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Zusammenfassung

Patatin-dhnliche Phospholipasen haben in der Pflanze unter anderem Funktionen in der
Pathogenabwehr und der Auxinsignaltransduktion. Zudem sind sie verwandt mit den Ca®'-
unabhéngigen Phospholipasen A, des Tierreichs. Fiir eine Funktionsanalyse von vier der zehn
Patatin-dhnlichen PLAs (4fPLAs) aus Arabidopsis erfolgte die Isolierung von je zwei T-DNA
Insertionsmutanten. Da nach Anzucht der isolierten Insertionsmutanten keine Korrelation
zwischen den morphologischen Eigenschaften und der Transkription der Gene in einzelnen
Organen bestand, waren aufwéndigere morphologische und physiologische Analysen notwendig.
Es wurde der Schwerpunkt der Funktionsanalysen auf AfPLA IVA und AfPLA IVB gelegt, die in
Tandem-Position im Genom vorliegen und hochst wahrscheinlich aus einer Genduplikation
hervorgegangene Gene sind. Eine von der cDNA abgeleitete Aminosduresequenz zeigte, dass
APLA IVA und APLA IVB zu 88 9% identisch sind, wobei nur fiinf Aminosiduren
physikochemisch andere Eigenschaften aufweisen. Da beide in der Wurzel transkribiert werden,
wurde das Hauptmerkmal der Untersuchungen auf die Wurzelmorphologie gelegt. Die isolierten
Insertionsmutanten Afpla IVA-1 und Afpla IVA-2 zeigten bei Wachstum auf Minimalmedium
eine Reduktion der Seitenwurzelanzahl von 50 % gegentiber dem Wildtyp. Zudem reagierten die
Insertionslinien im Vergleich zum Wildtyp sensitiver auf FEisenmangel. Dabei war die
Hauptwurzel-und Hypokotyllinge gegeniiber dem Wildtyp reduziert und die Seitenwurzelanzahl
erhoht. Die transkriptionelle Untersuchung von vorliegenden Promotor::uid4 Pflanzen von
AfPLA TVA zeigte eine Erhohung der B-Glucuronidase-Aktivitdt bei Eisenmangel. Sowohl die
reduzierte Seitenwurzelanzahl, als auch die Sensitivitdt gegeniiber Eisen stehen im Zusammen-
hang mit der Auxinsignalkette. Auf eine exogene Auxinzugabe reagierten die Insertionslinien von
AfPLA 1VB mit Ausbildung einer hoheren Anzahl von Seitenwurzeln gegeniiber dem Wildtyp.
Um AfPLAIVB ndher zu untersuchen, wurden PIVB::uid4 Pflanzen generiert. Die B-
Glucuronidase-Aktivitdt von PIVB::uid4 war entwicklungsabhéngig und insbesondere in jungen,
sich entwickelnden Geweben zu beobachten. Diese wurde bei exogener Auxinzugabe bei zehn
Tage alten Pflanzen reduziert. Die Daten sprechen fiir eine Funktion von A/PLA IVB in der
Auxinwirkung. Um A/PLA IVB auch enzymatisch einzuordnen wurde das Protein von A/PLA
IVB heterolog in E. coli exprimiert. Eine enzymatische Charakterisierung von AfPLA IVA lag
bereits vor (RIETZ 2002). IVB hatte Phospholipase A-Aktivitit und lieB sich durch die Inhibitoren
AACOCF;, ETYA und PACOCF; hemmen. Die Aktivitit des Enzyms IVB wurde von dem
Hemmstoff HELSS gar nicht, und von dem Inhibitor NDGA nur schwach gehemmt. Im
Gegensatz dazu wurde das Enzym IVA durch alle aufgefiihrten Inhibitoren gehemmt. Der
Reaktionsmechanismus von NDGA ist unklar, wihrend bekannt ist, dass HELSS kovalent an das
Serin im aktiven Zentrum von Ca* -unabhingigen PLA,s bindet. Die meisten Abweichungen in
der Aminoséuresequenz von IVA und IVB sind im C-Terminus der Enzyme zu finden, wihrend
der Bereich um das aktive Zentrum identisch ist. Deshalb wurde der C-Terminus von IVB direkt
hinter den hoch konservierten Aminoséduren ,,YLRID* entfernt, und das so entstandene Enzym
IVBcr charakterisiert. Die Hemmung von IVBcr durch AACOCF;, ETYA und PACOCF; ist der
von [VB sehr ghnlich. IVB¢r wird jedoch durch HELSS gehemmt und reagiert empfindlicher auf
NDGA als IVB. Damit unterscheidet es sich deutlich von dem urspriinglichen Enzym IVB und
zeigt zudem dieselbe Sensitivitit auf die einzelnen Hemmstoffe wie IVA. Um dies noch genauer
zu untersuchen, wurden die fiinf Aminosduren, die bei IVB von IVA abwichen, durch Site
Directed Mutagenesis so verdndert, dass sie der Aminosduresequenz von IVA entsprachen. Von
diesen fiinf Aminosduren lagen vier in der bei I[VBcr entfernten C-terminalen Region von IVB.
Jede Mutation énderte eine stark polare Aminosdure in eine hydrophobe oder umgekehrt, was zu
einer Konformationsidnderung fithren konnte. Im Enzymtest zeigte das mutagenisierte Enzym bei
Zugabe von NDGA ceine dhnliche Hemmbarkeit wie IVA und IVBcr. Bei Verwendung von
HELSS konnte die Inhibitor-Sensitivitit von IVB,,; nicht vollstindig umgekehrt werden.
Schlussfolgernd konnte der C-Terminus bei den Patatin-dhnlichen Phospholipasen eine
regulatorische Funktion und die Tandem-Gene AfPLA IVA und A/PLA IVB trotz ihrer hohen
Homologie eine andersartige Funktionsweise haben, wenn auch beide anhand der ermittelten
Daten in der Auxinsignalkette verankert sind.



Abstract

Patatin-like phospholipases A,, a gene family in plants, are related to animal kingdom
Ca*"-indepenent phospholipases A, and are thought to have functions in the plant
defence response and auxin signalling (Holk et al. 2002).

To analyse the function of four members of this gene family, knockout mutants of
AfPLA 1IA, AfPLA IIIA, APLA IVA and AfPLA IVB were isolated. The expression
pattern of each of these genes were distinct and no obvious phenotype was observed.
AfPLA TVA and ArPLA IVB were chosen to be functionally analyzed. Two different
insertion lines for each gene were isolated (4A#pla IVA-1 and Afpla IVA-2, Atpla IVB-1
and Atpla IVB-2). As both genes were expressed in roots as demonstrated by RT-PCR
and Promoter::GUS transformed plants, the search for phenotypic differences was started
with a root screening program.

The lateral roots of the knockout mutants of AfPLA IVA-1 and Azpla IVA-2 were 50 %
reduced in comparison to the wildtype lateral roots and the knockout plants showed
morphological defects in response to iron deficiency. After histological analysis and
quantification of PIVA::GUS it was evident that AfPLA IVA was more active under
iron deficiency. Afpla IVB-1 and Atpla IVB-2 responded to exogenous auxin by
developing more side roots. To investigate the function in more detail, promoter::GUS
plants of ArPLA IVB were generated and analyzed. The results showed that auxin
repressed the B-glucuronidase activity. The involvement of both genes in side root
development suggested a regulatory function of AfPLA IVB and also A/PLA IVA in the
auxin response.

To verify the enzyme activity, AfPLA IVB cDNA was expressed as a recombinant
protein in E. coli. The PLA activity of AtfPLA IVA was already described (RIETZ 2002).
Both enzymes exhibited PLA; and PLA,; activity in vitro and were inhibited by several
inhibitors of PLA,, known from the mammalian system. HELSS, a specific inhibitor of
mammalian calcium-independent PLA, which are related to the cytosolic plant Patatin-
like PLAs, did not inhibit A/PLA IVB. Further, the inhibition by another inhibitor
- NDGA - was very weak. In contrast to AfPLA IVB, AfPLA IVA was strongly inhibited
by HELSS and NDGA. The predicted amino acid sequence of both enzymes was 88 %
identical, with the strongest dissimilarities residing in the C-terminus. Therefore, the
C-terminal region of A/PLA IVB was removed and also modified by Site Directed
Mutagenesis. Interestingly, the enzyme with C-terminal deletion confers restored
sensitivity to HELSS and NDGA. Using NDGA the mutated enzyme showed a similar
inhibition like the enzyme of wildtype A/PLA IVA. Moreover, HELSS sensitivity of the
mutated enzyme was 10-fold lower than wildtype AfPLA IVA. Since HELSS inhibits this
enzyme class by binding covalently to the active-center serine, it is concluded that the C-
terminus in enzyme AfPLA IVB obstructs access to HELSS and that removal or
modification of critical amino acid residues may indicate that a regulatory function of the
C-terminus, perhaps bearing a to be identified mechanism of post-translational up-
regulation.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Biologische Membranen setzen sich aus amphiphatischen Molekiilen zusammen, deren
Hauptbestandteile zu Doppellamellen aneinandergelagerte Phospholipide sind. Das
Grundgeriist der Phospholipide besteht aus Glycerin, dessen C;-bzw. C,-Atom mit je
einer Fettsdure verestert ist. Diese Fettsdure ist variabel in der Anzahl ihrer
Kohlenstoffatome und ihrem Sittigungsgrad. Mit dem Cs-Atom ist ein
Phosphorsédurerest kovalent verbunden, welcher wiederum mit einem Alkohol als
Kopfgruppe verestert ist (ALBERTS et al. 1997). Der Aufbau und die variablen Kopf-
gruppen eines Phospholipids sind in Abbildung 1.1 dargestellt. Der Anteil der unter-
schiedlichen Phospholipide in der Zelle variiert zwischen den Biomembranen der

Kompartimente, den Tieren und Pflanzen.

Zusitzlich zu ihrer strukturellen Rolle wirken Phospholipide als Mediatoren in
zelluldren Signalen und sind zudem Substrate und / oder Endprodukte im Lipid-
metabolismus (MUNNIK et al. 1998). Enzyme, wie Phospholipasen hydrolisieren
Phospholipide. Im Folgenden beschriankt sich der Text auf die Schilderung der

Funktionen von Phospholipasen in der Signaltransduktion.
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Abbildung 1.1. Schematische Darstellung eines Phospholipids und der méglichen
Phospholipase-Aktivititen. Die Reaktionsprodukte der verschiedenen Phospholipasen sind
angegeben. Links oben befindet sich eine Auflistung der moglichen Kopfgruppen und somit
ebenso eine Auflistung des zweiten Reaktionsprodukt von PLD. PLD: Phospholipase D, PLC:
Phospholipase C, PLA: Phospholipase A;, PLA,: Phospholipase A,
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Phospholipasen

Phospholipasen sind Enzyme, die unter anderem in der Signaltransduktion der Zelle
eine Funktion haben kénnen. Die Aktivitdt der Phospholipasen an den Zellmembranen
tragt zur Regulation vieler zelluldrer Funktionen bei, stort jedoch weder die Struktur
noch die Funktion derselben. Dabei ist die Aktivierung der Phospholipasen oft der erste
Schritt fiir die Entstehung von lipiden- und aus Lipiden hervorgegangen- sekundéren

Botenstoffen.

Die Klasse der Phospholipasen wird in die Gruppen D, C, A; und A, unterteilt (WANG
2001). Diese Gruppeneinteilung entspricht der bevorzugten Spaltungsstelle des
Phospholipids durch die jeweiligen Phospholipasen (Abb. 1.1). Jede Gruppe ist
wiederum in Untergruppen unterteilt, deren Einteilung auf der Sequenzverwandtschaft,

den biochemischen Eigenschaften oder einer Kombination beider beruht.

Phospholipase D

Phospholipase D (PLD) bevorzugt Phosphatidylcholin als Substrat, welches durch PLD
zu Phosphatidsdure und Cholin hydrolisiert wird. Phosphatidsdure ist ein sekundérer
Botenstoff, welcher unter verschiedensten Stressbedingungen freigesetzt wird (vgl.
Phospholipase C, MUNNIK et al. 1996, WANG et al. 2002). Durch PLD katalysierte
Hydrolyse von Phospholipiden wurde unter anderem bei der Samenentwicklung, der
Alterung, der Seneszenz und auch bei einem breiten Spektrum von Stressbedingungen
wie Frost, Trockenheit oder Verwundung beobachtet (WANG 2000, 2002, WANG et al.
2000). Das Phytohormon Auxin hat keinen nachgewiesenen Effekt auf pflanzliche
Phospholipasen D (SCHERER 2002).
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Phospholipase C

In der Signaltransduktion werden Phosphatidylinositol-spaltende Phospholipase C (PI-
PLC) und Phosphatidylcholin-spaltende Phospholipase (PC-PLC) beschrieben. Bei dem
Lipid Phosphatidylinotisol-4,5-bisphosphat fithrt PI-PLC-Aktivitdt zur Entstehung des
sekundéren Botenstoffes Inositoltrisphosphat (InsP3) und Diacylglycerin (MUNNIK et al.
1998). Diacylglycerin verbleibt im tierischen System in der Membran und aktiviert die
Proteinkinase C, welche Ionenkanile, Transkriptionsfaktoren und Enzyme phospho-
rylieren kann. Momentan ist noch unklar, ob eine der Proteinkinase C der Tiere dqui-
valente pflanzliche Proteinkinase existiert. In Pflanzen wird Diacylglycerin durch eine
Diacylglycerinkinase sofort in Phosphatidsdure phosphoryliert (TAIZ und ZEIGER, 2000).
Bei Phosphatidsdure handelt es sich um einen pflanzlichen sekundidren Botenstoff, der
wie erwdhnt auch durch die Aktivitdit von PLD freigesetzt wird (MUNNIK 2001). So
resultiert die PLC-Aktivitét in Pflanzen in der Entstehung von Phosphatidséure und InsPs.
Die PI-PLC-Aktivitit ist in die Reaktionen der Pflanzen auf verschiedene Stimuli, wie
z. B. osmotischen Stress oder Pathogeninteraktion eingebunden (MEIER und MUNNIK
2003). Ein erster Nachweis fiir eine Rolle von Phosphatidylcholin spaltender PC-PLC
in der pflanzlichen Signaltransduktion wurde an Petersilienzellkulturen gezeigt

(SCHERER et al. 2002).

Phospholipase A,

Phospholipasen A; (PLA;) hydrolisieren bevorzugt die sn/-Position eines Phospholipid
in freie Fettsdure und Lysophospholipid. PLA-Enzyme konnten aus unterschiedlichen
Tieren kloniert werden (z. B. NAGAI et al. 1999). In der Pflanze konnten aus Arabidopsis
bisher zwei PLA;s identifiziert werden, von denen bei einer eine Funktion 1m
Gravitropsimus nachgewiesen wurde (KATO et al. 2001, NOIRIEL et al. 2004). Eine
genauere physiologische Funktion von PLA; in Pflanzen ist jedoch bisher nicht bekannt

(WANG 2001).
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1.1 Phospholipase A,

Die enzymatische Aktivitit einer Phospholipase A, wurde bereits Ende des
19. Jahrhundert bei Kobravenom beschrieben (STEPHENS et al. 1898). Die PLA;s sind
eine Enzymklasse, welche die Hydrolyse der sn2-Acylester des Glycerins der
Phospholipide katalysieren. Dabei entstehen Lysophospholipide (LysoPC) und freie
Fettsduren (MUNNIK et al. 1998). Durch den Einfluss von LysoPC auf Proteinkinasen
werden lonenkanile reguliert (WATSON und GOLD 1997). Das zweite Hydrolyseprodukt
der PLA,-Aktivitdt ist im tierischen System vor allem Arachidonsdure, welche eine
wichtige Funktion als Vorldufer der Eicosanoide hat (SMITH et al. 2000). Die Menge an
Arachidonsdure in den Membranen hoherer Pflanzen ist vernachldssigbar, lediglich in
einigen Moosen liegen hohere Konzentrationen vor (TAilz und ZEIGER 2000). Eine
analoge Funktion scheint bei Pflanzen jedoch die Linolensédure zu haben (SCHERER

2002).

Die Phospholipasen A, (PLA)) konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften
in vier Hauptgruppen eingeteilt werden, die als sekretorische PLA; (sPLA;), cytosolische
PLA, (cPLA)), Ca2+—unabhéingige PLA, (iPLA,) und Platelet Activating Factor-
hydroliserende Phospholipase A, (PAF-PLA;) bezeichnet werden (BALSINDE et al. 2002).
Auf eine detaillierte Darstellung von letzterer wird an dieser Stelle verzichtet, da sie fiir

diese Arbeit nicht relevant ist.

Sekretorische Phospholipase A,

Die im Tierreich vorkommende sekretorische PLA, (sPLA;) hat fiinf bis acht
Disulfidbriicken und eine Grofle von 13 bis 15 kDa. sPLAjs sind extrazelluldr
lokalisiert und benétigen fiir ihre optimale Aktivitdt Calciumionen im millimolaren
Bereich (BALSINDE et al. 1999). Sie wurden im tierischen System z.B. im
Pankreassekret, dem Schlangen-, und dem Bienengift gefunden (MUNNIK et al. 1998).
Wihrend Entziindungsreaktionen und Infektionen kommt es zu einer erhohten sPLA,-
Expression in den Zellen des Immunsystem. Aufgrund dessen wird der sPLA; eine
Funktion in den entziindungsbedingten und allergischen Reaktionen zugeschrieben

(NEVALAINEN et al. 2000, GRANATA et al. 2003).
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Die pflanzliche sPLA; bendtigt ebenso wie die tierische sPLA,; millimolare Calcium-
konzentrationen fiir ithre Aktivitit, hat eine Grofle von etwa 14 kDa und eine Priferenz
fir Hydrolyse an der sn2-Position am Glycerin des Phospholipids (LEE et al. 2003).
Sequenzanalysen zeigten, dass sPLA,-dhnliche PLA,s ebenso wie die sPLA;, aus dem
tierischen Reich mehrere Disulfidbriicken und ein mogliches Signalpeptid fiir die
Sekretion haben (KiM et al. 1999, STAHL et al. 1999, BAHN et al. 2003). Die erste
sPLA;-dhnliche PLA;s in Pflanzen wurde aus der Ulme isoliert (STAHL et al. 1998). Des
Weiteren konnten aus Nelke, Reis und Arabidopsis (KiM et al. 1999, STAHL et al. 1999,
BAHN et al. 2003) ebenfalls sPLA,-homologe Enzyme isoliert werden, deren Funktion
in der Pflanze jedoch bisher weitgehend unbekannt sind. Das Transkript einer
sekretorischen PLA, aus Arabidopsis thaliana wird nach Auxinzugabe heraufreguliert
und diese sPLA; hat eine Funktion in der Zellstreckung und im gravitropem Verhalten

der Bliitenstinde (LEE et al. 2003).

Cytosolische PLA,

Die cytosolischen Phospholipasen A, (cPLA;) sind mit 65 bis 115 kDa wesentlich grofer
als sPLAs. Sie sind in Tierzellen im Cytosol zu finden und werden durch eine
physiologische Ca*"-Konzentration im mikromolaren Bereich reguliert. Hier hydro-
lysieren cPLA;s spezifisch Arachidonsdure von den Phospholipiden (DESSEN et al. 1999)
und sind somit direkt an der Eicosanoidsynthese beteiligt (MURAKAMI et al. 1998).
cPLA, wird durch Kinasen der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAP-Kinase)
Kaskade phosphoryliert. Im Allgemeinen haben cPLA;s eine Calcium bindende (C2)-
Domine, welche die Translokation des Enzyms durch erhohte intrazellulére
Calciumionen-Konzentration zu den Zellmembranen ermdglicht. Es wurden bislang noch
keine Proteine in Pflanzen gefunden, welche den cPLA;s der Tiere dhneln (WANG 2001,
HoLK et al. 2002).
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Ca*"-unabhiingige Phospholipase A,

Die intrazelluldr vorkommenden Caz+-unabhéingige Phospholipasen A, (iPLA;) haben
eine GroBe von durchschnittlich 85 kDa und weisen neben der Lipasenkonsensussequenz
GXSXG ein mogliches ATP-bindendes Motiv auf. Die iPLA, bendtigt keine
Calciumionen fiir ihre Aktivitit und wird durch Calmodulin oder durch die Ca*'-

Konzentration reguliert (AKIBA und SATO 2004).

iPLA; induziert, ebenso wie cPLA,, die Freisetzung von Arachidonsdure und
Lysophosphospholipid fiir die Eicosanoidproduktion, fiir eine Immunantwort oder auch
z. B. fiir die Insulinausschiittung nach Glukoseinduktion (MAGGI et al. 2002, AKIBA und
SATO 2004)

In Pflanzen weisen die heute bekannten intrazelluldren PLAs in der Aminosduresequenz
Ahnlichkeit mit Patatinen und Ca®"-unabhingigen PLA,s der Tiere auf. Patatine sind eine
Gruppe eng verwandter Speicherproteine in der Kartoffellknolle, welche Acylhydrolase-
aktivitdt besitzen (HIRSCHBERG et al. 2001, SHEWRY 2003). Die Patatin-dhnlichen
Phospholipasen konnten auch in dem Kautschukbaum, dem Tabak und der Augenbohne
identifiziert werden (SOWKA et al. 1998, DHONDT et al. 2000, MATOS et al. 2001). Die
GroBe dieser Proteine liegt zwischen 40 und 48 kDa, wobei lediglich ein Enzym dieser
Gruppe ein Molekulargewicht von 142 kDa hat (RIETZ 2002). Weitere Patatin-dhnliche
PLAs wurden in einem Latexallergen, einem Gurkenprotein und einem nach Elicitor-
einwirkung induziertem cytosolischem Enzym aus Kartoffel gefunden (SENDA et al.

1996, KOVAR et al. 1998, MAY et al. 1998).

Nach Isolierung der cDNA von vier Patatin-dhnlichen PLAs aus Arabidopsis (AfPLA 1A,
AfPLA TIA, APLA TIVA, APLA 1VC, vgl. Abb. 1.3) wurden diese PLAs im Cytosol
lokalisiert. Fiir das Enzym von A/PLA IVA und A/PLA IIA wurde zusétzlich die
PLA-Aktivitdt nach-gewiesen. Dabei fithrte die Verwendung von PLA;-spezifischen
Inhibitoren zur Hemmung des Enzyms. Bei Zusatz von zwei dieser Hemmstoffe wurde
das Hypokotyl von etiolierten Arabidopsis-Keimlingen verkiirzt, was fiir eine Funktion

der AfPLA-Familie in der Auxinsignaltransduktion spricht (HOLK et al. 2002).
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Es gibt Hinweise, dass Patatin-dhnliche PLAs eine Funktion im Auxinsignal-
transduktionsweg (SCHERER und ARNOLD 1997, PAUL et al. 1998, HOLK et al. 2002) und
in der Signaltransduktion der pflanzlichen Pathogenabwehr haben (LEE et al. 1997,
NARVAEZ-VASQUEZ et al. 1999, ROOS et al. 1999, SCHERER et al. 2000, VIEHWEGER et al.
2002, NARUSAKA et al. 2003, RIETZ et al. 2004).

In der Pflanzen-Pathogen-Abwehr spielen unter anderem Oxylipine eine Rolle. Die
Pflanze nutzt im sogenannten Octadecanoidweg vor allem aus PLA,-Aktivitdt hervor-
gegangene Linolensdure als Substrat zur Synthese von Oxylipinen wie Jasmonsdure und
deren Vorstufe 12-Oxophytodiensdure (BLECHERT et al. 1995, TURNER et al. 2002).
Welche PLA-Isoform(en) die Linolensdure freisetzt, ist noch nicht eindeutig geklart, es
gibt aber Hinweise, dass es sich hierbei um eine Patatin-dhnliche PLA, handelt

(DHONDT et al. 2000, 2002).

Nach Auxinzugabe konnte eine Aktivierung der in vitro PLA,-Aktivitdt an isolierten
Membranvesikeln der Sojabohne und des Hypokotyls von Zucchini und Sonnenblume
festgestellt werden (SCHERER und ANDRE 1989, 1993, SCHERER 1995). Zudem erfolgt bei
Zugabe eines fluoreszenzmarkierten Phospholipids zu Petersilien- und Sojabohnen-
zellkulturen, sowie Zucchini- und Sonnenblumenhypokotylsegmenten nach der Auxin-
zugabe eine Erhohung der PLA-Aktivitdt in vivo. Diese PLA-Aktivierung war fiir aktives
Auxin spezifisch und erfolgte je nach Methode ein bis fiinf Minuten nach der
Auxinzugabe (PAUL et al. 1998, SCHERER et al. 2000). Zudem sind Inhibitoren tierischer
PLAjs unter anderem auch selektive Hemmstoffe fiir Auxin-abhingiges Wachstum der
Hypokotylsegmente von etiolierten Zucchinikeimlingen (SCHERER und ARNOLD 1997).
Die Hydrolyseprodukte der PLA, stimulieren des Weiteren die Ansduerung des
Apoplasten und das Wachstum von Maiskoleoptilen. Diese Stimulation wird durch PLA;-

Inhibitoren aus dem Tierreich gehemmt (YT et al. 1996).
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Wie die Aktivitdt der PLA; in die Auxinsignaltransduktion eingebunden ist, ist bisher
weitesgehend unbekannt. Es wird vermutet, dass der néchste Schritt in der Auxinsignal-
transduktion eine Proteinkinase ist (SCHERER 1996, 2002). Abbildung 1.2 gibt dem
aktuellen Kenntnisstand entsprechend eine schematische Darstellung der potentiellen
Funktion pflanzlicher PLAs auf zelluldrer Ebene wieder. Es handelt sich hierbei um ein
vereinfachtes Modell, welches keinesfalls weitere Zwischenschritte zwischen den

einzelnen Elementen ausschlieBt.

Elicitor Al;un
Rezeptor Auxin Rezeptor

Membranlipide Membranlipide

‘ ﬂ Lysophospholipid ﬂ'
+ \:?
. ’Proteinkinase
Fettsaure \
" 4

Oktadecanoidweg
Aktivierung
Jasmonsadure
\ 4
Aktivierung von e ‘ D 4 ‘

Genen

\_
. (|} |

Protonenpumpe Kaliumkanal

Abbildung 1.2. Vereinfachte Darstellung einer potentiellen Phospholipase A Funktion in der
Pathogeninteraktion und Auxinsignaleinwirkung in der pflanzlichen Zelle (abgedndert nach
BUCHANAN et al. 2000). Der aus der Stimulierung von PLA, resultierende Anstieg von
Lysophospholipiden und freien Fettsduren induziert die Zellwand-Ansduerung durch Aktivierung
der Plasmamembran H'-ATPase direkt, oder durch Lysophospholipid- und / oder Fettsiure
abhéngige Proteinkinasen. Die Ansduerung kann zu Zellwachstum fiithren (Y1 et al. 1996). Die
Enzyme der Jasmonsédurebiosynthese sind im Chloroplasten lokalisiert (CREELMAN und MULLET,
1997).
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1.2 Nomenklatur der Patatin-dhnlichen PLAs von Arabidopsis thaliana

Heute sind zehn verschiedenene Isoformen Patatin-dhnlicher PLAs in Arabidopsis
thaliana (AfPLA) bekannt, deren Mitglieder in die Untergruppen A, B und C eingeteilt
werden (Abb. 1.3). Die Gruppenunterteilung erfolgte aufgrund der Aminosdure-
sequenzhomologien, der GroBe und der Intron-Exonsequenzen der Gene (HOLK
et al. 2002).

Die Nomenklatur erfolgt nach MEINKE und KOORNNEEF (1997). Sie ergibt sich aus der
Reihenfolge der entdeckten PLA-Sequenzen auf den fiinf Chromosomen von Arabidopsis
thaliana, so ist z. B. AfPLA TV A die erste entdeckte potentielle Phospholipasesequenz auf
Chromosom vier. Die Bezeichnung Az bezieht sich auf die Anfangsbuchstaben des
Organismus (4. t. = Arabidopsis thaliana), wahrend PLA die Enzymfunktion (PLA =
Phospholipase A) kennzeichnet. Untergruppe A und B haben ein Intron im aktiven
Zentrum, wobei Untergruppe A nur ein Mitglied der potentiellen Phospholipasen A,
beinhaltet, welches sich aufgrund seiner GroBe von den anderen differenziert.
Untergruppe B weist fiinf Mitglieder auf, die fiinf bis sechs Introns beinhalten. Im
Gegensatz zu den anderen Gruppen zeigt Untergruppe C jeweils nur ein Intron in der
Nukleotidsequenz und besitzt eine etwas andere Sequenz im katalytischen Zentrum der
PLA, (Abb. 1.3). Abbildung 1.4 zeigt die zehn potentiellen Phospholipasen im Vergleich
mit Patatinen, Patatin-&hnlichen Proteinen und iPLA,-Sequenzen anderer Organismen.
Des Weiteren wurden in den Vergleich alle bekannten Sequenzen aus Arabidopsis
thaliana einbezogen. Die Sequenzen wurden phylogenetisch mit Hilfe des Programms

TreeView eingegliedert (PAGE 1996).

Die Insertionsmutanten erhalten die Namen ihrer funktionsunfihigen Gene (z. B. Afpla
IVA). Die Kennzeichnung der Phospholipase ist hier in Kleinbuchstaben angegeben. Je
nach Linie erfolgt die Bezeichnung A#pla IVA-1 oder Afpla IVA-2. Die Proteinsequenzen
werden ihres zugehorigen Gens entsprechend als I1A, IIIA, IVA und IVB bezeichnet. Die
Benennung der mutagenisierten Enzyme erfolgt aufgrund ihrer Eigenschaften, wie z. B.

IVBput, und wird in den zugehdrigen Kapiteln néher erldutert.

Promotorsequenzen der potentiellen PLA, werden z. B. als PIVB abgekiirzt. In dieser

Arbeit wurden APLA IIA, AfPLA 1IIA, ArPLA IVA und AfPLA IVB untersucht.
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A+PLA TIA (g1 S & § 5
AtPLA V | Dl memm § 7 3
AtPLA IVA (Il e B B 5 —Untergruppe B
AtPLA IVB (I B I F F J
AtPLA IVC I— .
AtPLA IIB I N
AtPLA IIIA I e
AtPLA IIIB N — [ Untergruppe C
AtPLA IVD I
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i Zugangsnummern in der Datenbank:
B Exon [] Aktives Zentrum AtPLA I: At1g61850 AtPLA IVA: At4g37070
Entstehung von 2 mRNAs | AtPLA IIA: At2g26560 AtPLA IVB: At4g37060
Intron .durcl_x alternatives AtPLA IIB: At2g39220 AtPLA IVC: At4g37050
SpleiBen AtPLA IIIA: At3g54950 AtPLA IVD: At4g29800
verdndert nach Holk et al. 2002 AtPLA IIIB: At3g63200 AtPLA V: At5g43590

Abbildung 1.3. Exon-Intronstruktur der Patatin-dhnlichen Phospolipase A-Familie in
A. thaliana. Die PLAs dieser Arbeit, sind blau unterlegt, wobei AfPLA IVA, APLA IVB als
Schwerpunkte hellblau hervorgehoben sind.

Zntergruppe A '
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IIB
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Abbildung 1.4. Phylogenetischer Baum der Aminosduresequenzen erstellt mit TreeView
(PAGE 1996). Nomenklatur s. Anhang Tab. 1.
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Ziel der Arbeit

Um weitere Fakten zur hypothetischen Funktion der Patatin-dhnlichen PLAjs in der
Auxinsignaltransduktion zu ermitteln, werden die Eigenschaften der A7fPLAs durch
Insertionsmutanten und zugehorigen Promotor::GUS-Pflanzen charakterisiert. Dies
beinhaltete in dieser Arbeit zunichst die Isolierung der Insertionslinien von vier
verschiedenen Genen (47PLA IIA, A/PLA IIIA, AfPLA IVA, APLA IVB). Da keine
sichtbaren morphologischen Verdnderungen beobachtet wurden, wurde der Schwerpunkt
auf AfPLA IVA und AfPLA IVB gelegt. Die in Tandem-Orientierung vorliegenden
AtPLA IVA und AfPLA IVB zeigen bei Vergleich der Aminoséuresequenz von IVA und
IVB eine Ubereinstimmung von 88 %, wobei physikochemisch nur fiinf Aminosiuren
wesentlich voneinander abweichen (s. 3.1). Diese Daten fiihrten zu der Annahme, dass
ein Gen aus der Duplikation des anderen hervorgegangen ist (KAUL et al. 2000, LYNCH
und CONERY 2000, MOORE und PURUGGANAN 2003). Ziel dieser Arbeit ist es, die
Funktionen der Patatin-dhnlichen PLAs durch morphologische Analyse der Wurzel zu
ermitteln, da von beiden bekannt war, dass sie in der Wurzel exprimiert werden. Hinzu
kam auch eine Promotor::GUS-Analyse und eine enzymatische Charakterisierung des
heterolog exprimierten Proteins von AfPLA IVB, um dieses mit dem Enzym IVA zu
vergleichen. Die enzymologischen Eigenschaften des Emzyms IVA waren bereits

analysiert (HOLK et al. 2002).
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2 Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die Durchfithrungsgrundlagen der im Ergebnisteil
vorgestellten Experimente beschrieben. Die Benennung der Einheiten, Symbole und

Abkiirzungen folgt PLANTA 2001.

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) gehort zu der Familie der Brassicaceae und hat
mit circa 125 Megabasenpaaren eines der kleinsten der bekannten Pflanzengenome.
Dieses wurde als erstes pflanzliches Genom vollstindig entziffert und setzt sich aus finf
Chromosomen mit ungefdhr 25000 Genen zusammen (KAUL et al. 2000). Arabidopsis
thaliana hat fiir die Forschung giinstige Eigenschaften wie eine kurze Generationszeit,
Anspruchslosigkeit in Zucht und Vermehrung, aber auch Verfiigbarkeit vieler Mutanten.
Die verwendete Wildtyplinie Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Columbia 0 stammt aus
dem Arabidopsis Stock Center Nottingham (N1092). Diese Linie wurde zur vollstdndigen
Sequenzierung des Pflanzengenoms von A. thaliana benutzt und findet sich hiufig in der
Literatur. Des Weiteren wurden Arabidopsis thaliana Columbia 0 Pflanzen zur
Transformation der verwendeten Insertionsmutanten und der Promotor::uid4 Linien

verwendet.

2.1 Anzucht und Samenernte von Arabidopsis thaliana

Die Pflanzen wurden in Einheitserde P ausgesdt und im Kurztag (8 h Licht, 16 h
Dunkelheit) kultiviert. Innerhalb eines Zeitraums von zwei Wochen konnten die
gekeimten Pflanzen in 7er Topfe pikiert werden. Zur Verzogerung der Bliitenbildung
verblieben die Pflanzen im Kurztag, ansonsten erfolgte eine Uberfiihrung der Pflanzen in
Klimakammern (25°C, 65 % relative Luftfeuchtigkeit, 9600 Ix / m? Lichtstéirke,
16 h Licht/ 8 h Dunkelheit). Wéhrend der gesamten Wachstumsperiode wurden die
Pflanzen nicht gediingt.
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Die Vermehrung von A. thaliana erfolgte durch Selbstung, wobei ein Aracon
(Fa. Beta tech, Belgien) die Kreuzreaktion zwischen verschiedenen Pflanzen und die
Freisetzung transgener Samen verhinderte. Bliitenstinde, die aus dem Aracon

herausragten, wurden entfernt und von der Ernte ausgeschlossen.

Die Pflanzen wurden unter stindiger Ventilation separiert voneinander angezogen, um
einen Befall mit Faulepilzen zu vermeiden (ABRC 2004). Bei Befall mit Schidlingen
wurden die Pflanzen durch Einspiilung von Nematoden in die Einheitserde P oder mit

Schadlingsbekédmpfungsmitteln behandelt.

Tabelle 2.1. Verwendete Schiadlingsbekédmpfiungsmittel

Confidor 0,035 % (Fa. Bayer)
Perimor 0,05 % (Fa. BASF)
Tamaron 0,10 % (Fa. Bayer)

Wenn der Spross keine neuen Schoten ausbildete, waren die Pflanzen vollentwickelt und
wurden eine Woche vor der Ernte nicht mehr gewéssert, um den Reifungsprozess zu
unterstiitzen. Nach der Ernte wurden die Samen in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl3
gesammelt und 24 Stunden bei 37° C getrocknet. Eine dreijdhrige Lagerung bei
Raumtemperatur vermindert die Keimfdhigkeit der getrockneten Samen nicht. Zur
Langzeitlagerung von mehr als fiinf Jahren wurden die Samen bei -70° C eingefroren,

wobei durch wiederholtes Auftauen und Einfrieren die Keimfahigkeit verringert wird.

2.2 Transformation von A. thaliana Promotor::uidA Pflanzen

Arabidopsis thaliana kann durch Agrobacterium tumefaciens vermittelte T-DNA

Insertion stabil transformiert werden.

Tumorinduzierende Stimme von Agrobacterium tumefaciens enthalten sehr grof3e
Plasmide (circa 200 kBp), genannt Ti-Plasmide. Das Ti-Plasmid trigt viele Funktionen
fiir die Mobilisierung der T-DNA. Etwa 10 % der DNA (circa 20 kBp) wird Transfer-
DNA (T-DNA) genannt, da dieses DNA-Fragment die Bakterien verlassen und in das

Genom der Pflanzenzelle integrieren kann.
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Die T-DNA wird von circa 25 bp langen direkten Wiederholungen (border-Sequenzen)
flankiert, welche je nach Lage als /left oder right border bezeichnet werden. Auflerhalb
der T-DNA liegt die vir-Region mit den Virulenz-Genen, welche 30 bp umfasst und fiir
Proteine kodiert, die fiir die Ubertragung der T-DNA in das Pflanzengenom essentiell
sind. Fiir die Mobilisierung der T-DNA sind, neben der vir-Region auch die border-
Sequenzen erforderlich, zwischen denen beliebige genetische Informationen inseriert

werden konnen.

2.2.1 Stabile in planta Transformation
(abgedndert nach BECHTOLD et al. 1993)

Arabidopsis thaliana (L.), Columbia 0 wurden wie unter 2.1 beschrieben im Kurztag
angezogen und in 7er Topfe mit je vier Pflanzen pikiert. Sie verblieben weitere zwei bis
finf Wochen im Kurztag, um eine dichte Rosette auszubilden, da dies fiir die
Vakuuminfiltration essentiell war. AnschlieBend wurden die Pflanzen zur Bliiten-
induktion in den Langtag tiberfiihrt. Zur Transformation waren vitale Pflanzen geeignet,
die frei von Schadsymptomen waren und deren Bliitenstinde weitestgehend im
Knospenstadium waren. Die erste Infloreszenz wurde bei einer Hohe von 10 cm entfernt,
um die Bildung neuer und verstirkter Bliitenstdnde zu induzieren. Nach 10 bis 15 Tagen
(nach MENGISTE et al. 1997) wurden die Pflanzen transformiert, da sich zu diesem
Zeitpunkt ausreichend viele Bliitenstdnde gebildet hatten. Es wurde ausschlieBlich der

Agrobakterien Stamm GV3101 verwendet.

Eine Einzelkolonie des Agrobakteriumstamms GV3101, welche den Vektor pKGWSF7
enthielt, wurde von einer 1,2 % LB-Agarplatte (Tab. 2.17) gepickt und in 2,5 ml LB-
Medium (100 pg/ ml Rifampicin, 100 pg / ml Spectinomycin) iiber Nacht angezogen
(28° C, 180 UpM, Rundschiittler). Nach 20 Stunden wurden 100 pl der Kultur in 25 ml
LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft und tiber Nacht geschiittelt (150 UpM, 30° C).
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20 ml dieser Kultur wurden in 250 ml LB-Medium (100 pg / ml Spectinomycin) in einem
Erlenmeyerkolben mit Schikane bis zu einer ODgop von 1,2 inokuliert. Nach ungefdhr
sechs Stunden bei 28° C und 150 UpM war die gewiinschte Optische Dichte erreicht. Die
Bakterien wurden sedimentiert (4000 UpM, 13 min, 4° C, Sorvall SLA1500 Rotor) und
anschlieend im Infiltrationsmedium bis zu einer ODggp von 0,8 resuspendiert (entspricht
circa 250 ml). Die Resistenz-Gen-Eigenschaften des Agrobakteriumstamms sind in

Tabelle einzusehen, die Vektorkarte ist im Anhang, Abbildung 2 dargestellt.

Tabelle 2.2. Infiltrationsmedium

Anteile pro |

MS-Makroelementestammldsung (10 x) = Tab. 2.4: 100,0 ml
MS-Mikroelementestammlésung (100 x) = Tab. 2.4: 10,0 ml
B5-Vitaminstamml6sung (100 x) - Tab. 2.5: 10,0 ml
Saccharose: 50,0 g

> pH 5,7 (NaOH)

Nach dem Autoklavieren Zugabe von:
Benzylaminopurin (0,044 mmol): 1,0 ml
Tween 80: 1,5 ml

2.2.1.1 Vakuum Infiltration

Der Gesamtansatz der Bakteriensuspension mit der ODggo 0,8 (s. vorheriger Abschnitt)
wurde in einen 600 ml Messbecher gefiillt. In die Suspension wurde ein 7er Pflanztopf
mit vier zuvor angezogenen A. thaliana (s.2.1) kopfiiber eingetaucht und unter
Zuhilfenahme von zwei 2,5 ml Pipettenspitzen so justiert, dass keine Erde mit der
Bakteriensuspension in Berithrung kam. Der Ansatz wurde 2 Minuten unter Vakuum
gestellt, welches nach Ablauf der Zeit ruckartig aufgehoben wurde. Aufsteigende
Luftblasen an den untergetauchten Blattrandern kennzeichneten den Unterdruck. Die
tiberschiissige Suspension wurde abgetropft, die Pflanzentriebe zusammengebunden und
anschlieBend wie unter 2.1 beschrieben weiter angezogen. Dieser Prozess war mit

derselben Bakteriensuspension drei- bis viermal wiederholbar.
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Um eine Kreuzung der Pflanzen mit anderen Linien zu vermeiden wuchsen die Pflanzen
separiert weiter. Fiir die Samenernte wurden DinA4 Blitter in kleine Aussaatschalen
gelegt. Die Bliitenstdnde eines Topfes wurden so justiert, dass sie in der Schale zu liegen
kamen. In den folgenden Tagen fielen die reifen Samen in die Schale, welche geerntet

und bei 37° C fiir einen Tag getrocknet wurden.

2.2.1.2 Isolierung von Promotor::uidA Pflanzen

Fir die Isolierung der T;-Generation (Nomenklatur folgt FELDMANN 1992) erfolgte die
Aussaat der Samen auf Selektionsmedium unter Verwendung von Kanamycin

(50 pg / ml).

Die Sterilisation entsprach bis auf wenige Ausnahmen der unter 2.3.2 beschriebenen.
Hier wurden die Samen jedoch aufgrund ihrer Menge in 15 ml Reaktionsgefdflen
8 Minuten in 10 ml 70 %igem Ethanol und anschlieBend fiir 8 Minuten mit 10 ml
Sterilisationslosung vermengt. Die Waschung der Samen erfolgte mindestens fiinfmal in
sterilem, destilliertem Wasser in einem 45 ml Reaktionsgefd3. AnschlieBend wurden
jeweils 1 ml des Wassers mit den Samen auf vorbereitete Selektionsagarplatten mit
maximal 300 Samen ausplattiert getrocknet, bis das iiberschiissige Wasser abgedampft
war. Die Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen und die Pflanzen bei 23° C unter

Langtagbedingungen (35 % Luftfeuchte) angezogen.

Tabelle 2.3. Losungen

Sterilisationsléosung

(Anteile pro 10 ml)
Natriumhypochlorid (12 %) 5,000 ml
steriles, dest. H,O 5,000 ml
Triton X-100 0,003 ml
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Selektionsmedium fiir transformierte Pflanzen

(Anteile pro 1)

MS-Makroelementestammlésung (10 x) = Tab. 2.4 100,0 ml
MS-Mikroelementestammldsung (100 x) = Tab. 2.4 10,0 ml
MS-Vitaminstammlésung (100 x)—> Tab. 2.4 10,0 ml
MS-Eisenstammlosung (50 x)—> Tab. 2.4 20,0 ml
Glukose 20,0 g
Bakto-Agar 10,0 g

- pH 5,7 (NaOH)
Nach dem Autoklavieren Zugabe von:
Kanamycin (50 mg/ml) 1,0 ml

Nach der Aussaat bildeten die Pflanzen ohne inserierte T-DNA innerhalb von sieben bis
neun Tage gelbe Kotyledonen aus und wuchsen nicht iiber dieses Stadium hinaus.
Transgene Pflanzen gediehen auf dem Selektionsmedium, wobei auch hier bis zu 30 %
aufgrund elementarer Funktionsstérungen durch den Insertionsort nicht iiberlebten. Bei
Ausbildung von vier bis fiinf Blattgenerationen wurden die transgenen Pflanzen in
Einheitserde P umgesetzt und zum weiteren Wachstum in Klimakammern gestellt. Die
Ernte der T,-Generation erfolgte wie unter 2.1 beschrieben. Durch Selbstung wurden bei
25 % der Pflanzen die Insertion herausgekreuzt. Im Idealfall kam es zu einer Spaltung bei

der bis zu 75 % Transformanten entstanden.

2.3 Bezug und Selektion der Insertionsmutanten Arabidopsis thaliana

Die Insertionsmutanten wurden entweder tiber das Arabidopsis Stock Center Nottingham
aus der Alonso/Crosby/Ecker-Sammlung des Salk-Institute for Biological Studies
(ALONSO et al. 2003) oder im Fall von Afpla IIA-1 von dem Max Planck Institut fiir
Ziuchtungsforschung in Koéln bezogen (STRIZHOV et al. 2003). Azpla IIA-1 wurde mit dem
Vektor pACI161, basierend auf dem Vektor pS00! (REISS et al. 1996) transformiert,
wihrend die tibrigen Pflanzen mit dem Vektor pROK2 (BAULCOMBE et al. 1986), einem
pBIN19 Derivat, transformiert wurden. Alle Linien wurden aus 4. thaliana Columbia 0
generiert. Die Liste der Insertionsmutanten mit ihren Resistenz-Gen-Eigenschaften ist in

Tabelle 2.37 einzusehen.
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Die Selektion der Insertionsmutanten erfolgte nach Aussaat auf Selektionsmedium,
DNA-Isolierung (s. 2.5.1) und anschliefender PCR (s. 2.6), bei welcher die definierten
left border Sequenzen der T-DNA und ein sequenzspezifisches Oligonukleotid genutzt
wurden (s.3.1). Diese genspezifisches Oligonukleotidpaar wurden mittels des
Programms Primer3 (ROZEN und SKALETSKY 1998) erstellt und durch das Programm
BLAST des National Center for Biotechnology Information (ALTSCHUL et al. 1997)
tiberpriift (Tab. 2.44). Es folgte eine Sequenzierung der erhaltenen PCR Produkte (Fa.
Seqlab, Gottingen), um festzustellen ob es sich um Insertionsmutanten handelt.
Abschliefend folgte ein Nachweise der Transkript Null-Eigenschaften der
Insertionslinien mittels RT-PCR (s. 2.5.2f.).

2.3.1 Invitro Anzucht von Arabidopsis thaliana

Die sterile Aussaat wurde fiir Isolierung und Funktionsanalyse der Insertionsmutanten
angewandt. Die Zugabe entsprechender Antibiotika ermoglichte die Selektion von
transgenen  Pflanzen. Die auszuplattierenden Samen wurden in einem 1,5 ml
Reaktionsgefdl gesammelt, wobei 1000 Samen 20 mg entsprachen. Die A. thaliana
Samen wurden mit 1,0 ml 70%igem Ethanol versetzt und der Ansatz fiir 8§ Minuten
geschiittelt. AnschlieBend wurde der Ethanol verworfen und durch 1,0 ml
Sterilisationslosung ersetzt. Im Folgenden wurden die Samen fiinfmal mit sterilem,
destilliertem Wasser gewaschen und tiber Nacht im Dunkeln bei 4° C feucht gelagert. Am
ndchsten Tag erfolgte eine erneute Waschung mit sterilem, destilliertem Wasser.
Abschliefend wurden die Samen zum Ausplattieren in sterilem Wasser aufgenommen. Es
folgte eine zweitdgige Lagerung bei 4° C in Dunkelheit. Im Folgendem wurden die
Samen auf Petrischalen mit 25 ml 1,2 % MS-Agar (s. u.) mittels einer 10 pl Pipette
verteilt, ohne den Agar zu verletzen. AnschlieBend wurden die Oberfldchen getrocknet,
bis sdmtliche Wassertropfen abgedampft waren. Die Petrischalen wurden mittels Parafilm
verschlossen und die Pflanzen in einer Klimakammer bei 23° C und 35 % relative
Luftfeuchtigkeit unter Langtagbedingungen (16 h Licht / 8 h Dunkelheit) angezogen.
Alternativ wurden die Samen nach der Sterilisation in steriler 0,1 % Agaroseldosung

aufgenommen, da dies eine flichige Verteilung der Samen ermoglichte.
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Tabelle 2.4. Losungen

Murashige und Skoog (MS) Medium

(nach MURASHIGE und SKOOG 1962)

100 x Mikroelementestammlosung [mg /1] 1 x Endkonzentration [mmol / 1]

2,5 COClz X 5H2O 0,11
2,5 CuSO4x 5H,0 0,10
620,0 H3;BOs 0,10
83,0 KJ 5,00
1690,0 MnSO4 x 1H,O 0,10
25,0 NaxMoO4 x 2H,0 1,03
860,0 ZnSO4 x 7TH,O 29,91

10 x Makroelementestammlosung [g / 1] 1 x Endkonzentration [mmol /1]

4,4 CaCl, x 2H,0O 2,99

1,7 KH,PO, 1,25

19,0 KNO; 18,79

3,7 MgSO4 x 7TH,0 1,50

16,5 NH4NO;3 20,61

50 x Eisenstammlésung [g /1] 1 x Endkonzentration [mmol / 1]
1,4 FeSO4x 7H,O 0,1

1,9 Na,EDTA 0,1

100 x Vitaminstammldsung [mg / 1] 1 x Endkonzentration [umol / 1]
10 000 myo-Inositol 560,00

50 Nicotinsdure 4,06

50 Pyrodoxol HCI 2,43

10 Thiamin HC1 0,30

Anteile pro 1:
MS-Mikroelementestammlésung (100 x) 10 ml

MS-Makroelementestammlosung (10 x) 100 ml

MS-Eisenstammlosung (50 x) 20 ml
MS-Vitaminstammlésung (100 x) 10 ml
Saccharose 20 g
Bakto-Agar 12 g

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 5,7 bis 5,8 eingestellt.

Zur Anfertigung des MS / 2 Mediums wurde die Konzentration der MS-Salze halbiert.
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Sterilisationslgsung,

Anteile pro ml
Natriumhypochlorit (12 %) 500 pl
steriles, dest. HO 500 pl
Triton X-100 0,003 pl

2.4 Funktionsanalyse der Insertionsmutanten

Um die Insertionsmutanten zu charakterisieren wurden auf verschiedenen Mangel- oder
hormoninduzierten Medien Versuchsreihen durchgefiihrt, die im Folgendem aufgelistet

sind.

Die Sédmlinge wurden wie unter 2.3.2 beschrieben sterilisiert und zum Vorkeimen auf
quadratischen 100 cm? Petrischalen ausgesit, die 65 ml Medium enthielten. Es wurden so
viele Samen wie moglich (ca. 15) auf parallelen Linien ausgebracht und mit 3M Tape (Fa.
Micropore) verschlossen. Dabei handelte es sich um ein Baumwollband, dass vor
Austrocknung schiitzt, aber dennoch luftdurchldssig ist, um einem Ethyleneffekt
entgegenzuwirken. Die Petrischalen wurden senkrecht unter einer Neonrohre (TLD 36
W/830, Fa. Philips) platziert, sodass das Licht nur von oben einstrahlen konnte. Nach drei
bis vier Tagen hatten sich die Wurzel ausgebildet und es erfolgte der Umsatz gleichartig
gewachsener Keimlinge auf neue Platten (s. 2.4.1.1-6). Dabei wurden die Keimlinge im
Abstand von 1 cm auf eine 3 cm vom oberen Rand entfernten Linie positioniert, sodass
insgesamt neun Keimlinge auf einer Petrischale Platz fanden. Wildtyp und Mutante
wurden abwechselnd ausgebracht, um sicher zu stellen, dass es sich bei einer
Phénotypverdnderung nicht um einen Positionseffekt handelte. Das Wachstum der

Keimlinge erfolgte bis zur Wachstumseinstellung.

Die Anzucht erfolgte unter standardisierten Bedingungen und verschiedenen Lichtstiarken

in einer Klimakammer (23° C, 35 % relative Luftfeuchte, 18 h Licht / 6 h Dunkelheit).

Fiir die Auswertung wurden die Petrischalen in regelméfigen Zeitabstinden bei 400 dpi
vor einem schwarzen Hintergrund abgebildet (Fa. Epson, Perception 1650). Einzelbilder
von Keimlingen wurden bei 600 dpi dokumentiert. Die Auswertung erfolgte mittels dhs-

Bildvermessungsprogramm V4.01, Version 5.0.
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Tabelle 2.5. Medium

Gamborg B5 Original Medium

(nach GAMBORG et al. 1968)

1000 x Mikroelementestammlosung [g /1]

1 x Endkonzentration [umol / 1]

0,025 COC12 X SHQO
0,025 CuSO4x 5H,0

3,000 H3;BO4
0,75 KJ

10,000 MnSO4x 1H,O
0,250 NazMOO4 X 2H20
2,000 ZnSO4x 7H,O

10 x Makroelementestammlosung [g / 1]

0,10
0,11
48,52
4,52
59,16
1,03
6,96

1 x Endkonzentration [mmol / 1]

1,50 CaCl,
25,00 KNO;
2,50 MgSOy,

1,50 NaH,PO,
1,30 (NH,),SO4

100 x Eisenstammldsung [g /1]

3,671 Fe-NaEDTA

100 x Vitaminstammldsung [g /1]

1,02
24,73
1,01
1,09
1,01

1 x Endkonzentration [mmol / 1]

0,1 Nikotinsdure
1,0 Thiamin HCI
0,1 Pyrodoxyl HCl
10,0 Myo-Inositol

Anteile pro 1

0,1

1 x Endkonzentration [umol / 1]

8,12
29,65
4860,00
560,00

B5-Mikroelementestammlosung (1000 x) 1 ml
B5-Makroelementestammlosung (10 x) 100 ml

B5-Eisenstamml6sung (100 x) 10 ml
B5-Vitaminstammlosung (100 x) 10 ml
Saccharose: 20¢g

Bakto-Agar:

12¢g
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2.4.1 Minimal-Medium
(abgedndert nach ZHANG und FORDE 1998)

Das Minimal-Medium beruht auf einer fiinfzigfachen Verdiinnung von B5 Salzen und
einem verminderten Saccharose-Gehalt im Vergleich zum B5-Medium. Zugleich wurde
ein MES-Puffer mit einer Endkonzentration von 23 mmol /1 verwendet, um pH-Wert
Schwankungen auszuschlieBen. Das Medium enthielt keine Vitamine. Die 100 cm’
Petrischalen wurden wie unter 2.4 beschrieben mit 65 ml Medium gefiillt und die
Keimlinge in einem Abstand von 1 cm 3 cm unterhalb der Linie ausgelegt. Es wurde mit

einer Lichtstirke von 1100 Ix / m?.

Die Anzucht, Auswertung und Dokumentation erfolgte wie oben beschrieben.

Tabelle 2.6. Minimal-Medium

Anteile pro 1:
B5-Mikroelementestammlosung (1000 x) 0,02 ml

B5-Makroelementestammlosung (10 x) 2,00 ml

B5-Eisenstammlosung (100 x) 10,00 ml
MES-Puffer (115 mmolar, pH 5,7) 200,00 ml
Saccharose 5,00 g
Bakto-Agar 12,00 g

2.4.1.1 Eisenmangel-Medium

(abgedndert nach GOERINOT et al. 1994)

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte fiir drei bis vier Tage auf 1,2 % B5-Medium (Tab.2.5).
Daran schloss sich ein Umsatz der Pflanzen auf das Minimal-Medium und das
Eisenmangel-Medium an, wobei ersteres als Kontrolle diente. Anzucht und
Dokumentation sind beschrieben unter 2.4. Fiir das Eisenmangel-Medium wurde
Minimal-Medium ohne FeNaEDTA-Losung angefertigt und dem Medium stattdessen

100 umol / 1 Ferrozine, einem Eisen-Komplexbildner, zugesetzt (SCHMIDT et al. 2001).

Die Dokumentation, Anzucht und Auswertung erfolgte wie unter 2.4 beschrieben.
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Tabelle 2.7. Eisenmangel-Medium

Anteile pro :
B5-Mikroelementestammlosung (1000 x): 0,02 ml

B5-Makroelementestammlsung (10 x): 2,00 ml
FerroZine: 0,025 ¢
MES-Puffer (115 mmolar, pH 5,7): 200,00 ml
Saccharose: 5,00 g
Bakto-Agar: 12,00 g

2.4.1.2 Phosphatmangel-Medium

(abgedndert nach WILSON et al. 1990)

Drei bis vier Tage nach Aussaat der Samen wurden die Pflanzen von B5-Medium auf
Minimal-Medium und Phosphatmangel-Medium iiberfiihrt. Da dieser Test sehr sensitiv
ist, wurde die Glasware grundsétzlich nur mit phosphatfreiem Detergenz gewaschen
(Neodisher LM3, Fa. Roth). Statt Natriumdihydrogenphosphat wurde der Makro-

elementestammlosung Natriumchlorid zugesetzt.

Anzucht, Dokumentation und Auswertung erfolgte wie unter 2.4 beschrieben.

Tabelle 2.8. Phosphatmangel-Medium

Anteile pro [:

B5-Mikroelementestammldsung (1000 x) 20 pl
Phosphat-freie-Makroelementestammlosung (10 x) 2 ml
B5-Eisenstammlosung (100 x) 10 ml
MES-Puffer (115 mmolar, pH 5,7) 200 ml
Saccharose 5 ¢

Bakto-Agar 12 g
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2.4.1.3 Sulfatmangel-Medium

(abgedndert nach KUtz et al. 2002)

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte fiir drei bis vier Tage auf B5-Medium. AnschlieBend
erfolgte der Umsatz auf Minimal-Medium (als Kontrolle) und Sulfatmangel-Medium. In
dem Sulfatmangel-Medium wurde in der Makroelementestammlosung das
Magnesiumsulfat durch Magnesiumchlorid und das Ammoniumsulfat durch

Ammoniumchlorid ersetzt. Anzucht, Dokumentation und Auswertung erfolgte wie unter

2.4 beschrieben.

Tabelle 2.9. Sulfatmangel-Medium

Anteile pro [:

B5-Mikroelementestammlosung (1000 x) 0,02 ml
Sulfat-freie-Makroelementestammlosung (10 x) 2,00 ml
B5-Eisenstammlosung (100 x) 10,00 ml
MES-Puffer (115 mmolar, pH 5,7) 200,00 ml
Saccharose 5,00 g

Bakto-Agar 12,00 g

2.4.1.4 Auxinkonzentrationsreihe

Fir die Auxinkonzentrationsreihe wurde MS-Medium (Tab. 2.4) verwendet. Dazu
wurden Stammlosungen von 1-Naphtylessigsdure (NAA) in 99,8 %igen Ethanol
angefertigt und vor dem Autoklavieren dem Medium zugefiigt (Tab. 2.10). Nachdem sich
die Wurzeln ausgebildet hatten, erfolgte der Umsatz der Keimlinge (nach ungeféhr drei
Tagen). Alle Ansétze enthielten dieselbe Ethanolkonzentration von 0,09 %. Es wurde bei

einer Lichtstirke von 8000 Ix / m? gearbeitet.

Dokumentation und Auswertung erfolgte wie unter 2.4 beschrieben.
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Tabelle 2.10. Auxinkonzentrationsreihe

NAA-Stamml6sungen 1 x Endkonzentration NAA
(Anteile pro 1) [wmol /1]
Ethanol (99,8 %) 0
NAA (0,1 mmol) in EtOH (10 %) 0,03
NAA (0,1 mmol) in EtOH (10 %) 0,10

NAA (1,0 mmol) in EtOH (99,8 %) 0,30
NAA (1,0 mmol) in EtOH (99,8 %) 1,00

2.4.1.5 Nitratkonzentrationsreihe

(nach ZHANG und FORDE 1998)

Unter der Verwendung des Minimal-Mediums wurde mit verschiedenen
Nitratkonzentrationen gearbeitet. Es wurden 24,81 mmol /1 Kaliumchlorid anstelle von
Kaliumnitrat und Ammoniumsulfat in der Makroelementestammldsung eingesetzt. Die
sterilisierten Sdmlinge wuchsen drei bis vier Tage auf einem Transfermedium mit Nitrat-
verdnderter-Makroelementelosung und 10 pmol /1 Ammoniumnitrat. Es folgte ein

Umsatz der Pflanzen auf eine KNOs-Konzentrationsreihe.

Die Anzucht, Dokumentation und Auswertung erfolgte wie unter 2.4 beschrieben.

KNOs-Konzentrationsreihe (1 molar)
Anteile pro 1:

[mmol] [ml]
0,01 0,01
0,10 0,10
1,00 1,00
10,00 10,00

50,00 50,00
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Tabelle 2.11. Medium fiir Nitrat-Konzentrationsreihe

Anteile fiir Transferagarplatten pro 1:
B5-Mikroelementestammlosung (1000 x)
Nitrat-verdnderte-Makroelementestammlsung (10 x)
B5-Eisenstammlosung (100 x)

1 molare NH4NO;-Losung
MES-Puffer (115 mmolar, pH 5,7)
Saccharose

Bakto-Agar

Anteile fiir KNO3-Konzentrationsreihe pro
B5-Mikroelementestammldsung (1000 x)
Nitrat-verdnderte-Makroelementestammldsung (10 x)
B5-Eisenstammlosung (100 x)

KNOs3-Losung (1 molar)

MES Puffer (115 mmolar, pH 5,7)
Saccharose:

Bakto-Agar:

0,02 ml
2,00 ml
10,00 ml
0,01 ml
200,00 ml
5,00 g
12,00 g

0,02 ml
2,00 ml
10,00 ml
0,01-50 ml
200,00 ml
5,00 g
12,00 ¢
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Molekularbiologische Untersuchungen

Im Folgenden werden die Methoden vorgestellt, welche auf molekularbiologischen

Grundlagen basieren.

2.5 Arbeiten mit Nukleinsiduren

2.5.1 Separation genomischer DNA von Arabidopsis thaliana

Die Isolierung genomischer DNA erfolgt mittels Phenolextraktion. Phenol und
Chloroform haben eine denaturierende Wirkung auf Proteine, die in der Interphase
zwischen der Phenol- und der wissrigen Phase mit der Nukleinsdure ausfallen. Da DNA
in Phenol l6slich ist, wurde mit Tris-HCl pH 7,5 gesittigtes Phenol verwendet.
Chloroform hat eine zusétzlich stabilisierende Wirkung auf die Grenze der wéssrigen und
der phenolhaltigen Phase. Um ein Aufschdumen zu verhindern wurden geringe Mengen

Isoamylalkohol eingesetzt.

Die Pflanzenprobe (50-100 mg) wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl3 unter fliissigem
Stickstoff zerstoBen. Anschlieend wurden sofort 700 pl Extraktionspuffer und 100 pl
RNAse A (10 mg/ ml) zugegeben, der Ansatz vermengt und 10 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Es folgte eine Sminiitige Zentrifugation. Ungeféhr 500 pl des klaren
Uberstands wurden in 550 pl Phenollésung (Phenol / Chloroform / Isoamyl-Mischung,
25:24: 1) tuberfithrt, 10 Sekunden vermengt, und anschlieBend 10 Minuten auf Eis
gestellt. Es schloss sich eine Zentrifugation iiber 5 Minuten bei Raumtemperatur an.
475 ul des Uberstandes wurden in ein neues ReaktionsgefiBl mit vorgelegten 550 ul
Phenollosung tberfithrt und fiir 10 Sekunden vermengt. Eine weitere Sminiitige
Zentrifugation folgte. Der DNA-haltige Uberstand wurde anschlieBend in einem neuen
Reaktionsgefdl mit 500 pl Isopropanol gefillt, und fiir 10 Minuten sedimentiert. Das
Isopropanol wurde verworfen und das DNA-haltige Sediment mit 70 %igem Ethanol
gewaschen. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 15000 UpM in einer Heraeus

Biofuge 15 durchgefiihrt.
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Nach dem Trocknen der Proben erfolgte die Aufnahme der DNA in 35 pl sterilem,
destilliertem Wasser und eine Dokumentation mittels Agarosegel-Elektrophorese
(s. 2.6.1). Die DNA wurde bei -20 °C gelagert. Nach geeigneter Verdiinnung wurde die
Extinktion [E] bei 230 nm, 260 nm und 280 nm bestimmt. Die DNA-Konzentration

errechnete sich nach folgender Formel:
(E260 x 50 x Verdiinnungsfaktor) / 1000 =y pg DNA / ul

Die Quotienten [Ex60/E230] und [Ez60/E2s0] gaben Auskunft tiber eine Verunreinigung mit
Polysacchariden oder Proteinen. Werte zwischen 1,8 und 2,0 belegten eine ausreichend

hohe Reinheit der DNA.

Tabelle 2.12. Extraktionspuffer

Anteile pro 1 :
0,20 mol Tris / HCI, pH 9,0

0,40 mol LiCl
0,25 mol EDTA
1,00 % v/ V SDS (10 %)

2.5.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana

Die Gesamt-RNA wurde mittels des NucleoSpin RNA II Plant-Kit (Fa. Machery-Nagel)
aus den Keimlingen oder der Wurzel der Pflanze isoliert. Hierzu wurden 50 bis 100 mg
Pflanzenmaterial unter fliissigem Stickstoft zersto3en und sofort mit 400 ul Puffer RA1
versetzt. Die Viskositdt der Suspension wurde mittels einer Membranfiltration
(NucleoSpinFilter, 1 min, 15000 g) reduziert. Das Filtrat wurde in eine neues 2 ml
Reaktionsgefdl3 tiberfithrt und mit 300 ul 96 % Ethanol behandelt. Das Lysat wurde auf
ein  NucleoSpinCup geladen (30s, 8000 g), der Durchfluss verworfen und der
NucleoSpinCup in einem neuen Reaktionsgefdll platziert. Nach Trocknung der Membran
(1 min, 15000 g ) wurden 90 ul des DNase-Reaktionsmix auf die Membran pipettiert und
bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ul Puffer RA2
hinzugefiigt und bei 8000 g fiir 30 Sekunden zentrifugiert.
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Der NucleoSpinCup wurde in ein weiteres Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und zweimal mit
600 pl Puffer RA3 gewaschen. Nach erneuter Trocknung der Membran (2 min, 15000 g),
wurde der NucleoSpinCup in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und 50 pl Nuklease-
freies-Wasser zupipettiert. Durch Zentrifugation wurde die RNA von der Séule gelost und
sofort bei -70° C gelagert. Eine Dokumentation der RNA erfolgte durch Agarosegel-
Elektrophorese.

Nach geeigneter Verdiinnung wurde die Extinktion [E] bei 230 nm, 260 nm und 280 nm

bestimmt. Die RNA-Konzentration errechnete sich nach folgender Formel:
(E260 x 40 x Verdiinnungsfaktor) / 1000 =y pg RNA /pul

Die Quotienten [E60/E230] bzw. [E260/E2s0] gaben Aufschluss tiber die Verunreinigung der
RNA mit Polysacchariden bzw. Proteinen. Bei einem Quotienten von 1,8 bis 2,0 lag die

RNA in ausreichend reiner Form vor.

2.5.3 cDNA-Synthese

RNA-Sequenzen werden durch das Enzym Reverse Transkriptase in DNA-Sequenzen
tiberfiihrt, welche als cDNA bezeichnet werden. Die meisten eukaryontischen mRNAs
tragen eine Folge von Adenin-Resten am 3" Ende (polyA-Ende). An dieses Ende wird ein
komplementéres Oligonukleotid aus Deoxythimidin-Nukleotiden gebunden, welches als
Start fiir die Reverse Transkriptase dient, die dann mit Deoxynukleosid-Triphosphaten die
sogenannte Erststrang-Synthese durchfiihrt. Nach Degradierung der Transkriptase wird

RNase H zugesetzt, um die RNA in DNA / RNA-Hybriden abzubauen.

Mittels des Revert AidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit fiir Einstrang-
cDNA-Synthese (Fa. MBI Fermentas) wurde aus Gesamt-RNA cDNA synthetisiert. In
0,2 ml Reaktionsgefdlen wurden 1-5pg der Gesamt-RNA mit 1 pl Oligo(dT)i2-18
(50 ng / ul) versetzt und mit DEPC-behandeltem Wasser auf 12 pul aufgefiillt. Damit keine
Sekundérstrukturen in der RNA gebildet wurden, wurde die Proben jeweils 10 Minuten

bei 70° C inkubiert und anschlieSend fiir mindestens 1 Minute auf Eis belassen.
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Folgender Ansatz wurde in der vorgegebenen Reihenfolge zusammengefiigt und je 7 pl

mit dem RNA / Oligonukleotid-Mix versetzt:

5 x Reaktionspuffer 4 ul
Ribonuklease Inhibitor (20 U/ ul) 1 pl
10 mmolarer dNTP Mix 2 ul
Es folgte eine fiinfmintitige Inkubation bei 37° C.

Dem Reaktionsansatz wurde mit 1 ul (200 U) der RevertAidTM H Minus M-MuLV
Reversen Transkriptase inkubiert (60 min, 42° C). Die Reaktion wurde durch eine
10miniitige Erhitzung auf 70° C abgestoppt. Abschliefend wurden die Proben kurz
zentrifugiert und mit 1 pl RNase H versetzt (20 min, 37° C), um die verbliebene RNA
abzubauen. Die cDNA wurde bei -20° C gelagert.

Die cDNA-Extinktion [E] wurde im Photometer bei 260 nm ermittelt und die

Konzentration durch folgende Formel bestimmt:
(Ea60 x 33 x Verdiinnungsfaktor) / 1000 =y ug cDNA/ ul

Eine Dokumentation der Ergebnisse erfolgte in einer Agarosegel-Elektrophorese

(s. 2.6.1). Der Reinheitsgrad wurde der RNA-Isolierung (s. 2.5.2) entsprechend ermittelt.

2.6 Polymerase-Ketten-Reaktion

(nach MULLIS et al. 1987)

Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction; PCR) steht eine
Methode zur Verfiigung, welche die Vermehrung spezifischer DNA mit Hilfe von
bekannten Sequenzfragmenten (Oligonukleotiden) erlaubt. Im ersten Schritt der PCR
erfolgt eine Denaturierung des DNA-Doppelstrangs bei 94° C in Einzelstriange. Es folgt
der Prozess der Anlagerung (Annealing), welches die Bindung der Oligonukleotide an die

komplementéren Bereiche der einzelstrangigen Ziel-DNA beinhaltet.
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Wihrend der anschliefenden Elongation, werden diese partiellen Doppelstringe von
einer hitzestabilen DNA-abhingigen DNA-Polymerase als Substrat genutzt und ein
komplementdrer DNA-Strang aufgebaut. Auf diese Weise wird die DNA-Menge
innerhalb eines solchen Zyklus verdoppelt. So wird durch Wiederholung der Zyklen eine

exponentielle Vervielféltigung der gewiinschten DNA Fragmente erreicht.

Fiir die Isolierung der Insertionsmutanten war es notwendig die TaKaRa Ex Taq (Fa.
TaKaRa) einzusetzen, welche sich durch eine hohere Genauigkeit und eine effizientere
Amplifikation als gewohnliche Tag-Polymerasen auszeichnet. Fiir andere Reaktionen
wurde die Eppendorf Taqg DNA Polymerase (Fa. Eppendorf) verwendet. Fiir spezifische
Anwendungen, wie der PCR fiir die Proteinexpression in Escherichia coli (s. 2.13) oder
fiir Site Directed Mutagenesis (s. 2.11) war es notwendig eine proof reading-Polymerase
zu verwenden. Neben ihrer 5°-3"-Polymerisationsaktivitdt besitzen Pfu-Polymerasen auch
eine 5°-3'-Exonukleaseaktivitit. Des Weiteren erzeugen Pfu-Polymerasen keine
Deoxyadenosinmonophosphat-Nukleotide an den 3’-Enden, was eine blunt end
Klonierung, wie bei dem pENTR/TOPO-Vektor (s.2.7.1, und Anhang Abb.l)
erforderlich, moglich macht. Es fanden proofreading-Polymerasen der Firmen

Stratagene (Pfu-Turbo) und Biometra (Dynazyme Ex Taq) Verwendung.

Die Oligonukleotide wurden durch Nukleinsduren-Sequenzvergleich oder mit Hilfe des
Programms Primer3 (ROZEN and SKALETSKY 1998) erstellt. Zur Uberpriifung diente das
Programm Oligonucleotide Properties Calculator (www.basic.nwu.edu). Die Spezifitit
der Oligonukleotide wurde mir dem Programm BLAST {berpriift. Sémtliche

Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen im Nanomafstab synthetisiert.

Tabelle 2.13. Beispiel fiir einen PCR-Ansatz

Anteile pro 50 pl
Komplettpufter (10 x) Sul
dNTP’s (10 mmol pro Nukleotid) 4 ul
5' Oligonukleotid (10-12 pmol / pl) 1 pl
3' Oligonukleotid (10-12 pmol / pul) 1 ul
DNA-Matrize (0,1-100 ng / pl) y ul
DNA Polymerase (1 U) 0,5 ul
steriles dest. H,O > 50 pl
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Tabelle 2.14. Grundeinstellung des verwendeten Thermozyklers

Hot Start 95°C 5 (2) min

Denaturierung 94° C 0,5 min

Anlagerung  51-65° C 0,5 min }30-40 Zyklen

Elongation 72° C 1,5-2,5 min

Extension 72° C 4 (15) min

Die Anlagerungstemperatur fiir die jeweiligen Oligonukleotidkombinationen wurde entsprechend
angepasst und lag 5° C unter dem entsprechenden T,-Wert. Die Zahlen in Klammern beziehen
sich auf die Synthese mit einer Pfu-Polymerase. Es fand ein Thermozykler der Firma Hybaid
Verwendung.

2.6.1 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren im Agarosegel

DNA-Fragmente konnen aufgrund ihrer negativen Ladung in einer Agarosegel-
Elektrophorese nach ihrer GroBe aufgetrennt werden und durch den Farbstoff

Ethidiumbromid unter UV-Licht detektiert werden.

Ethidiumbromid ist ein organischer Farbstoff, der aufgrund seiner planaren Struktur in
Nukleinsduren interkaliert. Dabei interagieren seine aromatischen Ringe mit den
heteroaromatischen Ringen der Basen von Nukleinsduren. Der interkalierte Farbstoff
kann durch UV-Licht (254-366 nm) angeregt werden und emittiert Licht im orange-roten
Bereich (590 nm). DNA verstirkt die Fluoreszenz, sodass die Farbung der Nukleinséuren
auch in Gegenwart des freien Ethidiumbromids im Gel zu sehen ist. Der Nachweis erfolgt

ab 10 ng doppelstrangiger DNA.

DNA-Fragmente wurden in Gelen von 0,8-1,2 % Agarose und 1 x TAE als Puffersystem
aufgetrennt. Zur spéteren Erkennung der DNA war der verfliissigten Agarose
Ethidiumbromid (0,05 g/ ml) beigemischt worden. Als GroBenstandard diente eine
1 kBp DNA-Leiter der Firma GeneCraft. Die aufzutrennende DNA-Prdparation wurde
zuvor mit mindestens 1/6 Volumen Gel-Ladungspuffer versetzt. Die fiir eine optimale
Trennung erforderliche Spannung lag zwischen 100 V und 120 V. Nach Abschluss der
Elektrophorese wurde das DNA-Trennmuster im UV-Licht (Transilluminator) auf einer

Gel-Dokumentationsanlage (Fa. Intas) dokumentiert.
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Tabelle 2.15. Gelladungspuffers und TAE-Puffer

6 x Gelladungspuffer

(Anteile pro 1)

0,25 % v/ V Bromphenolblau 50 x TAE

0,25 % v/ V Xylencyanol (Anteile pro 1)

7,50 mmol EDTA, pH 8,0 2,00 mol Tris / Acetat, pH 8,0
50,00 % v/ V Glycerin 0,05 mol EDTA

2.6.2 Erhohung der Reinstkonzentration von Nukleinsduren

Nach Fraktionierung der DNA in einer Agarosegel-Elektrophorese, wurden die DNA-
Produkte, welche Weiterverwendung fanden (z.B. fiir Ligation) mittels verschiedener Kits

gereinigt. Die Anwendung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Folgende Kits wurden fiir die direkte Reinigung der Proben verwendet:

e E.N.Z.A. Cycle Pure Kits (Fa. Peqlab)

e Qiaquick PCR Purification Kit (Fa. Qiagen)

Fiir die Elution der Proben aus dem Agarosegel wurden folgende Kits verwendet:
e Qiaquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen)

e Ultrafree-DA (Fa. Millipore)

Bei unzureichender Konzentration der Proben erfolgte eine Féllung mit Isopropanol und
einem anschlieBendem Waschschritt mit eiskaltem 70 %igem Ethanol. Die Aufnahme der

Proben erfolgte in einer geringeren Menge (35-50 pl) sterilem, destilliertem Wasser.

Samtliche DNA Sequenzierungen wurden von der Firma Seqlab in Gottingen

durchgefiihrt.
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2.7 Klonierung mittels Gateway System

Das System nutzt zum einen die Fahigkeiten der Topoisomerase I und zum anderen die
des Phagen Lambda (L) (PTASHNE 1992). Im Folgenden werden die Grundlagen des
Systems erldutert. Die einzelnen Abschnitte der Arbeit gliedern sich in: Klonierung in

den Eingangsvektor (s. 2.7.1) und Klonierung in den Zielvektor (s. 2.7.2).

Die Topoisomerase I des Vacciniavirus bindet sich an Doppelstrang-DNA der
Nukleotidfolge ,,CCCTT* und spaltet die Phosphodiester-Briicke eines Strangs (SHUMAN
1991). Die Energie der gespaltenen Phosphodiester-Briicke wird in der kovalenten
Bindung des 3'Phosphats des geschnittenen Strangs und dem Tyrosil-Rest (Tyr-274) der
Topoisomerase 1 konserviert. Dieser Phospho-Tyrosil Bindung zwischen DNA und
Enzym kann durch den 5 Hydroxyl-Rest des Orginalstrangs angegriffen werden, was eine
Umkehrung der Reaktion und Freisetzung der Topoisomerase I zur Folge hat (SHUMAN
1994). Das 5'Ende der TOPO geladenen DNA wurde durch den Anhang von vier
Nukleotiden modifiziert und an den Eingangsvektor pENTR/D-TOPO adaptiert, so dass
durch den Anhang von vier Basen (CACC) an das 5°Oligonukleotid das PCR-Produkt
gerichtet kloniert wird. Der Gateway TOPO Cloning Kit nutzt durch Anhingen eines
3’Einzelstrang-Ende an den Eingangsvektor diese Reaktion zur effizienten, gerichteten

Klonierung (CHENG und SHUMAN 2000).

Das E. coli Chromosom und die A-DNA enthalten homologe DNA-Sequenzen. Dieser
Bereich wird als Anheftungsstelle (attachment site, att) bezeichnet. Die Anheftungsstelle
des Bakteriums wird a#/B, die des Phagen a#fP genannt. Uber einen sequenzspezifischen
Rekombinationsvorgang, an denen neben den beiden arf-Bereichen die Proteine Int
(Integrase, A-codiert) und IHF (integration host factor, E. coli-codiert) beteiligt sind,
kommt es zur Integration der zirkuldren A-DNA in das E. coli Chromosom (LANDY
1989). Der Austritt der A-DNA stellt die Riickreaktion der Rekombination dar und
verlangt zwei zusétzliche Proteine (Xis [A-codiert] und Fis [E.coli codiert]). Die Proteine
fir die Rekombination sind im Gateway Clonase Enzym Mix enthalten. Jedoch wurden
im Gateway System die Anheftungsstellen (aff) modifiziert, um Spezifitidt und Effizienz

zu sichern und Stopcodons zu eliminieren (BUSHMAN et al. 1985).
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2.7.1 Klonierung in den Eingangsvektor pENTR/D-TOPO

In einem 1,5 ml Reaktionsgefil wurden 4 ul des frischen PCR Produkts mit 1 pl
Salzlésung und 0,5 ul pENTR/D-TOPO versetzt (Genkarte, s. Anhang Abb.1). Der
Reaktionsansatz wurde fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend auf

Eis gestellt.

Auf Eis wurden 100 pul chemisch kompetente One ShotTOP10 E. coli Zellen angetaut,
um dann vorsichtig mit 2 ul der TOPO Klonierungsreaktion vermengt zu werden. Es
folgte eine Inkubation fiir 20 Minuten auf Eis. Anschlieend wurden der Reaktionsansatz
fiir 30 Sekunden bei 42° C Hitzeschock behandelt und abschlie8end sofort fiir 2 Minuten
auf Eis gestellt. Auf Zimmertemperatur erwdrmtes SOC-Medium (250 pl) wurde dem
Reaktionsansatz zugefiigt und dieser wurde fiir 60 Minuten auf einem Rundschiittler

inkubiert (180 UpM, 37° C).

Der gesamte Reaktionsansatz wurde auf zwei vorbereitete Petrischalen mit LB-Agar
(50 pg / ml Kanamycin) ausplattiert. Die Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen
und tber Nacht bei 37° C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden mittels
Polymerase-Ketten-Reaktion auf die Plasmid-DNA {iberpriift (s. 2.6). Die Plasmid-DNA
wurde isoliert (s.2.12.1), sequenziert (Fa. Seqlab) und von den gepriiften Bakterien-

Kolonien wurden Dauerkulturen angelegt (s. 2.12).
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2.7.2  Klonierung in den Zielvektor pKGWFS7

Fiir die stabile Transformation in Arabidopsis thaliana wird der bindre Vektor pKGWFS7
(Genkarte, s. Anhang Abb. 2) verwendet, wobei es zur Integration des T-DNA Bereichs
in das Pflanzengenom kommt (s. auch 2.2). Die Klonierung in den Zielvektor findet
durch eine konservative Rekombination statt, wodurch es zu keinem Verlust oder Zusatz
von Nukleotiden kommt (s. 2.7). Der Zielvektor wurde aus dem VIB Institut der
Universitdt in Ghent, Belgien bezogen (KARIMI et al. 2002). Er enthielt ein GFP-GUS
Konstrukt zur transkriptionellen Promotoranalyse (s. Genkarte im Anhang Abb.1). Das
Konzentrationsverhiltnis des Eingangsvektors pENTR/D-TOPO und des Zielvektors
pKGWFS7 lag bei 4 zu % .

Folgender Reaktionsansatz wurde pipettiert und vorsichtig vermengt:

Reaktionspuffer (5 x) Il
Eingangsvektor mit Insert (pENTR/D-TOPO) 1 ul
Zielvektor (pKGWFS7) 3ul
Gateway LR Clonase Enzym Mix 1 ul
steriles dest. H,O >5ul

Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei Raumtemperatur. Zum Abbruch wurden dem
Reaktionsansatz 2 pl Proteinase K-Losung zugefiigt und fiir 10 Minuten bei 37° C
inkubiert. Das Reaktionsprodukt wurde sofort in 100 pul kompetente E. coli XL1-Blue
transformiert (s. 2.10.4). Anschlieend wurden die Kolonien mittels PCR (s. 2.6) auf das
Plasmid gepriift, die Plasmid-DNA isoliert (s. 2.12.1) und bei -20° C aufbewahrt. Von
den auf das inserierte DNA-Fragment gepriiften Kolonien wurden Dauerkulturen

angelegt (s. 2.12).
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2.8 Herstellung kompetenter Agrobakterien (4. tumefaciens)
(nach HOFGEN und WILLNITZER 1988)

Durch Agrobacterium tumefaciens vermittelte T-DNA Insertion kann Arabidopsis
thaliana stabil transformiert werden (s. auch 2.2). Agrobakterien sind Bodenbakterien,
welche Pflanzenzellen durch Insertion eines Stiicks bakterieller DNA in das pflanzliche
Genom in tumorbildende Zellen, genannt Wurzelhalsgallen, transformieren (SCHLEGEL

1992).

Fir die spitere stabile Transformation von Arabidopsis thaliana durch Vakuum
Infiltration (s. 2.2.1.1) war es notwendig den bindren Vektor pKGWFS7 in Agrobakterien
zu transformieren (s.2.8.1). Dadurch konnten gewiinschte DNA-Fragment, wie
Promotor::uidA Sequenzen (s. 2.7.2), mittels T-DNA Insertion (s. 2.2) in das Genom von

A. thaliana inseriert werden.

Zellen einer Glycerinkultur von Agrobacterium tumefaciens GV3101 wurden auf eine
1,2 % LB-Agarplatte (100 ng / ml Rifampicin) ausgestrichen und ein bis zwei Tage bei
28° C inkubiert. Eine Einzelkolonie der Bakterien wurde in 2,5 ml LB-Medium
(100 pg /ml Rifampicin) iiber Nacht bei 28° C und 150 UpM angezogen. Von der
Ubernachtkultur wurden 10 ml mit 200 ml LB-Medium bis zu einer OD von 0,6-0,8
angezogen (28° C, 150 UpM Rundschiittler), wobei jede 30 Minuten die Optische Dichte
bei 550 nm bestimmt wurde. Die Kultur wurde bei 5000 UpM in SS34 Roéhrchen fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Sediment wurde zweimal mit sterilem
TE-Puffer gewaschen und in 1/10 (=2 ml) des Ausgangsvolumen mit LB-Medium
(Tab. 2.17) resuspendiert. Die Zellen wurden in 250 ul Fraktionen in 2,0 ml
ReaktionsgefdBen aliquotiert und sofort bei -70° C eingefroren. Die kompetenten
Agrobakterien wurden freundlicherweise von Dipl.-Biol. Melanie Schroder, Institut fuir

Botanik der Universitdt Hannover, zur Verfiigung gestellt.
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Tabelle 2.16. TE-Puffer und LB-Medium

TE-Puffer Lurient Broth (LB)-Medium
(Anteile pro 1) (Anteile pro 1)
Tris / HCI, pH 8,0 10,0 mmol Hefeextrakt S5¢g
Tris / EDTA, pH 8,0 1,0 mmol NaCl 10g
Trypton 10g

- pH 7,5, NaOH

2.8.1 Transformation von Agrobacterium tumefaciens
(nach WEIGEL und GLAZEBROOK 2001)

Eine Fraktion der kompetenten Agrobakterien-Zellen (s. 2.8) wurde auf Eis aufgetaut und
5 pl der zuvor gereinigten Plasmid-DNA (s. 2.12.1) zugefiigt. Es folgte eine Sminiitige
Inkubation auf Eis. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz in fliissigem Stickstoff fiir 5
Minuten schockgefroren. Es schloss sich eine Inkubation des Ansatzes fiir 5 Minuten bei
37°C im Wasserbad an. Zur Expression der Antibiotikumresistenz wurde der
Reaktionsansatz mit 1 ml LB-Medium (s. Tab 2.16) versetzt und fiir 24 Stunden inkubiert
(28° C, 130 UpM, Rundschiittler). AnschlieBend wurden die Zellen fiir 3 Minuten bei
10000 g sedimentiert und in 250 pl LB-Medium aufgenommen. Die Proben wurden auf
1,2 % LB-Agarplatten mit Antibiotika, welches den Resistenz-Gen-Eigenschaften des
Bakterienstamms und des entsprechenden Vektors entsprach, ausgestrichen und fiir ein
bis zwei Tage bei 28° C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden auf 1,2 % LB-
Agarplatten (Tab. 2.16) vereinzelt und mittels PCR (s. 2.6), Isolierung von Plasmid-DNA
(s.2.12.1) und Sequenzierung (Fa. Seqlab, Goéttingen) tiberpriift. Von den gepriiften
Kolonien wurden Dauerkulturen angelegt (s. 2.12), die bei -80° C iiber mehrere Monate

stabil waren.
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2.9 Klonierung von PCR-Fragmenten mittels TOPO TA Cloning Kit

Das TA Cloning System beruht auf der terminalen Transferaseaktivitit einer
thermostabilen Enzyms wie der DNA-abhidngigen Tag-DNA-Polymerase. Diese
Transferase fligt am 3° Ende der PCR-Produkte ein Desoxyadenin an. Um eine
vollstédndige Verldngerung des zu amplifizierenden Bereiches und der damit verbundenen
Adenin-Uberhiinge zu gewihrleisten, erfolgt als letzter PCR-Schritt eine Extension bei

72° C fiir 10 Minuten.

Der pCR2.1-TOPO-Vektor (Genkarte, s. Anhang Abb. 3) liegt bereits in einer gedffneten
und linearisierten Form vor und besitzt zur Aufnahme der PCR-Produkte komplementire
Desoxythymidin-Uberhéinge, sodass eine direkte Ligation der DNA-Fragmente
ermoglicht wird. Bei diesem Plasmid liegt der Polylinker in einem lacZ-Gen (Abb. 2.1),
welches den aminoterminalen Teil der B-Galaktosidase kodiert. Der Polylinker
unterbricht das lacZ-Leseraster nicht. In einem geeigneten Escherichia coli-Wirtsstamm,
der auf einem Episom das lacZ-Gen fiir den carboxyterminalen Teil der 3-Galaktosidase
besitzt, fiihrt die Expression dieser Fragmente zur Synthese der aktiven -Galaktosidase.
Diese Bakterien bilden in Gegenwart des Farbstoffes X-Gal (5-Brom-4-chlor-
indoxyl-B-galaktopyranosid) und des Induktors IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktosid)
blaue Kolonien, da X-Gal durch B-Galaktosidase in 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl tiberfiihrt
wird, welches nach enzymatischer Spaltung zu einem blauen Farbstoff oxidiert. Der
Einbau der Fremd-DNA in die Polylinker-Region zerstort das Leseraster des lacZ-Gens.
Die betreffenden rekombinaten Bakterienkolonien bleiben somit in Gegenwart von X-Gal
und IPTG farblos. Dieses Verfahren wird als Blau-Weil-Selektion bezeichnet. Der

Ligationsansatz wurde wie folgt angesetzt:
frisches PCR Produkt: 4 pl
Salz-Losung: 1 ul
pCR2.1-TOPO 1 ul

Der Ansatz wurde vorsichtig vermischt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert.
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2.9.1 Transformation von One Shot E. coli-TOP 10-Zellen

Ein Reaktionsgefdl mit One Shot E. coli-TOP 10-Zellen wurde auf Eis aufgetaut. Von
dem Reaktionsansatz wurden 2 pl hinzugefiigt und fiir 20 Minuten auf Eis belassen.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 30 Sekunden bei 42° C behandelt und mit 250 pl
SOC-Medium versetzt. Es erfolgte eine einstiindige Inkubation bei 37° C (180 UpM).

Von jedem Transformationsansatz wurden 100 pl auf 1,2 % LB-Agarplatten (s.2.16)
ausgestrichen, die 40 ul des Farbstoffs X-Gal (Stammlosung: 40 mg/ml DMF) und
50 pg / ml Kanamycin enthielten.

Die Platten wurden iiber Nacht bei 37° C inkubiert, um anschlieBend die farblosen

Kolonien zur Analyse zu verwenden.

2.10 Klonierung in ein Expressionssystem

Zur spéteren Exprimierung der Proteine wurden die durch PCR amplifizierten cDNA-

Nukleotidfolgen in ein Expressionssystem transformiert.

Der Expressionsvektor pQE-30 (Fa. Qiagen, Genkarte, s. Anhang Abb. 4) hat neben einer
Ampicillinresistenz, vermittelt durch das B-Lactamasegen, auch einen lac-Operator, der
die regulierte Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli erlaubt. Die
Proteinsynthese wird durch hohe Level an lac-Repressoren reprimiert und kann gezielt
durch Zugabe des Induktors IPTG reguliert werden. Am 5°Ende der Polylinker-Region
befindet sich eine 6 x His-Tag codierende Sequenz (s. Anhang, Abb. 4), die eine spitere
Reinigung des Proteins iiber Ni*-NTA (s.2.13.1) ermdglicht. Unmittelbar vor dem
6 x His-Tag liegt das Startcodon, welches wihrend der Translation durch den genetischen
Kode in die Aminosdure Methionin umgeschrieben wird. Es ist dabei darauf zu achten,
dass die Nukleinsduresequenzen im Leseraster des Vektors liegen, wenn sie mit diesem

legiert werden.
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2.10.1 Restriktionsanalyse

Die Restriktionsanalyse wird zur Charakterisierung, Isolierung und Identifizierung
doppelstrangiger DNA eingesetzt. Die Grundlage bildet die Aktivitdit von
Restriktionsenzymen bakteriellen Ursprungs, welche an spezifischen Erkennungsstellen
doppelstrangiger DNA binden und die Phosphodiesterbindungen hydrolytisch spalten.
Bei der Restriktion konnen je nach verwendetem Enzym stumpfe (b/unt ends) oder

kohédsive Enden (sticky ends) entstehen.

In einem Restriktionsansatz wurde die zu analysierende DNA mit dem gewiinschten
Restriktionsenzym unter definierten Pufferbedingungen eine Stunde bei 37° C inkubiert.
Die entstandenen Restriktionsfragmente haben eine definierte Lange und konnten durch

Agarosegel-Elektrophorese (s. 2.6.1) identifiziert werden.

Tabelle 2.17. StandardméBiger Restriktionsansatz. Alternativ wurden 10 U Enzym bei der
Restriktion von Vektor-DNA eingesetzt.

Puffer (10 x) 1 ul
Restriktionsenzym (1 U) je 0,1 pul
Nukleinsdure (1 pg): y ul
steriles dest. H,O : > 10 pl

Es fanden Restriktionsendonukleasen der Firmen GeneCraft, Eurogentec oder MBI

Fermentas Anwendung.

2.10.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden DNA-Abschnitte legiert, indem Phosphodiesterbriicken
zwischen dem 5’'Phosphat-und dem 3'Hydroxy-Ende der doppelstringigen DNA von
zwei DNA-Abschnitten entstehen. Die Randabschnitte miissen dabei zueinander
komplementér sein, welches durch Verwendung identischer Restriktionsendonukleasen
gewihrleistet ist. Hauptkomponente der Ligation ist die T4-Ligase, welche die Ligation

initiiert.
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Tabelle 2.18. Standard Ligationsansatz.

Vektor-DNA (3-30 fmol / 1) y ul
Insert-DNA (9-30 fmol / I) y ul
Ligase-Reaktionspuffer (5 x) 2 ul
T4-Ligase (1 U) 1 pl
steriles dest. H,O (max. 15 pul) >20 pl

Der Ansatz wurde 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Der Anteil der DNA-Abschnitte war von der vorliegenden Nukleotidlange des Vektors
und des zu konjugierenden Inserts abhingig. Das Verhiltnis von Vektor zu Insert lag im
Allgemeinen bei 1:3. Es fanden Ligationssysteme der Firmen New England Biolabs und

Invitrogen Verwendung.

2.10.3 Herstellung kompetenter Escherichia coli
(nach NISHIMURA et al. 1990)

Zellen einer Glycerinkultur von E. coli XL1-Blue wurden auf eine Agarplatte (LB-
Medium, 12,5 pg/ ml Tetracyclin) ausgestrichen. Eine Einzelkolonie wurde in 2,5 ml
LB-Medium (12,5 pg / ml Tetracyclin) tiber Nacht bei 37° C und 180 UpM angezogen. In
einem Erlenmeyerkolben wurden 1 ml dieser Ubernachtkultur mit 200 ml Medium A
(Tab. 2.20) tberfithrt und die Zellen bei 37° C unter Schiitteln bis zur mittleren
logarithmischen Phase hochgezogen. Dabei wurde jede Stunde die Optische Dichte bei
600 nm im Photometer bestimmt. Bei einer ODgo 0,4-0,5 war die gewiinschte Zelldichte
erreicht. Die Zellkultur wurde nun fiir 10 Minuten auf Eis gestellt. Die Suspension wurde
anschlieBend in sterile SS34-Zentrifugenrohrchen tberfiihrt und die Bakterien fiir 10
Minuten bei 1500 g und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert
und das Sediment sanft durch leichtes Schwenken im Eisbad in 0,25 ml Medium A (4° C)
und 1,25 ml Medium B (4° C) resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde auf Eis in
sterile und vorgekiihlte 2 ml Reaktionsgefdfle aliquotiert (0,1 ml pro 2,0 ml Gefid3) und

sofort bei -70° C eingefroren.

Die Kompetenz der Bakterien wurde mit dem Vektor pCR2.1-TOPO iiberpriift und lag
bei 10°-107 Zellen / pg DNA.
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Tabelle 2.19. Medien fiir die Herstellung kompetenter Zellen.

Medium A (4° C) Medium B (4° C)
Anteile pro 1 LB-Medium, pH 7.0 Anteile pro 1 LB-Medium, pH 7.0
(Tab. 2.16) (Tab. 2.16)

10,0 ml MgSO4 x 7 H,O 12 ml MgSO4x 7 H,O
(1 molar) (1 molar)
0,2% w/V Glukose 36 % v/V Glycerin
SOC-Medium

(Anteile pro 1)
20,0 g Trypton
15,0 g Hefeextrakt

0,5¢g NacCl
10,0 ml KCI (250 mmolar)
- pH 7,0, NaOH

Nach dem Autoklavieren Zugabe von:
5,0 ml MgCl; (2 molar)
20,0 ml Glukose (1 molar)

2.10.4 Transformation von Escherichia coli XLL1-Blue
(nach NISHIMURA et al. 1990)

Im Eisbad wurden 100 pl kompetente Zellen aufgetaut und vorsichtig mit der Plasmid-
DNA vermischt. Der Ansatz verblieb 30 Minuten im Eis und wurde fiir 60 Sekunden bei
42° C inkubiert und dann fiir 2 Minuten auf 0° C abgekiihlt, bevor er mit 0,5 ml SOC-
Medium versetzt wurde. Zur Expression der Antibiotikumresistenz wurde der Ansatz bei

37° C und 180 UpM fiir eine Stunde geschiittelt.

Der gesamte Transformationsansatz wurde auf 1,2 % LB-Agarplatten (Tab. 2.16) mit
Antibiotikum, welches den Resistenz-Gen-Eigenschaften des Vektors und des Bakteriums
entsprach, ausplattiert und tiber Nacht bei 37° C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien
wurden auf das Plasmid durch PCR (s. 2.6), Isolierung der Plasmid-DNA (s. 2.12.1) und
Sequenzierung (Fa. Seqlab, Gottingen) gepriift.
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2.11 Gerichtete Mutagenisierung (Site Directed Mutagenesis)

Der Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit (Fa. Stratagene) bietet die Moglichkeit
spezifische Nukleotide auszutauschen, um eine Beziehung zwischen Struktur und
Funktion verschiedener Aminosduren bei der Genexpression festzustellen. Die Plasmid-
DNA wird hierbei mittels einer proof reading-Polymerase amplifiziert und dabei werden
einzelne Basen innerhalb gewihlter Oligonukleotide ausgetauscht. Nach der PCR folgt
ein Verdau mit der Endonuklease Dpnl (Zielsequenz: 5-Gm°ATC 3"), die spezifisch
methylierte und hemimethylierte DNA verdaut. Die isolierte Plasmid-DNA aus TOP 10
E. coli Zellen ist methyliert. So kann der Orginalstrang durch die Verwendung von Dpnl

verdaut werden, ohne dass das mutagenisierte Plasmid angegriffen wird.

Die verwendeten Oligonukleotide miissen die gewiinschten Mutationen tragen und an
derselben Stelle der Sequenz an gegeniiberliegenden Seiten des Plasmids binden. Dabei
liegt die gewiinschte Mutation in der Mitte der Oligonukleotide, mit jeweils 10 bis 15
Basen korrekter Sequenz an jeder Seite. Die Oligonukleotide wurden von der Firma
Thermo-Hybaid synthetisiert und FPLC gereinigt. Folgende Formel wurde zur Ermittlung
der Ty, der Oligonukleotide benutzt:

Tm= 81,5+ 0,41(% GC) — 675 / N-% Fehlanpassung

N - Oligonukleotidlinge in Basen; Werte von % GC und % Fehlanpassung in ganzen
Zahlen

Tabelle 2.20. Pipettierschema.

Reaktionspuffer (10 x) 5l
Plasmid-DNA (5-50 ng) y ul
5’-Oligonukleotid (125 ng) 1l
3’-Oligonukleotid (125 ng) 1 ul
dNTP Mix 1 pl
steriles dest. H,O > 50 pl

PfuTurbo DNA Polymerase (2,5 U ) 1 ul
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Tabelle 2.21. Grundeinstellung des Thermozyklers.

Hot Start 95°C 0,5 min

Denaturierung 94° C 0,5 min

Anlagerung  70-80° C 1 min }16 Zyklen
Elongation 68° C 2 min / kBp = 9,6 min

Die Anlagerungstemperatur fiir die jeweiligen Oligonukleotidkombinationen wurde
entsprechend angepasst und lag 5° C unter dem entsprechenden Tn,-Wert. Es fand eine
proof reading-Polymerase der Firma Stratagene (Pfu-Turbo) Verwendung.

Direkt nach jeder Amplifikationsreaktion wurde 1 ul Dpnl (10 U/ pl) zugefiigt und
vorsichtig mit dieser vermischt. Der Reaktionsansatz wurde zentrifugiert (10000 g, 30 s)

und die parentale DNA fiir eine Stunde bei 37° C verdaut.

Die mutagenisierte Plasmid-DNA wurde nach Abschluss des Verfahrens mittels einer
leicht veranderten Hitzeschocktransformation (s. 2.46) unter der Verwendung von Falcon
2059 Polypropylen Behiltern in kompetente Escherichia coli XL1-Blue Zellen
transformiert. 50 ul der dem Reaktionsmix zugehorigen XL1-Blue Zellen wurden
vorsichtig auf Eis aufgetaut vorsichtig mit 1 pl der Dpnl-behandelten DNA vermengt.
Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 Minuten auf Eis belassen, um dann fiir 45 Sekunden
mit 42° C behandelt zu werden. Der Ansatz wurde fiir zwei Minuten auf Eis belassen und
anschlieBend mit 500 upl NZY" Broth Medium (s.u.) versetzt zu werden. Der
Transformationsansatz wurde fiir eine Stunde auf einem Rundschiittler (37° C, 220 UpM)
inkubiert und anschlieBend auf Selektionsagarplatten (1,2 % LB-Medium, 100 pg/ ml
Ampicillin) tiber Nacht bei 37° C inkubiert. Die Selektion der Kolonien erfolgte mittels
Blau-WeiB-Selektion (s. 2.9). Die weiflen Kolonien wurden per PCR (s. 2.6), Isolierung
der Plasmid-DNA (s. 2.12.1) mit jeweils anschlieBender Agarosegel-Elektrophorese
(s. 2.2.1) und Sequenzierung durch die Fa. Seqlab identifiziert. Ein Klon mit gewiinschter
Punktmutation wurde fiir die ndchste Mutagenisierungsrunde verwendet. Fiir den

Versuch waren vier Mutagenisierungsschritte notwendig.
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Tabelle 2.22. NZY+ Broth Medium

Anteile pro |
10,0 g NZ Amin
5,0 g Hefeextrakt
5,0 g NaCl
- pH 7,5, NaOH

Nach dem Autoklavieren Zugabe von:
12,5 ml MgCl; (1 molar)
12,5 ml MgSO, (1 molar)
20,0 g Glukose

2.12 Anlegen von Bakterien-Dauerkulturen

Priparation ist bei -80° C fiir mehr als zwei Jahre haltbar.

Tabelle 2.23. Glycerinmedium

Anteile pro |
LB-MediumpH 7,5 500 ml

Glycerin 500 ml

In ein steriles 50 ml R6hrchen wurden 10 ml des entsprechenden Fliissigmediums gefiillt
und mit einer Einzelkolonie zuvor vermehrter Bakterien angeimpft. Die Zellen wurden
bei 37° C bis zur spdten logarithmischen Phase inkubiert (160 UpM, Rundschiittler).
Anschliefend wurden 4,5 ml eines sterilen Glycerinmediums zur Kultur gegeben und gut

durchmischt. Diese Suspension wurde in sterile 1,5 ml Reaktionsgeféfle aliquotiert. Die
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2.12.1 Préparation von Plasmid-DNA aus Bakterien
(verdandert nach BIRNBOIM und DoOLY 1979)

Diese Aufarbeitung beruht auf der selektiven Entfernung von Bakterien-DNA, welche
abweichend von Plasmid-DNA mit der Plasmamembran assoziiert ist. Die Plasmid-DNA
konnte in Form einer Mini-Priparation gewonnen werden, dabei waren pro Ansatz bis zu

50 png DNA zu erwarten.

Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli Zellen

Die Bakterien mit rekombinanten Plasmiden wurden in LB-Ndhrmedium (2,5 ml) auf
einem Rundschiittler bei 180 UpM iiber Nacht bei 37° C angezogen. Dem Néhrmedium
wurde das den der Resistenz-Gen-Eigenschaften der Plasmide entsprechende

Antibiotikum (s. Tabelle 2.38) hinzugefuigt.

Aus 1,5 ml einer solchen Uber-Nacht-Kultur wurden die Bakterien zentrifugiert (12000 g;
1 min) und in 0,3 ml Puffer P1 (100 pg/ ml RNase A) resuspendiert. Nach Zugabe von
0,3 ml Puffer P2 wurde die Mini-Praparation fiir 5 Minuten bei RT belassen, dann mit
0,3 ml Puffer P3 versetzt, 10 Minuten im Eisbad inkubiert und anschlieBend fiir
15 Minuten bei 15000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Fillung der Plasmid-
DNA abgenommen und dazu mit 800 ul Isopropanol versetzt; anschlieend wurde bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten bei 15000 g zentrifugiert und das erhaltene DNA-
Sediment mit eiskaltem 800 pl 70 %igem Ethanol versetzt und fiir 20 Minuten bei
15000 g zentrifugiert, um die Salze auszuwaschen. Die ausgewaschene DNA wurde
getrocknet, und abschlieBend in 40 pl sterilem, destilliertem Wasser gelost und bei -20° C
aufbewabhrt.

Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaciens Zellen

Die Isolierung der Plasmid-DNA folgte demselben Protokoll wie dem der E. coli Zellen.
Jedoch erfolgte die Inkubation der Bakterien bei 28° C und 150 UpM.

Nach geeigneter Verdiinnung wurde die Konzentration der Plasmid-DNA, wie unter 2.5.1
beschrieben, errechnet. Alternativ. wurde mit dem QIAprepSpin Miniprep Kit (Fa.
Qiagen) gearbeitet.
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Tabelle 2.24. Puffer fiir die Plasmid-DNA Isolierung

Puffer P1 (4° C) Puffer P2 (RT) Puffer P3 (4° C)
(Anteile pro 1) (Anteile pro 1) (Anteile pro 1)
50 mmol Tris / HCI, pH 8,0 200 mmol NaOH 3,0 mol K-Acetat, pH 5,5
10 mmol EDTA 1% w/V SDS

2.13 Heterologe Expression in Escherichia coli

Im Folgendem werden die Methoden fiir die heterologe Expression in E. coli Zellen

vorgestellt.

2.13.1 Enzymisolierung

Uber Nacht wurden 50 ml der pQE-30 haltigen Bakterienkultur bis zu einer Optischen
Dichte von 0,6-0,8 in LB-Ndhrmedium (inkl. 100 pg / ml Ampicillin) angezogen (37° C,
180 UpM, Rundschiittler).

In 120 ml frisches Niahrmedium wurden 0,5 ml der Ubernachtkultur mit gleicher
Antibiotikumkonzentration {iberimpft. Die Bakteriensuspension wurde bis zu einer
Optischen Dichte von 0,6-0,8 (37° C, 180 UpM) angezogen, wobei diese im Abstand von
30-60 Minuten bei 600 nm iiberpriift wurde. Nach einer Inkubation mit 0,5 mmolar IPTG
(30 min, 37°C, 180 UpM, Rundschiittler) wurden die plasmidhaltigen Zellen
abzentrifugiert (10 min, 5000 g, 4° C) und zum Aufschluss der Zellen iiber Nacht bei-
20° C eingefroren. Nach Auftauen der Zellen auf Eis wurden sie in 3,5 ml Lysispuffer
gelost, mit DNase (5 pg/ml) und Lysozym (1 mg / ml) versetzt und fiir 60 Minuten auf
dem Eis vorverdaut, um anschlieBend durch einen Homogenisator (4° C) aufgeschlossen
zu werden. Durch Zentrifugation (10 min, 5000 g, 4° C) kam es zur Abtrennung der
16slichen Proteine von den Membranbruchstiicken. Die Membranbruchstiicke wurden bei
-20° C eingefroren, wihrend der Uberstand mit 200 ul Ni*-NTA versetzt und 30 Minuten
im Rundschiittler gehalten wurde (140 UpM, 4° C).
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Im Anschluss wurde fiir eine Minute bei 650 g (4° C) zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Ni*-NTA mit den gebundenen Proteinen mit 5 ml Waschpuffer
zweimal gewaschen. Das Sediment wurde mit 0,5 ml Elutionspuffer versetzt, bei 650 g
fiir eine Minute (4° C) zentrifugiert und der Uberstand mit den nativ isolierten Proteinen
aufbewahrt. Dieser Schritt wurde bis zu dreimal wiederholt. Jedem Schritt wurden 3-
10 pl fiir ein SDS-Polyacrylamidgel abgenommen und mit 10 pl 2 x SDS-Puffer versetzt.
Die Aufbewahrung der isolierten Proteine erfolgte bei 4° C. Um unspezifische Bindungen
herabzusetzen wurden geringe Konzentrationen Imidazol im Lysispuffer (10 mmolar

Imidazol) und im Waschpufter (20 mmolar Imidazol) zugegeben.

Tabelle 2.25. Puffer fiir die Enzymextraktion

Lysispuffer (4° C), Waschpuffer (4° C), Elutionspuffer (4° C),
(Anteile pro 1) (Anteile pro 1) (Anteile pro 1)
300 mmol NacCl 300 mmol NacCl 300 mmol NacCl
50 mmol NaH,PO, 50 mmol NaH,PO, 50 mmol NaH,PO,
10 mmol Imidazol 20 mmol Imidazol 250 mmol Imidazol
- pH 8,0, NaOH - pH 8,0, NaOH - pH 8,0, NaOH

2.13.2 Esen-Test
(nach ESEN 1978)

Mit diesem optischen Schnellbestimmungstest wurde gepriift, ob sich Protein im Eluat
befand. Je 20 ul Proteinlosung (inkl. 0,1-1,0 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA)-
Eichreihe) wurden auf Whatman Papier (Fa. Schleicher & Schuell) aufgetropft, sodass
der Radius moglichst gering blieb. Das Papier wurde getrocknet und dann fiir 15 Minuten
in Esen-Losung geschwenkt. AbschlieBend wurde die Esen-Losung unter laufendem
Wasser abgespiilt, sodass das Papier fast wieder seine urspriingliche Farbe hatte. Die
Proteine zeigten je nach Konzentration eine mehr oder minder ausgeprigte blaue Farbung
und konnten durch den Standard optisch abgeglichen werden. Bei ausreichend positiven

Ergebnis wurde die Konzentration des Enzyms mit dem Bradford-Assay bestimmit.
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Tabelle 2.25. Esen-Losung

Anteile pro |
0,1%w/V Coomassie Brillantblau G-250

65,0% v/V dest. H,O
25,0%v/V Isopropanol
10,0%v/V Eisessig

2.13.3 Bradford-Assay
(nach BRADFORD 1976)

Der quantitative Nachweis des Proteingehalts erfolgte mittels des Bradford-Assays. Die
Konzentrationsbestimmung wird durch Nachweis funktioneller Proteingruppen mit
Coomassie Brillantblau bei 595 nm bestimmt. Der Farbstoff bindet unspezifisch an
kationische und unpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine. Die Proteinlosung
(20 pul) wurde mit 1 ml Bradford-Reagenz vermischt (inklusive BSA-Eichreihe, 0,1-1
mg / ml) und nach 30minttiger Inkubation in Dunkelheit die Extinktion bei 595 nm
gemessen. Gegen eine Eichreihe mit BSA (Stammlosung: 1 mg/ml) konnte die

Konzentration bestimmt werden, welche im Allgemeinen um 0,5 pg / ul lag.

Tabelle 2.26. Bradford-Reagenz

Anteile pro |
100 mg /1 Coomassie Brillantblau G250 in

50ml/1 Ethanol (99,8 %) 16sen

Anschlieend Zugabe von:
100 ml /1 Phosphorsdure (85 %)
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2.14 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)
(nach LAEMMLI 1970)

Proteine haben durch die Mischung geladener Aminoséuren im Allgemeinen eine positive
oder negative Nettoladung. Bei der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese befinden sich
die Polypeptide in einer Ldsung (2 x SDS Puffer), welche Natriumdodecylsulfat
(SDS, Sodium Dodecyl Sulfate) enthélt. SDS ist ein anionisches Detergenz und {iberdeckt
die Eigenladung der Polypeptide durch Bindung an die hydrophoben Regionen. Dadurch
werden die Polypeptide aus ihrer Assoziation mit anderen Proteinen entlassen und liegen
frei I6sbar im 2 x SDS Puffer vor. Gleichzeitig werden die Disulfidbriicken der Proteine

durch DTT als reduzierende Substanz zerstort.

Bei der SDS-PAGE werden zwei unterschiedliche Polyacrylamidgele verwendet, die iiber
einen glycinhaltigen Laufpuffer verbunden werden. Wenn die Proteine das Trenngel
erreichen, kommt es durch den pH-Wert von 8,8 und die geringere Porengrofe des Gels
zu einer Verzogerung der Laufgeschwindigkeit. Die Proteine werden nach ihrer molaren
Masse aufgetrennt und anschlieBend durch Anfirben mit Coomassie Brillantblau
dargestellt. Mittels einer ,,Proteinleiter” wird die Gré8enordnung der Proteine ermittelt.

Die Auswertung erfolgt durch Bestimmung des Retentionsfaktors (s. 2.16.4).

Fiir drei Minuten wurden 20 ul der Probeldsung, bestehend aus 10 pl 2 x SDS Puffer, 0,1
mol/l DTT und 10 pl Proteinlosung, auf 95° C erhitzt, und anschlieBend vollstindig auf
dem Gel aufgetragen. Zusétzlich wurden 7 pl einer 10-160 kDa Proteinleiter (Fa. MBI

Fermentas) aufgetragen.

Anhand dieser wurde, mittels der RgWerte, die GroBe der unbekannten Proteine
bestimmt. Die Laufzeit betrug ungefihr 90 Minuten. AnschlieBend erfolgte eine
Anfirbung der Proteine in der Firbelosung fiir 30-60 Minuten. Uberschiissige
Féarbelosung wurde abschlieBend durch Entfirbelosung ausgewaschen (30-60 min), bis

die Proteine deutlich zu erkennen waren.
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Tabelle 2.27. Losungen fiir die SDS-Gel Analyse

2 x SDS Puffer (Anteile pro 1) 5 x TGE Puffer (Anteile pro 1)

0,09 mol  Tris/HCI, pH 6,8 1,25 mol Tris / NaOH, pH 8,3
20,00 % v /V Glycerin 1,25 mol Glycin, pH 8,3
2,00% w/V SDS 0,5% w/V SDS

0,02 % w/V Bromphenolblau

Farbelosung (Anteile pro 1) Entfirbelosung (Anteile pro 1)
25,0 % v/ V Isopropanol 25,0 % v/ V Isopropanol
10,0 % v/ V Eisessig 10,0 % v/ V Eisessig
65,0% v/V dest. H,O 65,0 % v/V dest. H,O

0,1 % w/V Coomassie R 250

Polyacrylamidgel-Zusammensetzung

10 ml Trenngel (10 %): 4000 ul dest. H,O
3300 pul Acrylamid 2K Mix (30 %)
2500 pl Tris/HCI, pH 8,8 (1,5 molar)
100 ul SDS (10 %)
100 ul Ammoniumpersulfat (10 %)
4 ul TEMED

4 ml Sammelgel (5 %): 2700 pl dest. HO
670 ul Acrylamid 2K Mix (30 %)
500 ul Tris/HCI, pH 6,8 (1,0 molar)
40 ul SDS (10 %)
40 ul Ammoniumpersulfat (10 %)
4 ul TEMED

2.15 Herstellung von Liposomen

Phospholipide lagern sich in Anwesenheit von Wasser spontan zu geschlossenen
Membransystemen zusammen, wodurch diinne Lipidschichten oder -stapel bzw.
Liposomen gebildet werden. Um einschichtige Liposomen zu garantieren, die einen
gleichmiBigen Angriff des Enzyms gewihrleisten, werden diese Ultraschallwellen
ausgesetzt. Liposomen aus 95 Mol % Phosphatidylcholin (PC) aus Soja und 5 Mol %
bis-BODIPY-PC dienten als Substrat fiir den Enzymtest der exprimierten Proteine.



Material und Methoden 53

bis-BODIPY-PC (M; 1029,80) ist ein an beiden Fettsduren derivatisiertes Phospholipid,
das unter UV-Licht griin fluoresziert. Durch Miteinbau des bis-BODIPY-PCs in die
Liposomen ist eine spitere Dokumentation der Ergebnisse am Transilluminator méglich.
Das bis-BODIPY wird durch Phospholipasen A in Fettsdure und Lysophosphatidylcholin
gespalten. Liposomen und ihre Vorstadien sind licht- und sauerstoffempfindlich, deshalb
wurden alle Versuche unter Stickstoffatmosphére durchgefiihrt. Zudem wurden Versuche
mit 3-BODIPY-PC (M, 881,93) oder BODIPY-FL DHPE (M; 1067,23) anstelle des bis-
BODIPY-PC durchgefiihrt. Neben denselben fluoreszierenden Eigenschaften wie bis-
BODIPY-PC, besitzt B-BODIPY-PC an der sn2-Position eine fluoreszenzmarkierte
Fettsdure, wihrend BODIPY-FL DHPE eine andere Kopfgruppe als bis-BODIPY PC
hat. Alle fluoreszenzmarkierten Phospholipide wurden von der Firma MoBiTec bezogen.
Es wurde eine Stammlosung mit 1 pg /ul Liposomen hergestellt, welche zu 95 Mol % aus
PC (Mr 758,07) und zu 5 Mol % aus eines der bis-BODIPY-Substrate bestand. Dazu
wurde die gewiinschte Menge bis-BODIPY-Substrat im Glasgefdl unter Stickstoff
eingedampft, mit der bendtigten Menge PC versetzt und zum Losen mit 100 pl
Chloroform vermengt. Das PC/bis-BODIPY-Gemisch wurde unter Stickstoff
eingedampft. Puffer 1 wurde bis zu einer Endkonzentration von 1 ug/ ul Liposomen
zugegeben, die Lipide darin resuspendiert und fiir fiinf Minuten Ultraschallwellen

ausgesetzt. Die Suspension wurde unter Lichtausschluss bei -20° C gelagert.

Tabelle 2.28. Puffer 1 fiir die Liposomenherstellung

Anteile pro |
50,0 mmol Tris / HC1

100,0 mmol KCl
0,1 % v/V  Natriumdeoxycolat
- pH 8,0
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Biochemische Methoden

Im Folgendem werden die Methoden beschrieben, welche auf biochemischen Grundlagen

beruhen.

2.16 Bestimmung der enzymatischen Aktivitiit

Um die Aktivitdit der isolierten Enzyme nachzuweisen, wurden eindimensionale

Diinnschichtchromatographien durchgefiihrt.

Das Prinzip der Chromatographie nach MARTIN und SYNGE (1941) beruht auf der
Trennung verschiedener Stoffe, die unterschiedlich auf einer stationidren Phase (hier:
Kieselgel) adsorbieren (COHN 2002). Je stirker die Adsorption ist, desto groBer ist die
Retention des jeweiligen Substrates. Die Diinnschichtchromatographie ist somit auch fiir
die Auftrennung dhnlicher Produkte geeignet. Hier wird sie verwendet, um eine Spaltung
des fluoreszierenden Phospholipids bis-BODIPY-PC (und Derivate) zu beobachten,

welche auf der Enzymaktivitdt von Phospolipase A beruht.

2.16.1 Enzymtest I mit Liposomen

Die entsprechende Puffermenge wurde vorgelegt und mit der gewdhlten
Inhibitorkonzentration versetzt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe des Enzyms. Es
wurden jeweils 0,5 oder 1,0 ug Protein fiir den Enzymtest mit dem Gesamtvolumen von
100 pl eingesetzt. Dann wurden der Reaktion 3 pg Liposomen zugefiigt und alles kurz

vermengt. Je nach Zielsetzung des Experiments wurde unterschiedlich verfahren:

Fir die Bestimmung des pH-Optimums wurde mit verschiedenen Puffern inkubiert
(33° C, im Wasserbad). Aufgrund der Spannbreite der pH-Werte (4,5-9,0) wurde mit
unterschiedlichen Puffersystemen gearbeitet. Der Einfluss der unterschiedlichen Systeme

auf die Enzymaktivitit wurde durch Anwendung identischer pH-Werte ermittelt.
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Fiir die Ermittlung der optimalen Inkubationsdauer wurde beim optimalen pH-Wert mit

unterschiedlichen Zeiten inkubiert (33° C).

Fiir die Ermittlung der Ca*'-Abhiingigkeit wurde mit dem optimalen pH-Wert und der
ermittelten Inkubationsdauer mit unterschiedlichen Calciumionen-Konzentrationen bzw.

Magnesiumionen-Konzentrationen gearbeitet.

Fiir die Ermittlung der Inhibitorwirkung auf das Enzym, wurde bei optimalem pH-Wert
und optimaler Inkubationszeit mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen gearbeitet.
Bei Verwendung des Inhibitors HELSS war aufgrund seiner irreversiblen Bindung an das

Enzym eine 30miniitige Prainkubation ohne Liposomen erforderlich.

Fiir Ermittlung der Hintergrundaktivitét diente der jeweilige Puffer mit Liposomenzusatz.
Es wurden 100 pl der Gesamtansatzes in der Diinnschichtchromatographie verwendet
(s. 2.17.2). Durch Zugabe der Enzymlosung (Tris, pH 8,0) zu dem Puffersystem war die
Pufferkapazitit nicht ausreichend, um eine pH-Wert Abweichung zu verhindern.
Aufgrund dessen wurde die Abweichung am pH-Meter ermittelt und als effektiver pH-
Wert in die Ergebnisse einbezogen. Die Zugabe von Liposomen hatte keinen Effekt auf

den pH-Wert.

Tabelle 2.29. Verwendete Puffersubstanzen und effektive pH-Werte

Puffersubstanz [pro 1] eingestellter pH-Wert effektiver pH, Zugabe von effektiver pH, Zugabe
5 % Eluat von 1 % Eluat
50 mmol MES, 1 mmol 4,50 5,50 4,90
CaCl, x 2 H,O 5,5 6,00 5,70
6,20 6,60 6,40
6,80 7,24 6,90
25 mmol HEPES, 6,80 7,30 7,00
1 mmolCaCl, x 2 H,O 7,20 7,41 7,30
7,80 7,80 7,80
25 mmol HEPES 7,20 7,41 7,30
50 mmol Tris, 1 mmol 7,80 8,00 7,80

CaCl; x 2 H,O 9,00 9,00 9,00
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Tabelle 2.30. Liste der verwendeten Inhibitoren”
= AACOCF; (Arachidonyltrifluoromethyl ketone): Arachidonsdure-Analogon, das
beim Menschen cytosolische PLA; hemmt

= ETYA (5,8,11,14-cicosatetrayonic acid): Inhibitor von PLA,, Cyclooxygenase und
verschiedenen Lipoxygenasen

= HELSS (=BEL; E-6-(bromomethylene) tetrahydro-3-(1-naphtalenyl)-2H-pyran-2-
one): Irreversibler Inhibitor der Calcium unabhidngigen PLA,;, hemmt auch
abgeschwicht cPLA, (Faktor 1000)

= NDGA (Nordihydrogaiaretsdure): Hemmstoff der Lipoxygenase
= PACOCEF; (Palmitoyl trifluoromethyl ketone): Reversibler Inhibitor der iPLA,

" Samtliche Inhibitoren wurden in DMSO geldst.

2.16.2 Eindimensionale Diinnschichtchromatographie

100 pl aus dem Enzymtest wurden mit 200 pl Stopplosung versetzt und 20 Minuten im
Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pul 0,1 molare KCI-Lésung und 50 pl
Chloroform zugefiigt, vermengt und tiber Nacht bei -20° C aufbewahrt, um eine
moglichst vollstindige Entmischung der Phasen zu gewihrleisten. Nach einer
30sekiindigen Zentrifugation bei 10000 g wurden 100 pl der unteren Chloroformphase
abgenommen und in eine neues ReaktionsgefiBl iiberfiihrt. Der Uberstand wurde
verworfen und das Chloroform unter Stickstoffatmosphédre abgedampft. Das Sediment
wurde in 10 pl Chloroform resuspendiert und mit einer Glaskapillare vollstdndig auf eine
Diinnschichtplatte (Kieselgelplatte 60, Fa. Merck) 2 cm iiber dem unteren Rand
aufgetragen und in eine Laufkammer gestellt, welche das Laufmittel bereits enthielt. Als
Standards wurden ein Diacylglycerin- und ein Lysophophatidylcholin-Fettsdure-Standard
(Auftrag je ca. 4 pl) verwendet. Die Laufzeit betrug ungefidhr 90 Minuten. Der Versuch
wurde in Dunkelheit durchgefiihrt. Das Laufmittel war durch den unterschiedlichen
Dampfdruck der Komponenten einem Alterungsprozess unterworfen und wurde laufend

erneuert.
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Tabelle 2.31. Materialien fiir den Enzymtest

Stopplosung (-20° C) Laufmittel
400 ml Methanol 130 ml Chloroform
200 ml Chloroform 50 ml Methanol

& ml dest. H,O

Tabelle 2.32. Herstellung der Standards

Lysophophatidylcholin-Fettsdurestandard (-20° C)
740 ul Tris (50 mmol), pH 5,6
100 pl Triton-X 100 (10 %)
100 ul CaCl, (100 mmol)
50 ul bis-BODIPY-PC (320 mmol)
2 ul PLA, (1200 U / ml), Fa. Sigma, P9279
- Inkubation 30 min, 37° C
Extraktion wie beschrieben,
Aufnahme in 100 pl Ethanol

Diacylglycerin-Standard (-20° C)
1000 ul KH,PO, (100 mmol), pH 6,0
50 ul CaCl, (100 mmol)
10 ul bis-BODIPY-PC (0,32 mmol)
5 ul Triton-X 100 (10%)
5ul PLC Typ XI (0,5 U/ ml), Fa. Sigma, P74147
- Inkubation 60 min, 37° C
Extraktion wie im Text,
Aufnahme in 100 pl Ethanol
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2.16.3 Enzymtest Il nach VIEHWEGER
(nach VIEHWEGER et al. 2002)

Hierzu wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll 40 pl Kaliumphosphatpuffer mit 0,1; 0,5
und 1,0 pg Enzym und 2 mmol bis-BODIPY-PC versetzt und bei 34° C im Wasserbad im
Dunkeln inkubiert. Um die optimale Reaktionszeit festzustellen, wurde die
Inkubationsdauer variiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 150 pl Stopplésung
(Tab. 2.31) nach einer 30miniitigen Inkubation beendet (100 UpM, Rundschiittler,
Dunkelheit). AnschlieBend wurden 50 pl 0,1 mmolare KCl-Losung (4° C) und 50 pl
Chloroform mit dem Reaktionsansatz vermengt. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei -20° C
zur besseren Phasentrennung gelagert und anschliefend zentrifugiert (1 min, 13000 UpM,
Heraeus Biofuge 15). Die Chloroformphase wurde abgenommen und in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefdl tiberfiihrt, danach wurde die Probe unter Stickstoff langsam eingedampft
und anschliefend wieder mit 10 pl Chloroform geldst. Die Gesamtmenge wurde mittels
einer Glaskapillare auf eine Diinnschichtplatte (Kieselgel 60, Fa. Merck) wie unter 2.16.2
beschrieben aufgetragen. Zur Ermittlung der Hintergrundaktivitit diente der jeweilige
Puffer mit bis-BODIPY-PC Zusatz. Als Standard wurden die unter 2.32 beschriebenen
DAG- und LysoPC-Standards verwendet.

Dieser Test wurde sowohl ohne als auch mit Detergenz (0,01 % Triton-X 100, 0,1 %
SDC) durchgefiihrt.

Tabelle 2.33. Kaliumphosphatpuffer

Anteile pro |
5,0 mmol Kaliumphosphatpuffer, pH 7,8

5,0 mmol KCI

0,1 mmol EDTA

1,0 mmol DTT
300,0 mmol Saccharose
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2.16.4 Auswertung der Chromatogramme

Die Dokumentation erfolgte mittels UV-Licht am Transilluminator, indem die
Fluoreszenz der Substrate mit einer Videokamera festgehalten wurde. Nachdem {iber den
Retentionsfaktor (Rf) die Zugehorigkeit der Banden bestimmt wurde, erfolgte die
Auswertung des Fotos mit dem ScanPackIl-Programm der Firma Biometra. Nach
Erstellung eines Densitogramms wurden durch Ermittlung der Peakflichen die Integrale
der einzelnen Peaks bestimmt. Bei Vergleich verschiedener Diinnschichtchromatogramme
galt der maximale Umsatz des bis-BODIPY als 100% Aktivitdt. Von diesem ausgehend
wurde die relative Fluoreszenz in Prozent bestimmt. Von den Versuchen wurde mit Hilfe

des Programms Excel die Standardabweichung bestimmt.

Zur Auswertung wurde, wenn nicht anders angegeben, nur die Fluoreszenz der Fettsdure

herangezogen, da Lysophophatidylcholin eine stirkere Retention aufwies.

R; = Laufstrecke Substanz

Laufstrecke Front

2.17 Nachweis der Promotoraktivitit durch 3-Glucuronidase
(nach JEFFERSON et al. 1987)

Das aus Escherichia coli isolierte uidA Gen codiert das Enzym B-Glucuronidase. In der
Pflanze wird widA vor allem als Reportergen in Kombination mit pflanzlichen
Promotoren verwendet. Durch die Fusion von Promotor und wid4-Gen kann die
transkriptionelle Aktivierung der B-Glucuronidase (GUS) nach Transformation in die
Pflanze nachgewiesen werden. Der Nachweis erfolgt iiber die Umsetzung von

verschiedenen Substraten, je nach Anwendung.
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2.17.1 Histologischer GUS-Assay

GUS-Aktivitdt kann qualitativ durch Farbung mit dem Substrat X-Gluc nachgewiesen
werden. Hierbei spaltet B-Glucuronidase von X-Gluc ein Chromophor ab, sodass nach
Dimerisierung und Oxidation ein blauer Farbstoff niederschldgt. Auf diese Weise erfolgt
der gewebe- und =zellspezifische Nachweise der Promotoraktivitit. Zur besseren
Identifizierung der Blaufirbung wird nach dem Test das Chlorophyll des

Pflanzengewebes mit 70 %igem Ethanol extrahiert.

Der GroBe entsprechend wurde das zu untersuchende Pflanzenmaterial in 2,0
oder 45 ml Reaktionsgefile liberfiihrt und vollstindig in X-Gluc Losung getrankt. Es
folgte eine 30sekiindige Vakuuminfiltration und eine Inkubation bei 37° C iiber
verschiedene Zeitspannen. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Pflanzengewebe
mit 99 %igem Ethanol bedeckt, welcher bis zur vollstdindigen Extraktion des
Chlorophylls aus dem Pflanzengewebes einmal in der Stunde gewechselt wurde. Die
Lagerung der Pflanzen erfolgte bei 4° C in 70 %igem Ethanol. Die Dokumentation
erfolgte entweder mit dem Axioskop mot plus Mikroskop (Fa. Zeiss), dem Perception

1650 Scanner (Fa. Epson) oder Stereolupe MZ FLIII (Fa. Leica).

Tabelle 2.34. Ansatz der X-Gluc Losung

X-Gluc Losung
(Anteile pro 1)
1,0 mmol 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide [cyclohexamine salt]
(-20° C)
0,5 mmol K-Ferrocyanid (-20° C)
0,5 mmol K-Ferrycianid (-20° C)
50,0 mmol NaPO, pH 7,0
0,5% v/V Triton-X 100

Stammlésung X-Gluce (-20° €),
(Anteile pro 1)
52 % w/V 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-glucuronide [cyclohexamine salt]
in DMSO
48 % v/ V steriles dest. H,O
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2.17.2 Quantitativer GUS-Assay
(nach NALEWAY 1992)

Der quantitative Nachweis erfolgte tiber die Spaltung von 4-MUG (4-Methylumbelliferyl
B3-D-glucuronid-Trihydrat). Nach der Hydrolyse von 4-MUG entsteht das fluoreszierende
4-Methylumbelliferon, welches im Fluorimeter bei 365 nm angeregt und bei 455 nm
emittiert wird. Die B-Glucuronidase spaltet 4-MUG und setzt dabei das fluoreszierende 4-

MU (4-Methylumbelliferon) frei.

Das zu untersuchende Pflanzenmaterial wurde unter fliissigem Stickstoff in einem 1,5 ml
Reaktionsgefd3 zerstoBen und anschlieBend gewogen. Pro Milligramm Frischgewicht
wurden 2 pl Extraktionspuffer dem Pflanzenmaterial zugefiigt und mit diesem vermengt.
Es folgte eine Sedimentation bei 10000 g (15 min, 4° C). Der Uberstand wurde
abgenommen und die Konzentration der Proteine nach Bradford (s. 2.14.3) bestimmt,

wobei die extrahierten Proteine den gesamten Zeitraum iiber auf Eis gelagert wurden.

Zur Berechnung der Menge des umgesetzten Substrats diente eine definierte
Verdiinnungsreihe des reinen Produkt 4-MU als Eichreihe (s. u.). Die Messung erfolgte in
Acrylkiivetten der Fa. Sarstedt in einem Fluorimeter (LS-5 Luminescence Spectrometer,
Fa. PerkinElmer). Fiir jede Reaktion wurden 40 pg Proteinlosung in 400 pl
Extraktionspuffer mit 1 mmol /1 4-MUG unter Lichtausschluss inkubiert (37° C). Der
Reaktion wurden 50 pl zum Zeitpunkt Null und in definierten Abstinden von 30-60
Minuten entnommen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 700 ul Stopplosung
abgebrochen. Es folgte eine sofortige Messung der Fluoreszenz. Die Anregung der Probe

erfolgte bei 365 nm und die Emission wurde bei 455 nm gemessen.
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Erstellung der 4-MU Eichreihe

Es wurde eine 1 mikromolare 4-MU-Eichreihe in sterilem, destiliertem Wasser erstellt.
Die Verdinnung erfolgte in 1,5ml 0,2 molarer Na,COs-Losung, sodass

Endkonzentrationen von 10, 20, 30, 40, 50 und 60 nmol / 1 4-MU vorlagen.

Die Messung erfolgte nach geeigneter Verdiinnung (1:100) von 15 pl des abgestoppten
Reaktionsansatzes mit 1485 ul 0,2 molarer Na,CO3; Losung. Die zu messende Reaktion
wurde hiernach insgesamt auf 1:15000 verdiinnt. Bei einem sehr hohen Substratumsatz
fand eine weitere 1:10 Verdiinnung statt. Die Berechnung der umgesetzten

Substratmenge erfolgte durch oben erlduterte Eichreihe mit 4-MUG.

Die Reaktion endete im Allgemeinen nach drei Stunden. Die Vorschrift lieferte eine
Zeitkinetik, welche es ermoglichte, die maximale Differenz der B-Glucuronidase
Aktivitdt zwischen zwei Behandlungen zu ermitteln. Die Auswertung erfolgte iiber

Erstellung einer Eichgrade.

Tabelle 2.35. Materialien fiir den quantitativen GUS-Nachweis

Extraktionspuffer Stopplosung
(Anteile pro 1) (Anteile pro 1)
10 mmol Na,EDTA 0,2 mol Na,COs

50 mmol NaHPOg, pH 7,0
10 mmol B-Mercaptoethanol

0,1 % v/ V Natrium Lauryl Sarcosin
0,1 % v/V Triton-X 100

4-MU Stammldsung 4-MUG Stammlosung
(Anteile pro 1) (Anteile pro 1)

1,0 pmol 4-Methylumbelliferon in 100 mmol in 4-Methylumbelliferyl 3-D-
sterilem dest. H,O DMSO glucuronid-Trihydrat
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2.18 Resistenz-Gen-Eigenschaften

Tabelle 2.36. Stamml6sungen der verwendeten Antibiotika

Antibiotikum Stammldsung gelost in:
[mg / ml]
Ampicillin 100,0 sterilem dest. H,O
Kanamycin 50,0 sterilem dest. H,O
Rifampicin 100,0 sterilem dest. H,O mit HCI (0,5 molar)
Spectinomycin 100,0 sterilem dest. H,O
Streptomcycin 25,0 sterilem dest. H,O
Tetracyclin 12,5 sterilem dest. H,O

Tabelle 2.37. Selektionsmarker der verwendeten Vektoren

Vektor Vektorgrofle Antibiotikum 1 x Endkonzentration
ng / ml]
pOE-30 3,6 kBp Ampicillin 100
pCR2.1-TOPO 3,9 kBp Ampicillin/Kanamycin 100/ 50
pPKGWFS7 12,7 kBp Kanamycin (in Pflanzen) 50
Spectinomycin 100
(in Bakterien)
pENTR/D-TOPO 2,58 kBp Kanamycin 50

Tabelle 2.38. Resistenz-Gen-Eigenschaften der verwendeten Bakterienstimme

Stamm 1 x Endkonzentration Antibiotikum
A. tumefaciens GV3101 100 pg / ml Rifampicin
E. coli One Shot TOP10 Keine Resistenz-Gen-Eigenschaften vorhanden
E. coli XL1-Blue 12,5 ng / ml Tetracyclin




Material und Methoden 64

Tabelle 2.39. Resistenz-Gen-Eigenschaften der transgenen Pflanzen

Mutante Gen Bezugsnummer binérer Selektionsmarker [ng/ml]
Vektor
PIVB:uidA  At4g37060 pKGWFS7 Kanamycin 50
Ampla ITA-1  At2g26560 205C02 pACI61 Sulfadiazin 11,25
Atpla 1TA-2 SALK 059119.53.75.x pROK2 Kanamycin 50
Atpla IIIA-1 At3g54950 SALK _014334.47.95.x pROK2 Kanamycin 50
Atpla 1I1A-2 SALK_057212.52.95.x pROK2 Kanamycin 50
AtplaIVA-1 At4g37070 SALK_036785.54.90.x pROK2 Kanamycin® 50
Atpla IVA-2 SALK 027625.39.00.x pROK?2 Kanamycin 50
Atpla IVB-1 At4g37060 SALK 073180.18.00.x pROK2 Kanamycin 50
Atpla IVB-2 SALK 090933.54.20.x pROK2 Kanamycin 50

*nicht aktiv

2.19 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 2.40. Oligonukleotidsequenzen fiir Isolierung der AfPLA IVB-cDNA und heterologe
Expression in E. coli. Restriktionsschnittstellen blau markiert, Schnittstellen durch einen
Langsstrich gekennzeichnet

5’Oligonukleotid 3’Oligonukleotid bp* T

IVBcDNA 5° CCA AAA CTT CTA 5° TTT CAC ACA AAA c 1352 56° C
CCA AAT TTC GAT TCA GCA CGA GAG TGA T d 2295
3 3

IVBEx 5° C GAGCT|c GAG AAC 5°AAC TGC A|GT TTT c 1391 56° C
GAA TCG CCC 3° ACT TGA TCT CTT GTG
(Sacl) A 37 (Pstl)

*d-> Anzahl Basenpaare bei genomischer DNA, ¢ > Anzahl Basenpaare bei cDNA

Tabelle 2.41: Oligonukleotidsequenzen fiir Ligation von AfPLA IVBcr mit dem Vektor
pQOE-30. Blau markiert sind die Restriktionsschnittstellen, Schnittstellen durch einen Léngsstrich
gekennzeichnet.

5’Oligonukleotid 3’Oligonukleotid bp Tn
IVBcrEx 5° CGA GCT|CGA GAA 5 ° AAC TGC AlGC CTT 972 bp 56° C
CGA ATC GCC C 3° CCA ATG TAT CAT

(Sacl) C 37 (Pstl)



Material und Methoden 65

Tabelle 2.42. Oligonukleotidsequenzen fiir Site Directed Mutagenesis. Genetischer Code der
gednderte(n) Aminosdure(n) ist blau unterlegt, gednderte Base unterstrichen

5’Oligonukleotid 3’Oligonukleotid Tn

4b Lys 57 CCC TCC AAG AAA 5° C GCA CGA TGG CGG 80° C
(Posl11) AAC AAG CCG CCA TCG CTT GTT TTT CTT GGA

TGC G 37 GGG 3~
4b NE 5° G ACT AAA GAT 5 ° GAT CTC TTG TGA 70° C
(Pos408/409) TCA TCA AAC GAA T  TTC GIT TGA TGA ATC

CA CAA GAG ATC 3° TTT AGT C 3°
4b Leu 5° G AGG AGC GAC AAA 5° C GTT TGA TGA ATC 73° C
(Pos397) ATG ACT TTA GAT TCA TAA AGT CAT TTT GTC

TCA AAC G 37 GCT CCT C 3~
4b Gln 5° G AAA ATC TTT CAA 5° CAG CAT CTT CTC 70° C
(Pos347) AAA CTT GGA GAG AAG TCC AAG TTT TTG AAA

ATG CTG 3~ GAT TTT C 3~

Tabelle 2.43. Sequenzieroligonukleotide in pQFE-30.

Oligonukleotidsequenz Vektor
Promoter Region 5° CCC GAA AAG TGC CAC CTG 3~ POE-30
Type III/TV 5° CGG ATA ACA ATT TCA CAC AG™ 3~ PQOE-30
Reverse seqpQE 5 ° GGT CAT TAC TGG AGT CTT G 3° PQE-30

Tabelle 2.44. Oligonukleotide fiir Transkript Null-Pflanzen Isolierung von A/PLA IIA,
AfPLA IIIA, APLA IVA und AfPLA 1VB. Genspezifische Oligonukleotide

5’Oligonukleotid 3’Oligonukleotid Erwartete Tm
GroBe in bp*

ITAKO 5° CTT GTT CTG TAA 5° GAA GCC AAC TAT d 1387 54° C
GAT GCA AAT GGA 3° ATT CGC ATC CA 3~

IITAKO 5° CCG TCA AGC ATT 5° TTT GAG ATT GAG d 1523 60° C
TAA TCA AA CA 3~ TTT CTG AGA CAT GAT

3

IVAKO 5° TTA CTT CGA CGT 5 ° GGT ATG CAA A AA d 1683 60° C
GAT AGC TGG A 3~ TTC TCT CGG 3~

IVBKO 5" TAG GAT CAT AAc ° GCA GGA TGA TAC d 1623 60° C

TCG CCA TGC C 37 ATT GGA AGG 3

*d-> Nukleinsduresequenzgrdsse bei genomischer DNA
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Tabelle 2.45. Oligonukleotide fiir Transkript Null-Pflanzen Isolierung von A/PLA 1IA,
AfPLA TIIA, AfPLA IVA und A/PLA IVB. T-DNA spezifische Oligonukleotide

T-DNA Oligonukleotide fiir T-DNA Insertionslinien-Isolierung

8409

T-DNAITA

LBal

LBbl

5 ATA TTG ACC ATC ATA CTC ATT GC 3~

57 CCC ATT TGG ACG TGA ATG TAG ACA C 37

5° TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G 3~

57 GCG TGG ACC GCT TGC TGC AAC T 3~

51°

Ql—

Tabelle 2.46. Oligonukleotide fiir den Transkript Null-Nachweis von A#pla IIA, Apla IIIA,
Atpla IVA und Apla IVB

ITAcDNA

IITAcDNA

IVAKO
(s. auch Tab. 2.44)

IVBcDNA

Aktin

Tabelle 2.47.
APLA IVB

PIVB

5’Oligonukleotid
57 TGG ATG GAG

AAG CAA GG 37

AAG

5°ATA CCA AAA
CAA GAC TGG TTT
TT 3°

GTC
CAT

5" TTA
GAT AGC

CTT CGA
TGG A 3~

CGT

5° GAG AAC GGT
CCT CGT TT 3~

AGA

5" AGG
CAC TTG

ATA TTC AGC
TCT TGT 3°

3’Oligonukleotid
57 GGA GCT TTT GCA

TGA GGT GA 3~

5°"TCA TCA TGT CTC
AGA AAC TCA ATC TCA
AA 37

5° GGT ATG CAA A AA
TTC TCT CGG 3~

5° AGT GAT TTT CCG
GCT GTA TT 3~

5° AGA AAC ATT TCC
TGT GAA CAA TCG 3~

*d-> bei genomischer DNA, ¢ = bei cDNA

Oligonukleotide fiir die Isolierung

5’Oligonukleotid
5° CAC CCT TTG TGT

GAA ATT G 3°

3’Oligonukleotid

Q. 0

bp*
1574
1038

1935
1680
1683

1107

1737
1035

1120
1430

bp*

5° AGT TGA TCA ATC d 1180

TTC TTT TGA AC 3~

*d-> bei genomischer DNA

von PIVB, der Promotorsequenz von

Tm

54° C

Tabelle 2.48. Oligonukleotide fiir Sequenzierung und T-DNA Insertionsnachweis von PIVB

T-DNA
Oligonukleotide

AntB1
5° GGG GAC AAG TTT
GTA CAA AAA AGC AGG
CT 3°

AntB2
5" GGG GAC CAC TTT
GTA CAA GAA AGC TGG
GT 3~
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung der Insertionsmutanten

Im Folgenden wird die Isolierung der Insertionsmutanten von vier der zehn Patatin-

dhnlichen PLAs aus Arabidopsis thaliana fir eine spétere Funktionsanalyse beschrieben.

3.1.1 Allgemeine Vorgehensweise

Je zwei unabhédngige Linien wurden von AfPLA IIA, AfPLA IIIA, APLA IVA und
AfPLA TVB isoliert und iiberpriift, welche ihrem zugehoérigem Gen entsprechend z. B. als
Atpla 11A-1 bzw. Afpla IIA-2 bezeichnet wurden. Die verwendeten Insertionslinien sind
aus Agrobakterien vermittelter T-DNA Insertion hervorgegangen. Es wurden je zwei
unabhingige Linien pro Gen isoliert. Die Mutanten wurden, mit Ausnahme von
AtplaITIA-1, alle aus dem Salk-Institut in Nottingham bezogen und weisen eine
Kanamycin-Resistenz auf (Tab. 2.38). Bei A#pla IVA-1 ist das Kanamycin-Gen nicht
aktiv. Dies kommt bei 10 % der Mutanten vor (WEIGEL und GLAZEBROOK 2001).
Atpla IIA-1 stammt aus der Kollektion von GABI-Kat des Max Planck Instituts fiir
Zichtungsforschung in Koln und triagt Sulfadiazin als Selektionsmarker auf der T-DNA
(Tab. 2.38). Die Arabidopsis thaliana T-DNA Insertionslinien der Alpha- und Basta-
Population aus der University of Wisconsin wurden ebenfalls iiberpriift (60480 bzw.
72960 T-DNA Insertionslinien, SUSSMAN et al. 2000). Da eine gezielte Einzelbestellung
nicht moglich war, wurden die gesamten Populationen auf die gesuchten
Insertionsmutanten durch sequenzspezifische PCR mit anschlieBender Southern Blot
Analyse getestet (KRYSAN et al. 1999, WEIGEL et al. 2000). Eine T-DNA Insertionslinie
von AfPLA IITA wurde in der Alpha-Population nachgewiesen, zeigte jedoch einen
Pseudophénotyp durch ein in der T-DNA inseriertes Promotorstiick des mutierten, die
Bliitenentwicklung steuernden Gens AP3, das durch den verwendeten Vektor pD991-
AP3 verursacht wurde. Dieser Pseudophédnotyp tritt nach Angaben des Vertreibers bei der
Alpha-Population bei 10 % der Pflanzen auf. Weitere Insertionslinien der gesuchten
AfPLA-Mitgliedern waren in den Populationen nicht vorhanden. Aus dem Salk-Institut

und von GABI-Kat erhaltene Pflanzen wurden durch PCR analysiert.
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Hierfiir wurde die T-DNA Insertion durch PCR an genomischer DNA nachgewiesen
(s. 2.6ff.)). Einen Uberblick iiber den Reaktionsablauf gibt Abbildung 3.1. Die PCR an
genomischer DNA bestand je Pflanze aus drei Einzelreaktionen. Zum einen wurde auf
das Gen getestet, welches die T-DNA enthalten sollte. Dazu wurde mit genspezifischen
Oligonukleotiden amplifiziert. Die Angabe der Heterozygotie bzw. Homozygotie bezieht
sich im Folgenden ausschlielich auf das jeweilige Gen mit T-DNA Insertion (vgl. 2.3).
Wenn die Pflanzen-DNA dem Wildtyp entsprach oder die Insertion heterozygot vorlag,
kam es zu keinem PCR-Produkt. Zum anderen wurde die PCR-Reaktion mit dem
5"T-DNA Oligonukleotid und dem 5°Oligonukleotid des Wildtyps, und eine weitere mit
dem 5'T-DNA Oligonukleotid und dem 3 Oligonukleotid des Wildtyps durchgefiihrt. Je
nach Orientierung der inserierten T-DNA im Genom entstand lediglich bei einer der
beiden Reaktionen ein PCR-Produkt. Die 5'T-DNA Oligonukleotide lagen am 5 Ende der
T-DNA (bei den Salk-Linien LBal, bei GABI-Kat T-DNAIIA, Tab. 2.45). Konnten die
Salk-Linien nicht mit LBal amplifiziert werden, war das 5'Ende der T-DNA
moglicherweise abgebrochen. Die PCR wurde dann noch einmal mit dem 5'T-DNA
Oligonukleotid LBb1 durchgefiihrt, welches weiter vom 5 'Ende der T-DNA entfernt lag
(s. Tab 2.45). Als Standard wurde gleichbehandelte Wildtyp-DNA von Arabidopsis
thaliana Columbia 0 eingesetzt und mit genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert
(s. 2.5.1, 2.6f.). Hier fand keine Amplifikation durch die 5'T-DNA Oligonukleotide statt.
Bei positivem Test auf homozygote T-DNA Insertion wurde das Amplifikat gereinigt und
sequenziert (s.2.6.2). Als Sequenzieroligonukleotide wurde bei GABI-Kat das auf der
T-DNA gelegene 8409-Oligonukleotid und bei den Salk-Linien mit LBb1 sequenziert
(Tab. 2.45, vgl. 2.3.1). Die Position der ermittelten T-DNA Insertionen im jeweiligen
Gen wurde ermittelt und dargestellt (Abb. 3.1, 3.3, 3.6, 3.8). Sadmtliche PCR-Produkte der
Insertionsmutanten wurden gereinigt und durch die Fa. Seqlab sequenziert. Zu ersten
Sequenzvergleichen in Datenbanken waren Abschnitte von circa 300 bp ausreichend. Die
Statistik der T-DNA Insertionsnachweise ist in Tabelle 3.1 bzw. 3.2 dargestellt. Tabelle
3.3 gibt die Sequenzierabweichungen der ermittelten und der von den Anbietern
angegebenen T-DNA Insertionen an. Die PCR-Bedingungen sind in den Bildlegenden
angegeben (Abb. 3.2, 3.4, 3.7, 3.9) und die verwendeten Oligonukleotide in Tabelle 2.45

zu finden.
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3.1.2 T-DNA Insertionsnachweis von A¢pla IIA-1 und Apla ITA-2

Die vom Salk-Institut (4#pla IIA-2; SALK 059119.53.75.x) und GABI-Kat (4#pla I1A-1;
205C02) erhaltenen Insertionsmutanten wurden wie unter 2.1 beschrieben in Einheitserde
angezogen und vereinzelt. Die Insertionsmutanten besitzen eine T-DNA Insertion im
Arabidopsis-Gen At2g26560, welches AfPLA TIA kennzeichnet. Da es sich um die T;-
Generation der transformierten Pflanzen handelt, treten sowohl heterozygote als auch
homozygote Pflanzen auf. Aufgrund dessen wurde jede Pflanze im Folgenden einzeln auf
die gewiinschte T-DNA Insertion gepriift. Dazu wurde von jeder Pflanze und vom
Wildtyp Columbia 0O eine Blattprobe entnommen und von dieser die genomische DNA
isoliert (s. 2.5.1). Die Pflanzen wurden bis zur Samenernte weiter angezogen und die
geernteten Samen jeder Pflanze separat gelagert (s. 2.1). Die PCR-Analyse der isolierten
Pflanzen-DNA (s. 2.6) zeigte bei der Wildtyp-DNA mit den Oligonukleotiden 5 TIAKO
und 3'TTAKO ein Amplifikationsprodukt in der an genomischer DNA errechneten Grof3e
von 1387 bp (Abb. 3.2). Der Ursprung der untere Bande bei der Wildtyp DNA ist
unbekannt, entspricht aber in ihrer Gréfe nicht dem Amplifikationsprodukt bei dem
T-DNA Insertionsnachweis von A#pla IIA-1 und war somit fiir die Isolierung irrelevant.
Bei den homozygoten T-DNA Insertionslinien von A7fPLA IIA war kein Amplifikations-
produkt zu erwarten, da die inserierte T-DNA durch ihre GroéBe eine Amplifikation
verhinderte (Abb. 3.2). Im Folgenden wurde auf die T-DNA Insertion in AfPLA I1IA
getestet, indem mit den T-DNA spezifischen Oligonukleotiden (T-DNA IIA bei Afpla
ITA-1 bzw. LBb1 fiir Azpla I1A-2) amplifiziert wurde. Die Insertionsmutanten zeigten ein
Amplifikationsprodukt in der errechneten Grof3e. Afpla ITA-1 wies ein 334 bp Amplifikat
auf, wihrend A#pla IIA-2 ein PCR-Produkt bei Anwendung von LBbl und 5" TIAKO bei
1718 bp zeigte (Abb. 3.2). Die Wildtyp-DNA zeigte kein Amplifikat. Nach Feststellung
der korrekten Insertion durch Sequenzierung der PCR-Produkte war gesichert, dass es
sich um die gesuchten Insertionsmutanten von A7PLA IIA handelte. Die Sequenzen der
verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.44 zu finden. A7pla IIA-1 hat die T-DNA
Insertion im ersten Intron der genomischen Sequenz, direkt im aktiven Zentrum der
codierten Phospholipase A. Es ist kein Unterschied zwischen ermitteltem und von GABI-

Kat angegebenem T-DNA Insertionsort vorhanden.
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Die vom Salk-Institut bezogene Linie A#pla IIA-2 weist eine T-DNA Insertion im letzten
Intron des Gens auf (Abb. 3.1). Auch hier liegt kein signifikanter Unterschied zwischen
angefiihrter und gepriifter T-DNA Insertionsort (vgl. Tab 3.3).

Atpla IIA-1  Atpla IIA-2
A T-DNAIIA Lbblv
\ Lﬂ
At2g26560 ‘f ' 500 bp
5°"IIAKO 3°"IIAKO
334 bp
\ 1387 bp |
1718 bp
B

PCR Amplifikate Atpla IIA-1
homozygote Insertionsmutante 5 IIAKO[}- T-DNATIA 334 bp
Wildtyp 5 112x0[ H IlHE—ll 3 112KO 1387 bp
heterozygote Insertionsmutante 5°11AKO[|—T-DNAIIA 334 bp

+ +

5 r1ako[HIlHE—l— 3 112K0 1387 bp

PCR Amplifikate AtPLA IIA-2
homozygote Insertionsmutante 5- 11ako|HIIHE—EEHE 1001 1718 bp
Wildtyp 5 r1ako[HIHE—l— 3 112K0 1387 bp
heterozygote Insertionsmutante 5 IIAKO|H|HE—-E o1 1718 bp

+ +

5 11Aako| HIIHE—l— 3 112K0 1387 bp

B Exon f Oligonukleotidbindungsstellen

— Intron
T-DNA Insertion
[ ] Aktives Zentrum v

D Promotor <a= Orientierung der T-DNA

Abbildung 3.1. A) T-DNA Insertionen in A/fPLA IIA. Die Promotor- und Doménenstruktur ist
dargestellt. Die Pfeile zeigen die Bindungsstellen der Oligonukleotide, darunter sind die
erwarteten Amplifikat-GroBen gezeigt. B) Isolierungsschema einer Insertionsmutante. Die
Abbildung ist fiir die PCR-Reaktionen sédmtlicher Insertionslinien reprisentativ. LBb1:
Oligonukleotid in dem 5'Bereich der T-DNA bei Salk-Linien, T-DNAIIA: Oligonukleotid im
5'Bereich der T-DNA bei der GABI-Kat Linie, 5'TTAKO, 3 TTAKO: Oligonukleotide mit
spezifischer Nukleotidsequenz fiir die Amplifikation von A/PLA IIA.
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Nachweis der Nachweis der T-DNA
AtPLA ITA DNA Insertion in AtPLA IIA
L WT Atpla Atpla HWT WT Atpla Atpla
ITA-1 ITA-2 IIA-1 TIA-2

Abbildung 3.2. T-DNA Insertionsnachweis von A#pla IIA-1 und A#pla [IA-2. Auftrennung von
PCR-Produkten je einer homozygoten Insertionslinie und Wildtyp Col 0 DNA. PCR-
Bedingungen: 94° C 5 min, 30 Zyklen 94° C 15 s, 54° C 30 s, 72° C 120 s. Es wurden 5 pl PCR-
Produkt und 3 pl 6xGLB-Puffer aufgetragen, 1,0 % Agarosegel, Laufzeit 40 min

L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 ul Probe

Nachweis des unveridnderten Wildtyp-Gens At2g26560 (47PLA 11A)

mit den Oligonukleotiden 5 TIAKO und 3 'ITAKO

WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, 1387 bp

Atpla IIA-1: PCR an genomischer DNA A#pla [IA-1, kein PCR-Produkt

Atpla IIA-2: PCR an genomischer DNA A#pla [1A-2, kein PCR-Produkt

Nachweis der T-DNA Insertion im Gen At2226560 (4/PLA 1IA)

WT: PCR an genomischer WT DNA, Oligonukleotide 5 TTAKO und T-DNAIIA, kein PCR-
Produkt

WT: PCR an genomischer WT DNA, Oligonukleotide LBb1 und 5 IIAKO, kein PCR-Produkt
Atpla IIA-1: PCR an genomischer DNA Apla ITA-1, 5’'TIAKO und T-DNAIIA, 334 bp

Atpla IIA-2: PCR an genomischer DNA A#pla IIA-2, LBbl und 5'TTAKO, 1718 bp

3.1.3 T-DNA Insertionsnachweis von Afpla IIIA-1 und Azpla [1TA-2

Der Ablauf der Isolierung ist unter 3.1.2 angegeben. Die vom Salk-Institut erhaltenen
Insertionsmutanten ~ Afpla IlIA-1 und Aspla IIHA-2  (SALK 014334.47.95.x,
SALK 057212.52.95.x) fiir At3g54950 wurden in Einheitserde angezogen (s. 2.1). Eine
PCR zur Analyse der isolierten Pflanzen-DNA auf T-DNA Insertion im gesuchten Gen
folgte (s. 2.6f).
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Die Wildtyp Columbia 0-DNA zeigte bei Verwendung der Oligonukleotide 5 TITAKO
und 3'IITAKO ein PCR-Produkt in der erwarteten Gréf8e von 1523 bp (Abb. 3.4). Die
T-DNA Insertion von Atpla IIIA-1 liegt im Promotor des Gens. Aufgrund dessen konnte
durch genspezifische Oligonukleotide nicht zwischen Homo- und Heterozygotie unter-
schieden werden. Bei der homozygoten Insertionslinie von Atpla IIIA-2 war kein
Amplifikationsprodukt zu erwarten. Im Folgenden wurde auf die T-DNA Insertion im
Gen gepriift, indem mit den T-DNA spezifischen Oligonukleotid LBal und dem
sequenzspezifischen Oligonukleotid 3'IIIAKO amplifiziert wurde. Die Wildtyp
Columbia 0-DNA zeigte kein Amplifikat. Die Mutanten zeigten ein PCR-Produkt in der
durch Sequenzvergleich errechneten Grofe: Apla IIIA-1 zeigte bei einer Grofle von
1815 bp ein PCR-Produkt, wahrend Afpla IIIA-2 ein Amplifikat von 1058 bp aufwies
(Abb. 3.4). Die Amplifikation der Insertionsmutanten DNA mit 5'TIIAKO zeigte
aufgrund der T-DNA Orientierung im Genom kein PCR-Produkt. Nach Sequenzierung
war gesichert, dass es sich bei A#pla IIIA-2 um eine homozygote T-DNA Insertionslinie
des gesuchten Gens handelte. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in
Tabelle 2.44 zu finden. Die Uberpriifung der Homozygotie von Atpla IIIA-1 war
aufgrund der Oligonukleotidauswahl durch PCR nicht moglich. Deshalb wurden
sterilisierte Samen der T,-Generation auf Selektionsmedium (1,2 % MS-Medium,
50 pg / ml Kanamycin) ausgesdt und auf ihre Homozygotie fiir A/PLA IIA gepriift
(s. 2.3.1f.). Bei homozygoten Insertionslinien als Mutterpflanze {iberleben alle Keimlinge
aufgrund ihrer Resistenz-Gen-Eigenschaften, wahrend bei heterozygoten nach MENDEL
nur circa 75 % TUberlebensfihig sind. Bereits fiinf Tage nach Aussaat starben die
ausgesdten Wildtyppflanzen ab (Abb. 3.5). Nach zehn Tagen wurden die homozygoten
Atpla IITA-1 Pflanzen ermittelt und nach Sequenzierung der DNA-Amplifikate von A#pla
IITA-1 wurde die gesuchte Pflanze mit T-DNA Insertion isoliert. Der T-DNA
Insertionsort liegt bei einer Abweichung von 10bp zwischen ermitteltem und
angegebenem T-DNA Insertionsort. Azpla IIIA-2 weist eine Insertion direkt im aktiven
Zentrum der potentiellen Phospholipase A auf (Abb. 3.3). Hier liegt die Differenz
zwischen gepriiftem und angefiihrtem T-DNA Insertionsort bei 11 bp (Tab. 3.3).
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Atpla IIIA-1 Atpla IIIA-2

At3g54950 | -_V_J 500 bp
{ }

5" IIIAKO 3"IIIAKO
| L1058 bp |
1523 bp |
1815 bp
B Exon f Oligonukleotidbindungsstellen
— Intron

T-DNA Insertion
[ ] Aktives Zentrum V

[ Promotor <= Orientierung der T-DNA

Abbildung 3.3. T-DNA Insertionen in AfPLA IIIA. Gezeigt ist die Exon-Intronstruktur des
Gens mit potentiellem Promotor. Die Pfeile kennzeichnen die Oligonukleotidbindungsstellen.
Darunter sind die zu erwartenden AmplifikatgroBBen angezeigt.

Nachweis der Nachweis der T-DNA
AtPLA IIIA DNA Insertion in AtPLA IIIA
L WT Atpla Atpla H WT Atpla Atpla

IITA-1 IIIA-2 IITA-1 IIIA-2

Abbildung 3.4. T-DNA Insertionsnachweis von Afpla IIIA-1 und A#pla I1IA-2. Auftrennung von
PCR-Produkten. PCR-Bedingungen: 94° C 5 min, 40 Zyklen, 94° C 30s, 60° C 30s, 72° C 120 s,
Probenauftrag je 5 ul PCR-Produkt und 3 pl 6xGLB-Puffer, 1,0 % Agarosegel, Laufzeit 40 min
L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 pl

Nachweis des unverénderten Wildtyp-Gens At3g54950 (4¢PLA IIIA) mit den Oligonukleotiden
5'HIAKO und 3'TITAKO

WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, 1523 bp

Atpla IIIA-1: PCR an genomischer DNA A#pla IIIA-1, 1523 bp

Atpla IIIA-2: PCR an genomischer DNA A#pla IIIA-2, kein PCR-Produkt

Nachweis der T-DNA Insertion im Gen At3g54950 (4/PLA 1IIA)

WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, LBal und 3'TITAKO, kein PCR-Produkt
Atpla IIIA-1: PCR an genomischer DNA Arpla IIIA-1, LBal und 3'TIIAKO, 1815 bp

Atpla IITA-2: PCR an genomischer DNA A#pla I11A-2, LBal und 3 'TIIAKO, 1058 bp
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Abbildung 3.5. Homozygotienachweis der T-DNA Insertion bei Azpla IIIA-1. Die Sdmlinge
wurden sterilisiert, 2 Tage bei 4° C stratifiziert, auf 1,2 % Selektionsmedium ausgesit und fiinf
Tage nach Wachstum bei 23° C , 8000 Ix / m?, 18 h Licht / 6 h Dunkelheit mittels Perception
1650 (Fa. Epson) dokumentiert.

Oben: Wildtyp Columbia 0, Uberlebensrate 0 %; unten links: Azpla IIIA-1 (heterozygot),
Uberlebensrate 75 %; unten rechts: A¢pla IIIA-1 (homozygot), Uberlebensrate 100 %

3.1.4 T-DNA Insertionsnachweis von Atpla IVA-1 und Azpla IVA-2

Der Ablauf der Isolierung ist unter 3.1.2 angegeben. Die Insertionsmutanten Azpla IVA-1
und AfplaIVA-2 (SALK 036785.54.90.x, SALK 027625.39.00.x) fir At4g37070
wurden wie unter 2.1 beschrieben in Einheitserde angezogen und vereinzelt. Eine PCR
zur Analyse der isolierten Pflanzen-DNA auf T-DNA Insertion im gesuchten Gen folgte
(s. 2.6.1.). Die Wildtyp-DNA von Columbia 0 zeigte bei Anwendung der Oligonukleotide
5'IVAKO und 3'IVAKO ein einzelnes Amplifikationsprodukt in der erwarteten Grof3e
von 1683 bp.
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AnschlieBend wurde auf die T-DNA Insertion im Gen getestet, indem mit dem fiir die T-
DNA spezifischem Oligonukleotid LBbl amplifiziert wurde. Insgesamt wurden von
Atpla IVA-1 17 Pflanzen auf ihre T-DNA Insertion iiberpriift, von denen keine
homozygot war (Tab. 3.1). Aufgrund dessen wurde eine der drei heterozygoten Linien
noch einmal angezogen und vermehrt (s. 2.1). Eine Selektion der Pflanzen durch Aussaat
auf Selektionsmedium war nicht durchfiihrbar, da das Kanamycin-Gen der T-DNA bei
dieser Mutante nicht intakt war, was bei circa 10 % einer T-DNA-Population auftritt
(WEIGEL 2000). Aufgrund dessen wurden zwanzig Atpla IVA-1 Pflanzen der Folge-
generation durch erneute DNA Isolierung und PCR auf Homozygotie getestet. Dabei
konnte eine homozygote T-DNA Insertionslinie von Afpla IVA-1 isoliert werden. Eine
homozygote Atpla IVA-2 Insertionslinie konnte bereits aus der T;-Generation isoliert
werden. Die Mutanten zeigten ein Amplifikationsprodukt in der erwarteten GrofBe:
AtplaIVA-1 wies bei 1334 bp ein Amplifikat auf, wéhrend Arpla IVA-2 eine
Amplifikation in der erwarteten Grofe von 310 bp zeigte. Der Wildtyp zeigte kein
Amplifikat, da er T-DNA frei war (Abb. 3.7). Die Sequenzen der verwendeten
Oligonukleotide sind in Tabelle 2.44 zu finden. Nach Feststellung der korrekten Insertion
durch Sequenzierung der Amplifikate war gesichert, dass es sich bei A#pla IVA-1 und
Atpla IVA-2 um T-DNA Insertionslinien von 4fPLA IVB handelte.

Die T-DNA Insertionsorte von Afpla IVA-1 und A#pla IVA-2 liegen dicht beieinander im
zweiten Intron der Gensequenz (Abb. 3.6). Trotzdem handelt es sich definitiv um zwei
unabhéngige Insertionen, da die T-DNA Insertionen in verschiedenen Orientierungen
vorliegen: Bei Afpla IVA-1 in 5> 3" und bei Afpla IVA-2 in 3> 5. Die Differenz
zwischen ermittelter und angegebener T-DNA Insertion zeigt bei Atpla IVA-1 keinen
Unterschied und bei Afpla IVA-2 liegt eine Differenz von 40 Basenpaare zwischen dem

nachgewiesenen und dem angegebenen T-DNA Insertionsort (vgl. Tab. 3.3).
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Atpla IVA-1
-1.bb1

tbla IVA-2
Lbb}
¥
At4g37070 | 1 500 bp
57 IVAKO 37"IVAKO
\_‘1 310 bp ‘
| 1334 bp |
1683 bp
B Exon f Oligonukleotidbindungsstellen
— Intron

[ ] Aktives Zentrum \ T-DNA Insertion

[] Promotor <= Orientierung der T-DNA

Abbildung 3.6. T-DNA Insertionen in AfPLA IVA. Gezeigt ist die Exon-Intronstruktur des Gens
mit potentiellem Promotor. Die Pfeile kennzeichnen die Oligonukleotidbindungsstellen. Darunter
sind die zu erwartenden AmplifikatgréBen angezeigt.

Nachweis der Nachweis der T-DNA
AtPLA IVA DNA Insertion in AtPLA IVA
L WT Atpla Atpla‘ WT Atpla Atpla
IVA-1 IVA-2 IVA-1 IVA-2

0,25 kBp

Abbildung 3.7. T-DNA Insertionsnachweis von A¢pla IVA-1 und Afpla IVA-2. Auftrennung
von PCR-Produkten jeweils einer homozygoten Linie. PCR Bedingungen: 94° C 5 min, 30
Zyklen: 94° C 155, 56° C 30 s, 72° C 120 s. Es wurden je 5 ul PCR-Produkt und 3 pl 6xGLB-
Puffer aufgetragen, 1,0 % Agarosegel, Laufzeit 40 min
L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 ul
Nachweis des unverdnderten Wildtyp-Gens At4g37070 (4PLA IVA)

Oligonukleotide: 5'TVAKO und 3'TVAKO

WT: PCR an genomische DNA Wildtyp Columbia 0, 1683 bp

Atpla IVA-1: PCR an genomischer DNA Afpla IVA-1, kein PCR-Produkt

Atpla IVA-2: PCR an genomischer DNA Apla IVA-2, kein PCR-Produkt

Nachweis der T-DNA Insertion im Gen At4237070 (4/PLA IVA)

WT: PCR an genomischer WT DNA, Oligonukleotide LBb1 und 3'TVAKO, kein PCR-Produkt
Atpla IVA-1: PCR an genomischer DNA Afpla IVA-1, LBb1 und 3'IVAKO, 1334 bp

Atpla IVA-2: PCR an genomischer DNA A#pla IVA-2, 5'TVAKO und LBb1, 310 bp
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3.1.5 T-DNA Insertionsnachweis von A¢pla IVB-1 und Azpla IVB-2

Der Ablauf der Isolierung ist unter 3.1.2 angegeben. Die erhaltenen Insertionsmutanten
AtplaIVB-1 und ArplaIVB-2 (SALK 073180.18.00.x, SALK 090933.54.20.x) von
At4g37060 wurden angezogen und vereinzelt (s. 2.1). Die Wildtyp-DNA zeigte mit den
Oligonukleotiden 5'TVBKO und 3'TVBKO ein Amplifikationsprodukt in der erwarteten
GroBe von 1623 bp. Bei den homozygoten Insertionslinien von 47fPLA IVB wurde kein
Amplifikationsprodukt sichtbar. Indem mit den T-DNA spezifischem Oligonukleotid
LBal bzw. LBbl amplifiziert wurde, konnte fiir beide Insertionslinien eine T-DNA
Insertion nachgewiesen werden. Die DNA von Afpla [IVB-1 wies bei 894 bp unter Einsatz
von LBal und 5'TVBKO ein Amplifikat auf, wihrend die Azpla IVB-2 DNA ein PCR-
Produkt in der erwarteten Grofle von 356 bp bei Verwendung von LBb1 und 3'TVBKO
zeigte. Nach Feststellung der korrekten Insertion durch Sequenzierung des
PCR-Produktes war gesichert, dass es sich um homozygote Insertionslinien der gesuchten
Gene handelt (Abb. 3.9). Arpla IVB-1 hat eine T-DNA Insertion im vierten Exon des
Gens. Die Abweichung von 15 Basenpaaren zwischen ermitteltem und angegebenem T-
Insertionsort ist unerheblich. A#pla IVB-2 zeigt eine Insertion im letzten Exon der
Genstruktur. Hier besteht keine Abweichung zwischen ermittelter und vom Salk-Institut

angefiihrtem T-DNA Insertionsort (Tab. 3.3).

Atpla IVB-1 AtPLA IVB-2
Lbal<amme Lbb

atagazoeo [ [ EE R 500 bp

57 IVBKO 37 IVBKO

894 bp \
1623 bp 356 bp

B Exon f Oligonukleotidbindungsstellen

— Intron

[ ] Aktives Zentrum V T-DNA Insertion

[ ] Promotor <= Orientierung der T-DNA

Abbildung 3.8. T-DNA Insertionen in AfPLA IVB. Gezeigt ist die Exon-Intronstruktur des
Gens mit potentiellem Promotor. Die Pfeile kennzeichnen die Bindungsstellen der
Oligonukleotide. Die AmplifikatgroBen sind darunter angezeigt.
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Nachweis der Nachweis der T-DNA
AtPLA IVB DNA Insertion in AtPLA IVB

L WT Atpla AtplaH WT Atpla Atpla
IVB-1  IVB-2 IVB-1 IVB-2

3,0 kBp
1,5 kBp

1,0 kBp

Abbildung 3.9. T-DNA Insertionsnachweis von Azpla IVB-1 und A#pla IVB-2. Auftrennung
von PCR-Produkten jeweils einer homozygoten Linie. PCR-Bedingungen: 94° C 5 min, 35
Zyklen 94° C 15, 60° C 30's, 72° C 120 s. Es wurden je 5 ul PCR-Produkt und 3 pl 6xGLB-
Puffer aufgetragen, 1,0 % Agarosegel, Laufzeit 40 min
L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 pl
Nachweis des unverénderten Wildtyp-Gens At4g37060 (4/PLA IVB)

Oligonukleotide: 5'TVBKO und 3’ TVBKO

WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, 1623 bp

Atpla IVB-1: PCR an genomischer DNA A#pla IVB-1, kein PCR-Produkt

Atpla IVB-2: PCR an genomischer DNA A#pla IVB-2, kein PCR-Produkt
Nachweis der T-DNA Insertion im Gen At4g37060 (4/PLA 1VB)

WT: PCR an genomischer WT DNA, 5'TVBKO und 3’ TVBKO, kein PCR-Produkt
Atpla IVB-1: PCR an genomischer DNA A#pla IVB-1, 5'TVBKO und Lbal, 894 bp
Atpla IVB-2: PCR an genomischer DNA Afpla IVB-2, Lbbl und 3'TVBKO, 356 bp

3.1.5.1 Zusammenfassung

Im Folgenden wird die ermittelte Statistik der Insertionsnachweise gezeigt. Die Anzahl
der direkt vom Vertreiber erhaltenen homozygoten T-DNA Insertionslinien ist dabei
prozentual unterschiedlich ausgeprégt. Insgesamt wurden bei Afpla I[IA-1 15 Pflanzen auf
ithre T-DNA Insertion iiberpriift, wobei acht sich als homozygote Insertionsmutanten
erwiesen. Dies entspricht 53 % der erhaltenen Simlinge, von denen zusitzlich 13 %

heterozygot vorlagen.
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Bei Afpla I1A-2 wurden 20 Pflanzen angezogen und getestet, von denen 20 % homozygot
und 30 % heterozygot waren. Von Atpla IIIA-1 konnten acht Pflanzen angezogen werden,
von denen 12,5 % homozygot und 50 % heterozygot waren. Bei Afpla IIIA-2 waren von
zwanzig Pflanzen 5 % homozygot und 20 % heterozygot. 17 Pflanzen von A#pla IVA-1
wurden auf ihre T-DNA Insertion iiberpriift, von denen keine homozygot war (Tab. 3.3).
Aufgrund dessen wurde eine der drei heterozygoten Linien noch einmal angezogen und
vermehrt (s. 2.1). Zwanzig Afpla IVA-1 Pflanzen der Folgegeneration wurden durch
erneute DNA Isolierung und PCR auf Homozygotie getestet. 10 % von Afpla IVA-1
lagen nun homozygot und 40 % heterozygot vor (vgl. Tab. 3.2), was bei der geringen
Individuenanzahl nicht weit von der statistisch erwartenden Menge von 25 % entfernt
liegt. Insgesamt konnten bei A¢pla IVB-1 14 Pflanzen auf ihre T-DNA Insertion tiberpriift
werden. 36 % lagen homozygot und 14 % heterozygot vor. Es konnten 20 Pflanzen von
Atpla IVB-2 angezogen werden von denen 10 % eine homozygote und 30 % eine
heterozygote T-DNA Insertion hatten (vgl. Tab. 3.1). Die durch Sequenzierung
ermittelten T-DNA Insertionsorte wurden mit der vom Salk-Institut bzw. GABI-Kat
tibermitteltem Sequenzierungen verglichen. Dabei zeigten sich geringfiigige
Abweichungen (Tab. 3.3), wobei Abweichungen bis zu 300 bp der Norm entsprechen
(http://signal.salk.edu/tdna FAQs.html). Da es sich bei den gelieferten Samen des Salk-
Institut und von GABI-Kat jeweils um eine geringe signifikante Anzahl handelte,

konnten keine Riickschliisse darauf gezogen werden, ob die Vererbungslehre nach

MENDEL eingehalten wurde.

Tabelle 3.1. Isolierte T-DNA Insertionslinien. T-Generation, aus dem Salk-Institut in
Nottingham bzw. der GABI-Kat Kollektion des Max-Planck Institut fiir Ztichtungsforschung in
Koln. Von sdmtlichen Linien wurde die DNA isoliert und diese auf gewiinschte T-DNA Insertion
im jeweiligen Gen mittels PCR getestet.

Gen Linie angezogene davon davon
Pflanzen gesamt heterozygot homozygot
At2g26560 Atpla ITA-1 15 2 8
At2g26560 Atpla ITA-2 20 6 4
At3g54950 Atpla ITITIA-1 8 4 1
At3g54950 Atpla IITA-2 20 4 1
At4g37070  AplaIVA-1 17 3 0
At4g37070 AtplaIVA-2 10 5 1
At4g37060  Apla IVB-1 14 2 5
At4g37060  AtplaIVB-2 20 6 3
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Tabelle 3.2. T,-Generation. Erneute Aussaat einer heterozygoten A¢pla IVA-1 Linie,
Homozygotietest mittels DNA-Isolierung und PCR Analyse. Von sdmtlichen Pflanzen wurde die
DNA isoliert und diese auf gewiinschte T-DNA Insertion im jeweiligen Gen mittels PCR getestet.

Gen Linie angezogene davon davon
Pflanzen gesamt heterozygot homozygot
At4g37070 Atpla IVA-1 20 8 2

Tabelle 3.3. Ergebnisse der Sequenzierung von jeweils einer isolierten T-DNA
Insertionspflanze. Angegeben sind die vom Salk-Institut in Nottingham bzw. dem Max-Planck
Institut fiir Ziichtungsforschung in K6ln angegeben, und die durch eigene Sequenzierungen
ermittelten T-DNA Insertionsorte. Die Accession Nr. wurde dem Programm BLAST entnommen.
Die T-DNA Orientierung ist ebenfalls angegeben.

Gen Linie Accession Nr. Angegebene Ermittelte T-DNA
nach BLAST T-DNA Insertion T-DNA Insertion Orientierung

At2g26560 AmplallA-1  AC002505 79691 79692 52>3
At2g26560 AtplallA-2  AC002505 81054 81050 523
At3g54950 Atpla llIA-1  CAB41089 26225 26237 52>3
At3g54950 AtplallIA-2 CAB41089 26956 26968 3’25
At4g37070 AtplaIVA-1 CAB16787 101372 101372 523
At4g37070 AwplalVA-2 CAB16787 101285 101317 3’25
At4g37060 AfplalVB-1 CAB16788 105273 105288 3’25
At4g37060 ArplalVB-2 CAB16788 106103 106103 3> 5

3.2 Nachweise des Transkripte der gesuchten Gene

Die isolierten Insertionsmutanten von AfPLA IIA, A/PLA IIIA, APLA IVA und
AfPLA IVB wurden im Folgenden gepriift, ob die Insertion der T-DNA zum Ausfall der
Transkription fiihrt. Jeweils 20 Keimlinge einer homozygoten Insertionsmutante wurden
auf 1,2 % MS-Agar steril ausgesit (s. 2.3.2). Anschliefend wurde aus zehn gleichméBig
gewachsenen Keimlingen die Gesamt-RNA isoliert (s. 2.5.2, 2.6.1, Abb. 3.10), aus
welcher anschlieBend ¢cDNA synthetisiert wurde (2.5.3, ohne Abbildung). An der
isolierten cDNA wurde eine PCR durchgefiihrt (s. 2.6f.). Als Standard wurde identisch
behandelte cDNA von Wildtyp Columbia 0 verwendet. Des Weiteren wurde aus zehn
gleich behandelten Wildtypkeimlingen die genomische DNA isoliert (2.5.1). Diese wurde
ebenfalls durch die entsprechenden Oligonukleotide amplifiziert, um eine Verunreinigung

mit genomischer DNA auszuschlieBen (ohne Abb.).
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Fiir einen externen Aktin-Standard wurden ein Oligonukleotidpaar verwendet, welches
fiir die Aktine 2 und 7 spezifisch ist (MCDOWELL et al. 1996), welche in allen Pflanzen-
organen transkribiert werden (HUAN et al. 1996). Es lag zumindest ein Intron zwischen
dem 5” und dem 3°Oligonukleotid, was eine Differenzierung zwischen dem PCR-Produkt
der genomischen DNA und der cDNA gewéhrleistete. Jeweils 3 pg RNA-Losung der
einzelnen Proben wurden fiir die RT-PCR eingesetzt. 100 ng der erhaltenen cDNA und
10 ng DNA wurden fiir die PCR eingesetzt.

L Atpla Atpla Atpla Atpla L WT Atpla Atpla Atpla Atpla
IVA-1 IVA-2 IVB-1 IVB-2

IIA-1 IIA-2 IIIA-1 IIIA-2

Abbildung 3.10. Isolierung der Gesamt-RNA aus den homozygoten T-DNA Insertionslinien
und dem Wildtyp. Es wurden je 10 ul RNA und 5 pl 6 x GLB aufgetragen, 1,0 % Agarosegel,
Laufzeit 25 min L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 pl
Atpla IIA-1: Gesamt-RNA von A#pla I1A-1, Atpla IIA-2: Gesamt-RNA von Azpla I1A-2,

Atpla IIIA-1: Gesamt-RNA von Arpla IIIA-1, Afpla IIIA-2: Gesamt-RNA von Azpla [11A-2,
L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 pl,

WT: Gesamt-RNA Wildtyp Columbia 0,

Atpla IVA-1: Gesamt-RNA von Afpla IVA-1, Atpla IVA-2: Gesamt-RNA von Afpla [IVA-2,
Atpla IVB-1: Gesamt-RNA von Afpla IVB-1, Afpla IVB-2: Gesamt-RNA von Atpla [VB-2

3.2.1 cDNA-Analyse von Atpla I[IA-1 und Azpla I1A-2

Die genspezifischen Oligonukleotide (5 TTAcDNA und 3'TIAcDNA, Tab. 2.46) zeigten
bei der genomischen DNA des Wildtyps Columbia 0 ein PCR-Produkt in der errechneten
GroBe von 1574 bp. Die cDNA vom Wildtyp Columbia 0 zeigte bei der ermittelten Grof3e
von 1038 bp ein einzelnes Amplifikationsprodukt, sodass Verunreinigungen mit
genomischer DNA ausgeschlossen werden konnten. Bei der cDNA von Afpla IIA-1 und
Atpla 11A-2 war kein PCR-Produkt vorhanden. Der Aktin Standard zeigte bei allen drei
cDNA ein Amplifikat in der erwarteten GréB3e von 1120 bp (Abb. 3.11).
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Nachweis der Nachweis der
AtPLA ITA cDNA Aktin cDNA
T
L genom.DNA WT Atpla Atpla “ WT Atpla Atpla
WT IIA-1 IIA-2 IIA-1 TIIA-2

3,0 kB

1,5 kB
1,0 kBp

Abbildung 3.11. Nachweis der Azpla IIA-1 und Azpla IIA-2 cDNA. PCR an der cDNA der
homozygoten Insertionsmutanten und des Wildtyps, PCR-Bedingungen: 94° C 5 min, 35 Zyklen
94° C 15,56° C30s,72° C 120 s; 1,0 % Agarosegel Laufzeit 40 min. Es wurden je 5 pul PCR-
Produkt und 3 pl 6xGLB-Puffer aufgetragen,

L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 pl

genom. DNA WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5 TTAcDNA
und 3'TTAcDNA, 1574 bp

Nachweis der cDNA von At2g26560 (4/PLA 11A)

WT: PCR an cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5 TTAcDNA, 3'TIAcDNA, 1038 bp
Atpla ITIA-1: PCR an cDNA Apla IIA-1, 5'TIAcDNA und 3" TIAcDNA, kein PCR-Produkt
Atpla ITIA-2: PCR an cDNA Afpla ITA-2, 5'TTAcDNA und 3'ITAcDNA, kein PCR-Produkt
Nachweis der cDNA von Aktin

WT: PCR an cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5°Aktin und 3" Aktin, 1120 bp
Atpla IIA-1: PCR an ¢cDNA Apla ITA-1, 5" Aktin, 3" Aktin, 1120 bp

Atpla IIA-2: PCR an cDNA Apla ITA-2, 5" Aktin, 3" Aktin, 1120 bp

3.2.2 cDNA-Analyse von Afpla IIIA-1 und A#pla I11A-2

Bei Verwendung der Oligonukleotide (5 TIIAcDNA und 3'1IIAcDNA, Tab. 2.46) trat bei
der genomischen DNA des Wildtyps Columbia 0 ein PCR-Produkt in der errechneten
GroBe von 1935 bp auf. Die cDNA des Wildtyp Columbia 0 und von A#pla IITA-1 zeigten
bei der ermittelten GréBe von 1680 bp jeweils ein einziges Amplifikationsprodukt in der
errechneten Nukleinsdureanzahl. Bei Azpla IIIA-2 war kein PCR-Produkt vorhanden. Der
Aktin Standard zeigte bei allen drei cDNAs ein Amplifikat in der erwarteten Grofle von
1120 bp (Abb. 3.12). Atpla IITA-2 ist eine isolierte Insertionsmutante von AfPLA IIIA, bei
der kein Transkript nachzuweisen war. Afpla IIIA-1 ist eine homozygote

Insertionsmutante, wird jedoch wie das Wildtyp-Gen transkribiert (Abb. 3.4).
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Nachweis der Nachweis der
AtPLA IIIA cDNA Aktin cDNA
| ||
L genom. WT Atpla Atpla WT Atpla Atpla
DNA WT ITTA-1 IIIA-2 IITA-1 IIIA-2

3,0 kBp
1,5 kBp

1,0 kBp

Abbildung 3.12. Nachweis von A#pla IIIA-1 und A#pla IIIA-2 cDNA, PCR an der cDNA der
homozygoten Insertionsmutanten und des Wildtyps, PCR-Bedingungen: 94° C 5 min, 40 Zyklen
94° C 155,56°C30s,72° C 120 s, 1,0 % Agarosegel Laufzeit 40 min. Es wurden je 5 pl PCR-
Produkt und 3 pl 6xGLB-Puffer aufgetragen
L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 pl
genom. DNA WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide
5'TITAcDNA und 3 'TIIAcDNA, 1935 bp
Nachweis der cDNA von At3g54950 (47PLA 1IIA)

WT: PCR an cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5 TITAcDNA, 3'TIIAcDNA, 1680 bp
Atpla ITIA-1: PCR an cDNA Afpla IIIA-1, 5'TITAcDNA,3 TIIAcDNA, 1680 bp

Atpla TITA-2: PCR an cDNA Arpla ITTA-2, 5'TITAcDNA, 3 'TITAcDNA, kein PCR-Produkt
Nachweis der cDNA von Aktin

WT: PCR an cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5°Aktin und 3" Aktin, 1120 bp

Atpla IIIA-1: PCR an cDNA Afpla ITIA-1, 5°Aktin, 3"Aktin, 1120 bp

Atpla ITIA-2: PCR an cDNA Apla IIIA-2, 5" Aktin, 3"Aktin, 1120 bp

3.2.3 cDNA-Analyse von Afpla IVA-1 und Afpla IVA-2

Es wurden dieselben Oligonukleotide verwendet wie fiir die Isolierung der
Insertionsmutanten von APLA IVA (5'TVAKO und 3'IVAKO, Tab.2.46). Bei
Verwendung der genomischen DNA von Wildtyp Columbia 0 entstand ein PCR-Produkt
in der ermittelten GroB3e von 1683 bp. Die cDNA des Wildtyp Columbia 0 zeigte bei der
errechneten Nukleinsdureanzahl von 1107 bp ein einziges Amplifikationsprodukt. Bei der
cDNA von Atpla IVA-1 und Atpla IVA-2 war kein PCR-Produkt vorhanden. Der Aktin
Standard zeigte bei allen drei cDNAs ein Amplifikat in der erwarteten Grofle von 1120
bp (Abb. 3.13).
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Nachweis der Nachweis der
AtPLA IVA cDNA Aktin cDNA
| |
L genom. WT Atpla Atpla WT Atpla Atpla

DNA WT IVA-1 IVA-2 IVA-1 IVA-2

Abbildung 3.13. PCR an der cDNA der homozygoten Insertionslinien und des Wildtyps. PCR-
Bedingungen: 94° C 5 min, 35 Zyklen: 94° C 15 s, 58° C 30's, 72° C, 120 s, 1,0 % Agarosegel
Laufzeit 40 min. Es wurden je 5 ul PCR-Produkt 3 ul 6xGLB-Puffer aufgetragen,

L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 ul

genom. DNA WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5'TVAKO
und 3'TVAKO, 1683 bp

Nachweis der cDNA von At4g37070 (AfPLA IVA)

WT: PCR an ¢cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5'TVAKO, 3'TVAKO, 1107 bp
Atpla IVA-1: PCR an cDNA Apla IVA-1, 5'TVAKO und 3'TVAKO, kein PCR-Produkt
Atpla IVA-2: PCR an cDNA Afpla IVA-2, 5'TVAKO und 3'TVAKO, kein PCR-Produkt
Nachweis der cDNA von Aktin

WT: PCR an cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5°Aktin und 3 Aktin, 1120 bp
Atpla IVA-1: PCR an cDNA A#pla IVA-1, 5" Aktin, 3"Aktin, 1120 bp

Atpla IVA-2: PCR an cDNA Atpla IVA-2, 5"Aktin, 3"Aktin, 1120 bp

3.2.4 cDNA-Analyse von Afpla IVB-1 und A#pla IVB-2

Unter Verwendung der genspezifischen Oligonukleotide (5'TVBcDNA und 3'TVBcDNA,
Tab. 2.46) und genomischer DNA von Wildtyp Columbia 0 wurde ein PCR-Produkt in
der errechneten GroBe von 1737 bp amplifiziert. Bei der cDNA des Wildtyps Columbia 0
wurde ein einziges Amplifikationsprodukt in der ermittelten Grofle von 1035 bp isoliert.
Bei der cDNA von Afpla IVB-1 und A#pla IVB-2 war kein PCR-Produkt zu finden. Der
Aktin Standard zeigte bei allen drei cDNAs ein Amplifikat bei 1120 bp in der erwarteten
GroBBe (Abb. 3.14).
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Nachweis der Nachweis der
AtPLA IVB cDNA Aktin cDNA

L genom. | WT Atpla AtplaH WT Atpla Atpla
DNA WT IVB-1 1IVB-2 IVB-1 1IVB-2

Abbildung 3.14. PCR an der cDNA der homozygoten Insertionslinien und des Wildtyps. PCR-
Bedingungen: 94° C 5 min, 35 Zyklen: 94° C 155, 56° C 30 s, 72° C, 120 s, 1,0 % Agarosegel
Laufzeit 40 min. Es wurden je 5 pl PCR-Produkt und 3 pl 6xGLB-Puffer aufgetragen
L: 1 kBp DNA-Leiter (Fa. GeneCraft), 5 ul
genom. DNA WT: PCR an genomischer DNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide
5'TVBcDNA und 3'TVBcDNA, 1737 bp
Nachweis der cDNA von At4g37060 (47PLA IVB)

WT: PCR an cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5'TVBcDNA, 3 TVcDNA, 1035 bp
Atpla IVB-1: PCR an cDNA A#pla IVB-1, S'TVBcDNA, 3'TVBcDNA, kein PCR-Produkt
Atpla IVB-2: PCR an cDNA Afpla IVB-2, 5’'TVBcDNA, 3'IVBcDNA, kein PCR-Produkt
Nachweis der cDNA von Aktin

WT: PCR an cDNA Wildtyp Columbia 0, Oligonukleotide 5°Aktin und 3"Aktin, 1120 bp
Atpla IVB-1: PCR an ¢cDNA Atpla IVB-1, 5" Aktin, 3" Aktin, 1120 bp

Atpla IVB-2: PCR an cDNA Afpla IVB-2, 5" Aktin, 3"Aktin, 1120 bp
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3.3 Anzucht der Insertionsmutanten

Zur morphologischen Untersuchung der isolierten Mutanten wurden jeweils 15 der
gepriiften Insertionsmutanten von AfPLA 1IA, A/PLA IIIA, AfPLA IVA und A7rPLA IVB
in Einheitserde in der Klimakammer angezogen (s. 2.1). Bei der Anzucht der Mutanten
wurde darauf verzichtet Azpla IIIA-1 ebenfalls auszuséden, da das Transkript von 4fPLA
[IIA nachgewiesen werden konnte. Das Wachstum und das duflere Erscheinungsbild der
Mutanten wurde mit gleichbehandelten Wildtyp Columbia 0 Pflanzen verglichen. Die
morphologischen Merkmale der Mutanten wichen nicht von denen des Wildtyps ab (Abb.
3.15, 3.16). Sie zeigten keine Anderung in den Rosetten, Bliiten, Schoten oder in der
Verzweigung gegeniiber dem Wildtyp. Im Durchschnitt waren die Pflanzen nach sechs

Wochen 40 cm hoch (Tab. 3.4).

Tabelle 3.4. Gesamtldnge von 15 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp Columbia 0, 6 Wochen
alte Pflanzen, 18 h Licht / 6 h Dunkelheit, 23° C , 65 % relative Luftfeuchtigkeit, 9600 Ix / m’

WT Apla IIA-1 AfplalTA-2 AfplallTA-2 AmplaIVA-1 AmplaIlVA-2 AmplalVB-1 AplaIVB-2
& 39,5cm 40,0 cm 39,6 cm 41,3 cm 42,3 cm 40,8 cm 39,8 cm 40,2 cm

Atpla IVA-1 Atpla IVA-2

Abbildung 3.15. Bliitenstdnde von den Arabidopsis thaliana Insertionslinien und des
Wildtyps, 6 Wochen alte Pflanzen, 18 h Licht / 6 h Dunkelheit, 23° C, 65 % relative Luftfeuchte,
9600 Ix / m’
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Wildtyp Col O

Atpla IIA-1

Atpla IIA-2
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Abbildung 3.16. Aufnahmen adulter Arabidopsis thaliana Pflanzen des Wildtyps und der

Insertionslinien, 6 Wochen alt, 18 h Licht / 6 h Dunkelheit, 23° C, 65 % rel. Luftfeuchte,

9600 Ix /m>
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Es war bekannt, dass AfPLA IVA ausschlieBlich in der Wurzel und 4¢PLA IIA in Wurzel,
Blatt und basalen Stipeln transkribiert wurde (HOLK et al. 2002, RIETZ 2002). Die
Transkription von AfPLA IIIA konnte mittels RT-PCR in Wurzel, Blatt, Bliite und
Stiangel nachgewiesen werden, wihrend das Transkript von A7PLA IVB ausschlieflich in
der Wurzel nachgewiesen wurde (personliche Mitteilung P. PIETRZYK). Da es
offensichtlich keine Korrelation von morphologischen Eigenschaften und den Ausfall der
Transkription bestimmter Gene in bestimmten Organen gab, waren zur Analyse der
Insertionsmutanten aufwindigere Untersuchungen notwendig. Aufgrund dessen wurde im
Folgenden der Schwerpunkt der Analysen auf die Insertionsmutanten von AfPLA IVA
und A/PLA IVB gelegt. Diese sind in Tandem-Lage im Genom positioniert und sind sich
in der abgeleiteten Aminosduresequenz von der gesamten Genfamilie am dhnlichsten.
Zudem war das rekombinante Enzym IVA bereits untersucht und das transkriptionelle

Muster durch GUS-Expression erforscht (HOLK et al. 2002, RIETZ 2002).

3.4 Funktionsanalyse des Gens A7PLA IVA (At4g37070)

Die Funktionsanalyse erfolgt durch Charakterisierung der isolierten Insertionsmutanten

und Promotor::uidA Pflanzen.

3.4.1 Morphologie von Afpla IVA-1 und Afpla IVA-2

Der Promotor von AfPLA IVA (PIVA) ist nach Expression des uidA-Gens ausschlieBlich
in der Wurzel aktiv (RIETZ 2002). Aufgrund dessen wurde eine morphologische
Untersuchung der Wurzel durchgefiihrt. Zunichst wurden die Agarkonzentrationen von
0,8 %, 1,0 %, 1,2 % und 1,5 % fiir das Wachstum der Keimlinge auf senkrechten
Petrischalen getestet. Dabei zeigte sich, dass das Wachstum der Keimlinge bei einem
Agaranteil von 1,2 % am regelmiBigsten ausfiel. Mit dieser Konzentration wurde im
Folgenden ausschlieBlich gearbeitet. Die Morphologie von Atpla IVA-1, Atpla IVA-1 und
Wildtyp Columbia 0 wurden verglichen (s. 2.3.2, s. 2.4ff.). Es folgten Versuchsreihen mit
verschiedenen Mangelmedien, welchen jeweils ein Néhrstoff fehlte, der sich auf die

Wurzelmorphologie auswirkt und mogliche Wirkungen auf die Auxinsignalkette hat.
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Die Keimlinge wurden auf den Mangelmedien bei einer Lichtstirke von 1100 Ix / m*
angezogen, da unter starkeren Lichtverhiltnissen die Pflanzen nicht gediehen. Die Samen
wurden auf B5-Agar ausgelegt (s. 2.4) und nach drei bis vier Tagen wurden gleichartig
gewachsene Keimlinge auf die verschiedenen Medien umgesetzt. Die Keimlinge wurden
auf Minimal-Medium, und den entsprechenden Sulfatmangel-, Phosphatmangel-, und
Eisenmangel-Medium und einer Nitratkonzentrationsreihe angezogen (s. 2.4.1ff.). Bei
dem Minimal-Medium handelt es sich um 1:50 verdiinntes B5-Medium mit einem
geringeren Zuckergehalt als iiblich (s. 2.4.1). Bei der Nitratkonzentrationsreihe, dem
Phosphatmangel- und Sulfatmangel-Medium gab es keine morphologischen
Abweichungen zwischen Wildtyp Columbia 0, Afpla IVA-1 und Afpla IVA-2
(Abb. 3.17). Zudem wurde auch eine Auxinkonzentrationsreihe auf Minimal-Medium
angefertigt, welche allerdings kein eindeutiges Ergebnis zeigte. Bei einer Auxin-
konzentration von 0,03 umol /1 zeigten einige Pflanzen dasselbe Aussehen wie der
Wildtyp (ca. 60 %), wihrend die tibrigen weniger Seitenwurzeln hatten (Abb. 3.17). Bei
einer quantitativen Auswertung dieses Experiments zeigte sich, dass bei einer
Auxinkonzentration von 0,03 umol/1 die Insertionsmutanten von A/PLA IVA im
Durchschnitt 2,05 (+/- 1,1) Seitenwurzeln pro Millimeter Hauptwurzel ausbildeten,
wéhrend beim Wildtyp im Schnitt 2,1 (+/-0,5) Seitenwurzeln pro Millimeter
Hauptwurzel auftraten. Eine statistisch eindeutige Auswertung war in Bezug auf dieses
Experiment nicht moglich, die hohe Standardabweichung bei den Insertionsmutanten
deutet aber auf die verdnderte Wurzelmorphologie hin. Diese steht in direktem
Zusammenhang mit dem Wachstum auf Minimal-Medium (s. u.). Auf MS-Agar bei einer
Lichtstirke von 4600 1x / m” zeigten die Mutanten keinen Unterschied in ihrer Gestalt
gegeniiber dem Wildtyp. Auch das Wachstum auf MS-Medium mit einer
Auxinkonzentrationsreihe (s. 2.4.1.4f.) resultierte bei den Mutanten in keiner eindeutigen
morphologischen Verdnderungen (Abb. 3.18). Die Anzucht der Mutanten auf Minimal-
Medium fiihrte zu einer deutlichen Verminderung der Seitenwurzelanzahl von Arpla
IVA-1 und A#pla IVA-2 gegeniiber dem Wildtyp (Abb. 3.18). Nach 18 Tagen Wachstum
auf Minimal-Medium wurde die Gesamtlinge des Hypokotyls, der Hauptwurzel, und die
Anzahl der Seitenwurzeln bestimmt. Nur letztere war {iber die gesamte Wurzelldnge der

Insertionsmutanten von A/PLA IVA deutlich geringer (Abb. 3.18, A-C).
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Atpla IVA-2 26,31 3,24 3,03 0,39
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Abbildung 3.17. Morphologie der Insertionslinien A#pla IVA-1 und Azpla IVA-2 im Vergleich
zum Wildtyp Columbia 0. 18 Tage alt, Anzucht auf 1,2 % Minimal-Medium (s. 2.4.1), 1100
Ix / m?, 23° C, 16 h Licht / 8 h Dunkelheit. Die Auswertungen in Abb. 3.18 B und C beziehen
sich auf alle Versuche. Es wurden 5 unabhéngige Experimente durchgefiihrt und je 30 Keimlinge
vermessen. A) Gezeigt ist ein reprisentativer Ausschnitt. Aufnahmen mit Epson Perception 1650,
400 dpi, B) Seitenwurzelanzahl pro mm Primarwurzel der Insertionslinien und Wildtyp.
Auswertung dhs Bilddatenbank 4.0, n= 30, C) Seitenwurzelanzahl pro mm 1/3-Primédrwurzel von
Atpla IVA-1 und Atpla IVA-2 im Vergleich zum Wildtyp. Auswertung dhs Bilddatenbank 4.0,
n=30, D) Durchschnittliche Linge Hauptwurzel und Hypokotyl in mm
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Atpla IVA WT Atpla WT Atpla WT Atpla WT Atpla WT
IVA IVA IVA IVA

Minimal-Medium
0,1 pmol/1 NAA

Minimal-Medium
-s

]

MS Medium
0,1 umol/1 NAA Mipnimal-Medium Minimal-Medium
-pP 10mmol/1 KNO3

mmm 5,0 mm

Abbildung 3.18. Morphologie der Insertionslinien Afpla IVA-1 und A#pla IVA-2 im Vergleich
zum Wildtyp Columbia 0. Ausschnitte quadratischer Petrischalen. Die gezeigten Experimente
sind représentativ, Aufnahme mit Epson Perception 1650, 400 dpi, A, C-E) 18 Tage alt, Anzucht
auf 1,2 % Minimal-Medium, 1100 Ix / m?, 23° C, 16 h Licht / 8 h Dunkelheit; A) Minimal-
Medium 0,1 umol /1 NAA, B) 10 Tage alt, Anzucht auf 1,2 % MS-Medium, 4600 1x / m?, 23° C,
16 h Licht / 8 h Dunkelheit. 0,1 pmol / I NAA, C) Phosphatmangel-Medium, D) 10 mmol / |
KNOj; im Minimal-Medium, weitere Nitrat-Konzentrationen wurden getestet, E) Sulfatmangel-
Medium

Die Hauptwurzel und das Hypokotyl der Insertionslinien A#pla IVA-1 und Afpla IVA-2
waren unter Eisenmangel verkiirzt (Abb. 3.19 A). Die Gesamtlinge des Hypokotyls, der
Hauptwurzel, die Anzahl der Seiten- und Lateralwurzeln und die Lénge der Seiten-
wurzeln wurden an 18 Tagen alten Keimlingen bestimmt (s. 2.4.1.1). Die durch-
schnittliche Lange der Hauptwurzel lag bei 11,6 mm beim Wildtyp und um 8 mm bei
Atpla IVA-1 und Afpla IVA-2. Die Seitenwurzeln traten vermehrt im unteren Drittel der
Hauptwurzel auf, was dem Eisenmangeltyp von Arabidopsis entspricht (LOPEZ-BUCIO et
al. 2003). Die Auswertung der Seitenwurzelanzahl erfolgte pro Millimeter Hauptwurzel
(nach MARCHANT et al. 2002). Die Bestimmung der Seitenwurzelanzahl zeigte, dass die
Anzahl der Seitenwurzeln pro Millimeter Hauptwurzel bei den Insertionslinien von
AfPLA 1VA bei 0,48 (+/- 0,07 mm) bzw. 0,49 (+/- 0,08 mm) und 0,39 (+/- 0,08 mm)
beim Wildtyp lag (Abb. 3.19 D). Eine mikroskopische Untersuchung der Wurzel ergab
keine Unterschiede der Zellmorphologie zwischen Wildtyp und Mutanten (Abb. 3.20).
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Abbildung 3.19. A) Phinotypanalyse der Insertionslinien A#pla IVA-1, Afpla IVA-2 und
Wildtyp auf 1,2 % Eisenmangel-Medium. 18 Tage alte Pflanzen bei 23° C, 16 h Licht/ 8 h
Dunkel, 1100 Ix / m” angezogene Pflanzen, gezeigt ist ein reprisentativer Ausschnitt einer
quadratischen Petrischale, Dokumentation mit Epson Perception 1650, 400 dpi. Auswertung mit
dhs Bilddatenbank 4.0.

B-D) 50 Keimlinge in 4 unabhéngigen Experimenten wurden vermessen.

B) Bestimmung der Hauptwurzellédnge von Afpla IVA-1, Afpla IVA-2 und WT Columbia 0, n=50,
C) Bestimmung der Hypokotylldnge von Afpla IVA-1, Atpla IVA-2 und WT Columbia 0, n=50,
D) Durchschnitt der Liangenmessungen des Hypokotyls, der Hauptwurzel und der Seitenwurzeln
der Insertionslinien Afpla IVA-1, Afpla IVA-2 und des WT Columbia 0, n=50,

E) Seitenwurzeln pro mm Hauptwurzel von A#pla IVA-1, Afpla IVA-2, WT Columbia 0, n=50
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Wurzelspitze

f WT Col O Atpla IVA-2

Abbildung 3.20. Mikroskopische Aufnahme der Wurzelspitze der Primdrwurzel von Wildtyp
Columbia 0 und ArPLA IVA-2, 18 Tage alt, Wachstum auf Eisenmangel-Medium, 1100 Ix / m’,
23° C, Zeiss Axioskop MR-5. Die Wurzelspitze von Afpla IVA-1 hatte ein gleichartiges
Aussehen (ohne Abbildung).

3.4.2 Histologischer und quantitativer Nachweis der Regulation von PIVA::uidA

bei Eisenmangel

Die Insertionslinien Afpla IVA-1 und Arpla IVA-2 haben bei Eisenmangel eine
Verkiirzung der Hauptwurzel und des Hypokotyls gegeniiber dem Wildtyp (s. 3.11.1).
Aufgrund dessen wurden die von RIETZ (2002) isolierten PIVA::uid4 Linien PIVA.7 und
PIVA.9 unter denselben Wachstumsbedingungen wie die Insertionslinien angezogen. Als
Standard wurden PIVA::uidA Linien verwendet, die auf Minimal-Medium angezogen
wurden, welches bis auf den Eisenzusatz identisch mit dem Eisenmangel-Medium ist
(s. 2.4.1f.). Die PIVA::uidA Pflanzen wurden in X-Gluc Losung inkubiert und beobachtet
(s. 2.17.1). Eine B-Glucuronidase-Aktivitdt des Wildtyps konnte unter den aufgefiihrten
Bedingungen nicht nachgewiesen werden (ohne Abb.). RIETZ wies 2002 nach, dass
PIVA::uidA Pflanzen ohne vorherige Induktion nach einer 20miniitigen Inkubationsdauer
in X-Gluc Losung einen ersten Farbniederschlag durch die B-Glucuronidase-Aktivitit
zeigten. Nach 20 Minuten wurde die Reaktion abgestoppt. Zu diesem Zeitpunkt zeigte
sich bereits eine deutlich hohere PIVA-Aktivitét bei den Pflanzen, die unter Eisenmangel
herangezogen wurden (Abb. 3.21). Nach 60 Minuten Inkubationszeit war unter beiden
Reaktionsbedingungen eine starke Fiarbung der Wurzeln zu erkennen. Es folgte ein

quantitativer Nachweis der B-Glucuronidase Aktivitidt von PIVA.7 und PIVA.9.
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Hierzu wurden jeweils 20 Pflanzen auf Eisenmangel-Medium und Minimal-Medium als
Standard angezogen (s. 2.4ff.). Der Umsatz des Substrats 4-MUG durch die Aktivitét der
B-Glucuronidase wurde am Fluorimeter durch Messung des fluoreszierenden
4-Methylumbelliferon bestimmt (s. 2.13.3). Dabei zeigte sich, dass es je nach Linie zu
einer 168 bis 361%igen Erhohung der B-Glucuronidase-Aktivitit bei Eisenmangel kam
(Abb. 3.22).

20 min 60 min
a | -Fe +Fe / B

5 mm

20 min 60 min

-
1,0 mm

Abbildung 3.21. GUS-Farbung von PIVA.7::uidA nach Anzucht auf Minimalmedium und
Eisenmangel-Medium. 18 Tage alte Pflanze nach Wachstum bei 1100 1x / m?, 23° C, 18 h Licht /
6 h Dunkelheit. Es wurden pro Inkubationszeitpunkt je 20 Pflanzen von drei verschiedene
PIVA::uidA Linien in drei unabhingigen Versuchen getestet. Das Ergebnis ist reprasentativ. Die
zu sehende unterschiedliche Morphologie der Pflanzen ist in der Anzucht auf verschiedenen
Medien begriindet. A) 20 min: geringe Blaufiarbung der Mutante auf Minimal-Agar, intensive
Féarbung auf Eisenmangel-Agar, B) VergroBerungen der jeweiligen Wurzel, C) 60 min:
regelméaBige Blaufarbung der Mutanten auf Minimal-Agar und Eisenmangel-Agar, D)
Vergroflerungen der jeweiligen Wurzel
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Abbildung 3.22. Quantitative Analyse der PIVA::GUS-Aktivitdt nach Anzucht der Pflanzen
auf Eisenmangel-Medium in Relation zum Miminal-Medium. Arabidopsis thaliana PIVA::uidA
Linie 7 und 9, 18 Tage alte Pflanzen, 23° C, 18 h Licht / 6 h Dunkelheit, 1100 Ix / m*. Der Wert,
welcher aus der Anzucht auf Minimal-Medium resultiert wurde als 100 % gesetzt und subtrahiert.
Es wurden immer 40 pg Gesamtprotein in den Test eingesetzt und bei 37° C im Dunkeln
inkubiert. Die relative GUS-Aktivitit bezieht sich auf den Umsatz in 4-MU pro pg Protein und
pro Stunde.

3.5 Funktionsanalyse des Gens AfPLA IVB (At4g37060)

Im Folgenden wird das Gen ArPLA IVB durch die Analyse der Insertionslinien
Atpla IVB-1 und Apla IVB-2 charakterisiert, um so Riickschliisse auf die Funktion des
Transkripts zu ziehen. Des Weiteren werden die Ergebnisse mit Untersuchungen an

PIVB::uidA verglichen, die fiir diese Untersuchungen generiert wurden.

3.5.1 Morphologische Untersuchung von A#pla IVB-1 und A#pla IVB-1

Die Morphologie der Insertionslinien von 4fPLA IVB wurde mit gleichartig behandelten
Wildtyp Columbia 0 Pflanzen als Standard verglichen und senkrecht auf verschiedenen

Néhrmedien angezogen (s. 2.4ft.).
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Atpla IVB-1 und Afpla IVB-2 zeigten auf verschiedenen Medien, wie Minimal-,
Eisenmangel-, Phosphatmangel- oder Sulfatmangel-Medium keine morphologischen
Verdnderungen  gegeniiber dem  Wildtyp  (s.2.4.1ff.). Auch auf einer
Nitratkonzentrationsreihe auf B5-Medium 1:50 verdiinnt waren keine morphologischen
Unterschiede vorhanden (s. 2.4.5, Abb. 3.23). Auf MS-Agar zeigten die Mutanten keine
Morphologiednderung gegeniiber dem Wildtyp. Bei steigender, dem Medium zugefiigter,
Auxinkonzentration kam es bei den Mutanten gegeniiber dem Wildtyp zu einer Erh6hung
der Seitenwurzelanzahl pro Millimeter Hauptwurzel. Hypokotyl- und Hauptwurzellange
wurden vermessen und die Anzahl der Seitenwurzeln bestimmt. Aufgrund der Seiten-
wurzeldichte ab 0,3 pumol/1 konnte keine addquate Auswertung bei diesen
Konzentrationen erfolgen und wurde aufgrund dessen in die Auswertung nicht
miteinbezogen (ohne Abb.). Die durchschnittliche Léange der Hauptwurzel lag sowohl bei
den Insertionsmutanten, als auch beim Wildtyp je nach Auxinkonzentration zwischen

14,4 und 62,6 mm, die des Hypokotyls zwischen 1,0 und 2,5 mm (Abb. 3.24).

Atpla WT

| | | | | | | || |
Minimal-Medium |-Fe -P -s 10 mmol /1 KNO3 |
mmm 5,0 mm Minimal-Medium

Abbildung 3.23. Wachstum einer Insertionslinie von A/PLA IVB auf verschiedenen
Mangelmedien. Die gezeigten Abbildungen sind reprisentativ. Die zweite Linie Afpla [VB-1
hatte ein gleichartiges Aussehen. 18 Tage alte Pflanzen, 16 h Licht / 8 h Dunkelheit, 23° C, 1100
Ix / m% 1,2 % Agar A) Minimal-Medium, B) Eisenmangel-Medium C) Phosphatmangel-Medium
D) Sulfat-Mangelmedium E) 10 mmol /1 KNO; im Minimal-Medium, weitere Nitrat-
Konzentrationen wurden getestet
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0,10 0,65 0,05 0,74 0,07 0,49 0,05

Abbildung 3.24. Morphologische Analyse von Afpla IVB-1, Afpla IVB-2 und Wildtyp in
Abhingigkeit von der Auxinkonzentration. Dokumentation mit Epson Perception 1650, 400 dpi
von 10 Tage alten Pflanzen. Nach drei Tagen Anzucht im Langtag bei 8000 Ix / m* bei 23° C
wurden gleichartig gewachsene Keimlinge auf Agarplatten mit einer Auxinkonzentrationsreihe
umgesetzt. Es wurden drei unabhéngige Versuchsreihen durchgefiihrt und jeweils 20 Keimlinge
pro Konzentration und Linie vermessen. Die Auswertung erfolgte mittels dhs Bilddatenbank 4.0.
A-C) Reprisentative Ausschnitte aus quadratischen Petrischalen mit den Insertionslinien von
AfPLA IVB und Wildtyp. A) 0 umol /1 NAA, B) 0,03 pmol /1 NAA, C) 0,1 umol / | NAA,

D) Diagramm der ermittelten Seitenwurzelanzahl in Bezug auf die Auxinkonzentration,
E) Tabellarische Auffithrung der Lidngenmessung von Hauptwurzel und Hyopokotyl der
Insertionslinien und des Wildtyps, F) Tabellarische Auswertung von C)
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3.5.2 Erstellung von PIVB::uidA Linien

Um die Ergebnisse der morphologischen Analyse der Insertionsmutanten von A7PLA
IVB mit der B-Glucuronidase-Aktivitdt von PIVB::uid4 Linien zu vergleichen, wurden

Promotor::uid4 Konstrukte von PIVB erstellt und in Arabidopsis thaliana transformiert.

3.5.2.1 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana mit PIVB: :uidA

Als Promotor von A/PLA IVB wurden 1183 bp definiert, welche auch den trans-
kribierten, aber nicht translatierten Bereich -1 relativ zum Adenin des Start-ATG
beinhaltet und bis direkt hinter das Stopcodon des vorhergehenden Gens reicht. Fiir die
Transformation wurde die T-DNA des Gateway-Vektors benutzt, welche die

Reportergene fiir die Proteine green fluorescent Protein und B-Glucuronidase (GUS) trug

(s. Anhang Abb. 2)

Eine Ubersicht iiber die Erstellung der Konstrukte zeigt Abbildung 3.25. Die
Promotorsequenzen wurden mittels PCR von gereinigter, genomischer DNA amplifiziert
(s.2.5.1) und an das 5’'Ende der Reportergene kloniert (s. 2.7ff.). Hierfiir wurden
Oligonukleotide konzipiert, die direkt vor dem Start-ATG von AfPLA IVB und hinter
dem Stopcodon des vorherigen Gens A/PLA IVA liegen (5'PIVB und 3'PIVB, s. Tab
2.47). Die gewiinschte Sequenz wurde nach einer Sminiitigen Denaturierungsphase
mittels TaKaRa ExTaq fiir 38 Zyklen amplifiziert, fiir je 120 Sekunden bei 72° C und bei
einer Anlagerungstemperatur von 54° C amplifiziert (s. 2.6). AnschlieBend erfolgte die
Transformation in E. coli durch TA-Klonierung in das TOPO System (s.2.7). Nach
Isolierung der Plasmid-DNA (s. 2.12.1) folgte eine Uberpriifung der Insertion durch eine
Restriktionsanalyse mit Sacl und Xbal (s.2.10.1). Nach Kontrolle der gewiinschten
InsertionsgroBe schloss sich eine erneute PCR mit der pfu DNA-Polymerase der Firma
Promega an der isolierten Plasmid-DNA an (s. 2.6.1). Hier wurde nach einer Sminiitigen
Denaturierungsphase mit einer Anlagerungstemperatur von 54°C und einer
Verldngerungsdauer von 120 Sekunden bei 72° C gearbeitet. Es wurden dieselben

Oligonukleotide verwendet wie fiir die erste PCR (s. 0.).
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Das entstandene PCR-Produkt wurde mittels blunt end Klonierung in den pENTR/D-
TOPO Vektor des Gateway-TOPO System kloniert (s. 2.7.1). AnschlieBend wurde das
inserierte Promotorstiick tiber eine homologe Rekombination in den T-DNA tragenden
Gateway-Vektor pKGWFS7 mit dem Selektionsmarker Kanamycin inseriert und in
kompetente Escherichia coli XL1-Blue Zellen transformiert (s.2.7.1, 2.10.3f.). Nach
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte die Uberpriifung der erwarteten Insertion durch
Restriktion mittels Sacll und anschlieBender Agarosegel-Elektrophorese (s.2.10.1,
s.2.6.1). Die Plasmid-DNA mit der erhaltenen DNA-Insertion wurde isoliert und in
kompetente Agrobakterien transformiert (s.2.8f.)). Es folgte eine vollstindige
Uberpriifung der inserierten Promotornukleotide durch Sequenzierung (Fa. Seqlab).
Dabei wurden die in der T-DNA gelegenen Oligonukleotide attB1 und attB2 verwendet
(Tab. 2.48, Genkarte des Vektors s. Anhang Abb. 2).

PIVB PCR Produkt PIVB PCR Produkt PIVB PCR Produkt
TA-Klonierung Klonierung iiber “ Rekombination

“CACC”- Bindungsstelle

Transformation in
E. coli
PCR 2.1 ToPO| | ™= = PENTR/D-TOPO —p PKGWSF7
PCR mit pfu
Polymerase

{

Transformation in Agrobacterium tumefaciens

\

I

T-DNA PIVB
Transformation der T-DNA
in A. thaliana

Abbildung 3.25. Schema fiir die Transformation von PIVB::uidA4 in Arabidopsis thaliana. Die
Genkarten der verwendeten Vektoren sind im Anhang dokumentiert, Abb. 1-3

Nach Feststellung der gewiinschten Sequenz durch Vergleich mit dem Programm BLAST
wurde die T-DNA in die zuvor im Kurztag angezogene Arabidopsis thaliana Wildtyp
Columbia 0 Pflanzen transformiert (s.2.1, 2.2f.). Die Pflanzen wurden nach der

Transformation weiter angezogen und die Samen wie unter 2.1 beschrieben geerntet.
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AnschlieBend erfolgte die Aussaat der T;-Generation auf Selektionsmedium (s. 2.2.1.2).
Die gewachsenen Pflanzen wurden bei Bildung von vier bis fiinf Bléttern in Einheitserde
tiberfithrt und weiter angezogen. Von circa 4395 geernteten Samen iiberlebten 15 auf
Selektionsmedium, wobei von diesen zwei das Umsetzen in Erde iiberstanden. Mit den
beiden isolierten PIVB::uid4 Pflanzen wurde Im Folgenden weitergearbeitet und eine
histologische und quantitative =~ GUS-Analyse durchgefithrt (s. 2.17ff.)). Als
Positivkontrolle dienten PIVA.7 Pflanzen und als Negativkontrolle Arabidopsis thaliana
Wildtyp Columbia 0.

3.5.3 Histologischer Nachweis der Regulation von PIVB::uidA

Im Folgenden wurden fiir einen histologischen GUS-Test (s. 2.17.1) zuvor angezogene,
bis zu fiinf Wochen alte, Arabidopsis thaliana PIVB::uidA Pflanzen verwendet (s. 2.1).
Der transkriptionelle Aktivitdtsnachweis durch B-Glucuronidase an Keimlingen ist unter
3.12.4 beschrieben. Fiir die Aktivitdt der B-Glucuronidase der PIVB::uid4 Pflanzen war
keine Induktion notwendig. Die Inkubationszeit betrug 17 bis 24 Stunden bei 37° C. Eine
endogene B-Glucuronidase-Aktivitdt des Wildtyps konnte unter den beschriebenen

Reaktionsbedingungen nicht nachgewiesen werden.

Die PIVB::uidA Pflanzen weisen eine B-Glucuronidase-Aktivitdt im Staubblatt auf (Abb.
3.26). Nach Entwicklung der Bliite zeigte sich zunéchst eine Farbung in allen Filamenten.
Nach dem Wachstum der Narbe an den Staubblittern vorbei verlagerte sich die
B-Glucuronidase-Aktivitét in die Anthere. Gleichermaflen ging die Aktivitdt im Filament
zuriick und beschrinkte sich in spiteren Stadien auf den Ubergang von Filament und
Anthere. Die Pollen zeigten in keinem Entwicklungsstadium eine B-Glucuronidase-
Aktivitdt, wohingegen im Bliitenboden ab der Entwicklung der Bliite bis zur Ausbildung
der Schote stets ein blauer Farbniederschlag zu sehen war. Des Weiteren zeigte sich in
der mittleren Blattader der adulten Pflanze eine B-Glucuronidase-Aktivitit und keine in
der Wurzel (Abb. 3.26). Die B-Glucuronidase-Aktivitit in Blatt und Wurzel ist jedoch
entwicklungsabhingig (vgl. 3.5.3).
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3 Wochen alt 5 Wochen alt
ganze Pflanze Blatt Schote

5,0 mm

Bliiten in verschiedenen Entwicklungsstufen an fiinf Wochen alter Pflanze

Anthere mit Pollen Anthere mit Pollen

Bliite Bliitenboden Wurzelspitze

7 ' g

Abbildung 3.26. B-Glucuronidase-Aktivitit der Arabidopsis PIVB::uid4 Pflanzen, angezogen bei
23° C 18 h Licht / 6 h Dunkelheit, 9600 Ix / m*. Das gezeigte Ergebnis ist reprisentativ. Pfeile
zeigen die Farbung durch die Aktivitdt der 3-Glucuronidase A) ganze Pflanze, 3 Wochen alt; B-J:
5 Wochen alt: B) Stingelblatt, C) Schote, D) Bliite, E) Anthere, Vergrof3erung von D, F) Bliite,
G) Anthere, Vergrolerung von F, H) Bliite, I) Bliitenboden, J) Wurzelspitze, keine -
Glucuronidase Aktivitdt nachweisbar
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3.5.4 Histologischer und quantitativer Nachweis der Regulation von PIVB::uidA

bei Auxinzugabe

Die fiinf Tage alten Keimlinge zeigten eine durchgingige Farbung der Wurzel, wobei die
Wurzelspitze nicht betroffen war, und eine leichte Farbung der Keimblitter (Abb. 3.27).
Die B-Glucuronidase-Aktivitit der Keimblitter und Blétter nahm bei dlteren Pflanzen zu,
wie an den zehn Tage alten Keimlingen erkennbar, fiel aber bei dlteren Pflanzen wieder
ab (vgl. 3.5.3). Bei steigender Auxinkonzentration weisen die Insertionsmutanten von
APLA TVB im Vergleich zum Wildtyp eine Erhohung der Seitenwurzelanzahl auf
(s.3.12.1). Aufgrund dessen wurden zwei PIVB::uid4 Linien unter denselben
Wachstumsbedingungen histologisch und quantitativ untersucht. Die Versuche wurden an
zehn Tage alten Pflanzen durchgefiihrt (vgl. 3.12.1), welche in X-Gluc Losung inkubiert
und beobachtet (s. 2.17.1) wurden. Nach einer Inkubationsdauer von 17 bis 24 Stunden
zeigten die PIVA::uidA Pflanzen in allen Auxinkonzentrationen einen ersten blauen
Farbniederschlag durch die Aktivitdt der B-Glucuronidase und die Reaktion wurde
gestoppt (s. 2.17.1). Die nachweisbare B-Glucuronidase-Aktivitit nahm bei hoheren
Auxinkonzentrationen kontinuierlich ab (Abb. 3.27). In den Keimbldttern war
durchgingig eine Blaufirbung zu erkennen, die insbesondere in der &uleren Spitze und in
den Blattadern ausgepriagt war (Abb. 3.27). Bei einer Auxinkonzentration von
1,0 pmol /1 NAA wurde noch eine minimale Fiarbung der Keimblétter beobachtet Des
Weiteren wurde in den Haupt-und Seitenwurzeln ein B-Glucuronidase-Aktivitit
beobachtet, welche sich jedoch nicht bis zur Wurzelspitze zog. Auch die Wurzelhaare
zeigten eine leichte Anfirbung. Je hoher die zugesetzte Auxinkonzentration war, desto
geringer war die B-Glucuronidase-Aktivitit. Bereits ab 0,03 umol / I NAA beschriankte

sie sich auf den Zentralzylinder.
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Keimling
10 Tage

Keimlingsblatt

10 Tage 10 Tage
0 pmol/l NAA 1,0 pmol/1 NAA

5 Tage
0 pmol/l1 NAA

Wurzeln von 10 Tage alten A. thaliana PIVB::uidA

‘ 0 pmol/1
Rve

0,03 pmol/1 0,1 pmol/1 NAA

Abbildung 3.27. GUS-Farbung von PIVB::uid4 Pflanzen in verschiedenen Altersstufen und
Wachstum auf Agar mit einer Auxinkonzentrationsreihe. (Anzucht bei: 23° C, 18 h Licht/ 6 h
Dunkelheit, 8000 Ix /m?), Inkubationszeit 17 Stunden bei 37° C, n=3. Das gezeigte Ergebnis ist
reprasentativ. Eine B-Glucuronidase-Aktivitit des Wildtyps wurde unter den beschriebenen
Bedingungen nicht nachgewiesen. A) Keimling 5 Tage alt, B) Blatt von 5 Tage alter Pflanze, C-
I) 10 Tage alte Keimlinge, Wachstum auf einer Auxinkonzentrationsreihe, je 40 Pflanzen wurden
getestet, C) 0 pmol / 1 NAA, Blatt, D) 1,0 umol /1 NAA, Blatt, E) 0 umol /1 NAA, Keimling, F)
0,03 pmol / 1 NAA, Wurzel, G) 0,1 umol / 1 NAA, Wurzel, H) 0,3 pmol / | NAA, Wurzel, I) 1,0
umol /1 NAA, Wurzel, Aufnahmen mit Zeiss Axioskop MR-5
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Es folgte der quantitative Nachweis der B-Glucuronidase-Aktivitit von PIVB.1 und
PIVB.2 in Abhéngigkeit von der Auxinkonzentration. Hierzu wurden jeweils 20 Pflanzen
auf MS-Agar mit einer Auxinkonzentrationsreihe angezogen (s.2.4). Es folgte eine
Gesamtproteinextraktion und die Bestimmung der Konzentration mittels Bradford-Assay
(s. 2.13.3). Der Umsatz des Substrats 4-MUG durch die Aktivitdt der B-Glucuronidase
wurde am Fluorimeter durch Messung des fluoreszierenden 4-Methylumbelliferon
(4-MU) in 30 miniitigen Intervallen bis zum Zeitpunkt 90 Minuten bestimmt (Abb. 3.28,
s. 2.17.2). Ab diesem Zeitpunkt stagnierte die B-Glucuronidase Aktivitit. Es wurden
immer 40 pg Gesamtprotein in den Test eingesetzt und bei 37° C im Dunkeln inkubiert,
um die Fluoreszenz nicht herabzusetzen (s. 2.17ff)). Bei Wachstum auf einem
auxinhaltigen Agar kam es bereits ab 0,03 umol / 1 NAA zu einem Riickgang der
B-Glucuronidase-Aktivitét.

£ 100 bt 100 -
0 +
; 80 Fs 80 |
3 e
% 60 E s 60
I g I & ‘|'
w oA 40 - w4 40
=] =)
L] T}
] 20 . 20 ]:
— —
[}
H 0 I m D T T T T 1
0 0,03 0,1 0,3 1 0 0,03 0,1 0,3 1
[mmol/1] NAA [pmol/1] NAA
NAA rel. GUS- Abw. NAA rel. GUS- Blw.
[pmol/1] Aktivitdt in % [pmol/1] Aktivitat in &
0 100 0 0 100 0
0,03 60 16 0,03 47 28
0,1 62 17 0,1 34 15
0,3 60 8 0,3 37 18
1 57 16 1 50 19

Abbildung 3.28. Quantitative GUS-Analyse von PIVB.1 und PIVB.2 in einer
Auxinkonzentrationsreihe von 0; 0,03; 0,1 und 0,3 umol / 1 NAA. Anzucht der Pflanzen fiir 10
Tage bei 23° C, 18 h Licht / 6 h Dunkelheit, 8000 1x / m’. Messung der Fluoreszenz von 4-
Methylumbelliferon am Fluorimeter und Umrechnung in relative GUS-Aktivitdt in Prozent,
wobei sich der Wert auf den Umsatz pro pg Protein und pro Stunde bezieht.
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Um unterstiitzende Indizien fiir die unterschiedlichen Reaktionen der Insertionslinien und
den Promotor::GUS Pflanzen von A/PLA IVA und A/PLA IVB auf exogene Reize zu
erhalten, wurden die Promotorsequenzen mittels des Programms PlantCare (ROMBAUTS
et al. 1999, LEScoT et al. 2002) mit bekannten cis-regulatorischen Promotorssequenzen
verglichen. Sowohl in PIVA als auch PIVB wurden eine potentielle TATA-Box und
weitere mogliche regulatorische Motive, wie die CAAT-Box und eine potentielle,
Trankriptions-verstarkende GC-Box ermittelt. Nur bei PIVB wurden zudem zwei cis-
regulatorische Elemente entdeckt, welche in der Auxinsignaltransduktion eine Rolle
spielen. Das As1-Motiv bei -720 bp, sowie wiederholt bei -1133 bp, wurde 1994 zuerst
von LIU und Mitarbeitern im GH3-Promotor der Sojabohne beschrieben. GH3 wird
wenige Minuten nach Auxinapplikation transkribiert (GUILFOYLE 1999). Asl gehort zu
den Auxin-responsive elements (AuxRE) und an diese binden die Auxin Response Factors
Transkriptionsfaktoren (HAGEN et al. 2002, TIWARI et al. 2003). Ob ein Auxin Response
Factor die Transkription aktiviert und reprimiert hiangt,dabei von der Sequenz und der
daraus resultierenden Struktur des jeweiligen Auxin Response Factor ab (ULMASOV et al.
1999). Das zweite Element, AuxRR, wurde bei -79 bp ermittelt und 1996 durch SAKAI
und Mitarbeiter in Tabak als ein Element beschrieben, welches auf Auxin reagiert. PIVA
enthielt jedoch keine Auxin-reaktiven Elemente. Da es sich hierbei um eine rein
theoretische Analyse handelt, kann aufgrund der hiermit ermittelten Daten nur spekuliert
werden, dass PIVB eine regulatorische Funktion in der Auxinsignalkette hat. Dennoch
zeigen sich eindeutige Unterschiede zwischen der Promotorsequenz von AfPLA IVA und

AfPLA IVB.
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3.6 Proteinanalyse

Da AfPLA IVA und AfPLA IVB auf transkriptioneller Ebene analysiert wurden, folgt nun
die Analyse der Proteine. Dabei wiesen die beiden ermittelten Nukleinsduresequenzen
von AfPLA IVA und A/PLA IVB eine 88 %ige Homologie der abgeleiteten Aminosduren
auf (Abb. 3.29). Beide Proteine sind 414 Aminosduren lang und unterscheiden sich bei
Vergleich durch das Programm GeneDoc (NICHOLAS und NICHOLAS 1997) durch nur fiinf
Aminoséduren, welche physikochemisch voneinander abweichende Eigenschaften haben.
Weitere 48 abweichende Aminosduren haben bei IVA und IVB é&hnliche
physikochemische Eigenschaften. Im hochkonservierten Bereich um das aktive Zentrum
der Enzyme (RYDEL et al. 2003) sind nur zwei konservative Austausche zu verzeichnen
(Abb. 3.29). Die Nukleinsduresequenzen liegen in Tandem-Position direkt hintereinander
auf dem vierten Chromosom von Arabidopsis (KAUL et al. 2000). Beim Vergleich der
gesamten, ermittelten Patatin-dhnlichen Genfamilie PLA, ldsst sich feststellen, dass IVA
und IVB phylogenetisch am engsten verwandt sind (Abb. 1.4). Die enzymatischen
Eigenschaften des Proteins IVA wurden bereits analysiert (HOLK et al. 2002). In dieser
Arbeit wurde das Protein IVB heterolog in E. coli exprimiert, um &hnliche oder
unterschiedliche Eigenschaften der Enzymaktivitdt von IVA und IVB zu ermitteln.
AuBlerdem wurde der C-Terminus deletiert, in welchem vier der fiinf von IVA
physikochemisch abweichenden Aminosduren lagen. Des Weiteren wurden diese fiinf
abweichenden Aminosduren von IVB mutagenisiert, um das Protein somit stiarker an IVA

anzugleichen. Die entstandenen Enzymvarianten wurden untersucht.
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Abbildung 3.29. Aminosiuresequenzvergleich der Proteine von A/PLA IVA und A/PLA IVB

mittels des Programms GeneDoc. Dargestellt sind die aus der cDNA abgeleiteten

Aminosduresequenzen in der Ein-Buchstaben-Abkiirzung. Anzahl der Aminosduren je 414. Die

Klammern kennzeichnen die hoch konservierten Sequenzbereiche bei Patatinen, Patatin-

dhnlichen Proteinen und iPLA;s (personliche Mitteilung G. SCHERER).Der blau umrandete

Bereich kennzeichnet den experimentell entfernten C-Terminus in IVBcr. Die Pfeile
kennzeichnen die mutagenisierten Aminosduren in [VB,.

IVA: abgeleitete Aminosduresequenz von AfPLA IVA

IVB: abgeleitete Aminosduresequenz von AfPLA IVB
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3.7 Klonierung in das Expressionssystem

Um die Funktion von AfPLA IVB nidher zu untersuchen, wurden die Eigenschaften des
Enzyms untersucht. IVA lag bereits charakterisiert vor (HOLK et al. 2002, RIETZ 2002).
Trotz der hohen Homologie zu IVA zeigten erste Untersuchungen des rekombinanten
Proteins IVB Unterschiede in den enzymatischen Eigenschaften gegeniiber IVA.
Aufgrund dessen wurden zwei modifizierte Versionen des Proteins IVB untersucht,
sodass insgesamt drei Versionen von IVB untersucht wurden. Die zu exprimierenden
Proteine wurden in Anlehnung an ihre Eigenschaften IVB, IVBcr (entfernter C-
Terminus, s. 3.7.1) und [VB, (mutagenisiertes [IVB Protein, s. 3.7.2) genannt. Die zu

erwartenden molekularen Massen der Proteine zeigt Tabelle 3.5.

Tabelle 3.5. Molekulare Daten zu den potentiellen rekombinanten Proteinen. Die Kalkulation
bezieht sich auf die GroBlen vom Startmethionin bis zum Stopcodon bzw. bei IVBcr bis zum
Seqeunzabbruch. In Klammern befindet sich die ermittelte cDNA- bzw. Aminosduresequenz
unter Einbeziehung der mitexprimierten N-terminalen Vektorssequenz.

Erwartete Grof3e der cDNA Anzahl AS Molekulare Masse [kDa]
IVB 1245 (1275) bp 414 (425) 44,6 (47,1)
IVBcr 972 (1005) bp 324 (335) 35,9 (37,1)
IVB it 1245 (1275) bp 414 (425) 44,6 (47,1)

Die Konstruktherstellung fiir IVBcr fand wie unter 3.7.1 beschrieben statt. Fiir die
Expression von VB, wurde die cDNA von A/PLA IVB mutagenisiert (s. 3.7.2). IVB
lag bereits im pQFE-30 Vektor vor und die PLA-Eigenschaften des Enzyms waren durch
Analyse der Inkubationsdauer und des pH-Optimums bereits nachgewiesen (OPPERMANN
2001).
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3.7.1 Konstruktherstellung von AfPLA IVBcr

Zur Klonierung wurde der Vektor pQOE-30 der Firma Qiagen verwendet (s. 2.10,
Genkarte s. Anhang Abb. 4). Dieser Vektor hat die Codons fiir sechs Histidine, die an der
N-terminalen Region des zu exprimierenden Proteins lokalisiert sind, sodass dieses
Protein bei Expression in E. coli XL1-Blue durch Imidazol nativ eluiert werden konnte (s.
2.13.1). Um die induzierbare Expression des Proteins zu erreichen, wurde ein
5’0Oligonukleotid verwendet, welches direkt hinter dem Startcodon lag, um so eine
Ligation mit dem Expressionsvektor pQFE-30 im korrekten Leseraster zu ermdoglichen.
Das 3’Oligonukleotid der cDNA von IVBcr beginnt direkt nach der konservierten
Aminoséduresequenz ,,YLRID®, sodass die Sequenz mit diesem Motiv als C-Terminus
endete. Auf diese Weise wurden vier der fiinf am meisten voneinander abweichenden
Aminosduren deletiert (Abb. 3.29). Zusétzlich hatten diese Oligonukleotide an den Enden
Restriktionsschnittstellen, welche in der Polylinkerregion des pQFE-30 vorkommen.
Diesen Oligonukleotiden (5'TVBcrEx und 3'IVBcerEx, Tab.2.41) wurden die
Restriktionsschnittstellen Sacl und Pstl angehédngt, welche in der Polylinker-Region des
PpOE-30 Expressionsvektors der Firma Qiagen zu finden sind (Abb. 3.30). Diese
Schnittstellen kamen weder in der inserierten cDNA vor, noch wurde das Leseraster
durch die Oligonukleotide verschoben. An die Restriktionsschnittstellen wurden jeweils
ein bis mehrere Nukleotide angehidngt, um die Effektivitit der Restriktionsenzyme
heraufzusetzen (Tab. 2.41). Das Startmethionin wurde nicht amplifiziert, da der Vektor
vor dem 6 x His-Tag ein eigenes Startmethionin besitzt (Abb. 3.30). Die Amplifikation
von [VBcr fand an der isolierten Plasmid-DNA statt, welches bereits das Vektorkonjugat
pOE-30/APLA 1VB enthielt (OPPERMANN 2001, s. 3.3), Hierzu wurde die DyNazyme
Ext Polymerase der Firma Biometra verwendet, welche eine proof reading Funktion hat,
um Fehler wihrend der Amplifikation zu vermeiden (s. 2.6). Es wurde nach einer
priméren Denaturierungsphase von 5 Minuten bei 94° C mit einer Anlagerungstemperatur
von 56° C und einer Elongationszeit von 90 Sekunden (30 Zyklen) gearbeitet. Die
Amplifikation wurde mit einer 10miniitigen Inkubation bei 72° C abgeschlossen. Fiir die
PCR wurden 100 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Die erwarteten Sequenzgrofle zeigt
Tabelle 3.5.



Ergebnisse 110

Nach der Amplifikation von A/PLA IVBcr wurden das PCR-Produkt und der pQE-30
Vektor (Fa. Qiagen) gereinigt (s. 2.6.2) und tiber Nacht mit den Restriktionsenzymen
Sacl und Pstl verdaut (s.2.10.1). AnschlieBend wurden Vektor und Insert erneut
gereinigt, um die verdauten Enden zu entfernen und miteinander zu konjugieren
(s.2.10.2). Es folgte eine Transformation in kompetente FE. coli XL1-Blue
(s.2.10.3,5.2.10.4). Die Zellen wurden auf 1,0 %igen LB-Agarplatten (50 png/ml
Ampicillin, Tab. 2.16) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37° C inkubiert. Die gewachs-
enen Kolonien wurden auf das rekombinante Plasmid iberpriift, indem an den
gewachsenen und vermutlich transformierten Kolonien eine PCR durchgefiihrt wurde
(s. 2.6). Die Sequenz des 5'Oligonukleotids namens Promotor Region lag hierfiir in der
Vektorsequenz (Abb. 3.30). Das 3’Oligonukleotid war mit dem der Amplifikation der
AtPLA IVB-cDNA identisch. Zusitzlich wurden die rekombinanten Plasmide isoliert,
und mittels Restriktionsanalyse durch die Enzyme Sacl und Pstl (s.2.10.1) auf die
inserierte cDNA in erwarteter GroB3e tiberpriift (ohne Abbildung). Die Sequenzierung des
Amplifikationsprodukt fand in 5'Richtung mit dem Oligonukleotid Type III/IV durch die
Firma Seqlab statt und ergab die erwartete Sequenz (Abb. 3.30). Dabei wurde das
Programm BlastN fiir den Nukleinsduresequenzvergleich (MCGINNIS et al. 2004) und das
Programm BlastX (ALTSCHUL etal. 1997) fiir den Aminosduresequenzvergleich

verwendet.

1 CACATTTCEeNCEnVV-VACHNEC OO GINEACGT CTAAGAAACC ATTATTATCA
Promoter Region

51 TGACATTAAC CTATAAAAAT AGGCGTATCA CGAGGCCCTT TCGTCTTCACC TCGAGAAAT

111 CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT AATAGATTCA

(EVNWVVAOLV VRN ONE A A TTCATTAAAG AGGAGAAATT AACThRYNEAGA
Startmethionin

231 GGATCG GGATCC GCATGCGAGC TCGGTACCCC GGGTCGACCT
Polylinker
291 GCAGCCAAGC TTAATTAGCT GAGCTTGGAC TCCTGTTGAT AGATCCAGTA ATGACCTCAG

171 ATTGTGAGHE

Abbildung 3.30. Abgebildet ist ein Teil der Gesamtsequenz des pQFE-30 (gesamt 3461 bp). Die
Sequenzieroligonukleotidsequenzen, 6 x Histidin und die Polylinker-Region sind farbig unterlegt.
Die Restriktionsschnittstellen Sacl und Pstl sind blau gekennzeichnet.
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3.7.2 Mutagenisierung von [VB

Um IVB der Aminoséduresequenz von IVA anzundhern, wurden fiinf Aminosduren von
IVB mutagenisiert und an IVA angepasst. Die Nukleinsduresequenz von A/PLA IVB
wurde im Konjugat auf solche Weise mutagenisiert, dass bei IVBy,, fiinf Aminosduren
verdndert vorlagen. Jede Punktmutation wandelte eine stark polare Aminosdure in eine
hydrophobe oder umgekehrt. Fiir die Mutagenisierung des pQFE-30/ AtPLA 1VB ¢cDNA-
Konstrukts durch den Site Directed Mutagenesis Kit der Fa. Stratagene wurde die
Plasmid-DNA pQE-30/AfPLA 1VB cDNA verwendet und aus Escherichia coli XL1-Blue
isoliert (s. 2.12.1, s. 2.11). Fiir die Mutagenisierung wurde die isolierte Plasmid-DNA
mittels einer proof reading Polymerase (Pfu-Turbo, Fa. Stratagene) vollstindig
amplifiziert (s. 2.11). Die verwendeten Oligonukleotide lagerten sich direkt
komplementdr an der Plasmid-DNA an und trugen durch Austausch von Einzel-
nukleotiden die gewiinschten Punktmutationen. Die Mutagenisierung fand in vier
einzelnen Amplifikationsschritten statt (Tab. 3.6), wobei nach jeder Amplifikation das
PCR-Produkt zuerst mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut wurde (s. 2.11). Dies
fihrte zum Verdau der durch den Wirtsstamm XL1-Blue methylierten, parentalen
Plasmid-DNA. Auf diese Weise wurde nur das Amplifikationsprodukt isoliert und konnte
in kompetente E. coli XL1-Blue Zellen transformiert werden (s. 2.11). Die iiber Nacht bei
37° C auf Selektionsmedium gewachsenen Kolonien wurden auf das Plasmid tiberpriift
(s.2.12.1). Die Mutagenisierung wurde ab der zweiten Runde vom C-Terminus aus
begonnen, da es Uberschneidungen in dem zu mutierenden Bereich gab. Nach jeder
Mutationsrunde fand eine Sequenzierung der inserierten cDNA am isolierten Plasmid
(Fa. Seqlab, Gottingen) statt. Die Sequenzierung wurde vom 5'Ende mit dem
Oligonukleotid namens Promoter Region (Tab. 2.43, Abb. 3.30) und vom 3’Ende mit
dem Oligonukleotid Reverse Sequencing (Tab. 2.43) durchgefiihrt, sodass der Ubergang
von Plasmid-DNA und inserierter cDNA tiberpriift werden konnte (siche Abb. 3.30). Die
erhaltenen Sequenzen wurden nach jeder Amplifikationsrunde mittels des Programms
BLAST mit der cDNA von A/PLA IVB verglichen, um die Mutationen nachzuweisen
und zu zeigen, dass keine ungewiinschte Verdnderung der Basen stattgefunden hat

(s. 2.6).
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Von Kolonien mit dem gesuchten Vektorkonstrukt wurden Dauerkulturen angelegt
(s.2.12). AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA isoliert, um die néichste
Mutagenisierung zu ermdglichen (s. 2.12.1). Dieses Prozedere wurde viermal wiederholt,
bis die gewiinschten Mutationen vorhanden waren (Tab. 3.6). Dabei wurden in jedem
Mutagenisierungsschritt 0,5 Minuten bei 95° C predenaturiert, um dann die Plasmid-
DNA fiir 16 Zyklen 9,6 Minuten bei 68° C zu verldngern und die Oligonukleotide bei
einer Temperatur zwischen 70°C und 80°C fiir eine Minute anzulagern. Die
Anlagerungstemperaturen und die  Oligonukleotidsequenzen der  einzelnen
Mutagenisierungsschritte finden sich in Tabelle 2.42. Nach Abschluss der
Mutagenisierung lie3 sich die cDNA in E. coli nicht exprimieren. Da es moglich war,
dass die viermalige Amplifikation der Vektor-DNA zu einer Verdnderung der Nukleotide
im Vektor gefiihrt haben konnte, wurde die inserierte cDNA mittels der vorhandenen
Schnittstellen durch die Restriktionsenzyme Pstl und Sacl aus dem Vektor isoliert und in
einen gleich behandelten pQE-30 legiert (s. 2.10 ff.). Diese cDNA-Insertion wurde erneut
durch die Firma Seqlab in Goéttingen iiberpriift. Die Kombination des neuen Vektors und
der mutierten cDNA von A7PLA IVB wurde fiir die Expression des rekombinanten

Enzyms erfolgreich herangezogen.

Tabelle 3.6 zeigt die zu dndernden Aminosduren in IVB. Die Reihenfolge in der Tabelle
entspricht der Reihenfolge der angefertigten Mutagenisierungsschritte. Der T,-Wert entspricht
der Anlagerungstemperatur bei der jeweiligen PCR.

Position Aminosdure Aminosdure GC-Gehaltder Oligonukleotid-

der AS in IVB in IVA Oligonukleotide Th
1. Mutation 11 M: ATG K: AAG 58,1 % 80,3°C
2. Mutation 408 I. ATC G: GGA 35,3 % 70,25° C
409 N: AAC E: GAA
3. Mutation 397 K: AAA L: TTA 40,0 % 72,8°C

4. Mutation 347 I. ATA Q: CAA 35,3 % 70,2° C
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3.8 Heterologe Expression in Escherichia coli

Nach erfolgreicher Priifung der korrekten cDNA-Insertion wurden IVB, IVB¢r und
IVBiue exprimiert. Fiir einige Versuche wurde auf das Protein IVA als Kontrolle
zuriickzugegriffen, welches auf dieselbe Weise mit 6 x Histidin-Tag isoliert wurde wie
die anderen Enzyme (HOLK et al. 2002). Wie in Abschnitt 2.13ff. erldutert, erfolgte die
Induktion der Expression iiber IPTG. Uber Nacht wurden 50 ml der pQE-30 haltigen
Bakterienkultur bis zu einer Optischen Dichte von 0,6-0,8 in LB-Nidhrmedium
(inkl. 100 pg / ml Ampicillin) angezogen. In 120 ml frisches Ndhrmedium mit gleicher
Antibiotikumkonzentration wurden 0,5ml der Ubernachtkultur iiberimpft. Die
Bakteriensuspension wurde bis zu einer Optischen Dichte von 0,6-0,8 angezogen. Um
eine Probe von nicht-induzierten Bakterien zu haben, wurden 500 ul der Zellsuspension
abgenommen und zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 250 pl 2 x SDS Puffer versetzt.
20 pl davon wurden auf das SDS-Gel aufgetragen (Bezeichnung: Sediment ohne IPTG-
Induktion). Die tbrigen plasmidhaltigen Zellen wurden nach einer Inkubation mit
0,5 mmol /1 IPTG abzentrifugiert und in 3,5 ml Lysispuffer gelost, um anschliefend
durch einen Homogenisator aufgeschlossen zu werden. Durch Zentrifugation kam es zur
Abtrennung der l6slichen Proteine von den Membranbruchstiicken (Bezeichnung:
Sediment nach IPTG-Induktion; Uberstand / 16sliche Proteine). Der dabei entstandene
Uberstand wurde mit Ni*'-NTA versetzt. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen
und das Sediment mit den Ni*’-NTA gebundenen Proteinen mit 5 ml Waschpuffer
zweimal gewaschen (Bezeichnung: Waschschritt 1 und 2). Das Sediment wurde mit
Elutionspuffer versetzt, zentrifugiert und der Uberstand mit den nativ isolierten Proteinen

aufbewahrt (Bezeichnung: Eluat).

Die erwartete GroBBe von IVB lag bei 47,1 kDa (vgl. Tab. 3.2). Durch einen Vergleich der
Retentionsfaktoren (Ry) konnte im Eluat das exprimierte [VB in der erwarteten Grof3e von
47 kDa identifiziert werden (Abb. 3.31, Pfeil). IVB wurde nur nach IPTG-Induktion
exprimiert. Nach dem Aufschluss der Zellen wurden Proteinmengen im Sediment und im
Uberstand nachgewiesen. Nach zweimaligem Waschen waren die Waschfraktionen frei
von Proteinen, wobei moglicherweise auch ein Teil des Proteins IVB mitausgewaschen

wurde, da eine prominente Bande von gleichem Molekulargewicht im Uberstand auftrat.
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Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration von IVB (s. 2.13.3) wurde mit 0,5 pg
Enzym ein Enzymtest durchgefiihrt (s. 2.13, s. 2.13.3).

70 kDa

55 kDa
45 kDa

| o—

Abbildung 3.31. Expression und Reinigung des Proteins von 4fPLA IVB ¢cDNA mittels Ni*'-
NTA-Affinitdtschromatographie. Eines von neun reprisentativen Experimenten ist abgebildet. Es
wurde ein 10 % Polyacrylamidgel angefertigt und mit Coomasie Brillantblau geférbt, um das
exprimierte Protein von IVB im Eluat nachzuweisen. Der Pfeil deutet auf die Bande des
exprimierten Proteins. Zum Erhalt der Fraktion S- wurden 500 pl der Bakteriensuspension
abzentrifugiert und mit 250 pl 2 x SDS Puffer versetzt. Fiir S+ wurden circa 3 pl des Sediments
nach der Induktion mit IPTG mit 20 ul 2 x SDS Puffer versetzt. Bei den weiteren Fraktionen
wurden 10 pul abgenommen und mit 10 pl 2 x SDS Puffer vermengt. Es wurden jeweils 20 pl
der Probe aufgetragen.

L: 10 -160 kDa Proteinleiter (Fa. MBI Fermentas), Probenauftrag 7 pl

S-: Sediment / abzentrifugierte Zellbestandteile vor IPTG-Induktion

S+: abzentrifugierte Zellbestandteile nach 30 min Induktion mit 1,0 mmol /1 IPTG

U: Uberstand / 16sliche Proteine nach 30 min Induktion mit 1,0 mmol /1 IPTG

W1: 1. Waschschritt der 16slichen Proteine zur Entfernung tiberschiissiger Proteine

W2: 2. Waschschritt der 16slichen Proteine zur Entfernung tiberschiissiger Proteine

E: Eluat, Fraktion mit gereinigtem Protein

Das Enzym mit dem deletierten C-Terminus wurde auf dieselbe Weise isoliert wie IVB.
Die erwartete Grofle von IVBcr lag bei 37,1 kDa (vgl. Tab. 3.5). Durch Vergleich der Ry
Werte konnte IVBcr im Eluat bei 37 kDa identifiziert werden (Abb. 3.32, Pfeil). Das
Protein wurde nur nach IPTG-Induktion exprimiert. Nach dem Zellaufschluss waren
Proteine im Sediment zu finden. Die Waschsubstanz war nach zweimaligem Waschen
frei von Proteinen. Nach Feststellung der erwarteten Gréfe des exprimierten Proteins,
wurde mit 0,5 pg Enzym, dessen Konzentration in einem Bradford-Assay bestimmt

wurde, ein Enzymtest durchgefiihrt (s. 2.13, s. 2.13.3).
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Abbildung 3.32. Expression und Reinigung von AfPLA IVBcr cDNA mittels Ni*'-NTA-
Affinitdtschromatographie. Eines von fiinf reprisentativen Experimenten ist abgebildet. Es
wurde ein 10 % Polyacrylamidgel angefertigt und mit Coomasie Brillantblau geférbt, um das
exprimierte von [VBcr im Eluat nachzuweisen. Der Pfeil deutet auf die Bande des exprimierten
Proteins. Bei S- wurden 500 pl der Bakteriensuspension abzentrifugiert und mit 250 pl
2 x SDS Puffer versetzt. Fiir S+ wurden circa 3 pl Sediment mit 20 pl 2 x SDS Puffer versetzt.
Bei den tibrigen Fraktionen wurden 10 pl abgenommen und mit 10 ul 2 x SDS Puffer
vermengt. Von den Proben wurden je 20 pl aufgetragen.

L: 10 -160 kDa Proteinleiter (Fa. MBI Fermentas), Probenauftrag 7 pl

S-: Sediment / abzentrifugierte Zellbestandteile vor IPTG-Induktion

S+: Sediment / zentrifugierte Zellbestandteile, 30 min 0,5 mmol /1 IPTG-Induktion
U: Uberstand / 15sliche Proteine nach 30 min 1,0 mmol /1 IPTG-Induktion

W1: 1. Waschschritt der 16slichen Proteine zur Entfernung tiberschiissiger Proteine
W2: 2. Waschschritt der 16slichen Proteine zur Entfernung tiberschiissiger Proteine
E: Eluat, Fraktion mit gereinigtem Protein

Das mutagenisierte Enzym wurde auf dieselbe Art und Weise isoliert wie IVB und
IVBcr. Die erwartete GroBe von IVBp, lag bei 47,1 kDa (vgl. Tab. 3.5). Durch
Vergleich der R-Werte konnte im Eluat IVB,,; in der erwarteten Grofle von 47 kDa
identifiziert werden (Abb. 3.3, Pfeil). Nach zweimaligem Waschen war die
Waschsubstanz frei von Proteinen. Im Eluat war das gesuchte Protein zu erkennen. Nach
Feststellung der erwarteten Grof3e des exprimierten Proteins, wurde mit 0,5 ug Enzym,
dessen Konzentration in einem Bradford-Assay bestimmt wurde, ein Enzymtest

durchgefiihrt (s. 2.13, s. 2.13.3).
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Abbildung 3.33. Expression und Reinigung von APLA VB, cDNA mittels Ni**-NTA-
Affinitédtschromatographie. Eines von vier reprédsentativen Experimenten ist abgebildet. Es wurde
ein 10 % Polyacrylamidgel angefertigt und mit Coomasie Brillantblau geféirbt, um das
exprimierte Protein IVB,,, im Eluat nachzuweisen. Der Pfeil deutet auf die Bande des
exprimierten Proteins. Bei S- wurden 500 pl der Bakteriensuspension abzentrifugiert und mit
250 pl 2 x SDS Puffer versetzt. Fiir S+ wurden circa 3 pl Sediment mit 20 pl 2 x SDS Puffer
versetzt. Von den weiteren Fraktionen wurden 10 pl abgenommen und mit 10 pl 2 x SDS Puffer
vermengt. Von den Proben wurden je 20 pl aufgetragen.

L: 10 -160 kDa Proteinleiter (Fa. MBI Fermentas), Probenauftrag 7 ul

S-: Sediment / abzentrifugierte Zellbestandteile ohne IPTG-Induktion

S+: Sediment / abzentrifugierte Zellbestandteile nach 30 min 1,0 mmol /1 IPTG-Induktion

U: Uberstand / 16sliche Proteine nach 30 min 0,5 mmol /1 IPTG-Induktion

W2: 2. Waschschritt der 16slichen Proteine zur Entfernung tiberschiissiger Proteine

E: Eluat, Fraktion mit gereinigtem Protein

3.9 Enzymatische Eigenschaften von IVB, IVBcr und IVB,,

Zur Ermittlung der Enzymcharakteristik der isolierten Proteine wurde ein Enzymtest
(s. 2.16.1, s. 2.16.3) durchgefiihrt und dieser in Diinnschichtchromatogrammen analysiert
(s. 2.16.2). Im Enzymtest wurden als Substrat Liposomen aus einer Mischung von Soja-
Phosphatidylcholin und bis-BODIPY-Phosphatidylcholin verwendet (s. 2.16f.).
bis-BODIPY-Phosphatidylcholin(PC) ist ein an beiden Fettsduren derivatisiertes
Phospholipid, welches im UV-Licht fluoresziert. Je nach Versuchsanordnung fanden
verschiedene bis-BODIPY-Derivate Anwendung. Wenn nicht anders angegeben handelte
es sich in den Diagrammen stets um bis-BODIPY-PC. Die Metaboliten von
Phospholipase A sind Lysophosphatidylcholin und Fettsdure, deren fluoreszierende
Banden mittels bekannter Vergleichssubstanzen im Diinnschichtchromatogramm

identifiziert wurden (s. 2.16.2).
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Anhand des Chromatogramms konnte keine Differenzierung zwischen der Phospholipase
des Aj- oder A,-Typs stattfinden, da beide die Abspaltung von Fettsdure katalysierten,
wenn auch an sn/- bzw. sn2-Position des Phospholipids. Die dabei entstandenen
unterschiedlichen Lysophospholipide sind mittels einer Diinnschichtchromatographie
nicht trennbar. Um auszuschlieen, dass die gemessene Enzymaktivitdt durch eluierte
Bakterienproteine hervorgerufen wurde, wurden als Negativkontrolle Bakterien mit dem
Expressionsvektor pQE-30 ohne inserierte ¢cDNA aufgearbeitet und iiber Ni*’-NTA-
Affinitdts-chromatographie gereinigt. Dieses Eluat wurde dann ebenfalls im Enzymtest
eingesetzt. Als Blindwert dienten Liposomen ohne Enzymzusatz um auszuschlieBen, dass
es zu einer vermeintlichen Aktivitdt aufgrund von chemisch zersetztem bis-BODIPY
kam. Diese relative Fluoreszenz des Blindwerts wurde von der Fluoreszenz des

Enzymumsatzes subtrahiert. Die Differenz entsprach der Enzymaktivitét.

3.9.1 Analyse der Enzymeigenschaften von IVB

Die folgende Abbildung zeigt die enzymatische Aktivitit von IVB in einem Diinnschicht-
chromatogramm. Der Nachweis der Aktivitdit der Préparation bestand bereits
(OPPERMANN 2001). Im Folgenden wurde die Enzymcharakteristik von IVB néher
analysiert und mit der von IVA verglichen (HOLK et al. 2002). Das Eluat von Bakterien
mit dem Expressionsvektor pQFE-30 ohne inserierte cDNA wurde genauso hergestellt wie
das Eluat von IVB (s. 2.16ff.) und zeigte keine enzymatische Aktivitit. Die gereinigte
Préparation von IVB wies eine PLA-Aktivitdt auf, da Hydrolyse von bis-BODIPY-PC in
Fettsdure und Lysophosphatidylcholin stattfand (Abb. 3.34). Die Identifizierung der bis-
BODIPY-PC Metaboliten fand im Vergleich zu aufgetragenen Standards von Fettsdure
und Diacylglycerin statt (s. 2.16.2). Um festzustellen, ob IVB eine Préferenz fiir die
Fettsdure an der sm2-Postion des Glycerins hat, wurde B-BODIPY-PC als Substrat
verwendet, das nur eine fluoreszierende Fettsdure in der sn2-Position hat (Abb. 3.34).
Auch hier war ein Umsatz in die fluoreszierenden Metaboliten Fettsdure und
Lysophospholipid zu beobachten. Da fluoreszierendes Lysophospholipid in diesem Fall
nur das an der sn2-Position veresterte Produkt sein kann, musste das Enzym sowohl

PLA -, als auch PLA,-Aktivitit haben.
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Abbildung 3.34. Nachweis der PLA-Aktivitdt von IVB. Fiir die Diinnschichtchromatogramme
betrug die Laufzeit 90 min. 100 pl aus der gesamten Chloroformfraktion von 150 pl wurden fiir
das Dunnschichtchromatogramm eingesetzt.

A) Nachweis der Aktivitit von IVB mit B-BODIPY-PC als Substrat.

K Mono: Blindwert, 0 pg Enzym, 3 pg Liposomen mit 3-BODIPY-PC

IVB: 0,5 pg Protein IVB, 3 pg Liposomen mit 3-BODIPY-PC

DAG: Diacylglycerinstandard FS: Fettsdurestandard, Probenauftrag je 3 ul

B) Nachweis der Aktivitdt von IVB und der Ausschluss der Aktivitit von Bakterienproteinen mit
bis-BODIPY-PC als Substrat.

K Bis: Blindwert, 0 pg Enzym, 3 pg Liposomen mit bis-BODIPY-PC

V: 0,5 pg Protein aus Bakteriensuspension mit pQFE-30 Vektor ohne inserierte cDNA, 3 pg
Liposomen mit bis-BODIPY-PC

IVB: 0,5 pg Protein IVB, 3 pg Liposomen mit bis-BODIPY-PC

FS: Fettsdurestandard; DAG: Diacylglycerinstandard, Probenauftrag je 3 pl

Aus den bisherigen Erfahrungen mit Patatin-dhnlichen PLAs wurden zuerst das pH-
Optimum, die Linearitit der Kinetik und der Einfluss von Calcium und Magnesium auf
die Aktivitdt festgestellt. In den folgenden Abbildungen sind die Auswertungen der
Diinnschichtchromatogramme dargestellt (s. 2.16.2). Die Auswertung bezieht sich jeweils
auf den Umsatz der fluoreszierenden Phospholipids in Fettsdure, da diese besser

aufgetrennt wurde als Lysophosphatidylcholin.
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Um verschiedene Versuche miteinander verrechnen zu kénnen, wurde bei Versuchen mit
Hemmstoffen der maximale Umsatz ohne Inhibitor als 100 %ige Aktivitit festgelegt. Die

Eigenschaften der Hemmstoffe sind in 2.16.1 beschrieben.

Durch Vorversuche, bei denen mit 30, 60 und 90 Minuten Inkubationsdauer und
verschiedenen pH-Werten gearbeitet wurde, zeigte der Umsatz bei 60 Minuten die
optimale Reaktionsdauer fiir die Vergleichsbestimmung. Aufgrund der Spannbreite der
pH-Reihe mussten unterschiedliche Puffer verwendet werden, welche unter 2.16.1,
Tabelle 2.29 angegeben sind. Der Einfluss der Puffersubstanzen auf die Aktivitdt wurde
beriicksichtigt, indem bei Ubergingen zwischen zwei Puffern beide mit demselben pH-
Wert eingesetzt wurden. Wie bereits unter 2.16.1 erwihnt, unterscheidet sich der im
Puffer eingestellte vom effektivem pH-Wert des Tests. In der Darstellung wurde der

effektive pH-Wert des Tests verwendet.

IVB hatte bei einem pH-Wert von 7,3 in 25 mmol / | HEPES/ KOH-Puffer die hochste
Aktivitdt. Im Folgenden wurde mit diesem Puffer gearbeitet, um die Enzyme ndher zu
charakterisieren. Vorversuche hatten gezeigt, dass das Enzym Calciumchlorid fiir seine
Aktivitdit benotigte. Die hochste Aktivitdt wurde bei einer Konzentration von
1000 pumol /1 Calciumchlorid erzielt, wobei das Optimum bei 500 pmol / 1 lag. Im
Folgenden wurde mit einer Konzentration von 1000 umol / 1 gearbeitet, zumal da IVA
bereits mit dieser Calciumkonzentration analysiert wurde und IVB mit IVA verglichen
werden sollte. Parallel den Tests mit einer Calciumchlorid-Konzentrationsreihe wurde
anschlieBend eine Magnesiumchlorid-Konzentrationsreihe durchgefiihrt. So wurde
bestimmt, ob die enzymatische Aktivitit von IVB auf Calcium- oder die Magnesium-
Ionen zuriickzufithren war. Dabei wurde eine Abhingigkeit von Calcium-lonen in vitro
und gleichzeitig eine Calcium-spezifische Aktivierung ermittelt. Ohne Calcium wurde

bereits eine circa 20%ige Aktivitit erzielt (Abb. 3.35 A-D).
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Abbildung 3.35. Ermittlung optimaler Versuchbedingungen zur Analyse von IVB.
Auswertungen der Diinnschichtchromatogramme mittels ScanPack II. Die Aktivitét bezieht sich
auf relative Fluoreszenz der entstandenen Fettséure. Die Inkubationstemperatur betrug 33° C im
Wasserbad. Laufzeit des Chromatogramms jeweils 90 min, es wurden jeweils 100 pl Probe der

Gesamtchloroformfraktion von 150 pl aufgetragen.

A) Ermittlung der optimalen Inkubationsdauer von 60 Minuten, n= 3, das gezeigte Experiment ist

reprasentativ,

B) Ermittlung des pH-Optimums. Dieses lag beim pH von 7,3 unter Verwendung von 25
mmolarem HEPES /KOH Puffer, n=2, das gezeigte Experiment ist représentativ,

C) Calciumchlorid-Abhingigkeit. Die optimale Aktivitdt wurde bei 500 umol / 1 CaCl,-Zusatz

erreicht, n=4, das gezeigte Experiment ist représentativ,

D) Vergleich der Calcium-Abhéngigkeit und der MgCl,-Abhéngigkeit in vitro, n=3, das gezeigte

Experiment ist reprdsentativ.
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Aufgrund dieser Versuche wurden alle folgenden Enzymtests des Enzym IVB mit den
ermittelten Versuchsbedingungen als Standardbedingungen untersucht. Im Folgenden
wurde dann die Wirkung von den zugesetzten Hemmstoffen auf die Aktivitdt von IVB

ermittelt (Abb. 3.36 E-K).

Arachidonyltrifluoromethylcarbon (AACOCF;3;) zeigt bei 40 pmol / 1 eine halb maximale
Hemmung der enzymatischen Aktivitit, wihrend die von 5,8,11,14-Eicosatetraynoic acid
(ETYA) bei circa 5 umol / 1 liegt. Tetrahydro-3-(1-naphtalenyl)-2H-pyran-2-on (HELSS)
hemmte IVB weder bei der Verwendung von bis-BODIPY-PC noch bei BODIPY-FL
DHPE. Die Aktivitdat von IVB wurde ab 25 pmol / 1 Nordihydroguajaretsdure (NDGA)
gehemmt, wobei bis 100 pmol / I nur eine schwache Hemmung beobachtet wurde. Die
halb maximale Hemmung des Enzyms IVB durch Palmitoyltrifluoromethylketone

(PACOCEF3) lag bei circa 70 nmol / 1.

Obwohl das Enzym IV A in vitro sehr dhnliche Sensitivitdt wie IVB gegen die Inhibitoren
PACOCF;, ETYA, und AACOCF; zeigte, wurde es durch NDGA deutlich stdrker
gehemmt (halb maximale Hemmung bei 15 umol / 1). Auffillig war, dass das Enzym IVB
gegeniiber HELSS insensitiv was, wihrend IVA durch HELSS gehemmt wurde (halb
maximale Hemmung bei 200 nmol / I, HOLK et al. 2002). Vor allem ist HELSS ein
Hemmstoff der an das katalytische Serin der, zu den Patatin-dhnlichen PLAs der Pflanzen
homologen, Calcium-unabhingigen PLA,s bindet (BALSINDE et al. 1999). Dadurch

unterscheidet es sich von den cPLA,s des Tierreichs.



Ergebnisse 122

B F
150 o 150 4
* 130 | * 130
a
A 110 4 5 110 o
ﬁ S0 :E 90 o
E.: 70 ; 70 4
P 50 T 50
! 30 4 " w0 {tT - —
10 T T T 1 10
0 25 50 75 100 ) '
o 25 50 75 100
[pmol/1] ARCOCF3 [umol/1l] ETYA
G H
140 150
, 120 _'|' o 130 4
g 110
a - -l . + L
5 100 frpem -1 o 00 ] -
¥ g0 e
i ‘" 70
E 60 - ‘? so
& A
40 | n 304
: :e
10
20 4
o 0 1 2 3 4 5
o 2 e 6 8 10 [pmol/1] HELSS
fo] is-
[pmol/1] HELSS b BODIPY DHPE
bis-BODIPY PC
K
150 - J 150 4
* 130 * 130 .
= b=
H 110 A 110 4
» -+
5 90 i m 90 ¥
]
; 70 4 g 70 o
. o
_E 50 o 41-1 50 o b d
T < 3
10 T r r : . 10 . . . .
0 20 40 60 80 100 0 25 50 75 100
[pmol/1l] NDGA [nmol/1l] PACOCF3

Abbildung 3.36. Wirkung der zugesetzten Hemmstoffe auf die Aktivitdt von IVB.
Versuchsbedingungen: Die Inkubation betrug 60 min bei 33° C im Wasserbad, 25 mmolar
HEPES (pH 7,3), pro Probe 3 pg Liposomen und 0,5 ug Protein IVB, Auswertungen der
Diinnschichtchromatogramme mittels ScanPack II. Die Aktivitdt bezieht sich auf relative
Fluoreszenz der entstandenen Fettsdure. Laufzeit des Chromatogramms jeweils 90 min. Es
wurden jeweils 100 pl Probe der Gesamtchloroformfraktion von 150 pul aufgetragen.

E) Hemmung von IVB durch AACOCFj; (halb maximale Hemmung ca. 40 pmol / 1), n=4,
F) Hemmung von IVB durch ETYA (halb maximale Hemmung ca. 5 umol / 1), n=4,

G) Hemmung von IVB durch HELSS (keine Hemmung), bis-BODIPY-PC, n=3,

H) Hemmung von IVB durch HELSS (keine Hemmung), BODIPY-FL DHPE, n=2,

J) Hemmung von IVB durch NDGA (halb maximale Inhibition ca. 25 pmol / 1), n=3,

K) Hemmung von IVB durch PACOCF; (halb maximale Hemmung ca. 70 nmol / 1), n=4
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3.9.2 Analyse der Enzymeigenschaften von IVBcr

Nach Deletion des C-Terminus von Aminosdure 325 bis 414 des Enzyms IVB lag IVBcr
als eine verkiirzte Form von IVB vor und wurde analog zu den Ergebnissen von IVB

charakterisiert.

Die Aktivitdat des Enzyms IVBcr wurde nachgewiesen und ist in Abbildung 3.37 anhand
eines Diinnschichtchromatogramms dargestellt (s. 2.16.ff). bis-BODIPY-PC wird durch
IVBcr in seine Metaboliten Fettsdure und Lysophosphatidylcholin gespalten. Gleichzeitig
ist auf dem Chromatogramm die Hemmung von IVA und IVBer durch HELSS

dargestellt.
K IVA IVBcr
05,0 0 0,1 0,25 0,5 1,0 5,0 pmol/l HELSS

| | L | | || | N | Fettsiure

"""""’,",'Bis—BODIPY—PC
BEEE

# ¥ M M
L] i

'
L I
'Y ¢ W @ Lysophosphatidylcholin

Abbildung 3.37. Nachweis der Aktivitit von IVBcr und IVA und der Hemmbarkeit durch
HELSS. Diinnschichtchromatogramm mit einer von Laufzeit 90 min, 3 pg Liposomen, pH 7,3,
es wurden jeweils 100 ul Probe der Gesamtchloroformfraktion von 150 pl wurden eingesetzt,
Auswertung mittels ScanPack 11
K: Blindwert, 0 ug Enzym
IVA: 0,5 ug Enzym IVA, von links nach rechts: 0; 5,0 umol /1 HELSS
IVBer: 0,5 pg Enzym IVBer, 3 pg Liposomen, links nach rechts: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 5,0
pmol /1 HELSS.
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Der maximale Umsatz ohne Inhibitor wurde als 100% festgelegt. Die
Standardabweichung und die Anzahl der Versuche ist in der Legende verzeichnet. Es
wurden die Parameter Linearitdt der Aktivitdt mit der Zeit, pH-Wert und Calcium-
Abhingigkeit bestimmt, die den Ergebnissen von IVB sehr dhnelten (Abb. 3.38 A-C).
Lediglich das pH-Optimum liegt bei 6,8, statt bei 7,3 wobei zu beriicksichtigen ist, dass
das pH-Optimum ein sehr breites Spektrum hat. Die Calciumabhingigkeit war gleich,
zumal auch hier ohne Calcium eine Aktivitdt erhalten wurde, die circa 20 % der

maximalen Aktivitét betrug.
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Abbildung 3.38. Ermittlung optimaler Versuchbedingungen fiir die Enzymaktivitét von
IVBcr. Als Aktivitit gilt die relative Fluoreszenz der entstandenen Fettséure. Die
Inkubationstemperatur betrug 33° C im Wasserbad, Laufzeit jeweils 90 Minuten, Auswertung
mittels ScanPack II.

A) Ermittlung der optimalen Inkubationsdauer von 80 Minuten, n= 2, eins von zwei
Experimenten ist gezeigt, das gezeigte ist repriasentativ,

B) Ermittlung des pH-Optimums. Dieses liegt beim pH von 6,8 unter Verwendung von

25 mmolarem HEPES-Puffer, n=2,

C) Ermittlung der Calcium-Abhéngigkeit. Die optimale Aktivitdt wurde bei 500 pmol / 1 CaCl,-
Zusatz erreicht, n=4




Ergebnisse 125

D E
150 - 150 o
o 130 I a0 130
5 110 8 110
- L
E S0 o ‘ﬁ 90 o
. I
o o o J
a 70 I E.' 70
P
5 50 o :g 50 4
30 30 4
10 r T r ) 10 r r r r 1
0 50 100 150 200 0 10 20 30 40 50
[pmol /1] AACOCF3 [pmol /1] ETYA
F G
150 150 o
e 130 o 1304
g
g 110 5 110
ﬁ 90 o 90
A +
= 70 ; 70 4
D -
50 i
'é Y] 50 o
30 a 10
10 r r r x ! 10
0 1 2 3 4 5 0 '5 ) ' u;o
[pmol /1] HELSS [zpmolfic] NDGE
H
150 4
w 130 4
5 110
L
ﬁ 90 |
e
B 70
E 50
30
10

50 100 150 200
[nmol/1l] PACOCF3

Abbildung 3.39. Wirkung der zugesetzten Hemmstoffe auf die Aktivitdt von IVBcr. Als
Aktivitdt gilt die Fluoreszenz der Fettsdure. Pro Enzymtest wurden 3 pg Liposomen und 0,5 pg
IVBcr verwendet, Laufzeit der Chromatogramme jeweils 90 Minuten, 100 pl der
Gesamtchloroformfraktion von 150 ul wurden eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mittels
ScanPack II. Folgende Versuche wurden fiir 60 min bei 33° C durchgefiihrt, mit 1000 umol /1
Calciumchlorid und bei dem pH 6,8 inkubiert.

D) Hemmung von [VBcr durch AACOCF; (halb maximale Hemmung ca. 40 pmol /1), n=6,
E) Hemmung von IVBcr durch ETYA (halb maximale Hemmung ca. 5 pmol / 1), n=4,

F) Hemmung von IVBcr durch HELSS (halb maximale Hemmung ca. 150 nmol / 1), n=3,
G) Hemmung von IVBcr durch NDGA (halb maximale Inhibition ca. 25 umol / 1), n=2,

H) Hemmung von [VB¢r durch PACOCF;, (halb maximale Hemmung ca. 60 nmol / 1), n=4
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Das Enzym IVBcr zeigte bei Zusatz der Hemmstoffe AACOCF; (halb max. Hemmung
ca. 40 pmol / 1), ETYA (halb max. Hemmung circa 5 pmol / I) und PACOCF; (halb max.
Hemmung ca. 60 nmol / 1) dhnliche Sensitivititen wie das Enzym IVB. Die katalytische
Aktivitdit von IVB wurde durch HELSS nicht, und durch NDGA nur sehr wenig
beeinflusst. Durch die Deletion des C-Terminus zeigte sich bei dem Enzym VB¢t volle
Hemmbarkeit durch HELSS in einem dhnlichen Konzentrationsbereich wie bei IVA (halb
max. Hemmung bei ca. 150 nmol/1 zu 200 nmol /). Die Sensitivitit von IVBcr
gegeniiber NDGA entspricht ebenso den Eigenschaften von IVA (halb max. Hemmung
bei ca. 25 zu 15 pumol/1, HOLK et al. 2002) und die Hemmung durch NDGA ist
wesentlich deutlicher als bei IVB (Abb. 3.39 D-H).

3.9.3 Analyse der Enzymeigenschaften von IVB

Das durch Anderung der unter 3.7.2 angegeben Aminosiuren von IVB hervorgegangene
Enzym IVB,,« wurde wie die vorhergehenden Enzyme IVB und IVBcr charakterisiert. In
Abbildung 3.40 wird ein Diinnschichtchromatogramm gezeigt, in welchem die Aktivitit
des Enzyms IVB,, und dessen Hemmung durch HELSS dargestellt ist. Die
Reaktionsbedingungen entsprachen denen von IVB (s. 3.5.3). Der Enzymtest von IVB
wurde fiir 60 Minuten bei 33° C inkubiert und bei einem pH-Wert von 7,3 und einer
Konzentration von 1000 umol/1 Calciumchlorid durchgefiihrt. Es wurde darauf
verzichtet, weitere Hemmstoffe zu testen, da sich nur NDGA und HELSS unterschiedlich

auf die Aktivitidt von IVA und IVB auswirkten.

Die halb maximale Inhibition von IVB, durch 15 pmol/1 NDGA war der halb
maximalen Hemmung von IVA (10 umol/1) und IVBcr (25 pmol /1) sehr &hnlich.
VBt wurde erst bei 1 umol / 1 HELSS halb maximal gehemmt, wihrend die halb
maximale Hemmung von IVA bei 200 nmol / 1 und von IVB¢r bei 150 nmol / 1 HELSS
lag (Abb. 3.41).
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Abbildung 3.40. Nachweis der Aktivitdt von IVB,,,; und der Hemmbarkeit durch HELSS.
Diinnschichtchromatogramm mit einer Laufzeit von 90 min. Es wurden 100 pl aus dem

Gesamtchloroformfraktion von 150 pl eingesetzt
VB : 0,5 pg Enzym IVB,,, 3 pg Liposomen; links nach rechts 0; 0,5; 1,0; 2,5 umol /l HELSS,

K: Blindwert, 0 pg Enzym, 3 pg Liposomen
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Abbildung 3.41. Wirkung der zugesetzten Hemmstoffe auf die Aktivitdt von [VB .
Als Aktivitét gilt die Fluoreszenz der Fettsdure. Pro Enzymtest wurden 3 pg Liposomen und 0,5
ng IVBcr verwendet, Laufzeit der Chromatogramme jeweils 90 Minuten, 100 pl der
Gesamtchloroformfraktion von 150 pl wurden eingesetzt. Die Auswertung erfolgte mittels
ScanPack II. Folgende Versuche wurden fiir 60 min bei 33° C durchgefiihrt, mit 1000 umol /1
Calciumchlorid und bei dem pH 7,3 inkubiert.
A) Hemmung von [VB,,; Protein durch HELSS (halb maximale Hemmung 1 umol /1), n=3,
B) Hemmung von IVB,,,;; Protein durch NDGA (halb maximale Inhibition 15 umol /1), n=3
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3.10 Potentieller Aktivierungsmechanismus der Proteine IVA und IVB

HELSS ist ein Hemmstoff, der kovalent an das Serin im aktiven Zentrum der Ca*'-
unabhéngigen Phospholipasen A; bindet (BALSINDE et al. 1999). Da dieser Inhibitor an
andere PLAs nicht (sPLA;) bzw. nur in sehr hohen Konzentrationen (cPLA;) bindet, ist
er zur Definition der Patatin-dhnlichen PLAs in der Pflanze bzw. der Calcium-
unabhingigen Phospholipasen A, wichtig. Die unterschiedlichen Reaktionen des Enzyms
IVA (hemmféhig) und IVB (nicht hemmfihig) legten nahe, dass bei dem Enzym IVBcr
(hemmfihig) die Deletion des C-Terminus den Zugang zum aktiven Zentrum o6ffnet.
Aufgrund dessen wurde erst eine unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeit fiir [IVB und
IVBcr erwartet, was aber im direkten Vergleich unter Standardbedingungen (1 mmol / 1
Calciumchlorid, 33° C, 0,5 pg Enzym und 3 pg Liposomen pro Test bei einem pH-Wert
von 7,3) nicht zutraf. Aus diesem Grund wurde eine zweite in der Literatur beschriebene
Methode als Enzymtest angewandt (VIEHWEGER et al. 2002). In dieser Methode wird nur

das fluoreszierende Substrat ohne Zusatzlipide verwendet.

Die Enzyme IVA, IVB und IVBcr wurden mittels eines Enzymtest an Liposomen zuerst
auf ihre Aktivitit getestet (Abb. 3.42). Nach Feststellung der enzymatischen Aktivitét
schloss sich unmittelbar an diesen Nachweis der Enzymtest ohne Liposomen an. Der
Aktivitdtsnachweis von IVA, IVB und IVBcr mit direkt eingesetztem 2 pmol /1 bis-
BODIPY-PC ist in Abbildung 3.42.B gezeigt und in 3.42.C ausgewertet (s. 2.16.2f.). Bei
diesem zeigte sich bei IVB¢r ein deutlicher Umsatz des bis-BODIPY-PC in die
Metaboliten Fettsdure und Lysophosphatidylcholin (relative Aktivitit bei 56 und 158,5),
wiéhrend der Umsatz von IVA und IVB dem Blindwert entspricht und aufgrund dessen im

Diagramm nicht dargestellt werden kann (Abb. 3.42.C).

Auch die Zugabe verschiedener Detergenzien (0,01 % v/ V Triton-X, 0,1 % v/ V SDC),
verschiedener ~ Enzym-Konzentrationen  (0,1; 0,5; 1,0 pg)  oder  verschiedener
Inkubationszeiten (0, 5, 10, 20, 30, 60, 80 min) fithrte zu keinem Umsatz des bis-
BODIPY-PC durch IVA und IVB (ohne Abb.).
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Abbildung 3.42. A) Aktivitdtsnachweis von IVA, IVB und IVB¢r unter Verwendung von
Liposomen. Es wurden 100 ul aus der Gesamtchloroformfraktion von 150 pl eingesetzt. Folgende
Versuche wurden fiir 60 min bei 33° C durchgefiihrt, mit 1000 pmol / 1 CaCl, inkubiert.

K: Blindwert, 0 pg Enzym, 3 pg Liposomen pH 7,3; V: 0,5 ng Protein aus Bakteriensuspension
mit pQE-30 Vektor ohne inserierte cDNA, pH 7,3; IVA: 0,5 pg IVA pH 7,3, IVB: 0,5 pg IVB,
pH 7.3, IVBc¢r: 0,5 pg IVBer, pH 7,3,

B) Aktivitédt unter Verwendung von reinem bis-BODIPY-PC. Es wurden zwei unabhéngige
Versuche durchgefiihrt, das gezeigte Experiment ist repréisentativ. Inkubation wie unter A).

K: Blindwert, 0 ug Enzym, 2 umol / 1 bis-BODIPY-PC, pH 7,8; IVA: 1,0 ug Enzym IVA, 2
pmol / 1 bis-BODIPY-PC, pH 7,8; K: Blindwert, 0 pg Enzym, 2 umol / 1 bis-BODIPY-PC, pH
7,8; IVB: 1,0 pg Enzym IVB, 2 pmol / 1 bis-BODIPY-PC, pH 7,8; K: Blindwert, 0 ug Enzym, 2
pumol / 1 bis-BODIPY-PC, pH 7,8; IVBcr: 1,0 pg Enzym IVBcr, 2 pmolar bis-BODIPY-PC, pH
7,8; S: Standard, je 3 ul Fettsdurestandard und Diacylglycerinstandard,

C) Auswertung der Aktivitdt von [VBcr unter Einsatz von 2 umol /1 bis-BODIPY-PC. Fiir die
Auswertung der Chromatogramme wurden die relativen Fluoreszenzen der Fettsdure und des
Lysophosphatidylcholin ermittelt (= Aktivitdt). Der Blindwert ist bereits subtrahiert. Die relativen
Fluoreszenzen von IVA und IVB lagen im selben Bereich wie der Blindwert und konnen
aufgrund dessen nicht dargestellt werden. Auswertung erfolgte mit dem Programm ScanPacklIl
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3.11 Vergleichendes Strukturmodell von IVB

Die dreidimensionale Struktur eines Patatins wurde vor kurzem beschrieben (Rydel et al.
2003). So konnte die dreidimensionale Gestalt des Proteins IVB durch eine Modell-
berechnung analog zu den Patatinen dargestellt werden (Abb. 3.43). Dabei zeigte sich,
dass das Entfernen des C-Terminus zur Entfernung einer Schleife fiihrt, welche eng am
aktiven Zentrum liegt. Ein nicht-helikaler Teil der C-terminalen Schleife scheint den
Lipid-bindenden Tunnel der Aminosduren 325 bis 335 des aktiven Zentrums
einzurahmen (Abb. 3.43). Dies wire eine mogliche Ursache fiir die Resistenz des Enzyms

gegen HELSS.

N-Terminus

C-Terminus

Abbildung 3.43. Ermittlung der dreidimensionale Proteinstruktur von A/PLA IVB unter
Anwendung des Programm Genod 3D (COMBET et al. 2002) mit den Proteinen pdblowA,
pdbloxwB and pdblowC als Vorlagen (RYDEL et al. 2003). Das Bild wurde mit dem Programm
RasMol erstellt (University of Massachusetts).
blaue Kreise: Kanal des aktiven Zentrums, Position des aktiven Zentrums ist markiert,
blaue, gestrichelte Umrahmung: moéglicher C-Terminus,
gelber Kasten: konserviertes ,,YLRID“ Motiv (personliche Mitteilung G. SCHERER). Die Deletion
setzte direkt danach an.
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Eine zusitzlich mittels SOPMA berechnete Sekundérstruktur der C-terminalen Region
von Aminosdure 325 bis 414 zeigt, dass sich von IVA und IVB zwei Abschnitte
unterscheiden (Abb. 3.18). Fiir IVA wurde eine ,,coiled coil“-Struktur der Aminoséuren
356 bis 360 berechnet, wihrend bei IVB hier eine Alpha-Helix vorliegt. Fiir die gleiche
Stelle schldgt das Programm bei IVB, eine ,,coiled coil“-Struktur vor. Die Berechnung
der Aminosduren 400 bis 409 wies bei IVB eine Alpha-Helix auf, welche weder in IVA
noch in IVBy, vorlag. IVA und IVB,, waren vollstindig bzw. zum Teil sensitiv

gegeniiber dem Hemmstoff HELSS.

335 345 355 365 375 385 395 405 414
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Abbildung 3.44 2D Strukturmodell der C-terminalen Region durch das Programm SOPMA
(GEOURJON et al. 1995).Gezeigt sind die Aminosduren 325 bis 414. Die Unterschiede in der
vorrausgesagten Sekundérstruktur sind blau umrandet.

Obere Zeile: Aminosduresequenz im Ein-Buchstaben-Code

Untere Zeile: Ermittelte Sekundérstruktur (¢ = ungerichtete Windung, e = Strang, t - Beta-
Faltblatt Struktur, h = Alpha-Helix Motiv).

Fiir IVB und VB, sind nur Aminosdurereste gezeigt, die sich von IVA unterscheiden.

Die mutagenisierten Aminosduren fiir die Rekonstruktion von IVA bei VB, sind grau hinterlegt
und als mutierte Form gezeigt
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4 Diskussion

4.1 Isolierung der Insertionsmutanten

Um AfPLA 1IA, APLA 1IIA, AfPLA IVA und AfPLA IVB in Arabidopsis thaliana
funktionell zu analysieren, wurden die Insertionsmutanten dieser Gene isoliert. Fiir die
Isolierung wurden ausschlieBlich Mutanten herangezogen, die aus T-DNA Insertion
hervorgegangen sind, da diese im Schnitt 1,5 Insertionen im Genom aufweisen (KRYSAN
et al. 1996). Es wurden je zwei unabhéngige Insertionsmutanten pro 4fPLA-Gen isoliert
um auszuschliefen, dass die ermittelten Phénotypen durch eine zweite T-DNA-Insertion
in einem unbekannten Gen verursacht werden. Von der Isolierung von Mutanten mit
Transposoninsertionen wurde Abstand genommen, da diese bis zu 25 Insertionen im

Genom tragen konnen (BOUCHE und BOUCHEZ 2001).

Bei den homozygoten Insertionsmutanten von AfPLA IIA, AfPLA IVA, AfPLA IVB und
Atpla TIIA-2 wurde das jeweilige Gen nicht transkribiert. A7fPLA IIIA-1 wurde als
homozygote Insertionsmutante von AfPLA IIIA isoliert, zeigte aber bei Uberpriifung der
Gesamt-RNA ein Transkript der A/PLA IIIA ¢cDNA. Die T-DNA Insertion bei A#pla IT11A-
1 wurde -286 bp vor dem Translationssstart des Proteins von A/PLA IIIA ermittelt. Bei
85 % der bisher sequenzierten Pflanzengene liegt -25 bis -35 bp vor dem Transkriptions-
start eine TATA-Box, an welcher der Zusammenbau des Transkriptionsinitations-
komplexes erfolgt (TAlZ und ZEIGER 2000). Durch Analyse mit dem Programm
PlantCare (ROMBAUTS et al. 1999, LEscoT et al. 2002) wurde -40 bp vor dem
Startmethionin von AfPLA IIIA eine potentielle TATA-Box gefunden. Eine potentielle
CAAT-Box, welche sich im Allgemeinen 25 bis 50 bp stromaufwiérts von der TATA-Box
befindet, konnte bei -94 bp ermittelt werden. An die Nukleotidsequenz der CAAT-Box
binden Transkriptionsfaktoren (VAUTERIN et al. 1999). Aufgrund dessen ist es moglich,
dass die T-DNA Insertion im Promotor von A#pla IIIA-1 die Transkription des Gens nicht
verhindert. Samtliche Insertionsmutanten von A/PLA 1IA, AfPLA IIIA, ArPLA IVA und
AfPLA TVB zeigten bei der Anzucht in Einheitserde keine morphologisch auffilligen
Abweichungen vom Wildtyp.
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Durch Promotor::uid4 Analyse und semi-quantitative RT-PCR wurde das Transkript von
AfPLA IVA in der Wurzel lokalisiert und die Transkription von AfPLA IIA in den
Blittern, den Stipeln und der Wurzel (HOLK et al. 2002). Nach semiquantitativer RT-PCR
wurde das Transkript von A7PLA IIIA in Wurzel, Spross, Blatt und Bliite lokalisiert,
wiéhrend A/PLA IVB ausschlieBlich in der Wurzel lokalisiert wurde (personl. Mitteilung
P. PIETRZYK). Diese Daten mussten nach der Analyse von PIVB::uid4 exprimierenden
Pflanzen ergénzt werden (s. u.). Da keine Korrelation der ausgeschalteten Gene in den
verschiedenen Organen mit einem erkennbaren Phidnotyp vorhanden war, waren fiir die
morphologische Analysen intensivere Untersuchungen notwendig. Aufgrund dessen
wurde die Funktionsanalyse im Folgenden auf A/PLA IVA und AfPLA IVB beschrinkt.
Bei der A/PLA-Familie in Arabidopsis weist das Gen AfPLA IVA nach Analyse mit dem
Programm TreeView eine sehr ausgeprigte Homologie zu AfPLA IVB auf. Daraus kann
geschlossen werden, dass die Proteine dieser beiden Gene innerhalb der A/PLA-Familie
phylogenetisch am engsten miteinander verwandt sind. Bei dem Vergleich der
Aminosduresequenz der AfPLAs durch das Programm GeneDoc (NICHOLAS und
NICHOLAS 1997) wurde festgestellt, dass die Aminsoduresequenz von AfPLA IVA und
AfPLA TVB zu 88 % identisch sind und von ihren jeweils 414 nur fiinf Aminoséduren
deutliche physikochemische Unterschiede aufweisen. Von diesen fiinf liegen vier
Aminosduren in der jeweiligen C-terminalen Region der Enzyme. A/PLA IVA und
AfPLA 1VB liegen direkt hintereinander auf dem Chromosom IV von Arabidopsis
thaliana und es ist wahrscheinlich, dass eines dieser Gene aus einer Duplikation des
anderen hervorgegangen ist (KAUL et al. 2000, LYNCH und CONERY 2000, MOORE und
PURRUGANAN 2003). Aufgrund dessen wurden beide Gene in dieser Arbeit intensiver
charakterisiert. So folgte eine Analyse der Insertionsmutanten von A/PLA IVA und
AfPLA TIVB und der Vergleich der transkriptionellen Regulation durch Analyse von
Pflanzen mit Promotor::uid4 Insertion. Die transgenen Pflanzen mit dem Promotor::uidA
Konstrukt von AfPLA IVA lagen vor (RIETZ 2002). Es handelte sich hierbei nur um einen
Nachweis der Transkription des uid4-Gens, welches durch den Promotor von IVA bzw.
IVB reguliert wurde. Dadurch konnten anhand der durchgefithrten Promotor::GUS
Versuche keine Riickschliisse iiber die Aktivitdt der reguldren Transkripte von A/PLA

IVA und A/PLA IVB getroffen werden.
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Des Weiteren wurde das Enzym IVB untersucht, um es mit den bekannten Eigenschaften
des Enzyms IVA zu vergleichen (RIETZ 2002). Dabei ergaben sich Unterschiede zu IVA,
welche zu einer Analyse der potentiellen, regulatorischen Funktion des C-Terminus

fiihrten.

4.2 Mogliche funktionelle Zuordnung von AfPLA IVA und AfPLA IVB

Durch Transkriptionsanalyse von Promotor::uidA Pflanzen konnte eine 3-Glucuronidase-
Aktivitidt sowohl bei AfPLA IVA als auch bei 4fPLA IVB in der Wurzel nachgewiesen
werden. Dies wurde durch semiquantitative RT-PCR bestétigt. Aufgrund dessen wurden
die Wurzeln der Insertionsmutanten von AfPLA IVA und A/PLA IVB auf morpho-
logische Abweichungen vom Wildtyp untersucht.

Die Funktion von Patatin-dhnlichen PLAs in der Pflanze-Pathogen-Interaktion ist bekannt
(u. a. RIETZ et al. 2004). Da aber Promotor::GUS-Pflanzen von ArPLA IV A bereits ohne
nachweisbare Funktion in der pflanzlichen Pathogeninteraktion getestet wurden, wurde

darauf verzichtet, die Insertionslinien von AfPLA IVA und AfPLA IVB zu testen.

Es ist bekannt, dass PLAs eine Funktion in der pflanzlichen Auxinsignaltransduktion
haben (SCHERER and ANDRE 1989, PAUL et al. 1998, HOLK et al. 2002). Auxin hat eine
Funktion in vielen pflanzlichen Prozessen, wie dem Sprosswachstum, der
Apikaldominanz, Fruchtreife, Zellstreckung und dem Gravi- und Phototropismus. Das
Phytohormon Auxin ist bereits in Moosen und Algen zu finden (COOKE et al. 2002) und
seine Funktion im Phototropismus ist teilweise bereits 1881 durch DARWIN angedeutet

worden.

Da die Arbeitshypothese besteht, dass die Patatin-dhnlichen PLAs aus Arabidopsis eine
Funktion in der Auxinsignaltransduktion haben, folgte eine Analyse der
Insertionsmutanten in Bezug auf dieses Pflanzenhormon. Hierbei wurde unter anderem
auch mit dem Entzug von verschiedenen Nihrstoffen gearbeitet, die Einfluss auf die
Morphologie der Wurzel haben und in einem direktem Zusammenhang mit dem

Phytohormon Auxin diskutiert werden.
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4.2.1 Morphologiednderung in Bezug auf exogene und endogene Faktoren

Die Wurzelmorphologie wird von der Zellteilung des primidren Wurzelmeristems, der
Seitenwurzelbildung und der Ausbildung von Wurzelhaaren beeinflusst (LOPEZ-BUCIO et
al. 2003). Da die Néhrstoffverteilung im Boden nicht homogen ist, erhéhen Pflanzen die
Aufnahme notwendiger Nahrstoffe durch verschiedene Entwicklungsprogramme, wobei
sich die Wurzelmorphologie &ndert, um eine bessere Aufnahme des Néahrstoffes zu
ermoglichen (FORDE und LORENZO 2001). Viele Pflanzen reagieren auf Auxin mit
Seitenwurzelbildung und auf durch Auxin induziertes Ethylen durch Zunahme der
Wurzelhaardichte (LYNCH und BROWN 1997, HIMANEN et al. 2002). Die Wurzel-
morphologie wird dabei von vielfiltigen hormonellen und exogenen Signalen beeinflusst
(LEYSER und BERLETH 1999), welche hier zunichst geschildert werden, um dann die

eigenen Befunde dagegen zu kontrastieren.

Das Phytohormon Ethylen beeinflusst fast immer Entwicklungsprozesse wie die
Seneszenz, Blattabwurf und Fruchtreife und hat zudem Einfluss in den pflanzlichen
Reaktionen auf biotischen und abiotischen Stress (ABELELES et al. 1992, Wang et al.
2002).

Zu den physiologischen Wirkungen der Cytokinine gehéren die Induktion der
Samenkeimung, die Ausbildung und Entwicklung von Knospen, die Kontrolle der
apikalen Dominanz, die Bliitenbildung, die Blattexpansion, die Entwicklung von
Chloroplasten, die Chlorophyllsynthese, die Verzogerung der Seneszenz und die
Hemmung des Wurzelwachstums (SKOOG & MILLER, 1957, HUTCHISON et al. 2002,
SHEEN 2002).

Die wohl wichtigste Bedeutung der Cytokinine liegt in der Kontrolle von Zellteilung und
-differenzierung, wobei die Cytokinine mit anderen Pflanzenhormonen in
Wechselwirkung treten. Das Phytohormon Abscisinsdure hat eine wichtige regulatorische
Funktion in der Seitenwurzelbildung, da bereits Konzentration ab 0,5 pmol/1

Abscisinsdure diese hemmen (DE SMET et al. 2003).
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Das Phytohormon Auxin beeinflusst von der Keimung bis zur Seneszenz nahezu alle der
pflanzlichen Entwicklungsstadien. Dabei wird davon ausgegangen, dass die primére
Wirkung von Auxin in allen Zellen dhnliche Rezeptoren und Signalketten beinhaltet.
Dabei hingt die Wirkung von Auxin vom jeweiligen Zielgewebe ab (TAIzZ und ZEIGER
2002). Da Auxin fiir Pflanzen essentiell ist, gibt es nur Studien mit Arabidopsis-
Mutanten, welche eine verdnderte Auxinreaktionen zeigen (LEYSER und BERLETH 1999).
Im Folgenden wird insbesondere auf die Funktion von Auxin in der pflanzlichen

Entwicklung eingegangen.

Auxin wird in den apikalen Wachstumsgeweben der Pflanze, wie der Keimlingsspitze
und den jungen Bléttern gebildet (WALLROTH-MARNMOR und HARTE 1988). Von diesen
wird TAA, dass am hdufigsten vorkommende Auxin, in basal lokalisierte Pflanzengewebe
und Organe transportiert (LOMAX et al. 1995). Bei Versuchen mit DRS zeigt sich eine
entwicklungsabhingige B-Glucuronidase-Aktivitdit in sich entwickelnden Bléttern
(MATTSON et al. 2003). DRS ist ein Auxin-induzierbarer Promotor, der als Indikator fiir
Auxinkonzentrationen verwendet wird. Im Verlauf der Blattreife sinkt die DR5-Aktivitét
und der Auxingehalt ab, und in seneszenten Blittern erreicht er einen verhéltnismifBig
geringen Gehalt. Dies konnte in Zusammenhang damit stehen, dass Auxin in frithen
Entwicklungsstadien bei Bliitenblittern und Blittern den Abscissionsbeginn verzogert,

diesen jedoch in spéteren Entwicklungsstadien fordert (TAIZ und ZEIGER 2000).

Junge Blitter reagieren weniger sensibel auf Ethylen als &ltere. Es ist also moglich, dass
hohe TAA-Konzentrationen in jungen Bléttern die Ethylenempfindlichkeit herabsetzen
(REID 1985). Die Wechselwirkung zwischen Ethylen und Auxin in der
Wurzelentwicklung wurde durch Mutanten ermittelt, die sowohl gegeniiber Ethylen, als
auch Auxin resistent waren (WILSON et al. 1990, LUSCHNIG et al. 1998, MULLER et al.
1998). Zusitzlich ist bekannt, dass Auxin die Ethylenbiosynthese stimuliert (ABEL et al.
1995).

Auxinkonzentrationen iiber 10® mol / 1 hemmen das Wachstum der Primdrwurzel und
fordern zugleich die Bildung von Seiten- und Adventivwurzeln durch Stimulierung der

Zellteilung (EVANS et al. 1994).
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So bildet die Arabidopsis-Mutante alfl (alf: aberrant lateral root formation)
iiberproportional mehr Seiten- und Adventivwurzeln aus als der Wildtyp, was mit einer
17fachen Zunahme der endogenen Auxinkonzentration einhergeht (CELENZA et al. 1995).
Des Weiteren wird im Wurzelapex kurz nach der Samenentwicklung Auxin angehduft
(BHALERAO et al. 2002). Es kommt jedoch nicht zu dieser Akkumulation, wenn der
Auxin-Influx-Carrier Auxl nicht intakt ist, wodurch darauthin 50 % weniger

Seitenwurzeln gebildet werden (SWARUP et al. 2001, MARCHANT et al. 2002).

Viele Arabidopsis-Mutanten, die einen Defekt in der Auxinsignaltransduktion haben,
zeigen eine verminderte Anzahl von Seitenwurzeln. Zu ihnen gehoren unter anderem die
Auxin-resistenten Mutanten axr/, axr4 und axr6 (LINCOLN et al. 1990, HOBBIE und
ESTELLE 1995, HOBBIE et al. 2000). Dabei verlduft die Ausbildung von Seitenwurzeln
tiber einen anderen Signalweg, als den, der die embryonale Wurzelentwicklung steuert
(CAssON und LINDSEY 2003). So bilden die Arabidopsis-Mutanten monopteros und
bodenlos Seitenwurzeln aus, obwohl sie wéhrend der frithen Embryogenese das
Wurzelmeristem nicht initiieren konnen (HAMANN et al. 2002). Des Weiteren existieren
Mutanten und Gene, die spezifisch die Seitenwurzelbildung beeinflussen, jedoch keinen
Einfluss auf die Hauptwurzel haben. Interessanterweise wurde bei allen eine Funktion
von Auxin in der Seitenwurzelbildung beschrieben (CELENZA et al. 1995, RUEGGER et al.
1997, 1998 , XIE et al. 2000, NAKAZAWA et al. 2001). Weitere Untersuchungen bestétigen
die Bedeutung von Auxin in der Seitenwurzel-bildung. So sind junge Seitenwurzeln
unfihig sich zu teilen, wenn sie von der Hauptwurzel getrennt werden, und erst eine
Zugabe von exogenem Indol-3-essigsdure (IAA) flihrt zu einer Wiederaufnahme der
Zellteilung (DUBROVSKY et al. 2001). Jedoch fiihrt die Zugabe von exogenem Auxin bei
Mutanten, die eine verdnderte Funktion im Auxinsignaltransduktionsweg haben, nicht

immer zur Bildung von Seitenwurzeln (FUKAKI et al. 2002).

Bei Zusatz des Nihrstoffes Nitrat zeigen Arabidopsis-Wurzeln drei unterschiedliche
Reaktionen. Es kommt zur Unterdriickung der Seitenwurzelbildung, wenn der Gehalt von
Zucker den von Stickstoff (C:N Verhiltnis) tiberwiegt (MALAMY und RYAN 2001). Des
Weiteren wird bei einer Nitratkonzentration von 10 mmol / 1 das Langenwachstum der

Seitenwurzeln gehemmt.
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Wenn die Wurzeln aus einem Sektor mit geringem Nitratgehalt in einen Bereich mit
hoher Nitratkonzentration hineinwachsen, kommt es jedoch zu Verldngerung der
Seitenwurzeln (ZHANG und FORDE 1998). Die Auxin-resistenten Mutanten aux/, axr2
und axr4 wurden durch eine lokal zugesetzte Nitraterhohung getestet und die Lénge der
Seitenwurzeln erhohten sich bei aux/ und axr2 genauso wie beim Wildtyp (MAHER und
MARTINDALE 1980, WILSON et al. 1990, HOBBIE und ESTELLE 1995). axr4 reagierte nicht
auf die Stimulierung mit NO*". Aufgrund dessen wurde hier eine Funktion von Auxin in
der Reaktion auf Nitrat postuliert (ZHANG et al. 1999). Es gibt aber auch gegenteilige
Veroffentlichungen. Die Analyse der Auxin-resistenten Arabidopsis-Mutanten axri, auxl
und axr4 ergab hier bei Nitratzugabe eine dem Wildtyp entsprechende
Seitenwurzelverldngerung (LINKOHR et al. 2002). Der Unterschied in den Versuchen lag
in der Verwendung eines anderen Mediums. Bei LINKOHR et al. handelte es sich um ein
1:10 verdiinntes B5-Medium, wihrend ZHANG et al. ein 1:50 verdiinntes B5-Medium
verwendeten. Des Weiteren lieBen ZHANG et al. die Pflanzenwurzeln von einem Bereich

mit wenig Nitrat in einen Bereich mit einer hohen Nitratkonzentration wachsen.

Welche Versuchsanordnung eindeutiger fiir eine Funktion von Auxin in der Reaktion auf
Nitrat spricht, ist nicht leicht zu beurteilen. Wesentlich ist aber, dass auch ZHANG et al.
eine nitratvermittelte Auxinreaktion nur bei einer der getesteten Mutanten nachweisen
konnten. Abscisinsdure hat ebenfalls eine wichtige Funktion in der nitratbeeinflussten

Reaktion der Pflanzenwurzel.

Abscisinsdure-Mangelmutanten reagieren wesentlich weniger sensitiv auf hohe Nitrat-
konzentrationen als Abscisinsdure-insensitive Mutanten (SIGNORA et al. 2001). Des
Weiteren zeigte sich bei Zugabe von exogener Abscisinsdure ebenfalls eine Hemmung
der Seitenwurzelbildung, die der bei hohen Nitratkonzentrationen gleicht (DE SMET et al.
2003). Ob Auxin, Abscisinsdure oder beide in einer nitratinduzierten Reaktion eine
Funktion haben, kann zum gegenwirtigen Zeitpunkt nicht entgiiltig geklart werden. Es
wird aber hier davon ausgegangen, dass zumindest die Funktion von Abscisinsdure in der

nitratbeeinflussten Reaktion hochstwahrscheinlich ist.
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Bei Phosphatmangel kommt es zu einer erhohten Bildung von Seitenwurzeln gegeniiber
einer Verkiirzung der Hauptwurzel (LOPEZ-BucIiO et al. 2003). Die Anderung der
Morphologie geht mit einer verminderten meristematischen Aktivitit einher und dhnelt
der Reaktion der Pflanzenwurzel auf hohe Auxinkonzentrationen ab 10® mol/1
(CELENZA et al. 1995, LOPEZ-BUCIO et al. 2003). Zudem ist bei geringem Phosphatgehalt
die B-Glucuronidase-Aktivitit des Auxin-induzierbaren Promotors DR5::uidA verringert
(ULMASoV et al. 1997). Dies hdngt vermutlich mit dem Verlust der mitotischen Aktivitit
der Wurzel zusammen. Die Wurzelhaare werden dichter und lidnger, wodurch die
Oberflache der Pflanzenwurzel im Verhdltnis zum Volumen vergrofert wird. Die
vermehrt vorkommenden Wurzelhaarzellen sind fiir die Phosphataufnahme essentiell und
auf eine steigende Anzahl von Epidermiszellen zuriickzufiihren, die sich in Trichoblasten
ausdifferenzieren (SCHMIDT et al. 2000, BATES und LYNCH 2001). Die Differenzierung
von Wurzelhaaren wird jedoch durch Ethylen ausgelost (LYNCH und BROWN 1997). Bei
Auxinzugabe und hoher Phosphatkonzentration kommt es zu einer Erhohung der
Waurzelhaardichte, wihrend Auxin bei geringer Phosphatkonzentration keinen Effekt auf
die Wurzelhaardichte zeigt (MA et al. 2001). SCHMIDT und SHIKORA postulierten nach
Versuchen an Auxin-resistenten Mutanten, dass Phosphat keinem Einfluss auf die
Auxinsignalkette hat (2001). Sie testeten die Auxin resistenten Mutanten, aux/, axrl und
axr2 unter Phosphatmangelbedingungen (ESTELLE und SOMERVILLE 1987, PICKETT et al.
1990, WILSON et al. 1990). Des Weiteren testeten sie unter denselben Bedingungen die
Ethylen-insensitive Mutante ein2, die Ethylen-resistente Mutante ef#/ und den Ethylen-
Uberexprimierer efo3 (BLEECKER et al. 1988, GUzMAN und ECKER 1990, KIEBER et al.
1993). Dabei konnten sie zeigen, dass es sowohl beim Wildtyp Columbia 0 als auch bei
allen getesteten Mutanten zu einer Erhohung der fiir Phosphatmangel typischen
Wurzelhaardichte kam. Wahrscheinlich ist diese scheinbare Widerspriichlichkeit
zwischen den Versuchen von MA et al. und SCHMIDT und SHIKORA auf das Phytohormon
Ethylen zuriickzufiihren. Hohe Auxinkonzentrationen fordern die Ethylenbiosynthese,

welches dann wiederum Wurzelhaare induziert (TA1Z und ZEIGER 2002).
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Wenn es bei hohem Phosphatgehalt und Auxinzusatz zur Ausbildung von Wurzelhaaren
kommt, ist dies womoéglich auf eine von Auxin induzierte Ethylenbiosynthese
zuriickzufithren. Da es bei Phosphatmangel und hohem Auxingehalt zu keiner
Ausbildung von Wurzelhaaren kommt, spricht dies dafiir, dass Phosphat eine Wirkung
auf die Ethylensignaltransduktion hat. Es gibt jedoch auch eindeutige Hinweise, dass fiir
die Steuervorgidnge unter Phosphatmangel Cytokinin eine funktionelle Bedeutung hat.
Das Phytohormon Cytokinin ist sowohl ein ergéinzender Part (in der Zellteilung) als auch
Antagonist (in Spross-und Wurzelinduktion) von Auxin (CASSON und LINDSEY 2003). Da
Cytokinin auch Ethylen induzieren kann (VOGEL et al. 1998) und die Versuche mit den
Auxinmutanten aux/, axrl und axr2 gegen eine Einbindung der Auxinsignaltransduktion
bei Phosphatmangel sprechen, weisen die Literaturdaten eher auf die Beteiligung einer
Cytokinin-abhéngigen Funktion bei Phosphatmangel, als auf eine Auxin-abhédngige

Funktion hin.

Bei Sulfatmangel zeigen Arabidopsis-Wurzeln ein stirker verzweigte Morphologie. Die
Seitenwurzeln entwickeln sich weiter von der Wurzelspitze entfernt als iiblich und sind
zahlreicher (LOPEZ-BUCIO et al. 2003). Eventuell steht dies im Zusammenhang mit
Auxin, denn hohe Auxinkonzentrationen fordern das Seitenwurzelwachstum (CASIMIRO
et al. 2003). Die bei Sulfatmangel vermehrt vorkommenden Seitenwurzeln konnten mit
Nitrilase3 (NIT3) in Zusammenhang gebracht werden. NIT3 ist ein Mitglied der
Nitrilasegenfamilie, das Indol-3-acetonitril in das Auxin IAA umformen kann und dessen
Promotor bei Sulfatmangel eine erhohte Aktivitit zeigt. Aufgrund dessen wird vermutet,
dass Sulfat die Auxinsynthese negativ beeinflussen kann. Allerdings zeigt kein anderes
Mitglied der Nitrilasegenfamilie eine Reaktion auf Sulfatmangel und bei NIT3 konnte
auch keine morphologische Abweichung der Hauptwurzellinge vom Wildtyp
nachgewiesen werden (KUTZ et al. 2002). Hohe endogene Auxinkonzentrationen fiithren
aber nachgewiesenermalen zu einer Verkiirzung der Hauptwurzel (CELENZA et al. 1995).
Da zwei unabhédngige Wege von Haupt- und Seitenwurzelbildung postuliert werden und
IAA die Seitenwurzelbildung férdert (DUBROVSKY et al. 2001), wire es theoretisch

moglich, dass NIT3 nur in den seitenwurzelbildenden Weg involviert ist.
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Aber die Akkumulation von endogenem Auxin, die von den Autoren vorgeschlagen wird,
fiihrt zu einer Verkiirzung der Hauptwurzel (CELENZA et al. 1995) und dies macht eine
erhohte IAA-Synthese bei Sulfatmangel zweifelhaft. Anhand der gegenwartig bekannten
Daten kann aufgrund dessen nicht eindeutig belegt werden, ob Auxin

(oder ein anderes Phytohormon) durch Sulfatmangel induziert wird.

Bei Eisenmangel kommt es zu einer verkiirzten Hauptwurzel und einer erhdhten
Seitenwurzelbildung (LOPEZ-BucIO et al. 2003). Somit dhnelt die Wurzelmorphologie bei
Eisenmangel der Wurzelmorphologie bei hohen Auxinkonzentrationen ab 10™® mol /1
(CELENZA et al. 1995). Versuche mit Auxin- und Ethylen-resistenten Mutanten zeigen,
dass die Mutanten nur bei Phosphatmangel wie der Wildtyp reagierten. Aufgrund dessen
wird postuliert, dass trotz einer dhnlichen Morphologie die Reaktionen auf Eisen- und
Phosphatmangel durch verschiedene Signaltransduktionsmechanismen vermittelt werden
(MULLER und SCHMIDT 2004). Zudem kommt es bei Eisenmangel zu einer erhShten
Waurzelhaardichte (LOPEZ-Bucio et al. 2003). Eine physiologische Beziehung zwischen
der Mobilisierung der Eisenaufnahme bei Eisenmangel und der Wurzelhaarentwicklung
ist allerdings noch nicht geklart, zumal es zu diesem Thema widerspriichliche

Veroffentlichungen gibt (SCHMIDT et al. 2000 und Referenzen darin).

Die Mobilisierung von Eisen wird bei Strategie I-Pflanzen, zu denen sdmtliche dikotyle
Pflanzen, wie auch Arabidopsis, zihlen durch eine kombinierte Reaktion von einer
Reduktase und einer H'-ATPase erreicht (WATERS et al. 2002, SCHMIDT 2003). Die bei
Eisenmangel durch H'-ATPase vermittelte Ansduerung der Rhizosphire steigert die
Aktivitdit einer Plasmamembran-gebundenen Reduktase, was zu einer erhohten
Expression eines Fe*'-Transporters fiihrt (FOX et al. 1996, ROBINSON et al. 1999,
DELL” ORTO et al. 2000). Bei Unterbrechung des polaren Auxintransports vom Keimling
zu der Wurzel, wird die Rhizosphire bei Eisenmangel nicht angeséuert (SCHMIDT et al.
2000). Dies spricht fiir eine Reaktion von Auxin auf Eisenmangel, zumal Auxin
erwiesenermalflen die Protonensekretion der Zellen erhoht (SCHERER 2002). Zudem
testeten  SCHMIDT und SHIKORA 2001  Auxin-resistente =~ Mutanten  auf
Eisenmangelmedium. Hierbei konnten sie eine Verbindung zwischen der Verfiigbarkeit

des Nahrstoffes Eisen und der Auxinsignalkette nachweisen.
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Sowohl mit als auch ohne Eisen kam es bei aux/, axrl und axr2 nicht zu einer Erhchung
der Wurzelhaardichte, wihrend der Wildtyp dies eindeutig zeigte. Ein direkter Nachweis
fehlt zwar bisher, aber alle vorliegenden Daten sprechen fiir eine Einbindung von Auxin

in die Reaktion auf Eisenmangel.

Schlussfolgernd kann zusammengefasst werden, dass Auxin eine dominante funktionelle
Bedeutung in der Haupt- und Seitenwurzelbildung hat, welche anhand der ermittelten
Daten auch durch Eisenmangel beeinflusst wird. Die anderen Néhrstoffe wie Sulfat,
Phosphat oder Nitrat scheinen zudem zusétzlich (oder ausschlieflich) eine Wirkung auf
andere Phytohormone wie Auxin zu haben. Aufgrund der hier zusammengestellten Daten
folgt nun die Betrachtung der ermittelten Wurzelmorphologie der Insertionsmutanten von

AfPLA IVA und AfPLA IVB und die daraus resultierenden Schlussfolgerungen.

4.2.2 Atpla IVA-1 und Afpla IVA-2 haben eine verminderte Seitenwurzelanzahl

und reagieren sensitiv auf Eisenmangel

Bei Wachstum der Insertionsmutanten auf einer Nitratkonzentrationsreihe,
Phosphatmangel-Medium und Sulfatmangel-Medium kam es zu keiner Verdanderung der
Morphologie  der  Insertionsmutanten von  A/PLA IVA gegeniiber  dem
Wildtyp Columbia 0. Das Wachstum auf Minimal-Medium resultierte in einer 50 %igen
Verminderung der Seitenwurzelanzahl von Afpla IVA-1 und A#pla IVA-2 gegeniiber dem
Wildtyp. Bei einer Auxinkonzentrationsreihe auf Minimal-Medium war das Ergebnis
nicht eindeutig. Wihrend die AfPLA IVA Insertionsmutanten bei einer Konzentration von
0,1 umol / I NAA eine dem Wildtyp entsprechende Seitenwurzelanzahl zeigten, war bei
anderen die Seitenwurzelanzahl wie bei den Versuchen auf Minimal-Medium ohne
Auxinzusatz vermindert. Das Wachstum auf MS-Vollmedium zeigte keine morpho-
logischen Unterschiede von Mutante und Wildtyp. Auch bei Zusatz verschiedener

Auxinkonzentrationen waren die Mutanten dem Wildtyp morphologisch gleich.
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Des Weiteren zeigte sich, dass die Mutanten von AfPLA IVA sensitiver auf Eisenmangel
reagieren als der Wildtyp Columbia 0. Bei Wachstum auf Eisen-Mangelmedium waren
die Hauptwurzeln des Wildtyps und der Mutanten gegeniiber dem Wachstum auf
Minimal-Medium reduziert. Die Hauptwurzeln von A#pla IVA-1 und Azpla IVA-2 sind
bei Eisenmangel gegeniiber dem Wildtyp um 30-35 % reduziert. Die Seitenwurzelanzahl
ist bei den Mutanten erhoht (0,48 (+/-0,07) mm gegeniiber 0,39 (+/-0,07) mm
Seitenwurzeln / mm beim WT Columbia 0). Eine mikroskopische Untersuchung auf
Eisenmangelmedium zeigte keine Verldngerung der Wurzelzellen von Wildtyp zu
Mutante. Das Wachstum auf Eisenmangelmedium zeigte zudem eine Verkiirzung des

Hypokotyls um 25 % bei den Mutanten.

AfPLA IVA ist nicht in eine sulfat- oder phosphatinduzierte Reaktion eingebunden. Bei
der morphologischen Untersuchung der Insertionsmutanten auf der Nitrat-
Konzentrationsreihe wurde das Medium verwendet, mit welchem bereits ZHANG et al.
Hinweise auf eine Funktion von Auxin in der Nitratreaktion erhielten. Allerdings wurde
in dieser Arbeit darauf verzichtet, die Wurzeln der Keimlinge von niedriger
Nitratkonzentration in hohe Nitratkonzentration hineinwachsen zu lassen. Anhand der
ermittelten Daten muss aber davon ausgegangen werden, dass es unter Nitrateinfluss zu
keiner morphologischen Veridnderung der Insertionsmutanten von A/PLA IVA (und auch
AtPLA 1VB) gegeniiber dem Wildtyp kommt und somit A/PLA IVA nicht in eine Nitrat-

induzierte Reaktion eingebunden ist.

Auxin hat eine anhand der Literaturdaten klar nachgewiesene Funktion in der
Seitenwurzelbildung (CASSON und LINDSEY 2003). Des Weiteren haben alle in der
Literatur erwéhnten Mutanten mit verminderter Seitenwurzelanzahl eine Funktion in der
Auxinsignaltransduktion (u. a. LINCOLN et al. 1990). AfPLA IVA ist anhand der
ermittelten Daten der Insertionsmutanten in die Bildung von Seitenwurzeln eingebunden.
Da zwei verschiedene Signalwege fiir die Bildung der Hauptwurzel und die Ausbildung
von Seitenwurzeln postuliert werden, ist eine Funktion von A/PLA IVA in der
Auxinsignalkette wahrscheinlich. Eine exogene Auxinapplikation fiihrte nicht zu einer
eindeutigen Angleichung der Seitenwurzelanzahl von Apla IVA-1 und Afpla IVA-2 im
Vergleich zum Wildtyp.
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In der Literatur ist dies am Beispiel der s/r-Mutante ebenfalls beschrieben worden. Diese
Mutante kann keine Seitenwurzeln ausbilden, hat aber eine nachgewiesene Funktion in
der Auxinsignalkette und eine exogene Auxinapplikation fiihrt bei der s/r-Mutante nicht
zu einer Wiederaufnahme der Seitenwurzelbildung (TIWARI et al. 2001). Dies lésst die
Schlussfolgerung zu, dass exogen zugesetztes Auxin nicht bei allen Mutanten im
Auxinsignalweg zu einer gleichartig vermehrten Seitenwurzelbildung wie im Wildtyp
fithrt. Im Fall von Afpla IVA-1 und Afpla IVA-2 bleibt auf Minimal-Medium mit
Auxinzusatz zum Teil die Seitenwurzelanzahl der Insertionsmutanten von A/PLA IVA
gegeniiber dem Wildtyp reduziert, wihrend zum Teil die gleiche Seitenwurzelanzahl wie
beim Wildtyp vorhanden ist. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass exogen zugesetztes
NAA moglicherweise durch Aktivierung redundanter Gene der A/PLA-Familie eine
Angleichung der Seitenwurzelanzahl zwischen den Insertionsmutanten und dem Wildtyp
erzielt, dies aber durch die Storung von A/PLA IVA nicht vollstindig und durchgéngig
der Fall ist.

Bei Eisenmangel sind die seitenwurzelbildenden Zellen nicht in ihrer Aktivitdt gehemmt,
wihrend die meristematischen Zellen der Hauptwurzel ihre Teilungsrate reduzieren
(LoPEZ-Bucio et al. 2003). Dies entspricht den ermittelten Daten, wobei die Mutanten

wesentlich sensitiver auf Eisenmangel reagieren als der Wildtyp Columbia 0.

Eisenmangel fiihrt bei den Insertionslinien von 47PLA IVA im Vergleich zum Wildtyp zu
einer verkiirzten Hauptwurzel. Da AfPLA IVA ausschlielich in der Wurzel exprimiert
wird, ist das, ebenfalls nachgewiesene, verkiirzte Hypokotyl der Insertionsmutanten
hochstwahrscheinlich auf die mangelhafte Versorgung durch die verminderte
Hauptwurzel zuriickzufithren. Anhand der Literaturdaten wurde nachgewiesen, dass
Auxin-abhingige Reaktionen wahrscheinlich durch Eisenmangel aktiviert werden
konnen, zumal bei Eisenmangel die Rhizosphére nicht angesduert wird, wenn der polare
Auxintransport unterbrochen ist (SCHMIDT et al. 2000). Da Auxin unter Eisenmangel
einen Einfluss auf die Hauptwurzelldnge hat, spricht dies fiir eine Funktion von A/PLA

IVA in der Auxinsignaltransduktion.



Diskussion 145

Allerdings ist bei dem Wachstum auf Minimal-Medium weder eine Verkiirzung noch
eine Verldngerung der Hauptwurzel der Insertionsmutanten gegeniiber dem Wildtyp zu
sehen. Dies spricht fiir zwei verschiedene Aktivierungsmechanismen von AfPLA IVA,
wobei der eine nur unter Eisenmangel eintritt, wihrend bei dem anderen A/PLA IVA eine
funktionelle Bedeutung in der Seitenwurzelbildung unter eisenreichen Bedingungen hat.
Zudem sind in der Literatur auch zwei verschiedene Reaktionswege filir die
Seitenwurzelbildung und die Entwicklung der Primadrwurzel beschrieben (CASSON und
LINDSEY 2003). Aufgrund dessen ist es moglich, dass AfPLA IVA in beide eingebunden
ist, und demnach Gene unterhalb von A7PLA IVA reguliert werden, die eine Funktion in
der Seiten- oder der Hauptwurzelbildung haben. Da anhand der ermittelten Literatur ein
Zusammenhang zwischen Auxin, der Seitenwurzelbildung und dem Vorhandensein von
Eisen besteht, ist es durchaus moglich, dass es sich bei Auxin um das aktivierende
Element von AfPLA IVA handelt. Demnach kommt es aufgrund einer Stérung der Eisen-
vermittelten Auxinsignaltransduktion durch das fehlende Transkript von 4/PLA IVA zu
einer hoheren Sensitivitdt der Insertionsmutanten. Eine endgiiltige Aussage kann aber
anhand der ermittelten Daten noch nicht getroffen werden, da der Nachweis eines
direkten Zusammenhangs zwischen der Aktivierung von Auxinsignalwegen bei

Eisenmangel noch aussteht.

Die B-Glucuronidase-Aktivitdt der PIVA::uidA Pflanzen konnte in dieser Arbeit nicht in
der Wurzelspitze nachgewiesen werden und wurde entwicklungsunabhingig in der
Wurzel exprimiert, was mit den Daten von RIETZ (2002) iibereinstimmt. Da eine
morphologische Verdnderung der Insertionsmutanten von AfPLA IVA bei Eisenmangel
zu beobachten war, wurden die PIVA::uid4 Pflanzen unter Eisenmangel untersucht,
wobei es zu einer erhohten B-Glucuronidase-Aktivitdt kam. AfPLA IVA wurde durch
Promotor::uid4-Analyse in der Wurzel lokalisiert und eine B-Glucuronidase-Aktivitit
konnte bereits nach 20 Minuten Inkubationszeit ermittelt werden (RIETZ 2002). Wihrend
bei den PIVA::uid4A Pflanzen, die auf Minimal-Medium angezogen wurden nur eine
wesentlich schwiéchere B-Glucuronidase-Aktivitdit nachzuweisen war, zeigten die
PIVA::uid4 Pflanzen auf Eisenmangel bereits nach 20 Minuten Inkubationszeit eine

deutliche Farbung der Wurzel durch PIVA::uidA.
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AnschlieBende, quantitative Analyse zeigte, je nach PIVA:uidA-Linie, eine
Aktivitdtserhohung der B-Glucuronidase bei Eisenmangel von 168 bis 361 %. Diese
Daten bestitigen die Funktion von AfPLA IVA im Zusammenhang mit Eisenmangel,
wobei sich die ermittelten Daten auf die Aktivitit des Promotors von IVA beziehen. Eine
Untersuchung des Transkripts von AfPLA IVA steht noch aus. Die vorhandenen Daten
sprechen jedoch fiir eine kontinuierliche Expression von AfPLA IVA in der Wurzel und
fiir eine erhohte Transkriptionsrate bei Eisenmangel. Dies erkldrt wiederum die
verdnderte Morphologie und erhohte Sensitivitdt der Insertionsmutanten von AfPLA IVA

im Vergleich zum Wildtyp bei Eisenmangel.

In fortfiihrenden Arbeiten sollten die vorhandene Daten der Transkriptionsanalyse durch
Untersuchungen am reguldren Transkript von AfPLA IVA mittels RT-PCR oder
Northern-Blot Analyse untermauert werden, wobei die Promotor::GUS Untersuchungen
bereits entscheidende Hinweise liefern. Des Weiteren reagierten auch Promotor::GUS
Pflanzen von A7PLA IIA mit einer erhohten B-Glucuronidase-Aktivitdt auf Eisenmangel
(RIETZ et al. 2004). Eine morphologische Untersuchung der Insertionsmutanten von
AfPLA TIA steht jedoch noch aus. Dies kann weitere Hinweise auf die Funktion von
Eisen in Bezug auf die AfPLA-Genfamilie zeigen, zumal A/PLA IIA auch in der Wurzel
exprimiert wird und eine nachgewiesene Funktion in der Reaktion auf biotische und

abiotische Stressfaktoren hat (NARUSAKA et al. 2004)

4.2.3 AtplaIVB-1 und A#pla IVB-2 reagieren auf exogene Auxinapplikation

Auf den Entzug von Néhrstoffen reagierten die Insertionsmutanten von A/PLA IVB mit
keiner morphologischen Anderung gegeniiber dem Wildtyp, sodass AfPLA IVB nicht in
eine eisen-, sulfat- oder phosphatinduzierte Reaktion involviert ist. Zudem zeigten sich
auch hier auf einer Nitratkonzentrationsreihe keine Unterschiede zwischen den
Insertionsmutanten von A/PLA IVB und dem Wildtyp, sodass auch hier eine nitrat-

vermittelte Reaktion ausgeschlossen werden kann.
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Die Mutanten reagierten auf eine exogene Auxinzugabe mit Ausbildung von mehr
Seitenwurzeln gegeniiber dem Wildtyp. Synthetische Auxine werden nicht so rasch
metabolisiert wie das natiirlich vorkommende Auxin IAA (TAiz und ZEIGER 2000).
Aufgrund dessen wurde fiir diese Langzeitversuche ausschlieBlich das synthetische Auxin
1-Naphtylessigsdure (NAA) verwendet. Die Insertionsmutanten zeigten gegeniiber dem
Wildtyp Columbia 0 bei einer Zugabe von 0,1 umol / 1 exogenem Auxin eine Erh6hung
von 0,65 (+/- 0,49) bzw. 0,74 (+/- 0,05) zu 0,49 (+/- 0,07) Seitenwurzeln pro Millimeter
Hauptwurzel.

Auxin hat, wie anhand der Literatur dargestellt ist, die wichtigste Funktion in der
Seitenwurzelbildung. Die Ergebnisse sprechen fiir eine reprimierende Funktion von
AfPLA IVB bei Applikation von exogenem Auxin. Das Wachstum der Hauptwurzel
wurde, wie bei Afpla IVA, durch das Fehlen des Transkripts von 4/PLA IVB nicht
beeinflusst, da diese sowohl bei den Mutanten als auch beim Wildtyp eine vergleichbare
Liange bei identischer Auxinkonzentration hatten. Da AfPLA IVB anhand der Ergebnisse
eine Funktion in der Seitenwurzelbildung hat, ist eine Funktion von A/PLA IVB in der
Auxinsignalkette moglich. In diesem Fall wiirde sich die funktionelle Bedeutung von
AtPLA 1VB jedoch auf die Ausbildung von Seitenwurzeln beschrinken und nicht auf die
Bildung der Hauptwurzel. Dies ist moglich, da zwei verschiedene Signalwege fiir die
Bildung der Hauptwurzel und die Ausbildung von Seitenwurzeln postuliert werden
(CASSON und LINDSEY 2003).

Die endogene Auxin-Konzentration wurde bei den Versuchen nicht gemessen. Auch der
Ausfall einer Auxinwirkung oder eine verdnderte Sensitivitit wurden durch die Daten
nicht erfasst.

Aufgrund dessen kann nur von den morphologisch vorliegenden Daten ausgegangen
werden, und anhand dieser auf die endogene Wirkung von Auxin geschlussfolgert
werden. Anhand dieser Daten hat das endogene Auxin in Bezug auf die Haupt- und die
Seitenwurzeln  keinen  offensichtlichen = morphologischen  Einfluss auf die
Insertionsmutanten von AfPLA IVB.

So ldsst sich vermuten, dass endogenes Auxin entweder keinen Einfluss auf die
Transkription von AfPLA IVB hat, oder der Einfluss zu gering ist um morphologisch

nachweisbar zu sein.



Diskussion 148

Da es noch neun weitere Patatin-dhnliche Phospholipasen A in Arabidopsis gibt, von
denen acht nachweislich in der Wurzel exprimiert werden, ist es durchaus moglich
(OPPERMANN 2001, HOLK et al. 2002, persoénl. Mitteilung P. PIETRZYK), das diese bei den
Insertionsmutanten von AfPLA IVB einen Teil der Funktion von A/PLA IVB
iibernehmen, sodass ohne exogenes Auxin die Wurzelmorphologie identisch im
Vergleich zum Wildtyp ist. Erst mit Zugabe von exogenem Auxin kommt es dann zu
einem offensichtlichem morphologischen Effekt. Falls das exogen zugesetzte Auxin zu
einer Erhohung der intrazelluldren Auxin-Konzentration gefiihrt hat und die Sensitivitét
gegeniiber Auxin bei den Insertionsmutanten von 4/PLA IVB vermindert ist, wiirde dies
erkldren, warum der morphologische Effekt von endogenem Auxin bei Afpla IVB-1 und
Atpla IVB-2 nicht nachweisbar war. Diese Annahmen sind jedoch rein hypothetisch, da
die  durchgefiihrten Versuche keine Schlussfolgerung auf die endogene
Auxinkonzentration oder eine verdnderte Sensitivitdit zulassen. Jedoch lassen die
Versuche die Schlussfolgerung zu, dass das Transkript von A/PLA IVB eine Reaktion auf
Auxin zeigt und aufgrund dessen eine Einbindung in die Auxinsignaltransduktion
moglich ist.

Als weiteres Hilfsmittel, um die Funktion von 4fPLA IVB néher zu untersuchen, wurden
PIVB::uidA Pflanzen auf eine Auxinreaktion untersucht. Die B-Glucuronidase-Aktivitdt

von PIVB ist vor allem in jungen, sich entwickelnden Geweben zu finden.

Nach fiinftagiger Anzucht zeigt der Keimling eine B-Glucuronidase-Aktivitdt in der
gesamten Wurzel mit Ausnahme der Wurzelspitze, wéhrend die Aktivitédt bei zehn Tage
alten Pflanzen nur noch auf das untere Drittel der Haupt- und Seitenwurzeln beschrankt
ist. Die B-Glucuronidase-Aktivitit konnte jedoch nur in jungen Wurzeln nachgewiesen
werden, woraus eine entwicklungsabhéngige Funktion von AfPLA IVB in der Wurzel
resultiert. Auch die Aktivitdt in den anderen Organen war entwicklungsabhédngig. In fiinf
Tage alten PIVB::wid4d Keimlingen war eine leichte Aktivitit in den Kotyledonen
erkennbar, welche bei zehn Tage alten Pflanzen in Kotyledonen und Bléttern wesentlich
ausgeprégter war. Nach fiinf Wochen Wachstum ist die B-Glucuronidase-Aktivitét auf die
Mittelader junger Blatter beschrankt. Zu diesem Zeitpunkt wurde jedoch eine B-
Glucuronidase-Aktivitdt in den Filamenten und im Bliitenboden nachgewiesen. Nach der

Fruchtreife kommt es in der Bliitenabwurfzone zu einer B-Glucuronidase-Aktivitit.
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Die B-Glucuronidase-Aktivitdt in jungen, sich entwickelnden Blittern spricht fiir eine
Funktion von PIVB in der Reaktion auf Auxin. In den Literaturdaten wird die Bildung
von Auxin in apikalen Wachstumsgeweben, wie jungen Blattern postuliert, von wo
aus, zumindest IAA, in die basalen Pflanzengewebe transportiert wird (LOMAX et al.
1995). Eine entwicklungsabhingige Auxinaktivitdt in jungen Bléttern, gemessen an
DRS::GUS Pflanzen, gleicht in der Gewebeverteilung und in dem Riickgang im Alter der
B-Glucuronidase-Aktivitit bei PIVB::uid4 (MATTSON et al. 2003). Die B-Glucuronidase-
Aktivitidt von PIVB::uidA wird durch Auxin reduziert. Je hoher die Auxinkonzentration
desto geringer war die B-Glucuronidase-Aktivitit von PIVB. Vor allem in der Wurzel liel3
sich ein Rickgang der B-Glucuronidase-Aktivitit mit steigender exogenen
Auxinkonezntration und auch im Alter nachweisen. Diese Daten konnten durch eine

quantitative GUS-Analyse bestitigt werden.

Der Nachweis eines Transkripts im Bliitenboden weist anhand der ermittelten Daten auf
einen moglichen Auxin-abhéngigen Einfluss auf Ethylen hin, welches eine Funktion im
Blattabwurf hat. Es ist aber noch nachzuweisen, inwieweit die Mutanten von AfPLA IVB
und auch die PIVB::wid4-Pflanzen auf exogen zugesetzte 1-Aminocyclopropan-1-

carboxylsdure, einem Vorldufer von Ethylen, reagieren.

Eine exogene Auxinapplikation fiihrt somit zu einer Herunterregulation von 4/PLA IVB
und das Transkript von 4fPLA IVB hat hemmende Wirkung auf die Seitenwurzelbildung.
Daraus resultiert eine Einbindung von A/PLA IVB in der Reaktion auf Auxin.
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4.3 Enzymcharakteristik von IVB, IVBcr und IVB,

Um herauszufinden, inwieweit IVB in seinen enzymatischen Eigenschaften IVA gleicht,
wurden die enzymatischen Eigenschaften von IVB untersucht. IVB wurde als
N-terminales 6 x Histidin-Protein heterolog in Escherichia coli exprimiert. Die Aktivitat
von IVB wurde durch Hydrolyse eines unter UV-Licht fluoreszierenden Phospholipids in
LysoPC und Fettsidure nachgewiesen, welches an beiden Fettsduren ein Fluorochrom tréigt
und in vorhergehenden Experimenten in vivo verwendet wurde, um die Auxinaktivierung

einer PLA nachzuweisen (PAUL et al. 1998).

Eine sekretorisch lokalisierte PLA, aus Arabidopsis war erst nach Entfernung eines N-
terminalen Bereichs aktiv, welcher als Signalpeptid identifiziert wurde (LEE et al. 2003).
Da dies bei IVB nicht nétig ist, muss davon ausgegangen, dass es sich, wie bei allen
bisher untersuchten Patatin-dhnlichen PLAs, um ein im Cytosol lokalisiertes Enzym
handelt. Durch Versuche mit einem Phospholipid, welches nur an der sn2-Position eine
fluoreszierende Fettsdure tragt, konnte nachgewiesen werden, dass das Enzym sowohl
PLA ;- als auch PLA,-Aktivitit besitzt. Das pH-Optimum liegt bei einem pH-Wert von
7,3, womit es dem cytosolischem pH-Wert entspricht. [VB weist eine geringe Aktivitét
ohne Ca”"-Ionen Zugabe auf. Die Aktivitit nimmt bei Zusatz von bis zu 1,0 mmol / 1
Calciumchlorid zu. In dieser Hinsicht korreliert IVB mit den Enzymen IIA (RIETZ et al.
2004) und IVA (HOLK et al. 2002). Die Ca*'-Ionenkonzentration im Cytosol liegt
normalerweise bei 10* mmol/l und somit deutlich unter den verwendeten
Testbedingungen. Die eingesetzte lonenkonzentration des in vifro Experiments spiegelt
also in keiner Weise die Situation im Cytosol der Zelle wieder. Es ist moglich, dass die in
vitro lonenkonzentration eine Konformationsédnderung der Phospholipase bewirkt, sodass
die in vitro vorhandene Calcium-Ionenkonzentration nichts mit einer moglichen in vivo

Ca”*-Abhingigkeit des Enzyms zu tun hat.

Durch Charakterisierung der Enzymeigenschaften und unter Verwendung von
Hemmstoffen wurde geklart, inwieweit das Enzym IVB den bereits charakterisiertem
Enzym IVA und den iPLA, der Tiere glich. Es folgt eine kurzer Uberblick iiber die

hierfiir verwendeten Hemmstoffe.
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Der Inhibitor AACOCF; ist ein Arachidonsdureanalogon, das ausschlielich
cytosolische, Ca®"-abhingige und -unabhiingige PLA, reversibel hemmt, indem es mit
den natiirlichen Fettsduren um die Bindungsstelle konkurriert (KUWATA et al. 1998).
AACOCF3; hemmt in vivo die Systemin-induzierte Bildung von Lysophosphatidylcholin
in Tomate (NARVAEZ-VASQUEZ et al. 1999), sowie die Aktivitit einer PLA der Bohne in
vitro (JUNG und KiM 2000). PACOCF; ist, wie AACOCF;, ein Fettsdureanalogon,
welches reversibel iPLA; und in hohen Konzentrationen auch cPLA; hemmt (LIO et al.
1996). ETYA hemmt in Tierzellen den Lipoxygenase- und Cyclooxygenase-Weg
(EKOKOSKI et al. 1994). In der Pflanze wurde nachgewiesen, dass ETYA das Auxin-
induzierte Hypokotylwachstum etiolierter Arabidopsis-Keimlinge in vivo hemmt (HOLK

et al. 2002).

HELSS hemmt irreversibel die iPLA,-Aktivitdt von Tieren durch Bindung an das Serin
des aktiven Zentrums (ICso = 60 nmol/1). Somit kann durch diesen Hemmstoff die
Aktivitdt der Patatin-dhnlichen PLA eindeutig identifizieren werden. HELSS inhibiert in
hoheren Konzentrationen aber auch cPLA; (ICsp= 60 mmol /1) und andere Enzyme des
zelluldaren Phospholipidmechanismus, die aber in Pflanzen nicht vorhanden ist
(ACKERMANN et al. 1995, TANG et al. 1997, BALSINDE et al. 1999). In Pflanzen hemmt
HELSS in vivo die Auxin-induzierte Elongation von etioliertem Arabidopsis-Hypokotyl
(HOLK et al. 2002).

NDGA ist ein selektiver Lipoxygenase-Hemmstoff, welcher in hoheren Dosierungen
auch Cyclooxygenase hemmt (DOMIN et al. 1994). In Pflanzen konnte die Hemmung
einer Lipoxygenase der Sojabohne durch NDGA nachgewiesen werden (MACRI et al.
1994). Die Hemmung der PLA-Aktivitdt durch NDGA ist in vivo an Auxin- und Elicitor-
induzierten Petersilienkulturzellen gezeigt worden (PAUL et al. 1998, SCHERER et al.
2000).

Das Enzym IVB zeigte bei Zugabe der Hemmstoffe AACOCF;, ETYA und PACOCF;
einen Aktivitatsriickgang (halb max. Hemmung bei 40 pmol / I, 5 pmol / I und
70 nmol / 1), wobei es den Eigenschaften von IVA sehr dhnelte. IVB wurde von NDGA

jedoch nur sehr schwach und von HELSS gar nicht in seiner Aktivitdt gechemmt.
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Um auszuschlieen, dass es durch die Kopfgruppe Cholin des verwendeten Phospholipids
zu der Unempfindlichkeit von IVB gegeniiber HELSS kam, wurde fluoreszierendes
Phosphatidylethanolamin ebenfalls mit HELSS getestet. Auch hier trat kein
Aktivitatsverlust auf. Im Gegensatz dazu wurde die Aktivitdt von IVA durch HELSS und
alle anderen Inhibitoren gehemmt. IVA reagierte auch sensitiver auf eine Zugabe von
NDGA (HoLk et al. 2002). Das Enzym IIA zeigte jedoch dhnliche Eigenschaften wie
IVB (RIETZ et al. 2004). Aufgrund dessen wurde angenommen, dass die
unterschiedlichen Reaktionen auf die eingesetzten Hemmstoffe durch Unterschiede in der
Aminosduresequenz verursacht werden. Bei dem Vergleich der Aminosduren von IVA
und IVB liegen im Bereich der aktiven Zentren der Enzyme keine andersartigen
Aminosduren. Die meisten Sequenzabweichungen sind im C-Terminus der Enzyme zu
finden. Aufgrund dessen wurde der C-Terminus von IVB direkt hinter dem hoch
konservierten ,,YLRID* Motiv ab Aminosdure 335 entfernt, und das dadurch entstandene
Enzym IVBcr exprimiert und enzymatisch charakterisiert. Die Hemmung des Enzyms
durch die Inhibitoren AACOCF;, ETYA und PACOCF; ist der von IVB sehr dhnlich
(halb max. Hemmung 40 pmol / 1, 5 pmol / 1 bzw. 60 nmol / 1). Demnach hat das
Entfernen des C-Terminus keinen Effekt auf die Sensitivitit des Enzyms gegeniiber
diesen Hemmstoffen. IVB¢cr wird jedoch durch HELSS gehemmt und reagiert deutlicher
auf NDGA als IVB (halb max. Hemmung 250 pmol / 1 bzw. 25 pmol / 1). Damit
unterscheidet es sich deutlich von dem vollstindigen Enzym IVB und zeigt zudem

dieselbe Sensitivitit auf die einzelnen Hemmstoffe wie IVA.

Um dies weiter zu untersuchen, wurden die fiinf Aminosduren, die bei IVB
physikochemisch von IVA abwichen, durch Site Directed Mutagenesis verandert und der
Aminosduresequenz von IVA angeglichen. Von diesen fiinf Aminosduren lagen vier in
der bei I[IVBcr entfernten C-terminalen Region von IVB. Jede Mutation dnderte eine stark
polare Aminosdure in eine hydrophobe oder umgekehrt. IVBy, zeigt bei Zugabe von
NDGA (halb max. Hemmung 15 pmol / 1) eine dhnliche Hemmbarkeit wie IVA und
IVBcr. Die Sensitivitidt gegen HELSS konnte in IVBy,, im Verhéltnis zum Enzym IVA

nicht vollstindig wieder hergestellt werden (halb max. Hemmung 1,0 pmol / 1).
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Wihrend der Reaktionsmechanismus von NDGA unklar ist, ist bekannt, dass HELSS
kovalent an das Serin im aktiven Zentrum von Ca’"-unabhingigen PLA,s gebunden wird
(BALSINDE et al. 1999, MANcUSCO et al. 2000). Das Enzym IVA konnte durch HELSS
gehemmt werden, IVB jedoch nicht. Da kein Unterschied in der Aminosiuregrofle oder -
sequenz im Bereich um das aktive Zentrum der Enzyme zu finden ist, spricht alles fiir

eine regulatorische Bedeutung des C-Terminus bei Patatin-dhnlichen PLAs.

Ein weiteres in der Literatur beschriebenes Bespiel aus der pflanzlichen Zelle fiir die
regulatorische Funktion des C-Terminus ist die Plasmamembran-Protonenpumpe

(SERRANO et al. 1992, REGENBERG et al. 1995).

Um die Bedeutung des C-Terminus zu manifestieren, wurden Versuche mit reinem bis-
BODIPY-PC als Substrat durchgefiihrt (nach VIEHWEGER et al. 2002), statt der ansonsten
mit Liposomen durchgefiihrte Experimente. Die Liposomen bestanden aus einer
Mischung aus Soja-Phosphatidylcholin und bis-BODIPY-PC. Die Enzyme IVA und IVB
zeigten mit diesem Substrat keine Aktivitidt. Jedoch war das Enzym [IVBc¢r deutlich
aktiver und ein Umsatz des bis-BODIPY-PC in die Metaboliten Fettsdure und
Lysophosphatidylcholin zu beobachten. Es ist also moglich, dass der C-Terminus das
aktive Zentrum von IVB gegeniiber dem Hemmstoff HELSS abschirmt, sodass dieser bei

IVB den Zugang partiell abschirmt.

Aus der dreidimensionalen Kristallstruktur von Patatinen wurde abgeleitet (RYDEL et al.
2003), dass ein nicht-helikaler Teil des C-Terminus von Aminosdure 325 bis 335 den
Tunnel des aktiven Zentrums des Enzyms zu umrahmen scheint. Dieser Teil konnte
demnach fiir die verdnderte Sensitivitdt von IVB, VB¢t und VB, gegeniiber HELSS

verantwortlich sein.

Bei einer Analyse der Sekundirstruktur des restlichen C-Terminus von Aminosdure 325
bis 414 mit dem Computerprogramm SOPMA zeigt sich (GEOURJON et al. 1995), dass
IVA und IVB, sich moglicherweise an zwei Stellen von IVB unterscheiden, wodurch es
zu verschiedenen Konformationen der beiden C-Termini kommen konnte. Resultierend
konnten die vier gednderten Aminosduren bewirken, dass der C-Terminus von IVB, das

aktive Zentrum partiell zugénglich fiir HELSS macht.
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Dies ist bei dem Enzym IVB wahrscheinlich nicht der Fall. Die Analyse der
Enzymcharakteristik ist ein Indiz fiir einen posttranslationalen Aktivierungsmechanismus

der Patatin-&hnlichen Phospholipasen durch den C-Terminus.

Dieser ist eventuell wie bei der humanen cPLA, (DESSEN et al. 1999) auf einen flexiblen
,Deckel“ zurlickzufiihren, der hier im C-Terminus des Enzyms zu finden sein konnte.
Somit zeigt die Summe der hier beschriebenen Merkmale des Enzyms IVB die notigen
Eigenschaften, um den schnellen Aktivierungsschritt in der Auxinsignaltransduktion,
Substratspezifitidt, Inhibitorspezifitit und Hemmbarkeit des Enzyms und der
physiologischen Reaktion durch die gleichen Inhibitoren HELSS, ETYA und NDGA
erkldren zu konnen (PAUL et al. 1998, HOLK et al. 2002). Auch eine schnelle,
posttranslationale Aktivierung durch z. B. die Phosphorylierung des C-Terminus ist
denkbar, kann aber erst durch weitere Untersuchungen manifestiert werden. Die hier

gezeigten Experimente liefern jedoch erste entscheidende Hinweise.

4.4 Schlussfolgerung

Die Annahme, dass IVA (RIETZ 2002) und IVB (diese Arbeit) beide eine Funktion in
der Auxinsignaltransduktion haben, wird durch ihre enzymologischen Eigenschaften
unterstiitzt. Dabei liefern die Funktionsanalysen von A/PLA IVA und A/PLA IVB durch
Untersuchung der Insertionslinien, ihrer Expressionsmuster und der Reaktionen der
Genexpression weitere unterstiitzende Argumente fiir diese These. Die Daten dieser
Arbeit zeigen, dass beide Gene in der Seitenwurzelbildung, einer fiir Auxin typischen
Funktion, notwendig sind. Im Fall von A/PLA IVA ist dies bei dem Vergleich der
Insertionslinien und des Wildtyps direkt sichtbar.

Auch der Phinotyp bei Eisenmangel ist voraussichtlich von Auxin gesteuert (SCHMIDT
und SHIKORA 2001), und fiir die Steuerung der morphologischen Merkmale ist A/PLA
IVA notwendig. Die Expression von AfPLA IVB wird durch Auxin reprimiert, auch
wenn ein Experiment zur Auxinsteuerung des Wildtyp-Gens noch durchgefiihrt werden
muss. Ferner bildet die Insertionsmutante von AfPLA IVB mehr Seitenwurzeln bei

Zusatz von exogenem Auxin.
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Diese beiden Eigenschaften sind funktionell in die gleiche Zielrichtung interpretierbar,
ndmlich in einer Hemmung oder Funktion der Seitenwurzelbildung durch A/PLA IVB.
Ob auch eine Hemmung der Aktivitit des Proteins durch eine
Auxinsignaltransduktionskette ausgelost wird, muss zum gegenwértigen Zeitpunkt
unklar bleiben. Es ist aber nicht zwingend notwendig, denn auch die Aktivierung des
Proteins konnte zur Regulation der Genexpression eines oder vieler Gene, darunter

AtfPLA TVB, fiihren.

Es ist moglich, dass eine sPLA; ebenfalls eine Funktion in der Auxinsignaltransduktion
hat, wie von RYU und Mitarbeitern postuliert wird (LEE et al. 2003). Aber dann ist diese
Funktion voraussichtlich durch Genaktivierung des sPLA,-Gens zu verstehen, da ein
extrazelluldres Enzym nicht an die rezeptorgesteuerten Aktivierungsvorginge in der
Signaltransduktion gekoppelt sein kann. Die Transkription dieses Gens wird frithestens
30 Minuten nach exogener Auxinapplikation heraufreguliert. Es konnte so im spéteren
Verlauf der auxingesteuerten Reaktionen die gleichen oder &hnliche Fettsduren oder
Lysolipide als sekundire Botenstoffe freisetzten und so eine Co-Funktion zu den

wahrscheinlich schnell aktivierbaren Patatin-dhnlichen PLAs haben.

Die hohe Ubereinstimmung zwischen den Aminosiuresequenzen von IVA und IVB legt
die Vermutung nahe, dass ein Gen aus der Duplikation des anderen hervorgegangen ist.
Eine Genduplikation kann entweder dazu fithren, dass eine Kopie des Gens stillgelegt
wird, gegeniiber dem urspriinglichen Gen eine verdnderte Funktion hat, oder sich beide
Gene die urspriingliche Funktion teilen. Im letzten Fall wird die Aktivitdt der Gene durch
eine Mutation reduziert, sodass beide zusammen auf dem Aktivitdtslevel des

urspriinglichen Gens arbeiten (LYNCH und CONERY 2000).

Neueste Erkenntnisse postulieren, dass die Duplikation heute vorhandener Tandem-Gene
in Arabidopsis vor 10-12 Millionen Jahren stattgefunden hat, wihrend die Duplikation
des gesamten Genoms zu einem anderen Zeitpunkt vor 25 Millionen Jahren stattgefunden
hat (BLANC und WOLFE 2004). Andere Studien postulieren ein einziges
Duplikationsereignis von Arabidopsis (vor 112 Millionen Jahre: KU et al. 2000, vor 65
Millionen Jahre: LYNCH und CONERY 2000, vor 38 Millionen Jahre: ERMOLAEVA et al.
2003).
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Auch wenn sich der genaue Zeitpunkt der Duplikation nicht einordnen lésst, ist es
dennoch mehr als wahrscheinlich, dass es sich bei 4/PLA IVA und A/PLA IVB um
duplizierte Gene handelt. Beide Transkripte sind offenbar funktionsfihig und haben
funktionell zwar dhnliche, aber nicht identische Funktionen. Dies dullerte sich sowohl in

der morphologischen Funktionsanalyse, als auch in der Proteinanalyse.

Allerdings sind offenbar die Wurzelfunktionen erhalten geblieben, wobei diese durch die
Evolution stark divergierend entwickelt sind. Die klare Funktion von A/PLA IVA in der
Eisenaquisition ist bei A/PLA IVB nicht vorhanden, und die Transkription von
AfPLA IVB wird durch Auxin reprimiert. Die Transkription von AfPLA IVB reprimiert
die Seitenwurzelbildung, wéhrend A7fPLA IVA fiir diese nétig ist. Anhand der
vorliegenden Daten kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht entschieden werden, welche

Funktionen vom urspriinglichen Gen, vor der Tandem-Duplikation, gesteuert wurden.
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6 Anhang

Tabelle 1. Nomenklatur der Organismen fiir die Abbildung 1.4 Die Sequenzen, die
Gegenstand dieser Arbeit waren, sind mit einem (*) gekennzeichnet. Die aufgefiihrten
Phospholipasen wurden der Datenbank BLAST des National Center for Biotechnology
Information (ALTSCHUL et al. 1997) entnommen

Bezeichnung
I

IA*

IIB

IIA*

1B

IVA*

IVB*

IVC

IVD

v
Anabaena
Caenorhab.
Cucumis
Drosophila
Homo
Mus
Nicotiana

Solanum

Gen
Atlg61850
A2g26560
At2g39220
At3g54950
At3g63200
At4g37070
At4g37060
At4g37050
At4g29800
At5g43590

Accession

Ursprung

NP _ 176378 Arabidopsis thaliana

AC002505
AAP68308
CAB41089
CABRg6421
CAB16787
CAB16788
CAB16789
T08541
BABI11622
CACO01602
AAG23484
Y12793
AAF50194
AADO08847
AAHO03487
AF158027
P11768

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Anabaena spec.
Caenorhabditis elegans
Cucumis sativus
Drosophila melangoster
Homo sapiens

Mus musculus
Nicotiana tabacum

Solanum tuberosum

Art des Proteins
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
potentielle PLA,
iPLA,

iPLA,

Patatin dhnlich
iPLA,

iPLA, dhnlich
iPLA,

Patatin dhnlich

Patatin

Referenz
cds.At1g61850.1.
KAUL et al. 2000
KM et al. (unveroffentlicht)
cds.A13g54950.1.
RIEGER et al. (direkt)
BEVAN et al. (unvertffentlicht)
BEVAN et al. (direkt)
BEVAN et al. (unverdffentlicht)
BEVAN et al. (direkt)
ASAMIZU et al. 1998
ROUHIAINEN et al. 2000
C. elegans Genome Sequencing 1998
PREISIG-MULLER et al. (unverdffentlicht)
ADAMS et al. 2000
WATERSTON (unverdffentlicht)
STRAUSBERG (direkt)
DHONDT et al. 2000

MIGNERY et al. 1988
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M12 forward (-20) priming site

I 1 -
501 TARCGCTAGC ATGGATGTTT TCCCAGTCAC GACGTTGTAA AACGACGGCC AGTCTTRAAGC TCGEGCCCCA ARTAATGATT
attL1
581

TTATTTTGAC TGATAGTGAC CTGTTCGTTG CRACARATTG ATGAGCARTG CTTTTTTATA ATGCCRACT TTENTRCHEEE
LAC BTG TTT
Nt?fl Ascl | Leu Tyr Lys

659

Lys Ala Gly Ser Ala Ala Ala Pro Phe Th Lys Gly Gly Arg Ala Asp Pro Ala Phe

a2

71% TAC RARGTTGEGC ATTATRAGRA AGCATTGCTT ATCRATTTGT TGCRACGRAAC AGGTCACTAT CARAGTCARALT RRARTCATTR
Tyr M13 reverse priming site

r 1
801 TTTGCCATCC AGCTGATATC CCCTATAGTG AGTCGTATTA CATGGTCATR GCTGTITCCT GGCRGCTLTS

_N-:xl
ok
I
2

_.ﬂscl

Comments for pENTR™D-TOPO"
2580 nucleotides

i3 T2 transcription termination sequence: bases 288-205
mn3 T1 transcription termination sequence: bases 427-470
8113 forward (-20) priming site: bases 537-552

atfL1: bases 589-588 (complementary strand)

TioPO® recognition site 1: bases 680-584

Owerhang: bases 885-888

TiZPO® recognition site 2 bases 689-533

atfL2: bases TO5-504

M13 reverse priming site: bases B45-861

Famamycin resistance gene: bases §74-1783

plJC origin: bases 1804-2577

Abbildung 1. Genkarte des Vektors pENTR/D-TOPO.
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Aot | (1815)

Mde fp1797))  Soe LAEZE | (a80)
Hma | (3140

Kbz | (A7EE) attR1 /o by oosm
Sma | (1754 Sara | (3161]

Nigo | (2581)

Hmwa 1017520 CmR-ccdB

S3c | (1746 attR2
Sac |l (1625) S2c 1 (359800, | azam)
LB Kan

‘ Egfp

gus

Aiza | (BOE3)

s | (SOEE)
Ase | (5222

T3i55
Azt 1l (5343)

K‘RB

%

pKGWFS7 T-DNA
6544 bp

Sm/SpR

(PKGWFST)
12702 bp

Cla [ {95599]

Kan

LB saci 1625

Sac (1745

Xmal {1752)
Smal (1754)

Xbal {1763)
Spel (1822]
EcoRi (2280
Moo [ {2587)
CmR-ccdB

Egyfp

Niru | (4347)
gus

RB/” ' Ase] (5222)
Aat i (6343 My 1 f5958)

T355 Mool (6083)

Abbildung 2. Genkarte des Vektors pKGWFS?7.

\Xma [ (3149)

Smal (3157)

attR2
\ Sacll (3548)
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lacZon ATG
M13 Reverse Primer | Ha'nld n K.:inl Sa<|:I BramHI S,?el
CAG GAR ACR GCT ATG ACC ATG ATT ACGE CCR AGC TTE GTR CCG AGC TCE GAT CCR CTR
GTC CTT TET CGR TAC TEF TAC TAR TGC GET TCGE RAC CAT GGC TCG AGC CTR GET GRT

BsX | EooR | EcoR |
GTA ACG GCC BCC AGT GTG CTE GAR TTC GCC CIT PG GGC AL TTC TEC
CAT TGC CGG CGE TCA CAC GAC CTT AAG CGG CAUMMAMMMRGRR TTC CCG CTT AAG ACG
EcoRY Bepcl el xnol Nsi 1 Xba Apa
LG4 TAT CCR TCA CAC TGG COGG CCE CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC ART TCG [OCC TAT
TCT ATZ GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG COTC GTA CGT AGL TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATR
*
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
ZET GAG TCE TET BAT TCA

CTE GCC GIC GIT TTR QR CGT CGT GAC TGG GRA RRC
TCA CTC AGC RTR & TTZ RAGT |GRAC CGG CRG CRA RAT JTT GCR GCA CTG ACC CTIT TIG

Comments for pCR¥2.1-TOPO?®
3931 nucleotides

LacZo fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Abbildung 3. Genkarte des Vektors pCR2.1-TOPO.
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* pQE-30 --
pQE31  AC
pQE32 -G

Abbildung 4. Genkarte des Vektors pQFE-30.
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