationen angezogen.
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2.10. Plasmidisolierung aus E. coli nach Birnboim & Doly (1979)

Losung I
25 mM Tris/HCI pH 8.0
50 mM Glukose

10 mM EDTA
Losung II
02M NaOH

1% (w/v)  SDS

Losung III
75M NH,-Acetat pH 7.5

2.10.1. Plasmidisolierung aus E. coli - Zellen

Am Vorabend wurden von einer Platte Klone gepickt oder 10l Bakterien aus
Stammkulturen angeimpft. Die Anzucht der Zellen erfolgte tiber Nacht in 5iml LB,
versetzt mit dem entsprechenden Antibiotikum, bei 37°C in einem Schiittler (Fa.
New Brunswick Scientific GmbH, Niirtingen). Agrobakterien wurden ca. zwei Tage
bei 28°C angezogen. 500/ul der Kultur wurden am néichsten Tag abgenommen und
als Stammkultur bei -209C gelagert, nachdem 500 Glyzerin fiir Stammkulturen
hinzugegeben wurden (2.7.). Die restlichen Zellen wurden bei 31000imin” (Heraeus
Medifuge) fiir 15Minuten abzentrifugiert und mit 50mM Tris/HCl pH 8.0 einmal
gewaschen. Die Sedimente wurden in 100l Losungl aufgenommen und finf
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 200l Losung/I - zur
alkalischen Lyse der Zellen - hinzugegeben. Nach kriftigem Mischen wurde fiir
weitere fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 150l
eisgekiihlter Losung III wurde das Gemisch neutralisiert. Dabei fielen SDS, Proteine
und die chromosomale DNA aus, die Plasmid-DNA bliebt in Lésung. Die Proben
wurden zehn Minuten auf Eis inkubiert und dann zehn Minuten bei 14000 min™
(Eppendorf Centrifuge 5417) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Phenol
extrahiert. Die DNA wurde anschliefend durch Zugabe von 1.0iml Ethanol gefallt
und direkt fiir 30 Minuten abzentrifugiert (14/000min”, Eppendorf Centrifuge 5417).
Nach zweimaligem Waschen mit 75%igem Ethanol wurde das im Exsikkator
getrocknete Sediment in 40l Wasser (bidest) aufgenommen.
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2.10.2. Plasmidisolierung aus Agrobakterien

Fir die Plasmidisolierung aus Agrobakterien wurde das beschriebene Protokoll
leicht abgedndert:

Nach Aufnahme des Zellsedimentes in Puffer I, dem eine Spatelspitze Lysozym
zugefiigt wurde, erfolgte eine halbstiindige Inkubation bei 37°C. Nach Zugabe von
Puffer II und Puffer III (s.0.) wurde der Uberstand sofort mit 100 % Ethanol gefallt
(30 min 14/000min™”, Eppendorf Centrifuge 5417), das Sediment zweimal mit 70/%
Ethanol gewaschen und in 50(ul H,O bidest mit 10 ug RNase boiled aufgenommen.
Nach dem RNase-Verdau (30 min 37/°C) wurde der Ansatz phenolisiert, gefallt und
das Sediment in 25l H,O bidest aufgenommen. Davon wurden 5-10[jl fiir einen
Testverdau eingesetzt.

2.11. Durchmusterung von cDNA- und genomischen Banken

BBL-Platten

10g Trypton

25¢g NaCl

12 ¢ Agar ad 11 mit dest. Wasser
SM-Puffer

50 mM Tris/HClpH 7.5

100 mM NaCl

8 mM MgSO, x7 H,0O

Topagarose

10g Trypton

25¢g NaCl

20g MgSO, x 7 H,0

65¢g Agarose ad 11 mit dest. Wasser
PS-Medium

10g Trypton

5g Hefeextrakt

5g NaCl

2g MgCl, x 6 H,O ad 11 mit dest. Wasser
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211.1. Ausplattierung

Die Bakterien wurden in LBM-Medium tiber Nacht bei 37°C angezogen,
abzentrifugiert und in 1/10 Volumen SM aufgenommen.

Es wurden entweder kleine (Durchmesser 4.2/¢m) oder grofie (12(ém(x[12/¢m) BBL-
Agarplatten verwendet. 1l Phagensuspension der gewiinschten Konzentration (mit
SM eingestellt) wurde auf 501 oder 75[l Zellen pipettiert. Fiir 30 Minuten wurde
der Ansatz bei Raumtemperatur inkubiert, dann in 1.5iml bzw. 5l Topagarose
(45°C) tberfithrt und nach gutem Mischen auf vorgewdrmte (45°C) BBL-Platten
gegossen. Nach Festwerden der Agarose wurden die Platten fiir zwolf Stunden bei
37°C inkubiert.

211.2. Amplifizierung von A -Phagen

Die Phagen wurden in einer Dichte von ca. 10[000 pro Platte ausplattiert und tiber
Nacht angezogen, dann mit 3iml/SM tberschichtet und fiir zw6lf Stunden bei 4°C
gelagert. Das SM-Medium mit den Phagen wurde abgenommen, mit 40(ul
Chloroform versetzt und fiir 30 Sekunden kriftig gemischt. Die Lagerung der
amplifizierten Phagen fand bei 4°C statt.

2.11.3. Praparation von A -Phagen

Auf 50(p1 Zellen wurden 1251 amplifizierte Phagen gegeben. Der Ansatz wurde 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann in einen Kolben mit 40iml PS-
Medium tberfithrt. Fir zwolf Stunden wurden die Kolben bei 37°C leicht
geschiittelt. Dann wurden zum Abtoten der Zellen zu jedem Ansatz 200.ul
Chloroform gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen bei 6-8°C abzentrifugiert
(zehn Minuten, 10/000/min™”, Sorvall, Rotor $S-34). Der phagenhaltige Uberstand
wurde in 50ml-Greinerréhrchen tberfithrt und zur Entfernung bakterieller
Nukleinsduren mit 60l RNase (10img/ml) sowie 90(ul DNase (10img/ml) fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von NaCl ad 2% (w/v) und PEG 8000
ad8% (w/v) wurden die Phagen geféllt (zwei Stunden auf Eis) und spéter
sedimentiert (zehn Minuten, 10/000 min”, Sorvall, Rotor SS-34). Die Proteinhiille der
in 0.5im] SM resuspendierten Phagen wurde durch Zugabe von 50(u]1 0.5M EDTA,
31(ul1 SDS (20%) und 5[l Proteinkinase K (10img/ml) und einstiindige Inkubation bei
65°C zerstort. Die freigesetzte DNA wurde zweimal phenolisiert und dann mit _
Volumen NH,-Ac. und einem Volumen Isopropanol gefillt. Die ausgefallene DNA
wurde in 1iml 75%igen Ethanol tiberfiihrt, zweimal gewaschen und in 100.ul Wasser
(bidest) aufgenommen.
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Fiir Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen wurden 1011 DNA eingesetzt. Der
Ansatz enthielt zusétzlich 1mM Spermidin und wurde fiir mindestens zehn Stunden
bei 37°C durchgefiihrt. Nach Auftrennung der Fragmente auf einem Agarosegel
wurde entweder ein Southern(Blot (2.12) durchgefiihrt oder das cDNA- bzw.
genomische DNA-Fragment wurde aus dem Gel eluiert und in den pBSC-Vektor
kloniert.

211.4. Durchmusterung von cDNA- und genomischen Banken

Denaturierungslosung
0.5M NaOH
1.5M Na(l

Neutralisierungslésung

05M Tris/HClpH 7.5
2M NaCl

20x SSPE

02M NaH,PO, pH 7.5
3M NaCl

20 mM EDTA

Zur Durchmusterung der Banken wurden 200-500x10° Phagen aus der
entsprechenden Genbank ausplattiert und tiber Nacht angezogen. Vor der
Uberfithrung der Phagenplaques auf eine Nylonmembran (Hybond-N) wurden die
Platten zum Haérten fiir mehrere Stunden bei 4°C gelagert und dann fiir 30 Minuten
unter der Sterilbank getrocknet.

Die trockenen Filter wurden vorsichtig auf die Oberfldche der Topagarose aufgelegt.
Durch Ansaugen der Feuchtigkeit wurden die Phagen so aus dem Medium auf die
Filter tibertragen, welche durch Einstiche mit einer in Tinte getrankten Nadel mit
einer eindeutigen (asymmetrischen) Markierung versehen wurden. Es wurden von
jeder Platte zwei Filterabziige angefertigt. Der erste Filter lag eine Minute, der zweite
drei Minuten auf der Topagarose. Weiter wurden die Filter nacheinander mit
folgenden Losungen behandelt: der Denaturierungslésung (vier Minuten), der
Neutralisierungslosung (zehn Minuten) und 2x/SSPE (zehn Minuten). Dabei wurden
die Filter mit der Phagenseite nach oben auf mit der entsprechenden Losung
getranktes SMM-Papier (Whatman) gelegt.

Die Filter wurden anschlieBend getrocknet und fiir drei Stunden bei 80°C gebacken.
Sie konnten dann fiir die Hybridisierung (s. 2.12.2) mit der entsprechenden DNA-
Sonde verwendet werden. Bei Verwendung einer heterologen Sonde wurde die
Hybridisierungstemperatur auf 62°C gesenkt.
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Positive Signale wurden entsprechenden Phagenplaques zugeordnet. Diese wurden
mit einer abgeflammten Spatelspitze ausgestochen und in 100l SM-Medium
tiberfithrt. Nach Zugabe von 10l Chloroform und kurzem Mischen wurden die
Phagen bei 4°C aufbewahrt. Wenn es nicht mdglich war, einzelne Plaques zu picken,
z.B. beim erstmaligen Durchmustern einer Bank, wurde das Protokoll zur Sichtung
der Phagen bis zur Homogenitat der positiven Signale wiederholt (Rescreening).

212, Southern Blot (Southern, 1975)

2.121. Alkalischer Southern Blot

Membran
Hybond N* (Amersham)

Denaturierungs- und Transferlosung

04 M NaOH
20x SSC

0.3 M Na-Citrat
3M NaCl

Im Southern-Blotverfahren wird die DNA aus einem Agarosegel auf ein
Nitrocellulosefilter oder eine Nylonmembran (HybondIN') {iibertragen. Die
Membran, die fiir Standard-Blots verwendet wurde, erm('jglicht ein effizientes
Binden der DNA bei basischem pH, weswegen ein Neutralisieren des Gels entfiel.

Aufbau des Blots (downward transfer): auf einen Stapel Papierhandtiicher wurden
vier Lagen auf Gelgrole zurechtgeschnittenes 3MM-Papier gelegt, von denen die
beiden obersten mit der Transferlésung getrankt wurden. Darauf folgte die kurz in
0.4M NaOH getauchte Membran. Nun wurde das zuvor fiir zehn Minuten in 0.4M
NaOH inkubierte Gel luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Die nichste Schicht
bildeten zwei Lagen mit 0.41M NaOH angefeuchtetes 3MM-Papier. Die Oberseite des
Blots wurde durch eine Briicke aus 3MM-Papier mit einem Vorratsgefaf fiir die
Transferlgsung verbunden. Um einen moglichen , Diffusionsstrom” neben dem Gel
zu vermeiden, wurde das Agarosegel mit Frischhaltefolie umrandet. Zur
Beschwerung wurde eine Glasplatte auf den Blot aufgelegt.

Nach 2.5 Stunden sollte die DNA quantitativ auf die Membran transferiert sein. Nach
dem Blotten wurde die Membran neutralisiert, indem sie fiir fiinf Minuten in 2xSSC
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gelegt wurde. Die verwendete Membran ermdglichte durch einfaches Trocknen eine
kovalente Quervernetzung der DNA.

212.2.  Southern Blot fur genomische DNA

Denaturierungsléosung
1.5M Na(l
0.5M NaOH

Neutralisierungslésung
1M NH,Ac.
10 mM NaOH

Fiir ein effizientes Blotten von Gelen mit einem Restriktionsverdau genomischer
DNA erfolgte der Transfer der Nukleinsduren tiber Nacht im upward-Verfahren.
Dazu wurde die DNA zunichst denaturiert, indem man das Gel fiir 30 min unter
leichtem Schwenken in Denaturierungslésung inkubierte. Nach Neutralisierung (30
min in Neutralisierungslosung) wurde mit einer hochkonzentrierten Salzlosung
(20xSSC) geblottet. Der Blotaufbau war dabei umgekehrt wie der oben beschriebene,
d.h. zundchst wurde 20xSSC in eine Wanne gefiillt und mit einer Glasplatte
abgedeckt; Whatman Papier wurde tiber die Glasplatte gelegt, so dass es auf beiden
Seiten in den Puffer eintauchte. Das Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf das
mit 20xSSC getrankte Whatman Papier gelegt, darauf wurde dann eine mit SSC
getrankte Membran (Hybond N oder Hybond N*, Amersham) gelegt. Das Gel wurde
abgedichtet und auf die Membran wurden vier Lagen mit SSC getranktes Whatman
Papier gelegt, dariiber wurde ein ca. 5 cm hoher Stapel Kiichenpapier positioniert.
Zur Beschwerung des Blots wurde eine Glasplatte und ein Gewicht von ca. 1 kg
aufgelegt. Nach 12-16 h wurde der Blot abgebaut, die Membran kurz in 2xSSC
geschwenkt und dann fiir 2 h (Hybond N) oder 30 min (Hybond N") bei 80°C
gebacken.

212.3. Radioaktive Markierung von DNA (Labeling)

Losung A =OLB A

1.25M Tris/HCl pH 8.2
0125M  MgCl,

2% (w/v) B-Mercaptoethanol
je0.5M dCTP, dGTP, dTTP
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Losung B=OLB B
2M HEPES/NaOH pH 6.6

Losung C=OLB C
3.6 ug/ul  Hexadesoxynukleotide (dN,)

OLB-Puffer (5 x)
Lsg. A: Lsg.B: Lsg. C
100 250 100

Die zu markierende DNA wird zunichst denaturiert (95°C), der komplementire
DNA-Strang wird anschlieSend durch eine DNA-Polymerase neu synthetisiert. Da
der Reaktion ein radioaktives Desoxynukleotid zugesetzt wird, kann der neu
synthetisierte Strang mit einer hohen spezifischen Aktivitdt markiert werden. Als
Primer fiir die Neusynthese dienen Hexadesoxynukleotide mit zufélliger Sequenz,
die an beliebige Stellen eines DNA-Einzelstranges binden konnen.

30l DNA-Losung (200-500mg) wurden zusammen mit 10(g]l OLB-Puffer zum
Denaturieren der DNA fiir zehn Minuten auf 95°C erhitzt. Zu dem Ansatz wurden
24l BSA (1 mg/ml), 20-30 uCi (a.-*P)-dATP sowie 3U ,Klenow-Fragment”
hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir vier Stunden bei 37°C oder tiber Nacht bei
30°C inkubiert. Der Einbau der Radioaktivitit wurde durch eine TCA
(Trichloressigsdure)-Fillung (Ansatz s.u.) mit anschlieBender Zentrifugation (141000
min”, sieben Minuten, Eppendorf Centrifuge 5417) und Vergleich der Aktivitdten in
Sediment und Uberstand kontrolliert:

Ansatz: 100 pl H,O
5ul Heringssperm-DNA (10 mg/ml), denaturiert
1.5 ul Labeling-Ansatz
135 ul TCA (20%)

Der Einbau des (o.-** P)-dATP erfolgte normalerweise mit einer Effizienz von tiber
801%.

Die Trennung der Sonde von nicht eingebauten Nukleotiden fand tiber eine Séule
(MicroSpin S-200 HR Colum, Pharmacia) statt.
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2.13. Hybridisierung von Southern Blots und Phagen-DNA

Filtern
100x Denhardt
2% (w/v) Ficoll 400
2% (w/v) PVP 40
2% (w/v) BSA

Hybridisierungslosung

4-6 x SSC

3-4 x Denhardt
0.5% (w/v) SDS
Waschlésung

0.5-2x SSC
0.5% (w/v) SDS

Heringssperm-DNA
0.01 % (w/v)Heringssperm-DNA, sonifiziert

Die Nylonmembran mit der fixierten DNA wurde bei 65°C fiir 1-3 Stunden
vorhybridisiert (in Hybridisierungslosung, der 0.5iml denaturierte Heringssperm-
DNA zugesetzt wurde). Die Hybridisierung erfolgte in moglichst kleinem Volumen
fiir 4-18 Stunden. Dabei wurde entweder neu markierte DNA (10-20(uCi, zehn
Minuten bei 95°C denaturiert) zu der Vorhybridisierungslosung gegeben, oder
letztere wurde gegen eine schon frither verwendete und nun fiir 200Minuten auf 95°C
erhitzte Sonde ausgetauscht. Nach der Hybridisierung wurden die Filter zur
Entfernung der unspezifisch gebundenen Radioaktivitit mehrmals mit zunehmender
Stringenz, also abnehmender Salzkonzentration, fiir jeweils 20 Minuten bei 65°C
gewaschen. Auf die getrockneten Filter wurde fiir acht (bei Southern Blots) bis 20 (bei
Filtern von Phagenplatten) Stunden ein Screen aufgelegt.

27



Material und Methoden

214, Anzucht und Transformation von Arabidopsis thaliana

2.14 1. Pflanzenmaterial

Es wurde mit Arabidopsis thaliana L. Heynh. cv. Columbia gearbeitet.

2.14.2.  Sterilisation des Saatguts

2.14.2.1. Flussig-Sterilisation

70% Ethanol (steril)

Sterilisierungsléosung

1ml Na-Hypochlorit
6 ml H,O
2 Tropfen Tween 20

Ungefdhr 50 Samen wurden in ein steriles Eppendorfgefdfi gegeben, mit 1iml
70%igem Ethanol versetzt und kurz geschiittelt. Nachdem die Samen sich abgesetzt
hatten, wurde der Uberstand abgenommen und 1ml der Sterilisierungslésung
hinzugegeben. Nach 20 Minuten auf einem Schiittler wurden die Samen fiinfmal mit
sterilem Leitungswasser gewaschen.

2.14.2.2. Sterisilierung mit Chlorgas:

Zu 100 ml Na-Hypochlorit wurden in einem Becherglas, das in einem geschlossenen
Glasbehilter stand, 3ml HCl gegeben. Die Samen in den gedffneten
Reaktionsgefdfien wurden fiir ca. 3th durch das sich entwickelnde Chlorgas
sterilisiert. Anschlieend wurden die Gefdfle mit den Samen noch fiir ca. 2(h unter
die Sterilbank zum Abdampfen gestellt.

2.14.3. Anzucht auf Erde

Material

Einheitserde Typ Minitray Einheitserde Werksverband e.V. Gebr.
Patzer KG (Sinntal-Jossa)

Europa-Pflanzschale Typ PS (60x40x6 cm) Manna

Gelbtafel Neudorff
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Kunststoffhaube fiir Pikierkisten Romberg
Kunststofftopfe 7x7x8 cm Meyer, Rellingen
Pikierkiste mit gelochtem Boden (50x32x6 cm) Manna

Hoagland-Medium, modifiziert fiir Arabidopsis thaliana

59.0 mM KH , PO,

5.0 mM KNO,

4.7 mM Ca(NO,), x2H,0
3.0 mM MgSO, x 7 H,0

1.5 mM NH,NO;

34.0 M H,BO,

7.0 uM MnCl, x 7 H,0
0.57 uM ZnSO, x 7 H,0

0.38 uM Na, MoO, x 2 H,0
0.38 uM CuSO, x 5 H,0
15mg/1 Sequestrin 138-Fe pH5.5

Die Pflanzen wurden auf einem Gemisch aus drei Teilen Erde und einem Teil
Vermiculit (Basalt Feuerfest, Linz) angezogen. Etwa zehn Samen pro
Quadratzentimeter wurden auf das mit Leitungswasser durchfeuchtete Erdgemisch
gestreut. Einzelne Topfe wurden mit Frischhaltefolie, Schalen dagegen mit
Pikierhauben abgedeckt, um Kontaminationen mit Fremdsamen zu vermeiden und
um - sobald die Brechung der Samenruhe erfolgt war - fiir feucht-warme
Bedingungen zu sorgen. Zur Stratifizierung kamen die Saattopfe zunichst fiir zwei
Tage in den Kiithlraum (41°C). Spater wurden die Pflanzschalen bzw. Topfe in die
Klimakammer bzw. unter die Lichtbank gestellt (Photonenfludichte 80gmol*m™*s™,
Licht-Dunkel-Wechsel 10:14 Stunden, ca. 20°C). Nachdem die Keimbléitter
vollstandig entfaltet waren, wurde die Pikierhaube/Frischhaltefolie abgenommen.
Zwei- bis dreimal pro Woche wurden die Pflanzen mit Leitungswasser angestaut.
Gediingt wurde nach Bedarf mit Hoagland-Medium (1:1 mit Leitungswasser
verdiinnt) fiir Arabidopsis (Konsz et al., 1992). 10-14 Tage nach der Aussaat wurden
die Pflanzen vorsichtig pikiert. Je vier Arabidopsis-Pflanzen wurden in einen runden
Topf (Durchmesser 9i¢cm) gesetzt und sofort mit Leitungswasser angestaut. Sollten
die Pflanzen fiir eine Vakuuminfiltration mit Agrobakterien verwendet werden,
wurden die Stdngel bei Beginn der Bliite zuriickgeschnitten. Die Bliiten der neu aus
der Blattrosette herausgewachsenen Stangel wurden dann fiir die Transformation
benutzt.

Schidlingsbekdampfung erfolgte mit Gelbtafeln (gegen schwarze Fliegen), bei
Blattlausbefall wurde das Insektizid Demeton-S-methyl (Metasoystox®) als 25%ige
Emulsionsspritzldsung eingesetzt.
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Pflanzenmaterial fiir die Gewinnung von RNA wurde nach der Ernte sofort in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Fiir DNA-Prédparationen
wurde Blattmaterial geerntet, gewogen, in fliissigen Stickstoff getaucht und bei -80°C
bis zur Verwendung aufbewahrt.

Zur Samengewinnung von infiltrierten Pflanzen nach Abschluss der Bliitezeit
wurden diese, nachdem die ersten Schoten sich gelb gefarbt hatten, mit Papiertiiten
tiberstiilpt, und die Bewdsserung wurde eingestellt. Nach beendeter Samenreife
wurden die getrockneten Bliitenstiele abgeschnitten und zerrieben, um die Samen
aus den Schoten zu 16sen. Die Samen konnten nahezu rein gewonnen werden, indem
Pflanzenreste wiederholt mit einem Metallsieb (Maschenweite 450 ym) abgetrennt
wurden. Die in 1.5ml-Eppendorfgefdfien gesammelten Samen wurden zur
vollstandigen Trocknung fiir zwei Tage unter einen Abzug gestellt. Reste
transformierter Pflanzen wurden autoklaviert, Reste nicht transgener Pflanzen
kompostiert.

2.14.4. Anzucht auf Platten

MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962)

2.99 mM CaCl,

0.11 uM Co(l,

0.10 uM CuSO,

0.10 mM FeNaEDTA
0.10 mM H,BO,

1.25 mM KH,PO,

5.00 uM KJ

18.79 mM KNO,

1.50 mM MgSO ,

0.10 mM MnSO ,

1.03 uM Na,MoO,
20.61 mM NH,NO,
29.91 uM ZnSO ,

26.64 uM Glyzin

0.56 mM myo-Inositol
4.06 uM Nicotinsdure
243 uM Pyridoxin-HCl
0.30 uM Thiamine-HCl

pH mit KOH auf 5.7 einstellen
Platten: 0.6 % (w/v) Bitec-Agar
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Das Medium wurde in vorgemischter, trockener Form bezogen (Duchefa Biochemie
BV, Haarlem, Niederlande).

Sterilisierte Samen wurden auf MS-Platten mit 1% Saccharose ausgelegt, fiir zwei
Tage stratifiziert und anschlieSend in einem Klimaschrank (Bertold LB 122) bei 20°C,
36[umol*m™*s™* Photonenfluff und einem Licht-Dunkel-Wechsel von 10:14 Stunden
inkubiert. Wurzelmaterial wurde nach ca. zwei Wochen geerntet.

2.14.5. Anzucht in sterilen Schiittelkulturen

MS+Vitamin-Medium fiir Sterilkulturen
46¢g MS-Medium mit modifizierten Vitaminen
3% Saccharose

pH mit KOH auf 5.6 einstellen

In autoklavierte 300iml Erlenmeyerkolben wurden 100-150ml autoklaviertes
MS+Vitamin-Medium gegeben. In das Medium wurden ca.(15 sterilisierte Samen
eingespritzt. Die Kolben wurden mit autoklavierten Wattestopfen versehen und fiir
zwei Tage in den Kiihlschrank gestellt (4°C). AnschlieBend wurden die Kolben auf
einem Schiittler (Infors AG, Basel) bei 27°C inkubiert. Nach zwei bis drei Wochen
konnte das Pflanzenmaterial geerntet werden. Dazu wurden die Pflanzen mehrmals
griindlich mit Leitungswasser gespiilt, auf Kiichenkreppapier kurz angetrocknet,
gewogen, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80°C
gelagert.

2.14.6. Pflanzen-Selektionen

2.14.6.1. Selektion auf Agarplatten

Fiir Selektionen auf Agarplatten wurden Antibiotikastammldsungen zum
handwarmen Medium hinzugefiigt (Tab. 2.2). Platten, die fiir Samen von
vakuuminfiltrierten Pflanzen bestimmt waren, enthielten Cefotaxim, welches das
Wachstum eventuell noch in den Samen vorhandener Agrobakterien verhindert.
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Antibiotikum | Endkonzentration | Stocklésung Losungsmittel
(ug/ml) (mg/ml)

Cefotaxim 500 - Wasser

Hygromycin 30 - -

Kanamycin 50 50 Wasser

Tab. 2.2: Antibiotikakonzentrationen fir Pflanzen-Selektionsmedien. Alle Antibiotika wurden von
der Firma Duchefa Biochemie B.V. in Haarlem, Niederlande, bezogen. Kanamycin wurde als Feststoff
eingewogen, als konzentrierte Stammldsung in Wasser gel6st und steril filtriert. Aliquots wurden bei
—20 °C gelagert. Hygromycin war als sterile Flussigkeit (418.6 pg/ul) mit einer spezifischen Dichte von
1.13 g/ml erhéltlich und wurde bei 4 °C gelagert. Cefotaxim wurde als Feststoff in der benétigten
Menge unmittelbar vor dem GieRRen der Platten eingewogen, in Wasser gel6st, steril filtriert und dem
Medium hinzugefugt.

2.14.6.2. BASTA-Selektion

BASTA-Gebrauchslosung;:
250 mg/1 BASTA®
0.1% Tween-20

Transgene Pflanzen, die das bar-Gen enthielten, welches die Resistenz gegen das
Herbizid Phosphinothricin (BASTA) vermittelt, wurden auf Erde angezogen. Die
Selektion erfolgte sobald nach den Keimblittern die ersten Folgeblatter erschienen
(Vierblatt-Stadium). Die Pflanzen wurden mit der Herbizidlésung aus einem
Abstand von ca. 30 cm bespritht. Wenn die Pflanzen sehr dicht standen, wurde
dieser Vorgang nach ca. einer Woche wiederholt.

2.15. Vakuuminfiltration (nach Bechthold et al., 1993)

Infiltrationsmedium

1/2 MS-Medium mit Vitaminen

0.01 mg/ml BA (6-Benzylaminopurin) (Stamm: 10 mg/ml in 1 M NaOH)
50 g/1 Saccharose

pH auf 5.8 einstellen
einen Tropfen Sapogenat T-110 (Hoechst) hinzuftigen

Agrobakterien wurden bei 28°C bis zu einer OD,, von 0.8-1.0 angezogen, dann fiir
15 Minuten bei 2i500 g abzentrifugiert. Die Zellen wurden in Infiltrationsmedium
aufgenommen (in einem Drittel des urspriinglichen Volumens).
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Auf Erde gewachsene Arabidopsis(thaliana-Pflanzen mit Infloreszenzen in 10-15(dm
Hoéhe wurden in einem Vakuumexsikkator kopfiiber in die Agrobakterienlésung
getaucht, so dass Bliiten und Knospen gut bedeckt waren. Mit Hilfe einer
Wasserstrahlpumpe wurde fiir 20 Minuten ein Vakuum angelegt. Anschlieend
wurden die Pflanzen gewdssert und fiir die nédchsten zwei Tage mit einer
durchsichtigen Plastikhaube abgedeckt, die zur Aufrechterhaltung einer hohen
Luftfeuchtigkeit mehrmals tdglich von innen mit Leitungswasser bespriiht wurde.

2.16. Praparation genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

2.16.1. Praparation nach Ausubel et al., 1987

2x CTAB-Puffer

2% (W/v) CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)

14M NaCl

0.2% Mercaptoethanol

20 mM EDTA wird steril filtriert
100 mM Tris/HCI (pH 8.0)

1% PVP (M, 40(000)

10% CTAB-Losung

10% CTAB

0.7M NaCl

CTAB Fillungspuffer

1% CTAB

50 mM Tris/HCI (pH 8.0)
10 mM EDTA

Hochsalz-TE

10 mM Tris/HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA

1M NaCl

0,1x TE

1 mM Tris/HCI (pH 8.0)
0.1 mM EDTA

33



Material und Methoden

CI
Chloroform /Isoamylalkohol (24:1)

TE
10 mM Tris/HCI (pH8)
1 mM EDTA

Polyclar (Serva, Heidelberg)

1lg gemorsertes Blattmaterial (Frischgewicht) von Arabidopsis thaliana bzw. 1ig
Material aus Arabidopsis-Fliissig-Sterilkulturen wurde in gefrorenem Zustand in ein
2iml-Eppendorfgefafl tiberfithrt, das 1'ml CTAB, 10yl ME (Mercaptoethanol) und
eine Spatelspitze Polyclar enthielt (vorgewdrmt auf 65°C). Nach 25 Minuten
Inkubation bei 65°C (Wasserbad) wurde 1[Volumen CI zu der Losung gegeben und
vorsichtig gemischt. Nach Zentrifugation (13[000min™, fiinf Minuten, Eppendorf
Centrifuge 5417) wurde die Oberphase abgenommen und mit einem Volumen
CTAB-Fillungspuffer versetzt. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur wurde fiir
fiinf Minuten bei 4600min” (Eppendorf Centrifuge 5417) zentrifugiert. Das
Sediment wurde in 400(ul Hochsalz-TE aufgenommen, dann wurden 800(¢] Ethanol
hinzugegeben. Nach zehn Minuten fand ein weiterer Zentrifugationsschritt statt
(fiinf Minuten, 4/600 min”, Eppendorf Centrifuge 5417). Es wurde zweimal mit
80%igem Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurden je fiinf Sedimente in insgesamt
500141 Wasser (bidest) vereinigt. Nach Zugabe von 10/ul RNase boiled (10img/ml)
und 45 Minuten Inkubation bei 37°C wurden 500(pl puffergesattigtes Phenol (P) zu
dem Ansatz gegeben. Es wurde kurz gemischt, bevor 500iml CI hinzugefiigt wurden.
Danach wurde fiir fiinf Minuten bei 111200 min" (Eppendorf Centrifuge 5417)
zentrifugiert, die DNA-enthaltende Oberphase abgenommen und erneut
phenolisiert. Die Fallung der DNA fand durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 MNa-
Ac. pHI6 und 2 Vol. Ethanol statt. Nach Zentrifugation (fiinf Minuten 4600 min”,
Eppendorf Centrifuge 5417) wurde das Sediment zweimal mit 80%igem Ethanol
gewaschen und in 100iml TE oder Wasser (bidest) aufgenommen. Die
Quantifizierung erfolgte photometrisch bei 260 mm. Fiir Restriktionsanalysen wurden
ca. 10iupg DNA eingesetzt.
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2.16.2. DNA-Schnellpraparation fiir PCR-Reaktionen

Extraktionspuffer

200 mM Tris/HCl (pH 7.5)

250 mM NaCl

25 mM EDTA

0,5% (w/v) SDS

autoklaviert

3M K-Acetat (pH6.0) autoklaviert
Isopropanol

1x TE-Puffer
10 mM Tris/HCl (pH8.0)
1 mM EDTA autoklaviert

Die Praparation genomischer Pflanzen-DNA fiir PCR-Analysen erfolgte nach einem
modifizierten Protokoll nach Edwards et al. (1991).

Hierfiir wurden 1-2 Arabidopsis-Rosettenbldtter geerntet und entweder sofort
verarbeitet oder in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei
-80°C gelagert. Das Blattmaterial wurde dann bei RT in den Kavitidten einer 96er
Kunststoff-Multi-Titerplatte mit einem Kunststoffpistill zerrieben. Das
homogenisierte Gewebe wurde mit 400 ul Extraktionspuffer in ein Reaktionsgefaf3
tiberfithrt und fiir 3-4(s auf Stufe 7 gevortext. Um Proteine aus dem Extrakt zu
entfernen, wurden 150 ul 3M K-Acetat (pH[6.0) zugegeben, durch Invertieren kurz
gemischt und bei 131000 min[} in einer Eppendorf 5417 Zentrifuge fiir 2/min
zentrifugiert. 550(u1 des Uberstandes wurden in ein frisches Reaktionsgefaf3
tiberfithrt und mit 550 ul Isopropanol gemischt. Nach zwei min Inkubation bei RT
wurde die geféllte DNA bei 13[000 min " fiir 5 min pelletiert (Eppendorf Zentrifuge
5417, 131000 min™). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet unter dem
Abzug ca. 20-30 min getrocknet und in je 70-100 ul 1x TE resuspendiert. Fiir eine
PCR-Reaktion wurden je 2-5 ul eingesetzt. Die Lagerung der DNA (bis zu einem
Jahr) erfolgte bei 4/9C.
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2.16.3. Genomische DNA aus A. thaliana fur Southern Blot Analysen

Isolation von Bliiten-DNA

2 x Puffer

0.6 M NaCl

100 mM Tris/HClpH 7.5

40 mM EDTA

4% (w/v) Sarkosyl

1% (w/v) SDS

Extraktionspuffer

25 ml 2 x Puffer
20 ml 12 M Harnstoff
2.5 ml Phenol
2.5 ml H,O

PCI

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1

TE
10 mM Tris/HCI pH 8.0
1 mM EDTA

Eine schnelle Moglichkeit zur Prdparation genomischer DNA in guter Qualitat
(geeignet fiir genomische Southern Blots) stellt die Isolation von DNA aus Arabidopsis-
Bliiten dar. Dazu wurden zwei bis vier Bliitenstdnde geerntet, in ein Reaktionsgefafs
tiberfithrt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Zu dem mit einem Pistill
gemorserten homogenen Gemisch wurden 250(ul Extraktionspuffer hinzugegeben.
Nach weiterem Morsern bis zum Auftauen wurden nochmals 2500ul
Extraktionspuffer hinzugefiigt. AnschlieBend phenoliserte man das Gemisch durch
Zugabe von 400 ul PCI, kraftiges Schiitteln und anschliefSende Zentrifugation (10min
3500 rpm). Der Uberstand wurde in frische Reaktionsgefafe iiberfiihrt. Die Fallung
erfolgte durch Zugabe von 0.8 Volumenanteilen Isopropanol. Nach zehn Minuten
Inkubation bei RT wurde fiir 10min zentrifugiert (35500 rpm), der Uberstand
verworfen und das Pellet mit 70(% Ethanol zweimal gewaschen. Das an der Luft
getrocknete Pellet wurde in 501 TE/RNaseA gelost (10(ug/ml). Fiir einen
anschlieBenden Verdau der DNA fiir genomische Southern Blots wurden 32[ul der
DNA in einem Gesamtvolumen von 40[l eingesetzt.
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2.17. GUS-Farbung von A. thaliana-Gewebe

GUS-Firbelosung

01M Na-Phosphat pH 7.0
10 mM EDTA

0.5 mM K-Ferricyanid

0.5 mM K-Ferrocyanid

1.0 mM X-Glucuronid

0.1% Triton X-100

GUS-Fixierlosung

50 % (v/v) Ethanol
5% (v/v) Essigsdure
3.7% (v/v) Formaldehyd

Der histochemische Nachweis von 8-Glucuronidase Aktivitdt in verschiedenen
Geweben transgener A. thaliana Pflanzen erfolgte nach der von Stom (1992)
beschriebenen Methode. Dazu wurden ganze Pflanzen oder einzelne Pflanzenteile in
15ml Rohrchen oder 1.5ml ReaktionsgefdBe tiberfiihrt, die mit Farbelosung gefiillt
waren. Die Proben wurden zur Infiltration des Gewebes mit Farbelosung in einen
Exsikkator gegeben. Es wurde mehrmals Vakuum angelegt, bis das Gewebe
moglichst vollstandig infiltriert war. AnschlieSend erfolgte eine Inkubation bei 379C.
Eine Blaufdrbung des Gewebes trat je nach verwendetem Pflanzenmaterial entweder
schon nach wenigen Minuten bis Stunden oder nach einer i.N. Inkubation auf. Die
Reaktion wurde abgestoppt, indem man die Féarbelosung entfernte und durch
Fixierlosung ersetzte. Nach 30imin bei 651°C in der Fixierlosung erfolgt die
vollstandige Entfernung des Chlorophylls durch leichtes Schiitteln in 80(% Ethanol
bei 65°C. Das Pflanzenmaterial konnte nun entweder fiir die Anfertigung von
Gewebeschnitten in Paraffin eingebettet oder direkt mikroskopisch bzw. mit Hilfe
eines Binokulars analysiert und anschliefend fotografiert werden. Gefirbte
Pflanzenteile wurden bis zu 6 Monaten in 80/% Ethanol bei 4°C aufbewahrt.

2.18. Paraffineinbettung und Gewebeschnitte von A. thaliana-
Material

2.18.1. Einbettung

Sollten Gewebeschnitte von gefdrbtem Pflanzenmaterial angefertigt werden, wurden
die Proben zundchst durch eine aufsteigende Ethanolreihe auf 100% Ethanol
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gebracht (70 %, 85 %, 95 %, 2x 100 %, je 30 min). AnschlieBend wurde Ethanol in
folgenden Schritten gegen Rotihistol® ausgetauscht:

25 % Rotihistol /75 % Ethanol, 1 h
50 % Rotihistol/50 % Ethanol, 1 h
75 % Rotihistol /25 % Ethanol, 1 h
100 % Rotihistol, mindestens 1 h

Die Einbettung in Paraplast® (Roth) erfolgte durch Zugabe von Paraplast-Chips in
ein 15ml Réhrchen, das die Proben in 100/ % Rotihistol enthielt. Durch Inkubation bei
42°C schmolz das Wachs und wurde nach 1th durch neues mit Paraplast gesittigtes
Rotihistol ersetzt. Dieses wurde nach einer weiteren Stunde durch 100:% Paraplast
(geschmolzen, 60°(C) ersetzt. Zur vollstandigen Infiltration des Gewebes mit Wachs
wurden die Proben tiber Nacht bei 60°C in einen Warmeschrank gestellt. Am
folgenden Tag wurde noch einmal das Wachs gewechselt. Das Gielen des Wachses
mit den Gewebeproben in Wégeschalen (5.5x(5.52/dm fand bei RT statt. Um eine
gleichméBlige Auskiihlung zu fordern, wurden die Wageschalen, nachdem sich eine
stabile Wachshaut an der Oberfldche gebildet hatte, in eine Schale mit kaltem Wasser
gestellt und, um den Auftrieb zu verhindern, mit einem Gewicht beschwert.

2.18.2. Anfertigung von Gewebeschnitten

Fiir Gewebeschnitte wurde ein Mikrotom (Mikrotom-Kryostat HMI[500[0M,
MICROM Laborgerdte GmbH, Walldorf) verwendet. Die Paraffinblocke waren etwa
ca. 0.5 cm® grof und die Fldchen trapezférmig getrimmt. Die Schnitte wurden bei ca.
5-1019C durchgefiihrt, damit das Paraffin nicht zu weich wurde. Es wurden Schnitte
einer Dicke von 8-15[jum angefertigt. Die Schnittbdnder tberfiihrte man auf
beschichtete Objekttréger, auf die zuvor ein Wassertropfen aufgebracht wurde, so
dass die Schnitte schwammen. Die Objekttrager wurden fiir 2(h auf eine Heizplatte
(42°C) gelegt, damit das Wasser verdampfte und die Schnitte glatt auf der
Glasoberfliche auflagen. Die Entfernung des Paraffins erfolgte bei RT durch
Inkubation in folgenden Losungen:

Rotihistol 10 min
Rotihistol /Ethanol (50:50) 5 min
Ethanol (100%, 95%, 80%, 60%, 30%)  je 1 min
Wasser 1 min

Die Objekttrdger trockneten an der Luft und wurden dann mit einem Tropfen
Entellan®(Merck) versetzt, auf den ein Deckglas gelegt wurde. Die Lagerung der
Objekttrager bis zur mikroskopischen Analyse erfolgte in Kunststoffboxen bei RT.
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2.19. Praparation und Analyse von RNA

2.19.1. Praparation von RNA aus Arabidopsis thaliana (nach Eggermont et
al., 1996)

DEPC-Wasser
0.2% (v/v) DEPC
Das DEPC-Wasser wird kriftig geschiittelt und anschlieend sofort autoklaviert.

Extraktionspuffer

100 mM Na-Acetat

1 mM Na-EDTA

4% (w/v) SDS pH-Wert auf 5.0 einstellen
8 M LiCl

DEPC-behandelt (sieche DEPC-Wasser) autoklaviert

Das gefrorene (-80°C) Pflanzenmaterial (1.0-1.5[g) wurde in einem mit fliissigem
Stickstoff vorgekiihlten Morser mit dem Pistill zu feinem Staub zerrieben. Nach
Zugabe von etwa 2ml Extraktionspuffer und dem gleichen Volumen PCI wurde
weiter gemorsert, bis die Proben aufgetaut waren. Nach Uberfiihrung in
Eppendorfgefdfie und einer fiinfminiitigen Inkubation auf Eis wurde bei
Raumtemperatur fiir fiinf Minuten bei 101000(g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dann phenolisiert und nach erneuter Zentrifugation (10000'g, fiinf Minuten) mit
Chloroform extrahiert. AnschlieSend wurde die RNA mit einem halben Volumen
8M LiCl aus der waBrigen Phase gefillt. Nachdem die Proben eine Stunde auf Eis
standen, wurde die RNA fiir zehn Minuten bei 10[000lg abzentrifugiert. Das
Sediment wurde zweimal mit 70%igem Ethanol (DEPC) gewaschen, an der Luft
getrocknet und in 100 ul DEPC-Wasser aufgenommen.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch, indem die Absorption bei
260mm gemessen wurde. Fiir ein Test-RNA-Gel wurde das Volumen einer Probe
eingesetzt, welches laut Berechnung (auf Basis der photometrisch ermittelten Werte)
einer RNA-Menge von 30(g entsprach.

2.19.2. RNA-Gele (nach Ausubel et al., 1987)

10x RB

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

5 mM EDTA
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Probenvorbereitung fiir RNA-Gele

12 ul Formaldehyd

40 ul Formamid

10 ul 10x RB

40 ul RNA ( + DEPC-Wasser)

Nach Inkubation bei 65°C (zehnMinuten) wurden die Proben mit 1[ul
Ethidiumbromidlésung (5img/ml) versetzt und auf das Gel aufgetragen.

Formaldehyd-Agarosegel

32¢g Agarose

32 ml 10x RB

268 ml dest. Wasser
20 ml Formaldehyd

Die RNA wurde in denaturierenden Formaldehyd-Agarosegelen aufgetrennt, um
Sekundarstrukturen und RNA-RNA-Heteroduplexe zu vermeiden.

Nach Losen der Agarose durch Aufkochen in der Mikrowelle lie man die Losung
auf ca. 50°C abkiihlen, gab 20iml Formaldehydlosung (Endkonzentration 2% (v/v))
hinzu und goss sie in eine Flachbettkammer. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei 1501V fiir 2-3 Stunden. Als Laufpuffer wurde 1x RB verwendet.

2.19.3. Northern Blot Analyse

Die RNA wurde aus dem Agarosegel auf Hybond-N Membranen (Amersham)
transferiert. Der Aufbau des Blots entsprach dem Aufbau beim Southern(Blot. Als
Transferpuffer wurde 10x/SSC (s. 2.12.) verwendet. Die Membran wurde vor dem
Blotten zuerst mit dest. Wasser angefeuchtet, dann kurz in 10x/SSC gelegt.

Nach dem Abbau des Blots wurde die Membran fiir fiinf Minuten in 2x/SSC
gewaschen und dann fiir 2-3 Stunden bei 80°C gebacken.
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2.19.4. Hybridisierung eines Northern Blots

2.19.4.1. Hybridisierung mit Northern-Hybridisierungspuffer

Northern-Hybridisierungspuffer

250 ml Na-Phosphat pH 7.2

50 ml 5M NaCl

70g SDS

2ml 0.5M EDTA pH 8.0

1ml Heringssperm-DNA (10 mg/ml), denaturiert

50g PEG 6 000

250 ml Formamid ad 11 mit dest. Wasser

Die Membran mit der gebundenen DNA wurde zundchst kurz mit dest. Wasser
abgespiilt und dann fiir zwei Minuten in 0.25MNaCl/0.25MNa-Phosphat gelegt.
Die Vorhybridisierung (42°C, zwei Stunden) und die Hybridisierung (42°C, zwolf
Stunden) fanden in einem mdoglichst kleinen Volumen Northern-
Hybridisierungspuffer statt, dem ca. 200(gl denaturierte Heringssperm-DNA
zugesetzt waren. Gewaschen wurde mit Southern-Waschlsung bei 65°C.

Alternativ wurde zur Hybridisierung Curch-Buffer verwendet:

2.19.4.2. Church-Puffer (nach Church und Gilbert, 1984)

Hybridisierungspuffer

1mM EDTA
05M Na-Phosphat pH7.2
7% (W/v) SDS

Bei der Hybridisierung mit Church-Puffer wurde als Membran, auf welche die
Nukleinsduren transferiert wurden, Pall Biodyne A nach Angabe des Herstellers
verwendet. Die Vorhybridisierung erfolgte in Hybridisierungslosung bei 68/9C. Die
Hybridisierung fand #.IN. in einem Volumen von mind. 2[ml
Hybridisierungspuffer/100cm’® bei 58/°C statt. Der Blot wurde anschliefend nach
folgendem Schema gewaschen:

6x5SSC, 0.5% SDS, 5 min, RT

4xSSC, 0.5% SDS, 5 min, RT
2xSSC, 0.5% SDS, 5 min, RT
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Sollte stringent gewaschen werden, wurde der Blot danach bis zu 15 min bei 651°C
im Wasserbad in 2xSSC und 0.5% SDS inkubiert.

2.20. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Polymerase chain reaction) ist eine Primer-gesteuerte Methode der
enzymatischen Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Das Prinzip der in vitro
DNA-Vermehrung beruht auf einem sich 25-35fach wiederholenden Zyklus aus
Denaturierung der DNA, Bindung der reziproken Oligonukleotide und Neusynthese
der DNA-Strange durch eine hitzestabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium
Thermus aquaticus (Tag-Polymerase). Die Verdopplung einer spezifischen DNA-
Sequenz mit jedem Zyklus bedeutet einen exponentiellen Anstieg der Konzentration
des von den Primern definierten DNA-Fragmentes.

Fiir eine Standard-PCR betrug das Reaktionsvolumen 50il. Es wurden 1-10ing der
zu amplifizierenden DNA und je 25[pmol der beiden spezifischen Oligonukleotide
sowie 1yl eines ANTP-Gemisches (je 100mM), 5(u1 10x PCR-Puffer (Roche) und 2-
5WU Tag-Polymerase eingesetzt.

Standard-Temperaturzyklen:

94°C 2 min

94°C 30 sec

55°C 1 min ca. 35 Zyklen
72°C 1 min

72°C 5 min

4°C
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2.21. Sequenzierungen

Sequenzierungen wurden mit dem ABIPRISM™[310GeneticlAnalyser, einem
Mikroprozessor-gesteuerten Elektrophorese- und Fluoreszenz-Detektions-System,
durchgefiihrt.

Die Sequenzierungsreaktion erfolgt nach einem modifizierten Protokoll der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977). Die verwendete AmpliTag-Polymerase
besitzt eine besonders hohe Akzeptanz gegenitiber Didesoxynukleotiden. Die DNA
wird am 3"-Ende durch Einbau der vier mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
versehenen Didesoxynukleotide, den sog. Dye Terminatoren, markiert. Nach der
Reaktion miissen die sequenzierten DNA-Fragmente ihrer Grole entsprechend
aufgetrennt, detektiert und analysiert werden. Die Auftrennung durch
Elektrophorese erfolgt in einer 75[ym dicken Kapillare. Ein 10mW Argonlaser,
dessen Hauptemissionen bei Wellenldngen von 488 und 514.5mm liegen, ist das
Kernstiick der Detektionseinheit. Der Laserstrahl wird auf das Fenster der Kapillare
gerichtet und in ihr fokussiert. Erreicht ein markiertes DNA-Fragment den Bereich,
den der Laserstrahl trifft, so wird es zur Aussendung von Fluoreszenzstrahlung
angeregt, die dann mit einer Linse fokussiert wird. Eine CCD-Kamera wandelt das
Lichtsignal in ein digitales um, das als Rohdatenfile direkt auf den Computer
tibertragen und gespeichert wird. Zur Systemsteuerung und als Auswertungseinheit
dient ein Power PC Macintosh Computer.

Probenvorbereitung fiir die Sequenzierung mit ABI Prism™ 310 Genetic Analyser:

Plasmid-DNA wurde fiir Sequenzierungen mit RNase behandelt, mit Phenol
extrahiert und bei Raumtemperatur gefallt, mit 70%igem Ethanol gewaschen und in
Wasser (bidest) aufgenommen. Die DNA durfte keine Salze, Ethanol oder

Phenolriickstinde enthalten.

Sequenzierungsansatz:

A: Plasmid-DNA B: PCR-Produkte
4 ul Pramix (ABI) 2 ul Pramix (ABI)
1ug ds-DNA 200 ng PCR-Produkt
3-10 pmol  Primer 3-10 pmol  Primer
ad 10 ul
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Sequenzierung-Temperaturzyklen:

96°C 20 sec

96°C 10 sec

50°C 5 sec 25-35 Zyklen
60°C 4 min

4°C o«

Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die Proben in 1.5 ml Eppendorfgefafie
tiberfiihrt, die

100 ul dest. Wasser

10 ul 3 M Na-Ac. pH 5.0 und

250 ul Ethanol

enthielten. Die Fillung erfolgte bei Raumtemperatur. Nach 30Minuten
Zentrifugation bei 14/000imin™ (Eppendorf Centrifuge 5417) wurde einmal mit
70%igem Ethanol gewaschen. Das Sediment wurde in 20(pl TSR-Puffer
aufgenommen. Die Proben wurden bei 4°C gelagert oder direkt in die Gefdfle fiir den
ABI310 tiberfiihrt. Vor der Analyse im ABIIPRISM 310-Gerat wurde der Ansatz fiir
zwei Minuten bei 95°C denaturiert.

2.22, RT-PCR

2.22.1. Reverse Transkription

Fur die Synthese von Erststrang cDNA wurde das SuperscriptTMII[RNaseH
Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen) verwendet.

Es wurden 1-2 pg Gesamt-RNA mit 10U RNase-freier DNAse (Roche) inkubiert (15
min 37(9C). AnschlieBend wurde das Enzym durch Zugabe von EDTA
(Endkonzentration 2.27 mM) und Hitze (10 min 65°C) inaktiviert.

Reaktionsansatz: 5 ul Erststrang-Puffer
1 ul DNase (10 U)
1-2 ug RNA
ad 25 ul mit H,O bidest
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Die Hailfte des DNase-Verdaus wurde dann fiir die reverse Transkription eingesetzt:

12.5 ul RNA, DNase behandelt
7.5 ul Erststrang-Puffer

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

1 ul Reverse Transkriptase

ad 50 ul mit H,O bidest

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

Die RT-PCR wurde dann mit den entsprechenden Primerpaaren entweder in einem
herkdémmlichen PCR-Geridt (z.B. PE 9600) oder als ,real-time” PCR mit dem
LightCycler (Roche) oder dem GeneAmp®5700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Es wurden jeweils 2-6 ul cDNA eingesetzt.

2.22.2. Semiquantitative RT-PCR

Hierfiir wurde fiir die verschiedenen Primerkombinationen durch Verwendung
unterschiedlicher Zykluswiederholungen (15-30) ausgetestet, zu welchem Zeitpunkt
die Amplifikation des Zielgens im linearen Bereich lag. Gele mit aufgetragenen PCR-
Produkten aus so ermittelten Reaktionsprofilen wurden dann geblottet und mit einer
entsprechenden radioaktiv markierten Sonde hybridisiert. Als Referenz diente die
gleiche Menge cDNA (aus der gleichen Prdparation), wie sie fiir das zu testende
Zielgen eingesetzt wurde, in einer Reaktion mit Aktin2- oder 18SrRNA-spezifischen
Primern. Auch hier wurde zunéchst der lineare Amplifikationsbereich getestet.

2.22.3. Real time PCR

Fiir die meisten realtime RT-PCR Experimente wurde das ,,GeneAmp®[57OO Sequence
Detection System” (Applied Biosystems) verwendet. Das System besteht aus einem
optischen Detektor und einem PCR-Gerédt (GeneAmp® PCR System 9600),
koordiniert von Software, die auf einem angeschlossenen Computer (PC) installiert
ist. Es wurde fiir die Detektion der Akkumulation von PCR-Produkten entwickelt,
entweder iiber die Bindung von SYBR"Green[I an doppelstrangige DNA oder iiber
sog. TagMan® Sonden. Die bis zu 96 Reaktionsgefdfie werden mit weilem Licht
bestrahlt, und das resultierende Fluoreszenzsignal wird durch eine CCD-Kamera
detektiert, die eine Aufnahme von allen 96 Gefifien macht. Die Software sammelt die
Bilder widhrend der PCR-Zyklen und analysiert die Daten, um eine
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Amplifikationskurve fiir jede Reaktion zu erstellen. Aufserdem nutzt das Gerét einen
internen Referenzfarbstoff (ROX), um nicht PCR-korrelierte Schwankungen der
Grundfluoreszenz in den einzelnen GefdfSen zu normalisieren.

Ein wichtiger Parameter fiir die Auswertung von reallfime PCR Experimenten ist der
sog. threshold cycle- oder C-Wert; er ist definiert als genau die Zykluszahl, bei der die
Fluoreszenz einen festgelegten threshold-Wert tuiberschreitet, welcher sich im
Auswertungsprogramm manuell festlegen ldsst und bei dem die Fluoreszenz
anfdngt, sich vom Hintergrund (begrenzt durch die parallel zur x-
Achse=Zykluszahl verlaufende threshold-Linie) abzuheben. Wie Higuchi et al. (1992)
gezeigt haben, erhdlt man eine gerade Linie, wenn man den Logarithmus der
eingesetzten Kopienzahl einer Auswahl verschiedener Standard-Zielsequenzen
gegen den C-Wert auftrdgt. Also kann man die Anfangsmenge einer Zielsequenz aus
einer unbekannten Probe ermitteln, indem man den C-Wert misst und eine
Standardkurve verwendet, um die Kopienzahl beim Start der Reaktion zu ermitteln.
Mit Hilfe einer anderen Quantifizierungsmethode, die auf eine Standardkurve
verzichtet, kann man eine Vielzahl von Proben gleichzeitig testen. Die sog.
komparative C-Methode oder AAC-Methode beruht auf dem Vergleich der Menge
einer Referenzsequenz mit der Expression des Zielgens (siehe Anhang).

Die Primer fiir Experimente mit dem GeneAmp®5700 Sequence Detection System
wurden mit dem Programm Primer Express® (ABI) erstellt. Die Schmelztemperatur
der Primer betrug stets 58-60/°C, die Amplikons hatten eine Grée von 100-150bp,
da die Effizienz der Reaktion fiir kleine Amplifikate grofer ist, und damit auch die
Wahrscheinlichkeit, das ein Assay direkt mit dem ersten getesteten Primerpaar
funktioniert. Die Konzentration der Oligonukleotide betrug in der Regel 300 nM.

Die PCR-Reaktion begann stets mit einer Erhitzung auf 959C fiir 10imin. Durch
diesen Schritt wird die AmpliTaqGold® Polymerase aktiviert. Es folgte eine
Zweischritt-PCR mit einem Denaturierungsschritt fiir 15/sec bei 959C und einem
kombinierten Annealing- und Elongationsschritt bei 60°C fiir eine Minute. Diese
Temperaturfolge wurde 40-mal wiederholt.

In den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten wurden keine TagMan® Sonden
verwendet, sondern es wurde ausschlieflich mit SYBR®Green'T gearbeitet. Da
letzteres jede Art von doppelstrangiger DNA markiert, also auch Primerdimere und
andere unspezifische Produkte, wurde nach der PCR-Reaktion eine sog.
,Schmelzkurve” erstellt. Dabei fiahrt das PCR-Gerdt einen kontinuierlichen
Temperaturgradienten von 60 bis 959C ab. Dadurch werden die PCR-Produkte
denaturiert und die Fluoreszenz nimmt ab. Durch Auftragen der ersten Ableitung
der Fluoreszenz gegen die Temperatur erhédlt man Schmelzprofile, anhand derer man
verschiedene PCR Produkte, also auch korrekte Amplifikate und z.B. Primerdimere
im gleichen Reaktionsgefdf3, zuverldssig unterscheiden kann.
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2.23. Praparation von SchlieBzellen fiir nachfolgende RT-PCR

Um eine Anreicherung von SchlieBzellen fiir nachfolgende RNA-Praparationen und
RT-PCR-Experimente zu erreichen, wurden jeweils 2-3 Arabidopsis-Rosettenblatter in
einen Haushaltsmixer (Fa. Braun) in einem Liter Wasser fiir eine Minute zerkleinert.
Die Suspension wurde dann durch ein Nylonnetz (Porengrofe 200ul) filtriert. Die
auf dem Netz zuriickgehaltenen Zellreste wurden in frisches Wasser tiberfiithrt und
wieder gemixt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Anschliefend wurden
die Zellreste vom Nylonnetz abgekratzt und in einem 1.5(ml Reaktionsgefdf} in
fliissigem Stickstoff eingefroren.

Die reverse Transkription erfolgt mit Hilfe von Dynabeads® (Dynal) nach Angaben
des Herstellers. Der Zellaufschluss erfolgte mit einem FastRNA Green Isolation Kit
(Bio 101,Inc.) in Kombination mit dem Aufschlussgerédt FastPrep FP120 (Bio
101Savant), fiir 3 x 90 sec. Danach wurde zunichst das Protokoll fiir die direkte
Isolierung von mRNA aus Pflanzengewebe angewendet (mRNA DIRECT™ Kit).
Nach Elution der mRNA in 50(ul wurde diese nochmals gereinigt (Dynabeads
mRNA Purification Kit) und anschlielend eluiert (50(1). Die mRNA war danach
DNA-frei und konnte fiir RT-PCR-Experimente eingesetzt werden

2.24, Proteintechniken

2.241. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
(1970)

Acrylamid/Bisacrylamidstammldsung
30% (w/v) Acrylamid
0.8% (w/v) Bisacrylamid

Sammelgelpuffer (4x konzentriert)
500 mM Tris/HCl (pH 6.8)
0.4% (w/v) SDS

Trenngelpuffer (4x konzentriert)
1.5M Tris/HCl (pH8.8)
0.4% (w/v) SDS
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Elektrodenpuffer (10x konzentriert)

250 mM Tris

192 mM Glycin

0.5% (w/v) SDS

Probenpuffer (2 x)

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

5% (w/v) SDS

5% (v/v) 3-Mercaptoethanol

0,0025% (w/v) Bromphenolblau

Denaturierte, in Probenpuffer aufgenommene Proteingemische wurden in
Anlehnung an die Methode von Laemmli (1970) elektrophoretisch aufgetrennt.
Hierzu wurde das Minigel Apparatur System 2050 Midget (Pharmacia-LKB,
Freiburg) verwendet. Die Grofle der Gele betrug 101x82x0.75 mm. Die Proben
wurden zundchst in einem Sammelgel fokussiert, das 4.5% (w/v) Acrylamid, 0.12 %
(w/v) N,N’- Methylenbisacrylamid, 0.03 % (w/v) Ammoniumperoxidsulfat, 0.13 %
(v/v) N, N, N, N"-Tetramethylethyldiamin (TEMED) und einfach konzentrierten
Sammelgelpuffer enthielt. Fiir die nachfolgende Auftrennung wurde ein aus 12.5 %
(w/v) Acrylamid, 0.33 % (w/v) N,N’- Methylenbisacrylamid, 0.05 % (w/v)
Ammoniumperoxidsulfat und 0.05 % (v/v) TEMED bestehendes Gemisch und
einfach konzentriertem Trenngelpuffer verwendet.

Nach dem Auftragen der Proben wanderten diese zundchst mit 15 mA in das
Sammelgel ein und wurden dann bei 40 mA fokussiert. Die Auftrennung im
Trenngel erfolgte bei ca. 25 mA und einer konstanten Spannung von 200 Volt.

Fiir praparative Zwecke wurden Gele mit einer Gréfie von 160x150x1.5 mm genutzt.
Hier wurden zum Einlauf in das Sammelgel 25 mA angelegt, die Fokussierung
erfolgte bei 70 mA und die Auftrennung im Trenngel bei 50 mA mit einer Spannung
von 200-300 Volt. Wihrend des Laufes wurden die Gele mit einem Ventilator
gekiihlt.

Als Molekulargewichtsmarker wurde der Dalton Mark VII-L (Sigma) eingesetzt, der
einen Bereich von 66 kDa bis 14.2 kDa umfasst.
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2.24.2. Anfarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Coomassie-
Brilliantblau

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

Fiarbelosung II

20 % (v/v) Essigsdure
Entfdarbelosung

10 % (v/v) Essigsdure
40 % (v/v) Methanol

Die Proteinfdarbung erfolgte nach Weber und Osborn (1969). Dazu wurden die
Féarbelosungen I und II zu gleichen Teilen vermischt. Das Gel wurde fiir ca. 30 min
unter leichtem Schiitteln gefarbt. Zur Entfirbung des Hintergrundes wurde das Gel
in Entfarbelosung geschiittelt.

2.24.3. Proteinfarbung mit Silbernitrat

Fixierl6sung

50 % (v/v) Methanol

12 % (v/v) Essigsdure

0.019 % (v/v) Formaldehyd
Entwicklerlsung

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

02 % (w/v) Silbernitrat

0.075 % (v/v) Formaldehyd
Stopplosung

50% (v/v) Methanol

12 % (v/v) Essigsdure
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Die Silbernitratfarbung nach Blum et al. (1987) ist ca. 5- bis 10-mal empfindlicher im
Vergleich zur Farbung mit Coomassie-Brilliantblau.

Die Gele wurden zunichst fiir 30 min in der Fixierldsung geschiittelt und dann
dreimal je 20 min mit 50 % (v/v) Ethanol und 1 min mit 800 uM Natriumthiosulfat
gewaschen. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 20 Sekunden in H,O wurden die
Gele fiir 20 min in der Imprédgnierlosung inkubiert. AnschlieSend wurden die Gele
zweimal kurz mit H,O gewaschen und dann entwickelt (Entwicklerlosung). Nach
deutlichem Hervortreten der Proteinbanden wurde zweimal kurz mit H,O gespiilt
und der Entwicklungsvorgang durch Schiitteln in der Stopplésung beendet (20 min).

2.244. Anfarben von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Kupferchlorid

Firbeldsung

300 mM Kupfer-II-chlorid
Entfdarbelosung

125 mM Tris

125 mM EDTA

Die Fiarbemethode nach Lee et al. (1987) ist im Gegensatz zu den vorher
beschriebenen Methoden reversibel und nicht fixierend. Sie wurde eingesetzt zum
Nachweis von Proteinen in prédparativen Gelen, aus denen ein Protein ausgeschnitten
und spéter zur Immunisierung von Kaninchen eingesetzt wurde.

Das Gel wurde ca. 5-15 min in der Farbel6sung inkubiert, bis eine blauliche Triibung
der Gelmatrix eintrat. Vorhandene Proteinbanden blieben dabei transparent bldulich.
Vor einem schwarzen Hintergrund wurden die entsprechenden Proteinbanden dann
ausgeschnitten. Diese Gelstiicke wurden anschliefend in der Entfarbelosung
entfarbt, ca. 3-5-mal in H,O gewaschen, zerkleinert und in flissigem Stickstoff
gemorsert. Die Protein-Gelmasse wurde in PBS resupendiert und zur Immunisierung
verwendet.

2.24.5. Aufarbeitung von E. coli Gesamtprotein

1-2 ml G.N. Bakterienkultur wurden bei 141000 rpm (Eppendorf Zentrifuge 5417)
sedimentiert. Das Sediment wurde in 400l TE resuspendiert und mit 400 ul
neutralisiertem Phenol 5 min geschiittelt. Nach 5 min Zentrifugation (121000 rpm)
wurde die wiéssrige Oberphase verworfen und die Unterphase mit 1 ml Ethanol
versetzt und fiir 20 min auf Eis gestellt. Das Protein wurde bei 14 000 rpm
prézipitiert und zweimal mit 70(% Ethanol gewaschen. Die so gewonnenen
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Proteinsedimente wurden durch kriftiges Schiitteln und Zerreiben mit Einmal-
Plastikrithrspateln in ca. 100l Proteinauftragepuffer gelést. Zur
gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden ca. 10-20(ul der Proben auf
geladen.

2.24.6. Elektrotransfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Westernblot)

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen (Fa.
BioRad) wurde mit einer Transfer-Kammer (Carboglass, Schleicher & Schuell) im
semi-dry-blot-Verfahren nach Khyse-Andersen (1984) durchgefiihrt. Als Filterpapier
diente das , Gel-Blotting“-Papier GB002 der Firma Schleicher & Schuell), fiir den
elektrophoretischen Transfer wurden Puffer der Firma Roth nach Vorschrift des
Herstellers verwendet (Roti®-Blot, Puffer 2K und 2A). Der Blot wurde wie folgt
aufgebaut: auf die Anodenseite wurden zunichst vier Lagen in Anodenpuffer
getranktes Filterpapier gelegt, darauf die durch 1 min Inkubation in Methanol
aktivierte Transfermembran, auf welche dann das Acrylamidgel gelegt wurde. Das
Gel wurde noch von vier Lagen in Kathodenpuffer getranktem Filterpapier bedeckt,
bevor der Stromkreis durch Auflegen der Kathodenfldche geschlossen wurde. Um
den Aufbau zu beschweren, legte man ein Gewicht von ca. 2lkg auf. Der
Elektrotransfer erfolgte bei 1 mA /cm? fiir 60-90 min.

2.24.7. Reinigung exprimierter Fusionsproteine durch Amylose-
Affinitatschromatographie

2.24.7.1. Amylose-Affinitatschromatographie

Sadulenpuffer

20 mM Tris/HCl pH 7.4
100 mM NaCl

1 mM EDTA

1 mM DTT

Fiir die Gewinnung von MBP (Maltose-Bindeprotein)-Fusionsprotein zur spateren
Immunisierung von Kaninchen wurden 5 ml einer ii. N. Kultur in 500 ml LB, das
zusitzlich 0.2% Glukose enthielt, verdiinnt. Bei einer OD,,, von ca. 0.5 (nach ca. zwei
Stunden) erfolgte die Induktion mit 0.3mM IPTG, nach weiteren drei Stunden
wurden die Zellen geerntet. Das nach Zentrifugation (4/000x(g, 20 min) erhaltene
Zellpellet wurde in 20 ml Sdulenpuffer resuspendiert und tiber Nacht bei -20°C
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eingefroren. Nach dem Auftauen auf Eis wurden die Zellen durch Sonifizeren
aufgeschlossen (Branson Sonifier 250, duty cycle 20%, output control 5, ca. 20imin, auf
Eis). AnschlieBend wurden die Zelltriimmer bei 9/000x(g bei 4°C fiir 30 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und auf Eis gestellt. Fiir die
folgende Affinititschromatographie wurde der Extrakt 1:5 mit Sdulenpuffer
verdiinnt. 15 ml des Amylose-Sdulenmaterials (Bindungskapazitit: 3 mg/ml
Bettvolumen) wurden nun in eine mit Watte abgedichtete Kunststoffsdule
(Durchmesser 1.7i¢m) gegeben. Die Sdule wurde zundchst mit 8 Volumen
Saulenpuffer gewaschen, anschliefend wurde der verdiinnte Extrakt nach und nach
auf die Sdule gegeben. (Die Durchflussgeschwindigkeit betrug ca. 100iml/h.) Danach
wurde mit 12 Sdulenvolumen Siulenpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit
Sdulenputffer, dem 10mM Maltose zugesetzt war. Es wurden ca. 15 3iml-Fraktionen
gesammelt. Spdter wurden proteinhaltige Fraktionen vereinigt und mit einem
Centricon-Réhrchen (Amicon) konzentriert.

2.24.7.2. Regeneration des Saulenmaterials

Die Regeneration der Amylosesdulen fand nach folgendem Schema statt:

3 Sdulenvolumen Wasser (bidest)
3 Sdulenvolumen 0.1% SDS

1 Saulenvolumen Wasser (bidest)
3 Sdulenvolumen Sdulenpuffer

Das Saulenmaterial konnte bis zu viermal wieder verwendet werden, wobei
Restmengen von Amylase im E.[doli Extrakt die Bindungskapazitidt der Saule bei
wiederholtem Gebrauch verminderten. Die Lagerung des Sdulenmaterials erfolgte
bei 41°C.
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2.25. Transportexperimente

2.251. Expression rekombinanter Phosphattranslokator-Proteine in Hefe

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium) - Platten

1% Hefeextrakt

2% Peptone

2% Dextrose (D-Glukose)
2% Agar

SC-Minimalmedium

0.67% yeast nitrogen base (ohne Aminosduren, mit Ammoniumsulfat)

2% Glukose oder Raffinose

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

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

2% Agar (fir Platten)

Selektionsmedium

SC ohne Uracil

Induktionsmedium

SC ohne Uracil, mit 2(% Galaktose

10xTE

100 mM Tris/HCl  pH?7.5

10 mM EDTA

1xLiAc/0.5xTE

100 mM Lithium Acetat pH7.5
5 mM Tris/HClI pH7.5
0.5 mM EDTA

1xLiAc/40/%PEG-3350

100 mM Lithium Acetat pH7.5
40 % PEG-3350

10 mM Tris/HCl pH7.5
1 mM EDTA
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Der verwendete Hefestamm INVScl ist auxotroph fiir Histidin, Leucin, Tryptophan
und Uracil, d.h. diese Aminosduren miissen dem Minimalmedium hinzugefﬁgt
werden, damit der Stamm wachsen kann. URA3 dient als Selektionsmarker fiir mit
pYES2 /NT transformierte Hefezellen.

Die Induktion des GALI Promotors erfolgte mit Galaktose (2%).

2.25.2. Hefetransformation

10 ml YPD-Medium wurden mit einer Einzelkolonie INVScl angeimpft und ii. N. bei
3019C geschiittelt. Am nichsten Morgen wurde die Kultur zu einer ODy, von ca. 0.4
in 50 ml YPD-Medium verdiinnt und wuchs weitere 2-4 h. Die Zellen wurden dann
fiir 15min bei 1500 x g abzentrifugiert, in 40 ml IxTE aufgenommen, wieder 15min
bei 11500 x g zentrifugiert und in 2 ml 1xLiAc/0.5xTE aufgenommen. Es folgte eine
Inkubation bei RT fiir 10imin. Fiir jede Transformation wurde nun 1{xg Plasmid-
DNA mit 100(gg denaturierter und gescherter Heringssperm-DNA und mit 1001
der Hefezellen-Suspension gemischt. Dazu gab man 700 pl 1xLiAc/40%PEG-
3350/1xTE. Nach gutem Durchmischen wurde der Ansatz fiir 30 min auf 30/°C
erwdrmt. Nach Zugabe von 88(ul DMSO fand fiir 7 min ein Hitzeschock bei 42[°C
statt. Danach wurde nach kurzer Zentrifugation der Uberstand verworfen, das
Sediment in 1iml TE aufgenommen, erneut zentrifugiert und schliefSlich in 50-100(u1
1xTE resuspendiert, die auf einer Selektionsmedium-Platte ausplattiert wurden.

2.25.3. Expression des rekombinanten Proteins

15 ml SC-U-Medium mit 2[% Glukose wurden mit einer INVScl-Kolonie, die das
pYES2/NT-Konstrukt enthielt, angeimpft und @.N. unter Schiitteln bei 301°C
inkubiert. Die Kultur wurde dann so in 50 ml Induktionsmedium verdiinnt, dass die
ODg 0.4 betrug. Dafiir wurde das ermittelte Volumen an benétigter ii.N.-Kultur bei
1500x[g, 4°C fiir 5 min pelletiert und anschliefend im Induktionsmedium
resuspendiert. Nach weiteren 6-8 h im Schiittler (3019C) wurden die Zellen bei
1500x[g abzentrifugiert (5min, 4°C) und in 500(¢] sterilem Wasser aufgenommen.
Die Zellen wurden in ein 1.5(ml Reaktionsgefdfl tiberfithrt und fiir 30 sec bei
141000 tpm (Eppendorf Centrifuge 5417) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, und die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.
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2.25.4. Mechanischer Aufschluss der Hefezellen

TE-Puffer
10 mM Tris/HCL pH 7.5
1 mM EDTA

PMSE-Stamml6sung
100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (in Ethanol)

Glasperlen (Durchmesser ca. 0.5 mm)

Die Zellen wurden nach Zusatz von PMSF mit Hilfe von Glasperlen unter starkem
Schiitteln aufgeschlossen (Ausubel et al., 1989). Die hierbei auftretenden Scherkréfte
beschéddigten die Zellwidnde und setzten so die Zellorganellen und die Proteine frei.
Zellen einer 50 ml Kultur wurden in 210 ul TE-Puffer resuspendiert und in ein mit
400mg Glasperlen gefiilltes 1.5 ml Reaktionsgefaf tiberfithrt. Dem TE-Puffer wurde
1/100 Volumen 100mM PMSF zugefiigt, um die wihrend eines Zellaufschlusses aus
der Vakuole freigesetzten Endo- und Exoproteasen am Proteinabbau zu hindern.
AnschlieBend wurde fiir 6 min in einem Zellhomogenisator (Fa. Braun, Melsungen)
bei 4°C kriftig geschiittelt. Zu dem Gemisch aus Glasperlen und Zellsuspension
wurden nach 10 sec Zentrifugation (2000(g) 700yl TE/PMSF gegeben. Nach kurzem
Schiitteln wurde erneut zentrifugiert (200g, 45/sec) und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefd8 gegeben. Durch kurze Zentrifugation (1min, 2200(g) wurden
Zelltrimmer und nicht aufgeschlossene Zellen sedimentiert. Der leicht triibe
Uberstand wurde abgenommen. In einem weiteren Zentrifugationsschritt bei
401000[rpm fiir 15min (Kontron-Ultrazentrifuge, Centrikon T-1065, Rotor65.13, 4/9C,
ca. 1001000(g) wurden 16sliche und membrangebundene Fraktion getrennt. Der
Uberstand wurde verworfen und die sedimentierte Membranfraktion bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

2.25.5. Reinigung von His-gekoppelten Proteinen liber Ni-NTA-
Affinitatschromatographie

Puffer I (Solubilisierungspuffer)

100 mM NaH,PO, pH 8.0
50 mM NaCl
8 mM Imidazol
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Puffer II (Waschpuffer)

10 mM Tricin/KOH pH7.6
8 mM Imidazol
0.08% (w/v) n-Dodecyl-f-maltopyranosid

Puffer III (Elutionspuffer)
150 mM Imidazol
0.08% (w/v) n-Dodecyl-f-maltopyranosid

Die Reinigung der rekombinanten Transportproteine erfolgte bei 4°C. In einem
Standardansatz wurden ca. 4 mg Hefe-Membranprotein aus einer 100 ml Kultur in
280 ul Puffer I aufgenommen. Die Solubilisierung der Proteine erfolgte durch Zugabe
von 55 ul 20 % (w/v) n-Dodecyl-p-maltopyranosid. Nach 5 min wurden nochmals
370 ul Puffer I zugegeben. Der verdiinnte Solubilisierungsansatz wurde fiir 2 min bei
10000 rpm (Stratagene, Pro Fuge, 5/600 x g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und mit zuvor dquilibriertem Ni**-NTA-Agarosematerial (Volumen
Sdulenmaterial ca. 80 ul) fiir eine Stunde unter gleichméfigem, langsamem Schiitteln
inkubiert. Anschliefend wurde das Ni*-NTA-Agarose/Proteingemisch in eine mit
etwas Watte gefiillte Pasteurpipette tiberfithrt, der Durchlauf in einem
Reaktionsgefaf3 aufgefangen und die Sdule mit mindestens 1 ml Puffer II gewaschen.
Die Elution des Proteins erfolgte in einem Schritt in ca. 180 ul Puffer III. Das so
erhaltene gereinigte Protein wurde fiir eine Kinetik oder die Bestimmung der
Affinitit des Transporters zu einem bestimmten Substrat eingesetzt. Sollten mehrere
Kinetiken/Substrate gemessen werden, wurde entsprechend mehr
Ausgangsmaterial (Hefemembranprotein) eingesetzt, alle folgenden Schritte wurden
mit proportional vergrofierten Mengen durchgefiihrt (z. B. doppelter Ansatz von
Puffer und Ni*-NTA-Agarosematerial bei Verwendung von zwei 100 ml
Hefemembranpellets).

2.25.6. Reinigung des Phospholipids

L-a-Phosphatidylcholin wurde zur Entfernung freier Fettsduren nach der Methode
von Kramer (1977) gereinigt. Dazu wurden 30 g L-a-Phosphatidylcholin (Sigma) in
90 ml Chloroform gelost, mit 540 ml entwédssertem Aceton versetzt und fiir
mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieSend erfolgte die
Féllung des Phosphatidylcholins bei 4°C tiber Nacht. Das Losungsmittel wurde
dekantiert und das feste Lipid in 100 ml Diethylether gelst. Der Ether wurde am
Rotationsverdampfer abgedampft. Nach Trocknung im Exsikkator wurde das
gereinigte Phosphatidylcholin bei -20 °C aufbewahrt.
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2.25.7. Rekonstitution der Membranproteine

Der Einbau der Membranproteine in kiinstliche Membranvesikel erfolgte nach der
Frier-Tau Methode von Kasahara und Hinkle (1977).

Liposomenpuffer I

100 mM Tricin/ KOH pH 7.6
30 mM Kaliumglukonat
20 mM Substrat

Liposomenpuffer II
100 mM Tricin/ KOH pH 7.6
68 mM Kaliumglukonat

PD10-Saulenpuffer

100 mM Natriumglukonat
50 mM Kaliumglukonat
10 mM Tricin/ KOH pH 7.5

Fir die Préparation der kiinstlichen Membranvesikel wurden Liposomenpuffer I
(mit unterschiedlichen Substraten) und Liposomenpuffer II (fiir den Kontrollwert)
mit 14 % (w/v) gereinigtem Phospholipid versetzt und zur Vesikelbildung fiir 3 min
auf Eis beschallt (Branson Sonifier 250, duty cycle 20%, output control 5). Im Anschluss
wurden ca. 150 ul eines Protein/Detergenz Gemisches mit 6001 Liposomenldsung
versetzt, kurz gemischt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
schockgefrorenen Proteoliposomen wurden fiir einige Tage bei —80°C gelagert oder
sofort auf Eis aufgetaut und fiir 30 Pulse beschallt (Branson Sonifier 250, duty cycle
30%, output control 5). Danach wurde das nicht in die Proteoliposomen eingebaute
externe Substrat durch eine Gréfenausschluss-Chromatographie auf einer mit PD10-
Puffer dquilibrierten Sephadex G-25-M Sdule abgetrennt. Die Liposomen wurden mit
PD10-Sdulenpuffer in einem Volumen von 9500l eluiert. Die Liposomen wurden
nun direkt fiir die Transportversuche eingesetzt.
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2.25.8. Messung der Transportaktivitat

Substratlésung

55nCi/ ul [**P]-Phosphat

10.5 mM KH,PO,

Inhibitormix

100 mg/ml Pyridoxal-5"-phosphat (PLP)

10 mg/ml 4,4’-Diidothiocyanostilben-2,2"-disulfonat (DIDS)
35.4 mg/ml Mersalyl in 1.5 M Imidazol

Dowex-Puffer
0.15M Natriumacetat

2.25.8.1. Abhangigkeit der Substrataufnahme in die Proteoliposomen von der
Reaktionszeit (Kinetik):

Hierzu wurden 85011 einer Proteoliposomen-Suspension zum Zeitpunkt t=0 sec mit
4511 Substratlosung versetzt. Nach definierten Zeiten (15, 35, 55 und 75 sec) wurden
je 200 ul der Liposomen aus dem Reaktionsansatz entnommen und zum Abstoppen
des Transportes auf eine mit Dowex-Puffer dquilibrierte Anionenaustauschersdule
(Biorad, Dowex AG 1x8, Acetatform, 200-400 mesh, 0.5 x 4 cm SdulengréfSe) gegeben.
AnschlieBend wurden die Liposomen sofort in zwei Schritten (erst 0.5ml, dann
1.0m]l Dowex-Puffer) in ein Szintillationsgefdf eluiert, wobei das nicht
eintransportierte Substrat auf der Sdule abgetrennt wurde. Die in die Liposomen
transportierte Aktivitdt wurde im Szintillationszédhler bestimmt.

2.25.8.2. Abstoppen des Transportes durch ein Inhibitorengemisch

Wenn der zeitliche Verlauf der Substrataufnahme nicht entscheidend fir die
Versuchsauswertung war und z.B. nur die Substratspezifitdt bestimmt werden sollte,
konnte der Transport zu einem bestimmten Zeitpunkt durch Zugabe eines
Inhibitorengemisches abgestoppt werden.

Dazu wurden 2000l einer Proteoliposomen-Suspension in einem 1.5(ml
Reaktionsgefdfl bei RT vorgelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10(ul der
radioaktiven Substratldsung gestartet und nach 1 min durch 25(ul Inhibitorlésung
gestoppt. In Kontrollansdtzen, die der Bestimmung von unspezifisch in die
Proteoliposomen aufgenommener Radioaktivitdt dienten, wurde den Liposomen vor
dem Starten der Reaktion (vor Zugabe der Substratlosung) das Inhibitorengemisch
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zugegeben. Nach dem Reaktionsstopp wurden auch hier 2000l der
Liposomenlosung auf eine Dowexsdule gegeben, das weitere Vorgehen entspricht
dem Versuchsablauf bei Messung einer Kinetik. Der Vorteil dieser Methode liegt v.[a.
darin, dass man durch Verwendung einer speziellen Apparatur (,Plimper”), die aus
einer mit Handgriff ausgestatteten Verbindung von 2x12 , Loffeln” (fur die
Substratlosung bzw. den Inhibitor) besteht, bis zu 24 Werte gleichzeitig erhalten
kann.

2.259. Messung der Transportaktivitat in pflanzlichen Geweben

Aufschlusspuffer

02M Tricin/KOH pH 8.0

10 mM EDTA

4 mM DTT

6 mM Ascorbat

0.1 % (w/v) BSA (entfettet)

0.1% (w/v) PVP (unlgslich, Polyclar AT)
0.08 % n-Dodecyl-f-maltopyranosid

Liposomenpuffer (2x)

200 mM Tricin/ KOH pH7.8
40-60 mM Substrat
50 mM K-Glukonat

Die Liposomen wurden doppelt konzentriert angesetzt, da die Zugabe des
Pflanzenextraktes zu einer starken Verdiunnung fithrt (s.u.). Fiir einen
Standardansatz wurden 150 mg Lipid eingewogen, mit 600 ul zweifach
konzentriertem Liposomenpuffer versetzt und beschallt (Branson Sonifier 250, duty
cycle 20%, output control 5). Bis der Pflanzenextrakt zugefiigt wurde, standen die
Liposomen auf Eis.

200 mg Blatt- oder Bliitenmaterial wurden nach der Ernte in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Das Material wurde in einem vorgekiihlten Morser fein zerrieben. Es
wurden ca. 2.5 ml Aufschlusspuffer hinzugegeben. Bis zum Auftauen wurde weiter
gemorsert. Die Suspension wurde in ein vorgekiihltes 2 ml Reaktionsgefaf tiberfiihrt
und sofort bei 2500 rpm (4°C, Eppendorf Zentrifuge 5417) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefaf tiberfiihrt. 600 ul dieser Suspension
wurden mit 500 ul Liposomenlésung (s.u.) vermischt und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die weitere Versuchsdurchfithrung entsprach dem Vorgehen
bei Messung der Transporteigenschaften von rekombinanten Proteinen in
Abhéngigkeit von der Zeit (siehe 2.26.8.1.). Aus 200img Material konnten drei
Kinetiken gemessen werden.
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2.26. Starkefarbung

Jod-Kaliumjodidlésung
57mM doppelt sublimiertes Jod
43,4 mM Kaliumjodid

Kaliumjodid wurde in demineralisiertem Wasser gel6st, bevor das Jod zugegeben
wurde.

Zum Ende der Lichtperiode wurden ein bis zwei Blitter einer entsprechenden
Pflanze mit einem Skalpell abgetrennt und in 80% Ethanol bei 60°C gebleicht. Der
ethanolische Uberstand wurde dann entfernt, und die gebleichten Blatter wurden in
Jod-Kaliumjodidlgsung (modifiziert nach Caspar et al., 1985) gefarbt.

2.27. Bestimmung von Starke/loslichen Zuckern

Fiir die quantitative Hydrolyse wurden zundchst Blattscheiben (Durchmesser 0.5(6m)
in 1iml Ethanol zweifach fiir 15-30 min auf 60-8019C erhitzt, bis alle Pigmente
solubilisiert waren. Fiir eine quantitative Hydrolyse der Starke wurde das gebleichte
Material in 0.25ml 0.2[IM KOH homogenisiert und nach Zugabe von weiteren 0.25ml
0.2IM KOH bei 95°C fiir 45 min inkubiert. Nach Abkiihlung wurde der pH-Wert des
Extraktes durch Zugabe von 1IN Essigsdure auf 5.5 eingestellt (ca. 90-100 ul). Die
Starke wurde 1i.N. bei RT zu Glukose abgebaut, indem sie mit 3.5 U a-Amylase (Fa.
Roche, 17(p]) und 2.5[U Amyloglukosidase (in 0.1 M Na-Ac. Puffer pH 4.6, Fa. Roche,
83(ul) inkubiert wurde. Der Ansatz wurde zur Denaturierung der Enzyme 10 min auf
90(9C erhitzt und anschlieSend 4 min bei 14[000 rpm zentrifugiert ( Eppendorf
Zentrifuge 5417). Die Uberstinde wurden in neue Reaktionsgefife iiberfithrt und bis
zur enzymatischen Messung des Glukosegehaltes bei —20[°C gelagert.

Der Gehalt an Glukose wurde nach Bergmeyer (1970) bestimmt. Die enzymatische
Messung loslicher Zucker erfolgte nach der Endpunktmethode mit dem
Mikrotiterplatten-Lesegerét SpectraFluor Plas (TECAN GmbH, Salzburg, Osterreich)
im Fluoreszenz-Modus (Messung der NADPH-Bildung). Unter Berticksichtigung des
Chlorophyllgehaltes konnten die Gehalte pro mg Chlorophyll oder pro m® Blattfldche
bestimmt werden.
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Reaktionsansatz zur Bestimmung von Glukose:

100 mM HEPES pH 7.5 (NaOH)
0.8, M NADP*

2 mM ATP

10 mM MgCl,

10-20 ul Extrakt

Das Volumen der Reaktionen betrug standardméagig ca. 200(ul. Nach Zugabe von 2[UU
Glukose 6-P-Dehydrogenase wurde die Grundextinktion bei 340 nm gemessen. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 0.5[U Hexokinase gestartet.

2.28. Mikroskopie und Dokumentation
Folgende Gerite wurden verwendet:
Binokulare: Nikon SMZ-U

Leica MZFLIII
GFP Erregerfilter: 470 /40 nm, Sperrfilter: 525/50 nm

Mikroskope: Nikon Eclipse E800
Filter: GFP (R) — BP EX 460-500
DM 505
BA 510-560
UV -2A EX 330-300
DM 400
BA 420

Konfokales Laser Scanning Mikroskop: Leica DMIRBE, TCS 4D, Leica
Kameras fiir mikroskopische Aufnahmen:

Nikon FDX-35, verwendet mit Tageslichtfilm Agfa RSXII, Iso100/21°
Digitale Kamera: Nikon Coolpix 995
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2.29. Internetadressen
Eine Auswahl der wichtigsten in dieser Arbeit genutzten Internetadressen:

Arabidopsis Membrane Protein Library
http:/ /www.cbs.umn.edu/arabidopsis/

ChloroP 1.1 Prediction Server
http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP

Expasy Molecular Biology Server
http:/ / www.expasy.ch/

HMMTOP
http:/ / www.enzim.hu/hmmtop

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

NetPhos 2.0 Prediction Server
http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos

Plot Hydrophobicity
http:/ /bioinformatics.weizmann.ac.il/hydroph/plot_hydroph.html

Predotar
http:/ /www.inra.fr/ predotar/

TAIR
http:/ / www.arabidopsis.org

Transport Protein Overview
http:/ / www.biology.ucsd.edu/~msaier/ transport/
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3. Ergebnisse

Der Triosephosphat/Phosphattranslokator (TPT) aus Spinat war eines der ersten
klonierten pflanzlichen Membranproteingene tiberhaupt (Fliigge et al., 1989). In den
folgenden Jahren wurden TPTs aus mehreren anderen Pflanzen isoliert (Fischer et al.,
1994a). Spiter stellte sich heraus, dass es weitere sehr homologe plastidare
Transportproteine gab, die aber andere Substratspezifititen besafien. Die Genfamilie
der plastiddren Phosphattranslokatoren ldsst sich nun in vier Untergruppen
einteilen: die TPT-Klasse, die GPT- und PPT-Klasse (Kammerer et al., 1998; Fischer et
al., 1997) sowie die kiirzlich entdeckte XPT-Klasse (Eicks et al., 2002).

Bisher wurde in keiner Pflanze das Zusammenspiel der Proteine der verschiedenen
Klassen, die teilweise tiberlappende Substratspezifititen besitzen, untersucht. Ebenso
blieb die Frage offen, wie viele Gene in jeder der Klassen vorhanden sind. Die
Modellpflanze Arabidopsis thaliana, deren Genom zu Beginn der Arbeit in absehbarer
Zeit sequenziert sein sollte, bot eine gute Ausgangsbasis fiir eine solche
vergleichende Studie.

3.1. Die NST (Nucleotide Sugar Transporter) - TPT
(Triosephosphat/Phosphattranslokator) Genfamilie in
A. thaliana

3.1.1. Plastidare Phosphattransokatoren in A. thaliana

3.1.1.1. Die vier plastidaren Phosphattranslokator-Klassen

Mit den bereits bekannten PT-Sequenzen wurden Datenbanksuchen durchgefiihrt,
um einen Uberblick iiber die vorhandenen PT und PT-homologen Sequenzen zu
erhalten. Alle vier bekannten Klassen von PT-Proteinen konnten in Arabidopsis
thaliana identifiziert werden. Die Identititen der Aminosdurereste zwischen den
einzelnen Klassen betragen zwischen 31% und 44/%. Neben einem einzelnen TPT
sowie einem XPT gibt es jeweils zwei Mitglieder der GPT- und der PPT-Klasse, die
eine Aminosdure-Identitat von 74% bzw. 52% aufweisen (Tab. 3.1).
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AtTPT | AtGPT1 | AtGPT2 | AtPPT1 | AtPPT2 | AtXPT
AtTPT 36 35 32 31 37
AtGPT1 74 35 35 42
AtGPT2 34 33 44
AtPPT1 52 36
AtPPT2 37
AtXPT

Tab. 3.1: Vergleich der Aminoséure-ldentititen der plastidaren Phosphattranslokatoren aus
Arabidopsis thaliana. Angaben in % ldentitat. Die Werte gelten fir die Vorlauferproteine mit
Transitpeptid. Die reifen Proteine weisen eine um ca. 8 % hoéhere Identitat auf. Grau unterlegt sind die
Aminosaure-ldentitaten zwischen Mitgliedern der gleichen Phosphattranslokatorklasse.

3.1.1.2. Die genomische Struktur der Phosphattranslokatorgene

Fiir zwei der plastiddren Phosphattranslokatoren wurde eine Durchmusterung einer
genomischen Phagenbibliothek durchgefiihrt (AtTPT, Deterding, 1998, und AtPPT1,
AF209210.1). Die erhaltenen Klone wurden sequenziert und mit den bekannten
cDNA Sequenzen verglichen, um die Exon-Intronstruktur zu ermitteln. Fiir die
tibrigen Gene wurden die zur entsprechenden ¢cDNA gehorigen Klone durch
Datenbankrecherchen im Verlauf der vollstindigen Sequenzierung des A.l[thaliana
Genoms ermittelt (AGI, 2000). Wie in Abb. 3.1 dargestellt, besitzt das TPT-Gen elf,
die beiden PPT-Gene acht und die beiden GPT-Gene vier Introns, das XPT-Gen hat
kein Intron. Auffillig ist, dass innerhalb einer Klasse Anzahl und Positionen der
Introns konserviert sind, auch wenn die Grofie der Introns variieren kann. Zwischen
den Klassen sind nur zwei Positionen exakt konserviert: TPT-Intron 7 und die PPT-
Introns 5, sowie TPT-Intron 9 und die PPT-Introns 7. Um 6bp verschoben ist Intron 2
der GPTs gegentiber Intron 4 der PPTs. Eine weitere Gemeinsamkeit beztiglich der
Intronlage zwischen TPT und GPTs besteht darin, dass auf dem letzten Exon nur
noch wenige fiir Aminosduren kodierende Basen liegen (beim TPT fiinf, bei den
beiden GPTs drei Aminosiuren).

Es wurde gezeigt, dass die Position eines inserierten Introns innerhalb eines Kodons
eine Rolle fiir mogliche exon shuffling Prozesse wahrend der Evolution spielt. Eine
besondere Bedeutung haben in diesem Zusammenhang sog. Phase-0-Introns, welche
hiufig an ,Modulgrenzen” von Proteinen liegen (Souza et al., 1998). In Tab. 3.2 sind
die Phasen (Position des Introns innerhalb eines Kodons: 0 -zwischen zwei Kodons-,
1 oder 2) der PT Introns aufgefiihrt. Innerhalb einer PT-Klasse entsprechen sich nicht
nur die Positionen, sondern auch die Phasen der entsprechenden Introns.
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500 bp

TPT | HEEEN BN OO Jl g D

PPT1 1 2 3 4 5 6 7 8

PPT2 1 2 3 4 5 6017 8

GPT1 | 1] 2 3 [ ]

GPT2 | o L2l [s ] 4]

xpT I

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Exon- Intronstruktur der Phosphattranslokatorgene in
Arabidopsis thaliana. Die Abbildung stellt die Langen sowie die Lage der Introns (nummeriert) in den
einzelnen Genen schematisch dar, Introns sind weild gekennzeichnet, die Exons der unterschiedlichen
Klassen in Grauténen (unterschiedliche Helligkeit zwischen den verschiedenen Klassen). Introns,
welche in verschiedenen Klassen an gleicher Position - bezogen auf die Proteinsequenz - lokalisiert
sind, wurden durch Strichverbindungen miteinander verbunden.

Die exakten Intronpositionen der PTs sind in Abb. 3.2 dargestellt. Der Darstellung
liegt ein ClustalX-Alignment der sechs Phosphattranslokatoren aus
Arabidopsis!thaliana zu Grunde. Zusétzlich wurden Membranspannen eingezeichnet
(grau unterlegt). Verschiedene Vorhersageprogramme prognostizieren fiir die
Phosphattranslokatoren eine unterschiedliche Anzahl von Transmembranspannen,
welche zwischen sechs und zehn liegt. Hier wurde ein Modell mit acht
Membranspannen ausgewdhlt, das statistisch gesehen (neben einem Sieben-
Membranspannen-Modell) am héufigsten vorhergesagt wurde.

In der vorletzten Membranspanne liegt die wahrscheinliche Substratbindestelle, ein
Lysin (Lysin273 des Spinat-TPT) gefolgt von einem Arginin (Fliigge und Heldt, 1979;
Fischer et al., 1994a), welche innerhalb der Phosphattranslokatorfamilie in allen
Klassen konserviert ist.

65



Ergebnisse

AtTPT
AtXPT
AtGPT2
AtGPT1
AtPPTZ2
AtPPT1

AtTPT
ALXPT
AtGPT2
AtGPT1
AtPPT2
AtPPT1

ALTPT
ALXPT
AtGPT2
AtGPT1
AtPPT2
AtPPT1

ALTPT
ALXPT
AtGPT2
AtGPT1
AtPPT2
AtPPT1

AtTPT
AtXPT
AtGPT2
AtGPT1
AtPPT2
AtPPT1

AtTPT
AtXPT
AtGPT2
AtGPT1
AtPPT2
AtPPT1

MESRVLLRAT
---MISLNLS
----MLSSIK
----MVLSVK
MFALTFLNPN
MQSSAVFSLS

ISGRQLRPIL
SAKPLLSLTN
NVVSHQKPLH
TVLAVSKPLH
FSSSNS----
LASSDSPLRA
\
FMWYEFLNVIF
GL..FQ.IV.
AT.WA...V.
AT.WA...V.
GV..L..IYY

A...LF.IY.

LIPVAVCHAL

.LGP.LF.TI
A\

ST oo oA ML

A\
oL

A.TI
IVQL..A.T.
ILPL. .V
\4

VVLGVAMASL
I.M.CSL.AV
IIG.C.L.ATL
IIG.C.LSA.
I.A..SL..F

I.G...L..I

ALFVVCIPPAI
S.LYLF.V..
S.VILT.FS.
S o LI L 85 5
SFILLV.L..
S.VLMA.VTF

PSLNPGLLHK

LLDSSAINGG
PESSSGFSRK
ISSASNFKR-
LSSSLRAKSP

WSGVPSPISH

NILNKKIYNY
..F...AL.V

GHVTSNVSFA
oo LSAC ¢ 5

.AAT. .MS
.AAT. .MS
NLLT...LG

.NLFT.M.LG

TELSENWLGE
BN G . I

...N..TF!

...N..MI.Y

IVEGPKLLNH
F...-SHWVP
A....QMWAA
A....QMWVD
LID.F.VTPS
FT..I.FTPS

—-——IPKLRRP
TRTCQQPTRL

EKREILKPVK
PRSIAAVGSS
EVKVEAYEAD
VVRCEAYEAD
NLRFNGFKLK
SLDTNRFRTA
A\
FPYPYFVSVI
.WLLASF
WLT.TL
Y...WLT.TL
Yoo AT, AR

LHA.MT.TLV

AVAVSFTHTI

GFADAIAKVG
.YHK...S..
.WON.VSQ. .
WQT.L.T. .
A\
HLQV.GLS.K
\/
YIQS.GVN.K

IGAIHRQFST
SALLVTNPKP
SGSVRRSIPT
IGLFRRNPSS
SPLFLAKSTP
HPITTAASSS

AAAAEGGDTA
DSNPDEK-SD
RSRPLDINIE
RSEPHPIGDD
S.TVPEN—V
.T.VPES—.

HLEFVGVVYCL
Q..A.SIWM.
S.AC.SLMM.
S.AA.SLMM.
Q.GC.TLMIA
QFAV.S.LIT

I!ALEPFFNAA
.SA..V.SVI
.SG. .,A.SVL
.SG. ,A.SVL

. TVL

Homon

.SVL

TYRSIFSKK-
VL.N.Y..R-
VE.N.F...-
VE.N.F...-
QS
QS

NVL...F
NVL...V

—MTKFISDLF
TPST.Y@WVL
——PN.VWWVV
Y
—-—PQ.VWWVV
-—-E.CIMSL
—-——QIYTKSL

ASSSSFSVKP
FNHRHPLGLS
KLKFSPLLII
SLGRSPVSLS

DLNVSPNVVS
A\
GDAKVGFLAK
LGEAEKKEK.
LPDEQ----S
AA.AETKSEA
EGGDLESGSL
EEGDN-SGKL

ISWSVGLPKR
VL..FK.YPC
V. .ATRIADA
...A. . IVET
.M.LLK.HPR

.M.VLN.Y..

ASQFIMGQSTI
E.=SLL.D.Y
V.R.F..ETF
V.R..L.@;F
L
L

.VLLL.%WP

.AMFL . EKP

\
———-AMTDMDS
SLOSFKEI.G
GMKG-KSVSG
GMKG-KSVSG
MVGKD-AL.N
MVKKDVDSL .N

WVGMEYHLYN

LA.VCL.S5.Q
IAALCE.A.Q

IGGIGEGANL
PIPNLQIRDV
KNCHNQSFNA
FPST-ELPKR

IPSLSRRSWR

YPWLVTGFFF
AKT.QL.IV.
AQK.

AKK.

KI.IY.
KI.IY.
VKG.KL.GM.

TKV.EL.LL.

\

APIDSNLLKV
PK.SKPFIIA
PKT.LEEW.T
PKT.EFDEW.T

A\

PKFSPSQ;T.
PK.SGAQ.AA

PITLWLSLAP
.LAV...IL.
.LPVY...L.
cWEWY ¢ 6 oAl o
SLW.VC..L.
TPWVLGAIV.

TNVYAYISIT
L.L.GC...L
M.Y..CL.MM
M.Y.ACL.ML
T ILTSI 5 o
ITLFSI.TLM

QVLATNTLERV
.SSYQA.DEI
.VSYMS.DQI
. VSYMS.DQI
.VSYMI. .M.

Y
.VSYMI.A..

52
57
46
41
34
55

112
116
101
101
83

112

172
176
le6l
16l
143
172

232
235
221
221
203
232

288
294
279
279
262
292

347
353
337
337
319
349

Abb. 3.2: Vergleich der Positionen von Exons und Introns der PT-Gene; Membranspannen.
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Abb. 3.2 Fortsetzung. Vergleich der Positionen von Exons und Introns der PT-Gene;
Membranspannen. Der Aminosaurevergleich basiert auf einem Ergebnis des ClustalX-Programms.
Die Prasequenzen der Proteine sind durch Fettdruck hervorgehoben. Die Positionen der Introns in der
DNA-Sequenz sind durch Pfeile gekennzeichnet. Stellen, an denen sich die Intronpositionen zwischen
einzelnen Klassen hdchstens um sechs Basenpaare unterscheiden, sind hellgrau unterlegt. Mit einem
mittleren Grauton sind wahrscheinliche Transmembranbereiche hervorgehoben. Die putative
Substratbindestelle der Phosphattranslokatoren (KR) ist dunkelgrau markiert.

Intron | AtTPT | AtPPTs | AtGPTs
1 2 0 0
2 0 1
3 2 0 0
4 0 2 0
5 1 0
6 1 0
7 0 0
8 0 1
9 0
10 1
11 0

Tab. 3.2: Phasen der Introns der PT-Gene in Arabidopsis thaliana
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3.1.2. Pseudogene der plastidaren Phosphattransliokatoren

Bei Datenbanksuchen mit PT-Sequenzen wurden weitere Sequenzen erhalten, welche
Homologien zu GPT oder PPT Sequenzen zeigten, sich bei genauer Analyse aber als
Pseudogene erwiesen. Insgesamt wurden sechs PPT-Pseudogene und vier GPT-
Pseudogene identifiziert. Da die Sequenzen z./T. nicht als Gene annotiert wurden
und dementsprechend teilweise keine AT-Nummern zugeordnet bekamen, werden
sie hier nummeriert und nach den Klonen, auf denen sie lokalisiert sind, benannt.

In der folgenden Tabelle 3.3 sind die plastiddren Gene und Pseudogene sowie ihre
chromosomale Lage dargestellt.

Gen Klon |Chromosom At-Nr. Accession-Nr.

AtTPT MCL19 At5g46100 AAC83815.1

AtGPT1 MGB8 At5g54800 BAB08759.1

AtGPT2 F8K4 At1g61800 AAC28500.1

AtPPT1 F19N2 At5g33320 BAB10483.1

AtPPT2 F4P13 At3g01550 AAF01540.1

AIXPT K10A8 At5g17630 CACO01907.1

AtGPTps1 | T24M8

AtGPTps2 | F26C17

AtGPTps3 | MMG15

AtGPTps4 | T23J18

AtPPTps1 | F25G13

AtPPTps2 | T32A11

AtPPTps3 | K12G2

AtPPTps4 F1121

AtPPTps5 MJI6

NfW|=O|W|A~[=m|WOo|~(OIWOI=|O01|On
1
1

AtPPTps6 | T1D16

Tab. 3.3: Phosphattranslokatorgene und —pseudogene in Arabidopsis thaliana. Das Gen, der
korrespondierende Klon, chromosomale Lokalisation, At-Nummer (At-Nr.) und zugehdrige Accession-
Nummer (Accession-Nr.) sind aufgefihrt.
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3.1.21. GPT-Pseudogene

In einem Sequenzvergleich der GPT-Gene und der vier GPT-Pseudogene (Abb. 3.3)
wird deutlich, dass die Pseudogene neben mehreren Leserasterverschiebungen auch
einige Stoppkodons enthalten. Die Homologien erstrecken sich tiber nahezu die
gesamte Proteinsequenz. Bei zwei der Pseudogene fehlt jedoch das Transitpeptid
(MMG15 und T23]J18). Die Lage der Introns ist in allen GPT-Pseudogenen beziiglich
der Positionen in AtGPT1 und AtGPT2 konserviert. F26C17 weist eine Liicke in der
Homologie tiber etwa 100 Aminosduren in der Mitte des Proteins auf, welche dem
urspriinglichen GPT-Exon(3 entsprechen wiirde. Die Ahnlichkeit zur GPT-Sequenz
bricht bei MMG15 nach etwa 120 Aminosduren des reifen Proteins ab (in Exon(2).
T23]18 beginnt erst nach ca. 50 Aminosduren des reifen GPT-Proteins.

Tab. 3.4 zeigt einen Vergleich der Aminosduresequenzen der Pseudogene mit den
funktionellen GPTs sowie der Pseudogene untereinander. Alle Pseudogen-
Aminosduresequenzen weisen eine leicht hohere Homologie zu GPT2 auf. Die
Sequenzen von T24M8, MMGI15 und T23J18 bilden eine Gruppe mit hoher
Aminosdure-Identitit, wihrend die F26C17 Sequenz sich am meisten von den
anderen Sequenzen unterscheidet (Tab. 3.4).

AtGPT1 | AtGPT2 | T24M8| F26C17 | MMG15 | T23J18
AtGPT1 74 65 59 67 79
AtGPT2 70 66 72 80
T24M8 74 92
F26C17 67 77
MMG15 84
T23J18

Tab. 3.4: Homologievergleich der GPT-Gene und GPT-Pseudogene auf Aminosaureebene. Die
Werte sind in ,% |dentitat* angegeben.
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Prasequenz

-85 MISSLRQPSI SISGSDVVLR KRHATLI--- QLRPQSFSPF SSREKSQRSV PsGPT
-66 .VL.VK.TLS ----PKIG.F R.NPSSSL-- GRS.V.L.FP .TELPKRTVL AtGPT1l
-70 .LS.IKPS.S .F.TAISGSV R.SIPTKLKF SPLLIIKN-C HNQSFNANV. AtGPT2

..IKPVLP .-LTAI.GVS -QSIQAKLQF —-———-—- LHYP L.ETSKSLIL T24M8
..IKPV.S .F.-AITGI- R.SILPKLQF SPFSIIEN-- —-——- FQKPNH F26C17
-------------------------------------------------- MMG15
__________________________________________________ T23J18

-38 VSTKKPLHLA CLGVGNFGSV KNFESEASFG QSDLVKCG PsGPT

—22 AVS.P.H.SS S.——————mm ————mm RA K.PV.RVE AtGPT1

—21 SHQ.PLHISS A———————o— ————mm SN FKRE.KVE AtGPT2
YLINIFYHFR NLSNFALVAA AAQ-—————-— G..VFRV. T24M8
LPQ.PL.SS* NLSNFTFAAA AA*——————— R..#LRV. F26C17
-------------------------------------- MMG15
-------------------------------------- T23J18

reifes Protein

PsGPT AYEAD--RSE VEGGDGTPSE —----- AAKKV KIGIYFATWW ALNVVFNIYN KKVLNAYPYP 53
AtGPT1 ..... ——... PHPI.DDAAA AETKSE...L .ttt eeeeee eceeeoceces cooasaonns 59
AtGPT2 ..... ———-R SRPLDINIE- LPDEQS.Q.L ....ceceen O F... 55
T24M8 ..... --..R SI.IV#N.L- --DKQSGQ.. *...... I.. «..G.o.Now oot F..L
F26Cl17 ...S.--WPR LI.I.IN.P- --DEQSGQ.. .L..CC.... ..HI....*K ...... F..M
MMG15 ..... -—..R PI.I.IHVL- —-E#QSRQ.. «ceeeeeon. «..D.S.N.. ... F..L
T23J18 ————————m = m e e e e .VYM
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AtGPT1 ......... A ..L.ccoo.. VG.V.T.eeee FDeveTeeee teteeeeeee esennsannns 119
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MMG15 ...LM..... .PL...V..V S.V.D.L*I. .D.L.T.... .L....... E .I...... \%
T23J18 ...L..... Y ..L...V..V ..V...L.T. .D...S.... Loc.oc... E .I...... \%

PsGPT SFTHIIKSGE PAFSVLVSRF ILGETFPVPV YLSLLPIIGG CALAAVTELN FNMIGFMGAM 173

AtGPTL tevivineee teeenncene sonenns TS. «oceTuea.nn eeeSehecee ceteeacann 179
AtGPT2 teviveneee ceeennnnns FM..... Lie ceveeeenee oosne Toeee «eITeeeeen 175
T24M8 ....T#..S. Acceu.n. SL F...S..LH. «.cceenen e ceeeee Moo cececccens
F26C17 ....V...S. ...R....S. F...S.H.S. ....... TR. «e... IMeee ceeee—————
MMG15 ....T#..S. AT.. . Fommm e e e
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AtGPT]l ittt eeeeee eeeeaascces sasssannns T L P ..VD...T.. 239
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Abb. 3.3: Sequenzvergleich der AtGPT-Gene und —Pseudogene. Die Sequenzen sind im Vergleich
zur Sequenz des GPT aus Erbsenwurzel dargestellt. Ein Punkt (.) symbolisiert identische
Aminosaurereste, (*) steht fir ein Stoppkodon, (#) stellt eine Leserasterverschiebung dar. (-): keine
Homologie in diesem Bereich
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3.1.2.2. PPT-Pseudogene

Die Situation der sechs PPT-Pseudogene stellt sich komplexer dar (Tab. 3.5, Abb. 3.4).
Die Pseudogene lassen sich hier in drei Gruppen einteilen: F25G13 besitzt eine
typische PPT1-Prasequenz, die Homologie endet jedoch nach wenigen Aminosauren
des reifen Proteins. Zur zweiten Gruppe gehoren die Sequenzen T32A11, K12G2 und
F1121. Thre Ahnlichkeit zum PPT erstreckt sich vom N-Terminus bis zur Hilfte der
Prasequenz und taucht dann erst wieder in einem Bereich von 46 Aminosduren in
der Mitte des reifen Proteins auf. Die Homologie beginnt exakt an der Stelle, wo in
den funktionellen PPTs Exon4 beginnt, welches in diesen Pseudogenen vollstindig
erhalten ist. Nach Intron4 folgen noch einige Aminosduren des Exons5, ehe die
Homologie wieder abbricht.

Der letzten PPT-Pseudogengruppe (MJI6 und T1D16) fehlt das Transitpeptid, und
innerhalb des Proteins gibt es getrennte PPT-homologe Bereiche von 28, 49 und 62
Aminosduren. Der erste Bereich entspricht dem PPT-Exon(2. Es fehlen jedoch ca. 15
Aminosduren am C-Terminus. Der zweite Homologiebereich ist identisch mit dem
PPT-Exon(3, der dritte erstreckt sich vom Beginn des Exons6 bis zum Ende des
Exons(7. Die Lage des dazwischenliegenden Introns ist ebenfalls konserviert.

Aus dem PPT-Sequenzvergleich (Abb. 3.4) kann man schlielen, dass wahrscheinlich
alle PPT-Pseudogene von AtPPT1 abstammen, da die Aminosdure-Identititen
zwischen diesem und den Pseudogenen wesentlich héher sind als zwischen AtPPT2
und den Pseudogenen (Tab. 3.5).

Die F25G13 Sequenz weist starke Ahnlichkeit mit der Prasequenz und dem Beginn
des reifen PPT1-Proteins auf (88(%). Die Sequenzen F32A11, K12G2 und F1121,
Sequenzen der zweiten Gruppe, stammen offensichtlich voneinander ab; ihre
Aminosdure-Identitdt betragt tiber 95%. Die dritte Gruppe (MJ16, T1D16) ist zu 86%
identisch, kann jedoch aufgrund fehlender Uberlappungsbereiche nicht mit den
tibrigen Pseudogenen verglichen werden.
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Prasequenz

-81 MQSSAVFSAS PSLPLLKPGR LSLRH-PVT- --ASSNLSVS PPNVVSVPPL BoPPT

-84 ........ Lo ceeennnn Re vevnn H.I.T AAS..D.N.. .-....I.S. AtPPT1

-55 .FALTFLNPN .R..SP---— .F.AK————— —— STPE-——= ——————m SA. AtPPT2
..... I..L. #.vvv.2.Q. .....H.I.V -AS..D.NIF .-....T.S. F25G13
........ L I...QQ0R. .....H.I.- AAS..D.NM. .-..PV-—-- T32All
........ L I...QQ0R. .....H.I.- AAS..D.NM. .-..PV-—-- KI12G2
....... PL. .LI...QQR. .....H.I.- AAS..D.NM. .-..PV--—— F1I21
-------------------------------------------------- MJII6
-------------------------------------------------- T1D16

-35 PRRSWRLASS DSPLRAWSGL PSVSSPSLDT NRFKT BoOPPT

—35 Siiiitceee tecccaaas vV ..PI.H.... ...R. AtPPT

-27 S...RAFS.. N.--YP.-—-- -RPN-LRFNG FKL.S AtPPT2
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169
172
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232
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Abb. 3.4: Sequenzvergleich der AtPPT-Gene und —Pseudogene - Teil 1.
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BoPPT AGVNVQQIYT KSLIAALCFH AYQQVSYMIL ARVSPVTHSV GNCVKRVVVI VSSVIFFKTP 289
AtPPT1 ..... Ketee tiiitteeee teeoosseee sosessssee ssssssssse sossscsnnse 292
AtPPT2 ..LS.KEFCI M..L.GV.L. S..cceeennn EM.ceeeeee covecccnne T..IL..... 292

MIT6  eeeevennen .. FuDuvees eaemmmmmm o o

BOoTPT VSPVNAFGTG IALAGVFLYS RVKRI--KPK PKTA 321
AtPPT]l .vveeeeeee cecconccce oae Gi——vee cenn 324
AtPPT2 ...L.SI..A T.....Y... .A..VQV..N ..MS 326
F25G13 —mmmmmmmmm e e
T32A11 —mmmmmmmmm e e
I

Abb. 3.4: Sequenzvergleich der AtPPT-Gene und -Pseudogene, Fortsetzung. Die Sequenzen
sind im Vergleich zur Sequenz des PPT aus Blumenkohl dargestellt. Ein Punkt (.) symbolisiert
identische Aminosaurereste, (*) steht fur ein Stoppkodon, (#) stellt eine Leserasterverschiebung dar.
(- ): keine Homologie in diesem Bereich.

PPT1 | PPT2 | F25G13 | F32A11 | K12G2 | F1I121 | MJI6 | T1D16

PPT1 52 88 89 90 88 89 90
PPT2 35 29 30 30 95 95
F25G13 76 76 71 - -
F32A11 99 96 - -
K12G2 97 - -
F1121 - -
MJI6 86
T1D16

Tab. 3.5: Homologievergleich der PPT-Gene und PPT-Pseudogene auf Aminosaureebene. Die
Werte sind in ,% |dentitat* angegeben.
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3.1.2.3. Herkunft der Pseudogene

Der Ursprung der PT-Pseudogene ist nicht klar zu ermitteln. Es liegen keine
Tandemduplikationen vor. Auflerdem scheinen die PT-Gene und Pseudogene nicht
in eindeutig als dupliziert gekennzeichneten Regionen zu liegen. Es wurde daher in
Regionen, welche die PT-Gene und -Pseudogene umgeben, nach Sequenzen gesucht,
die fiir eine Transduktion verantwortlich sein kénnten.

Auffillig ist, dass der AtPPT1, von dem wahrscheinlich alle PPT-Pseudogene
abstammen, in der Zentromerregion des Chromosoms(5 liegt (Klon F19N2). Die
PPT1-Sequenz ist von mehreren moglichen Transposon-dhnlichen Sequenzen
umgeben, u. a. einer LINE-(long interspersed nuclear element)Sequenz. Die meisten
PPT-Pseudogene liegen nicht in unmittelbarer Ndhe von annotierten
Transposonsequenzen. Nur bei dem Pseudogen auf Klon T1D16 findet man ca. 2kb
entfernt ein retrotransposon!likelélement limpet(1. Zwar finden sich bei den tibrigen
pseudoPPTs ebenfalls TEs (transposable elements) auf den entsprechenden Klonen,
diese sind dann jedoch 8-20 kb entfernt.

Bei den GPT-Pseudogenen liegt in der Ndhe des Gens auf Klon T24M8§ eine
Transposonsequenz mit Ahnlichkeit zu reversen Transkriptasen (T24M8.8). Diese auf
Chromosom 4 lokalisierte GPT-Pseudogensequenz weist eine hohe Identitét (92(%)
mit der T23]J18 GPT-Pseudogensequenz auf Chromosom 1 auf Tab. 3.5).

Die auf Klon F26C17 lokalisierte Sequenz liegt ebenfalls neben einer mdglichen
Transposonsequenz, wie der folgende Datenbankausschnitt zeigt:

misc_feature complement(43456..44487)

/note="pseudogene; similar to an Arabidopsis family of
proteins; see T2L5.8"

misc_feature complement(45121..46432)
/note="pseudogene; contains similarity to triose
phosphate/phosphate translocators”

gene 49155..51238
/gene="F26C17.1"

CDS join(49155..50213,50303..51238)
/gene="F26C17.1"
/note="contains similarity to maize transposon MuDR
(GB:M76978)"
/codon_start=1
/evidence=not_experimental
/protein_id="AAD49099.1"
/db_xref="GIl:5732431"
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3.1.3. PT-homologe Gene in Arabidopsis thaliana

Fiihrt man weitere Datenbankrecherchen mit PT-Proteinsequenzen (tBLASTn) durch,
erhélt man eine Vielzahl zusatzlicher Proteine als Resultat. Diese Sequenzen weisen
eine Homologie von etwa 15-25/% zu den Phosphattranslokatoren auf, in einigen
Bereichen der Proteine liegt sie jedoch signifikant hoher (30-40(%). Die meisten dieser
Proteine gehoren zur NST-Genfamilie (Nucleotide Sugar Transporter).

NST-Proteine findet man im Golgi-Apparat und im ER eukaryotischer Zellen. Sie
katalysieren den Austausch eines Nukleotid-Zuckers gegen ein Nukleotid (Antiport),
z. B. GDP-Mannose gegen GMP oder UDP-Galaktose gegen UMP. So werden
Metabolite, die im Zytosol synthetisiert werden, ins Lumen des Golgi-Apparates
oder des ERs transportiert, wo sie zur Synthese von Glykoproteinen und -lipiden
dienen. Sequenzierte NST-Proteine sind ca. 320-340 Aminosdurereste lang und
besitzen acht bis zwolf Transmembranregionen (Abeijon et al., 1997; Kawakita et al.,
1998).

PT- und NST-Gene werden auch zur TPT-NST-Genfamilie zusammengefasst. Beide
sind wiederum Mitglieder der DMT (Drug/Metabolite Transporter) Superfamilie (Jack,
2001). Bisher gibt es keinen experimentellen Beweis fiir die Funktion der sog. NST-
Sequenzen aus Arabidopsis thaliana als Nucleotide Sugar Transporter.

3.1.3.1. PT-homologe Sequenzen mit konservierter Substratbindungsstelle

Die durch die Datenbanksuchen erhaltenen putativen NST-Proteinsequenzen
wurden zundchst mit den Phosphattranslokatorproteinen verglichen: ein aus einem
Alignment ausgewdhlter NST-Sequenzen und den PT-Sequenzen erstellter
phylogenetischer Baum (Abb. 3.5) zeigt, dass die Sequenzen sich in vier Gruppen
aufteilen. Auffillig ist, dass in allen Sequenzen das Lysin der wahrscheinlichen
Substratbindungsstelle als einzige Aminosdure konserviert ist. Wahrend die folgende
Aminosidure bei allen plastiddren Phosphattranslokatoren ein Arginin ist, findet man
bei den PT-homologen Sequenzen drei Gruppen: eine gemischte Gruppe mit den
Resten Valin, Alanin oder Glyzin (K/VAG-Gruppe, sieben Sequenzen), eine mit
Asparaginsdure (KD-Gruppe, acht Sequenzen), und eine Gruppe, bei der auf das
Lysin ein Threonin folgt (KT-Gruppe, neun Sequenzen). Ein Alignment-Ausschnitt im
Bereich dieser moglichen Substratbindestelle ist in Abb. 3.6 dargestellt. Die lokale
Homologie zwischen den Sequenzen der unterschiedlichen Gruppen betradgt hier
zwischen 20 und 50/% und ist damit wesentlich hoher als die Aminosadure-Identititen
der vollstandigen Proteine.
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Motiv Introns Plastid

at1g21870 KV 4
1000
at1g77610 KV 4
916 e 311912500 | KA 1 +
at3g10290 | KG 3 +
10007000
at5g04160 KG 3
—1 999
at3g11320 KG 8
671 1000
Gruppe K-V/A/G at5g05820 | KG 3
at5g46110 KR 1M +
494
at5g17630 | KR 0 +
_jﬁ at1ge1800 | KR 4 +
1000
1000 at5g54800 KR 4 +
plastidare at3go1550 | KR 8 +
Phosphat- 4E)00
translokatoren at5g33320 | KR 8 *
at1g48230 | KD 7
at3g17430 | KD 8
917 at2g25520 | KD 0
— [
at4g32390 | KD 0
1000 KD 0
at5g11230
1000 | 086
at5g25400 | KD 0
at1g53660 | KD 5
ITooo
Gruppe K-D L_oigg14410 KD 4
at1g06890 | KT 4 +
atsg42420 | KT 4 +
998 1000
at1ig21070 | KT 7 +
1900 11g76670 | KT 4
| 1000
1000 at4g31600 | KT 5
1000
at4g09810 | KT 4 +
at4g39390 | KT 4 +
at5g55950 | KT 0 +
'7)00
Gruppe K-T — at5g57100 | KT 6 +

Abb. 3.5: Phylogenetischer Baum der Phosphattransiokatoren und deren homologer Gene in
Arabidopsis thaliana. Auf der rechten Seite ist in der ersten Spalte die Sequenz der beiden
wahrscheinlich an der Substratbindung beteiligten Aminosauren aufgefuhrt, in der nachsten Spalte die
wahrscheinliche Anzahl der Introns. In der Spalte ganz rechts ist angegeben, ob die Sequenz
moglicherweise ein Transitpeptid besitzt, welche das Protein zu den Plastiden dirigiert. +: Plastidares
Transitpeptid vorhergesagt (ChloroP).

76



Ergebnisse

!
atlg61800_ AQSVFYHLYNQVSYMSLDQISPLTFSIGNTMKRISVIVASIIIFHT-PIQP AtGPT2
at5g54800_ ... iiiiiiiiiiiiieiieeaans Veeooooeeeos Seeeen R.-.V.. AtGPT1
at5gl7630_ LSG........ S..0A..E.cece Veeoooo VV..ISTVLV.RN-.VR. AtXPT
at3g01550_ LAG.CL.S.Q..... I.EMV..V.H.V..CV..VV..TS..LF.K.-.VS. AtPPT2
at5g33320_ IAALCF.A.Q..... I.ARV..V.H.V..CV..VV...S.V.F.K.-.VS. AtPPT1
at5g46110 WVGM....... LATNT.ERVA...HAV..VL..VF..GF..V..GN-KIST AtTPT
atlg21870_ NSG.LAFCL.FSIFYVIQSTTAV.FNVAGNL.VAVAVFV.WM..RN-..S.
atlg77610_ SSG.LAFCL.FSIFYVIHSTTAV.FNVAGNL.VAVAVMV.WL..RN-..SY K-V/A/G-
at3gl10290_ VN..MAYSA.LLNFLVTKHT.A..LQVLGNA.GAVAV.I..LL.RN-.VTV Gruppe
at5g04160_ VN..MAYSA.LLNFLVTKHT.A..LQVLGNA.GAVAV.I..L..QN-.VTV
at3gl1320 FN.ALAYFV.LTNFLVTKHT.A. .LQVLGNA.GAVAV.V..L. .RN-.VSV
at5g05820_ FN.ALAY.V.LTNFLVTNHT.A..LQVLGNA.GAVAV.V..L..KN-.VSV
atl1gl2500 GNATVAY.V.LTNFLVTKHT.A. .LOVLGNG.AAVAAGV.VL. .RN-.VTV
at1g48230_ SNALCALAL.FSIFLVIGRTGAV.IRVAGVL.DWIL.AL.TV..PEST.TG
at3gl17430_ SNALCALAL.FSIFLVIGRTGAV.IRVAGVL.DWIL.AL.TV..PEST.TG K-D-
at2g25520_ TN..CAFAL.LAVFLLVGKT.A..MNVAGVV.DWLL.AF.WSVIKD-TVT. Gruppe
at4g32390_ TN..CAFAL.LAVFLLVGKT.A..MNVAGVV.DWLL.AF.WSVIKD-TVT.
at5gl11230_ AN.FCAFAL.LAVFLLVGKT.A..MNVAGVV.DWLL.AF.WSVIKD-TVT.
at5g25400_ TN.FCAFAL.LAVFLLVGKT.A..MNVAGVV.DWLL.AF.WSVIKD-TVT.
atlg53660_ LN.LCTFAL.LSVFLVISRT.A..IR.AGVV.DWL.VLV.ALL.AETKLTI
at3gl4410 LN.LCTFAL.LSVFLVISHT.A..IRVAGVV.DWV.VLV.ALL.ADTKLTI
atlg76670_ LSCALAVFC.ISQ.LCIGRF.ATS.QVLGHM.TVC.LTLGWLL.DS-EMTF
at4g31600 LSCALAVFC.ISQ.LCIGRF.A.SFQVLGHM.TVC.LTLGWLL.DS-EMTF K-T-
atl1lg21070_ LSCALAVFC.ISQ.LCIGRF.ATS.QVLGHM.TVC.LTLGWL..DS-EMTF Gruppe
at5g42420_ LSCGLAVFC.ISQ.LCIGRF.AVS.QVIGHM.TVCILTLGWLL.DS-AMTF
at4g09810_ LSCTIAIGT.LSQFICIGRFTAVS.QVLGHM.T.L.L.MGFFF.DRDGLNL
at4g39390_ LSCSIAVGT.LSQFICIGRFTAVS.QVLGHM.T.L.L.LGFTF.GKEGLNL
atlg06890_ LSCLISVSV.FSTFLVIGKT..V.YQVLGHL.TCL.LAFGYVLLRD-.FDW
at5g55950_  --ALLGF.LQWSGALA.GAT.ATSHVVLGQF.TCVILLGGYV. .GS-DPGF
at5g57100_ --ALLGFFLQWSGALA.GAT.AI.HVVLGQF.TCVLLLGNYY..GS-NSGF

Abb. 3.6: Vergleich der PT-homologen Gruppen im Bereich der moéglichen Substrat-Bindestelle.
Mit (.) sind identische Aminosauren im Vergleich mit dem AtGPT2 (at1g61800) dargestellt. Die
Substratbindestelle (Pfeil) ist dunkelgrau unterlegt.

3.1.3.2. Weitere PT-homologe Sequenzen

Neben den zuvor beschriebenen PT-Homologen sind in Tabelle 3.6 weitere homologe
Sequenzen aufgefiihrt, die sich jedoch nicht in eine der nach Bindungsstellensequenz
aufgeteilten Gruppen einordnen lassen. Sie weichen in diesem Bereich von der
Phosphattranslokatorsequenz ab und besitzen nicht das in den anderen Gruppen
konservierte Lysin. Die Aminosédure-Identitit mit den PTs ist deutlich geringer, ca.
15-201%, sie erreicht jedoch in einigen Bereichen Werte bis 40.%. Die Sequenzen
lassen sich auch hier in einzelne Gruppen einteilen: Die ,Transportprotein-
GruppelA” besteht aus den Sequenzen at5g65000, at5g41760, at2g43240 und
at3g59360. Als Funktion fiir diese Proteine wird ein Nukleotid-Zuckertransport
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genannt (z. B. fiir at5g41760: UDP-Galaktosetransporter, Quelle: TAIR). Die
, Transportprotein-GruppeB“ besteht aus drei Sequenzen: at2g13650, at1g76340 und
at5g19980. Fiir das erstgenannte Protein wird als mogliches Substrat Vanadat
vorgeschlagen, die zweite Sequenz zeigt Homologie zu einem charakterisierten GDP-
Fucose Transporter aus Homo sapiens (Lithn et al., 2001). Die letzte Sequenz aus der
GruppeB ist einem GDP-Mannosetransporter aus Leishmania major dhnlich (Acc.-No.
AAK30249). Ein Ausschnitt aus einem Alignment der PTs mit Sequenzen der
Transportproteingruppen A und B im mittleren Bereich der Proteine, die fast alle ca.
320-340 Aminosduren lang sind, ist in Abb.[3.7 dargestellt.

Alle gefundenen Sequenzen sind in der Tabelle(3.6 zusammengestellt. Als
zusétzliche Informationen sind hier die Accession-Nummer und der Name des
entsprechenden Klons angegeben. Weiterhin wird in einem unverwurzelten
phylogenetischen Baum (Abb.[3.8) die Zugehorigkeit der verschiedenen Sequenzen
zu den unterschiedlichen Gruppen verdeutlicht.

atlg61800_ IKSGEPAFSV LVSRFFMGET FP-LPVYLSL LPIIGGCALA AITELNFNIT AtGPT2
at5g54800_ lLooooooooofooo RFIL... .. E ESPRRE Loooooooo SloIho 60000 MI AtGPT1
at5g17630_ I..A..V... IF.-SLL.DS Y.-LA.W..I VM. .S V..VS..LG AtXPT
at3g01550_ I.AM..F.T. .L.VLLL..W PS-.WIVC.. ... VA.VS.. SF..AS..WI AtPPT2
at5g33320_ I.AM..F... .L.AM.L..K PT-PW.LGAI V..V..V S.S.VS..WA AtPPT1
at5g46110_ I.AL..F.NA AA.Q.T..Q. I.-ITILW... A.VVL.V.M. SL...S..WL AtTPT
atlg76340_ FR.AV.I.VA IGETL.LHQP W.SVKTWG.. AT.F..SL.Y VF.DYQ.T.A Gr. B
at5g19980_ FR.LT.LLVA IADTV.RSQP L.SRLTF... VV.LA.AVGY VA.DSS.TL. Gr. B
at5g65000_ LNQTKIF.TA FFTFIILRQK QOSI.QIGALC .L.MAAVL.S VGEGS.KDSS Gr. A
at2g43240_ SSTVATI.TG IA.AALF.HI LTMNFLLGIS IVF.SMHQFF SPLSKAKDEQ Gr. A

Abb. 3.7: Alignment-Ausschnitt eines Vergleichs zwischen plastidaren Phosphattranslokatoren
und Proteinen der Transportproteingruppen (Gr.) A und B. Identische Aminosauren im Vergleich
zur AtGPT2-Sequenz sind durch einen Punkt (.) dargestellt. Innerhalb Gr. A und B sind alle
Aminosauren, die an der entsprechenden Position auch in einem der PT-Gene vorkommen, grau
unterlegt.
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at-Nurmmer |Klon AccessionNo | CloroP | score | Introns
at1g06470 |F12D1118 |[AAF24821.1 n 7
at1g06890 |F4H55 AAF63135.1 j 0.53 4
at1g12490 |T12C245 AAF88101.1 j 0.52 1
at1g21090 |T22111.10 AAF80654 1 j 0.52 4
at1g21870 |T26F17.9 AAF16530.1 n 4
at1g48230 |F11A17.27 |[AAF79516.1 n 7
at1gh53660 |F22G1026 [AAG519671 n 5?
at1g76190 |T23J1828 [AAF17629.1 n 4
at1g76340 |F15M4.16 AAF16667 1 n 0
at1g76670 |F280164 AAF04433.1 n 4
at1g77610 |T5M16.20 AAG51677 1 n 4
at2g13650 |T10F5.19 AAD22687 1 n 4
at2g25520 ([F13B15.18 |[AAD207111 n 0
at2g43240 (F14B2.18 AAC643131 n (049) 15
at3g10290 |F14P13.11 [AAF02813.1 j 0.55 3
at3g11320 |F11B9 n 8
at3g14410 |MLN21.19 BAB01046.1 n (049) 4
at3g17430 |MTO12.2 BAB02919.1 n 8
at3g48850 |T21J18.120 [CAB879131 j 0.56 4
at3g59360 |F25L23220 (CAB91606.1 n 147
at4g09810 |F17A8.160 [CAB39648.1 j 0.51 4
at4g31600 |F28M20.210 [CAA197631 n 5
at4g32390 |F8B4.90 CAA22566.1 n 0
atdg39390 |F223K16.20 [CAB44674.1 j 0.51 4
atbg04160 |F21E1.80 CAC05498.1 n 3
atbg05820 |MJJ3.24 BAB09676.1 n 3
at5g11230 ([F2111.20 CAB96648 1 n 0
atbg14040 |MUA224 BAB08283.1 j 057 5
atbg19980 |F28116.130 n 0
at5g25400 |F18G18.140 n 0
atbg41760 |[(K16L22.3 n 6
at5g42420 |MDH9.11 BAB10483.1 j 0.52 4
atsgb55950 |MYN216 BAB08660.1 n 07
atbg57100 |MUL34 BAA97360.1 n 6
atsg65000 |MXK3.23 BAA973121 n 4

Tab. 3.6: Zusammenstellung aller gefundenen PT-homologen Sequenzen. Aufgefihrt sind die
Namen der Klone, die Accession Number (wenn vorhanden), die Vorhersage einer plastidaren
Prasequenz (j=ja, n=nein) durch das Programm ,ChloroP“ (mit score) sowie die wahrscheinliche
Anzahl der Introns; grau unterlegt sind die Klone, die im Text ndher erlautert werden.
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Transportprotein-
Gruppe A

at2g4324Q
at5g41760 9%\ at3gs9360
5000

Transportprotein-

mitochondriale
Phosphattranslokatoren

Membran-
at1g06470 Protein

at1g53660

at5g25400

at5g11230
at4g32390
at2g25520
at3g17430
at1g48230-

at5g05820
at5g04160

plastidare
Phosphattranslokatoren

KD-Gruppe

at1
at3g1¥320
at3g10200°1912°00

01 K/VAG-Gruppe

Abb. 3.8: Unverwurzelter phylogenetischer Baum aller PT-Gene und homologen Gene in
Arabidopsis thaliana. Erstellt mit dem Programm ClustalX.

3.1.4. Hydrophobizitatsanalyse

Die Phosphattranslokatorproteine besitzen einen hohen Anteil an hydrophoben
Aminosduren (AtTPT z.B. 67.7%). Hydrophobizitdtsanalysen der PT-Proteine
zeigen, dass diese Proteine 6-9 Bereiche von 19-23 Aminosduren besitzen, die o-
helikale Strukturen bilden kénnen (Willey et al., 1991). Wie in Abb. 3.2 dargestellt,
favorisieren Vorhersageprogramme fiir die PTs hdufig acht Transmembranspannen.
Um  herauszufinden, ob PT-homologe Sequenzen &hnliche
Hydrophobizitdtseigenschaften und eine vergleichbare Anzahl von
Membranspannen besitzen, wurden aus den verschiedenen Familien Vertreter
gewdhlt, deren Sequenz analysiert wurde: Abb.(3.9 zeigt einen Vergleich der
Hydropathieplots des AtXPT und einer Sequenz aus der K/VAG-Gruppe
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(at3g10290), welche wahrscheinlich ein Transitpeptid besitzt. Die Anzahl der
Transmembranbereiche unterscheidet sich hier um zwei, und das Transitpeptid
scheint bei der PT-homologen Sequenz etwas kiirzer zu sein. Viele der PT-
homologen Sequenzen scheinen wie die Phosphattranslokatoren sechs bis zehn
Membranspannen zu besitzen. Fiir mitochondriale Transporter wird ein Dimer aus
zwei Proteinen mit je sechs Membranspannen vorhergesagt. Tatsédchlich besitzen die
beiden als mitochondriale Phosphattranslokatoren bezeichneten Sequenzen nur vier
bis sieben vorhergesagte Membranspannen.

The Hydropathy, Amphipathicity and Secondary Structural Frediction for the Segquence

Hydropathy ———
Amphipathicity ---—-----
mbrane Helix

AXPT

Value

L L L L L L . .
50 o0 150 200 250 300 350 400
Position

The Hydropathy, Amphipathicity and Secondary Structural Frediction for the Segquence

Hydropathy ———
Amphipathicity ---—-----
Transmermbrane Helix

Value

at3910290
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Abb. 3.9: Hydrophobizititsanalyse und putative Transmembranregionen von AtXPT und
at3g10290. Die Transmembranbereiche sind als horizontale Balken gekennzeichnet.
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3.2. Expressionsstudien

3.2.1. Expression der plastidaren Phosphattransliokatorenen in
Arabidopsis thaliana: Northern Blot Analysen und RT-PCR

Die Transkription eines Gens unterscheidet sich hdufig in unterschiedlichen
Gewebetypen, und viele zellulire Prozesse fithren zu einer Anderung der
Genexpression. Es ist moglich, durch die Bestimmung von Transkriptmengen zu
bestimmten Zeitpunkten und in verschiedenen Gewebetypen Riickschliisse auf die
Funktion eines Gens zu ziehen. Zurzeit sind vier verschiedene Methoden zur
Determination von RNA bekannt: Northern(Blot Analysen, inlsitu Hybridisierungen
(Parker und Barnes, 1999), RNase(Protection[Assays (Hod, 1992) und RT-PCR (Weis et
al., 1992). Als weitere Methode wéren cDNA Arrays zu erwdhnen (Bucher 1999).

Jede dieser Methoden hat bestimmte Vorteile. So stellt der Northern Blot die einzige
M(’jglichkeit dar, Informationen iiber die mRNA-Gréf3e, alternatives Spleifen und die
Integritdat der RNA-Praparation zu erhalten. Ein RNase protection assay ist niitzlich,
um Transkriptionsstart und -ende zu bestimmen oder um mRNAs dhnlicher Grogle
zu unterscheiden, die im NorthernBlot auf gleicher Hohe erscheinen wiirden. Inlsitu
Hybridisierung ist die einzige Methode, die eine Lokalisation des Transkripts
innerhalb bestimmter Zellen eines Gewebes erlaubt. Die Haupteinschrankung dieser
drei Methoden ist ihre geringe Sensitivitat (Melton et al., 1984). Die RT-PCR dagegen
ist eine empfindliche inwitro Methode zur enzymatischen Amplifikation definierter
cDNA-Sequenzen und erlaubt eine Analyse auch geringer Transkriptmengen (Wang
und Brown, 1999).

Um Transkripte der PTs in verschiedenen Geweben von A. thaliana nachzuweisen,
wurden Northern Blot Analysen durchgefiihrt (Abb. 3.10: Northern Blot Analyse von
GPT1 und GPT2). Da die Expression der PT-Gene mit Ausnahme des TPTs im
Northern Blot aufgrund ihrer geringen Transkriptmenge schwer zu detektieren war,
wurden zum Nachweis der Genexpression RT-PCR Experimente durchgefiihrt.
Dabei konnte durch entsprechend ausgewdahlte Oligonukleotid-Kombinationen auch
zwischen den Genen innerhalb einer Klasse unterschieden werden.
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Abb. 3.10: Northern Blot Analyse. Es wurden 15 yg Gesamt-RNA pro Spur aufgetragen. Als Sonden
wurden einmal die Vollangen cDNA des GPT1 verwendet, fir den GPT2 wurde eine spezifische PCR-
Sonde (das Produkt der Oligonukleotide Bac1 und Bac 2, 150 bp, Sequenz: siehe Anhang) fir die
Hybridisierung eingesetzt.

Es wurde zundchst mit einem konventionellen Thermozykler gearbeitet. Da die
Amplifikation einer DNA-Sequenz nur tiber einen bestimmten Bereich linear verlduft
(bei logarithmischer Auftragung der relativen Produktakkumulation gegen die
Zyklenzahl), wurden verschiedene PCR-Zykluszahlen (15-28) getestet, um diesen
Bereich zu ermitteln. Die Amplifikationsprodukte wurden auf ein Agarosegel
aufgetragen, anschlieBend wurde ein Southern(Blot durchgefiihrt, der mit einer
entsprechenden Sonde hybridisiert wurde. Als Standard fiir die eingesetzte cDNA-
Menge wurde ein Aktin2-Amplifikat oder 18S#RNA verwendet.

Zu Beginn der Experimente war nicht bekannt, dass es in Arabidopsis'thaliana
innerhalb einer PT-Klasse mehrere Gene gab. Daher wurden PCR-Sonden hergestellt,
die — wie sich spéter herausstellte, nicht optimal geeignet waren, zwischen den
Mitgliedern einer Klasse zu unterscheiden. Abb.[3.11 zeigt das Ergebnis einer RT-
PCR, bei der durch Auftragen der PCR-Produkte auf ein Agarosegel und eine
anschliefend durchgefiihrte Hybridisierung eines Southern Blots ein erster Uberblick
tiber die Transkriptmengen der PTs in unterschiedlichen Geweben erreicht wurde.
Die LHCP-Sonde diente dabei als Kontrolle fiir die Reinheit der Wurzel-RNA
Praparation, da dieses Gen nur in griinen Geweben exprimiert ist. Man sieht, dass
auler dem TPT-Gen, welches nur eine sehr schwache Bande in der Wurzel zeigt, die
Phosphattranslokatoren in allen Geweben, fiir die RT-PCR Experimente
durchgefiihrt wurden, zu finden sind.
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Abb. 3.11: Semiquantitative RT-PCR. Es wurden die Transkriptmengen von Aktin2, LHCP und
verschiedenen Phosphattranslokatoren in unterschiedlichen Gewebetypen von A. thaliana getestet
(Blu = Bliute, B = Blatt, St = Stangel, Wu = Wurzel). Nach erfolgter RT-PCR wurden die PCR-Produkte
auf ein Agarosegel aufgetragen, mittels Southern Blot auf eine Membran transferiert und mit
spezifischen Sonden hybridisiert. A: Aktin2, 22 Zyklen; B: LHCP, 16 Zyklen, C: TPT, 20 Zyklen; D:
XPT, 22 Zyklen; E: GPT, 22 Zyklen; F: PPT, 22 Zyklen.

Im Verlauf dieser Arbeit ergab sich die Moglichkeit, Experimente mit sogenannten
real-time PCR-Geréten durchzufiihren. Dabei handelte es sich um den LightCycler”
(Roche) und das GeneAmp®5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Es wurden mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green gearbeitet
(Morrison et al., 1998). Ungebunden zeigt dieser Farbstoff kaum Fluoreszenz. Die
Zunahme des Signals wihrend der PCR wird am Ende des Elongationsschrittes eines
jeden PCR-Zyklusses durch ein entsprechendes optisches System detektiert und im
Anschluss an die PCR mit der zugehorigen Software analysiert. Da jede Art von
doppelstrangiger DNA Fluoreszenz erzeugt, ist diese Methode nicht spezifischer als
eine konventionelle PCR. Allerdings kann zusitzliche Spezifitit und eine PCR-
Produkt-Verifizierung erreichet werden, indem man die Fluoreszenz als Funktion
der Temperatur auftrdgt und eine sog. Schmelzkurve erstellt (Ririe et al., 1997). Da
die Schmelztemperatur eines Amplikons primér von seiner Nukleotidkomposition
abhéingt, ist es méglich, das Signal des korrekten Produktes zu identifizieren.
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Als Standard gibt man entweder zuvor genau bestimmte Mengen an DNA mit
entsprechenden Oligonukleotid-Paaren als Standard mit in die PCR
(Standardgeraden-Methode), oder man bezieht die Ergebnisse auf einen internen
Standard (AAC-Methode, siche Anhang).

Als interner Standard wurde zunédchst Aktin2 aus Arabidopsis(thaliana gewé&hlt. Es
zeigte sich aber, dass dieses Gen nur geeignet ist, wenn man ausschliesslich die
Transkriptmengen eines oder verschiedener Gene in einem einzigen Gewebetyp
untersucht. Ein anderer interner Standard ist 18S[rRNA. Wenn man dieses Gen als
Standard fiir die Aktin2-Expression wahlt, stellt man fest, dass die relativen
Transkriptmengen zwischen den einzelnen Geweben variieren. Da zum
Durchfiithrungszeitpunkt der realtime RT-PCR Experimente die Sequenzen aller
sechs plastiddren Phosphattranslokatorgene aus Arabidopsis bekannt waren, konnten
nun spezifische Oligonukleotide hergestellt werden, die zuverldssig zwischen den
Mitgliedern einer PT-Klasse unterscheiden konnten.

In der Regel wurden vierzig Zykluswiederholungen durchgefiihrt. Nach der
Reaktion wurden die PCR-Produkte auf einem Agarosegel aufgetrennt. Zwar diente
dies nicht der Quantifizierung, doch erhielt man so zusitzlich zur stets
durchgefiithrten Schmelzkurve eine weitere Kontrolle fiir die Spezifitdt der
Amplifikation. Abb. 3.12 zeigt ein solches Agarosegel, welches im Anschluss an
einen LightCycler®-Versuch angefertigt wurde. Da aufgrund der beschrdnkten
Probenzahl keine Mehrfachwerte in einem Lauf gemessen werden konnten, zeigt
Abb. 3.13 eine Auswertung von 4-6 (nicht in jedem Versuch wurden die
Transkriptmengen aller Phosphattranslokatoren gemessen) unabhingigen
LightCycler®-Versuchen zur Expression der PTs in Arabidospsisithaliana. Zur
Auswertung wurde jeweils die Standardgeradenmethode verwendet. Da die
absoluten Werte trotz Verwendung gleicher Mengen einer Erststrangpriparation
zwischen den einzelnen Versuchen stark schwankten, sind die Werte nachtréglich
standardisiert worden. Als Standard diente hier Aktin2, bei spateren Experimenten
wurden die besser geeigneten 18SrRNA Oligonukleotide gewdhlt.
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Abb.3.12: Agarosegele mit RT-PCR Produkten nach 40 Reaktionszyklen. Wu = Wurzel, B = Blatt,

Bl = Blute. Die Reaktion wurde mit dem LightCycIer® (Roche) durchgefihrt, der komplette Ansatz

wurde aufgetragen (10 pl).
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Abb. 3.13: LightCycIer®-Experiment zur Expression der Phosphattranslokatoren. Die Ergebnisse
stammen aus 4-6 unterschiedlichen Versuchen. Die Quantifizierung erfolgte mit der Standardgeraden-
Methode. Die Héhe der Expression ist relativ zur Expression von Aktin2 (=100 %) angegeben.

Dass 18StRNA ein zuverldssigerer interner Standard als Aktin2 ist, geht aus den
nachfolgend durchgefiihrten Messungen mit dem GeneAmp®5700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) hervor. In Abb.:3.14 wurde wieder die
Transkriptmenge der Phosphattranslokatoren bestimmt. Als interner Standard diente
18SrRNA. Da gleichzeitig die Aktintranskriptmenge bestimmt wurde, kann man
deutlich sehen, dass diese im Vergleich zu 18SRNA schwanken.
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Abb. 3.14: Relative Expression der Phosphattranslokatorgene in verschiedenen Geweben von
A. thaliana. Die Expressionshéhe wurde relativ zu Expression der 18S rRNA im entsprechenden
Gewebe berechnet. Die Expression im Blatt wurde jeweils =1 gesetzt. Das Experiment wurde mit dem
GeneAmp® 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems) durchgefiihrt.
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Ferner wurde untersucht, ob sich die Ergebnisse je nach verwendetem Gerit
unterschieden und ob die Quantifizierungsmethode (AACT oder
Standardgeradenmethode) Auswirkungen auf die Bestimmung der
Transkriptmengen hatte. Wenn man nur eine relative Quantifizierung durchfiihren
will, also die Transkriptmenge eines Gens in verschiedenen Geweben im Vergleich
zu einem Referenzgen (internem Standard) feststellen mochte, ist es einfacher, auf
Standardgeraden zu verzichten und die sog. AAC-Methode zur Errechnung der
Expressionshohe zu verwenden. Daher wurde getestet, ob die Ergebnisse bei dieser
Methode denen der Standardgeradenmethode entsprachen. Aulerdem wurden die
Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Gerédten erhalten wurden, miteinander
verglichen. Um einen direkten Vergleich zu ermdoglichen, wurden die absoluten
Werte, die mit der Standardgeradenmethode erhalten wurden, relativiert, d.h. bei
allen Genen wurde die Expression im Blatt gleich eins gesetzt. Abb. 3.15 zeigt die
Ergebnisse, die bei diesem Vergleich fiir die beiden AtGPT-Gene erhalten wurden.
Die Resultate der unterschiedlichen RT-PCRs sind tendenziell dhnlich. Es fillt aber
auf, dass die Spreizung der Werte fiir die Expression in verschiedenen Geweben bei
den LightCycler®-Experimenten wesentlich geringer ausfillt, was besonders auffillig
bei den GPT2-Transkriptmengen ist.
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Abb. 3.15: Vergleich unterschiedlicher Gerate und Auswertungsmethoden fir die relative
Quantifizierung der Expression der AtGPT Gene in Arabidopsis thaliana. A, B: Gerat
LightCycIer®, relative Expression bezulglich Aktin2; C, D: Gerat GeneAmp® 5700, Auswertung nach
der Standardgeradenmethode; E, F: Gerat GeneAmp® 5700, Auswertung nach der AACt-Methode,
interner Standard = 18SrRNA,; bei A-F wurde die Expression im Blatt jeweils gleich 1 gesetzt.

90



Ergebnisse

Insgesamt ergibt sich durch die Northern(Blot Analyse und die RT-PCR-Daten ein
zusammenfassendes Bild von der Expression der sechs funktionellen plastiddren PTs
in Arabidopsis thaliana in den verschiedenen Gewebetypen. Tab. 3.7 zeigt schematisch
die Transkriptmenge (von 0 = keine nachweisbaren Transkripte bis xxxx = hohe
Transkriptmenge) an.

TPT |XPT |GPT1|GPT2 |PPT1 |PPT2
Wurzel | O-x | x X 0 X 0
Blatt XXXX| XX X 0 X X-XX
Blute XXX | X-XX X X-XX X X
Schote | xxx | x-xx| X X X X

Tab. 3.7: relative Transkriptmenge der Phosphattranslokatorgene in verschiedenen Geweben
von Arabidopsis thaliana. O=keine Expression, XXXX=sehr starke Expression des Gens.

3.2.2. Wird AtGPT1 in SchlieBzellen exprimiert?

In fritheren Expressionsstudien wurde festgestellt, dass eine GPT-Expression hdufig
nur in heterotrophen Geweben zu finden ist, z.B. in Wurzeln, sich entwickelnden
Maiskornern, Kartoffelknollen und reproduktiven Organen (Kammerer et al., 1998).
Transport von Glk6P wurde auch in isolierten Schlieizellen gemessen (Overlach et
al., 1993). Diesen fehlt, wie auch nicht-griinen Plastiden, eine Fruktose-1,6-
bisphosphatase Aktivitdt (Hedrich et al., 1985), welche das Schliisselenzym fiir die
Umwandlung von Triosephosphaten in Hexosephosphate darstellt. Solche Gewebe
sind auf den Import von Glk6P angewiesen, um Stédrke synthetisieren zu kénnen. In
Schliefizellen wird Stirke wihrend der Offnung der Stomata mobilisiert und in Malat
umgewandelt, welches dann als Gegenion fiir Kalium verwendet wird.

Um festzustellen, ob die beobachtete Expression des AtGPT1 in Bldttern auf
Expression des Gens in SchlieBzellen zuriickzufiihren ist, wurden RT-PCR
Experimente mit angereicherter Schliezellen-RNA im Vergleich zu Gesamtblatt-
RNA durchgefiihrt. Als Kontrolle fiir die Methode der Schlieizellenisolation wurde
gleichzeitig die Expression von KAT1 aus Arabidopsis!thaliana gemessen. Dieses Gen
ist in SchlieBzellen um ein Vielfaches hoher exprimiert als im Mesophyll (Nakamura
et al., 1995). Die Transkriptmenge des KAT1 ist insgesamt niedriger als die des GPT1.
Im Vergleich zur Aktin2 Expression wurde ein Anstieg der Transkriptmenge in
Schliefzellen gegentiber dem Gesamtblatt um 81(% festgestellt. Die Expression des
GPT1 dagegen ist im Gesamtblatt nur wenig niedriger (25[%) als in der
Schliefizellenfraktion (Abb. 3.16). Das GPTI1 RT-PCR- und Northern-Blot Signal
stammt also sowohl aus Mesophyll als auch aus Schlieizellen und ist nicht
schlieizellenspezifisch.
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Abb. 3.16: relative Expressionshdhe der Gene GPT1 und KAT1 aus A. thaliana im Vergleich zur
Aktin2-Expression in Gesamtblatt und angereicherten SchlieRzellen (Epidermis).

3.2.3. Tageszeitliche Variationen der AtTPT-Expression
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Abb. 3.17: Relative Expressionshéhe des AtTPT bzgl. Aktin2-Expression im tageszeitlichen
Verlauf. Die RT-PCR wurde mit Blatt-RNA von ca. drei Wochen alten Arabidopsis thaliana Pflanzen
durchgefihrt. Die Pflanzen wurden 12 Stunden belichtet (8:00 Uhr - 20:00 Uhr).

Der TPT-Promotor enthilt einige mogliche Lichtregulationselemente (Deterding,
1998), z. B. das I-Box Motiv, welches auch in dem fiir die kleine Untereinheit der
RubisCO kodierenden rbcS-Gen vorkommt (Puente et al., 1996) sowie eine sog. H-
Box; diese Sequenz ist als genereller Transkriptionsverstarker bekannt und in die
Vermittlung der Induktion durch UV-Licht eingebunden (Block et al., 1990).
Zusitzlich wurden mehrere mogliche Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor GT-1
identifiziert. Die Bindung von GT-1 ist h&dufig notwendig fiir eine
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Transkriptionsaktivierung in lichtregulierten Genen (Gilmartin et al., 1990;
Liibberstedt et al., 1994). Schulz et al. (1992) konnten tiber Northern Blot Analysen
eine Lichtabhingigkeit fiir die Expression des Kartoffel-TPT-Gens nachweisen.

Die Expression des AtTPT ist im Dunkeln minimal (Abb. 3.17) und steigt nach
Beginn der Belichtung kontinuierlich an, um ein Maximum nach ca. fiinf Stunden zu
erreichen. Obwohl die Lichtintensitdt gleich bleibend ist, reduziert sich die
Expression danach wieder. Wahrscheinlich spielt bei der Regulation der Expression
demnach auch ein tageszeitlicher Faktor eine Rolle.

3.24. Expression PT-homologer Gene
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Abb. 3.18: Vergleich der Expression einiger PT-homologer Gene mit der Expression von
Aktin2, AtGPT2 und AtPPT2. Als Standard diente 18S rRNA. Das Experiment wurde mit dem
GeneAmp® 5700 (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

Fiir einige der PT-homologen Gene wurden ebenfalls RT-PCR-Experimente
durchgefiihrt. Getestet wurde die Expression in Wurzeln, Blittern und Bliiten von ca.
vier Wochen alten Arabidopsis thaliana Pflanzen.

Zum Test der verwendeten cDNA wurde in der RT-PCR auch die Expression von
Aktin2 und AtPPT2 untersucht. Wahrend die Aktin2-Expression im Vergleich zur
18SrRNA relativ gleichmiBig in allen getesteten Geweben auftritt, 1dsst sich die
AtPPT2-Expression erwartungsgemdf nur in Blittern und Bliiten nachweisen.

93



Ergebnisse

Bei den beiden Genen aus der K/VAG-Gruppe (at3g10290 und at1g12500) lieen sich
kaum Transkripte nachweisen.

Die Gene der KD-Gruppe (at4g32390 und 1t2g25520) zeigten ein dhnliches
Expressionsmuster.

Von den vier untersuchten Genen der KT-Guppe waren drei (at5g57100, at1g21070
und at5g42420) nur niedrig exprimiert. At1g06890 zeigte dagegen eine auffallend
hohe Expression, besonders in der Bliite.

Bei einem putativen mitochondrialen Phosphattranslokatorgen (at3g48850) lieSen
sich keine Transkripte nachweisen, das andere (at5g48850) zeigte eine hohe
Transkriptmenge in Wurzeln und Bliiten. Das atlg76340-Gen aus der
Transportprotein B - Gruppe ist ebenfalls niedrig exprimiert.

3.2.5. Promotor - Reportergenfusionen der plastidaren Phosphat-
translokatoren

Durch die vollstindige Sequenzierung des Arabidopsis thaliana-Genoms wurde es
moglich, einen Uberblick tiber die vorhandenen Phosphattranslokatorgene in der
Gesamtsequenz zu erhalten. Wie oben ausgefiihrt, gibt es eine Vielzahl von PT-
Genen, PT-Pseudogenen sowie homologen Sequenzen. Um das zeitliche und
rdaumliche Expressionsmuster der verschiedenen Gene zu untersuchen, wurden
zunichst Promotor-GUS-Fusionen der sechs plastiddren PTs hergestellt, also jenen,
die bekannte und bereits charakterisierte Funktionen in Arabidopsis(thaliana und
anderen Pflanzen haben.

Der Promotor des TPT-Gens in Arabidopsisithaliana wurde bereits in der
vorangegangenen Diplomarbeit isoliert, sequenziert und mit dem uidA-Gen
fusioniert (Deterding, 1998). Es wurden zwei unterschiedlich lange
Promotorfragmente mit dem Reportergen fusioniert, einmal 1.5 kb, das zweite
Fragment hatte eine Lange von 2.7 kb.

Fiir die Konstruktion der translationalen Promotor-GUS-Fusionen wurden die
Promotorfragmente stets in den bindren Vektor pGPTV-bar (Becker et al., 1992)
kloniert. Dieser Vektor besitzt neben der linken und rechten Insertionssequenz des
Ti-Plasmids und dem bar-Gen unter Kontrolle des nos-Promotors, welches Resistenz
gegen das Herbizid Phosphinothricin (BASTA) vermittelt, das fiir die -
Glucuronidase kodierende uidA-Gen und daran angrenzend einige nur einfach
vorhandene Restriktionsschnittstellen (Smal, Xbal, Sall, HindIII).

Aus einer Durchmusterung einer genomischen Arabidopsisithaliana Bibliothek
stammen die Klone Ag7.1 und Ag7.3. Beide hybridisieren mit einer Blumenkohl-
PPT-Sonde und sind vermutlich zusammengeh6rende Fragmente aus einem
Phagenklon, wie durch Sequenzierung gezeigt werden konnte (AF209210, AtPPT1).
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Nach Veroffentlichung des Arabidopsis(thaliana-Genoms wurde deutlich, dass es

mindestens noch einen weiteren PPT in Arabidopsisithaliana gibt. Der Promotor dieses
Gens (AtPPT2) wurde iiber PCR mit einer Proofreading DNA Polymerase (Pfx,
Invitrogen) amplifiziert.
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Klonierung des Promotors in pBSC-KS,
EcoRV herausgeschnitten, in Smal
geschnittenen pGPTV ligiert. Zweites
kirzeres Konstrukt: TPT-Prom.-GUS
wurde mit Hindlll geschnitten und
religiert.

Amplifizierung des Promotors aus
genomischer DNA. Primer: GPT3F und
AraGPTrev.PCR-Produkt in pGEM-
Teasy kloniert, mit Sacll geschnitten,
Uberhang aufgefllt, mit Xbal
geschnitten und in Smal/Xbal gedfneten
pGPTV-bar ligiert.

Amplifizierung des Promotors aus
genomischer DNA. Primer mit
eingebauten  Schnittstellen  wurden
verwendet (P1-EcoRV-rev, P1-Xbal-for).
Klonierung des PCR-Produkts in pGEM-
Teasy. Herausgeschnitten mit EcoRV
und Xbal, in Smal/Xbal gedfneten
Vektor ligiert.

Amplifizierung des Promotors aus
genomischer DNA. Ligation des PCR-
Produktes in pGEM-Teasy. Mit BamHI
und Acclll geschnitten, (berh&nhgende
Enden aufgeflllt, in Smal gedfneten
Vektor ligiert.

Abb.3.19: Klonierung von Phosphattranslokator-Promotoren in den Vektor pGPTV-bar (Becker
et al., 1992). Es wurden jeweils translationale Fusionen mit dem uidA-Gen hergestellt. Die
Klonierungsstrategien sind in der rechten Spalte kurz skizziert. Die Sequenzen der verwendeten
Primer finden sich im Anhang. R: right border, L: left border. Das “ATG” kennzeichnet den
Translationsstart des entsprechenden Phosphattranslokatorgens. Das GPT1-Promotor-GUS Konstrukt

enthalt zusatzlich das erste Intron des Strukturgens.
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Die beiden GPT-Promotoren (AtGPT1 und AtGPT2) wurden ebenfalls iiber PCR mit
genomischer DNA aus Arabidopsis(thaliana erhalten (Primer s. Anhang).

Abb.3.19 gibt einen Uberblick iiber die Klonierung der Promotorfragmente der vier
genannten Gene. Die Linge der Promotoren lag zwischen 1.1 und 2.4 kb. Es wurden
stets translationale Fusionen hergestellt, d.[h. ein Stiick der kodierenden Region (die
Prasequenz und im Fall des GPT1 auch noch das erste Intron und der Beginn des
zweiten Exons) wurde im durchgédngigen Leseraster mit dem uid A-Gen fusioniert.
Fiir den kiirzlich entdeckten XPT existiert ebenfalls ein Promotor-GUS Konstrukt in
pGPTV-bar (Eicks et al., 2002).

Als Kontrolle fiir die Durchfiihrung der GUS-Farbung diente ein Konstrukt, welches
das uid A-Gen hinter dem CaMV35S-Promotor enthielt (erhalten von B. Saal). Dieses
Konstrukt wurde ebenfalls in A.[thaliana Pflanzen transformiert. Bei
Farbungsexperimenten wurde jeweils das entsprechende Gewebe der 355-GUS-
Pflanzen mit untersucht.

3.2.5.1. Expressionsmuster der AtTPT-Prom::GUS Pflanzen

Entsprechend seiner Funktion wéihrend der Photosynthese wurde erwartet, eine
Expression des TPT-Prom::GUS Konstruktes vorwiegend in griinen Pflanzenteilen zu
finden. Tatsdchlich wurde in allen Entwicklungsstadien der Pflanzen stets eine
gleichmagige Farbung der Blitter beobachtet (Abb.3.20 A). Die Kelchblatter (Sepalen)
der Bliten, die chlorophyllhaltig sind, wiesen eine deutliche Blaufirbung auf,
wihrend die weiflen Kronblatter (Petalen) nicht oder nur leicht gefarbt waren (Abb.
3.20 B). Im griinen Fruchtknoten der Bliite fand sich ebenso eine Expression des
Konstruktes wie in den sich entwickelnden Schoten. Auch Samen, die anfangs noch
griin sind, wurden bei Inkubation in Substratlgsung blau (Abb. 3.20 C).

Gelegentlich konnte eine schwache Blaufdrbung der Wurzelspitzen beobachtet
werden (Abb. 3.20 D). Dies wiirde die schwache Expression des TPT in Wurzeln, die
bei Northern Blot Analysen (Deterding, 1998) und RT-PCR Experimenten festgestellt
wurde, bestdtigen.
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Abb. 3.20: GUS-Farbung von Pflanzen, welche ein TPT-Prom::GUS-Konstrukt exprimieren. A:
ganze Pflanze, B: Blite, C: aufgeschnittene Schote, D: Detail: Wurzel.

3.2.5.2. Expression des AtGPT1-Prom::GUS Konstruktes

Abb. 3.21: GUS-Farbung von Pflanzen, welche ein GPT1-Prom::GUS-Konstrukt exprimieren. A:
ganze Pflanze, B: Bliite, C: aufgeschnittene Schote, D: Detail: SchlieRzellen, E: Seitenwurzelbildung,
F: Wurzelspitze.
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Das AtGPT1-Gen ist in allen Pflanzenorganen exprimiert (Abb.3.21). Die Blétter sind
gleichmidBig gefdrbt (3.21(A), eine Farbung der Schliefzellen konnte beobachtet
werden (3.21D). Die Blattfarbung ist jedoch nicht so intensiv wie bei TPT-
Prom.::GUS Pflanzen (3.20) und tritt erst nach ldngerer Inkubation in Substratldsung
auf. Die Regionen um die Leitbiindel der Blédtter werden dabei zuerst angefarbt, ehe
sich die Farbung rasch im gesamten Blatt ausbreitet. In den Bliiten beobachtet man
am Pistill und in den Kelchblittern eine Blaufdrbung (3.21B). In den
aufgeschnittenen Schoten sieht man, dass der AtGPT1 hier hauptsdchlich im
Leitgewebe exprimiert wird. AufSerdem sind die Funiculi gefdrbt. In den Wurzeln ist
der AtGPT1 vor allem in Wurzelspitzen (Abb.[3.21(F) und sich entwickelnden
Seitenwurzeln exprimiert Abb.3.21(E).

3.2.5.3. Lokalisation der Expression des AtPPT1

Fur AtPPT1 wurden weitere, detailliertere Studien durchgefiihrt. Dabei wurde
zundchst das Expressionsmuster wihrend der Entwicklung der Pflanze anhand in
verschiedenen Stadien durchgefiihrter GUS-Farbungen untersucht (Abb. 3.22 A, B,
C). Dabei zeigte sich, dass die Wurzel stets sehr stark gefarbt war. Der Ort der
Farbung schien eine Gewebelage im Zentralzylinder der Wurzel zu sein. Weiterhin
wurde das Expressionsmuster im Blatt untersucht. Wahrend bei sehr jungen
Pflanzen die Farbung ausschliellich in den Blattadern auftrat, zeigte sich bei etwas
dlteren Pflanzen (Abb. 3.22 B), dass die blaue Farbe bei nachfolgenden Blittern auch
in das Mesophyll tibergehen konnte und dann insgesamt schwécher ausgepragt war
(Abb. 3.22 C). Abb. 3.22 C zeigt die Blattrosette einer ca. fiinf Wochen alten
blithenden Pflanze, bei der nur die relativ jungen Blédtter das ausgeprigte
Expressionsmuster um die Leitbiindel zeigen, bei dlteren Blattern wird die Farbung
insgesamt schwiécher und geht mehr auf den Rest des Blattes tiber. Abb.[3.22 D zeigt
eine Detailaufsicht auf ein Rosettenblatt. Hier sind zwar die Blattadern intensiv
nachgezeichnet, jedoch sieht man in den angrenzenden Mesophyllzellen ebenfalls
eine Farbung. Dies kann nicht auf Diffusion zurtickzufiihren sein, da das Konstrukt,
wie erwdhnt, das plastiddre Transitpeptid enthélt. Daher ist die Blaufarbung in den
Plastiden lokalisiert, wie man in Abb. 3.22 G erkennen kann, d.h. das Fusionsprotein
wird groBtenteils in die Plastiden transportiert und diffundiert nicht von Zelle zu
Zelle. Um das Signal im Leitgewebe genauer lokalisieren zu kénnen, wurden
Mikrotomschnitte (10(gm) von gefarbten PPT1-Prom::GUS Blittern angefertigt. Im
Querschnitt (H) sind die Xylemgefadle als weifle ringartige Strukturen zu erkennen.
Zwischen diesen Ringen, also im Xylemparenchym, erscheint die Farbung am
intensivsten. In Bliiten zeigen die Pollensdcke sowie die Narbe die stdrkste
Blaufdrbung (Abb. 3.22 F). Aufgeschnittene Schoten waren ebenso wie die darin
liegenden Samen geféarbt (Abb. 3.22 E).
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Abb. 3.22. PPT1-Prom::GUS Pflanzen. A: junge Pflanze, B: Rosette einer ca. 14 Tage alten Pflanze,
C: Blattrosette einer bluhenden Pflanze, D: Blatt, E: Schote, F: Bllite, G: Detail: Mesophyll mit
Blattader, H: Mikrotomschnitt (10um) eines GUS-gefarbten Blattes (Blattquerschnitt).

Abb. 3.23: Blattquerschnitt einer transgenen PPT1-Prom::GFP Pflanze. A: Durchlicht, B: GFP-
Filter, C: Durchlicht mit UV-Filter, D: UV-Filter. Anregungs- und Detektionswellenlangen der Filter
siehe Anhang.
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Abb. 3.24: Detektion der GFP-Fluoreszenz in transgenen Pflanzen, die eine PPT1-Prom-mGFP5-
ER Fusion exprimieren. A: Rosettenblatt, Aufsicht, B: Wurzeln, C: Blite.

Abb. 3.25: Wurzelspitze einer PPT1-Prom::GFP Pflanze. Links dargestellt ist eine Durchlicht-
Aufnahme der Wurzel, rechts ein konfokales Bild der GFP-Fluoreszenz.

Abb. 3.26: Bildiiberlagerung einer Wurzelaufnahme von einer transgenen PPT71-Prom::GFP
Pflanze. Durchlichtbild und konfokales Bild (GFP-Detektion) wurden Ubereinander gelegt.
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Um genauere Untersuchungen beziiglich der Lokalisation des PPT1 durchfiihren zu
konnen, wurde zusidtzlich ein PPT1-Promotor-GFP-Konstrukt hergestellt
(Durchfiihrung der Klonierung: Hildegard Lender). Dazu wurde der Promotor mit
spezifischen Oligonukleotiden (siehe Anhang), die eingebaute Schnittstellen
enthielten (BamHI, HindIll), amplifiziert und in den Vektor pBIN-mGFP5-ER, aus
dem zuvor der 355-Promotor entfernt wurde, gerichtet tiber die BamHI und HindIII
Schnittstellen des Vektors eingefiigt. Das Konstrukt wurde in A.[(thaliana
transformiert, und transgene, Kanamycin resistente Pflanzen wurden anschlieSend
analysiert. Um einen ersten Uberblick iiber die Expression des Transgens zu erhalten,
wurden die PPT1-Prom::GFP Pflanzen unter einem Fluoreszenzbinokular betrachtet.
Hier zeigte sich ein &dhnliches Bild wie in den PPT1-Prom::GUS Pflanzen: die
Fluoreszenz war sehr stark in den Wurzeln (Abb. 3.24 B). In den Blittern ist das
Signal in Blattadern am stdrksten (Abb. 3.24 A). Auch in den Bliitenblittern konnte
man starke Fluoreszenz im Leitgewebe erkennen (Abb. 3.24 C).

Beim Vergleich der unterschiedlichen Reportergene (GUS oder GFP) wird deutlich,
dass ein Vorteil des GFP-Konstruktes darin liegt, dass keine Limitierung durch die
Substratzuganglichkeit auftritt. Beispielsweise wurde eine starke Fluoreszenz im
Stempel der Bliite beobachtet (Abb. 3.24 C). Die GUS-gefarbte Bliite zeigte jedoch nur
an der Narbe eine Blaufdrbung (3.22 F). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass das
Gewebe hier zu dick war und das Substrat X-Gluc daher nicht in die Zellen
eindringen konnte, in denen die f-Glucuronidase exprimiert wird.

Ein Ziel dieser GFP-Fusion war es, das Signal im Leitgewebe genauer lokalisieren zu
konnen. Dazu wurde die konfokale Lasermikroskopie angewandt. Es stellte sich
jedoch heraus, dass das Signal zu tief (> 200(gm) im Blatt lag, als dass man es in der
Aufsicht hidtte detektieren konnen. Ein zusitzliches Problem stellte die
Autofluoreszenz des Chlorophylls dar, welche das GFP-Signal tiberlagerte.

Um trotzdem Aussagen iiber die Lage des Signals innerhalb des Leitbiindels treffen
zu konnen, wurden Blattquerschnitte angefertigt. Abb. 3.23 zeigt ein Mittelrippen-
Blattleitbiindel, Abb. 3.23 A stellt eine normale Durchlichtaufnahme dar, Abb. 3.23 B
eine Aufnahme mit GFP-Filter, Abb. 3.23 C eine Durchlichtaufnahme mit
zugeschaltetem UV Filter, Abb. 3.23 D eine Fluoreszenzaufnahme mit UV-Filter. Die
Xylemgefiafle erscheinen unter UV-Licht aufgrund der Fluoreszenz eingelagerter
Sekunddrstoffe blau. Dies erméglicht eine Positionsbestimmung des GFP-Signals in
der Leitgeweberegion. Man erkennt, dass einzelne Zellen innerhalb des Leitgewebes
sehr stark fluoreszieren. Dies sind einmal Zellen zwischen den Xylemelementen, aber
auch Zellen, die oberhalb des Xylems (abaxial) liegen. Aulerdem erscheinen einige
Mesophyllzellen aulerhalb des Leitbiindels ebenfalls griin fluoreszierend.

In der Wurzel war die Lokalisation der GFP-Fluoreszenz einfacher und auch mit
dem konfokalen Lasermikroskop moglich, da das Gewebe diinner und nicht
chlorophyllhaltig war. In Wurzelspitzen konnte Fluoreszenz in der Kalyptra
detektiert werden (Abb. 3.25).
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In der Abb. 3.26 ist die Seitenansicht einer Wurzel gezeigt. Als dunkle, quergestreifte
Struktur erkennt man die Wandverdickungen eines Xylemgefdfies. Unmittelbar zu
beiden Seiten daran angrenzend ist die GFP-Fluoreszenz zu beobachten. Granuldre
Strukturen innerhalb der Zellen, die stark leuchten, konnten Plastiden darstellen.
Eine genaue Bestimmung des Zelltyps ist durch diese Aufnahme nicht méglich.

3.2.5.4. Expression des AtPPT2-Prom::GUS-Konstruktes

Die PPT2-Prom.-GUS-Fusion wird in allen Organen der Pflanze aufser der Wurzel
exprimiert (Abb. 3.27). Die gesamte Blattspreite erscheint gefarbt (3.27 A). Wenn man
sich die Blatter ndher ansieht, stellt man fest, dass h&ufig die Stellen, an denen
Trichome sitzen, besonders intensiv gefarbt sind (Abb. 3.27 D). Sowohl Kelch- als
auch Bliitenblétter zeigen eine Expression des Reportergens, die Stamina und die
Narbe sind ebenfalls blau gefarbt (Abb. 3.27 B). Wihrend die aufgeschnittene Schote
in Abb. 3.27 C eine Blaufarbung zeigt, bleiben die innen liegenden Samen ungeféarbt.
In Wurzeln war selbst nach Inkubation tiber Nacht keine Farbung festzustellen.

Abb. 3.27: PPT2-Prom::GUS Pflanzen. A: ganze Pflanze, B: Blite, C: Schote, D: Detail eines
Blattes.
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3.3. Funktionelle Charakterisierung der PTs

3.31. Heterologe Expression der plastidaren Phosphattranslokatoren in
Escherichia coli

Um Aufschliisse iiber die Funktion eines Proteins zu erhalten, ist es sinnvoll, nicht
nur Informationen tiiber die Expression des Gens zu erhalten, sondern auch das
Protein nachweisen zu kénnen. In der Regel verwendet man fiir diese Zwecke
Antikorper, die gegen ein in groflen Mengen angezogenes und gereinigtes
rekombinantes Protein gerichtet sind. Eine andere Moglichkeit besteht darin, das
Protein direkt aus der Pflanze heraus zu reinigen. Dies setzt jedoch normalerweise
voraus, dass das betreffende Protein einen erheblichen Anteil am
Gesamtproteingehalt bildet.

Die Phosphattranslokatoren sind Proteine mit sechs bis neun Membranspannen. Eine
Expression dieser Proteine in Hefe wurde mehrfach erfolgreich durchgefiihrt (Eicks
et al., 2002; Kammerer et al., 1998). Die daraus gewonnenen rekombinanten Proteine
wurden fiir Transportstudien eingesetzt. Ihre Menge war jedoch nicht ausreichend
tiir eine Immunisierung.

In dieser Arbeit wurde daher nach alternativen Systemen gesucht, um eine
ausreichende Mengen an Protein fiir eine Immunisierung zu produzieren. Losliche
Proteine konnen schon lange erfolgreich in Bakterien wie E.ldoli oder B.lsubtilis
exprimiert werden (Itakura et al., 1977). Die Expression von eukaryotischen
Membranproteinen gestaltet sich schwieriger. Da Bakterien keine subzelluldren
Membranen besitzen, werden Proteine, die normalerweise in der Plasmamembran
oder Endomembranen eukaryotischer Zellen sitzen, in die Plasmamembran der
Bakterien integriert. Wenn es sich bei dem integrierten Protein um einen Transporter
handelt, kann die Aktivitdt des fremden Proteins toxisch fiir die Bakterien sein und
im Extremfall zur Lyse derselben fithren. Daher sind wenige Beispiele fiir eine
funktionelle Expression eukaryotischer Membranproteine in E.[coli bekannt. Bibi et
al. (1995) exprimierten beispielsweise ein multidrugfesistence Protein aus Maus, und
Uozumi et al. (1998) komplementierten durch die Expression des KAT1 aus
A.[thaliana eine E. doli-Mutante, die einen Defekt in der K'-Aufnahme besaf. Es gibt
Strategien, die eine Expression in E.[doli trotz der oben geschilderten Schwierigkeiten
moglich machen sollen. Dazu zdhlt die Fusion des Proteins von Interesse mit einem
grofsen, 16slichen Protein. So soll verhindert werden, dass das Fusionsprotein in die
Plasmamembran integriert; aufserdem werden exprimierte Peptide so stabilisiert.
Beispiele hierfiir stellen Fusionsproteine mit DHFR und dem Maltose-Bindeprotein
(MBP) aus E.l¢oli dar (Iwakura et al., 1992; Riggs, 2000). Daher wurden die
Phosphattranslokatoren bzw. PT-Fragmente fiir Expressionsversuche mit diesen
Proteinen fusioniert.
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3.3.1.1. Klonierung der PTs in pMAL-c2 (NEB)

Die Priasequenz der Vollangen cDNA des AtTPT, AtGPT1 und des AtXPT wurde
jeweils entfernt und das verbleibende Fragment translational hinter das
Maltosebindeprotein fusioniert.

Folgende Klonierungsstrategien wurden verwendet:

AtTPT: BglII aufgefiillt, Pstl PMAL-c2: EcoRI aufgefiillt, PstI
AtGPT1: HindIIl aufgefiillt, Pst] PMAL-c2: EcoRl, aufgefiillt, PstI
AtXPT: Xhol aufgefiillt, Sall PMAL-c2: Xmnl, Sall

Die Konstrukte wurden durch Sequenzierung tiberpriift und anschlieSend in E.lcoli
TG1-Zellen transformiert. Es wurden Zeitreihen mit unterschiedlichen
Wachstumszeiten (20imin bis 5M) und Temperaturen (28°C und 3719C) nach
Induktion der Proteinexpression durchgefiihrt.

Bei allen durchgefiihrten Versuchen nahm jedoch die gemessene OD, nach dem
Zeitpunkt der Induktion stetig ab. Es ist zu vermuten, dass die Integration der
Proteine in die Zellmembran auch durch die Fusion mit dem MBP nicht verhindert
werden konnte und es so zu einer Lyse der Zellen kam. Abb. 3.28 zeigt einen
Westernblot von aufgearbeiteten Zellen, die zwei Stunden nach Induktion geerntet
wurden.

Abb. 3.28: Expression von MBP-PT Fusionsproteinen. 1: pMAL-c2 leer, nicht induziert, 2: pMAL-c2
induziert, 3: GPT1-pMAL in TG1-Zellen, induziert, 4: GPT1-pMAL in ER2508-Zellen, induziert, 5: XPT-
pMAL in ER2508-Zellen, induziert, 6: TPT-pMAL in ER3508-Zellen, induziert. Nach Induktion wurden
die Zellen fir 2 h unter Schitteln bei 28 °C inkubiert. 1. Ak: Anti-MBP, 2. Ak: AP-gekoppelter Anti-
Kaninchen-Antikdrper.
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Um die Anzahl der Membranspannen innerhalb der Fusionproteine zu reduzieren
ohne vollstindig neue Klonierungen durchfiihren zu miissen, wurden die
vorhandenen Konstrukte auf folgende Weise verkiirzt:

pPMAL-c2-TPT: Ncol, Religation
pMAL-c2-GPT: Xhol / HindIll, aufgefiillt, Religation
pPMAL-c2-XPT: Pstl, Religation

Wieder wurden die Konstrukte in TG1-Zellen transformiert und verschiedene Klone
auf die Hohe der Proteinexpression hin getestet.

3.3.1.2. Gewinnung eines AtXPT-Antikorpers

Ausschliefllich bei dem verkiirzten XPTpMAL-Konstrukt lieen sich hohe Mengen
an Protein exprimieren. Insgesamt wurden zwei Liter E.ldoli angezogen und
induziert. Das Bakteriensediment wurde aufgearbeitet und {ber
Amyloseaffinititschromatographie gereinigt. Zur Immunisierung eines Kaninchens
wurden insgesamt ca. 300(ig Protein verwendet. Das erhaltene Serum wurde auf
seine Spezifitit getestet. Da es mit dem gereinigten, His-Tag versehenem XPT-Protein
reagierte, wurden weitere Tests durchgefiihrt, um festzustellen, ob Kreuzreaktionen
mit den nahe verwandten GPT-Proteinen aus Arabidopsisithaliana auftreten. Dazu
wurden die in Hefe exprimierten, gereinigten Proteine verwendet (Abb. 3.31).

Das Antiserum reagierte nur mit dem gereinigten XPT spezifisch. Zwar sieht man
auch in den Spuren A 2 und 3 Banden, diese entsprechen jedoch nicht der Grofe der
GPT-Proteine (siehe Abb. 3.31 C 2 und 3). Die Reinigung und Konzentrierung des
Antiserums zwecks weiterer Verwendung zur Lokalisierung des XPT-Proteins in
Pflanzen wird z. Zt durchgefiihrt.
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Abb. 3.29: SDS-Polyacrylamidgel zur Mengenbestimmung des gereinigten XPTpMAL-k
Proteins. 1: 10 pl Extrakt, 2: 20 pl Extrakt, 3: 1 ug BSA, 4: 2 ug BSA.

kb AlB C D
66—= | r
45—+ .
29—

Abb. 3.30: Test des anti-XPTpMAL-k Antiserums aus Kaninchen. Western Blot. A: kD-Marker, B:
gereinigtes XPT-Protein inkubiert mit Praimmunserum, C. gereinigtes XPT-Protein inkubiert mit anti-
XPTpMAL-k Antiserum, C: gereinigtes XPT-Protein inkubiert mit anti-His Antikdrper. (Detektion in B
und C mit Anti-Kaninchen IgG-Antiserum aus Ziege mit gekoppelter alkalischer Phosphatase, in D mit
Anti-Maus IgG mit gekoppelter Alkalischer Phosphatase)
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Abb. 3.31: Test des XPT-Antikorpers. 1: XPT-His, 2: GPT1-His, 3: GPT2-His. Blot A:1. Ak Anti-XPT,
2. Ak Anti-Kaninchen. Blot B: 1. Praimmunserum, 2. Ak Anti-Kaninchen. Blot C: 1. Ak Anti-penta-His,
2. Ak Anti-Maus, D: Silberfarbung des korrespondierenden SDS-Polyacrylamidgels. Die 2. Ak waren
jeweils an Alkalische Phosphatase gekoppelt.

3.3.1.3. Expression eines AtGPT1-PCR-Konstruktes

Da die hydrophoben Bereiche der Phosphattranslokatoren offensichtlich fiir die
Schwierigkeiten bei der Expression in Bakterienzellen verantwortlich waren, wurde
versucht, ein Peptid / Protein herzustellen, welches keine membrandurchspannenden
Bereiche enthielt (Abb. 3.32). Dazu wurde fiir GPT1 ein PCR-overlap-Konstrukt
hergestellt, das den N-Terminus des Proteins enthielt. Dieser wurde fusioniert mit
der hydrophilen Schlaufe zwischen den Membranspannen IV und V (nach
HMMTOP-Vorhersage). Daran anschlieBend folgte der C-Terminus des GPT-
Proteins. Weil das Peptid insgesamt nur aus 76 Aminosduren bestand, wurde es im
Vektor pQE41 (Qiagen) C-terminal mit DHFR fusioniert, um die Stabilitdt des
Expressionsproduktes zu erhéhen. Der pQE41 Vektor enthilt aulerdem einen His-
Tag, der die Moglichkeit der Reinigung des Fusionsproteins iiber Ni**-NTA-Agarose
eroffnet.

Das Konstrukt wurde in TG1 und ER2508 Zellen transformiert. Das Fusionsprotein
liel sich exprimieren, ohne dass das Wachstum der Zellen nach Induktion der
Expression zu beeintrachtigen. Allerdings war die Ausbeute sehr gering, so dass auf
eine Anzucht im grofSen Mafstab verzichtet wurde.
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A AtGPT1 (I I
— —>
4 «—
228 bp
Sal | Pst |
B
G GAC GAAGCT TAT.......
E A Y ..
PQE41 Sall Pst|

C —6xHis DHFR GGT TCA GAT CTG CAT GCG GTACGG GI CGAC CTG

Abb. 3.32: Klonierung eines AtGPT1 overlap-Konstruktes ohne Transmembranspannen. A:
Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie. In der unteren Zeile sind die durch spezifische
Oligonukleotide amplifizierten Regionen (N-Terminus, Loop zw. Membranspannen IV und V, C-
Terminus) dargestellt; B: PCR-Fusion der drei Fragmente, C: fir die Sall/Pstl-Klonierung verwendeter
Vektor pQE41.

Abb. 3.33: Expression des AtGPT1-DHFR Fusionsproteins, Western-Blot. Spur 1: Fusionsprotein,
Spur 2: DHFR. Inkubation mit anti-penta-His-Antikérper, 2. Ak AP-anti Maus.
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3.3.2. Heterologe Expression der AtGPTs in Saccharomyces cerevisiae

Um die Substratspezifititen der beiden GPT-Proteine aus Arabidopsis!thaliana ndher
zu charakterisieren und um festzustellen, ob der GPT2 fiir die gemessene Aktivitdt in
Bliiten verantwortlich sein kann, wurden die Gene in einen Hefe-Expressionsvektor
kloniert (pYES2/NT). Mit den gereinigten rekombinanten Proteinen wurden
Transportexperimente durchgefiihrt.

3.3.2.1. Herstellung der AtGPT-pYES/NT2-Konstrukte und
Transportmessungen

Die cDNA des GPT1 wurde durch eine Durchmusterung einer cONA-Phagenbank
von vier Wochen alten Arabidopsisthaliana-Pflanzen isoliert. Als Sonde diente ein
cDNA-Fragment des GPT aus Blumenkohl (Brassica oleracea) (Kammerer et al., 1998).
Es wurde ein 1400bp langes Volldngeninsert isoliert und sequenziert (AF233658).
Fiir die Expression in Hefe wurde die Prasequenz, die zur Lokalisation des Proteins
in den Plastiden fiihrt, entfernt. Die GPT1 cDNA wurde mit Poul geschnitten, der 3°-
Uberhang wurde mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase entfernt, am 3-Ende wurde mit
EcoRI geschnitten. Das Fragment wurde in pYES/NT2-C ligiert; der Vektor wurde
zuvor mit BamHI geschnitten, der 5-Uberhang wurde aufgefiillt, anschliefend
wurde mit EcoRI geschnitten.

Fir die Gewinnung des GPT2 wurden genspezifische Oligonukleotide hergestellt
(G2forl und G2revl, Sequenz siehe Anhang). Mit diesen wurde eine RT-PCR mit
RNA aus Arabidopsis thaliana Bliiten durchgefiihrt, weil frithere RT-PCR Ergebnisse
darauf hindeuteten, dass GPT2 nur in Bliiten und Schoten exprimiert ist. Das 1232bp
lange PCR-Fragment wurde in den Vektor pGEM-Teasy kloniert und teilweise
sequenziert. Auch hier wurde fiir die Klonierung in den Hefevektor die Prasequenz
entfernt. Die Enzyme der Klonierungsstrategie entsprachen jenen fiir die GPT1-pYES
Ligation, nur wurde hier pYES/NT2-A verwendet.

Nach Transformation der Vektoren in S.lderevisine wurden verschiedene Klone
daraufhin untersucht, ob sie das Phosphattranslokatorgen exprimieren.
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Abb. 3.34: Expression des AtGPT1 und des AtGPT2 in S. cerevisiae. A: SDS-Polyacrylamidgel
nach Silberfarbung, B: Western-Blot. Detektion des 1. Antikorpters (anti-penta-His) mit Anti-Maus-1gG-
Antiserum aus Ziege gekoppelter Alkalischer Phosphatase. 1-3: AtGPT1-Fraktionen; 4-6 AtGPT2-
Fraktionen; 1,4 Membranpellets; 2,5 erste Waschung von Ni2+—NTA—AgaroseséuIe; 3,6 Elution von
Ni®*-NTA-Agarosesaule.

Zunichst wurde die Transportaktivitdt des AtGPT1 in einem Versuch im Vergleich
mit dem bereits beschriebenen Erbsenwurzel-GPT (Kammerer et al., 1998) bestimmt.
In Abb. 3.35 sieht man einen deutlichen Transport von Glk6P mit beiden Proteinen,
ein erster Hinweis darauf, dass das fiir den AtGPT1 kodierende Gen tatsachlich fiir
einen Glukosel6-phosphattranslokator kodiert. Nachfolgend wurden die
Substratspezifitdten der beiden AtGPTs bestimmt.

Die Substratspezifitidten der beiden GPTs aus Arabidopsis(thaliana unterscheiden sich
beziiglich der getesteten Substanzen hauptsichlich in ihrer Akzeptanz gegentiber
Triosephosphat. Hier liegt die Transportrate im Vergleich zu Pi (= 100.%) fiir den
GPT1 bei 48 %, fiir den GPT2 bei 106% (Abb. 3.36).
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Abb. 3.35: relative Transportraten der gereinigten GPT-His Proteine: EW=GPT aus Erbse (Pisum
sativum), GPT1=AtGPT1. Gemessen wurde der GIk6P-Transport.
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Abb. 3.36: Transporteigenschaften der rekombinanten AtGPTs. Als Austauschsubstrate wurden
DAP, 3PGA, PEP und GIk6P verwendet. Die Transportkapazitat fir P; wurde gleich 100% gesetzt. n=4

3.3.3. Messungen der Glk6P-Transportaktivitat in Blattern und Bluten

Da RT-PCR Experimente und die transgenen GPT1::Promotor-GUS Pflanzen auf eine

Expression des AtGPT1-Gens in griinen Geweben (Blittern) schliefen lassen, wurde

versucht, eine Glk6P Transportaktivitdt in Blattern nachzuweisen. Auflerdem wurde

die Transportaktivitit in Bliiten gemessen. In diesem Gewebe sind nach

NorthernBlot/ RT-PCR beide GPTs aus Arabidopsis thaliana exprimiert.

200mg Pflanzenmaterial wurden als Ausgangsmaterial fiir drei Kinetiken eingesetzt.

Im Vergleich zur Kontrolle (Beladung der Liposomen mit Kaliumglukonat) konnte
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man in Bliiten und Blittern einen deutlichen Phosphattransport beobachten. Jedoch
konnte nur in Bliiten ein eindeutiger Transport von GIk6P festgestellt werden (Abb.
3.37).

1000 -
800 —
—— | [——Blite G6P
g 600 —a— BlUte Pi
& 400/ « | |——Blatt G6P
S e | —Batp
200

M T

0 g T T T 1
0 20 40 60 80

Zeit [sec]

Abb. 3.37: Relative Transportraten von Phosphat und GIk6P (G6P) in Blattern und Bluten im
zeitlichen Verlauf.

3.34. Transformation einer pgi-Mutante mit EW4, AtGPT1 und AtGPT2

Die Arabidopsis'thaliana pgil-1 Mutante wurde 2000 von Yu et al. beschrieben. Sie
enthilt eine Punktmutation in der plastiddren Phosphoglucose-Isomerase (PGI, EC
5.3.1.9). Die PGI ist ein dimeres Enzym, welches die reversible Isomerisierung von
Fruktosel6-Phosphat und Glukose 6-Phosphat katalysiert (Smith und Doolittle, 1992).
Es gibt in Arabidopsis(thaliana eine zytosolische und eine plastiddre PGI (Caspar et al.,
1985). Bei der pgil-1 ist die Starkesynthese in den Blittern betroffen, nicht jedoch in
Wurzelspitzen.

Fiur Erbsenwurzeln wurde ein Import von Glukose6-Phosphat in Plastiden
nachgewiesen (Borchert et al., 1989). Dafiir verantwortlich ist der GPT, der
hauptsidchlich in heterotrophen Geweben exprimiert ist (Kammerer et al., 1998). Der
nahezu stdrkefreie Blatt-Phanotyp der pgil-1 wird damit begriindet, dass einerseits
kein Glukosel-phosphat in die Chloroplasten importiert werden kann und
aulerdem im Blatt kein funktionsfahiger GPT existiert (Yu et al., 2000).

Die Restaktivitdt der PGI in den Mutanten soll 2-6.5% betragen. Da bei den in dieser
Arbeit durchgefiihrten Stdrkefirbungen im Gegensatz zu denen in der
Veroffentlichung von Yu et al. signifikante Starkemengen festgestellt wurden, wurde
das pgi-Gen der erhaltenen Mutante aus einer Blatt-cDNA-Prdparation heraus

112



Ergebnisse

amplifiziert und sequenziert (Oligonukleotide pgi-for und pgi-rev, siche Anhang).
Dabei konnte der beschriebene Nukleotidaustausch von C zu T an Position 834, der
zu dem Aminosdureaustausch Ser166Phe fiihrt, bestétigt werden.

Zunidchst wurde untersucht, ob eines der Gene aus der Gruppe der plastiddren
Phosphattranslokatoren eine verdnderte Expression im Vergleich zum Wildtyp (Col-
O) aufwies. Dazu wurden RT-PCR Experimente mit cDNA aus Rosettenbldttern von
Wildtyp und Mutante durchgefiihrt. Aufler einer leichten Reduktion der TPT-
Expression in der pgil-1 konnten keine signifikanten Verdnderungen in der PT-
Expression festgestellt werden (Abb. 3.38). Auch die GPT1-Expression stieg nicht an.

Vergleich der relativen Expressionen von
Phosphattranslokatorgenen in Col-O und pgi -Pflanzen

30
25
20
B Col-O

10

relative Expression bzgl. Aktin 2

O 4 E E ..
AtGPTA AtTPT AtPPTA AtPPT2 AtXPT

Abb. 3.38: Relative Expression der Phosphattranslokatorgene in der pgi1-71-Mutante im
Vergleich zur Expression im WT. RT-PCR mit Rosettenblattern von drei Wochen alten Pflanzen.
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Es wurde versucht, den nahezu stirkefreien Blattphédnotyp der pgil-1Mutante durch
Uberexpression eines GTPs zu komplementieren. Durch einen funktionellen GPT
sollte ein Import von GIk6P aus dem Zytosol moglich sein, so dass die Reaktion der
plastiddren PGI umgangen wird und die komplementierten Mutanten wieder Stiarke
in den Bldttern akkumulieren konnten. Zundchst wurde dieser
Komplementationsversuch mit der cDNA eines GPT aus Erbse durchgefiihrt, spater
auch mit beiden AtGPTs.

Die Transporteigenschaften des GPT aus Erbse (Pisum sativum) wurden bereits
analysiert, und das Gen wurde kloniert (Kammerer et al., 1998). Ein existierendes
Konstrukt, welches die cDNA des Erbsen-GPT (PsGPT — Q31 EW4.2) unter der
Kontrolle des 355-Promotors (Franck et al., 1980) enthielt (zur Verfiigung gestellt von
K. Fischer), wurde in pgil-1 transformiert. Der Stdrkegehalt von Pflanzen der T1-
Generation wurde anschlieSend analysiert. Der Stdrkegehalt in Bldttern
transformierter Pflanzen wurde durch enzymatische Hydrolyse der Starke und
anschliefende Messung des Glukosegehaltes bestimmt (Abb. 3.39). Die Werte der
Komplementante erreichen hier anndhernd WT-Niveau.

Zusatzlich wurde eine Starkefarbung von Rosettenblédttern, die am Ende der
Lichtperiode geerntet wurden, durchgefiihrt (Abb.:3.40). Um einen Vergleich
zwischen einer vollig stirkefreien Mutante und der pgil-1 (Abb. 3.40 B) zu zeigen,
wurde der Stdrketest auch mit Blattern einer pgm-Mutante (Kofler et al., 2001)
durchgefiihrt (Abb. 3.40 D). Diese Mutante besitzt einen Defekt in der plastiddren
PGM und kann daher kein G(1-P und damit auch keine Stédrke bilden. Die Blatter der
mit 355::PsGPT transformierten Pflanzen enthalten offensichtlich wieder signifikante
Mengen an Stirke (Abb. 3.40 C), jedoch nicht ganz so viel wie der Wildtyp (Abb. 3.40
A).

1,80+
1,60 +
1,40
1,20
1,00
0,80 —
0,60 —
0,40 —

0,20 —
0,00 w

Col-0 pgi pgi/EW4

umol Glu/ml Probe

Abb. 3.39: Messung des Glukosegehaltes nach Starkehydrolyse. Es wurde der Glukosegehalt
von je 3 Blattscheiben (Durchmesser 0.5 cm) von Wildtyp (Col-O), pgi-Mutanten und
komplementierten Pflanzen (pgi/EW4) nach Starkehydrolyse gemessen. Blatternte nach 8 h
Belichtung. n=6.
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Abb. 3.40: In Jod-Kaliumjodid gefarbte Rosettenblatter. Erntezeitpunkt: Ende der
Belichtungsphase. A: Col-O, B: pgi-Mutante, C: pgi/EW4, D: pgm-Mutante (stf1)

Abb. 3.41: In Jod-Kaliumjodid gefarbte Rosettenblatter. Erntezeitpunkt: Ende der
Belichtungsphase. A: Col-O, B: pgi-Mutante, C: pgi/GPT1, D: pgi/GPT2

In den Blittern der pgil-1-Mutante wird das GPTI-Gen offensichtlich exprimiert.
Durch die Expression der beiden GPTs aus Arabidopsisithaliana in Hefe und
anschlieende Transportexperimente wurde nachgewiesen, dass beide GPTs
Glukose-6-phosphat in vitro als Substrat akzeptieren. Trotzdem akkumulieren die
pgi-Mutanten nur wenig Stdrke. Diese Tatsache kann jedoch auch auf die geringe
Konzentration oder eine Regulation des Proteins zuriickzufiihren sein. Daher wurde
die cDNA der beiden GPTs aus Arabidopsis(thaliana in den pgi-Pflanzen unter der
Kontrolle des 355-Promotor im Pflanzenvektor pBinAR-Kan iiberexprimiert. Dazu
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wurde die tiber PCR amplifizierte und in den pGEM-Teasy ligierte GPT2-cDNA mit
Sacll geschnitten, aufgefiillt, mit Sall geschnitten und in den mit Smal und Sall
geschnittenen Pflanzenvektor ligiert. Die Klonierungsstrategie fiir das GPT1-
Konstrukt war identisch, nur wurde hier der zuvor beschriebene GPT1-cDNA Klon
aus Ausgangsplasmid verwendet.

Die Folgegeneration der vakuuminfiltrierten Pflanzen wurde durch PCR auf
Vorhandensein des Konstruktes tiberpriift (Abb. 3.42). Durchgefiihrte
Starkefarbungen am Ende der Belichtungsphase weisen auf eine Wiederherstellung
der Starkeakkumulation in den komplementierten Pflanzen hin (3.41). Damit wurde
indirekt gezeigt, dass beide GPTs aus Arabidopsis(thaliana eine Funktion als
Glukose6-phosphat- Transporter in der Pflanze erfiilllen konnen. Warum der
endogene GPT, der jedoch als Protein bisher nicht nachzuweisen war, diese Funktion
nicht erfiillt, konnte nicht geklart werden.

Abb. 3.42: Agarosegel einer PCR mit genomischer DNA: pgi/GPT1- (Spur 1 und 2) und pgi/GPT2-
(Spur 3 und 4) Pflanzen. 5: H,O. Es wurden die Linien G1-1 (Spur 1), G1-2 (Spur 2), G2-2 (Spur 3)
und G2-4 (Spur 4) getestet. Als Primer wurde der 35Sfor Primer in Kombination mit den Primern
GPT1-617R fir die GPT1-Komplementanten bzw. GPT2R-280 fiur die GPT2-Komplementanten
verwendet.
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3.3.5. Mogliche Regulation des GPT1

Da AtGPT1, wie gezeigt, exprimiert wird und das Protein in der Lage ist, Glukose 6-
Phosphat zu transportieren, aber trotzdem in der pgil-1-Mutante keine fiir eine
normale Stdrkesynthese ausreichende Mengen an GIk6P in die Plastiden importiert,
besteht die Mdglichkeit, dass dieser Transporter posttranslational reguliert wird. Fiir
die GPT-Proteine von Plastiden aus Erbsenwurzeln und Brassica napus Embryos
wurde gezeigt, der Glk6P-Import durch langkettige Acyl-CoA Fettsduren inhibiert
wird (Fox et al., 2001). Diese Acyl-CoA Fettsduren konnen jedoch durch Acyl-CoA
Bindeproteine oder auch BSA, welches bei den geschilderten Versuchen stets im
Praparationsmedium enthalten war, gebunden und damit unwirksam gemacht
werden.

Eine andere beschriebene Regulationsmoglichkeit ist die Phosphorylierung von
Proteinen. Um mdgliche fiir Phosphorylierung zugingliche Aminosdurereste
herauszufinden, wurden die GPT-Proteinsequenzen mit einem entsprechenden
Programm (NetPhos2) analysiert (Abb. 3.43).

Es fdllt auf, dass alle Proteine im Transitpeptid mehrere mogliche
Phosphorylierungsziele fiir Serinkinasen bieten. Die Phosphorylierung von
Prasequenzen plastiddrer Proteine hat eine wichtige Funktion fiir den Import des
Proteins in die Plastiden (May und Soll, 2000).

Innerhalb des reifen Proteins enthalten die beiden GPT-Proteine mehr mégliche
Phosphorylierungsstellen als beispielsweise der TPT aus A.thaliana, GPT1 wiederum
eine hohere Anzahl als GPT2. Ob diese vorgeschlagenen Phosphorylierungsstellen in
vivo tatsdchlich phosphoryliert werden, bleibt durch entsprechende Experimente
nachzuweisen.
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Abb. 3.43: NetPos2-Vorhersage von moglichen Phosphorylierungsstellen in PT-Proteinen.
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3.3.6. Komplementierung einer AtPPT1-Mutante mit AtPPT1 und AtPPT2

Die cuel-Mutante (CHLOROPHYLL a/b BINDING PROTEIN (CAB)
UNDEREXPRESSED 1 (CUE1)) wurde wihrend einer genetischen Durchmusterung
nach verdnderter CAB Expression (Li et al., 1995) isoliert. Sie zeichnet sich durch
einen retikulierten Phidnotyp aus: die Interkostalfelder erscheinen fahl griin, die
Leitbtindelregion dagegen sieht normal griin aus. Insgesamt sind die cuel Pflanzen
in der Entwicklung verzogert und haben eine geringere Biomasse. Verschiedene cuel
Allele (cuel-1 bis cuel-8) sind bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass CUE1 dem
PPT1-Protein entspricht (Streatfield et al., 1999).

In dieser Arbeit wurde ausschlieSlich mit cuel-6 (im Col-O Hintergrund) gearbeitet
(Streatfield et al., 1999). Die Blattmorphologie der Mutante ist verdndert, die Anzahl
der Palisadenparenchymzellen ist reduziert, die Mesophyllzellen besitzen
Chloroplasten, die kleiner sind als bei WT-Pflanzen. Die Chloroplasten der
Biindelscheidenzellen unterscheiden sich dagegen nicht von WT-Chloroplasten.

Da bisher keine Transportstudien mit den beiden PPTs aus Arabidopsis(thaliana
durchgefiithrt wurden, kann man nur aufgrund der Sequenzhomologie zu bereits
charakterisierten PPT-Proteinen (Fischer et al., 1997) auf ihre mogliche Funktion als
PEP-Transporter schliefen. Hier wurde getestet, ob beide AtPPTs bei Uberexpression
in der Lage sind, den cue-Phéanotyp aufzuheben. Dazu wurden die PPT-cDNAs unter
der Kontrolle des 355-Promotors in cuel-6 exprimiert.

Fiir die Klonierung der PP T 1-cDNA wurde die aus einer
Phagenbankdurchmusterung stammende AtPPT1-cDNA (Fischer et al., 1997) mit
EcoRV und Xbal aus dem Plasmid (pBSC-KS) herausgeschnitten und in den mit Smal
und Xbal geoffneten Pflanzenvektor (pBinAR-KAN) ligiert. Die PPT2-cDNA wurde
mit Oligonukleotiden, die eingebaute Schnittstellen enthielten (5" EcoRV und 3"Xbal,
sieche Anhang), aus Blatt-cDNA amplifiziert und ebenfalls in den Smal/Xbal
geschnittenen Pflanzenvektor ligiert.

Beide Konstrukte wurden zunéchst in Agrobakterien (GV3101) transformiert, die
anschlieflend fiir die Vakuuminfiltration von cuel-6 Mutanten verwendet wurden.
Kanamycinresistente T1-Pflanzen wurden iiber PCR daraufhin getestet, ob sie das
entsprechende Konstrukt enthielten (Abb. 3.45).

Die transgenen cuel-6/PPT1-Pflanzen zeigen eine vollstindige Reversion des
Phéanotyps, die Pflanzen sind nicht von WT-Pflanzen zu unterscheiden. Die cuel-
6/PPT2-Pflanzen sind zwar fast so grofs wie Col-O WT-Pflanzen, aber die jiingeren
Rosettenblitter zeigen noch eine leicht retikulierte Blattmorphologie. Die dufleren
Rosettenbldtter weisen keine Unterschiede zum WT auf, auch die
Gesamtentwicklung der Pflanze ist nicht verzégert (Abb. 3.44).
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Abb. 3.44: Komplementation der cue7-6 Mutante. Die oberen beiden Abbildungen zeigen den
Wildtyp (Col-O) und die cue7-6 Mutante, unten links eine mit dem 35S::AtPPT1 Konstrukt
transformierte cue1-6 Pflanze, rechts eine mit 35S::A{PPT2 transformierte cue1-6 Pflanze.

Abb. 3.45: Agarosegel einer PCR mit genomischer DNA von cue1-6 Komplementanten: Spur 1:
H,O-Kontrolle, 2: neg. Kontrolle mit cue1-6 genomischer DNA und 35S/PPT1 Primern, 3: neg.
Kontrolle mit cue7-6 genomischer DNA und 35S/PPT2 Primern, 4: Linie P1-4, 5: Linie P1-5, 6: Linie
P2-3, 7: Linie P2-4, 8: Linie P2-8, 9: Linie P2-1. Als Test-Primer wurde der 35Sfor Primer in

Kombination mit den Primern PPT1-1207R fiir die PPT1-Komplementanten bzw. PPT2R-1007 fir die
PPT2-Komplementanten verwendet.
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4, Diskussion
4.1. Plastidare Phosphattranslokatoren in Arabidopsis thaliana
XPT- TPT-
Klasse
Klasse peTpTHTPT
OsTPT SpTPTRO
LeXPT AtTPT
GMXPT  ZmTPT
AXPT  \" exeT' s
NtTPT
OsGPT1 StTPT
ZmGPT
StGPT1 sly41
AtGPT2
AtGPT1
StGPT2
Klasse
PsGPT PiPT1
GsPT PPT2
FtPPT10 BoPPT
AtPPT1
AtPPT2
Z/mPPT4 NtPPT1
ZmPRT bopt NtPPT2
FtPPTc19
PPT-
01 Klasse

Abb. 4.1: Unverwurzelter phylogenetischer Stammbaum der plastidiren Phosphat-
translokatoren aus verschiedenen Pflanzen. Erstellt mit ClustalX, Phylip 3.5.72, Tree View PPC.
Dargestellt sind Proteine aller vier PT-Klassen. Folgende Abkiirzungen wurden fir die
unterschiedlichen Spezies gewahlt: At: Arabidopsis thaliana, Bo: Brassica oleracea, Fp: Flaveria
pringlei, Ft: Flaveria trinervia, Gm: Glycine max, Gs: Galdieria sulfuraria, Le: Lycopersicon
esculentum, Mc: Mesembryanthemum crystallinum, Ms: Medicago sativum, Nt: Nicotiana tabaccum,
Pf: Plasmodium falciparum, Ps: Pisum sativum, Os: Oryza sativa, St: Solanum tuberosum, Zm: Zea
mays. sly41: Hefe PT-Homolg. Die PTs aus A. thaliana sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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Mitglieder der Phosphattranslokator-Genfamilie wurden in den letzten Jahren aus
verschiedenen Pflanzen isoliert (Fischer et al., 1994a; Fischer et al., 1997, Kammerer et
al., 1998; Eicks et al., 2002). Mit der Fertigstellung des A.[thaliana Genomprojektes
(AGI, 2000) ergab sich zum ersten Mal die Moglichkeit, einen Uberblick iiber
samtliche Mitglieder der vier verschiedenen Phosphattranslokatorklassen innerhalb
einer Pflanze zu erhalten. Durch Analyse der Datenbank (TAIR) stellte sich heraus,
dass es in A.[thaliana sechs Phosphattranslokatorgene gibt, je zwei GPT- und zwei
PPT-Gene sowie ein TPT- und ein XPT-Gen. Die Proteinsequenzen gruppieren im
dargestellten phylogenetischen Stammbaum mit den Proteinsequenzen der
jeweiligen Klassen aus anderen Pflanzen (Abb. 4.1). Dabei ist auffillig, dass PPT2
sehr weit entfernt von den tibrigen PPT-Sequenzen steht. Die Homologie von
Proteinen betrégt innerhalb einer Klasse normalerweise zwischen 75 und 85%, fiir
PPT2 betrdgt die Aminosdure-Identitidt zu anderen PPT-Sequenzen nur 52%.

Die Frage, ob alle PTs in A.[thaliana fiir die Integritdt der Pflanze wichtig sind, lasst
sich einerseits durch die Analyse von Mutanten, andererseits durch Studien zur
Expression und Funktion der Phosphattranslokatoren beantworten. Unklar ist bisher,
ob die Anzahl an PT-Genen fiir alle Pflanzen gleich ist, ob also stets zwei GPTs und
zwei PPTs benétigt werden. Bisher wurden in Solanum tuberosum zwei GPTs und in
Tabak und Mais zwei PPTs identifiziert (unveré6ffentlichte Ergebnisse).

4.2. Expressionsanalysen mittels RT-PCR

Viele Gene sind zu niedrig exprimiert, als dass man routineméflig Northern Blot
Analysen durchfiihren konnte. Zu solchen Genen zdhlen auch die PT-Gene aus
Arabidpsis(thaliana - mit Ausnahme des AtTPTs. Signale auf Northern Blots waren
hiufig kaum zu detektieren. Eine empfindlichere Methode stellt die RT-PCR dar
(Kawasaki und Wang, 1989). Fiir die Unterscheidung nahe verwandter Mitglieder
einer Genfamilie hat diese Methode den zusétzlichen Vorteil, dass die Amplikons so
kurz und spezifisch gewdhlt werden konnen, dass zuverldssig zwischen den Genen
unterschieden werden kann.

Allerdings birgt die Tatsache, dass man die Transkripte nicht mehr direkt nachweist,
sondern den Zwischenschritt der cDNA-Synthese durch reverse Transkription
einfiihrt, zusdtzliche Fehlerquellen. Daher sind stets Kontrollen und die Verwendung
geeigneter Standards notig. Es ist umstritten, welche Technik fiir die Préparation der
cDNA und die folgende PCR die geeignetste ist (Sellner und Turbett, 1998).
Unterschieden wird zwischen vollig getrennten Reaktionen mit zwei verschiedenen
Enzymen (wie sie in dieser Arbeit stets durchgefﬁhrt wurden), onefube Reaktionen
mit zwei verschiedenen Enzymen und oneltube Reaktionen, welche nur ein Enzym
enthalten. Die Tth-Polymerase besitzt beispielsweise sowohl eine Reverse
Transkriptase- als auch eine DNA-Polymerase-Aktivitdt. Durch die moglichst
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geringe Anzahl von Schritten bis zum Endprodukt vermeidet man zwar
Kontaminationen, es hat sich aber herausgestellt, dass Reaktionen, welche nur ein
Enzym verwenden, weniger empfindlich sind und hédufig zu schlechteren
Ergebnissen fiihren (Sellner und Trubett, 1998).

Zu Beginn dieser Arbeit war die Zahl der GPT-lund PPT-Gene in A.[thaliana nicht
bekannt. Die Oligonukleotide fiir die Amplifikation der Transkripte waren daher
nicht spezifisch fiir eines der Gene. Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR
fithrten deswegen nur zu der Aussage, dass Gene beider Klassen in allen getesteten
Geweben exprimiert sind. Durch das Testen unterschiedlicher Zykluszahlen und die
anschlieSende Uberpriifung der Signalstirke des PCR-Produktes iiber Agarosegele
und Southern Blot bekommt man auflerdem Informationen tiber die Expressionshohe
der Gene (Abb. 3.11).

Mit der semiquantitativen Methode verbundener technischer Aufwand - wie das
wiederholte Abstoppen der Reaktionen und die Durchfithrung von SouthernBlots
und Hybridisierungen - ldsst sich durch die sogenannte realltime PCR vermeiden
(Bustin, 2000; Abb. 4.6). Uber Fluoreszenz-Zunahme lisst sich nach unterschiedlichen
Methoden die Amplifikation des PCR-Produktes verfolgen. Um dann Aussagen tiber
die urspriingliche Transkriptmenge treffen zu konnen, muss im Falle einer absoluten
Quantifizierung eine Standardgerade erstellt werden, und zwar am besten mit dem
klonierten zu amplifizierenden Fragment. Fiir eine relative Quantifizierung reicht es,
wenn man die erhaltenen Werte auf einen internen Standard bezieht, der parallel zu
dem zu testenden Gen fiir jede Probe mit amplifiziert wurde. Die Reaktion kann in
verschiedenen Gefidflen oder in einem einzigen GefafS durchgefiihrt werden; letzteres
bezeichnet man als Multiplex-RT-PCR. Als interne Standards kommen Gene in
Frage, die konstitutiv und mdéglichst gleichméBig in allen Geweben exprimiert sind.
TIhre Expression sollte durch Versuche mit dem Material, aus welchem die RNA
stammt, nicht beeinflusst werden (Thellin et al, 1999); meist handelt es sich um
housekeeping Gene. Zu Beginn wurde in dieser Arbeit Aktin2 als Referenzgen gewéhlt.
Da die Expression von Aktin2 allerdings nicht in allen Geweben von A.[thaliana gleich
stark ist (An et al., 1996), kann das Gen nur beim Vergleich unterschiedlicher Gene
aus einem einzigen Gewebe als Standard dienen. Fiir tierische Systeme gibt es
mehrere getestete Vorschldge fiir Referenzgene, meistens werden p-Actin und
GAPDH genutzt (Suzuki et al., 2000), in pflanzlichen Systemen wird aufler Aktin
haufig 185rRNA verwendet. Da die Expression der 18SRNA relativ gleichmégig
erscheint (Goidin et al., 2001), auch im direkten Vergleich mit Aktin2, wurde diese als
Standard verwendet (Abb.3.14). Ein Nachteil bei der Nutzung von 18SrRNA als
Referenzgen ist der ausgesprochen hohe Anteil an revers transkribierter rRNA in der
cDNA-Praparation. Diese Tatsache fiihrt dazu, dass man den Ansatz mindestens
1:300 verdiinnen muss, um die Expression mit der Expression anderer Gene
vergleichen zu kénnen. Der zusétzliche Verdiinnungsschritt bringt natiirlich wieder
eine Ungenauigkeit mehr in den Gesamtablauf des Versuches.
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Konventionelle Real-time
RT-PCR RT-PCR
Reverse Reverse

Transkription ;l, Transkription V

cDNA Transfer cDNA Transfer
Zu Zu
PCR Reaktion PCR Reaktion
PCR-
; Reaktion
Transfer
Zu nested
PCR Reaktion
Gel-
h Elektrophorese ﬁ
Sequgr,:lz?e-rung ¢ Southern
Blot
Densitometrie/ f |
Phosphoimager
Manuelle oder PCR Reaktion
—— | automatische Quantitative
Analyse Resultate

Abb. 4.6: Vergleich von konventioneller und real time RT-PCR (nach Bustin, 2000). Die fiir eine
Auswertung bzw. Quantifizierung noétigen Schritte sind in diesem Flussdiagramm links fur die
konventionelle und rechts fiir die real time RT-PCR dargestellit.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche mit zwei verschiedenen real(time
Systemen durchgefiihrt, die hier kurz verglichen werden sollen. Der LightCycler®
der Firma Roche ist ein System, welches mit Luft kithlt und heizt. Die PCR-
Reaktionen finden in Glaskapillaren statt, die in einem rotorartigen Karussell
untergebracht sind. Das Karussell dreht sich vor einer blauen, Licht emittierenden
Diode; die Fluoreszenz wird durch drei Photodetektionsdioden mit Filtern
unterschiedlicher Wellenldnge detektiert (Wittwer et al., 1989; Wittwer und Garling,
1991). Die Dauer eines Laufes betrdagt etwa 20 Minuten. Da das Karussell nur 32
Stellplitze besitzt, ist die Messung von Doppelproben kaum mdglich, wenn man z.(B.
die Expression von mehreren Mitgliedern einer Genfamilie in verschiedenen
Geweben untersuchen mochte.

Beim GeneAmp5700° Sequence Detection System (Applied Biosystems) handelt es sich
um einen aufgeriisteten konventionellen Thermozykler (PE9600) mit 96 PCR-
Stellpldtzen. Statt Glaskapillaren werden hier Kunststoffreaktionsgefdfie mit einem
diinnen Deckel verwendet. Wahrend der PCR wird Laserlicht in alle 96 Proben durch
eine Multiplex-Anordnung optischer Fasern verteilt, die resultierende
Fluoreszenzemission wird durch eine CCD-Kamera analysiert. Die Durchfiithrung
einer PCR dauerte ca. zwei Stunden. Da das Fortschreiten des PCR-Laufes erst nach
Beendigung der Reaktion analysiert werden kann, ist der vom Ausdruck real time
hier nicht ganz korrekt.

Teilweise wurden relative Quantifizierungen mit Hilfe der AACt-Methode
durchgefiihrt (sieche Anhang). Diese Methode ist nur zuverldssig, wenn die
Effizienzen der Amplifikation von Ziel- und Referenzgen ungefdhr gleich sind. Um
dies zu gewahrleisten, wurden die Oligonukleotide fiir die Amplifizierung der PT-
Gene so ausgewdhlt, dass sie die gleiche Schmelztemperatur (60°C) und die
Amplikons die gleiche Linge (100-150bp) besalen. Ein weiterer Test fiir die
Vergleichbarkeit der Effizienz zweier Reaktionen besteht darin, dass man
unterschiedliche Verdiinnungen der cDNA fiir verschiedene RT-PCR Reaktionen mit
beiden Primer-Kombinationen einsetzt, wobei das resultierende Verhiltnis der
beiden Gene zueinander immer gleich bleiben sollte. Ergebnisse, welche mit der
AACt-Methode erhalten wurden, entsprachen ungefdhr den Ergebnissen aus der
Standardgeradenmethode. Man musste jedoch weniger Reaktionen durchfiihren und
sparte dadurch Zeit und Material (Abb. 3.15). Daher war die Durchfithrung nach der
AACt-Methode immer dann sinnvoll, wenn keine absoluten Werte benétigt wurden,
und es ausreichte, Informationen iiber die Verhiltnisse der unterschiedlichen
Transkripte zu erhalten.

Ein Problem der verwendeten SybrGreen®-Methode ist, dass jegliche Art
doppelstrangiger DNA, also auch beispielsweise Primer-Dimere, detektiert wurde.
Daher wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel aufgetragen, um festzustellen,
ob das Fragment die erwartete Gro8e besafl. Zusétzlich wurden stets Schmelzkurven
erstellt, die Aufschluss tiber die Spezifitit des Produktes gaben. Mittlerweile wurde
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das System der realltime PCR durch die Entwicklung von Systemen, die auf
spezifischen Sonden statt auf Interkalatoren basieren, verbessert (Bustin, 2000).

Auf die durch die RT-PCR erhaltenen Resultate bzgl. der GPT- und PPT-Expression
wird in den folgenden Kapiteln eingegangen. Die hergestellten Promotor::GUS-
Fusionen bestétigten die Expressionsdaten, und die genaue Lokalisation des Signals
innerhalb eines Gewebes wurde dadurch moglich.

Das Expressionsmuster des TPT wurde bereits ausfiihrlich untersucht (Deterding,
1998; Schulz et al., 1992). Da in der Promotorsequenz des TPT mehrere putative
Lichtregulationselemente enthalten sind (Deterding, 1998), wurde die
Expressionshohe des Gens wiahrend einer Licht-Dunkelperiode gemessen. Das
Ergebnis zeigte, dass die Transkriptmenge schon vor Beginn der Lichtphase anstieg,
einen Hohepunkt mittags erreichte, um dann kontinuierlich abzunehmen. Dieses
Muster deutet eher auf eine tageszeitliche Regulation hin. Beziiglich der
Lichtabhangigkeit der TPT-Expression existieren bereits unterschiedliche, sich
widersprechende Daten. Wahrend Schulz et al. (1992) eine Lichtinduktion der
Expression in Bldttern der Kartoffelpflanze nachweisen konnten, beobachteten
Knight und Gray (1994) nach 24 Stunden Belichtung keinen signifikanten Anstieg der
Transkriptmenge.

Da moglicherweise sowohl zirkadiane als auch Licht-Effekte die Expression des Gens
beeinflussen, miissten die Faktoren durch entsprechende Experimente getrennt
untersucht werden, wobei realtime RT-PCR sicher eine materialsparende und
geeignete Methode zum empfindlichen Nachweis von Unterschieden in der
Transkriptmenge wire.

Fir das XPT-Gen sind die RT-PCR Daten die einzigen im Rahmen dieser Arbeit
erhaltenen Expressionswerte. Studien mit transgenen Pflanzen, die eine
Promotor::GUS-Fusion des Gens enthalten (Eicks et al., 2002), bestdtigen das
Vorhandensein des XPTs in allen Geweben von A.[thaliana. Da bisher keine Mutante
mit einem Defekt in diesem Gen existiert, ist unklar, welche Folgen ein Fehlen des
XPTs fiir die Pflanze hétte. Die Hauptsubstrate des Translokators - Phosphat,
Triosephosphat, 3-PGA und Xylulose5-Phosphat - konnen auch von anderen
Transportern der Phosphattranslokatorfamilie, z.[B. einem GPT, tber die
Plastidenmembran transportiert werden.
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4.3. Sequenzanalyse der plastidaren Phosphattranslokatoren

4.31. Die Exon-Intronstruktur der Phosphattranslokatorgene

Introns sind intervenierende Sequenzen nichtkodierender DNA innerhalb eines
Gens. Héufig haben Introns einen hoheren Anteil an der Gensequenz als kodierende
Bereiche. In Vertebratengenen sind Exons eher kurz (<300 bp) und Introns lang
(>[1000 bp). Pflanzliche Introns sind meistens ca. 200 bp lang und entsprechen damit
ungefdhr der Lange typischer Pflanzenexons (Lewin, 1994). Die durchschnittliche
Intronldnge dikotyler Pflanzen betrdgt 80-290bp (Hawkin, 1998). Die Ldngen der
meisten Introns der Phosphattranslokatorgene fallen in diesen Bereich. Auffillige
Ausnahmen bilden die ersten Introns von AtPPT1 (502bp) sowie AtGPT1 (380bp)
und AtGPT2 (390bp). Es sind einige Falle bekannt, in denen innerhalb von Introns
Sequenzen lokalisiert sind, die fiir die Genexpression eine Rolle spielen. Solche
Introns, welche durch die Steigerung der Expressionshche von Reportergenen
charakterisiert wurden (Kohler et al., 1996), liegen meist im 5°-Bereich der Gene und
sind oft langer als fiir Pflanzen tiblich. Ein Beispiel hierfiir ist das 609bp salT-Intron
aus Mais (Rethmeier et al., 1997). Ob die genannten PT-Gene in ihren ersten Introns
regulatorische Sequenzen enthalten, wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht.

Bei dikotylen Pflanzen sind Exons ca. 15% GC-reicher als Introns, die wiederum eine
Zunahme von Thyminresten in der gleichen Gréfenordnung aufweisen, was fiir den
Vorgang des Spleifiens von Bedeutung ist (Baynton et al., 1996; Merrit et al, 1997).
Der AT-Gehalt der Introns des AtTPT betrdgt 66/%, in den Exonbereichen sind es nur
54(% (Deterding, 1998). Die Werte fiir die tibrigen Phosphattranslokatorgene sind
dhnlich.

Die Anzahl der Introns innerhalb der einzelnen PT-Klassen ist in A.[thaliana
konserviert, variiert aber zwischen Mitgliedern der Genfamilie, die nicht der gleichen
Klasse angehé’)ren. Das AtTPT-Gen besitzt elf Introns, die beiden AtPPT-Gene acht,
die zwei AtGPT-Gene vier und das XPT-Gen keines (Abb. 4.2). Vergleicht man die
Genstruktur mit bekannten genomischen PT-Sequenzen aus anderen Spezies, stellt
man fest, dass sich die Positionen innerhalb einer Klasse auch hier gleichen. Beispiele
hierfiir sind der TPT aus Reis, OsTPT Acc.-Nummer AP002855, genomische Klone
des PPT aus Tabak und des GPT aus Kartoffel (unveréffentlichte Ergebnisse).

Die Evolution der PT-Gene kénnte auf ein einziges gemeinsames Vorldufergen
zuriickgehen. Da keine PT-homologen Sequenzen in urspriinglicheren Pflanzen wie
Gymnospermen oder Moosen und Farnen gefunden wurden, ist die Frage nach der
Anzahl der Introns in einem Ursprungsgen schwer zu beantworten. Hatte ein
urspriingliches Phosphattranslokator-Vorldufergen viele Introns und gingen diese im
Verlauf der Evolution verloren? Oder war das Vorldufergen intronfrei, und die
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verschiedenen Klassen akkumulierten wihrend ihrer Differenzierung Introns in
unterschiedlicher Zahl und an verschiedenen Positionen?

Es ist umstritten, ob die Evolution von Genstrukturen eher durch Verlust von Introns
oder Intronerwerb gekennzeichnet ist. Vertreter der introns—early—Theorie (IE, auch
"exon theory of genes" genannt) schlagen vor, dass Introns schon Bestandteile der
frithesten Gene waren (Gilbert und Glynias, 1993). Proteine sollen sich durch die
Kombination von urspriinglichen ,Minigenen, heute reprasentiert durch Exons,
entwickelt haben. Die Bereiche zwischen den Minigenen tiberlebten als
Intronpositionen (Gilbert, 1987; Doolitle, 1978). Der entgegengesetzte Standpunkt,
die introns-late[(IL)-Theorie, behauptet, dass Introns in voll entwickelte Gene
inserierten, und zwar durch einen Mechanismus, welcher der reversen Transkription
dhnlich ist.

Die Diskussion zwischen IE und IL beschrdankt sich auf Gruppell- oder
spleiffosomale Introns. Diese sind auf ein Spleifflosom angewiesen, im Gegensatz zu
Gruppell-Introns, bei denen die RNA selbst den Spleifsivorgang katalysiert
(Copertino und Hallick, 1993).

Eine Schwierigkeit der Argumentation der IE Theorie besteht darin, dass
Prokaryoten keine Introns besitzen, obwohl in diesen Organismen Introns existiert
haben sollten. Nach der IE Theorie ist die Abwesenheit von Introns in Bakterien auf
einen Verlust derselben im Laufe der Evolution zuriickzufiihren, was diesen
Organismen den Vorteil eines verkleinerten Genoms und damit einer kiirzeren
Replikationszeit einbringen wiirde. Die IL Theorie dagegen nimmt das Fehlen von
Introns als Hinweis darauf, dass diese erst spiter inseriert wurden. Cho und
Doolittle (1997) untersuchten die Frage nach der Urspriinglichkeit von Introns
anhand paraloger Gene (der a- und - Untereinheit der ATP-Synthase), welche
offensichtlich schon vor der Prokaryoten-Eukaryoten-Trennung divergierten, und
kamen zu dem Schluss, dass die Verteilung der Introns in diesem Fall besser mit der
IL Theorie tibereinstimmt.

Das IE-Szenario kombiniert zur Erkldrung der heutigen Intronverteilungen
Mechanismen wie intron slippage und Deletionen von Introns. Der wahrscheinlichste
Mechanismus, durch den Introns priazise deletiert werden koénnen, ist
Genkonversion mit einer intronlosen, revers-transkribierten cDNA-Kopie des Gens
oder eines nahe verwandten Gens (Drouin und de Sa, 1997). Beispielsweise wurde in
Tieren gezeigt, dass das Fehlen eines Introns in der kodierenden Region des
PraproinsulinI-Gens aus der Ratte das Resultat eines RNA-vermittelten
Duplikations-Transpositionsvorgangs ist, bei dem ein Transkript des
Praproinsulins(l eine Rolle spielte (Soares et al., 1985). Das Vorkommen eines
prozessierten Aktinpseudogens im Kartoffelgenom wurde als Beweis fiir das
Vorkommen von reverser Transkription in Pflanzen angenommen (Dornburg und
Temin, 1990; Luan et al, 1993). Es wurden auch copia-like und gypsy-like
Retrotransposonsequenzen gefunden, die Quelle eines solchen Enzyms sein kénnten
(Wessler et al., 1995).
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Transposable elements (TE) spielen eine zentrale Rolle in Struktur, Funktion und
Evolution von Pflanzengenomen; sie werden auch als ,genomische Parasiten”
bezeichnet und in diesem Zusammenhang mit Intronsequenzen und anderer selfish
DNA verglichen (Palmer und Logsdon, 1991). In Pflanzen kommen zwei Sorten von
Transposons vor. Klasse-I-Transposons werden auch als Retrotransposons
gezeichnet. Sie sind mit Retroviren verwandt und fithren eine replikative
Transposition durch, d. h. das Element wird nicht ausgeschnitten, sondern es wird
eine neue Kopie gebildet und an anderer Stelle inseriert. Klasse-II-TEs (oder short
inverted repeat elements) benotigen kein RNA-Intermediat, sondern die Transposition
findet von DNA zu DNA statt und ist an das Ausschneiden der Sequenz gekoppelt.
Trotzdem kénnen auch sie die Kopienzahl erhchen, indem ein Element-enthaltender
DNA-Strang als Vorlage bei einer Doppelstrang-Liickenreparatur dient (Clegg et al.,
1997). Ein Beispiel eines solchen Klasse-II-TE ist das Ac/Ds-System aus Mais.

Wenn man einen Verlust von Introns iiber reverse Transkription und Reinsertion in
das Genom fiir die Phosphattranslokatoren als Mechanismus annimmt, kénnte das
intronlose XPT-Gen Resultat eines solchen Vorgangs sein. Da hier aufSerdem eine
auffallend hohe Homologie zu GPT-Sequenzen besteht (42/% zu AtGPT1 und 44 %
zu GPT2, Tab.3.1), ist es vorstellbar, dass der XPT ein prozessierter Ableger eines
GPT-Vorldufergens darstellt, dessen Sequenz in der folgenden Zeit der Evolution
von der GPT-Sequenz divergierte.

Keine Intronposition ist in allen drei intronhaltigen PT-Klassen konserviert. Es
existieren nur zwei Intronpositionen, die zwischen TPT- und PPT-Klasse konserviert
sind, sowie eine konservierte Position zwischen PPT- und GPT-Klasse (Abb.[3.2;
Abb.[4.2).

Sich unterscheidende Intronpositionen in homologen Genen verwandter Spezies sind
kaum ausschliefilich durch Intronverlust zu erkldren (Drouin und de Sa, 1997). Als
mogliche Ursachen fiir sich leicht unterscheidende Intronpositionen werden die
Mechanismen des Intron-slippage und Intron-sliding vorgeschlagen. Bei ersterem wird
das aus der pra-mRNA gespaltene Intron nach reverser Transkription an anderer
Stelle inseriert (Cho und Doolittle, 1997; Kersanach et al., 1994). Unter Intron-sliding
versteht man das Verrutschen einer einzelnen Introngrenze durch Verdnderung einer
Spleifistelle, was zu Insertionen oder Deletionen fiithrt. Dieser Vorgang ist eine der
Erklarungsgrundlagen der IE-Theorie fiir nicht exakt gleiche Intronpositionen.
Allerdings sollte das Intron-sliding zu einem Verlust der Sequenzidentitit in den
betroffenen Regionen zwischen den Genen fithren. Nach Stoltzfus et al. (1997) ist das
jedoch kaum zu beobachten.

Beide Theorien, IE und IL, beschreiben den Vorgang des exon shuffling, d.h. die
Kombination bestehender Exons zu neuen Proteinen. Wahrend dies bei der IE
Theorie die Grundlage fiir die Entstehung von Proteinen aus Modulen ist, geht die IL
Theorie von langen urspriinglichen Genen aus, das exon shuffling taucht erst spét in
der Evolution wéhrend der Entwicklung komplexer eukaryotischer Gene auf.
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Eine Korrelation zwischen der Position von Introns und der Lage von Protein-
Modulgrenzen wurde z.B. fiir die Triosephosphatisomerase vorgeschlagen
(Marchionni und Gilbert, 1986). Es gibt jedoch auch viele Ausnahmen, wo Introns
innerhalb von Proteindoménen vorkommen.

Neuere Analysen zeigten, dass nur Introns, die in Phase 0, also zwischen zwei
Kodons, liegen, eine Korrelation mit Modulgrenzen aufweisen (Souza et al., 1998,
Roy et al., 1999). Interessanterweise liegen die beiden konservierten Intronpositionen
zwischen den TPT- und PPT-Genen zwischen zwei Kodons, also in der 0-Phase
(Tab.[3.2). Auflerdem umschliefen sie genau zwei Membranspannen, was
méglicherweise als zusammenhéngendes strukturelles ,,Modul” angesehen werden
kann.

Es wurde gezeigt, dass es wahrscheinlich zwei verschiedene Arten von Phase-0-
Introns gibt. Solche, die eher urspriinglich sind und zwischen verschiedenen
phylogenetischen Reichen an gleicher Position vorkommen, korrelieren mehr mit
Modulgrenzen als die tibrigen Phase-0-Introns (Roy et al., 1999). Federov et al. (2001)
konnten fiir eine Untergruppe von Phase-0-Introns ohne prokaryotischen Gegenpart
keine Korrelation von Intronposition und 3D-Struktur finden, jedoch eine
Antikorrelation von Phase-1-Intronpositionen mit Modulgrenzen: solche Introns
zeigten eine Priferenz fiir die Mitte von Modulen. Erklarbar ist dieses Phdanomen mit
der Prédferenz von Phase-1-Introns fiir die Lage innerhalb Glyzin-Kodons bzw.
zwischen GG Sequenzen. Long und Rosenberg (2000) fanden heraus, dass GG oder
AGG-Sequenzen die besten Kandidaten fiir sog. Protospleif8stellen sind. Daher sind
viele Phase-1-Introns oder ,moderne Introns” nach der IL Theorie in fiir Glyzin
(GGN) kodierende GG-Protospleifistellen inseriert. Dass diese innerhalb von
Modulen liegen, hangt wahrscheinlich damit zusammen, dass Glyzin als kleinste der
Aminosduren eine besondere Bedeutung fiir die Proteinfaltung besitzt und Glyzine
daher hdufig mitten innerhalb von strukturellen Einheiten liegen (Federov et al,
2001). Tatsiachlich sind alle Phasel=1-Introns, welche in AtPT-Genen vorkommen
(Introns 5, 6 und 10 des AtTPT, Intron 8 der AtPPTs und Intron 2 der AtGPTs), nach
dem ersten G einer GGN Nukleotidfolge lokalisiert.

Mittlerweile gehen Tendenzen dahin, IE und IL nicht mehr als getrennte, sich
widersprechende Theorien anzusehen, sondern als unterschiedliche Stationen der
Exon-Intronstrukturentwicklung (Trotman, 1998). Wéhrend IE eher versucht, den
Ursprung von Introns zu erkldren, wobei durch die Limitation der weiterlaufenden
Evolution ein Beweis fiir die urspriingliche Genstruktur schwierig zu ermitteln ist,
konzentrieren sich die Erkldrungsversuche der ILTheorie mehr auf die
Mechanismen von Intronerwerb und -deletion. Wenn man die Vorgédnge von exon
shuffling tiber Modulgrenzen von Phase-0-Introns, Deletionen durch Genkonversion,
slippage- und sliding- Vorgange und die Insertion neuer Introns zusammennimmt, ist
die Koexistenz urspiinglicher und neu erworbener Introns durchaus denkbar.
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Endgiiltige Aussagen tiber die Herkunft und Entwicklung von PT-Introns lassen sich
aufgrund unvollstandiger Daten, hauptsédchlich wegen des Fehlens von Daten zur
Exon-Intron-Stuktur von urspriinglichen PT-homologen Genen, hier nicht treffen.
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Abb. 4.2: Vergleich der Exon- und Intronstrukturen der Phosphattranslokatorgene sowie der
PT-Pseudogene. Intronpositionen sind durch Dreiecke symbolisiert, rote Dreiecke bedeuten, dass die
Intronpositionen zwischen zwei Klassen konserviert sind. Die zu den funktionellen PTs homologen
Bereiche sind in den Pseudogenen durch durchgehende Balken dargestellt. Versetzte Pfeile bedeuten
Leserasterverschiebungen, Sterne stehen fiir Stoppcodons. Der senkrechte rote Pfeil markiert die
Stelle, an der das Transitpeptid abgespalten wird.
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4.3.2. Die PT-Pseudogene

In A.(thaliana liegen nur 35% aller Proteine als Einzelproteine vor. Der Anteil an
Proteinen, die zu Genfamilien mit mehr als fiinf Mitgliedern gehéren, ist mit 37 %
signifikant hoher als z. B. in Drosphila (12.1%) oder C. elegans (24/%) (AGI, 2000).
Entscheidend verantwortlich fiir die hohe Mitgliederzahl der Genfamilien diirfte die
segmentale Duplikation des Arabidopsisgenoms sein. Ein Alignment der fiinf
Chromosomen untereinander ergab 24 grofie duplizierte Segmente von 100kb und
mehr; das entspricht 65.6lMb oder 58% des Genoms. Viele der Duplikationen
durchliefen weitere Verdnderungen wie z.[B. lokale Inversionen nach dem
Duplikationsvorgang. Das Ausmafi der Sequenzkonservierung der 171193
duplizierten Gene variiert stark. 37/% der Sequenzen sind mit E<10® streng
konserviert, weitere 10(% mit E<10” ebenfalls fast identisch erhalten (AGI, 2000). In
vielen Fillen unterscheidet sich die Kopienzahl eines Gens und seiner duplizierten
Version, so dass beispielsweise nur eine Kopie auf einem Chromosom liegt, auf
einem anderen dagegen mehrere. Griinde dafiir konnten Tandemduplikationen oder
Genverlust nach der segmentalen Duplikation sein.

Nach Duplikation eines Gens bestehen fiir die weitere Evolution der Sequenz
mehrere Moglichkeiten. Die homologe Kopie kann durch silencing stillgelegt werden
(Li, 1980); dies scheint jedoch relativ selten zu passieren (Force, 1999). Stattdessen
beobachtet man einen Langzeiterhalt beider Kopien wihrend der Evolution (Nadeau
und Sankoff, 1997). Getrennte Kopien konnen entweder in gleichen oder mit
verschiedenen Raten evolvieren, letzteres eventuell wegen funktioneller Divergenz
oder Pseudogenisierung eines redundanten Locus. Duplizierte Gene kénnen auch
durch einen konzertierten evolutiondren Mechanismus wie Interlocusrekombination
oder Genkonversion interagieren (Cronn et al., 1999).

Wenn man die PT-Gene und ihre nichtfunktionellen homologen Sequenzen
betrachtet, fdllt zunidchst die grole Anzahl an Pseudogenen innerhalb der
Phosphattranslokator-Genfamilie auf: Sechs Genen stehen zehn Pseudogene
gegentiber. Diese lassen sich zwei der Phosphattranslokatorklassen zuordnen: Es gibt
vier GPT-Pseudogene sowie sechs PPT-Pseudogene. In anderen beschriebenen
Genfamilien liegt das Gewicht des Verhiltnisses funktioneller Gene zu Pseudogenen
mehr auf der Seite der echten Gene (Baumbusch et al., 2001; Johanson et al., 2001).
Generell wird fir A.[(thaliana eher eine geringe Anzahl von Pseudogenen
angenommen (Blanc et al., 2000). Dabei ist es allerdings moglich, dass bei genauer
Analyse die Anzahl der Pseudogene nach oben korrigiert werden muss, weil z.(B.
Leserasterverschiebungen nicht unbedingt von Generkennungsprogrammen
identifiziert werden kénnen oder Stoppkodons hdufig automatisch in ,Introns”
verlegt werden. So sind z. B. bei Jack et al. (2001) die PT-Pseudogene z.[T. als orf
(open reading frame) innerhalb der sog. TPT-Genfamilie, welche hier sdmtliche
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Phosphattranslokatorgenklassen umfasst, bezeichnet und nicht als Pseudogene
erkannt worden.
Die vier verschiedenen Klassen der Phosphattranslokatoren entstanden
wahrscheinlich schon vor der Aufspaltung der Angiospermen, da sie in den
unterschiedlichsten Pflanzen vorkommen und die Homologie zwischen Proteinen
einer PT-Klasse aus unterschiedlichen Pflanzen mit bis zu 85(% wesentlich hoher ist
als die Aminosdure-Identitdt von PT-Proteinen verschiedener Klassen innerhalb
einer Pflanze. Es gibt auflerdem Hinweise darauf, dass auch in anderen Pflanzen
mindestens je zwei GPT- und PPT-Proteine exprimiert werden (Fischer und
Ludewig, unverdffentlichte Ergebnisse). Die beiden AtPPT- und AtGPT-Gene sind
daher wahrscheinlich nicht durch Duplikationsvorgange innerhalb des A.[thaliana-
Genoms entstanden, sondern bereits zuvor. Ob dies auch fiir die Pseudogene gilt, ist
unklar. Bisher wurden kaum PT-Pseudogene in anderen Pflanzen identifiziert; in
Solanum tuberosum wurde ein mogliches Pseudogen gefunden (Ludewig,
unverdffentlichte Ergebnisse). Die ungewdhnlich hohe Anzahl an PT-Pseudogenen,
welche nicht in Tandemduplikationen vorliegen und die untereinander sehr
homolog sind sowie tiber alle Chromosomen verteilt liegen (Abb. 4.3), legt nahe, dass
eventuell TEs an ihrer Entstehung beteiligt sein konnten.
Das A.[thaliana-Genom enthélt mit ca. 10% des Genoms eine vergleichsweise geringe
Anzahl an TEs (AGI, 2000), wihrend bei Mais TEs 50% des Genoms ausmachen
(Gaut et al., 2000). Damit sind Retrotransposons eine Hauptursache fiir die enorme
GroBenvariation von Pflanzengenomen, die von 10°bp bei A.[thaliana bis zu 10" bp
bei manchen Lilienarten reicht (San Miguel et al., 1996).
Die KlasseI-TEs oder Retrotransposons lassen sich unterteilen in LTR (long terminal
repeat)-Retrotransposons und non-LTR-Retrotransposons. Zu ersteren gehoren die
bereits erwahnten Tyl-copia und Ty3-gypsy Elemente, welche Strukturen besitzen, die
jenen der Retroviren dhnlich sind (Flavell, 1992; Kumar und Bennetzen, 1999).
Kiirzlich wurde von Witte et al. (2001) eine neue Gruppe von LTR-Transposons, die
in Monokotylen und Dikotylen vorkommt, beschrieben. Diese sog. TRIM-Elemente
(terminal-repeat retrotransposon in miniature) besitzen an ihren Enden ca. 100 bis
250bp lange Sequenzwiederholungen, die eine interne Domé&ne von 100-300bp
umschlieSen. Die TRIM-Elemente sind nicht autonom mobil. Interessanterweise
wurde hier ein Fall beschrieben, in dem ein zelluldres Gen an eine neue Stelle auf
einem Chromosom transduziert wurde. Innerhalb eines Katydid-Atl-Elements,
welches zu den TRIMs zdhlt, wurde die Sequenz eines NMD(nonsense-mediated
mRNA decay)-Gens gefunden. Die NMD-Sequenz ist homolog zu einem funktionellen
NMD-Gen in A.[thaliana, es fehlen aber Fragmente des ersten und des zweiten Exons,
und die Sequenz enthilt keine Introns mehr. Wahrscheinlich entstand diese Struktur
durch Rekombination eines Katydid-Elements mit einer NMD mRNA wéahrend des
Transpositionsprozesses (Witte et al., 2001). Die Transduktion eines zelluldren Gens
wurde in Pflanzen bisher nur in einem anderen Fall beschrieben, und zwar fiir das
Bs1 Element aus Mais (Elrouby und Bureau, 2001). Beim Bs1 Element handelt es sich
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entweder um ein LTR-Retrotransposon oder ein defektes Retroviruselement. Durch
Bsl wurden Segmente von mindestens drei zelluliren Genen transduziert. Dabei
wiesen die Genfragmente im Vergleich zu ihren funktionellen Homologen grofie
Deletionen auf und besafien keine Introns. Die Homologie zu den zelluldren Genen
betrug zwischen 81% und 88%.

Non-LTR-Retrotransposons, denen die terminalen Sequenzwiederholungen fehlen,
unterteilen sich in LINEs (long interspersed nuclear elements) und SINEs (short
interspersed nuclear elements). LINEs werden als die urspriinglichsten
Retrotransposons in Pflanzengenomen angesehen. Sie sind zur autonomen
Transposition in der Lage, im Gegensatz zu SINEs, welche auf den reverse
Transkription durch Enzyme anderer Retrotransposons angewiesen sind. Es wurde
gezeigt, dass non-LTR-Retrotransposons zur Biodiversitit der Organismen
beigetragen haben konnen. Die Sequenz LINE L1 des Menschen kann Sequenzen, die
in ihrem 3’-Bereich liegen, an andere Stellen im Genom transferieren. Dadurch, dass
LINE L1 so als Vehikel genomische Sequenzen wie Exons oder Promoter an neue
Positionen bzw. in existierende Gene befordert, tragt es zur Evolution neuer Gene -
oder zur Bildung von Pseudogenen - bei (Moran et al., 1999).

In der unmittelbaren Nachbarschaft des PPT1 wurde ein Element mit LINE
Homologie identifiziert. Von PPT1 stammen wahrscheinlich alle PPT-Pseudogene ab,
da die Homologie der PPT-Pseudogene zu diesem Gen signifikant hoher ist als zu
PPT2 (Tab. 3.5). Angrenzend an PPT2 wurden keine Transposonsequenzen
gefunden. Besonders die PPT-Pseudogene sind untereinander auffallend homolog.
Die Sequenzen F1I21 (Chromosom(1), T32A11 (Chromosom3) und K12G2
(Chromosom5) sind nicht nur auf Aminosidureebene zu iiber 95% identisch
(Abb.4.2, Tab.3.3), sie gehoren auch strukturell zu einer Gruppe (Abb. 4.1). Da sie
sich nicht sehr weit auseinander entwickelt haben, fand der Duplikationsvorgang
wahrscheinlich erst vor relativ kurzer Zeit statt. Die Sequenzen enthalten Introns,
was fiir Transpositionsvorginge, in die LTR-Elemente involviert sind, bisher nicht
beschrieben wurde. Wahrscheinlicher ist daher eventuell eine Transposition durch
ein non-LTR Element, z B. ein LINE-Element (s.o.).

134



Diskussion

UFO ADH
I A*_H
F1121
PHYB LTP
I _-:-“
T1D16 96
MNSOD 86 AP3_L
] h _ I
PPT2 MJI6 T32A11

MI51

o i

F25G13

LFY3

XPT  K12G2 PPT1 TPT
-—

90

Abb. 4.3: Darstellung der Lage der Phosphattransiokatorgenen und -pseudogene auf den
A. thaliana- Chromosomen. Die Zentromere der Chromosomen sind gelb markiert. Positionen, an
denen ein PT-Gen oder -Pseudogen lokalisiert ist, sind durch rote Balken hervorgehoben.
Untereinander sehr homologe Sequenzen sind durch Striche verbunden, an denen die Homologie in
% angegeben ist. Gene und Pseudogene einer Klasse sind in der gleichen Farbe dargestellt: TPT:
grun, XPT: rot, GPT und entsprechende Pseudogene: orange, PPT und PPT-Pseudogene: blau.

4.4, Funktionen der Phosphattranslokatoren

44.1. Die Funktion des GPT in A. thaliana

4.4.1.1. Charakterisierung des AtGPT1 als Glukose 6-Phosphattransporter

Eine Expression des AtGPT1-Gens konnte in allen Gewebetypen von A.Uthaliana
detektiert werden. Transkripte lieSen sich sowohl tiber Northern Blot Analysen als
auch durch RT-PCR nachweisen. GPT1-Prom::GUS-Pflanzen zeigten eine
gleichmidflige Farbung der Blédtter. In der Wurzel war die Farbung in den
Whurzelspitzen und sich entwickelnden Seitenwurzeln ausgeprégt (Abb. 3.21).

Messungen der Transporteigenschaften der heterolog exprimierten und gereinigten
AtGPTs ergaben, dass beide Translokatoren GIk6P zu transportieren vermogen
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(Abb.[3.36). Die Substratspezifititen der AtGPTs &hneln denen des zuvor
charakterisierten GPTs aus Erbsenwurzeln (PsGPT, Kammerer et al., 1998). Auffillig
ist nur die wesentlich geringere Affinitdt des AtGPT1 zu Triosephosphaten.
Trotzdem sind beide GPT-Proteine aus A. thaliana offensichtlich funktionelle GPTs
(Tab. 4.1).

Dies fiihrt zu der Frage, wie man sich den Phénotyp der pgil-Mutante erkldren kann.
Das Fehlen der plastidiren PGI fithrt hier zu einem Defekt in der
Starkeakkumulation der Bldtter (Yu et al., 2000). Allerdings weisen die Blitter nach
Belichtung einen sehr geringen Stdrkegehalt auf. Da das Gen in der Mutante nur eine
Punktmutation besitzt, hat die plastiddre PGI noch eine Restaktivitdt von 2-6.5% (Yu
et al., 2000). Es ist andererseits auch moglich, dass die leichte Starkeakkumulation
auf die Aktivitdt eines endogenen GPT (AtGPT1) zuriickzufiihren ist. Ob dies
tatsdchlich der Fall ist, konnte durch eine pgi-Mutante gekldrt werden, in der die
plastiddre PGI vollstandig inaktiv ist. Das Unvermogen, innerhalb des Plastiden fiir
eine normale Stdrkesynthese ausreichende Mengen GIlk6P aus Fruké6P
bereitzustellen, kann durch einen funktionellen GPT, welcher GIk6P aus dem Zytosol
importiert und damit die Reaktion der PGI umgeht, kompensiert werden (Abb.4.4).
Dass sowohl der Erbsenwurzel-GPT als auch die beiden A. thaliana GPTs bei
Uberexpression hierzu in der Lage sind, wurde durch die Komplementation der
Mutante gezeigt (Abb.3.38-3.40).

PsGPT |AtGPT1 |AtGPT2
P, 100 100 100

DAP | 112+/-5 | 48+/-14 | 106 +/-17
3PGA | 50+/-1 | 88+/-9 | 61+/-10
PEP 204/-1 | 35+/-10 | 41+/-4
G6P | 90+/-9 | 116 +/-20 | 103+/-5

Tab. 4.1: Bestimmung der Substratspezifitaiten rekombinanter, in Hefe exprimierter GPTs.

Angaben in %.
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Abb. 4.4: Komplementation der pgi7-1 Mutante durch Uberexpression eines GPTs. Fru1,6P;:
Fruktose-1,6-bisphosphat, Fru6P: Fructose-6-phosphat, Glu1P: Glukose-1-phosphat, Glu6P: Glukose-
6-phosphat, HAT: Hexosetransporter, PGA: 3-Phosphoglycerat, RuBP: Ribulose-1,5-bisphosphat,
TrioseP: Triosephosphat.

441.2. Moglichkeiten der Regulation

Obwohl der endogene GPT1 in A. thaliana in Blittern des Wildtyps und der pgil-1
Mutante exprimiert ist, konnen die Chloroplasten offenbar nicht gentigend Glk6P
aus dem Zytosol aufnehmen, was durch den anndhernd stirkefreien Blatt-Phanotyp
der pgil-1 Mutante gezeigt wird. Auch ist in Plastiden von Blittern keine GIk6P
Transportaktivitdt messbar (Abb.(3.37). Dies kann verschiedene Ursachen haben.
Eine Moglichkeit stellt die metabolische Regulation dar. Quick et al. zeigten, dass
Plastiden abgetrennter Bldtter von Spinat- und Kartoffelpflanzen neue
Transporteigenschaften aufweisen, wenn die Blédtter zuvor in Glukosel6sung
inkubiert wurden (Quick et al., 1995). Wihrend in unbehandelten Kontrollblidttern
kein GIk6P in die Chloroplasten importiert werden konnten, waren die Glukose-
gefiitterten Bldtter nun dazu in der Lage. Dies deutet darauf hin, dass Plastiden
dieser Blatter prinzipiell die Fahigkeit besitzen, GIk6P aufzunehmen, die Aktivitit
des entsprechenden Transporters aber durch dulere Bedingungen induziert werden
muss. Daraus ergibt sich, dass ein entsprechendes Gen existieren muss, welches im
Blatt exprimiert werden kann.

137



Diskussion

Aus heterotrophen Plastiden ist noch ein weiteres Beispiel fiir die Regulation des
Glukose6-Phosphat/Phosphattranslokators bekannt. Die Glk6P-Aufnahme von
Plastiden aus Brassicanapus wird durch geringe Konzentrationen langkettiger Acyl-
Coenzym[A Thioester inhibiert (Fox et al., 2000; Johnson et al., 2000). In in(@itro
Versuchen mit Plastiden aus Brassicalnapus Embryonen fiihrte die Inkubation mit
Acyl-CoAs zu niedrigeren Fliissen durch einige metabolische Wege. Die
Fettsduresynthese wurde um 74(%, die Stirkesynthese und die oxidativen
Reaktionen des OPP-Weges um 70% reduziert. Dies kann auf eine Inhibition des
GPTs zurtickgefiihrt werden. Der Effekt konnte durch Zugabe Acyl-CoA-bindender
Proteine aufgehoben werden (Fox et al., 2000). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir
Erbsenwurzelplastiden erhalten. Auch hier wurde der Glk6P Transport durch Acyl-
CoAs einer Kettenldnge >C,, drastisch reduziert (Fox et al., 2001). Aulerdem wurde
beobachtet, dass die Konzentrationen von Acyl-CoA bindendem Protein (ACBP) den
Konzentrationen der Acyl-CoAs in spédten Entwicklungsstadien von B.napus
Embryonen entsprechen. Aus diesem Experiment wurde gefolgert, dass in Pflanzen
die Balance der Konzentrationen von ACBP und Acyl-CoAs einen Mechanismus zur
Regulation des Kohlenstoff-Flusses in Plastiden darstellen konnte (Fox et al., 2001).
Fiir Chloroplasten wurden entsprechende Messungen bisher nicht durchgefiihrt. Als
Erkldrung dafiir, dass in A.[thaliana Blédttern kein Glk6P Transport zu messen ist,
scheidet diese Art von Inhibition allerdings wahrscheinlich aus, da im
Praparationsmedium stets mindestens 1% BSA enthalten war, welches in der Lage
ist, langkettige Acyl-CoAs zu binden und somit eine mo6gliche inhibitorische
Wirkung auf den GPT in den Blitter auszuschlielen (2.26.9.).

Da bisher nur die GPT mRNA, nicht jedoch das Protein nachgewiesen wurde, konnte
es sich auch um translationale Kontrolle handeln. Die Degradationsraten von
mRNAs hoherer Pflanzen variieren stark und kénnen durch eine Anzahl endogener
und exogener Faktoren reguliert werden (Abler und Green, 1996). Besonders wurde
dabei die Bedeutung AU-reicher Elemente (AU-rich elements, AREs) hervorgehoben.
Ein anderes Element, DST (downstream element), scheint exklusiv in Pflanzen
wirksam zu sein (Johnson et al., 2000). Die Translation der mRNA an den Ribosomen
ist eine weitere wichtige Moglichkeit der Genregulation in Pflanzen (Bailey-Serres,
1999). Sequenzelemente im 5’- oder 3’-nichttranslatierten Bereich konnen die
Translation der mRNA beeinflussen. Entwicklung oder Umwelteinfliisse modulieren
die Phosphorylierung von Komponenten der mRNA-bindenden(5’-Kappe,
Ribosomen oder mRNA-bindender Proteine. Diese Modifizierungen kénnen die
Hierarchie der mRNAs, die um die Translation konkurrieren, verdandern (Dinkova et
al., 2000; Heilman et al., 2001; Proud, 2001).

Die Stabilitit des Proteins hingt ebenfalls von verschiedenen Faktoren ab. Sawant et
al. (2000) zeigten, dass Sequenzen stromabwdrts des Initiator-ATGs bzw. die
korrespondierenden Aminosduren, eine Rolle fiir posttranslationale Vorgange, d.(h.
tiir die Stabilitdt des Proteins, spielen konnen.

138



Diskussion

Die Bedeutung von Proteindegradation als Mechanismus, die zelluldre Proteinmenge
zu regulieren, ist seit langem bekannt (Schimke und Doyle, 1970; Dice und Goldberg,
1975). Ein Ubiquitin/Proteasom-vermittelter Proteinabbau ist an vielen zelluldren
Prozessen, wie z.[B. Zellzyklus, Wachstum sich entwickelnder Gewebe und
Substratfluss durch metabolische Wege, entscheidend beteiligt (De Martino und
Slaughter, 1999). Wie Ubiquitin konnen auch andere Polypeptidmarkierungen mit
regulierender Funktion posttranslational durch verschiedene Konjugasen an
Zielproteine fusioniert werden (Vierstra und Callis, 1999).

Ein weiterer Kontrollmechanismus ist die Phosphorylierung, ein Vorgang, der auch
fur pflanzliche Transporter beschrieben wurde (Delrot et al.,, 2000). Auf die
Phosphorylierung kann die Bindung von 14-3-3 Proteinen folgen (Sehnke und Fer],
2000; Kaiser und Huber, 2001), welche eine grofle Gruppe von Bindeproteinen mit
vielfdltigen Funktionen in Eukaryoten darstellen (Kaiser und Huber, 1994). Ein gut
untersuchtes Beispiel hierfiir ist die Nitratreduktase (NR), die post-translational
durch Bindung von inhibitorischen 14-3-3 Proteinen an die phosphorylierte Form der
NR reguliert wird. Es kommt so z.B. als Antwort auf niedrige Lichtintensitdten zur
schnellen Inaktivierung des Enzyms (MacKintosh, 1992). 14-3-3 Proteine konnten
auch innerhalb von Plastiden gefunden werden und sind dort wahrscheinlich mit
der Starkesynthase(SS)III assoziiert (Sehnke et al., 2001). Mey und Soll (2000)
berichteten kiirzlich, dass 14-3-3 Proteine mit phosphorylierten plastiddren
Vorstufenproteinen interagieren. Es ist bekannt, dass eine Proteinkinase aus Erbsen-
Mesophyllzellen sowie aus Weizenkeimlingen die Transitpeptide plastiddrer
Vorlduferproteine phosphoryliert, nicht aber solche mitochondrialer oder
peroxisomaler Proteine (Waegemann und Soll, 1996). Phosphorylierte Proteine
konnen nicht tiber die Plastidenmembran transloziert werden, so dass der Import
nach der Erkennung durch einen Rezeptor bis zur Dephosphorylierung des Proteins
gestoppt wird. Auf die Phosphorylierung der Proteine folgt die Assoziation zu einem
hochmolekularen Komplex aus plastiddrem Vorlduferprotein, 14-3-3 Proteinen und
zytosolischem Hsp70; dies bringt kernkodierte Plastidenproteine in einen ,Import-
kompetenten” Zustand (May und Soll, 2000), der allerdings eine
Dephosphorylierung der Vorstufenproteine vor dem Translokationsschritt
einschliefit.

Die Phosphattranslokatoren enthalten in ihren Transitpeptiden mehrere mogliche
Phosphorylierungsstellen, AtGPT: acht, AtGPT2: sieben, AtTPT dagegen nur vier
(Abb.(3.42). Moglicherweise wird die Aktivitit des AtGPT1 im Mesophyll dadurch
verhindert, dass er nicht in die Plastiden importiert wird. An diesem Prozess
konnten die Phosphorylierung des Transitpeptids und das Fehlen oder
Vorhandensein daran bindender 14-3-3 Proteine beteiligt sein. In A.[thaliana wurden
bereits viele 14-3-3 Protein-Isoformen gefunden (Wu et al.,, 1997), denen
unterschiedliche, zum grofiten Teil noch nicht ndher untersuchte Funktionen
zugeordnet werden konnen. Zusitzliche potentielle Phosphorylierungsstellen sind
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auch im reifen GPT-Protein enthalten; bei GPT1 sind dies wiederum mehr als bei
GPT2 oder TPT.

44.1.3. Wird ein GPT im Mesophyll benotigt?

Bisher wurde angenommen, dass Glukose6-Phosphattranslokatoren nur in
heterotrophem Gewebe benétigt werden (Kammerer et al.,, 1998). Die Plastiden
solcher Gewebe importieren Kohlehydrate und sind die Orte der Stirke- und
Fettsduresynthese. Da ihnen normalerweise eine Fruktosell,6-Bisphosphatase-
Aktivitat fehlt, sind sie auf den Import zytosolischer Hexosephosphate angewiesen.
Diese werden aus Saccharose, welche von source-Geweben aus tiber das Phloem zu
sink-Geweben transportiert wird, synthetisiert. Vom Phloem aus gelangt die
Saccharose entweder auf symplastischem Weg oder apoplasmatisch in die Zelle; die
Spaltung in Hexosen geschieht durch eine Invertase oder die Saccharose Synthase
(SuSy). Die Hexosen werden dann durch die Aktivitit der Hexokinase in
Hexosephosphate umgewandelt und tiber den GPT in die Plastiden importiert, wo
sie in Starke- oder Fettsdurebiosynthese einflieen oder als Substrat des OPP-Weges
dienen (Fliigge, 1999; Gerhardt et al., 1987).

Es ist umstritten, ob auch andere Hexosephosphate als GIk6P in Plastiden importiert
werden. Einige heterotrophe Plastiden (z.(B. aus Tomatenfriichten und
Weizenendosperm, Schiinemann und Borchert, 1994; Tetlow et al., 1996) sind
moglicherweise in der Lage, GIk1P aufzunehmen; die meisten andern Plastiden
importieren wahrscheinlich nur GIk6P. Fiir A.thaliana zeigte die Analyse einer
Mutante, die einen Defekt in der plastiddren PGM besitzt (Kofler et al., 2001), dass
die Plastiden auf den Import auf Hexosephosphaten in Form von GIk6P angewiesen
sind, da die Mutante vollig starkefrei ist. In Erbsenpflanzen gibt es eine Mutante mit
gleichem Defekt und Phénotyp (Harrison et al., 1998).

Der erste Schritt der Starkesynthese ist die Bildung von ADP-Glukose aus Glukose!(1-
Phosphat und ATP (Preiss, 1991) durch die ADP-Glukose-Pyrophosphorylase
(AGPase). Es sind verschiedene Isoformen dieses Enzyms bekannt (Cognata et al.,
1995). In photoautotrophen Geweben ist die AGPase ausschliefllich in Plastiden
lokalisiert (Okita, 1992). Dies gilt auch fiir viele heterotrophe Gewebe (Enwistle und
ap Rees, 1988; Smith, 1988). Allerdings wurde im Endosperm von Mais und Gerste
ein grolerer Anteil der AGPase-Aktivitdt im Zytosol gefunden (Denyer et al., 1996;
Thorbjernsen et al., 1996). Maismutanten, denen die grofle (shrunken-2, sh2) oder
kleine Untereinheit (brittle-2, bt2) einer AGPase ohne Transitpeptid fehlt, weisen noch
eine Restaktivitdt der AGPase auf, welche auf die plastiddre AGPase zuriickzufiihren
ist (Giroux und Hannah, 1994). Die beschriebenen Mutanten besitzen stark
reduzierte Stirkegehalte. Anscheinend stellt die zytosolische AGPase in Mais und
Gerste einen wesentlichen Anteil der ADP-Glukose fiir die plastidédre Stiarkesynthese
zur Verfiigung. Daher ist auch ein Aufnahmesystem fiir ADP-Glukose in der
Plastidenmembran zu fordern. Pozueto-Romero et al. (1991) und Mdhlmann et al.
(1997) zeigten, dass externe ADP-Glukose ein effizientes Substrat fiir die
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Starkesynthese in Ahorn-Zellkulturen bzw. Maisplastiden darstellt, wahrend Glk6P
kaum eingebaut wird. Die Funktion des ADP-Glukosetransporters wird in Mais dem
Brittle-1 Protein, welches mit plastiddren Hiillmembranen assoziiert ist, zugewiesen
(Sullivan und Kaneko, 1995). Mutanten im Brittle-1 Locus zeigen eine deutliche
Reduktion der ADP-Glukose-abhidngigen Stdrkesynthese isolierter Plastiden
(Shannon et al, 1998). In den zuletzt genannten Fillen scheint die Hauptfunktion des
GPTs also nicht in der Starkesynthese zu liegen.

Wiahrend in Speichergeweben die Stdrkesynthese kontinuierlich verlduft,
akkummulieren Plastiden der Bldtter tagsiiber transitorische Stdrke, welche dann
nachts degradiert wird, um Stroma und Zytosol mit Kohlehydraten fiir verschiedene
anabolische Reaktionen zu versorgen. Der Starkeabbau kann amylolytisch oder
phosphorylytisch verlaufen, dabei entstehen entweder Maltodextrine, Maltose und
Glukose oder Hexose- und Triosephosphate. Die Produkte des phosphorylytischen
Starkeabbaus konnten durch einen Phosphattranslokator exportiert werden, der
Transport von Glukose lduft iiber einen Glukosetransporter, fiir Maltose gibt es
wahrscheinlich ebenfalls ein Transportsystem (Rost et al., 1996).

Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass der Kohlenstoff die Plastiden nachts
bevorzugt in Form von Hexosen und nicht als Hexosephosphat verladsst. Antisense-
TPT-Kartoffelpflanzen akkumulieren tagsiiber Stdrke auf Kosten der
Saccharosesynthese, nachts wird die Starke verstdrkt mobilisiert, und die Produkte
des Starkeabbaus werden in Form von Glukose ins Zytosol transportiert (Heinecke et
al., 1994; Héausler et al., 1998). NMR-Daten bestatigen, dass beim néchtlichen Abbau
transitorischer Starke Glukose entsteht, die dann exportiert wird (Schleucher et al.,
1998). Der dazu notwendige Glukosetransporter wurde in A.(thaliana mittlerweile
identifiziert (Weber et al., 2000).

Um die Eingangsfrage nach der Notwendigkeit des AtGTP1 im Mesophyll zu
beantworten, ist festzustellen, dass ein funktionierender GPT augenscheinlich fir
den Metabolismus im Blatt nicht unbedingt nétig ist. Moglicherweise kommt dem
Protein (wenn vorhanden) eine Art ,Standby-Funktion” zu, die unter bestimmten
Umwelt- oder Enwicklungsbedingungen ,eingeschaltet” bzw. induziert werden
kann (s.0.).

44.1.4. Wird ein GPT in Wurzeln benotigt?

Es wird angenommen, dass in Pflanzen die Wurzelspitzen der Ort der
Graviperzeption sind (Sack, 1991). Als zentrale Region der Wurzelspitze besitzt die
Columella eine besondere Bedeutung bei der Wahrnehmung der Schwerkraft durch
die Pflanze. Nach der Stirke-Statolithen-Theorie beginnt die Graviperzeption der
Pflanze mit der Positionierung stdrkehaltiger Plastiden innerhalb der Columella
(Salisbury, 1993) und setzt dann verschiedene Prozesse in Gang. Da die Stédrke in den
Amyloplasten der Wurzelspitzen synthetisiert wird, miissen aus den oben genannten
Griinden Kohlehydrate fiir die Starkesynthese importiert werden. In Erbsenwurzeln
geschieht dies tiber den GPT in Form von GIk6P (Kammerer et al., 1998).
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Transportmessungen mit A.[thaliana Wurzeln wurden bisher nicht durchgefiihrt. Die
in den AtGPT1-Prom::GUS-Pflanzen sichtbare Expression in Wurzelspitzen weist auf
eine Funktion des GPT in diesem Gewebe hin. Wie erwéhnt, sind die Blétter der pgi-
Mutante fast starkefrei; die Wurzeln sind jedoch von der Mutation in der plastiddren
PGI nicht betroffen; hier kann die PGI tiber den GPT umgangen werden (Yu et al.,
2000). Warum AtGPT1 eventuell in Wurzeln, nicht jedoch in Bléttern aktiv ist und ob
vielleicht bestimmte Interaktionspartner eine Rolle spielen, muss noch untersucht
werden.

4.41.5. GPT-Aktivitat in SchlieBzellen

Schliefizellen fehlt eine Fruktose(l,6-Bisphosphataseaktivitit. Wie nicht-griine
Plastiden koénnen sie daher keine Triosephosphate in Hexosephosphate umwandeln
und sind auf den Import von Hexosephosphaten fiir die Starkesynthese angewiesen.
In Chloroplasten aus Schliefzellen von Pisum sativum konnte eine GIk6P-
Transportaktivitdt gemessen werden(Overlach et al., 1993). Wahrend der C")ffnung der
Stomata wird die in den Plastiden gespeicherte Stdrke mobilisiert und in Malat
umgewandelt, welches als Gegenion fiir Kalium fungiert.

Transgene Pflanzen, die das GPT1-Prom::GUS Konstrukt exprimierten, zeigten zwar
eine Farbung von Schlieizellenchloroplasten, Plastiden des Mesophylls waren aber
ebenfalls gefarbt. Um auszuschlieflen, dass die Farbung im Gesamtblatt auftrat, weil
das verwendete Promotorfragment ein fiir die spezifische Expression wichtiges
Element nicht enthielt, Transkripte des endogenen AtGPT1 aber eigentlich nur in
Schliefizellen vorhanden sind, wurde ein Protokoll zur Anreicherung von
Schliefizellen-RNA fiir RT-PCR Experimente genutzt. Die Ergebnisse zeigten eine
etwas hohere Expression des GPT1 in Schliefzellen im Vergleich zum Gesamtblatt
(Abb. 3.16). Verwendet man mRNA aus gereinigten Schlieizellen und mRNA aus
Mesophyllprotoplasten fiir die RT-PCR, wird eine zwei- bis dreifach héhere GPT1-
Expression in Schliefizellen beobachtet (Ache, unveréffentlichte Ergebnisse). Da
trotzdem signifikante Transkriptmengen im Mesophyll nachgewiesen werden
konnten, kann die Regulation nicht ausschliefllich auf die Transkriptionsebene
beschrénkt sein.

4.4.1.6. Die Funktion des GPT in Biindelscheidenzellen

Bei Farbungen der AtGPT1-Prom::GUS Pflanzen fiel auf, dass sich stets zuerst die
Region um die Leitbiindel blau farbte, ehe die Farbung nach lingerer Inkubation auf
das gesamte Blatt tiberging. Es ist bekannt, dass nicht nur C,-Pflanzen
unterschiedliche Plastiden im Mesophyll und den das Leitgewebe umgebenden
Zellen, der Biindelscheide, besitzen (Kinsman und Pyke, 1998). Den
Biindelscheidenzellen werden verschiedene Funktionen zugeschrieben, die vom
Transport von Wasser und Assimilaten tiber Speicherung bis zur mechanischen
Unterstiitzung reichen (van Bel, 1993). Die Zellen sind schmaler und léanglicher als
Mesophyllzellen, sie enden mit Zell-Zellkontakt. In ihnen befinden sich 15(% aller
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Chloroplasten des Blattes (Pyke et al., 1991). Diese Plastiden sind kleiner als
Mesophyllchloroplasten, und ihre Anzahl innerhalb einer Zelle ist geringer (Kinsman
und Pyke, 1998). Aufierdem bilden die Biindelscheidenzellen in C,;-Pflanzen eine
physiologische Stiarkescheide (Williams, 1989; Franceschi und Giaquinta, 1983;
Miiller-Rober et al., 1994): die Plastiden enthalten mehr Stirke als die benachbarten
Mesophyllzell-Chloroplasten. Diese Starke wird in A.[thaliana auch nachts nicht
vollstindig abgebaut (eigene Beobachtungen).

Da der Stoffwechsel der Biindelscheidenzellen noch nicht eingehend untersucht
wurde, sich aber mit Sicherheit von dem des Mesophylls unterscheidet, ist eine
Funktion fiir den GPT als Hexosephosphat Im- oder Exporter nicht auszuschlieSen.
Solche Vorgidnge wiren mit der eingesetzten Methode der Rekonstitution von
Membranproteinen aus dem Gesamtblatt nicht unbedingt messbar, da die
Konzentrationen an aus Biindelscheiden stammenden Proteinen zu gering sein
diirften.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass AtGPT1 wahrscheinlich in Wurzeln und
SchlieBzellen fiir den Import von Glc6P verantwortlich zu sein scheint, seine
Funktion bzw. Funktionalitdt im Mesophyll aber weiterhin erkldrungsbediirftig ist.
Um festzustellen, ob ein GPT-Protein in A.[thaliana Pflanzen in Blittern vorhanden
ist, wurde ein Konstrukt hergestellt, in welchem der GPT1-Promotor mit der GPT1-
cDNA fusioniert ist; vor dem Stoppkodon wurde die Sequenz fiir ein HA-Epitop
(Chen et al., 1993) dreifach eingefiigt. So ist es mdoglich, tiber einen HA-Antikorper
ein eventuell gebildetes Fusionsprotein direkt in der Pflanze durch
Immunlokalisation nachzuweisen. Das Konstrukt wurde bislang nicht in Pflanzen
transformiert, daher liegen noch keine Ergebnisse vor.

44.2. Phosphattranslokatoren in sich entwickelnden Samen

Wie gezeigt (3.2.), sind alle sechs PT-Gene in Bliiten und Schoten exprimiert, AtGPT2
sogar ausschlieflich in diesen Geweben. Offensichtlich besitzen die
Phosphattranslokatoren eine entscheidende Bedeutung fiir die Embryo- und
Samenentwicklung in A.[thaliana. Bei Datenbanksuchen wurde als einziger EST des
GPT2-Gens der Klon M9G1 gefunden, welcher aus einer cDONA-Bibliothek von sich
entwickelnden A.[thaliana Samen stammt (White et al., 2000).

Nach der Befruchtung senesziert die Bliite und differenziert sich zu einer Frucht, die
verantwortlich fiir die Verteilung der Samen (reifen Embryos) ist. Wahrend der
Ovulenentwicklung verwandeln sich Embryosack, Endosperm und Zygote in den
Samen. Frucht-, Samen-, Endosperm- und Embryoentwicklung bendtigen
unterschiedliche, exakt koordinierte genetische Programme, die essentiell fiir die
folgende Entwicklung der neuen Sporophytengeneration sind (Goldberg et al., 1989).
Es gibt verschiedene Ansétze, den Metabolismus wihrend der Samenentwicklung zu
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entschliisseln. Eine Mdoglichkeit ist die Suche nach Mutanten, wobei man nach
anormalen Samen oder nach Phinotypen sucht, die auf einen Defekt in der
Embryogenese schliefen lassen (McElver et al., 2001; Meinke 1994). Da die Plastiden
der Ort der Speicherung in den Samen sind, geben Transportmessungen Aufschluss
tiber die innerhalb des Plastiden verwendeten Substrate und die damit verbundenen
Stoffwechselwege (Kang und Rawsthorne, 1994; Eastmond und Rawsthorne, 2000).
White et al. (2000) stellten eine cDNA Bibliothek aus sich entwickelnden A.(thaliana
Samen her. Durch den Vergleich der gefundenen Sequenzen mit solchen aus
Gesamtpflanzen-cDNA-Bibliotheken kann man Riickschliisse auf die Bedeutung der
einzelnen Gene fiir die Samenentwicklung ziehen. Die Analysen der Expression einer
groBen Anzahl von Genen wird durch die Microarray-Technik erleichtert. Ein von
Girke et al. (2000) beschriebener Microarray-Chip basiert auf 101500 ESTs der zuvor
erwdhnten Samen-cDNA-Bibliothek.

Der sich entwickelnde Embryo muss mit Kohlehydraten versorgt werden. Saccharose
ist die Transportform des durch die Photosynthese fixierten Kohlendioxids und muss
in den Embryo importiert werden. Saccharose- und Hexosetransporter in der
Epidermis des Embryos sind in diesen Vorgang involviert (Weber et al., 1997). In
A.lthaliana wurden zwei Saccharosetransporter in sich entwickelnden Samen
gefunden, SUC1 und SUC2 (Sauer und Stolz; 1994, White 2000). A. thaliana gehort zu
den Pflanzen, die Ole in den Samen akkumulieren. In reifen A. thaliana Samen sind
Lipide in Form von Triacylgycerol die Hauptspeicherform des Kohlenstoffs und
machen 30-40(% des Trockengewichts aus (White, 2000). Die Samenentwicklung ldsst
sich in unterschiedliche Phasen einteilen, wihrend derer es zu einem Wandel von
anfanglicher Stirke- zur spateren Olakkumulation kommt (Focks und Benning,
1998). An der Anderung der Verteilung von Ol und Stirke sind Verdnderungen von
Transportaktivitdten iiber die Plastidenmembran sowie der intraplastiddre und der
zytosolische Metabolismus beteiligt.

Aufgaben des GPTs

Kang und Rawsthorne (1994) zeigten, dass neben Pyruvat auch Glk6P
Kohlenstoffgeriiste fiir die Fettsduresynthese, die Starkesynthese und den OPP-Weg
in B. napus, ebenfalls 6lspeichernd, liefert. Demnach muss in den Plastiden ein
Transporter fiir GIk6P aktiv sein. Tatsdchlich sind in A.[thaliana beide GPTs in
Schoten exprimiert (Abb.3.10 und 3.21). Nach anfanglich hohen Aufnahmeraten von
Glk6P beobachteten Kang und Rawsthorne (1994) eine 19-fache Zunahme der
Aktivitdt eines plastiddren Pyruvattransporters und gleichzeitig eine 25-fache
Zunahme der Nutzung von Pyruvat fiir die Fettsduresynthese. Uber den gleichen
Zeitraum sank die Fihigkeit der isolierten Plastiden, GIk6P als Substrat fiir die
Fettsduresynthese zu verwenden.

In der zuvor beschriebenen A.[thaliana Samen-cDNA-Bibliothek wurden mehrere
GPT-ESTs gefunden, allerdings kein EST mit Ahnlichkeiten zu einem bekannten
Pyruvat- oder Monocarboxylattransporter. Daher wurde vorgeschlagen, dass in
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A.[thaliana der PPT die Plastiden mit PEP versorgt (Fischer et al., 1997), fiir den
mehrere ESTs gefunden worden waren (White et al., 2000) (s.u).

Nach der ersten Entwicklungsphase der Samen sinkt die Transportaktivitdt des GPT
sowie die Aktivitdt der glykolytischen Enzyme Aldolase, Phosphoglukomutase und
Enolase; dies korreliert mit der Verringerung der Nutzung von GIk6P fiir die
Fettsdure-Biosynthese. Insgesamt scheint die Funktion des AtGPT1 jedoch essentiell
fiir die Embryogenese zu sein, da bisher keine homozygoten GPT1-Mutanten in
A.thaliana erhalten werden konnten. Es wurde aufierdem beobachtet, dass ein Viertel
der Samen in Schoten heterozygoter Mutanten sind verkiimmert waren (Anja
Schneider, unverdoffentlichte Ergebnisse). Offensichtlich kann der ebenfalls in Bliiten
und Schoten vorhandene AtGPT2 das Fehlen des AtGPT1 in sich entwickelnden
Samen nicht kompensieren. Mit der Funktion in der Samenentwicklung erhalt
AtGPT1 hier neben moglichen Aufgaben in Wurzeln und Schlieizellen eine
zusdtzliche Bedeutung.

In oOlspeichernden Samen sollten Enzyme, die im Zusammenhang mit der
Fettséuresynthese stehen, mindestens so héiufig vertreten sein wie Enzyme des
Starkemetabolismus. Die Analyse der Samen-EST-Bibliothek ergab, dass dies fiir die
Ketoacyl-Acyl-Carrierproteinsynthase und die Acetyl-CoA-Carboxylase zutrifft; das
Vorkommen anderer mit der Fettsduresynthese in Zusammenhang stehender
Enzyme unterscheidet sich aber nicht von Nicht-Samen-EST-Banken. Moglicherweise
kommt es in Samen nur zu einem erhdhten Fluss durch diesen Weg anstelle einer
Expressionsdnderung. Dies zeigt, dass Expressionsanalysen allein unzureichend fiir
eine Aufschliisselung der Vorgidnge sind. Da die Fettsdurebiosynthese in den
A.lthaliana Samen eine so ausgepragte Rolle spielt, ist es weiterhin denkbar, dass der
von Fox et al. (2000) beschriebenen Regulation von GPT-Proteinen durch langkettige
Acyl-CoAs (s.0.) eine Aufgabe bei der Lenkung der Substratfliisse zukommt.

Aufgaben des PPTs
Pflanzen verfiigen normalerweise iiber eine komplette Enzymausstattung fiir den
glykolytischen Weg von Glukose zu Pyruvat im Zytosol (Plaxton, 1996). Auch in den
Plastiden von Olsamen konnte eine komplette Glykolyse beobachtet werden (Dennis
und Miernyk, 1982; Kang und Rawsthorne, 1994). Es ist jedoch unklar, welchen
Anteil beide Kompartimente an der Umsetzung von Kohlehydraten zu Vorldufern
der Fettsdurebiosynthese haben. ESTs der plastiddren Formen wurden nicht fiir alle
der glykolytischen Enzyme gefunden, der zytosolische Weg scheint also aktiver zu
sein (White et al., 2000). Eine hohe Expression der plastiddren Pyruvatkinase und
eine starke Expression eines PPTs (wobei aus den Daten von White et al. (2000) nicht
hervorgeht, ob es sich um PPT1 oder PPT2 handelt) weisen auf eine Route des
Kohlenstoffs ausgehend von Saccharose zu den Vorldufern der Fettsdurebiosynthese
tiber den zytosolischen Glykolyseweg bis zum PEP hin, welches dann in die
Plastiden importiert und in Pyruvat umgewandelt wird. Dazu passend wurden in
der Samen-EST-Bibliothek zweimal mehr plastiddre Isoformen der Pyruvat-DH im
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Vergleich zur mitochondrialen gefunden, wahrend in Gesamtpflanzen-EST-
Datenbanken die Anzahl beider Isoformen ungefihr gleich ist (White et al., 2001).
Fiir einen PPT in heterotrophen Geweben wurde noch eine weitere Aufgabe
vorgeschlagen: Da gezeigt wurde, dass in Chloroplasten von C,-Pflanzen eine PPDK
vorhanden ist (Schnabl, 1981), kann die kombinierte Aktion von PPDK und PEP-
Carboxylase zur Zurtickgewinnung von CO, dienen, welches durch die Respiration
verloren geht (Fischer et al., 1997).

Beide AtPPTs sind in sich entwickelnden Schoten exprimiert. Auch in Pollenkdrnern
konnte in den entsprechenden PPT-Prom::GUS-Pflanzen eine Expression detektiert
werden. Da der Ausfall des AtPPT1 in den cue-Mutanten nicht letal ist und sich
keimfdhige Samen bilden, ist dieses Protein entweder nicht essentiell fiir die
Embryogenese, oder seine Funktion kann durch einen anderen Transporter, z.[B. den
AtPPT2, ibernommen werden.

Vorkommen des TPTs in Samen von A. thaliana

Aufler Kohlenstoffgertisten wird fiir die Fettsdurebiosynthese noch pro Molekiil
Fettsdure die doppelte Menge an reduziertem NADPH benétigt (Ohlrogge et al.,
1993). In heterotrophen Plastiden kénnen diese durch die Pyruvat-Dehydrogenase-
Reaktion, die Anfangsreaktionen des Oxidativen Pentosephosphat(OPP)-Weges
oder, da Plastiden aus sich entwickelnden A.thaliana Samen transient grin sind,
durch das Photosystem I hergestellt werden. Fiir die photosynthetische Aktivitdt von
Bliiten und Schoten spricht auch die in dieser Arbeit beobachtete Expression des
AtTPT in diesen Geweben. White et al. (2000) fanden in ihrer Samen-cDNA-
Bibliothek ebenfalls einen TPT-EST.

Mogliche Funktion des XPTs in der Samenentwicklung

In B. napus Embryonen wurden Hinweise auf die Funktion des OPP-Weges fiir die
Bereitstellung von Reduktionsdquivalenten gefunden. So steigen die Aktivitdt des
OPP-Weges und der Fluss von Glk6P in diesen Weg mit der Rate der
Speicher6lakkumulation in den Embryonen an. Werden Plastiden in einem GIk6P-
haltigen Medium inkubiert, wird die Aktivitdt des plastiddren OPP-Weges durch die
Anwesenheit von Pyruvat stimuliert. Dies gilt allerdings nur fiir Stadien, in denen
der Wechsel von der Stirke- zur FS-Synthese schon vollzogen ist.

Da Transkripte des kiirzlich entdecken XPTs ebenfalls in Samen detektiert wurden
(Eicks et al., 2002), konnte dieses Protein einen zuséatzlichen Weg erdffnen, den OPP-
Weg mit Kohlenstoffgertisten aus dem Zytosol (in Form von Xylulose5-Phosphat) zu
versorgen und so die Bildung von Reduktionsdquivalenten férdern.

Insgesamt stellt die Samenentwicklung damit ein Beispiel fiir
entwicklungsspezifische Anderung der Nutzung von Metaboliten in Plastiden eines
Speicherorgans dar. Von diesen Anderungen sind, wie dargestellt, auch die
Funktionen der Phosphattranslokatoren der inneren Plastidenhiillmembran
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betroffen. Thre genaue Rolle wihrend der unterschiedlichen Phasen bedarf noch der
detaillierten Untersuchung.

443. Mogliche Funktionen der AtPPTs

Der PPT versorgt die Plastiden mit Phosphoenolpyruvat, einem Substrat, welches sie
nicht selber herstellen konnen, denn den meisten griinen Plastiden fehlt eine
Phosphoglyzerat-Kinase- und/oder Enolase-Aktivitit, sie konnen daher kein PEP
aus 3-PGA bilden (Stitt und ap Rees, 1979; van der Straeten et al., 1991). Eine
Ausnahme bilden, wie oben erwidhnt, fettspeichernde Plastiden (Miernyk und
Dennis, 1982). Innerhalb der Plastiden dient PEP zusammen mit Erythrose@l-
Phosphat als Vorldufer der Biosynthese aromatischer Aminosduren tiber den
Shikimatweg. Dieser Stoffwechselweg ist bei Pflanzen ausschliellich in Plastiden
lokalisiert (Herrmann und Weaver, 1999) und fiihrt zur Synthese einer grofien
Anzahl von Sekunddrmetaboliten wie Lignin, Alkaloiden, Flavonoiden und
Anthozyanen (Schmid und Amrhein, 1995; Herrmann, 1995). Auf die mogliche
Bedeutung des PPT im Rahmen des Fettsdurestoffwechsel wurde bereits
eingegangen (4.4.2.). Zusétzlich zu Pyruvat kann PEP auch als Kohlenstoffgertist fiir
die Synthese der verzweigtkettigen Aminosduren Valin und Leucin dienen (Singh
und Shaner, 1995).

4.4.31. Funktion des PPT1 in der Wurzel

Genau wie bei den GPT1-Prom::GUS Pflanzen stellt man auch bei PPT1-Prom::GUS
und PPT1-Prom::GFP-Pflanzen ein starkes Expressionssignal in Wurzelspitzen fest
(Abb.[3.22 und 3.24). Da diese Zellen stirkespeichernde Plastiden besitzen, kann man
den Stoffwechsel der Columellazellen als den eines heterotrophen Speichergewebes
verstehen. Eine mogliche Funktion des PPT ist hier neben der Produktion von
Aminosduren und Sekundédrmetaboliten tiber den Shikimatweg moglicherweise auch

in der Bereitstellung von ATP durch die Pyruvatkinase-Reaktion zu sehen (Qui et al.,
1994).

4.4.3.2. Funktionen des PPT1 im Blatt und Komplementation einer PPT1
Mutante

Aufschliisse tiber die Funktion eines Proteins erhdlt man zudem durch Analyse von
Mutanten (Thornecrofft et al., 2001; Bouché und Bouchez, 2001). Die zum PPT1
korrespondierende cuel-Mutante wurde ausfiihrlich auf physiologischer und
biochemischer Ebene untersucht (Streatfield et al., 1999; Voll, 2001). Dabei stellte sich
heraus, dass die Gehalte an Anthozyanen und phenolischen Stoffen gegenitiber
Wildtyp-Pflanzen stark vermindert sind. Der Phédnotyp der cuel-Mutanten konnte
durch eine Fiitterung mit aromatischen Aminosduren komplett aufgehoben werden
(Streatfield et al., 1999), was auf die zentrale Bedeutung eines funktionellen PPTs fiir
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die Bildung von aromatischen Aminosduren durch den Shikimatweg hinweist. Die
cuel-Mutanten besitzen einen geringeren Gehalt an Phenylalanin als Wildtyp-
Pflanzen (Voll, 2001). Diese Tatsache hat Auswirkungen den Sekundérstoffwechsel
in den cuel-Mutanten. Die Gehalte an Plastochinon und Polyaminen sind reduziert
(Voll, 2001); letzteren kommt eine Schutzfunktion fiir den Photosyntheseapparat
(Subhan und Murphy, 2001) und eine Bedeutung fiir die Blithinduktion zu
(Applewhite et al., 2000).

Beide AtPPTs wurden bisher nicht funktionell charakterisiert, etwa durch
Transportmessungen mit rekombinanten, heterolog exprimierten Proteinen.
Aufgrund der starken Homologien zu beschriebenen PEP-Translokatoren und der
eindeutig gezeigten Lokalisation in Plastiden, kann man fiir den AtPPT1 davon
ausgehen, dass es sich in jedem Fall um einen plastiddren PEP-Transporter handelt
(Abb.[3.22).

Die cuel-6 Mutante konnte durch Uberexpression beider AtPPTs phanotypisch
komplementiert werden. Die Komplementation durch PPT1 war dabei vollstindig,
es war kein Unterschied zu Wildtyp Col-O Pflanzen erkennbar. Dagegen zeigten
junge Rosettenblitter der Pflanzen, die das AtPPT2-Konstrukt enthielten, einen an
die cuel-6 Mutanten erinnernden retikulierten Blattphdnotyp und waren insgesamt
etwas kleine. Die Entwicklung der cuel-6/PPT2-Pflanzen war jedoch nicht verzogert
gegentiber Wildtyp-Pflanzen (Abb.[3.43). Die unvollstindige Komplementation der
cuel-6 Mutanten durch AtPPT2 kann mehrere Ursachen haben.

1. Durch Sequenzierung wurde festgestellt, dass bei der Erstellung des
Konstruktes iiber die erfolgte PCR-Reaktion eine Mutation eingefligt wurde. Diese ist
im AtPPT2-Transitpeptid lokalisiert und fithrt zu einem Aminosdureaustausch
(Threonin in Isoleucin), was moglicherweise zu einem fehlerhaften Import fithrt. Um
diese Vermutung zu testen, miisste man ein neues, fehlerfreies Konstrukt herstellen
und in cuel-6 Mutanten transformieren.

2. Da der endogene AtPPT2 laut RT-PCR und GUS-Expressionsdaten in allen
Teilen des Blattes exprimiert, aber trotzdem nicht in der Lage ist, den cuel-Phanotyp
zu verhindern, besteht auch die Moglichkeit, dass der Transporter vorzugsweise ein
anderes Substrat als PEP transportiert und nur bei Uberexpression nahezu
ausreichende Mengen PEP in die Plastiden importiert. Dies miisste durch
Transportexperimente mit heterolog exprimiertem AtPPT2-Protein gekldrt werden.
Die Funktion des AtPPT2 als PEP-Translokator wird zudem durch seine geringe
Homologie zu AtPPT1 (nur 52(%) und anderen bekannten PPTs aus verschiedenen
Pflanzen in Frage gestellt.

3. Ein wesentlicher Unterschied zwischen der AtPPT1- und der AtPPT2-
Expression ist die fehlende Expression des AtPPT2 in der Wurzel. Daher konnte die
Ursache fiir den retikulierten Blattphdnotyp und die Komplementation des
Phénotyps durch Uberexpression eines PPT in der Mutante mdglicherweise auch den
Verhiltnissen in der Wurzel und nicht in der fehlenden Expression eines der beiden
PPT-Gene im Blatt zu suchen sein. Die Expression des PPT1 in der Wurzel ist
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besonders ausgeprdgt entlang des Leitgewebes. Wurzeln sind in den PPTI-
Prom::GFP-Pflanzen das Organ mit der stirksten Fluoreszenz. Eventuell ist die
Expression durch den 35S-Promotor in dem AtPPT2-Konstrukt nicht stark genug in
den leitgewebenahen Wurzelzellen fiir eine vollstindige Komplementation. Es
wurde bereits gezeigt, dass der 355-Promoter nicht fiir eine gleichméafig starke
Expression in allen Gewebetypen und zu allen Entwicklungsstadien sorgt (Benfey
und Chua, 1990). Daher ist unklar, ob z.B. vergleichbar viele PPT2-Transgen-
Transkripte wie normalerweise PPT1-Transkripte beispielsweise im Xylem-
Parenchym der Wurzel zu finden sind. Um diese Hypothese zu testen, miisste man
AtPPT2 unter der Kontrolle des PPT1-Promotors exprimieren und feststellen, ob die
Komplementation dann vollstandig ist.
4. Wenn man die Priasequenzen der beiden AtPPTs vergleicht, stellt man fest,
dass sie sich sehr stark unterschieden. Die Prisequenz des AtPPT2 ist mit ca. 50
Aminosduren ungewohnlich kurz. Alle anderen PTs aus A.[thaliana besitzen
Transitpeptide, die ungefdhr 70-80 Aminosduren lang sind. Verschiedene
Vorhersageprogramme schlagen fiir die AtPPT2-Sequenz eine mitochondriale
Lokalisation vor. So sagt z.[B. das Programm ,Predotar”, welches zwischen
Lokalisation in Plastiden und Mitochondrien unterscheidet, fiir PPT1 mit 87 %
Wahrscheinlichkeit ein plastidadres Transitpeptid voraus, fiir PPT2 jedoch mit 98(%
Wahrscheinlichkeit ein mitochondriales Transitpeptid. Aulerdem konnte man bei
transgenen Pflanzen, die eine PPT1-Prom::GUS Fusion exprimieren, klar die
Lokalisation des GUS-Signals in den Plastiden beobachten (Abb. 3.22), nicht aber bei
PPT2-Prom::GUS-Pflanzen, obwohl das entsprechende Konstrukt ebenfalls die
Sequenz fiir das putative Transitpeptid enthielt.
Es gibt Hinweise darauf, dass Proteine teilweise sowohl in Plastiden als auch in
Mitochondrien geleitet werden (Peeters und Small, 2001). Die Prdsequenzen
kernkodierter Proteine beider Kompartimente dhneln sich. Es bestehen
Mechanismen, die eine Fehl-Sortierung verhindern; dazu z&hlt beispielsweise die
Phosphorylierung plastiddrer Transitpeptide (s.l0.) und die Spezialisierung des
Importapparates pflanzlicher Mitochondrien. Im Gegensatz zum TOM-Komplex der
Hefe-Mitochondrien ist der pflanzliche Komplex in der Lage, zwischen plastiddrem
und mitochondrialem Transitpeptid zu unterscheiden (Macasev et al., 2000). Wird
ein Protein stark exprimiert, wie das bei Uberexpression tiir eine Komplementation
geschieht, konnte moglicherweise ein signifikanter Anteil der Proteine in die
Membran des falschen Organells integriert werden.
Zieht man die Moglichkeit einer mitochondrialen Lokalisation des PPT2 in Betracht,
stellt sich die Frage nach der Funktion eines solchen Transporters in der Membran
dieses Organells. Es ist bekannt, das ein Pyruvattransporter das aus der Glykolyse
stammende Pyruvat in die Mitochondrien transportiert, wo es durch die
Pyruvatdehydrogenase in Acetyl-CoA umgewandelt und in den
Zitronensdurezyklus eingespeist wird. Pyruvattransporter wurden u. a. aus den
Mitochondrien von Hefe (Nalecz et al., 1991) und Rattenleber (Nalecz et al., 1992)
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isoliert. Diese Transporter katalysieren jedoch wahrscheinlich keinen Austausch von
PEP. Allerdings sind sowohl ein Import als auch ein Export von
Phosphoenolpyruvat an Mitochondrienmembranen beschrieben worden. So zeigten
Wiese et al. (1996), dass Mitochondrien aus der Leber von Ratte oder Kaninchen
exogenes PEP und Acylcarnetin in Citrat umwandeln konnen. Und fiir
Mitochondrien aus braunem Fettgewebe von Hamstern und Ratten wurde ein PEP-
Efflux beschrieben (Drahota et al., 1983): In Gegenwart von Ketoglutarat und Malat
wird PEP in der Matrix gebildet und aus den Mitochondrien exportiert. Die Autoren
schlagen vor, dass Pyruvat-Carboxylase und PEP-Carboxykinase zusammen einen
Phosphoenolpyruvat-shuttle bilden, durch welchen Energie, die im
Zitronensdurezyklus der Mitochondrien gebildet wird, ins Zytosol exportiert werden
kann. Es scheint nicht vollig gekldrt zu sein, ob fiir den PEP-Transport ein
Monocarboxylat-Transporter wie der Pyruvat-Carrier (Nalecz et al., 1991), ein
Tricarboxylat-Transporter (Kaplan et al., 1993) oder ein eigenes Transportsystem
verantwortlich ist. Fiir Pflanzen liegen diesbeziiglich ebenfalls keine entsprechenden
Daten vor. Eine Lokalisation oder Ko-Lokalisation des PPT2 in Mitochondrien ist
allerdings nicht auszuschliefen. Aufschliisse dariiber kénnten beispielsweise die
Untersuchung des Transitpeptids auf Phosphorylierung oder Importexperimente
geben.

Vergleich des Expressionsmusters des PPT1 mit dem Phinotyp der cuel-Mutante:
Wenn man den Blattphanotyp der cuel-Mutanten mit dem PPTI-Expressionsmuster
vergleicht, fallt auf, dass die Expression des PPTI in der Leitbiindelregion sehr
ausgepragt ist, wihrend sich sein Fehlen in der cuel-Mutante gerade darin duflert,
dass die Interkostalfelder blassgriin aussehen, die Leitbiindelregion aber normal
griin bleibt. Das bedeutet zum einen, dass der Ausfall des PPTs nicht nur
Auswirkungen auf die Zellen hat, in denen er normalerweise vorhanden ist, sondern
zu weitreichenden Verdanderungen im Gesamtblatt fithrt, und zum anderen, dass
jene Zellen, in denen der PPT1 fehlt, davon zumindest phénotypisch nicht betroffen
sind. Diese Aussagen gelten allerdings nur, wenn man davon ausgeht, dass das
verwendete PPT1-Promotor-Fragment alle zur korrekten Expression des PPT1-Gens
notigen Elemente enthélt und somit die Expression des uid A-Gens im Leitgewebe die
tatsdchliche Lokalisation des PPT1 im Blatt widerspiegelt. In jedem Fall ist es
lohnenswert, sich mit dem Stoffwechsel der Zellen in der Leitbiindelregion ndher zu
beschiftigen.

C,-Stoffwechsel in Leitbiindeln von C;-Pflanzen und mdégliche Aufgaben eines
PPTs im Leitgewebe: Eine Besonderheit der dem Leitgewebe benachbarten Zellen ist
die kiirzlich entdeckte Fihigkeit, Reaktionen des sogenannten C,-Stoffwechsels
durchzufithren (Hibberd und Quick, 2002). Die meisten Landpflanzen sind C;-
Pflanzen, sie fixieren CO, direkt aus der Atmosphdre mittels der RubisCO. C,-
Pflanzen dagegen besitzen einen CO,-Konzentrierungsmechanismus, der tiber einen
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Dicarboxylatweg lauft; die kontraproduktive Oxygenasereaktion der RubisCO wird
dadurch minimiert. Fixierung des atmosphérischen Kohlenstoffs durch die PEP-
Carboxylase und die Freisetzung des CO, aus der C4-Séure iiber C4-Decarboxylasen
in Ndhe der RubisCO des C;-Wegs sind rdumlich getrennt. Bisher wurde
angenommen, dass dies stets durch die Kooperation von zwei Typen von
Photosynthesegewebe geschieht: den Mesophyllzellen, in denen die Fixierung des
CO, in C4-Séduren stattfindet, und den Biindelscheidenzellen, in welchen das CO,
wieder freigesetzt wird. C,-Typ-Pflanzen besitzen einen weiteren PEP-Translokator-
Typ: PEP, das als primédrer CO,-Akzeptator durch die Reaktion der PEP-Carboxylase
dient, kann hier in Plastiden des Mesophylls aus Pyruvat durch die PPDK
synthetisiert werden und wird dann in das Zytosol exportiert. Damit 1duft der
Transport hier in umgekehrter Richtung zu den bisher geschilderten Fallen (Fischer
und Fliigge, unveréffentlichte Ergebnisse). Neuerdings gibt es Hinweise dafiir, dass
der C,-Photosynthesetyp nicht an die sog. Kranz-Anatomie aus Mesophyll- und
Biindelscheidenzellen gebunden ist. Voznesenskaya et al. (2001) berichteten von
einer sukkulenten Pflanze aus der Familie der Chenopodiaceen, Barzczowia
aralocaspica, in der die rdumliche Trennung der verschiedenen Reaktionen der C,-
Photosynthese durch Lokalisation von PPDK und RubisCO in unterschiedlichen
Plastidentypen innerhalb einer Zelle vollzogen ist. Morphologische Heterogenitat
zwischen Plastiden eines Organs wurde bereits frither z.(B. fiir Bldtter (Larsson et al.,
1971) und Wurzeln (Lauchli et al., 1974) beschrieben. Nun zeigt sich, dass die
verschiedenen Plastiden teilweise auch unterschiedliche Enzymausstattungen
besitzen.
AuBlerdem wurde berichtet, dass auch typische C;-Pflanzen wie Tabak oder Sellerie
eine C,-Photosynthese durchfiihren kénnen. Hibberd und Quick (2002) wiesen hohe
Aktivitdten von C,-typischen Enzymen in Zellen der Leitbtindelregion von Stdngeln
und Petiolen dieser Pflanzen nach. Sie beobachteten, dass Fiitterung mit markiertem
Kohlenstoff zu einer Akkumulation von unléslichen Kohlenhydraten, meist in Form
von Stdrke, fithrte. Die das Xylem umgebenden Zellen in der Wurzel fixieren nach
dem Modell der Autoren Kohlendioxid, welches aus der Respiration oder dem
umgebenden Medium stammt und dann in Form von Malat weiter iiber das Xylem
bis zu den Leitbiindeln der Blétter transportiert wird. In Stangeln und Petiolen findet
dann die Decarboxlierung statt. Damit entsprechen Stdngel- und Petiolenzellen den
Biindelscheidenzellen, und das vaskulire System den CO,-fixierenden
Mesophyllzellen einer C,-Pflanze. Die Aktivitdten decarboxylierender Enzyme waren
in Leitbtindelpraparationen im Verhiltnis zum Gesamtblatt angereichert: aufler
PPDK- wurden auch NAD-ME-, NADPH-ME- und PEPCK-Aktivitdten gemessen.
Die Moglichkeit, dass ein C,-Photosyntheseweg auch in A.thaliana existieren kénnte,
wirft moglicherweise ein neues Licht auf die Expression des PPT1 in der
Leitbiindelregion. Es kénnte, wie in C,-Pflanzen, in den Plastiden (hier allerdings in
der Wurzel) PEP fiir die CO,-Fixierung gebildet und dann tiber den PPT exportiert
werden. PEP konnte allerdings auch durch die zytosolische Glykolyse bereitgestellt
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werden. Nach erfolgter Decarboxylierung in den Bléttern entstandenes PEP konnte
dann wiederum die Plastiden importiert werden und in den Shikimatweg einfliefen.
Das aus diesem Weg entstehende Lignin konnte dann in unmittelbarer
Nachbarschaft des Bestimmungsortes hergestellt werden.

4.4.3.3. Mogliche Funktion des PPT1 in der Signaltransduktion

Mit den moglichen Erkldrungen fiir die starke Expression des PPTI in der
Leitbiindelregion und besonders im Xylem-Parenchym bleibt trotzdem die Frage
offen, warum die Folge eines Fehlens des Translokators der beschriebene
Blattphdnotyp der cuel-Mutanten ist. Hierzu konnten transgene Tabakpflanzen
Hinweise geben, in denen die Funktionalitit eines Myb-Transkriptionsfaktors durch
Uberexpression zweier Myb-Gene aus Anthirrhinium eingeschréankt ist. Der Phanotyp
dhnelt dem der cuel-Mutanten, hier ist ebenfalls die Leitgeweberegion noch griin,
wiahrend der Rest der Blattspreite blassgriin erscheint. Untersuchungen ergaben,
dass es in diesen Pflanzen zu einer transkriptionellen Repression von Enzymen des
Phenylpropanstoffwechsels kommt. Als Folge davon enthalten sie weniger Lignin
und andere Sekunddrmetabolite. Auflerdem wurde ein Mangel an
Dehydrodiconiferyl-Glykosiden (DCGs) festgestellt, einer Substanz, die als
wachstumsfoérdernd beschrieben wurde (Binns et al., 1987; Lynn et al., 1987) und die
eine Rolle in der Cytokinin-Signaltransduktion spielt (Teutonico et al., 1991). In den
cuel-Mutanten konnte ein fehlendes Signal, welches von Zellen des Leitgewebes
ausgeht, und das im Zusammenhang mit Produkten des Shikimatwegs und damit
dem PPT steht, dazu fiihren, dass die Plastidenentwicklung im Mesophyll blockiert
wird.

Dass die leitbiindelnahen Regionen von einem fehlenden Signal bzw. dem Ausfall
des PPT1s nicht betroffen sind, kann verschiedene Griinde haben:

1. Das aus dem Shikimatweg abgeleitete Signal wird moglicherweise fiir die
vollstindige Entwicklung und Funktion der leitbiindelnahen Chloroplasten gar nicht
benotigt, da ihre Entwicklung anders reguliert wird. Darauf weist u. a. die
Entstehung aus unterschiedlichen Zellinien des Blattprimordiums hin (Poethig,
1989).

2. Die unmittelbaren Auswirkungen des Fehlens des PPT1s konnen
moglicherweise nur in den leitbiindelnahen Zellen auf andere Weise kompensiert
werden. Da eine Starkescheide vorhanden ist (s.[0.), konnte das aus der Glykolyse
stammendes Pyruvat durch die PPDK in PEP umgewandelt und in den Shikimatweg
geleitet werden. PPDK-Aktivitdt wurde in Plastiden von C;-Pflanzen und in einigen
Fillen auch im Zytosol festgestellt (Aoyagi und Bassham, 1984; Nomura et al., 2000;
Rosche et al., 1994), sie ist jedoch sehr gering (Ishimaru et al., 1997; Ishimaru et al.,
1998). Denkbar wire auch eine Versorgung mit Kohlenstoffgeriisten in Form von
Malat tiber das Xylem, nach dem beschriebenen leitbiindelspezifischen C,-
Metabolismus. Da die Differenzierung der Chloroplasten des Mesophylls in den
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cuel-Mutanten vermutlich zu einem fritheren Zeitpunkt der Blattdifferenzierung
blockiert war (da ein Stoff/Signal ausgehend von der Leitbiindelregion, welches im
Zusammenhang mit dem Shikimatweg steht, fehlte), konnen diese keine
ausreichende Photosynthese durchfithren, um PEP fiir den Shikimatweg
bereitzustellen.

Die endgiiltige Bedeutung der beiden PPT-Proteine fiir den Stoffwechsel von
A.lthaliana Pflanzen ldsst sich aus den bisher vorliegenden Daten nicht ableiten.
Dargestellte Erklarungsansitze, warum zumindest das Vorhandensein des PPT1 fiir
die normale Entwicklung der Pflanze essentiell ist, miissen durch die
entsprechenden Experimente tiberpriift werden.

4.5, PT-homologe Sequenzen: Nukleotid-Zuckertransporter?

Viele der PT-homologen Sequenzen werden als mogliche NSTs annotiert (3.1.3.1.,
3.1.3.2). NSTs werden in unterschiedlichen Zusammenhédngen von der Pflanze
bendtigt.

Der Hauptanteil des von der Pflanze fixierten Kohlenstoffs wird fiir die Synthese von
Starke und dem Zellwandmaterial Zellulose genutzt. Ein kleinerer Teil wird in eine
Reihe von Glykokonjugaten eingebaut, zu denen Glykoproteine, Proteoglukane und
Glykolipide gehoren (Carpita und Gibeaut, 1993; Reiter, 1998)
Glykosyltransferasen sind die fiir die Synthese von Pflanzenglukanen
verantwortlichen Enzyme. Sie nutzen Nukleosid(5’-diphosphozucker
(Zuckernukleotide oder NDP-Zucker) als Donorsubstanz. Zwei Hauptwege der
direkten Synthese von NDP-Zuckern aus phosphorylierten Monosacchariden sind
bekannt: die Bildung von GDP-D-Mannose aus GTP und Mannose(1-Phosphat sowie
die Produktion von UDP-D-Glukose aus UTP und GIlk1P (Reiter und Vanzin, 2001).
An einem Alternativweg fiir die Synthese von UDP-Glukose ist die
Saccharosesynthase beteiligt, die UDP und Saccharose in UDP-Glukose und Fruktose
umwandelt. Dieser Weg wurde fiir die Bereitstellung hoher UDP-
Glukosekonzentrationen fiir die Zellulosebiosynthese an der Plasmamembran
vorgeschlagen (Amor et al., 1995). Die Bildung der meisten anderen Nukleotid-
Zucker geschieht durch die Modifizierung von UDP-Glukose oder GDP-Mannose
durch Oxidation, Reduktion, Epimerisierung und/oder Decarboxylierung. Diese
Reaktionen fithren zu Substraten, die direkt von den Glykolsyltransferasen
verwendet werden konnen (Reiter und Vanzin, 2001).

Glykosylierungsreaktionen finden hauptsédchlich im Golgi-Apparat (GA) statt.
Nukleotid-Zucker, welche die Substrate der im GA lokalisierten
Glykosyltransferasen sind, werden jedoch im Zytosol bzw. im Fall von CMP-
Sialylsdure im Kern synthetisiert und miissen daher ins Lumen des entsprechenden
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Kompartiments transportiert werden (Bonin et al., 1997). Fiir diesen Transport sind
die NSTs (nucleotide sugar transporter) zustindig (Gerady-Schahn et al., 2001). Einige
Transporter wurden in der Golgi-Apparat(GA)-Membran identifiziert, andere auch
im ER. UDP-Glukose wurde z.B. hauptséchlich in ER-Vesikeln gefunden (Perez und
Hirschberg, 1985; Abeijon und Hirschberg, 1987). Als Gegentauschsubstrat der NSTs
dient Nukleotid-Monophosphat, welches kontinuierlich im Lumen des
Kompartiments durch die Hydrolyse von Nukleotid-Diphosphaten, die aus den
laufenden Glykosyltransferreaktionen entstehen, bereitgestellt wird. Die NST-
Proteine sind aus 320-400 Aminosduren aufgebaut und besitzen eine Aminosédure-
Identitdt von 40-60/% untereinander. Es handelt sich um sehr hydrophobe Proteine,
welche 5-10 membrandurchspannende Regionen enthalten (Kawakita et al., 1998).

Abb. 4.5 (folgende Seite): Phylogenetischer Baum aller PT- und PT-homologen Sequenzen und
ausgewdhlter Nukleotid-Zuckertransporter (rot). At: Arabidopsis thaliana, Bo: Brassica oleracea,
Ec: Escherichia coli, Fp: Flaveria pringlei, Ft: Flaveria trinervia, Gm: Glycine max, Gs: Galdieria
sulfuraria, Hs: Homo sapiens, Ld: Leishmania donowani, Le: Lycopersicon esculentum, Mc:
Mesembryanthemum crystallinum, Ms: Medicago sativum, Nt: Nicotiana tabaccum, Pf. Plasmodium
falciparum, Ps: Pisum sativum, Os: Oryza sativa, Sp: Schizosaccharomyces pombe, St: Solanum
tuberosum, Zm: Zea mays. sly41: Hefe PT-Homolg. Rot: Bereits charakterisierte Transporter. Weitere
Erklarungen im Text.
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Um zu tiberpriifen, ob die putativen NST-Sequenzen tatsédchlich mit charakterisierten
NST-Sequenzen gruppieren, wurde ein phylogenetischer Stammbaum aus allen PT-
und PT-homologen Sequenzen und einer Auswahl bekannter NST-Sequenzen erstellt
(Abb. 4.4).

Einer der dargestellten NSTs ist ein menschlicher GDP-Fukose-Transporter. Er
wurde identifiziert und charakterisiert durch Komplementation von Fibroblasten mit
einem Defekt im LADII-Gen. Zellen von Patienten mit diesem Gendefekt konnen
keine Fukosylierung von Glykoproteinen durchfiihren (Lithn et al., 2001; Liibke et al,
2001). Der beschriebene GDP-Fukosetransporter (hsGFT) gruppiert von allen
abgebildeten NSTs am ehesten mit den plastiddren PTs. Insgesamt betrdgt die
Homologie zwischen diesem Protein und beispielsweise dem AtXPT nur 17%,
allerdings gibt es viele homologe Aminosdure-Austausche und auch einige Bereiche
mit hoherer Homologie. Eine der beiden in allen PTs konservierten Aminosduren der
putativen Substratbindestelle, ndmlich Lysin, ist in der hsGFT-Sequenz konserviert.
Anstelle des fiir die PTs charakteristischen Arginins ist die folgende Aminosédure
aber ein Alanin. Dies wiederum findet man auch bei den Transportern der K/VGA-
Gruppe, zu denen der menschliche NST aber nicht z&hlt. Mit 351 Aminosduren im
Vergleich zu 417[Aminosduren (AtXPT) entspricht die Grofle des Proteins ungeféhr
der GroBe der reifen Phosphattranslokatoren nach Abspaltung des Transitpeptids.
Zur Transportprotein-Gruppe(B zidhlt at2g13650. Dieses Protein aus A.[thaliana wurde
kiirzlich als ein GDP-Mannosetransporter, GONST1, identifiziert (Baldwin et al.,
2001) und ist im Golgi-Apparat lokalisiert.

Ein menschlicher UDP-Galaktose Transporter (Pim2h) ist nahe verwandt mit einem
E.lcoli-PT (UhpT, Acc.-No. AAG58865.1) und den beiden als mitochondriale PTs
bezeichneten Transporter, daher sollte die Funktion und Lokalisation der
letztgenannten tiberpriift werden. Von den plastiddren Phosphattranslokatoren
stehen diese Proteine allerdings weit entfernt.

Das Membranprotein at5g65000 weist Homologien zu einem UDP-
Galaktosetransporter aus Hefe auf (Acc.-No. CAA18638.1) und konnte daher
moglicherweise eine dhnliche Funktion besitzen.

Interessanterweise gibt es keine direkten, auf Homologien gestiitzte Hinweise, dass
die Proteine der K/VAG, KD- oder KT-Gruppe ebenfalls Nukleotid-
Zuckertransporter sind. Fiir die KT-Gruppe konnte ein Reis-Homolog identifiziert
werden, dessen Funktion nicht experimentell nachgewiesen wurde und hier als
,Phosphattranslokator” angegeben (OsPT) wird.

Ein Charakteristikum von Chloroplastenmembranen ist ihr hoher Gehalt an den
Galaktolipiden Monogalactosyldiacyl-Glycerol (MGDG) und Digalactosyldiacyl-
Glycerol (DGDG), die zusammen tiber 80% aller Chloroplastenlipide ausmachen.
Galaktolipide erfiillen viele Funktionen; z.B. fiihrt ihre ungewdhnliche chemische
Struktur zu Packeigenschaften, die wichtig fiir die Bildung von Thylakoiden sind
(Lee, 2000); sie spielen einen essentielle Rolle fiir die Chloroplasten-
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Membranbiogenese und die Photosynthese und sind nétig fiir einen korrekt
verlaufenden Import in die Plastiden (Chen und Li, 1998). Die MGDG- und DGDG-
Synthese—Aktivit'ait ist mit der Chloroplastenmembran assoziiert (Dorne et al. 1985;
Keegstra und Cline, 1999). Eine Spinat MGDG-Synthase wurde in der inneren CP-
Membran lokalisiert (Miege et al., 1999), eine DGDG-Synthase in der duSeren CP-
Membran (Froehlich et al.,, 2001). Bei einer Synthese an der inneren Membran
miissten die entsprechenden Zucker-Nukleotide dorthin gelangen. Da die duflere
Chloroplastenhiille eine Ausschlussgrofie von etwa 10kD (Fischer et al., 1994b)
besitzt, ist dazu jedoch wahrscheinlich kein Transporter notwendig, es sei denn, die
Enzymaktivitdt ist auf der dem Stroma zugewandten Seite der inneren
Chloroplastenmembran lokalisiert.

Das Sulfolipid 6-sulfo-a-D-chinovosylDiacylglyzerol (SQDG) ist ein Lipidart, welche
speziell in den photosynthetischen Membranen von Pflanzen und Bakterien
vorkommt (Essigmann et al., 1998). Vorldufer der Sulfolipid-Biosynthese ist UDP-
Sulfochinovose (UDP-SQ), welche aus UDP-Glukose und einem Intermediat des
Sulfat-Redukitonswegs in den Chloroplasten gebildet wird (Heinz et al., 1989;
Kleppinger-Sparace et al., 1985). Daher muss fiir die Synthese ein Import von UDP-
Glukose in die Plastiden gefordert werden. Hierfiir konnte eines der PT-homologen
moglichen NST-Proteine aus der KT- oder K/VAG-Gruppe verantwortlich sein, da
fiir mehrere dieser Proteine ein plastiddres Transitpeptid vorausgesagt wurden
(Tab.[3.6).

Insgesamt sind Oligosaccharideinheiten von Glykokonjugaten wichtig fiir
unterschiedliche biologische Prozesse, die von einfacher konformationeller und
metabolischer Stabilisierung von Proteinen bis zur aktiven Teilnahme an Zell-Matrix-
und Zell-Zell-Interaktionen durch die Bereitstellung von Liganden fiir eine
spezifische Erkennung reichen - letzteres beispielsweise beim menschlichen GDP-
Fukosetransporter. In Pflanzen besitzen Glykoproteine als Nicht-Zellulose-
Polysaccharide eine hohe Bedeutung fiir den Aufbau der Zellwand. Auflerdem
spielen, wie erwdhnt, Glykolipide und auch oberflachenassoziierte Glykoproteine
eine entscheidene Rolle fiir die Pflanze. Daher ist es wahrscheinlich, dass die zeitliche
und rdumliche Koordination der Bildung von Glykokonjugaten nicht zuletzt durch
die NST-Transporter, welche das Substrat fiir die Glykosylierungen an den Ort der
Reaktion befoérdern, reguliert wird. Mit den putativen PT-homologen NST-
Sequenzen der verschiedenen identifizierten Gruppen wurden daher RT-PCR-
Experimente durchgefiihrt (Abb.3.18).

Die ersten Ergebnisse zeigen, dass zumindest einige der PT-homologen Gene relativ
hoch exprimiert sind und daher wahrscheinlich eine wichtige Rolle fiir die Pflanze
spielen. Einige der Transporter sind besonders hoch in Bliiten exprimiert. Um
genauere Aussagen uber die Expression und Funktion dieser Gene machen zu
konnen, sind jedoch ausfiihrlichere Studien notwendig.
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4.6. Ideen zum Ursprung der NST-TPT-Genfamilie

Wie dargestellt, gibt es vier verschiedene Klassen plastiddrer
Phosphattranslokatoren. Proteine aller Klassen wurden in verschiedenen Pflanzen
identifiziert, und erste Ergebnisse aus anderen Pflanzen (z.[B. Reis, Tabak und
Kartoffel) deuten darauf hin, dass die Genstruktur einer Klasse nicht nur innerhalb
einer Pflanze, sondern auch bei anderen Arten, Mono- wie Dikotylen, erhalten ist.
Dies weist darauf hin, dass sich die vier Klassen schon vor der Trennung der
Angiospermen gebildet haben. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass sich Proteine
einer Klasse zwischen verschiedenen Arten &hnlicher sind, als Mitglieder
unterschiedlicher Klassen innerhalb einer Pflanze.

Wabhrscheinlich entstanden die Phosphattranslokatoren aus einem eukaryotischen
Vorlduferprotein. In dem Cyanobakterium Synechocystis wurde kein
Phosphattranslokator gefunden, dafiir existiert in der einzelligen Rotalge
Galdieria'sufuraria eine PT-homologe Sequenz (GsPT), die jedoch nicht einer der
Klassen zuzuordnen ist. Darauf, dass es sich bei den PTs um urspriingliche
eukaryotische Gene handelt, weist auch ein homologes Protein aus Hefe hin (sly41,
Acc.-No. X54238), sowie das Vorkommen von PT-homologen Sequenzen im
menschlichen Genom (AtPT2 und HsGFT). Ein eukaryotischer Transporter mit
Ahnlichkeit zu Phosphattranslokatoren war also mdoglicherweise schon vor
Trennung von Pflanzen und Tieren vorhanden. Dieser Vorldufer der PTs konnte
gleichzeitig den Urahn des NST-Teils der NST-TPT-Genfamilie darstellen. Spéter
entwickelten sich die mdéglichen NST- und die PT-Proteine auseinander und
spalteten sich in verschiedene Klassen mit unterschiedlichen Substratspezifitdten auf.
Da die meisten PT-homologen Gene keine Prdsequenz besitzen, kann man davon
ausgehen, dass ein Transitpeptid nachtraglich an einige PT-Sequenzen fusioniert
wurde. Dafiir spricht auch die Heterogenitdt der Prasequenzen, die zwischen den
unterschiedlichen Klassen, manchmal sogar auch innerhalb einer Klasse (bei AtPPT1
und AtPPT2 beispielsweise), kaum Ahnlichkeiten aufweisen. Welche Funktion ein
urspriinglicher PT gehabt haben konnte, ist unbekannt. Wahrscheinlich ist aber, dass
der Austausch von Photosassimilaten mit einem endosymbiontischen Organell eine
spater erworbene Eigenschaft darstellt.
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5. Zusammenfassung

In A.thaliana gibt es sechs funktionelle Phosphattranslokatorgene, und zwar je zwei
GPT- und zwei PPT-Gene sowie ein TPT- und ein XPT-Gen. Die Exon-
/Intronstruktur innerhalb einer Klasse ist konserviert, unterscheidet sich aber
zwischen den einzelnen Klassen. Mit sechs PPT- und vier GPT-Pseudogenen wurde
eine fiir A.(thaliana ungewohnlich hohe Anzahl an Pseudogenen innerhalb der PT-
Genfamilie identifiziert, die nicht auf Tandemduplikationen oder die Lage der Gene
und Pseudogene in duplizierten Regionen des A.[thaliana-Genoms zuriickzufiihren
ist.
Die Datenbanksuche ergab, dass im A.[thaliana-Genom viele PT-homologe Sequenzen
vorhanden sind. Die Sequenzen lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen. Die
Bezeichnung als K/VAG-, KD- und KT-Gruppe beruht einerseits auf der Anderung
des in allen plastiddren PTs konservierten KR-Motivs der putativen
Substratbindestelle, andererseits auf Homologien der einzelnen Proteine
untereinander. Einige der homologen Proteine, v.[da. aus der KT-Gruppe besitzen
moglicherweise plastiddre Transitpeptide. Als Funktion der meisten PT-homologen
Proteine wird ein Nuktleotid-Zuckertransport vorgeschlagen, weswegen diese
Proteine auch mit den Phosphattranslokatoren als TPT-NST-(nucleotide sugar
transporter)-Familie zusammengefasst werden.
Aufgrund der relativ geringen Transkriptmenge der meisten PT-Gene wurden RT-
PCR-Experimente zur Analyse der Expression der unterschiedlichen Gene
durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl unterschiedliche Auswertungsmethoden
(semiquantitativ und quantitativ) als auch verschiedene sog. real(time-Thermozykler
(GeneAmp®5700 Sequence Detection System, ABI und LightCycler®, Roche) genutzt;
die Resultate wurden miteinander verglichen.
Zusitzlich wurde das Expressionsmuster der Gene innerhalb der Pflanze durch
Promotor-GUS-Fusionen der PT-Gene untersucht. Vereinfacht ldsst sich
zusammenfassen, dass XPT und GPT1 ubiquitdr, PPT2 und TPT in allen Geweben
aufler der in Wurzel und GPT2 nur in Bliiten und Schoten exprimiert ist. PPT1 war in
jungen Bléttern hauptsichlich in der Leitbtindelregion exprimiert, in dlteren Blédttern
wurde das Signal schwécher und ging auf das gesamte Blatt iiber. Transgene
Pflanzen, welche eine PPT1-Promotor-GFP Fusion exprimierten, zeigten das stdrkste
Fluoreszenzsignal im Xylemparenchym.
Es wurde versucht, die Phosphattranslokatoren in E. coli als MBP-Fusionsproteine zu
exprimieren. Dies fiihrte jedoch, wahrscheinlich durch Integration der Transporter in
die Bakterienmembran, zur Lyse der Zellen. Nur ein verkiirztes XPT-pMAL
Konstrukt konnte erfolgreich exprimiert werden. Der durch die Immunisierung eines
Kaninchens erhaltene Antikoper ist spezifisch fiir das AtXPT-Protein und reagiert
nicht mit den nahe verwandten AtGPT-Proteinen.
Die beiden AtGPT-Proteine wurden heterolog in Hefe exprimiert. Transportstudien
mit den rekombinanten Proteinen zeigten, dass beide Transporter Glk6P neben
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Zusammenfassung

Phosphat als bevorzugtes Substrat akzeptieren. Bei Uberexpression in der pgil-1-
Mutante, deren Blitter nahezu stirkefrei sind, konnen beide AtGPTs sowie das GPT-
Protein aus Erbsenwurzeln den Phénotyp der Mutante komplementieren.

Die A.[thaliana cuel-6 Mutante, welche einen Defekt im PPT1-Gen besitzt und
retikulierten Blatt-Phianotyp aufweist, wurde durch Uberexpression des AtPPT2
teilweise, durch Uberexpression des AtPPT1 vollstindig phédnotypisch
komplementiert.

160



Abkurzungen

6. Abkirzungen

°C
AA

A
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Ac.
ADP
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ATP
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PVDF
PVP
RNA
RT
rpm
s, sec
SDS
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8. Anhange

8.1. Die komparative CT-Methode (nach User Bulletin #2,
Applied Biosystems, 1997)

Die komparative CT-Methode &hnelt der Standardgeradenmethode, sie nutzt jedoch
arithmetische Formeln um das gleiche Resultat bei der relativen Quantifizierung zu

erreichen. Die Menge des Zielgens, normalisiert auf eine endogene Referenz (z.B.
185rRNA) und relativ zu einem Kalibrator (z.B. Blatt), wird durch den Ausdruck:

2-AACT
Ableitung der Formel:
Folgende Gleichung beschreibt eine exponentielle Amplifikation wahrend einer PCR:

X, =X,x (1 +Ey)"

X, | =| Anzahl der Zielmolekiile zum Zeitpunkt n
X, | =| Anfangsanzahl der Zielmolekiile

Ey | =| Effizienz der Zielgenamplifikation

n |=| Anzahl der Zyklen

Der ,threshold cycle” (CT) stellt die Zykluszahl dar, zu der die Menge des
amplifizierten Zielgens eine festgelegte Grenze tiberschreitet. Daher ist

X, =X, x (1 +E)™ =K,

wobei

X; |=|,threshold”-Zahl des Zielmolekiils
Crx|=| ,treshold” ZyKklus fiir die Zielgenamplifikation

Ky [=|Konstante

Eine dhnliche Gleichung fiir die endogene Referenzreaktion lautet:
Ry =R, x (1 + E)S ™R = K,
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R; |=|,threshold”-Zahl des Referenzmolekiils

R, |=|Anfangsanzahl der Referenzmolekiile

Er |=|Effizienz der Referenzgenamplifikation

Crrl|= ,treshold” Zyklus fiir die Referenzgenamplifikation
Ky |=|Konstante

Teilt man nun XT durch RT, ergibt sich folgende Gleichung:

XI = XQMXﬂ _ Ky
R, R, x(1+ ER)C TR Ky

K

Die exakten Werte von XT und RT hé’mgen von einer Reihe von Faktoren ab, z.B. von
dem Reporterfluoreszenzfarbstoff in der Probe
dem Sequenzkontext
der Reinheit der Probe
der Festlegung des Fluoreszenzgrenzwertes (,,threshold")

Deswegen ist die Konstante K nicht unbedingt gleich 1.

Angenommen, die Effizienzen des Zielgens und der Referenz sind gleich, dann ist

E,=E;=E
XQ « (1 +E)CT,X—CT,R: K
R,
oder Xy X (1 +E)"=K
wobei
Xy |=|X,/R,, die normalisierte Zielgenmenge
AC;|=|CT,X - CT,R, die Differenz der ,threshold”-Zyklen von Ziel- und
Referenzgen

Umformung dieser Gleichung ergibt:

Xy =Kx (1 +E)T
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Im letzten Schritt wird XN fiir eine beliebige Probe q durch XN des Kalibrators (cb)
geteilt:

&m::Kxﬂ+EV@q:(1+EyMU

Xno — Kx(1+E)yAcre

wobei

AACT = ACT,q - ACT,Cb

Fiir Amplikons, die fiir real(time PCR auf optimiert wurden, ist die Effizienz nahezu
1. Deswegen wird die Menge des Zielgens, normalisiert mit Hilfe einer endogenen
Referenz und relativ zu einem Kalibrator, durch folgende Gleichung gegeben:

2-AACT

8.2 Verwendete Oligonukleotide

GPT1-Promotor
AraGPTrev ccg ttg cag cca aca tga c
GPT-3F ccc tct ttg aag ata tac ata cag

PPT1-Promotor
Pl-XbaI-for gca cgt cta gat aaa tag act aag
Pl1-EcoRV-rev agc tga tat cta agg agt cag aga tcg gga

PPT2-Promotor

PPT2for gta cag tgt tag gcg aag tag
PPT2rev aca tgc ctc cta gct tca acc
GPT2cDNA

G2forl cac ctc gag atc ata gtc
G2revl cac cgg aat gtt ctc tcc tcc
PPT2cDNA

PPT2forEcoRV tgc gat atc gga gca tct gat aag agg a
PPT2revXbal tgc tct aga gcc cat tat ata att tcc atg

355-fw gca aga ccc ttc ctc tat ata ag
GUS-test cag act gaa tgc cca cag gcc
pgi-for agc tgc gtt taa ggc tat gga
pgi-rev cca gac ctc agc gac aat tga
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Primer fiir RT-PCR (Tm aller Oligonukleotidkombinationen = 60°C)

At18SrRNA-
At18SrRNA-

Aktin2-154
Aktin2-168

GPT1-455F
GPT1-617R

GPT2-179F
GPT2-280R

PPT1-1092F

PPT1-1207R

PPT2-901F

PPT2-1007R

XPT-156F
XPT-289R

TPT-104F
TPT-229R

KAT1for
KATlrev

Primer fiir PT-homologe Gene

at1g76340
at1g76340

at1g06890
at1g06890

atlgl2490
atlgl2490

atlg21070
atlg21070

at3g10290
at3g10290

at3g48850
at3g48850

at4g32390
at4g32390

186

936F
1040R

3F
2R

for347
revdd’

for963
rev1l063

forl3l
rev23l

for49
revl49

for3
revl1l03

for979
rev1l079

for800
rev900

tgc
tgg

atg
ttg

tgg
tac

ctt
tct

ttg
ccg

gct
ata

ggc
tga

ccg
atc

tte
tgg

AGC
CcCAa

GCC
CcCca

CAA
GGT

GGA
AGA

GTC
TGT

ACA
GAT

CTG
CAA

gaa
tcg

gaa
ctc

ctt
tca

cga
gcg

gcg
aaa

ggt
acc

ttt
atc

tca
gcc

gaa
ttg

TTC
TGG

TCA
CCG

TTG
GAC

GCA
GTT

GTC
TCA

CTC
GGA

GTG
GAA

agc
gca

gct
ata

acc
ccg

att
cgg

aga
gca

gtt
acc

cac
cga

att
gac

aga
atc

TCC
CTG

GAT
TCT

ACA
CGA

TGG
GTC

cca
TCT

ACT
GCA

TGG
CGC

att
tcg

gct
cg9

tcg
ttg

tca
att

gta
tta

tgc
aca

cga
tga

cag
gaa

ttc
ctg

TCC
ATG

GAA
TTT

CAG
TGA

GCT
GCG

TGC
TCG

GGA
AGC

TTA
AAG

tgc
ttt

gga
tca

acg
cag

agc
gtt

tca
aca

ttg
cgc

ttc
gcc

cac
tcg

tgc
gct

ACG
CAA

AGA
GCT

CGT
TGA

ATG
AAG

TCG
TCG

GCG
GCA

AGG
CccC

caa
atg

atc
gcg

ctt
cca

gtg
cat

ccg
ggc

cat
ttc

cca
aac

tgc
aga

gtc
cca

cca
GAA

GAG
GCA

CAG
TGA

AAC
CTG

AGG
TCG

CAG
GTA

ATT
GTA

g
gt

cac
atg

tct
cat

agg
gtt
ga

agc
acg

atc

gag
ag

AAG

CGA
CT

CA
ACC

GT
AAG
ATG

TG
GC

GGC
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at5g914040
at5g914040

at5g42420
at5g42420

at5g9g57100
at5g9g57100

at2g25520
at2g25520

for9s
revl1l95

for494
rev594

forl00
rev200

for239
rev369

ACT
CTC

TTG
AAT

TTG
GCA

TAC
AGG

CCA
GGT

CGA
CGG

GAG
ACA

CAA
CAT

ACG
GGG

TTT
CGC

GAC
GTT

TCG
TAG

CTG
AGA

TCT
TGT

TTG
GGG

GCG
GGC

CAT
TGC

CGT
TTT

AGA
cca

CGT
TTT

Fiir LightCycler-Experimente verwendete Primer:

AktinSfor
AktinBrev

TPTfor
TPTrev2

GPTfor
GPTrev

Bacl
Bac?2

PPT1for
PPTlrev2

F4P13for
F4P1l3rev

RPTfor
RPTrev

tgt
gaa

ctg
caa

ggt
aga

gca
gtt

agt
tac

tca
acc

ccg
gct

acg
gca

aag
cga

agt
cag

caa
cat

gct
aat

att
atc

ttg
ctg

cca
aga

gtg
tga

gag
gcg

tgc
cgg

gag
ggc

agg
tcc

gct
taa

gtg
atg

gag
tgg

atg
tag

ttt
gaa

gaa
acc

gtg
aat

cat
gct

atc
atg

ata
cag

tga
tag

ctt
gct

ggt
gag

tgg
atc

cgg
acg

TCG
AAT

CAT
ACT

GCA
CAG

TGT
GAG

gta
gaa

ccg
gag

agc
ttc

caa
cga

gat
tac

aac
ata

att
ttt

AG
AAG

CCT
CAA

TCG
AT

CAT

caa
CcCa

ctg
gaa

tta
atc

tca
tgt

aac
CcCa

gtt
tac

caa
aga

Primer zur Herstellung des GPT1-PCR overlap-Konstruktes

N-for
N-rev

loop-for
loop-rev

C-for
Crev2

gtc
aat

atg
ata

gga
ctg

gac
cat

gga
caa

acc
cag

gaa
agc

gct
gaa

ttc
tca

gct
tcc

atg
ggt

ttg
gag

tat
cat

att
tcc

tat
ctt

gaa
ctt

tcg
gtt

tcc
tgc

gct
caa

acc
cat

cag
ctg

cc
ccg

tgc

acc
ta

tgg

ga
gat ac

gac cga
ttt

ccc gct cac aga

gaa ata
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Anhange

Die Orientierung der angegebenen Primer-Sequenzen ist stets von 5'nach 3.
Oligonukleotide, welche ausschliefSlich fiir Sequenzierungen verwendet wurden,
sind nicht aufgefiihrt.
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Kurzzusammenfassung

Phosphattranslokatoren sind kernkodierte Transportproteine mit einem N-
terminalen Transitpeptid; sie besitzen sechs bis neun Transmembranspannen und
katalysieren den Austausch unterschiedlicher phosphorylierter Metabolite gegen
anorganisches Phosphat tiber die innere Plastidenmembran.

In dieser Arbeit wurde die Genfamilie der plastiddren Phosphattranslokatoren (PTs)
in A.thaliana untersucht. Es stellte sich heraus, dass im A.thaliana-Genom sechs
funktionelle PTs vorhanden sind, und zwar je zwei GPT- und PPT-Gene sowie ein
TPT- und ein XPT-Gen. Zusétzlich wurde eine hohe Anzahl von Pseudogenen
identifiziert. Datenbankrecherchen ergaben, dass viele homologe Sequenzen
innerhalb des Genoms existieren, die zusammen mit den PT-Sequenzen zur TPT-
NST-Genfamilie zusammengefafit werden. Durch Promotor-GUS-Fusionen,
NorthernBlot Analysen und RT-PCR wurde gezeigt, dass die Mitglieder der
Phosphattranslokator-Genfamilie differentiell exprimiert sind. Durch
Transportmessungen mit heterolog exprimierten und gereinigten PT-Proteinen sowie
Komplementationen von geeigneten A.[thaliana-Mutanten wurden Mitglieder der
Phosphattranslokator Familie auch funktionell charakterisiert.

Abstract:

Phosphate translocators represent a family of transport proteins of the chloroplast
inner envelope membrane, catalyzing the exchange of inorganic phosphate and
different phosphorylized metabolites. The A.[thaliana genome contains six functional
PT genes as well as ten pseudogenes. It was shown that there are some PT
homologous sequences which belong, like the PTs, to the NST-TPT gene family.
Members of the PT gene family are differentially expressed. This was demonstrated
by performing NorthernBlot Analysis, RT-PCR and promoter-GUS fusions. Further,
transport studies were done with PT proteins expressed in yeast and reconstituted
into liposomes. The overexpression of PT genes in A.[thaliana mutants gives
additional informations about the function of some of the translocators.
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