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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Wahrend der Evolution entstanden Mitochondrien und Plastiden durch zwei unabhénthige
einmalige endosymbiotische Ereignisse. Mitochondrien entstanderédbingef 2-3 Milliar-
den Jahren aus einexProteobakterium (van der Giezen und Tovar 2005, Gross und Bhatta-
charya 2009a), wohingegen Chloroplasten zu einem spateren Zeitpunkt cuihddsym-
biose eines urspringlichen, frei lebenden, Cyanobakterium-ahnlicb&arjsten mit einer
Wirtszelle, die bereits Mitochondrien enthielt, hervorgebracht wur@enlfl et al. 2008). In
den heutigen hoheren Pflanzen findet in den Chloroplasten die Photosymatiesehsorop-
lasten bilden damit die Basis flr alles Leben, das von der Zufuhr von atmosipéi@riSauer-
stoff und der Verflugbarkeit von Kohlehydraten abhangig ist. Desivadbdie von einer dul3e-
ren und inneren Hullmembran umgebenen Chloroplasten in allen Zellen lmzd?f und
Grinalgen, also in allen Chloroplastida, einzigartige und essenziellegDegan

Obwohl Chloroplasten und Mitochondrien immer noch einen Teil ihres eigéraoms be-
sitzen, machten es wahrend der Evolution einerseits der massiv&efraon genetischer
Information zum Zellkern und andererseits die Anspriiche komplexer bigten Funktio-
nen in beiden Organellen erforderlich, mit dem umgebenden Zytosol zmkaimeren. So-
mit mussen Proteine und Metaboliten tGber die Doppelmembranen beideelngdéranspor-
tiert werden: (i) Proteine, die im Zytosol synthetisiert warbenoétigen ein Importsystem in
Chloroplasten und Mitochondrien. Der plastidare Importapparat istgeinzPflanzen und
Grunalgen zu finden, wahrend die Translokationsmaschinerie in pflanzliche Mito@mondr
grof3en Teilen mit den sehr gut untersuchten Systemen in Pilzgitiven werden kann (zur
Ubersicht siehe: Lister et al. 2005, Stengel et al. 2007, Inab&cimtkell 2008, Benz et al.
2009, Balsera et al. 2009). Jedoch fuhrten die Aufgaben von Mitochondrien ier&tikem-
zen, mit ihren unterschiedlichen Gewebeformen, Organen und Entwickiagigses sowie
der notwendigen Anpassung an andauernd wechselnde Umweltbedingungen dagichdass
Genfamilien bildeten. So gibt es z.B. drei Isoformen der pflanzlidi®17:23 Translokati-
onskandle in der inneren Mitochondrien-Membran, verglichen mit nur eofarin in Hefe.
(i) Als Konsequenz der Zellkompartimentierung in der pflanzlichelleZmiissen Metabolite
und Stoffe zwischen den Organellen und dem Zytosol ausgetauscht w8ateit sind
Membrantransporter, die den Austausch von Metaboliten und lonen vermitteheguriie-
ren, der Schlissel zu einem ordentlich funktionierenden PflanzenmatalmliBhilippar und
Soll 2007).



EINLEITUNG

Lange Zeit wurde die &ufRere Hullmembran des Chloroplasten in debdligtansport-
Forschung vernachlassigt, da sie lediglich als ein Sieb galgedaste Stoffe aufgrund ihrer
GrolRe selektiert. Es wurde angenommen, dass es in der plastiéd#&eren Hullmembran
eine Diffusionspore &hnlich dem VDAC-Poriwo{tage dependent annion channeér aul3e-
ren Membran von Mitochondrien gibt und sie somit frei durchlassigliginmedermolekula-
ren Metaboliten mit einem Molekulargewicht bis zu 10 kDa sei. Qigkussion siehe: Fi-
scher et al. 1994; Soll et al. 2000; Fligge 2000, Clausen et al. 2004). Deswhrdsprwurde
angenommen, dass die osmotische Barriere zum Zytosol einzig vomeemrHullmembran
des Chloroplasten gebildet werde. Allerdings haben Studien zur suéasilulokalisation
der VDAC Proteine in grinen und nicht grinen Geweben in Plastiden uondhiditdrien
gezeigt, dass VDAC ausschlief3lich in Mitochondrien vorkommt (Clausah €004). Die
Transportkapazitat und Selektivitat der aul3eren Hullmembran der Clastepkonnte meh-
reren Proteinen, den OER3uUter Envelope Proteins of Chloroplastsugeschrieben werden.
Bereits in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts konnten diessdpezgulierten und
fur einzelne Metaboliten selektiven Kanalproteine aus auf3eren Hhibiraefraktionen von
Erbsenchloroplasten isoliert werden (Pohlmeyer et al. 1997, Steinkamhp2800, Linke et
al. 2004, Bolter et al. 1999, Bolter und Soll 2001, Hemmler et al. 2006, Polderteal.
1998, Rohl et al. 1999, Schleiff et al. 2003, Gétze et al. 2006). Dazu gehdreanddgeem
die relativ unselektiven, jedoch gewebespezifisch exprimiertenn-Bbnlichen OEP24-
Proteine, die durch Substrat und ATP regulierten OEP21-Kanaleliargering affinen, je-
doch sehr spezifischen Aminosaurekanale OEP16 (zur Ubersicht sidippa? und Soll
2007; Duy et al. 2007). Neuere Proteomanalysen (Ferro et al. 2010eFak3®010) sowie
die vielfaltigen Funktionen, die Plastiden bei der Biosynthese vomaR und Sekundar-
metaboliten erfillen, legen jedoch nahe, dass noch sehr viele Mikiatédle in der aul3eren
Hullmembran unentdeckt sind (Duy et al. 2007, Philippar und Soll 2007). Did ®©Ei®tei-
ne, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind, gehdren zur UbezfderilPRAT-Proteine

(Préprotein- und Aminosauretransporter).

1.1 Die PRAT Familie

Die pflanzlichen Praprotein und Aminosaure Transporter bilden einddufibe, die zuerst
von Rassow et al. (1999) beschrieben wurde. Sie kann in sechs Unterfamigeteilt wer-
den: die pflanzlichen Orthologe der mitochondriellen TIM17, TIM23 und TIM2&eiT-
translokasen, die chloroplastidaren OEP16-Aminosaurekanale, plaslidiét@-Homologe
und dual lokalisierte Membranproteine, mit einer SAM Dométeri(e alpha motifMurcha
et al. 2007, zur Ubersicht siehe Pudelski et al. 2010). Die Isofodereplastidaren TIM17-
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Homologe wurden PRAT1.1 und PRATL1.2 benannt, die SAM-Domanen Proteine PRAT2.1
und PRAT2.2. Zwei weitere Proteine, die sich nicht in die secharghappen einordnen las-
sen, wurden mit PRAT3 und PRAT4 bezeichnet (Abbildung 1, Pudelski et al. 2010).

A1 g26670 ASg55510

At g16160
Pea OEP 16

Yeast TIM22

At1g18320 \ TIM22
A29 28900 A3g10110

ABg62880 ,,‘29422,0
At 972750
TiM23-2 YeastTIM17
At g17530 At2g37410

TIM23-1
At3g 04800
TIM233

TiM17-2
Al1g 20350
TIM17-1
AtSg11690
TIM17-3

=
o

TIM23

J\ TIM17

ABg495 60 15924650

ABg25120

PRAT 4

Abbildung 1: PRAT Proteine aus Arabidopsis thaliana (modifiziert nach Murcha et al. 2007)

TIM17, 22, 23 aus Hefe (yeast) und OEP16 aus Erbse (pea) wurden zum Vergleich mit einbezogen.
Fur die phyllogenetische Analyse wurden jeweils 82 Aminoséauren zwischen der zweiten und der vier-
ten Helix der Membranproteine miteinander verglichen (Murcha et al. 2007). Angegeben sind die AGI
Codes der Proteine aus Arabidopsis, sowie die Bezeichnungen der Unterfamilien aus Pudelski et al.
(2010).

0.1 changes

Rassow und seine Mitarbeiter konnten 1999 ein PRAT Konsensus Motiv cefiniedem
sie die Aminosauresequenzen von TIM23, 17 und 22 aus Hefe mit OEP16 ausritriosen
bakteriellen Aminosauretransporter LivH verglichen:

[G/A] X2[F/Y] X10 R X3D Xg[G/AIS] GX3G
Allerdings zeigten neuere Studien, dass dieses Motiv nichten pflanzlichen PRAT Protei-
nen konserviert ist (Murcha et al. 2007). Zwischen den einzelnen Untikefa der PRAT
Proteine besteht nur eine geringe Sequenzahnlichkeit, jedoch einghsébhe Sekundar-
struktur. Alle PRAT Proteine haben vier Membran-durchspannerdelices, kein, fir in
Plastiden oder Mitochondrien lokalisierte Proteine klassisches, #imeal Signalpeptid,
jedoch eine TIM17-Domaéane (Pfam Datenbank fur Proteinfamilien PF02466; Finn et al. 2008).
Diese evolutionar stark konservierte TIM17-Doméne wurde urspringlieiner Studie von
Bomer et al. (1996) analysiert, die Aminosauresequenzen von TIM1&ianTiPilzen und
Pflanzen vergleicht.
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Tabelle 1: Eigenschaften der pflanzlichen PRAT-Prot  eine (modifiziert nach Pudelski et al. 2010)

Name AGI/ Acc. No. Lokalisation * starkste Expression b Nr.As MW [kDa]
At-TIM23.1 Atlg17530 IM Spate Samenentw., Pollen 187 19
At-TIM23.2 Atlg72750 IM Ubiquitar (hoch) 188 20
At-TIM23.3 At3g04800 IM Ubiquitar (sehr gering) 188 20
Sc-Tim23 P32897 IM - 222 23
At-TIM17.1 At1g20350 IM Kotyledonen, Blatter, Samen 218 23
At-TIM17.2 At2g37410 IM Ubiquitar (hoch) 243 25
At-TIM17.3 At5g11690 IM Ubiquitar (gering) 133 14
Sc-Tim17 AAS56178 IM - 158 17
At-TIM22.1 At1g18320 IM 129 14
At-TIM22.2 At3g10110 IM Sprossapex, Samen 173 18
Sc-Tim22 NP_010064 IM - 207 22
At-PRATS3 At2g42210 MM Ubiquitar (hoch) 173/159 18/17
At-PRAT4 At3g25120 IM Ubiquitar (gering) 189 20
At-OEP16.1 At2g28900 OE Blatter 148 16
Ps-OEP16.1 CAA97910 OE Blatter 147 16
At-OEP16.2 At4g16160 OE nur: Kotyl., Samen, Pollen 176 20
Ps-OEP16.2 - OE - 183 19
At-OEP16.4 At3g62880 CE Samen 136 16
At-PRAT1.1 At4g26670 CE Blatter, Sprossapex 210 22
At-PRATL1.2 At5¢g55510 CE Bliiten, Keimlinge, Sprossapex ° 214 20
At-PRAT2.1 At3g49560 IE/IM Blatter 261 28
At-PRAT2.2 At5g24650 IE/IM Spross, Blatter 259 28

Die Lokalisations- (a) und Expressionsdaten (b) basieren auf Pohimeyer et al. (1997), Philippar et al.
(2007), Murcha et al. (2007), und auf gesammelten Microarray-Daten des AtGenExpress Konsortiums
(Schmid et al.,, 2005; http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi), sowie (c) auf Arabidopsis
Tilingarrays (Laubinger et al. 2008). At: Arabidopsis thaliana, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Ps: Pi-
sum sativum, AGI: Arabidopsis gene identifier, Acc. Nr: GenBank Zugangsnummer, IM: innere
Mitochondrienmembran, OE: auf3ere Hillmembran des Chloroplasten, CE: Hullmembranen des Chlo-
roplasten, IE: innere Hilllmembran des Chloroplasten, No. As: Anzahl der Aminosauren, MW: Moleku-
largewicht, -: keine Daten verfligbar.

Die subzellulare Lokalisation ist fur die Mitglieder der PRAJberfamilie sehr divers
(Tabelle 1). Die OEP16 Proteine sind in der auf3eren Hullmembradhd@oplasten lokali-
siert, wahrend TIM23, TIM17 und TIM22 Bestandteil der Proteintransloki@seinneren
Mitochondrienmembran sind. Fur die zwei PRAT1 Proteine wird einelisakian im Chlo-
roplasten vorhergesagt, die PRAT2 Proteine scheinen dagegen duébamadvidrien und
Chloroplasten lokalisiert zu sein und sowohl PRAT3 als auch PRABfriaten in die
Mitochondrienmembranen (Murcha et al. 2007, Philippar et al. 2007).
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1.2 OEP16

Nahezu alle bisher bekannten OEPs (OEP21, OEP24, OEP37) [bikddtblatt Poren in der
auRReren Hullmembran der Chloroplasten, ahnlich wie ihre Porin-ahnlicbkahven in der
aulReren Membran Gram-negativer Bakterien (Duy et al. 2007). IrenGag dazu formt
OEP16, wie alle PRAT Proteine, Kanéle aus vier transmembrahistices. Dies deutet da-
rauf hin, dass OEP16 evolutiondr aus der Plasmamembran des cyaneleakt
Endosymbioten oder der eukaryotischen Empfangerzelle hervorgegahgémesAbstam-
mung von einem Chlamydien-ahnlichen Gram-negativen Bakterium, dasielVatg mogli-
cher Ko-Symbiont in frihen Pflanzenzellen auftrat, ist ebenfalklobr (Tyra et al. 2007,
Moustafa et al. 2008). Deshalb ist es sehr wahrscheinlich, dass QfePEmnem post-
endosymbiotischen Ereignis in die duRere Hullmembran der frihen Riastsdeiert wurde
(Gross und Bhattacharya 2009b).

Urspringlich wurde OEP16 aus der duf3eren Hullmembran von Chloropdasiderbse als
16 kDa grof3es Protein isoliert und von Pohlmeyer et al. (1997) chasatedn der Modell-
pflanze Arabidopsis thalianagibt es drei Isoformen, At-OEP16.1, At-OEP16.2 und At-
OEP16.4 (Tabelle 1, Abbildung 1). At-OEP16.1 hat die héchste Sequenzahnlictksgim
ursprunglichen, aus Erbse isolierten OEP16, im Folgenden Ps-OEP16.1 g&wekambi-
nantes Ps-OEP16.1 bildet, wenn es in Liposomen rekonstituiert wird, leinenhKationen-
selektiven, stark leitfahigen (1,2 nS in 1 M KCI) Kanal (Pohimejeal. 1997). In Schwel-
lungsversuchen mit OEP16-Proteoliposomen zeigte sich eine hohav@ékekir Aminosau-
ren (Glycin, Valin, Arginin, Lysin, Glutamat, Glutamin, Cadaverin)e Dorhergesagte Pore
hat einen Durchmesser von ca. 1,0 nm und ist undurchlassig fur 3-Phosphatgiynd unge-
ladene Zucker wie Fruktose, Glukose, Saccharose oder Sorbitol. Ps-OEPRL&4 ig ver-
schiedenen Typen von Plastiden (Etioplasten, Proplastiden, Amyloplast&hlandplasten)
in Wurzeln, Sprossen und Blattern. Wahrscheinlich wird der funktiok@itel von Homo-
oder Heterooligomeren gebildet, in denen Helix 1 in Kombination miixHe von Ps-
OEP16.1 die Pore bildePohlmeyer et al. 1997, Steinkamp et al. 2000, Linke et al. 2004).
Ahnlich wie es auch fuir Porine und den spezifischen Kanal LaniB @oli beschrieben wird,
hat OEP16 eine langere Peptidschleife, zwischen erster unterz\elix, die in die Pore
gefaltet sein konnte und somit einen Selektionsfilter bilden oder der Substratekeienen
konnte (zur Ubersicht siehe Duy et al. 2007, Pudelski et al. 2010). OEP16.ER6.Q aus
Erbse,Arabidopsisund Reis enden mit der aromatischen Aminosaure Tyrosin oder Phenyl-
alanin an ihrem C-Terminus, wie es auch fir Porine aus der aut@terembran von Gram-

negativen Bakterien beschrieben wird.
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Die drei OEP16-Isoformen iArabidopsis(At-OEP16.1, At-OEP16.2 und At-OEP16.4) zei-
gen ein stark reguliertes Expressionsmuster (Tabelle 1, Pudeski2010). At-OEP16.1 ist
die Hauptform in der Hullmembran aus maturen, photosynthetisch akthieroflasten von
Blattern. At-OEP16.2 ist dagegen ausschlie3lich in reifen Samenlelohen und frihen
Stadien der Pollenentwicklung zu finden (Drea et al. 2006, Philippar 2007, Pudelski et
al. 2010). Transkripte von At-OEP16.4 sind auf einem geringen Niveau, glafthmafig
wahrend der gesamten Pflanzenentwicklung exprimiert, mit dem ledchsivel in Pollen
und Samen (Tabelle 1). Die Bedeutung von OEP16 zeigte sich auch Abuedanz und
dem Vorkommen der Proteine in mehreren Proteomanalysen von isolfadbidopsis
Chloroplasten, Blumenkohl-Proplastiden und aufgereinigten Hulllmembranen aus
Arabidopsis Erbse und Mais (Ferro et al. 2003, Froehlich et al. 2003, Kleffmarin2Q0,
Brautigam et al. 2008a,b, Zybailov et al. 2008, Brautigam und Weber 2009).

Allerdings wurde die Funktion der OEP16 Proteine in der Pflanzeniraieten Jahren sehr
kontrovers diskutiert. Da At-OEP16.1 die starkste Sequenzahnlichkeg-@QEP16.1 zeigt,
liegt eine Funktion als Aminoséure-selektiver Kanal in der auRRet@imembran von
ArabidopsisChloroplasten nahe. Im Gegensatz dazu wiesen Untersuchungen an u@adrst
Arabidopsis auf eine Funktion als Translokase fur den Import der Vorstufe der
Protochlorophyllid-Oxidoreduktase A (prePORA) in Chloroplasten hin (Rdiebet al.
20044a, 2004b, 2005, Pollmann et al. 2007). POR spielt eine zentrale Rolle inlatep8yll
Biosynthese. Es katalysiert die lichtabhdngige Umwandlung von Protophlllid in
Chlorophyllid und ist somit entscheidend fur die Umwandlung von Etioplast€hloroplas-

ten (Griffith 1978, Apel et al. 1980). Wrabidopsissind mit PORA, B und C drei Isoformen
bekannt (Su et al. 2001). PORA und PORB sind beide wahrend der frihemnigeantwick-

lung exprimiert, PORA ist jedoch ausschlieflich in etioliertemw&®n zu finden und wird
bei Belichtung sehr schnell abgebaut. Die Etioplasten von Angiospehaken grol3e
Prolammelarkdrper, die zum grol3en Teil aus Lipiden und dem sogenannten
Protochlorophyllid Holochrom bestehen. Letzteres wird von Protochloliapkglbst, PORA

und NADPH gebildet (Gunning 2001, Santel und Apel 1981). Somit katalyX@&RA den
entscheidenden Schritt bei der Ergrinung von etiolierten KeimlingeBddichtung, der De-
Etiolierung (vgl. Abbildung 35, Diskussion). PORB dagegen ist im Ls&dlbil und wird vom
Tagesrhythmus reguliert exprimiert (Sue et al. 2001, Armstebrad 1995) und PORC ist in
den Blattern von Pflanzen, die im Licht gewachsen sind zu finden (Oosawa et al. 20d®). Be

spielen also eine Rolle in der Chlorophyll-Biosynthese in Pflanzen unter Licht.
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Nach den Ergebnissen von Reinbothe und Mitarbeitémh cas Vorstufeproteir von PORB
Uber den allgemeinen TOUOC Wegin den Chloroplasten importie®ORA dagegen site
von einem sogenaten Protochlcophyllid-abhangigen Translokonkomplex importiwer-
den (Reinbothe et al. 1992000, 2004a, 2004b, 2C, 200§. Dieser Weg ist doch organ-
spezifisch, da prePORA sein Substrat Protochlordtighgur in Kotyledonen bendtigt ul
importiert zu werderfKim unc Apel 2004, Kim et al. 2005)n Blattern geht die Substrib-
hangigkeit verloren und scheint somit von Biogenese der Plastiden und der Entwickl
der Pflanze reguliert zu werdelOEP16.1 wurde Uber chemiscl@&rosdinks und Ko-
Immunopréazipitation in Ristiden aus Blattern von Gerstenkeimlingals Teil des
Protochlorophyllidabhangigen Translokonkomplexes fur die PORA Voesidentifiziert
(Reinbothe et al. 2004a, 2004b, 20CNachfolgendeUntersuchungen iIOEP16knockout
Mutanten in Arabidopsis ergalen, dass OEP16.1 die Translokationspore bildentes
(Abbildung 2,Pollmann et al. 200).

PLASTID

Mg-Proto [X

Pchlide

Pchlide a

Pchlide s "

PORB 4 PORA °

NADPH ' NADPH
b Y

Abbildung 2 : Bildliche Darstellung der Hypothese von Reinbothe und Mitarbeite rn zum
prePORA Import via OEP16 ( modifiziert nach Pollmann et al. 2007).

Die gelben Kreise und Finfecke stehen fir die PORA-Protochlorophyllidb-NADPH bzw. PORB-
Protochlorophyllida-NADPH Komplexe. Die orange Box soll OEP16 als Teil des Importapparates von
prePORA darstellen. FLU: FLU Gen (fluorescence gene), Glu: Glutamat, ALA: Aminolevolinsaure,
ProtolX: Protoporphyrin 1X, MgProtolX: Magnesium- Protoporphyrin IX, Pchlide: Protochlorophyllid,
Chlide: Chlorophyllid, POR: Protochlorophyllid Oxidoreduktase.

Zur gleichen Zeitkam unsere Arbtsgruppe zueinem absolut gegensatzlichiErgebnis
(Philippar et al. 2007)Bei der Untersuchung der gleichen Mutantenloep16.1-1(Nach-
kommen der SALK 024018 Linie sowie von OEP16.2, OEP16.4, OEP16.lknockout
Linien konnte ohne Zweifel geigt werden, dass keine der OER&6former in Arabidopsis
am Import von prePORA in Chloroplasten und Etioj@asaus Kotyledonein vivo undin
vitro beteiligt ist. Eine Charakterisierur des Phanotyps von Einzakd Doppelmutante
aller Isoformen von OEP16 kote die Funktion beim Import von prePORA nicht begtit

(Philippar et al. 2007). Zude wird die Expression von OEP16.1 durch Liinduziert, wah-
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rend die PORA Transkripte und Proteine bei Belichtung verschwi(8anet al. 2001;
Philippar et al. 2007). Studien Uber die Kalteinduktion von OEP16.1 in G&aldi et al.
1999) deuten wiederum auf eine Funktion beim Aminosauretransport hin, Aaghssung
an Kalte, besonders in Getreiden, eine verstat&taovoSynthese von Aminoséuren voraus-
setzt und somit auch der Kanéle, die diese zwischen Zytosol und Chloroplast traesportie

Im Gegensatz zu OEP16.1 wird OEP16.2 spezifisch in nicht photosynthadtisadn Plasti-
den der spaten Samen- und friihen Pollenentwicklung exprimiert @dada2006, Philippar
et al. 2007). Wahrend dieser Phasen der Pflanzenentwicklung, besonderSpeterkoty-
ledonen des sich entwickelnden Embryos, haben die Plastiden voealefunktion bei der
Biosynthese von Aminosauren und Fettsauren, die fur die Samenkeimdndas Pollen-
schlauchwachstum benétigt werden. Die Expression von OEP16.2 wird mhs&trh dem

Phytohormon Abszisinsaure das die Samendormanz steuert induziert (Dre9@6al

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Diese Arbeit befasst sich mit der physiologischen und der funkeon€harakterisierung der

drei OEP16 Kanalproteine in der auf3eren Hullmembran von Plastiden.

Vor dem geschilderten Kenntnisstand der Forschung sollten folgende iZethiewerden:

0] Verifizierung der vorliegenden Expressionsanalysen fie @EP16 Isoformen in
Arabidopsisund Erbse auf Proteinebene

(i) Untersuchung der subzellularen Lokalisation von OEP16.2 und OEP16.4

(i) Aufklarung der Membrantopologie von OEP16.1 und OEP16.2

(iv)  Klarung der Diskussion tber die Funktion von OEP 16 \ivo

(v) Einblicke in die Rolle von OEP16.2 in der Samenentwicklung
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2 MATERIAL

2.1 Chemikalien und Medien

Chemikalien wurden von Applichem (Darmstadt, Deutschland), Fluka (B&idtsyeiz),

Biomol (Hamburg, Deutschland), Difco (Detroit, USA), Sigma-Aldr{&einheim, Deutsch-
land), GibcoBRL (Paisley, UK), Merck (Darmstadt, Deutschland)hRi¢arlsruhe, Deutsch-
land), Roche (Penzberg, Deutschland) und Serva (Heidelberg, Blantycbezogen. Der
MitoTracker (Orange CMTMRos) wurde von Invitrogen (Karlsruheyt®ehland) erworben.
Die in dieser Arbeit benutzten Detergenzien Natrium-Dodeglia5(SDS), Lithium Dodecyl
Sulfat (LDS) und Triton X-100 (TX-100) wurden von Roth erworben.

2.2 Enzyme

Enzyme wurden von folgenden Herstellern bezogen: RestriktionsenzymeBioReknentas
(St.Leon-RotDeutschland), New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main, Delatsd)
T4-Ligase von Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und MBI Fermentas, Taaétaben
von Diagonal (Munster, Deutschland), Eppendorf, MBI Fermentas, ClorBeamt-{Germain-
en-Laye, Frankreich) und Finnzymes (Espoo, Finnland), Reverse Transknatia Promega
(Madison, USA), RNase freie DNase | von Roche (Mannheim, Deatst)}l RNase von
Amersham Biosciences (Uppsala, Schweden). Die Proteasen Ty&mahd Trypsin wur-

den von Merck und von Sigma-Aldrich bezogen.

2.3 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von Qiagen/Operon (Koln, Deutschland), Invitrogen wamd
Metabion (Martinsried, Deutschland) synthetisiert (Tabelle 2).v&ieden fur quantitative
Echtzeit RT-PCR, iPCR, TAIL PCR, RACE PCR und zur Genoypiag und Verifizierung

von Mutantenlinien benutzt.

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleot  id-Primer.
I: Inosin; Wobbles: M: AIC, R: AIG, W: A/T, S:C/G, Y: C/T, N:AIC/GIT,

Name Sequenz (5">3" Orientierung) Verwendung
Act2/8fw GGTGATGGTGTGTCT Quantitative Echtzeit-RT-PCR
Act2/8rev ACTGAGCACAATGTTAC “
OEP16.1LCfw TGTTAGCACGCCGAAG
OEP16.1LCrev CTTACCAACCGCTGAG
OEP16.2LCfw CTTAACCGTATCGCAGA
OEP16.2LCrev AGAGCAGACTGAACCAC
OEP16.4LCfw GTCGAGTCAGTTCTCCG
OEP16.4LCrev CCTGGTGCAATTAGCC
PORALCfw GTTACGTCTCCGAGTCAG
PORALCrev GCCAAAACACAACTACTAAATC
PORBLCfw TTCACAGGCGTTTCCA
PORBLCrev GTACCGAGAGGTGTCAT
oligo-dT-Primer TosVINQ] Reverse Transkription
RBkplfw AGCTCATTAAACTCCAGAAACCCGCG Genotypisierung von SALK Mutantenlinien
RBkplrev GCTCCACTGACGTTCCATAAATTCCC “
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RBkpOfw ACGTTGCGGTTCTGTCAGTTCCAAAC “
RBkpOrev ATCTGCACCGGATCTGGATCGTTTC “
LBkp0.5fw ACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGG “
LBkpO.5rev TAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCC “
LBkpOfw CGATTTCGGAACCACCATCAAACAGG “
LBkpOrev TGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGC

LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG Genotypisierung von SALK Mutantenlinien
LBb1l GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT “
M13fw GTAAAACGACGGCCAG “
M13rev CAGGAAACAGCTATGAC ¢
LB1SAIL GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC Genotypisierung von SAIL Mutantenlinien
LB3SAIL TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC ¢
AD1 NTCGASTWTSGWGTT TAIL-PCR

AD2 NGTCGASWGANAWGAA “

AD3 WGTGNAGWANCANAGA “

AD4 WGGWANCWGAWANGCA “

AD5 WCGWWGAWCANGNCGA “

AD6 WGCNAGTNAGWANAAG “

AD7 AWGCANGNCWGANATA “

AD8 SSTGGSTANATWATWCT “

AD9 CGSATSTCSAANAAWAT “

LBTOa GGTTCCGATTTAGTGCTTTACG “

LBTOb AACTTGATTTGGGTGATGGTTC “

LBTOc CCCTATCTCGGGCTATTCTTTT ¢

16.1_T-DNAfw GCCTTCAAGCACATTCTCCGGGACTGTTA Genotypisierung von oep16.1-1
16.1_T-DNArev CCAATCTCTGCTGCCACGGATAC “
16.1-4018fw GACTGTTAGCACGCCGAAGCTG “
16.1-4018rev CCGCATGCTCCAAAGTGCTC “
GP1_T-DNAfw ACACAATCCGCTCTCAAACCCAAAC “
GP1_T-DNArev GCTGAGTCTACGGCGTTGAGTGGTG “
CM1_T-DNAfw GTTTGATTGTTTCTATGTATCGACC “
CM1_T-DNArev GAAGAGAACAACGAACAGAGAAAG “

CM1fw ATGGAAGCGTCATTGTTGATGAGATCGTC’ “
CMlrev TCAGTCCAGTCTTCTGAGCAAGTACTCCAC “
COR15arev CTACTTTGTGGCATCCTTAGCCTCTC “
COR15as1fw ATGGCGATGTCTTTCTCAGGAGC “
COR15as2fw ATGGCTTCTTCTTTCCACAGCG “
GPRI1fifw ATGTTAGCTCTGTCTCCGGCGACAAG “
GPRI1flrev TCAGGCACAAGACGCGGTCGG “

LTPfw ATGGCTTCAAGAACCACAAAATCTTTAG “

LTPrev TTAGCATTGGAAGCCACGAGGAAC “
PGSIP5fw ATGGGGGCCAAAAGCAAAAGTTC “
PGSIP5rev TCATTGACTTAGACGGTTCTTCTTCCTAGG “

SDRfw ATGATTGAGACGGTTAAACACCTGATCG “
SDRrev TTAAAAGGAGGTATGAGAAAGATTGGTAGTGG “
SEN1fw ATGGAAACCACTGCTTTTAACACAACATC “
SEN1slrev TTACACACATACAGCAGTGAGAAGATCAGTTG “
SEN1s2rev TCATTCTCTGTCCAAGCGACGTATCC “
SEN1s3rev TCACTCTTCTACCGGCAGCTCATTC “
SAUL1fw (StHo) ATGATCCATACACCAACCGGGTCG “
SAULIrev (StHo) TCACCAGGCGTGGACAAACCG “
ThiRDXflfw ATGACGGAAGTGATTAGCAAAACGAGTTTG “
ThiRDXflrev TCATCTCCCTGCGGAGACCAATGTT “
ukCHLflfw ATGGAAACAATAGCAGTTCAAAATGCACC “
ukCHLflrev TCACCGGAGCTGTAAAACTCGCCG “
ukSmallfw ATGAAGACCAATAGAGAGCAGGAAATTTAC “
ukSmallrev TCAGTAGTTGTAGAACTGAAGCCCGAC “
ukThyfw ATGACGATCGCACCGGCATT “
ukThyrev CAAATCCTGCTCCGTCACATTCC “

At2gN GCCTTCAAGCACATTCTCCGGGACTGTTA “
62880SF ATAGGTTTAAGCGGCGTTTCTCAGGC “
28900SR CCAATCTCTGCTGCCACGGATAC “

OEP16.2(672)fw
OEP16.2(672)rev

GGAGCTTTACAAGCCGTGTC
ACACTAGCACACTAGCACACGAAT

Genotypisierung von oep16.2-1
Genotypisierung von oepl6.2-1

at4gN GTAATGGATGAGATAAGAAGCTTTGAGAA Genotypisierung von oep16.2-1
at4gC CTAGAAAGGAGATTAGCAGCGGTGGAAAT Genotypisierung von oep16.2-1
at3gC CTGTCCTGGTGCAATTAGCCAAAACACTA Genotypisierung von oep16.4-2
62880R TTAATTAGTGTTGTTTGGGTTTTC Genotypisierung von oep16.4-2
62880SR ATATCGTTGAAGCCCACAATGTGTC Genotypisierung von oep16.4-2

3-RACE CDS Primer
5'-RACE CDS Primer
Kurz-UP (smart)

Lang-UP (smart)

Geschachtelt-UP (smart)

Ps-OEP16.2(RACE)fw
Ps-OEP16.2(RACE)rev
Ps-OEP16.2fw a
Ps-OEP16.2fw b
Ps-OEP16.2rev a
Ps-OEP16.2rev b

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30 V N
(T)25V N
GGCCACGCGTCGACTAGTAC

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACG

CAGAGT
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
AGCCGTTTCTCGTGATGCTTATTTCTCAG
ATATGGGCTGAAGGAAGCTCGTGGA
TGATCTIGGICAYCCTCTICTIAAYMG
AGCTGTITCTMGIGARGCTTATTTYAC
TAAATICCTGCAGCIACICCCCATTG
ACGIACTGCAGARTTYTTCCAATCATG

3'RACE PCR
5'RACE PCR
RACE PCR

Gateway Forward (attB1)
Gateway Reverse (attB2)
OEP16.1GFPfw
OEP16.1GFPrev
OEP16.1GFP+stop rev
OEP16.2GFPfw
OEP16.2GFPrev

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTNN
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTN
CACCATGCCTTCAAGCACATTCTCCGGG
GTAGAAATAATGATTGTTAACGAACTGAGAAGCG

TCAGTAGAAATAATGATTGTTAACGAACTGAGAAGCG

CACCATGGAGAAGAGTGGAGGAAGAATTG
GAAAACGCTAGAAAGGAGATTAGCAG

Klonierung in pENTR/D/TOPO
Klonierung in pENTR/D/TOPO
Klonierung in pENTR/D/TOPO

Klonierung in pENTR/D/TOPO
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OEP16.2GFP+stop rev
OEP16.4GFPfw
OEP16.4GFPrev
OEP16.4GFP+stop rev

CTAGAAAACGCTAGAAAGGAGATTAGCAG
CACCATGGAGGAAGAATTGCTCTCCGC
ATTAGTGTTGTTTGGGTTTTCTGTCCTG
TTAATTAGTGTTGTTTGGGTTTTCTGTCCTG

OEP16.1-Sfi fw
OEP16.1-Sfi rev
OEP16.1-Sfi rev(+stop)
OEP16.2-Sfi fw
OEP16.2-Sfi rev
OEP16.2-Sfi rev(+stop)
OEP16.4-Sfi fw
OEP16.4-Sfi rev
OEP16.4-Sfi rev(+stop)

GGCGGCCATTACGGCCATGCCTTCAAG Klonierung in Split Ubiquitin
GTCGGCCGAGGCGGCCTTGTAGAAATAATGATTG “
GTCGGCCGAGGCGGCCTAGTAGAAATAATGATTG
ACCGGCCATTACGGCCATGGAGAAGAGTGGAG
CTTGGCCGAGGCGGCCATGAAAACGCTAGAAAGGAG
CTTGGCCGAGGCGGCCCTAGAAAACGCTAGAAAGG
ACCGGCCATTACGGCCATGGAGGAAGAATTGC
CTTGGCCGAGGCGGCCATATTAGTGTTGTTTGGG
CTTGGCCGAGGCGGCCTTAATTAGTGTTGTTTGGG

OEP16.1kompl.fw
OEP16.1kompl.rev
OEP16.2kompl.fw
OEP16.2kompl.rev
OEP16.4kompl.fw
OEP16.4kompl.rev

CGCAAACAATCGGGTGCATAGTAG Klonierung zur in vivo Komplementation
GGTCCCTAAAGGAAGATGGAGAATCAG “
AAGAGGAAGAAAGAGGACCTTCTCG
GCTTCTAATACAAATCATCTAGAAAACGCTAG
TCCCTGTTTTGGCATAGACGTTAG
CAGTGTTCTAAATATCACCTTAATTAGTGTTG

35S:fw

Genotypisierung von OEP16-

GATGTGATATCTCCACTGACGTAAGG - N L
Uberexpressionslinien

2.4 Vektoren und Konstrukte

Fur die Klonierung der jeweiligen Konstrukte wurden in dieser Arfidgende Plasmid-

Vektoren verwendet (Tabelle 3).

Tabelle 3: Verwendete Plasmid-Vektoren.

Plasmid-Vektor Verwendung Herkunft
pCR2.1 und pCRblunt Subklonierung Invitrogen
pJET1.2 Subklonierung Fermentas
pENTR/D/TOPO Entry-Vektor fur GATEWAY-Klonierung  Invitrogen
pET21 Expressionsvektor fir E.coli Novagene/Merck (Darmstadt, Deutschland)
pBT3-C Kéder-Vektor fur Split Ubiquitin Dualsystems Biotech AG (Zirich, Schweiz)
pBT3-SUC Kdder-Vektor fur Split Ubiquitin “
pPR3-C Beute-Vektor fiir Split Ubiquitin
pPR3-SUC Beute-Vektor flr Split Ubiquitin
pH2GW7 GATEWAY-Klonierung
pHGW GATEWAY-Klonierung

In Tabelle4 sind Konstrukte aufgeftihrt, die von der AG Soll zur Verfiigung gestellt wurden.

Tabelle 4: Verwendete Konstrukte.

Protein Plasmid-Vektor Verwendung
At-OEP16.1 pET21b Expression in E. coli
At-OEP16.2 pET21d .
At-OEP16.4 pET21d
At-OEP16.4 pPROExHTa

In Tabelle 5 sind die Konstrukte fur d&plit Ubiquitin System aufgefihrt.

Tabelle 5: Plasmid-Konstrukte fiir das Split-Ubiquit in System

Protein Plasmid-Vektor Verwendung
At-OEP16.1 pBT3-C Kdder-Vektor (C-terminal)
At-OEP16.1 pBT3-SUC Kdder-Vektor (C-terminal mit SUC Signal)
At-OEP16.1 pPR3-C Beute-Vektor (C-terminal)
At-OEP16.1 pPR3-SUC Beute-Vektor (C-terminal mit SUC Signal)
At-OEP16.1+stop pBT3-N Kdder-Vektor (N-terminal)
At-OEP16.1+stop pPR3-N Beute-Vektor (N-terminal)
At-OEP16.2+stop pPR3-N Beute-Vektor (N-terminal)
At-OEP16.4+stop pPR3-N Beute-Vektor (N-terminal)
At-OEP16.2 pBT3-SUC Kdder-Vektor (C-terminal mit SUC Signal)
At-OEP16.4 pBT3-SUC Kdder-Vektor (C-terminal mit SUC Signal)

In Tabelle 6 sind in dieser Arbeit hergestellte Plasmid-Konstrukte aufgefuhrt
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Tabelle 6: In dieser Arbeit hergestellte Plasmid-Ko  nstrukte.

Protein Plasmid-Vektor Verwendung
Ps-OEP16.2-1a-a pCR2.1 Subklonierung fir Ps-OEP16.2 Sequenzierung
Ps-OEP16.2-1a-b pCR2.1 “
Ps-OEP16.2-1b-a pCR2.1
Ps-OEP16.2-1b-b pCR2.1
At-OEP16.1+stop pET21d Expression in E. coli
At-OEP16.1-stop pET21d .

At-OEP16.2+stop pET21d

At-OEP16.2-stop pET21d

Ps-OEP16.2+stop pET21a

Ps-OEP16.2-stop pET21a -

OEP 16.1 fl+tag pENTR/D/TOPO GATEWAY-Rekombination

OEP 16.2 fl+tag pPENTR/D/TOPO “

OEP 16.4 fl+tag pPENTR/D/TOPO

OEP16.1 fl+stop pPENTR/D/TOPO

OEP16.2 fl+stop pPENTR/D/TOPO

OEP16.4 fl+stop pPENTR/D/TOPO

OEP16.1 ll+stop pPENTR/D/TOPO

OEP16.2 Il+stop pPENTR/D/TOPO

OEP16.4 Il+stop pPENTR/D/TOPO

OEP16.1 fl pPENTR/D/TOPO

OEP16.2 fl pPENTR/D/TOPO

OEP16.4 1l pPENTR/D/TOPO

OEP16.1 fl+stop pH2GW7 OEP16.1-Uberexpressionspflanzen
OEP16.2 fl+stop pH2GW7 “

OEP16.4 fl+stop pH2GW7 “

OEP16.1 kompl. pENTR/D/TOPO GATEWAY-Rekombination fir Komplementation
OEP16.2 kompl. pPENTR/D/TOPO “

OEP16.4 kompl. pPENTR/D/TOPO

OEP16.1 kompl. pHGW Komplementationspflanzen OEP16.1
OEP16.2 kompl. pHGW “

OEP16.4 kompl. pHGW

2.5 Molekulargewichts- und GroRenstandards

Als Molekulargewichtsstandard fir SDS-PAGE diente diaw Molecular Weight Markér
bestehend aus-Lactalbumin (14 kDa), Trypsin-Inhibitor (20 kDa), Trypsinogen (24 kDa)
Carboanhydrase (29 kDa), Glyceraldehyd-3-Dehydrogenase (36 kDdpu@ima (45 kDa)
und Rinderserumalbumin (66 kDa) von Sigma-Aldrich (Laemmli, 1970). Zgarizung
wurde in einigen Fallen eiRrestainedMarker der Firma BioRad (Minchen, Deutschland)
bestehend aus [3-Galaktosidase (104 kDa), Bovine Albuminserum (95 kRdhu@in (52
kDa), Carboanhydrase (37 kDa), Sojabohnen Trypsin Inhibitor (29kDa), Lyso@0rkDa),
genutzt. Fur die Agarose-Gelelektrophorese wurdePsiitgeschnittene DNA des Phaggn

(MBI Fermentas) als Grél3enstandard verwendet.
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3 METHODEN

3.1 Pflanzenphysiologische Methoden

3.1.1 Saatgut und Anzuchtsbedingungen

Samen vorArabidopsis thaliangL.) Heynh., Ecotyp Col-O wurden bei Lehle Seeds (Round
Rock, USA) bezogen. Die T-DNA-Insertionslinien SALK 024018, SALK_ 109275 und
SAIL#1377_1225 B03 wurden bei NASGldttingham Arabidopsis Stock Centétotting-
ham, UK) bzw. bei ABRC/SBIArabidopsis Biological Resource Centre/Syngenta Biotechno-
logy, Inc.,Syngenta, North Carolina, USA) erworben. Es wurden ErtRsart sativuni..)

der Sorte “Arvica” (Prag, Tschechien) verwendet.

Vor der Aussaat wurdefsrabidopsisSamen mit 70% EtOH und 5% Hypochlorit oberflachen-
sterilisiert. Um die Keimung zu synchronisieren, wurden alle 8afinredrei Tage bei 4°C
stratifiziert. Die Aussaat erfolgte auf MS-Agarmedium (1&e&arose; 0,215% MS; 0,05%
MES; 0,3-0,5% Gelrite; pH5,8 mit KOH). Zur Selektion transformief#anzen wurde dem
MS-Agar entsprechendes Antibiotikum (30-50 pg/ml Hygromycin oder 100miug
Kanamycin) zugegeben. Nach 2-3 Wochen wurderAdabdidopsisPflanzchen zur weiteren
Anzucht in Erde transferiert. Das Wachstum der Pflanzen unterafennBedingungen er-
folgte in einem Zyklus von 16 h Licht bei 21°C und einer durchschnittlichemtibtensitéat
von 60-100 pmol/ffis sowie von 8 h Dunkelheit bei 16°C.

3.1.2 Stabile Transformation von Arabidosis thaliana

Die Transformation vonArabidopsis Wildtyppflanzen bzw. homozygotermepl6.1-1,
0epl6.2-lund oepl6.4-2Mutanten erfolgte in Anlehnung an die Methode von Bechtold et al.
(1993). Dafur wurde drei Tage vor der Transformation eine 10 ml Vorkadtumit dem je-
weiligen Konstrukt transformierten Agrobakterien unter Zugabe mspeechenden Antibio-
tika angesetzt und bei 28°C unter Schutteln inkubiert. Nach zwei Tageie wure 500 ml
Hauptkultur mit 5 ml der jeweiligen Vorkultur angeimpft und Gber Nacht28iC unter
Schitteln inkubiert. Am Tag vor der geplanten Transformation wurdezudimnsformieren-
den Pflanzen luftdicht abgedeckt, um eine maximale Offnung deraSiarn erreichen. Fiir
die Transformation wurde die Ubernachtkultur der transfornmekgrobakterien bei 6000 xg
fur 10 min pelletiert, in 400 ml Infiltrationsmedium (5% Sacchards215% MS; 0,02%
Tween 20) resuspendiert und in einen Exsikkator gestellt. AnschlielReddnvemveils vier
der zu transformierenden Pflanzen kopflber in das Infiltrationsmeditaouae und unter

Vakuum fir etwa 5 min infiltriert. Danach wurden die Pflanbemnizontal auf ein feuchtes
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Papiertuch ausgebreitet und wiederum luftdicht abgedeckt. Am nacFesjewurden die Res-
te des Infiltrationsmediums abgewaschen und die Pflanzen aufgeriokd Selektion der T1-
Samen der transformierten Pflanzen erfolgte auf MS-Agar dnigabe des jeweiligen Anti-

biotikums.

3.2 Mikrobiologische Methoden
3.2.1 Medien und Anzucht

3.2.1.1 Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens

In dieser Arbeit wurden diE. coli Stdmme DHa (Invitrogen), TOP10 (Invitrogen), JM109
(New England Biolabs), BL21(DE3) und BL21(DE3)lys (StratagendéigiTechnologies,
Waldbronn, Deutschland) verwendet. Die Anzucht ¥orcoli erfolgte standardmaRig bei
37°C unter Schutteln in LB-Flissigmedium (1% Pepton; 0,5% Hefeex@r&kt NaCl). Bei
Kultivierung auf Agarplatten wurde dem LB-Medium 1,5% Agar zuges@é¢zhach Resistenz
der transformierten Plasmid-Vektoren wurde dem LB-Medium daspeathende Antibioti-
kum (100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin, 100 pg/ml Spectinamyezugegeben.
Die Blau/Weil3-Selektion bei Vektoren milacZa-Fragment zur Expression der
3-Galactosidase (pCR2.1 und pCRblunt, Tabelle 3) erfolgte durch dib&Zuga 60 pg/ml
X-Gal (Sambrook et al., 1989). Fur die Transformation YwabidopsisPflanzen wurde
Agrobacterium tumefaciensV3101::pMK90RK (Koncz und Schell, 1986; erhalten von Dr.
J. Meurer [Department Biologie 1, Botanik, Ludwig-Maximilians-Umns#gt Minchen]) ein-
gesetzt. Die Anzucht der Agrobakterien wurde standardmaRig bei 28 B Hiliksigmedium
unter Schuitteln oder auf LB-Agarplatten durchgefiihrt. Dem Mediumemufalgende Anti-
biotika zugesetzt: 50 pg/ml Kanamycin (Resistenz Stamm GV3100)ug/ml Rifampicin
(Resistenz Ti-Plasmid), 100 pg/ml Spectinomycin (Resistenzsforamierter Plasmid-
Vektor).

3.2.1.2 Saccharomyces cerevisiae (Split Ubiquitin System)

Fur die Anzucht der Hefezellen und die Durchfiihrung aller Proteiraktiens Untersuchun-
gen imSplit Ubiquitin System wurde der Dual Membrane Kit3 der Firma Dualsyst&ims
tech AG (Zurich, Schweiz) genutzt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgté Herstelleranga-
ben (Dualsystems Biotech AG) und in Anlehnung an Johnsson und Varshavsky (1994).
Die Klonierung der Konstrukte (Tabelle 5), Transformation derhlefnd Auswertung der
Versuche mittels deSplit Ubiquitin Systemwurde von Karl Mayer (Technische Assistenz,
Department Biologie 1, Biochemie und Physiologie der Pflanzen, lgiMaiximilians-
Universitat Minchen) durchgefinhrt.
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3.2.2 Transformation

3.2.2.1 Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens

Die Herstellung kompetentdt. coli Zellen erfolgte nach Hanahan (1983). Die Bakterien
wurden durch Hitzeschock zur Aufnahme der Plasmid-DNA veranl&sshlfrook et al.,
1989).

Fur die Herstellung kompetenter Agrobakterien wurde zundchst 100s8iginedium unter
Zugabe der entsprechenden Antibiotika mit einer Einzelkolonie apfeimd tber Nacht bei
28°C unter Schutteln inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte in-Aliguots durch Zentrifu-
gation fir 5 min bei 16000 xg und 4°C. Die Pellets wurden in 100 pl 4t%€rkaCaCl (10
mM) resuspendiert und anschlieBend fir 5 min zentrifugiert (16008°€g, Danach wurden
die Pellets in 50ul 4°C-kaltem Ca(l10 mM) aufgenommen und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bis zur Transformation bei -8ag@€rge

Fur die Transformation kompetenter Agrobakterien wurde zu 50 pinZé pg Plasmid-
DNA gegeben. Anschliel3end wurden die Zellen fir 1 min in flussigechs$iff schockgef-
roren, fir 5 min bei 37°C inkubiert und auf Eis abgekuhlt. Nach der Zugabe von 480 pl
oder 250 pl SOC Flussigmedium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KClI,
10 mM MgCh, 10 mM MgSQ, 20 mM Glukose) wurde der Transformationsansatz fur 2-4 h
unter Schutteln bei 28°C inkubiert. Danach erfolgte eine ZentrifugiirohO sec bei 16000
xg. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in dem restiMdedium
resuspendiert. Die transformierten Zellen wurden schliel3lichBwfgarplatten mit den ent-
sprechenden Antibiotika ausgebracht und fir 2-3 Tage bei 28°C inkubiertnbedkbionien

sichtbar waren.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

DNA-Fragmente zur Klonierung in Plasmid-Vektoren wurden mitt€lslymerasen-
Kettenreaktion (PCR) generiert (Saiki et al., 1988). Die PCR+&aséurden nach den Emp-
fehlungen der Enzym-Hersteller durchgefihrt. Es wurden folgende-Bdlytmerasen ver-
wendet: BioThernTagPolymerase (Diagonal) zur PCR-Genotypsisierung und TripleeMast
TagPolymerase (Eppendorfifu-Polymerase (MBI Fermentas) bzw. PhugieRolymerase
(Finnzymes) zur Subklonierung von PCR-Fragmenten. BioThHeEapPolymerase (Diago-
nal), NEB TagPolymerase (New England Biolabs) und Advantage®2 Polymerage M

(Clontech Laboratories) wurden fur inverse PCR und TAIL PCR verwendet.
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3.3.2 Klonierungsstrategien

Der Restriktionsverdau von Plasmid-DNA, die Ligation von DNA, die Dephogpdiamg
von DNA sowie die DNA-Gelelektrophorese erfolgten nach Standardmetii§derbrook et
al., 1989) sowie den Angaben der Hersteller der Enzyme. Die Hatraldn PCR-Produkten
aus Agarose-Gelen erfolgte mit dem Gel-Extraktion Kit Q&8Ell von Qiagen (Hilden,
Deutschland). Fur die Durchfihrung der LR-Rekombination mit dem GATEV®4stem

(Invitrogen) wurde ebenso nach den Angaben des Herstellers verfahren.

3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA ausEscherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus transformiertercoli Zellen erfolgte durch alkalische
Lyse mit SDS und NaOH aus 3-5 ml Ubernachtkulturen in Anlehnung aRrdé&skoll von
Zhou et al. (1990). Zur Isolierung grof3erer Mengen hochreiner Pla3N#dwurden die
,Nucleobon® AX“ Plasmid Purification Midi (,AX 100“) und Maxi (,AX 500%) Kis von

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) nach Herstellerangaben vertwend

3.3.4 Préaparation von genomischer DNA au#rabidopsis thaliana

Zur ldentifizierung und Genotypisierung vémabidopsisT-DNA-Insertionslinien wurden 2-
3 Blatter mit 450 ul Extraktionspuffer (0,2 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,25 MCN&25 mM EDTA,;
0,5% SDS; 100 pg/ml RNase) in einer Kugelmuhle (,Tissue Lydeetsch/Qiagen) fur 3
min zerkleinert und fir 10 min bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde mit 300sppropanol
prazipitiert und anschlieBend fur 5 min inkubiert. Nach 5 min Zenttifmig#16000 xg, 4°C)
wurde das Pellet in 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in 50 pl Té&-Pud mM Tris-
HCI, pH 8; 0,1 mM EDTA) resuspendiert. Fur einen PCR-Ansatz (2%yrijlen 3 ul DNA
eingesetzt. Fur die saubere Isolierung grol3er genomischer érsgmurden 200 mg Blatter
in flussigem Stickstoff gemorsert, das Pulver mit 750 pl DN&dktionspuffer (1,4 M
NaCl; 20 mM EDTA; 0,1 M Tris-HCI, pH 8; 3% (w/v) CTAB) und 8 u0% DTT versetzt
und fur 30 min bei 65°C inkubiert. Die DNA wurde mit 1 Volumenanteil Chloro-
form/Isoamylalkohol (24:1) versetzt und fur 15 min bei 16000 xg und 4°C fzegymnt. Die
DNA in der oberen Phase wurde danach mit 1 Volumenanteil Isopropdazgipert (Zentri-
fugation fir 15 min bei 16000 xg und 4°C). Das Pellet wurde in 70% Et@idsghen, ge-
trocknet und in 400 pl TE-Puffer, pH 8 aufgenommen. Restliche RNA wdudsh 100
pg/ml RNase fur 30 min bei 37°C verdaut und es wurde erneut mit 1 ¥oanteil Chloro-
form/Isoamylalkohol extrahiert. Die DNA wurde mit 1/10 Volumendn3eM NaOAc, pH
5,6 und 2,5 Volumenanteilen EtOH fur 2 h bei -20°C préazipitiert und aegemd fir 10 min
(16000xg, 4°C) pelletiert. Das Pellet wurde in 70% EtOH gewaschaockeeét und in 50-

16



METHODEN

100 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8 resuspendiert. Fur einen PCR-Ansatz(b@urden 1-2ul

DNA verwendet.

3.3.5 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch nach dem LaB#mtchen
Gesetz ermittelt. Daftir wurde die Absorption einer verdiinnten Rrailig60 nm und 320 nm
gemessen. Anschliel3end wurde die Konzentration in pug/ul nach folgeadaelf berech-
net:

DNA: C [ng/ul] = (Be0— Es20) X 0,05 X ferg
RNA: C [ng/ul] = (Bso— Es20) X 0,04 X ferg

E bezeichnet die Absorption der Probe bei der angegebenen Wellen|gggkenf Verdin-
nungsfaktor der Probe. Zusatzlich wurde die Absorption bei 280 nm gemesseingugnen-
tuelle Verunreinigung mit Proteinen festzustellen. Bei hochregdeinsauren betragt das
Verhaltnis Bey/Ezso 1,8.

3.3.6 PCR-Genotypisierung von T-DNA-Insertionslinien, OEP16 Komplemerdtions-
und Uberexpressionslinien

3.3.6.1 Genotypisierung

Die PCR-Genotypisierung der T-DNA-Insertionslinieapl16.1-1, oep16.2-and oepl6.4-2
erfolgte wie in Philippar et al. (2007 supl.) beschrieben. Allgidaérwendeten Primer sind
in Tabelle 2 aufgefuhrt. Um die Insertion der T-DNA pROK?2 in veesgdinen Nachkommen
der SALK 024018 Linie zu uUberprifen wurde wie in Pudelski et al. (2009 supthitieben
vorgegangen. Alle Primer fir die PCR-Genotypisierung und Segregatmgsen der T-
DNA Insertionernoepl6.1-1, arogpl-indcm1-1sind ebenfalls in Tabelle 2 aufgefihrt.

Um die T-DNA-Insertionslinienoep16.1-1 oep16.2-1und oepl6.4-2zu komplementieren
wurden homozygote Pflanzen dieser Linien stabil mit den genomiscHi&ngensequenzen
der entsprechenden Gene inklusive der Promotorregionen transforntierpriift wurde die
stabile Insertion in der T3 und T4 Generation mittels PCR-Analytgenomischer DNA der
transgenen Pflanzenlinien mit den genspezifischen Oligonukleotid-Rrinfg2gN,
OEP16.2GFPfw, OEP16.4GFPfw und einem Primer attB2 der an dikktirungsstelle
des binaren Vektors bindet (Tabelle 2). Spezifische PCR-Produkt88tbp, 1252 bp und
959 bp zeigten die Komplementationskonstrukte an.

Die stabile Insertion der 35S::OEP16.1, 35S::OEP16.2 und 35S::OEP16.4 Konstrukte
OEP16-Uberexpressionslinien wurde in der T3-Generation mittels A@Rse auf
genomischer DNA der transgenen Pflanzenlinien mit den genspbeifisOligonukleotid-
Primern OEP16.1GFP+stop rev, OEP16.2GFP+stop rev, OEP16.4GFP+stop rev und einem
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Primer 35S::fw, der an den 35S::Promotor des bindren Vektors bindgtriitbéfabelle 2).
Nachkommen, bei denen das jeweilige 35S::0EP16-Konstrukt zumindé&s¢m Allel inse-
rierte, konnten durch spezifische PCR-Produkte von 690 bp, 780 bp und 645 bp idantifizi

werden.

3.3.6.2 Inverse PCR

Fur die inverse PCR (Meurer et al. 1998) wurden 5 pg genomisérnit 8 verschiede-
nen Enzymen verdaut: Hpy99I, Ncil, Bfal, Banll, Nspl, CviQktBl and BsiHKAI (New
England Biolabs). AnschlieBend an die Phenol/Chloroform-Extraktion wurderbNie
Fragmente fur 20 min mit NJAC/EtOH bei -20°C gefallt und in 40 aufgenommen. Die
Ligation der Fragmente mityLigase erfolgte bei 16°C tber Nacht. Anschliel3end wurden die
DNA Fragmente ein zweites Mal mit Phenol/Chloroform gereirigtei T-DNA spezifische,
geschachtelte Primer-Paare fur Bight Border(RBkplfw, rev, RBkpOfw, rev) und dieeft
Border (LBkp0.5fw, rev, LBkpOfw, rev, Tabelle 2) der pROK2 (Alonso et al., 2003 demir
fur die Amplifikation mit dem Advantage® 2 Polymerase Mix (Clontéelboratories) der
unbekannterArabidopsisDNA an den T-DNA Randern benutzt. Alle Produkte der inversen

PCR wurden purifiziert und sequenziert.

3.3.6.3 TAIL PCR

Die Thermal Asymmetric Interlace@AlL) PCR wurde nach dem Protokoll von Liu et al.
(2005) auf 1 ug genomischer DNA mit 9 degenerierten Zufallspnim&1-9 (Tabelle 2)
durchgefuhrt. Jeder der AD-Primer wurde in drei aufeinanderfolgen@&aReaktionen mit
geschachtelten, T-DNA spezifischen Primern LBTOa-c benutaie(lea2; 1. PCR: AD1-9
und LBTOa; 2. PCR: AD1-9 und LBTOb; 3. PCR: AD1-9 und LBTOC). In der mrB€R
wurden zundchst funf Zyklen mit einer Annealingtemperatur von 60°C durehlagéfolgt
von einem Zyklus bei 25°C und 16 Zyklen von jeweils 2 mal 60°C und 1 mal 44°C
Primerannealing. Die zweite PCR wurde mit 13 Zyklen von jea2imal 62°C und 1 mal
44°C durchgefihrt, wahrend in der dritten PCR 31 Zyklen mit 54°C dpvAnnealing-
Temperatur durchlaufen wurden. Alle TAIL PCR-Reaktionen wurdenedeim Zyklus von
einer Tag-Polymerase (New England Biolabs) fur 2,5 min bei 68°@lyk&rt. Alle ge-
schachtelten PCR Produkte, die in der zweiten und dritten TAIL P€iRtRn amplifiziert

wurden, konnten aufgereinigt und sequenziert werden.

3.3.6.4 RACE PCR

Um Antikorper gegen OEP16.2 aBssum sativunzu generieren wurden zuerst zwei Paare
degenerierte Oligonukleotid-Primer (Ps-OEP16.2fw a und b, Ps-OEP16.@neMva(Tabelle
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2), auf stark konservierten Regionen der Sequenz von OEP16 Meglisagotruncatula
(Drea et al. 2006) entworfen, welche an @edon Usageron Erbse angepasst wurden. An-
schlieBend wurde das entsprechende Fragment auf einer cDNAbsas Eittels PCR amp-
lifiziert (Abbildung 3) das eine hohe Ahnlichkeit zu At-OEP16.2 aafwiDaher wurden an-
hand dieses Sticks zwei genspezifische Oligonukleotid-Prime®fEP46.2(RACE)fw und
rev, Tabelle 2) fir eine folgende Isolierung der 5- und 3"-Bkecter Ps-OEP16.2 cDNA
Uber RACE-PCRr@apid amplification of cDNA-ends with polymerase chain reagtiom-
struiert. Fur die PCR wurde der Smart-RACE-cDNA-AmplifioatiKit (Clontech) benutzt.
Es wurde nach Herstellerangaben, basierend auf Sambrook und R2G3&)Ivorgegangen.
Die bendtigten, degenerierten Oligonukleotid-Primer sind in Tabetle fthden. Die in den
PCRs amplifizierten DNA Fragmente wurden aufgereinigt und sedere. Der Translations-
start von Ps-OEP16.2 konnte aufgrund der hohen Sequenzéhnlichkitimago truncatula
(86%) trotz eines langen 5" Endes des offenen Leserasters festgmiden.

3.3.7 Sequenzierung von DNA
Alle klonierten Konstrukte und Produkte der PCR-Genotypisierung wumatebtzerprifung
sequenziert. Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde vom Sequenzissded De-

partments Biologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen durélige.

3.3.8 RNA-Praparation aus Arabidopsis thaliana

Fur jeden Gewebetyp wurden drei Proben von jeweils zehn (furen@tianzen) bis 500 (fur

Keimlinge) Einzelpflanzen geerntet, um die biologische Variatiomaumieren. Das Pflan-

zengewebe wurde nach der Ernte sofort in flissigem Stickstodickgefroren und bis zur
RNA-Isolierung bei -80°C gelagert. Die Isolierung von RNA des entsprechenden Pflan-
zengeweben erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagexth Anleitung des Herstel-
lers. Es wurde ein DNA-Verdau auf der Saule mit RNaserfi2iase | (Qiagen) durchge-
fuhrt.

3.3.9 Reverse Transkription

RNA wurde mit der Reversen Transkriptase (MMLV, Promega&jnem Volumen von 10 ul
unter Verwendung von 0,5-1,0 ug RNA, 4 uM oligo-dT-Primer, 0,5 mM dNTP kcDm-
geschrieben (Clausen et al. 2004). Der Ansatz wurde fur 2 min beiifiitlert, anschlie-
Rend kurz auf Eis abgekuhlt. Die Reaktion erfolgte nach der Zugab® Units reverser
Transkriptase fur 1,5 h bei 42°C.
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3.3.10 Quantitative Echtzeit-RT-PCR

Um die Transkriptionsstarke zu erfassen wurde die Gesamt-RNyeashiedenen Geweben
mit dem RNeasy Plant Mini Extraktionskit mit anschlieRendem BNéxdau (Qiagen) iso-
liert. Fur die Uberprifung der Einzel- und Doppelmutantenlinepl6.1-1 oepl6.2-1
oepl6.1.1/0epl6.4-2nd der Wildtyplinie Col-0 wurde die RNA aus 8 Tage alten, unter
Normalbedingungen gewachsenen Keimlingen isoliert (Philippaal.eR007, supl.). Zur
Uberpriifung aller Doppelmutantenlinienoep16.1-1/0ep16.2-1, o0epl16.1-1/0ep16.4-2,
0epl6.2-1/oepl6.4-2er Triple-Mutantenlineoepl6.1-1/0epl6.2-1/oepl6.4erd der kor-
respondierenden Wildtyplinie wurde RNA aus Schoten mit noch grinen, nidstandig
ausgereiften Samen von unter Normalbedingungen gewachsenen Mutnpfisoliert. Zur
Uberpriifung der Expression von OEP16.1, PORA und PORB in etioliedsteldonen ver-
schiedener SALK 024018 Nachkommen und einer Col-0 Wildtypkontrolle wurde &INA
300 etiolierten 7-Tage alten Keimlingen isoliert.
Die cDNA wurde in einer 1:20 Verdinnung eingesetzt. Die PCRievarit dem ,FastStart
DNA Master SYBR-Green Plus” Kit von Roche nach Herstellerbagangesetzt, in Glaska-
pillaren (Roche) uberfuhrt und in einem LightCycler (Roche) dwefiligt. Es wurden 45
Zyklen durchlaufen, die sich wie folgt zusammensetzten: bee@5°C (Denaturierung), 7
sec bei 49°C (Annealing), 19 sec bei 72°C (Elongation) und 5 seZ9€i (Detektion)
(Philippar et al. 2004). Das durch die genspezifischen OligonukleatitePfir OEP16.1
(OEP16.1LCfw, rev)OEP16.2(OEP16.2LCfw, re); OEP16.4(OEP16.4LCfw, rev)PORA
(PORA-LCfw, rev), and?ORB(PORB-LCfw, rev) (Tabelle 2) amplifizierte Produkt umfasste
ein Intronbereich des Gens, um eine Amplifikation durch Verunreiniguhgyenomischer
DNA auszuschlieBen. Zur Quantifizierung der Daten wurden die gefisplezn Signale auf
die in den Proben enthaltene Ausgangsmenge an Aktin bezogen. Mierfien in jede PCR
mit genspezifischen Oligonukleotid-Primern zusatzlich Fragmerdge Aktine AtAct2
(At3g18780) und AtAct8 (At1g49240) amplifiziert. Der relative Gehaltee bestimmten
cDNA in einer untersuchten Probe konnte daher anhand folgender Beziareohnet wer-
den:

Relativer Gehalt an cDNA Z"Aktin-n(Gen)]

wobei n die Anzahl der Zyklen bezeichnet, bei der die Menge dedigameAmplifikats ei-
nen festgelegten Schwellenwert tberstieg. Dieser Schwellemae identisch fur das gen-
spezifische und das Aktinsignal und wurde in jeder PCR so bestiras#,die Messpunkte
innerhalb der exponentiellen Phase der PCR lagen. Der Transkriptgeinde jeweils in
mindestens drei biologischen Wiederholungen bestimmit.
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3.3.11 Microarray-Analyse

Zur Uberprifung der Transkriptlevel von OEP16.1, AroGP1 und CML1 in verschiedenen
SALK 024018 Linien wurden Microarray-Analysen (Affymetrix ATH1 Gemiegd durchge-
fuhrt. Um ein optimales Wachstum zu gewéahrleisten wurden Keimlbegeeinem Tag-
/Nachtrhythmus mit einer Photonenflux Dichte von 200 pnfolighrend des Tages angezo-
gen. Bei allen getesteten Linien lagen Keimungsraten und ein Wachstum von 95% vor.
Fur die Microarray-Analyse wurde Gesamt-RNA aus 20 individngBeTage alten Keimlin-
gen mit dem RNeasy Plant Mini Extraktionskit (Qiagen) ispligrozessiert und auf
Affymetrix ,GeneChip Arabidopsis ATH1 Genome Arrays® unter Verwendung des
Affymetrix ,One-Cycle Labeling and Control“ (Target) Kiteach Herstellerangaben
(Affymetrix UK, High Wycombe, UK) hybridisiert. Es wurden jeediProben fiir jede Linie
(n=3) im Abstand von einer Woche ausgeséat und geerntet um die biologethieilitat ein-
zuschranken. Die Signal-Daten wurden mittels Affymetrix t@Davlining Tool* und
,GeneChip Operating Software” (Clausen et al., 2004) ausgewBitestatistische Signifi-
kanz der Signal-Differenzen wurde mit Hilfe der SAM Softw@rasher et al. 2001) wie in
Pudelski et al. (2009) beschrieben, ermittelt. Die Isolation der,RNwie die Hybridisierung
der Microarrays wurden von D. Eder und J. Neumann durchgefihrt. \Rikli&ung und
Auswertung der Daten erfolgte durch Dr. U. Oster und Dr.Hligpar (alle Department Bio-
logie 1, Biochemie und Physiologie der Pflanzen, Ludwig-Maximgibniversitat Mun-

chen).

3.3.12 GUS Farbung

Zum Nachweis der Transkriptiom vivo waren bereits transgen&rabidopsis Wildtyp-
Pflanzen, die stabil mit mehreren Promotor-Reportergen Konstruktesidraniert wurden, in
dieser Arbeitsgruppe vorhanden. Dabei wurde zur Uberprifung der Praktivitéit an den
endogenen Promoter von OEP16.1, OEP16.2 und OEP16.4, die kodierende Sequenz des En-
zyms [3-Glukuronidase (GUS) aks coli fusioniert (Dissertation Iryna llkavets, 2005). Ge-
webe verschiedener, bereits vorhandener, stabiler Linien m@®BER16.1p::GUS At-
OEP16.2p::GUSund At-OEP16.4p::GUXonstrukten wurden zum Nachweis der GUS- und
damit der Promoter-Aktivitat basierend auf Jefferson et al. (198fszmit Fixierlosung (0,5

M NaHPO, 0,5 M NaHPO, pH7,0, 2% Paraformaldehyd, 0,1% Glutaraldehyd) fixiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit Phosphatpuffer (0,5 M M 0,5 M NaHPO,, pH 7,0) wur-
den die Gewebe mit X-Gluc-Lésung (0,5 M N&@, 0,5 M NgHPO,, pH 7,0, 0,1% Triton
X-100, 0,5 mM K-Ferricyanid, 0,5 mM K-Ferrocyanid, 10 mM EDTA, 1 mM 5-Bm
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Chlor-3-Indolyl$3-D-Glukuronsaure (X-Gluc)) gefarbt und fotografiert. Die Starke Fesar

bung ist dabei ein Indikator fur die Promotoraktivitat des jeweiligen endogenen Pramotors

3.4 Biochemische Methoden
3.4.1 Proteinextraktion aus Arabidopsis thalianaSamen und Blattgeweben

Fur die Extraktion von Proteinen aus Samen wurden ca. 50 mg Samiéssigdim Stickstoff
gemorsert, das Pulver in 600-1000 pul sterilisiertem @Bufgenommen und unter mehrfa-
chem Mischen 5 min inkubiert. 200 pl der Loésung wurden mit 4 VolumeitamtVethanol
(99,9%), 1 Volumenanteil Chloroform (99,9%) und 3 Volumenanteilen stertksn ddHO
versetzt und unter mehrfachem Invertieren 10 min inkubiert, bis eame Rhasentrennung
sichtbar wurde. Durch Zentrifugation fir 10 min bei 13500 rpm und 4°C wurddprdieine
an der Interphase akkumuliert. Nach der Entfernung der wass$tigese wurden die Proteine
in weiteren 3 Volumenanteilen Methanol aufgenommen, wiederholt genoisdidurch Zent-
rifugation fir 5 min bei 13500 rpm und 4°C pelletiert. Nach vollstandiger Trockkonnten
die Proteine in Solubilisationspuffer (250 mM Tris-HCI, pH 6,8; 40% &iy; 9% SDS;
20% R-Mercaptoethanol; 1 Spatelspitze Bromphenolblau) oder Protektiextsauffer (50
mM Tris-HCI, pH 8; 50 mM EDTA; 2% LDS; 10 mM DTT; 0,1 mM PMpBfesuspendiert
werden.

Fur die Extraktion von Proteinen aus Blattgeweben wurde das Pflaatazrahin flissigem
Stickstoff gemorsert, das Pulver mit 1 Volumenanteil Extraktiorisp(0 mM Tris-HCI, pH
8; 50 mM EDTA; 2% LDS; 10 mM DTT,; 0,1 mM PMSF) versetzt und gemi. Es folgte
eine Inkubation von 30 min auf Eis. Unlgsliche Bestandteile wurden durchfdgation fir
15 min bei 16000 xg und 4°C sedimentiert. Die Bestimmung der Proteinkaatzamerfolg-
te nach der Methode von Lowry (Lowry et al. 1951) oder Bradford (Bradford, 1976).

3.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

3.4.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte elektrophoretisch in denatndene Gelen nach
Laemmli (1970) mit Acrylamid-Konzentrationen (Verhéltnis Aarylid zu N,N’-Methylen-
Bisacrylamid 30:0,8) von 12,5-15% im Trenngel. Fur das Sammelgel wurdé Trs-HCI,
pH 6,8 und fur das Trenngel 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 verwendet. Vor denraygih wurden
die Proben 3-5 min bei 95°C in Solubilisierungspuffer (Kapitel 3.4.1) denaturiert.

Fur eine bessere Auftrennung der Proteine wurden zusatzlichn@eheSchagger und von
Jagow (1987) benutzt. Dabei wurden fur Trenn- und Sammelgel 3 M TiispH 8,45 und
0,3% SDS verwendet. Es wurden zusatzlich entweder 4 M Harnstoffde Geile oder 13%
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Glycerin in das Trenngel zugegeben. Die Probenbehandlung erfolgyteevaits beschrieben.
Fur die Auftrennung der Proteine im glycerinhaltigen Trenngetle ein Anodenpuffer (0,2
M Tris-HCI, pH 8,9) sowie ein Kathodenpuffer (0,1 M Tris-HCI pH 8,25, [, ITricine,
0,1% SDS) bendtigt.

3.4.2.2 Coomassie-Blaufarbung

Die mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrenntereitwurden im Gel 15 min
mit Coomassie-Farbelbsung (50% MeOH; 7% HAc; 0,18% CoomasslariBlue R250)
unter Schatteln gefarbt. Die Entfarbung des Hintergrunds erfolgtEntfarbe-Losung (40%
MeOH; 7% HAc; 3% Glycerin). Anschliel3end wurden die Gele gsaréisind unter Vakuum

getrocknet.

3.4.3 Immunodetektion von Proteinen
3.4.3.1 Elektrotransfer von Proteinen (Western-Blot)

Uber SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden mittels einemi;Bey-Blot“-Apparatur
(Amersham Biosciences) auf Nitrozellulose-Membranen (PROTRBAB3, 0,2 um,
Whatman/Schleicher & Schiill oder auf PVDF-Membranen (Zefa Transfermembran

Immobilon-P, 0,45 um, Zefa-Laborservice GmbH, Harthausen, Deutschland)Xghsk-
Andersen (1984) transferiert. Ausgehend von der Kathode wurde auf sé&Gcthadenpuffer
(25 mM Tris; 40 mM Aminocapronsaure; 20% MeOH; pH 7,6) getrankterpdpiere (0,2
mm) zunachst das in Anodenpuffer 2 (30 mM Tris; 20% MeOH; pH 10kdipierte Gel und
dann die ebenfalls in Anodenpuffer 2 inkubierte Membran gelegt. DieFRN@&nbran wurde
fur kurze Zeit zuerst in 95% MeOH aktiviert und anschlielendfalemn Anodenpuffer 2
inkubiert. Darauf wurden drei in Anodenpuffer 2 sowie sechs in Anodenpguffd®0 mM
Tris; 20% MeOH; pH 10,4) getrankte Filterpapiere gelegt, gefagtder Anode. Die Dauer
des Transfers betrug etwa 1,5 h bei einer Stromstérke von 0,8 mAnpitdembranflache.
Anschlie3end wurde die Membran mit Ponceau S (0,5% Ponceau S; 1%éfad)t und die
Proteine des Grol3enstandards markiert oder die Grol3enstandards viageteenat und die
Proteine mit Amidoschwarz (0,1% in dgBi, Moser/Roth) gefarbt.

3.4.3.2 Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikdrper

Die spezifische Antigenidentifizierung erfolgte durch ReaktionRteteine mit polyklonalen
Antikdrpern und anschlieRender Detektion mittels eines enzymgekopp&ikandar-
Antikorpers (alkalische Phosphatase gekoppelt an Anti-Kaninchen-lg&&asing) und
Meerrettich Peroxidase (ECL-Farbung) ebenfalls gekoppelt ankaminchen-IgG). Die
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Membran wurde dreimal fir 10 min in Magermilch-Puffer abgegatind zusammen mit
dem Antiserum in einer Verdinnung, abhangig vom Antikdrper, von 1:200 bis 1:2000 in
TTBS (100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,2% Tween 20; 0,1% BSA; 150 mM NaCl) fur 2 h bei RT
oder uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Membran dreimaDfamin in Ma-
germilch-Puffer gewaschen und mit dem sekundaren Antikorper (1:30000 i DE®.
1:8000 in TTBS) fur 1 h inkubiert.

Ungebundene Phosphatase-Konjugat-Antikérper wurden durch zweimaliges W&sche

min in Magermilch-Puffer entfernt. Nach zweimaligem Wascligrifmin in HO wurde die
Farbereaktion durch die Zugabe der Farbeldsung (100mM Tris-HCI, pH¥05M NacCl;

5mM MgChk) mit 66ul/10ml NBT (4-Nitrotetrazoliumchloridblau, 50mg/ml in 70%
Dimethylformamid) und 133ul/10ml BCIP  (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat,
12,5mg/ml in 100% Dimethylformamid) gestartet. Die Farberklwity wurde durch das Wa-
schen in HO mit 50mM EDTA gestoppt.

Fur die enhanced chemoluminescgiCL) Methode zur Proteindetektion wurde statt der
Farbelésung entweder der Pierce ECL Western Blotting Sulsstréthermo Fisher Scienti-

fic Inc., Rockford, USA) nach Herstellerangaben verwendet oder edewolgendermallen
vorgegangen: Losung 1 (100 mM Tis-HCI (pH 8.5), 1% (w/v) Luminol, 0.44%)(w
Coomarinsaure) wurde in einem 1:1 Verhaltnis mit Losung 2 (100Tm#$HCI (pH 8.5),
0.018% (v/v) HO,) gemischt und auf die Membran aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit
von 5 s bis 30 min wurde die Lumineszenz mittels Film (Kodak BiomMRx PerkinElmer,

Rodgau, Deutschland) detektiert.

3.4.3.3 Antiseren

Durch eine RACE PCR konnte die kodierende Sequenz von Ps-OEP16.2 ausdide
und anschliel3end in einen Plasmidvektor pET21a (Novagen/Merck) subklonigenwBas

so generierte Plasmid Ps-OEP16.2/pET21a wurde fir die Proteintibesexpreach der
Transformation irkE.coli BL21(DE3) (Novagen) Zellen benttzt. Schnell wachsenden Zellen
wurden bei einer O§ von 0,6 mit 1 mMsopropyl-1-thio-b-D-Galactopyranoside fur 3 h bei
37°C induziert. AnschlieRend wurden die pelletierten Zellen in Lydesp(B0 mM Tris-HCI,

pH 8.0, 25% [w/v] Saccharose, 1 mM EDTA, 100 mg/mL DNase) resuspendig 3-mal

fur 30 s sonifiziert. Dielnclusionbodyswurden durch Zentrifugation fur 30 min bei 4°C,
20.000 xg abzentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in PAfe0 mM NaPP, pH 8.0,
100 mM NaCl, 2 mMp-Mercaptoethanol, 8 M Urea) resuspendiert und erneut sonifiziert.
Unldsliches Material wurde durch Zentrifugation (4°C, 20.000xg, 30 mingtpestl. Der
groRte Teil des lberexprimierten Ps-OEP16.2 Proteins war im dffigsichen Uberstand
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(U3) zu finden. Die Proteine wurden kovalent mittels des 6-fachelifisfTags an eine
NiNTA-Saule (Qiagen) gebunden. Nach Reinigung der Saule ufférPA konnte das saube-
re, konzentrierte Protein mit einer steigenden Imidazolkonzentratio@d®0 mM geldst
werden. Die primaren Antikérper gegen dieses heterolog.iroli Gberexprimierte und
aufgereinigte Ps-OEP16.2 Protein aus Erbse wurde anschliel3endninchén erzeugt

(Pineda, Berlin, Deutschland).

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Antikdrper

Antikérper Verdiinnung in TTBS Puffer
Ps-OEP16.1 1:1000 5% Magermilch, 0,12% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
Ps-OEP16.2 1:500/1:1000 5% Magermilch, 0,12% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
Ps-VDAC 1:500 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
Ps-TIC62 1:1000 2% Magermilch, 0,06% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NacCl
Ps-TOC34 1:1000 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
At-OEP16.1 1:250d 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
At-OEP16.2 1:200 2% Magermilch, 0,06% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
At-OEP16.4 1:250 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
At-OEP37 1:300 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
At-LSU 1:1000 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NacCl
At-PORB 1:2000 2% Magermilch, 0,06% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
At-NDPK 1:500 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl
At-Lhcbl 1:1000 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NacCl
At-TIC110 1:1000 1% Magermilch, 0,03% BSA, 100mM Tris-HCI, pH7,5; 150mM NaCl

3.4.3.4 Proteinidentifikation durch Massenspektroskopie (MS)

Coomassie gefarbte Proteinbanden wurden aus SDS-PAGE Gelen hngggsand zur
Identifikation ans “Zentrallabor fir Proteinanalytik” (ZfP, Add@ftitenandt-Institut, LMU
Minchen) geschickt. Dort wurden durch Trypsinverdau entstandene Peptidelenimie
Peptidmassen Fingerabdruck (MALDVatrix Assisted Laser Desorption/lonisatjonder
LC-MS/MS (Liquid Chromatography with MS_aufe detektiert. Die Protein Identifizierung
erfolgte anschlieBend mittels einer Datenbanksuche, unter VerwedduiMgascot Software
(Perkins et al. 1999).

3.4.3.5 Isolierung von Hullmembranen aus Arabidopsis-und Erbsenchloroplasten

Die Isolierung vonArabidopsisChloroplasten erfolgte in Anlehnung an die Methode von
Kunst (1998). Zu Beginn wurden vier kontinuierliche Percoll-Gradientgosgen. Pro Gra-
dient wurden 15 ml Percoll und 15 ml 2x Puffer B (600 mM Sorbitol; 40 fmigine/KOH,

pH 7,6; 10 mM MgCJ;, 5 mM EDTA) gemischt und anschlie3end bei 12000 rpm fiir 20 min
zentrifugiert (JA 20, Beckman Coulter). Danach wurde zunachst diigeH/on 150-200 g
Blattern vier Wochen alter Pflanzen in 1400 ml Puffer A (450 mMbigdr 20 mM
Tricine/KOH, pH 8,4; 10 mM EDTA; 10 mM NaHGO0,1% BSA) in einem Kichenmixer
von Braun homogenisiert. Das Homogenisat wurde durch eine Lage GiteetgBie restli-

chen Blatter wurden zusammen mit dem bereits zerkleinertanzZefimaterial nochmals mit
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1400ml Puffer A homogenisiert. Danach wurde das Filtrat auf sechs 5Béahér aufgeteilt
und fur 5 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert (JA 10, Beckman CoulterP&lets wur-
den vorsichtig mit einem Pinsel in 20 ml 1x Puffer B (300 mM Sorbigl mM
Tricine/KOH, pH 7,6; 5 mM MgGt 2,5 mM EDTA) resuspendiert und auf die vorbereiteten
Percoll-Gradienten geschichtet. Nach einer Zentrifugation fiimSbei 7200 rpm und 4°C im
Ausschwing-Rotor (HB 6, Sorvall) ohne Bremse wurde zunachst die obere ghiimeeBan-

de abgesaugt, bevor die untere griine Bande abgenommen wurde. Die intatitepl&tén
wurden in 1x Puffer B gewaschen und bei 3000 rpm fir 5 min im AussciRobtg mit
Bremse zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Chloroplasten osimotisé ml TE-Puffer
lysiert und basierend auf Li et al. (1991) fraktioniert. Je 2 ml ChloroplastgpeSsion wurde
auf einen Saccharose-Stufengradienten (1,2 M, 1,0 M und 0,46 M Sacahaf&s® uffer)
geschichtet und fir 2 h bei 18000 rpm bei 4°C im Ausschwing-Rotor (TST41.14oKpntr
zentrifugiert. Die gemischten Hullmembranen wurden an der Grechsa@wischen 0,46 M
und 1,0 M Saccharose abgenommen, mit TE-Puffer aufgefullt und nochmals fiir 1 h bei 18000
rpm und 4°C im Ausschwing-Rotor zentrifugiert. Das Pellet wumdo6glichst wenig TE-
Puffer (ca. 100 ul) aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Die Isolierung von getrennten auf3eren und inneren Hillmembranen ausnir@akbeoplas-
ten von Erbse erfolgte standardmafig nach der Methode von Waegenan(l1892). Als
Ausgangsmaterial dienten ca. zehn Tage alte Erbsen, die incksdvaéis auf Sand kultiviert

wurden.

3.5 Mikroskopie

3.5.1 Lichtmikroskopie

Zur Untersuchung der Samenentwicklung wurden Samen aller Entwicktufegs
(Abbildung 24) aus Schoten vonArabidopsis Wildtyppflanzen und oepl6.2-1
Mutantenpflanzen entnommen. Die Mutterpflanzen wurden dazu zeitgleiaghSiatelardbe-
dingungen (Langtag, 16h Licht 21°C, 8h Dunkel 16°C) angezogen. Direkhsgohluss an
die Entnahme wurden die Samen mit Hoyers-Losung (Liu und Meinke 199&)bénNach
einer Inkubationszeit in Abhéngigkeit vom Reifegrad der Samen wugideunter einem Ste-
reomikroskop, Stemi 2000-C (Zeiss, Gottingen, Deutschland) und einem lkotgkop,
Leica DM 1000, (Leica, Wetzlar, Deutschland) untersucht und fotografiert.

3.5.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fur die Untersuchung des De-Etiolierungs-Phanotyps, wurden Keenfiir 2,5 Tage in
Dunkelheit und anschlieBend 3 Tage in weiBem Dauerlicht (350 pfhaiirh Platten mit
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0,3% Gelrite (Serva, Deutschland) und 0,5% MS-Salze, pH 5,8 kultiviertsfeifische
Fluoreszenz fur Protochlorophyllid wurde im Dunkeln mit einem S@REmar.V12 Mikro-
skop (Zeiss) mit Hilfe eines Lumar 05 Filters (Exikation: 395-44Q Bmission: 470-750

nm) untersucht und erfasst.

3.6 Computer-Analysen
Folgende Programme und Datenbanken wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tabelle 8: Verwendete Programme und Datenbanken:

Name Referenz/Lizenz Internet-Adresse

Fur den Sequenzvergleich wurden folgende Datenbanke  n bzw. Programme verwendet:

BLAST (Datenbank GenBank) Altschul et al., 1998 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
ClustalX Thompson et al., 1997

Genedoc Nicholas und Nicholas 1997 http://www.psc.edu/biomed/genedoc
Chromaslite Technelysium Pty Ltd. Ir;ttépt;/tlx]vrvw.technelysmm.com.au/chromas_
Vector NTI Invitrogen

ExPASyY Gasteiger et al., 2003 http://www.expasy.org/

Die Analyse der subzellularen Lokalisation erfolgte mit folgenden Datenbanken bzw. Programmen:

ARAMEMNON version 3.2 Schwacke et al., 2003 http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de
Leica LA SAFLite Leica Microsystems CMS GmbH (Wetzlar, http://www.acronis.de
Deutschland)

Zur Expressionsanalyse wurden folgende Datenbanken verwendet:

http://affymetrix.Arabidopsis.info/narrays/ex
perimentbrowse.pl.
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi

NASC Arrays

Microarray-Daten des
AtGenExpress Konsortiums

TAIR (The Arabidopsis Information
Resource)

Schmid et al., 2005

Swarbreck et al., 2008 http://www.arabidopsis.org

Zur Quantifizierung von Signalstarken auf Immunoblo ts wurde folgendes Programm verwendet:

AIDA Image Data Analyzer versi- Raytest Isotopenmessgerate GmbH

on V.3.25.001 (Straubenhardt, Deutschland) hitp://www.raytest.de
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4 ERGEBNISSE

4.1 Die Proteine der OEP16 Familie inArabidopsisund Erbse

In Arabidopsis thalianaexistieren mit At-OEP16.1, At-OEP16.2 und At-OEP16.4 drei
OEP16 Isoformen. Ein weiteres Protein, At-OEP16.3 war langere iZigitnlich dieser
Unterfamilie zugeordnet (Reinbothe et al. 2004b, Drea et al. 2006). Es alled#ngs in
Mitochondrien lokalisiert und bildet nach phylogenetischen Analysenetgeme PRAT Un-
terform (Abbildung 1), die im Folgenden als PRAT3 bezeichnet (#hdlippar et al. 2007,
Murcha et al. 2007, Pudelski et al. 2010). In Erti&sum sativumwar bis zu Beginn dieser
Arbeit nur die Isoform Ps-OEP16.1 bekannt (Pohimeyer et al. 1997, Liake2€04, Drea et
al. 2006).

4.1.1 Isolierung von OEP16.2 aus Erbse

OEP16.1 wurde urspringlich aus der au3eren Hullmembran von Erbsen-Chloroplastén isolier
(Pohimeyer et al. 1997). Fur OEP16.2 lag zu Beginn dieser Arbeit keqmes&zinformation
aus Erbse vor. Deshalb sollte geklart werden, ddisam sativunein OEP16.2 Protein exis-
tiert. Es wurden daher zuerst zwei Paare degeneriditggmQkleotidprimer auf stark konser-
vierten Regionen der Sequenz von OEP16.2Medicagotruncatula(Drea et al. 2006) ent-
worfen, um, angepasst an diedon Usageron Erbse, ein Fragment auf einer cDNA aus Erb-
sen mittels PCR zu amplifizieren (Abbildung 3). Das amplifieiéiragment wies eine hohe
Ahnlichkeit zu At-OEP16.2 auf, daher wurden anhand dieses Stiicksgenspezifische
Oligonukleotidprimer fiir eine folgende Isolierung der 5 - und&feiche der Ps-OEP16.2
cDNA Uber RACE-PCRr@pid amplification ofcDNA-ends withpolymerasechain reactior)
konstruiert. Hierdurch konnte die gesamte kodierende Sequenz von OEP16bsaus@&-
liert werden (Abbildung 3).
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* 20 * 1 * 60
PsOEP16.2 : GEPNRVITCFIFLYTILSSKTRIKSHLSHRIKSKKKKKEMNINTSSEVETRTMLEDRCN-FD 79
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KROEPLE.2 § ———mmm oo oo e o MSSTTSLDTHTETE KGGWD 39
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a fw
*
P=OEP16.2 : TRTDNNGVKASSD TGJRRL 158
MEOEP16.2 : HEVDEGGVT P- QDVEPTHARRL |z 119
ALOEP16.2 : -~ FDENNVGP DS E IWGNKHRE |5~ N)h-{e 111
BiOEP16.2 : -~ ~MGGDE TGLD-~[ENAKLS HE 8- S AL 94
¥hOEP16.2 : — - - SRENNDGT PDMAGKNNRE[ - 115
OSOEP16.2 : - - -EGGGTGAVSDSWGARGER 5B - 116
Ps16.2 (RACE) rev a rev
PsCEP16.2 : ;221
MEOEP1E.2 : : 182
ALOEP1E.2 : 176
BiOEP16.2 : 157
¥hOEP16.2 : : 178
OZ0EP16.2 : 178

Abbildung 3: Aminosduresequenz von OEP16.2 aus Erbs e.

Die roten Pfeile markieren die Positionen der degenerierten Oligonukleotidprimer die konstruiert wur-
den um ein cDNA Fragment von Ps-OEP16.2 zu amplifizieren; die grinen Pfeile zeigen die Lage der
spezifischen Primer, die fur die RACE-PCR konstruiert wurden (Sequenzen siehe Tabelle 2). Der
blaue Pfeil markiert den Translationsstart der kodierenden Sequenz von Ps-OEP16.2. Ps: Pisum
sativum (Erbse), Mt: Medicago truncatula (Schneckenklee), At: Arabidopsis thaliana (Ackerschmal-
wand), Bi: Bromus inermis (wehrlose Trespe), Xh: Xerophyta humilis (Wiederauferstehungspflanze).
Sequenzen aus Drea et al. (2006) und der Datenbank GenBank.

Obwohl das offene Leseraster der Ps-OEP16.2 cDNA Uber ein ragbsl&’-Ende verfugte,
konnte aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit zu den Proteinen aus andermmR#B.
86% Sequenzidentitat zu OEP16.2 &ledicago truncatula der Translationsstart von Ps-
OEP16.2 festgelegt werden (Abbildung 3).

Abbildung 4 zeigt die Aminosauresequenzen aller OEP16 Isoformeirabsdopsisund
Erbse. Durch Circulardichroismus-Analysen konnte die Sekundarstruktur vBA8JEaus
Erbse ermittelt werden (Linke et al. 2004). Hier zeigte sicte fur OEPs ungewo6hnliche
Topologie von vier Membran-durchspannenderelices (Abbildung 4). Anhand dieser Da-
ten und phylogenetischen Analysen (Murcha et al. 2007) wurde die Sestomnktar aller

OEP16 Isoformen angepasst.
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Abbildung 4: Aminosauresequenzen und Topologie alle r OEP16 Isoformen aus Arabidopsis
und Erbse.

Die grinen Regionen markieren die vier Membran-durchspannenden a-Helices, welche charakteris-
tisch fir OEP16 sind (Linke et al. 2004, Murcha et al. 2007).

Fur die OEP16-Isoformen sind, wie fir alle PRAT-Proteine, keiassidchen, abspaltbaren,
plastidaren Signalpeptide bekannt. Ps-OEP16.2 und At-OEP16.2 haben eine ifleqtitiiz
von 58%, wobei Ps-OEP16.2 vor allem im Amino-terminalen Bereich umsasgeacht
Aminosauren langer ist. Trotz einer Sequenzahnlichkeit von 42% zwistdre Isoformen
OEP16.1 und OEP16.2 (Tabelle 9) gibt es einen auffalligen Unterschied 6QBRt sowohl

in Arabidopsisals auch in Erbse eine deutlich langere Peptidschleife zwisidreersten und
zweitena-Helix als OEP16.1 und OEP16.4. At-OEP16.4 ist die kurzeste Isoform undrhat
eine Sequenzahnlichkeit von 34% zu At-OEP16.1 bzw. von 30% zu At-OEP16.2 (Babelle
Die Polypeptidkette von At-OEP16.4 beginnt erst kurz vor der erstdalix, hat nur sehr
kurze Peptidschleifen zwischen den Helices und endet, wie alREL®Eoformen, direkt
nach der viertem-Helix. Eine OEP16.4-Isoform aus Erbse konnte bisher nicht isoligrt we
den. PCR Experimente mit Primern auf Basis der At-OEP16.4 Seqagten keine positi-

ven Ergebnisse.

Tabelle 9: Vergleich der Aminosauresequenzen von OE P16 Isoformen aus Arabidopsis und
Pisum sativum.

Angaben der identischen (1) und &hnlichen (A) Aminoséauren in Prozent.

At-OEP16.1 Ps-OEP16.1 At-OEP16.2 Ps-OEP16.2 At-OEP16.4

At-OEP16.1 | 62 23 23 20
A 78 45 42 34
Ps-OEP16.1 | 24 24 20
A 45 42 36
At-OEP16.2 | 58 15
A 78 30
Ps-OEP16.2 | 12
A 28

4.2 Lokalisation der OEP16 Proteine in der Pflanze

Eine zentrale Fragestellung dieser Arbeit war sowohl die gesalozellulare als auch die

gewebespezifische Lokalisation der OEP16 Isoformen.
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4.2.1 Expression aller OEP16 Isoformen auf RNA Ebene

Um einen Uberblick tiber das Expressionsmuster von OEP16 in verschideftarerenge-
weben zu erhalten, wurdelrabidopsisMicroarray-Daten des AtGenExpress Konsortiums
(Schmid et al. 2005) herangezogen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Expressionsmuster der OEP16 Isoformen in Arabidopsis Geweben.

(A)-(C) Ubersicht iiber die Gewebe-spezifische Expression fir At-OEP16.1 (A), At-OEP16.2 (B) und
At-OEP16.4 (C) aufgrund gesammelter Microarray-Daten des AtGenExpress Konsortiums (Schmid et
al., 2005; http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi).

(D) Transkriptgehalt (relative Einheiten) der jeweiligen OEP16 Isoformen aus DNA Microarray-
Analysen (NASCArrays: http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl) in Samen. In
spaten Samenstadien zeigt OEP16.2 (rechte y-Achse) im Vergleich zu OEP16.1 und OEP16.4 (linke
y-Achse) die hdchste Expression. Die Samenstadien 3-10 sind nach embryonalen Entwicklungsstadi-
en unterteilt. 3: globulares bis frilhes Herzstadium, 10: Embryo mit griinen Kotyledonen (vgl. auch
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Cartoon). Die Stadien 1-3 wurden jeweils mit Schotengewebe isoliert, die Stadien 4-10 beziehen sich

auf reines Samengewebe.

(E) Expression von OEP16.2 wahrend der Pollenreifung (Honys und Twell, 2003). unm: unizellulérer;

bcp: bizellularer; tep: trizellularer; m: maturer Pollen (vgl. Cartoon). STP: Pollen-spezifisch exprimierter
Zuckertransporter (Schneidereit et al., 2003).

At-OEP16.1wird vor allem im grinen, adulten Blattgewebe, schwach in der &/urd in
den ersten Stadien der Samenentwicklung transkribiert. Im Gegensatstdizthbchste und
ausschliel3liche Expression von @&=P16.2in den maturen Samenanlagen und in sich entwi-
ckelnden Pollenkdrnern zu finden. In maturen Pollen konnten Honys und Twell (2003) ka
noch Transkript nachweisen. In den ersten Entwicklungsstadien (Abbifguisgin Samen
mit Schoten noch keine mMRNA von &tEP16.2messbar. Wahrend der Entwicklung der Sa-
men steigt diese sprunghaft auf einen maximalen Wert von ca. 8)8tivg Einheiten) an.
Dies entspricht dem Doppelten des hdchsten Transkriptlevels von OEPI&eh edulten
Blattern (4000, relative Einheiten) und damit einem sehr hohen mRNAIltGéhaAt-
OEP16.2. Einen generell geringen Transkriptlevel zeigDBR16.4 Der hochste Wert von
550 relativen Einheiten wurde ahnlich wie bei@EP16.2in den maturen Samen festgestellt.
OEP16.4wird nach diesen Daten schwach, jedoch konstant wahrend des gesabdas-Le
zyklus vonArabidopsisexprimiert (Abbildung 5).

Um diese Daten zu verifizieren wurdéwabidopsisWildtyppflanzen stabil mit mehreren
Promoter-Reportergen Konstrukten transformiert. Dabei wurde zur fiieng der Promo-
toraktivitdt an den endogenen Promoter des betreffe@denl6 Gens, die kodierende Se-
guenz des Enzyms R-Glukuronidase (GUS)Eacherichia colfusioniert (Dissertation Iryna
llkavets, 2005). Gewebe verschiedener, stabiler Linien miOBR16.1p::GUS At-
OEP16.2p::GUund At-OEP16.4p::GUXonstrukten wurden zum Nachweis der GUS- und
damit der Promoter-Aktivitdt mit 5-Brom-4-Chlor-3-IndojdD-Glukuronsaure (X-Gluc)

gefarbt und fotografiert.
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Abbildung 6: Farbung von At- OEP16.1p::GUS und At- OEP16.2p::GUS Linien.
Keimlinge im Alter von einem Tag (1T), drei Tagen (3T), funf Tagen (5T) und 11 Tagen (11T), sowie

Pollen der Linie 0ep16.2::GUS (Pollenabbildung aus Dissertation Iryna llkavets, 2005). Die Starke der
blauen Féarbung ist ein Indikator fiir die Promotoraktivitat des endogenen OEP16-Promotors. Das glei-
che Expressionsmuster wurde jeweils in mehreren, unabhangigen Linien nachgewiesen.

Es ist eindeutig zu sehen, dass OEP16.2 vor allem im Embryo, inlgagen Keimlingen
und in den Kotyledonen exprimiert wird. Die Blaufarbung trat in diesen Gewebesschnell
und sehr intensiv auf, was den extrem hohen RNA-Gehalt von OEP16.8tnentet (vgl.
Abbildung 3) Weiterhin ist bis zum Alter von 3 Tagen ein Signalan\Wurzel (Leitbindel
und Wurzelspitze) zu erkennen. In den ersten echten Blattern istl&eir@bung, die auf
eine Expression hindeutet mehr zu detektieren. Gegenteilig dazu \scha®EP16.1, wel-
ches im einen Tag alten Keimling Uberhaupt nicht und nach drei TKgerung nur ganz
schwach in den Kotyledonen zu sehen ist. Eine deutliche Blaufarbureysten Blatter in
den 11 Tage alten Keimlingen weist anschliel3end auf eine stapkession im Blatt hin. Die
Daten der Microarray-Analysen (Abbildung 3) konnten damit bestaggden. Obwohl der
RNA Level von OEP16.2 im maturen Pollen im Vergleich zu frihen Podldien niedrig ist
konnte ein Promoter-Gus-Signal von OEP16.2 in maturen Pollen festgestelén (Drea et
al. 2006, Dissertation Iryna llkavets, 2005, Abbildung 6). Leider konnte xpecEsion von
At-OEP16.4mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden, da in den entspdechLi-
nien keine GUS Farbung beobachtet wurde.

Da der Nachweis von Transkripten noch nicht zwangslaufig bedeuwstadah eine Expres-
sion auf Proteinebene erfolgt, wurden im Folgenden verschiedenerSteti&Samen- und
Keimlingsentwicklung mittels Immunfarbung (Western Blot) untiers. Fur die Proteine At-
OEP16.1, At-OEP16.2, At-OEP16.4 und Ps-OEP16.1 lagen zu Beginn der Arbeg bpeei
zifische Antiseren vor. Fur Ps-OEP16.2 wurde im Rahmen diesenfaisse ein Antikérper

generiert und getestet.
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4.2.2 Generierung eines Antikorpers gegen Ps-OEP16.2

Die isolierte kodierende Sequenz von Ps-OEP16.2 wurde zur Ubereaprassi Generie-
rung eines Antigens in den Expressionsvektor pET21a subkloniert. In didgemid¥ektor
wird ein 6-fach-Histidin-Tag an den Carboxy-Terminus des Profasieniert. Dieses Kon-
strukt wurde in BL21E. coli Zellen tGiberexprimiert. Die Zellen wurden in mehreren Schritten
aufgeschlossen (Abbildung 7) und das rekombinante Ps-OEP16.2 ProteinBimitieisg des

His-Tags Uber eine Ni-NTA Saule aufgereinigt.

UE! D w1 W2 W3 W4 W5 We6

o-PsOEP16.2 Pra
25 50 50

Abbildung 7: Uberexpression, Aufreinigung von rekom binatem Ps-OEP16.2 und Antikdrpertest.

(A) Ps-OEP16.2 in pET21a wurde in BL21 Zellen Uberexprimiert und mit einer Ni-NTA Séaule (Qiagen)
aufgereinigt. U3: Uberstand nach ZellaufschluR aus der Uberexpression (Kapitel 3.4.3.3: Antiseren);
D: Durchlauf der Ni-NTA Saule. W1-W6: Waschfraktionen 1-6 der Ni-NTA Saule. Mit steigender
Imidazol-Konzentration (W1, W2: 0 mM; W3: 20 mM; W4: 50 mM; W5: 100 mM; W6: 200 mM) wurde
das Protein nach der Reinigung von der Saule geltst. Die Fraktion W5 (Proteinkonzentration: 2 pg/ul,
aufgetragen: 6 ug) wurde fir die Antikérpergeneration verwendet. (B) Immunoblot von 25 und 50 ng
rekombinantem Ps-OEP16.2 Protein (20,0 kDa) mit dem Antiserum a-Ps-OEP16.2 (Blutung nach 120
Tagen, Tier 2). Letzte Spur: 50 ng Protein wurden zur Halfte mit Antiserum und zur Halfte mit
Praimmunserum inkubiert (Stern). Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa angegeben.

Das so gewonnene rekombinante Ps-OEP16.2 Protein wurde anschliel3Antkiuperge-
neration verwendet (Pineda Antikdrperservice, Berlin). Die Antikbrperads einer Blutung
120 Tage nach Immunisierung zweier Kaninchen gewonnen wurden, warensspeaifd

zeigten keinerlei Kreuzreaktionen (Abbildung 7). Mit diesen AntikGrpararen eine

Immunolokalisation und eine Analyse der Membrantopologie von Ps-OEP16.2 méglich.
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4.2.3 Immunolokalisation der OEP16 Isoformen in Samen- und Keimlingsgeweben

tr/he to/em reif 1T 5T M"T

—-29
VDAC _24

_20
OEP16.2
_14
OEP16.1

~ A v /\ﬁ(_)

Samenentwicklung Kotyledonen Blatter

Abbildung 8: Proteingehalt von At-OEP16.1 und At-OE  P16.2 in Samen und Keimlingen.
Immunoblot von At-OEP16.1 und At-OEP16.2 Antiseren gegen Proteinextrakte aus Arabidopsis Sa-

men- und Keimlingsgewebe (je 10 pg Samenproteinextrakt, je 20 pug Keimlingsproteinextrakt) unter-
schiedlicher Entwicklungsstadien (siehe auch Abbildung 24). Ein Antiserum gegen das mitochondrielle
Porin VDAC wurde als Auftragsmarker verwendet. Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa an-
gegeben. Tr/he: ,Transition“-/Herzstadium; to/em: Torpedo-/maturer Embryo; reif; reife, trockene Sa-
men; 1T: ein Tag; 5T: 5Tage; 11T: 11Tage alte Keimlinge.

Auch die Immunolokalisation bestatigte das komplementére Transkrigimust OEP16.1
und OEP16.2 irArabidopsisSamen und Keimlingen (vgl. Abbildungen 3 und 4). OEP16.1
(16 kDa) verschwindet, wenn OEP16.2 (ca. 19 kDa) exprimiert wird nddra herum. Erst
ab dem Torpedo- und maturem Embryostadium kann OEP16.2 in Samen detektienn.
Bereits nach funf Tagen Keimung ist kein OEP16.2 Protein mehr e#ibav. Dagegen ist
OEP16.1 noch in der frihen Embryonalentwicklung bis zum Torpedostadium erkemabar
wird dann erst nach einem Tag im Keimling wieder exprimiert.

Bisher konnte die Isoform At-OEP16.4 auf Proteinebene nicht nachgewiesden. Daher
wurden im Rahmen dieser Arbeit vergleichende Immunoblots zwischddty@/iund
OEP16.4knockoutMutanten ¢ep16.4-2 Philippar et al. 2007) durchgefiihrt. Entgegen den
publizierten Transkript Daten (Abbildung 5) konnte At-OEP16.4 auf Rreleine aber nicht
in den Samen (hoéchster mMRNA Level) sondern in 11 Tage alten Keénlingchgewiesen
werden (Abbildung 9). Das sehr schwache Signal des Antikorpers @fateings auf eine

generell sehr niedrige Expression von At-OEP16.4 hin.
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Abbildung 9 : Immunoblot von At -OEP16.4.

Immunoblot von At-OEP16.4 Antiserum gegen Protein aus reifen Arabidopsis Samen (ca. 20 ug Ge-
samtprotein) und 11 Tage alten Keimlingen (ca. 10 pg Gesamtprotein). Es wurde Gewebe aus Wildtyp
(wt) und oepl6.4-2 knockout Mutanten (ho; vgl. Philippar et al. 2007) verglichen. Stern: Spezifische
Bande fiir OEP16.4 bei etwa 14 kDa. Als Ladekontrolle ist eine Coomassiefarbung der gleichen Prote-
inextrakte gezeigt. Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa angegeben.

Derim Laufe dieser Arbeit generie Antikérper gegen OEP16.2 aus EI (Kapitel 4.2.2),
ermdglichte eine Aalyse auf ProteinebenePisum sativum

Samen Keimlinge

reif aT 6T 7T 10T 177

VDAC =29

=20
OEP16.2 S

OEP16.1 ‘
Y

Abbildung 10: Proteingehalt von Ps-OEP16.1 und Ps-OEP16.2 in Samen und Keimlingen
Immunoblot von Ps-OEP16.1 und Ps-OEP16.2 Antiseren gegen Proteinextrakte aus reifen Erbsensa-

men (reif) und Keimlingsgeweben (je 4 pg Samenprotein, je 10 ug Keimlingsprotein) unterschiedlicher
Entwicklungsstadien (4T: vier Tage bis 17T: 17 Tage). Ein Antiserum gegen das mitochondrielle Porin
VDAC wurde als Auftragsmarker verwendet. Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa angegeben.
4T: vier Tage; 6T: sechs Tage; 7T: sieben Tage; 10T: zehn Tage; 17T: siebzehn Tage gekeimt.

In Abbildung 10ist deutlich zu sehen, dass sich die Proteinexjpresson OEP16.1 un
OEP16.2 inSamen und Keimlingen auErbse genaus&omplementé verhalt wie in
Arabidopsis Erneut ist OEP16.2 ausschlieR3lich in den ma;, reifenSamen und ganz frihe
Keimlingsstadien detektierbar, wohingegen OEP16sfiab 10 Tagen Keimung nachweis
ist. Ein weiterer Unterschied in der Expression deddre Isoformen wircbei der getrennten
Untersuchungvon Samenschaleund sich entwickelnden Embryoneteutlict (Abbildung
11).
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Abbildung 11: Proteingehalt von Ps-OEP16.1 und Ps-O  EP16.2 in Samenschalen und Embryo-
nen aus Erbse.

Immunoblot von Ps-OEP16.1 und Ps-OEP16.2 Antiseren gegen Proteinextrakte aus Wildtyp-
Erbsenembryonen (E: je ca. 4 ug Protein) und Erbsensamenschalen (S: je ca. 4 ug Protein) wahrend
der Samenentwicklung. Ein Antiserum gegen das mitochondrielle Porin VDAC wurde als Auftragsmar-
ker verwendet. Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa angegeben. Stadium 5: 15 DAP (Tage
nach Bestaubung), Stadium 6: 20 DAP, Stadium 7: 25 DAP, Stadium 8: 30 DAP

Ps-OEP16.1 ist sowohl in der Samenschale als auch im jungen Emlotyoemsbar. Ps-
OEP16.2 dagegen ist ausschlief3lich in den Embryonen exprimiert unceineisthohen Pro-

teingehalt in den spateren Entwicklungsstadien auf.

4.2.4 Immunodetektion von OEP16.1 und OEP16.2 in Hillmembran-Fraktionen von
Arabidopsisund Erbsen-Chloroplasten

Der funktionelle, spezifische Ps-OEP16.2 Antikérper erméglichte amehseibzellulare Lo-
kalisation von OEP16.2 in den Hullmembranen von Chloroplasten (Abbildung 12)okae L
lisation von OEP16.2 in der aul3eren Hullmembran ist eindeutig erkennbalie Dsoform
OEP16.1 ursprunglich aus der auR3eren Hillmembranfraktion von Erbsen-Cidteapiso-
liert wurde (Pohlmeyer et al. 1997), ist diese Lokalisation lseaeisreichend verifiziert und
durch Proteomanalysen von isoliertArabidopsisChloroplasten, Blumenkohl-Proplastiden
und isolierten Chloroplasten-Hullmembranen @&uabidopsis Mais und Erbse wiederholt
unterstrichen (Ferro et al. 2003; Froehlich et al. 2003; Kleffnedrah 2004; Brautigam et al.
2008a,b; Zybailov et al. 2008; Brautigam und Weber 2009).

In Arabidopsiskdnnen Chloroplasten erst aus ca. drei Wochen alten Keimlingegrisodr-
den. Zu diesem Zeitpunkt ist ein Nachweis von OEP16.2 Protein nicht meéglich
(Abbildung 12). Die Lokalisation von At-OEP16.1 in der gemischten Himbranfraktion

(&uRRere und innere Membran) konnte jedoch nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Lokalisation von OEP16.1 und OEP16.2  in Chloroplasten Hillmembranen.

(A) Immunoblot von Ps-OEP16.1, Ps-OEP16.2, Ps-OEP37 und Ps-TIC110 Antiseren gegen Proteine
der AuReren- (OE) und Inneren- (IE) Hilllmembranfraktion von Chloroplasten aus 10 Tage alten Erb-
senkeimlingen. Fur TIC110, OEP37, OEP16.1 wurden 180 pg OE/IE zur Trennung auf ein grof3es
SDS Gel, fir OEP16.2 50 pg auf ein kleines SDS Gel mit 4 M Harnstoff geladen. (B) Stroma (St), ge-
mischte Hullmembran (HM) und Thylakoidfraktion (Thy) aus Chloroplasten drei Wochen alter
Arabidopsis-Keimlinge. Es wurden ca. 5 pg Protein pro Fraktion auf ein kleines SDS Gel geladen. Das
Molekulargewicht der Proteine ist in kDa angegeben. LSU: Grof3e Untereinheit der Rubisco, Lhcbl:
Licht-Sammelkomplex Untereinheit bl; TIC110: Translokase der inneren Hullmembran von Chlorop-
lasten. Antiseren gegen LSU und LhcB1 dienten als Stroma- bzw. als Thylakoidmarker. Verunreini-
gungen der Fraktionen (siehe z.B. Tic110 in (A)) konnten aufgrund der grof3en Abundanz der Proteine
und der groRen Auftragsmenge nicht vermieden werden.

4.3 Membrantopologie und Interaktion der OEP16 Isoformen

4.3.1 Orientierung von OEP16.1 und OEP16.2 in der auf3eren Hullmembran

Da erstmals die subzellulare Lokalisation von OEP16.2 in der &ufRédémerhbran von
Chloroplasten gezeigt werden konnte, sollte im Folgenden die MembrantepdésgProte-
ins untersucht werden. Die Isoform Ps-OEP16.1 diente hier als Konttalowohl die To-
pologie mit vier Membran-durchspannenderHelices bekannt war (Linke et al. 2004) als
auch erste Hinweise zur Orientierung des Proteins vorlageseffason Kai Pohimeyer,
1997). Hier wurde gezeigt, dass Ps-OEP16.1 hochstwahrscheinlich mitd\NS-Terminus
ins Zytosol orientiert ist. Um diese Ergebnisse zu verigzieund um die Orientierung von
Ps-OEP16.2 festzustellen wurden Fraktionen der &aufReren HullmembrarErbsen-
Chloroplasten mit den Proteasen Thermolysin und Trypsin behandelt uedtsiandenen
Peptidfragmente tber Immunoblots analysiert (Abbildung 13).

Fur OEP16.2 waren nach dem Verdau mit Thermolysin drei Bandenudgeringfligig (ca.
1-2 kDa) kleiner waren als das unverdaute Protein selbst, detektf@itizitdung 13). Ein
Grol3teil des Proteins blieb weiterhin unverdaut. Wurde dagegen das) Rhateh Zugabe
von Detergenz aus der Lipidumgebung herausgel6st, so wurde das ProkeBOrdinuten

so abgebaut, dass es nicht mehr durch den spezifischen Antikérperedietektiar. Ein ganz
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ahnliches Muster zeigte die Behandlung mit Trypsin. Im Gegeasat hermolysin, das unter
den gegebenen Bedingungen nur Peptidfragmente an der OberflacMerdoranvesikeln
angreift, dringt Trypsin in der eingesetzten Menge durch die Lipiddegpeht (vgl. Balsera
et al. 2009). Auch in diesem Fall war nach 15 Minuten das Ps-OEP16.ih Rmieit abge-
baut, dass durch den Antikérper nichts mehr erkannt wurde.

Wie an der schematischen Darstellung der spezifischen Sttitetiserkennbar, ist ein sol-
ches Muster an Peptidfragmenten nur mdglich, wenn N- und C-fiesmbn Ps-OEP16.2 in
den Membranvesikeln der isolierten auf3eren Hullmembran nach aufRenn dikio im
Zytosol lokalisiert sind (vgl. Keegstra und Youssif 198&Gegemann et al992. Nur in dieser
Orientierung ist der N-Terminus mit mehreren Schnittsteleganglich fir Thermolysin,
wahrend das restliche Protein in der Membran fir die Proteaaeganglich ist (Abbildung
13 A). Ist jedoch bei Zugabe von Triton oder der Verwendung von Trypsin die Proteifeschl
zwischen der ersten und der zweiten Helix fur die Proteasingligh, wird das Protein in
deutlich kleinere Stlicke verdaut, die nicht mehr vom Antikérper erkamdeweDie Schnitt-
stellen in der nach aul3en weisenden Peptidschleife zwischererzwedt dritter Helix sind
wahrscheinlich durch eine tiefe Einbettung in die Lipiddoppelschicht vor Alebau durch
die Proteasen geschutzt.
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Abbildung 13: Proteaseabbau von Ps-OEP16.1 und Ps-O EP16.2 in der au3eren Hillmembran
von Chloroplasten.

Proteasebehandlung isolierter auRerer Hillmembranfraktionen von Chloroplasten aus 10 Tage alten
Erbsenkeimlingen mit Thermolysin bzw. Trypsin und anschlieBende Immunolokalisation spezifischer
Peptidfragmente von OEP16.2 (A) sowie OEP16.1 (B).

(A) 90 ug Protein der auBeren Hullmembran wurden mit 180 pug Thermolysin fir 15, 30 und 45 Minu-
ten mit und ohne 1% Triton und mit 180 pg Trypsin fur 5, 15, und 30 Minuten verdaut und in einem
grof3en SDS-Gel nach Schagger und von Jagow (1987) aufgetrennt. (B) 30 pg Protein der auf3eren
Hullmembran wurden mit 60 pg Thermolysin fur 15, 30 und 45 Minuten mit und ohne 1% Triton und
mit 60 ug Trypsin fur 5, 15, und 30 Minuten verdaut und in einem kleinen SDS-Gel mit 4 M Harnstoff
getrennt. OE: unbehandelte Kontrollen. Untere Zeilen: Schematische Darstellung der
Membrantopologie (a-Helices) und vorhergesagte Thermolysin bzw. Trypsin Schnittstellen fir Ps-
OEP16.2 und Ps-OEP16.1.

Von Ps-OEP16.1 wurde unter Zugabe von Thermolysin nur ein gerindedeBeProteins
verdaut. Ahnlich wie bei Ps-OEP16.2 waren die resultierenden drei Bangegeringfiigig
kleiner als das Protein selbst (etwa 1-2 kDa, Abbildung 13 B). DMaster kann nur durch
den Abbau des N-Terminus entstanden sein. Wurde 1% Triton als Detenggegeben,
wurde der N-Terminus von OEP16.1 nahezu vollstandig abgespalten (‘dbrsuipider
starksten Bande um etwa 2-3 kDa) Alle anderen nach aul3en ex@onidrermolysin
Schnittstellen sind so nah an den Membran-durchspannenden Helicesidakalas sie fur

die Protease hochstwahrscheinlich nicht zuganglich waren. Ledigliciedgau mit Trypsin
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zeigte eine weitere Bandait geringerem Molekulargewict(Abspaltung eines Fragmer
von ca. 4-5 kDa, Abbildung3B). Das deutet darauf hin, ddser die Peptidschlei zwi-
schen der ersten und der zweiten Helix fur diedase zuganglich waSowohl P-OEP16.2
als auch P®EP16.1 sind nach diesErgebnissen mit Aminodnd Carbox-Terminus zum
Zytosol orientiert (Abbildung 13). Fir OEP16.1 stitngiies mit denDaten aus der Disseti-
onvon Kai Pohlmeyer (1997) Uber.

Aufgrund der Aufklarungler Membrantopologivon Ps-OEP18. (Linke et a' 2004) und den
vorangegangenen Untersuchung(Proteasebehandlung &aufRerer Huillmembranen) w
Strukturmodelle fur alle OEP16 Isoformen Arabidopsisund Erbse erstellAbbildung 14).
Da eine Immunodetektion von OEP16.4 niin ausreichender Starke moégl war, konnte
die Orientierung fir diese Isoform nicht experingdinermittelt werden. Aufgrund der hoh
strukturellen Ahnlichkeit Abbildunc 4) ist jedoch davon auszugehen, dass si- und C-
Terminus ebenfalls im Cytosol befind
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Abbildung 14 : Strukturmodelle der OEP16 Isoformen aus  Arabidopsis und Erbse.
(A) Ps-OEP16.1, (B) Ps-OEP16.2, (C) At-OEP16.4. Die Topologie von Ps-OEP16.1 wurde von Linke

et al. (2004) ermittelt, die Strukturen und Orientierung von Ps-OEP16.2 sowie At-OEP16.4 sind nach

den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit angepasst. Die Sekundarstrukturen von At-OEP16.1 und At-

OEP16.2 entsprechen den jeweiligen Isoformen aus Erbse (nicht gezeigt). Cy: Zytosol; OE: auliere

Hullmembran des Chloroplasten; IMS: Intermembranraum

4.3.2 Interaktionsanalysen im Split Ubiquitin System

Fur PSOEP16.1 wurde bereits eine Dimerisierides Kanalproteins vivc postuliert (Pohl-
meyer et al. 1997; Steinkamp et 2000; Linke et al. 2004). Einateressante Frage war

diesem Zusammenhang, ob auctArabidopsisund fur die anderen beiden Isoformen e
Bildung von Oligomerervorliegen kénnteDie Ausbildung einer Kanalpore durch diewu-

sammenlagerung von howilggomeren aber auch heterooligeren Untereinheiten ein

Membranproteinfamilie ist vielfach beschrieben wfidfir die Funktionsweise einKanals
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von entscheidender Bedeutung (z.B. fur bakterielle Porine: Duy. é087; K-Kanéle:
Jeanguenin et al., 2008).

Um fur die OEP16 Isoformen adgabidopsisinteraktionenin vitro untersuchen zu kénnen,
wurde einSplit Ubiquitin System in Hefezellen genutzt (DUALmembrane Kit, DudEys
Biotech, Zirich, Schweiz). Zuerst wurde auf eine Homooligometisggerdanach auf Interak-
tion aller OEP16 Isoformen untereinander getestet (Abbildung 18)alfiden entsprechen-
den Selektionsmedien gewachsenen Hefekolonien wurden zur Quantifiziarsggzahlt
(Tabelle 10). Die Experimente zu8plit Ubiquitin System wurden von Karl Mayer (techni-
sche Assistenz, Biochemie und Physiologie der Pflanzen) am DeparBiologie 1 der
LMU Munchen durchgefihrt.

Tabelle 10: Quantifizierung der OEP16 Interaktioni m Split Ubiquitin System.

Getestet wurde auf Selektionsmedium ohne Trypsin und ohne Leucin (-trp, -leu; Kontrolle der Hefe-
Transformation). Die Interaktion der Proteine wurde auf Medien, die zusatzlich kein Histidin (-his) oder
weder Histidin noch Adenin (-his, -ade; starke Interaktion) enthielten untersucht.

Interaktionspartner Koloniewachstumin %
-trp, -leu -trp, -leu, -his -trp, -leu, -his, -ade
At-OEP16.1-At-OEP16.1 100 47,2 46,0
At-OEP16.2-At-OEP16.2 100 10,8 13,0
At-OEP16.4-At-OEP16.4 100 100 100
At-OEP16.4-At-OEP16.1 100 100 100
At-OEP16.4-At-OEP16.2 100 100 100
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-trp, -leu -trp, -leu, -his

OEP16.1-
OEP16.1

OEP16.2-
OEF 162

OEP16.4-
OEF16.4

OEP16.4-
OEP16.1

OEP16.4-
OEP16.2

Abbildung 15: OEP16 Interaktion im  Split Ubiquitin System.
Es wurden alle OEP16 Isoformen aus Arabidopsis sowohl als ,Koéder“- (Name an erster Stelle) als

auch als ,Beute“-Protein (Name an zweiter Stelle) untersucht. Selektionsmedium ohne Trypsin und
ohne Leucin (-trp, -leu) dient zur Kontrolle der Hefe-Transformation. Auf Medien, die zudem kein Histi-
din (-his) enthielten wurde auf eine schwache, auf Platten, die auch kein Adenin (-ade) enthielten auf
eine starke Interaktion getestet.

At-OEP16.1 und insbesondere At-OEP16.4 zeigten eine starke Interaktion uridedwmi
grof3e Wahrscheinlichkeit der Homooligomerbildungvivo. Die Interaktion von OEP16.2
mit sich selbst war dagegen nur recht schwach ausgepréagt. Bezégler Bildung von
Heterooligomeren konnten nur positive Ergebnisse mit der Isoform OERjéhtzt als
.Koder“-Protein) erzielt werden. Hier fand sowohl eine stdrkeraktion mit OEP16.1 als

auch mit OEP16.2 statt.
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4.4 Mutation aller OEP16 Isoformen in Arabidopsis

Zur néaheren Untersuchung der Funktion eines begemifroteins ist es hilfrei, den Phéano-
typ vonknockoutMutationen, d.h. den Verlust des zugehorigen Gensharakterisiere. Fur

alle OEP16 Isoformen iArabidopsi: lagenknockoutMutationen in Form vc T-DNA Inser-

tionslinien vor,die bereits 200von Philippar et al. isoliert unbleschrieben wurn. Es wur-

de gezeigt, dass in homozygoten Nachkommen all@emj weder Transkript noch Prote

der jeweiligen mutierten OEP16 Isoform vorhandemewaFir OEP16.lwar eine T-DNA

Linie des Salk Instituts (SALK_024018) verfugbane&e Liniezeigt mindestes zwei T-

DNA Fragmentedie ,Riucken an Ricken* inseriert sind urso Corkatemere bilden
(Abbildung 16. Die Insertion ist im zweite Exon von OEP16.1okalisiert und unterbrick

somit das offene Leserasteach de/ Aminosaure 52.

oep16.7-1
LB LB
ROK2
oepi16.4-2
L - e 3
AtOEP16.1 (At2g28300) \7
gopie.d » » » —_—
DAP1OT

AtOEP16.4 (At3g62880)

w5+ > =

AIOEP16.2 (Atdg16160)

Abbildung 16: Molekulare Charakterisierung der OEP16 Mutanten (aus Philippar et al. 2007 ).

T-DNA Insertionen in allen drei OEP16 Isoformen, Exons sind als schwarze Pfeile eingezeichnet,

Introns als Striche.

Fur OEP16.2 ist eine DNA Linie der Firma Syngenta verfugbar (SAIL#13722%_B03).
Die T-DNA Insertion befindet sich hier im dritten Intrt Auch fir OEP16.4 gibt es eine-

DNA Insertionslinie des SALK Institutes (SALK_ 1097 In dieser Linie unterbrichtie

Insertion ebenfalls das dritte IntroAbbildung 16). Wéahrend deStudien von Philippar un
Mitarbeitern Philippar et al. 200) wurden bereits die Doppelmutarn 0epl6.1/16.4
(oepl6.1-1xoepl6.4r2ind 0epl6.2/6.4 (0oepl6.2-1xoepl6.4rAurchKreuzungder jeweili-

gen homozygotekinzelmutanten erzeuc

Fur weitere phanotypische Untersuchungen war ebdimgbaralle Doppe- und auch die
Triple-Mutante aller drei homozygoten Linien zur Verfugunghaben. Deshalwurden im
Rahmen dieser Arbedie Linien mit den internen Bezeichnungoepl6.-1/0epl6.4-2#30

ho T6 mitoepl6.2-1#62 ho Tt gekreuzt. h der T3, der dritten Generation nach deru-
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zung, lagen damglle Kombinationen von Dopg- und Triple-Mutantenpaich die noch feh-
lende Doppelmutanteepl16.-1/0epl6.2-1sowie eine galeuzte Linie mit allen Wildtyglle-

len (mdglicher ,TDNA Hintergrund“)der drei OEP16 Isoformen vor. Die Mutationenr-

den mit spezifische®ligonukleotidjyrimern fur die betreffenden Gemad T-DNA Insertio-

nen durch PCRauf DNA Ebene Uberprt (nicht gezeigt, verwendete Oligonukleotidprin
siehe Tabelle 2).

Zur Uberprufungles Verlustder Transkripte wurde eine TranskriggezifischeRT-PCR mit
RNA aus grinen Schotanklusive noch nicht ganz reifer Sameturchgefihi (Abbildung

17). Diese Pflanzenorgane wurden gewahlt, da in dieéSeadium lauvorhandeneExpressi-
onsdaten alle drei OEP16 Isoformen exprimiert wer@el. Abbildung5). Bei allen Linien
handelte es sich urknockou Mutanten, bei denen fir das jeweilige OEP16 Gemek

Transkripte detektierbar ware

H20 16.1/2/4 Wt 1614 161/2 162/4 Col0

OEP16.1

QEP16.2

QEP16.4

Aktin

Abbildung 17: RT- PCR von allen OEP16 Doppel- und Triple-Mutanten.

Als Proben wurde RNA griiner Schoten mit noch nicht ganz reifen Samen verwendet
(Oligonukleotidprimer siehe Tabelle 2). FragmentgroRen der spezifischen PCR-Produkte: OEP16.1:
331 bp; OEP16.2: 401 bp; OEP16.4: 339 bp; Aktin: 435 bp; Wt: gekreuzte Linie mit allen OEP16 Wild-
typallelen (mdoglicher ,T-DNA Hintergrund®); Col-0: Wildtyplinie aus Samen der Firma ,Lehle"; Aktin:
Positivkontrolle, amplifizierte Fragmente des Gens Aktin (At-Act8), H,O: Negativkontrolle ohne DNA

4.4.1 PhéanotypischeCharakterisierung der OEP16 Mutanten

Unter Standard Wachstumsbedingur (,Langtag®), also ineinem Ta-/Nacht-Rhythmus
von 21°C fur 16h bei ca. 10 pmol/m2s und 16°C fur & bei Dunkelheit konnten keinerl
phanotypische Vénderungerder OEP16 Doppel- und Triple-Manten festgestellt werde
Auch unter Kurztagsbedingungen (8h Licht, 1Dunkelheit) konnteim Vergleich zum
Wildtyp kein Phénotyp beobachtet werc Weiterhin ergab sich keiknterschied im r-

scheinungsbild, obie Pflanzen auf Sacchar«-haltigem oder freiem Medium angezoge
wurden.

Die starkste Expression aller OEP16 Isoformen z@igP16.2 in reifen Samen und sich

entwickelnden Pollen (vglAbbildunc 5). Um zu testen, ob diknockoutMutation von
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OEP16.2 einen Einfluss auf die Pollenkeimung und das Wachstum der Podenkehhat,
wurden Samen der homozygoteepl6.2-1Linie, deroepl6.2/16.Doppelmutante, der je-
weiligen korrespondierenden Wildtypallele sowie Col-0 Samen alsréltanin Zusammen-
arbeit mit der Gruppe von Prof. Sheila McCormick am Plant GepeeEgion Center, Alba-
ny, Kalifornien, USA untersucht. Nach zwei unabhangigen Wiederholungeje 200-400
ausgezahlten gekeimten Pollen und 15-20 in der Lange gemessenen Péllehsrhkonnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den OEP16.2 Mutantenlinien undudehdrigen
Wildtypen festgestellt werden.

Auch eine Untersuchung der Kohlenstoff-, Wasserstoff-, Stickstoff- und Sclyeleédie in
Samen aller OEP16 Einzelmutanten und der zugehérigen Wildtypen im Forschungszentr
Jilich (durchgefuhrt von Herrn M. Michulitz und Frau S. Frauenrath, Zentralaigdilir
chemische Analysen, Forschungszentrum Julich, Deutschland) ergab keirseitiats zwi-
schen den Mutanten und den Wildtyplinien.

45 Die Funktion von OEP16.1

Die Funktion von OEP16.1 wurde in den vergangenen Jahren wiederholt sehr kendisve
kutiert. So veroffentlichten Prof. Steffen Reinbothe und seine Mitarheiass OEP16.1 ein
Teil eines komplexen, Protochlorophyllid-abhangigen Translokonkomplexes ritimgeort

des Vorstufenproteins der Protochlorophyllid-Oxidoreduktase A, im FolgepdePORA
genannt, in Etioplasten sei (Reinbothe et al. 2004a, 2005; Pollmann et 3l. R@d7wvurde
anhand von chemischedrosslinksund Ko-Immunopréazipitationen béi vitro Imports in
isolierten Plastiden aus Gerstenblattern émdbidopsisKotyledonen gezeigt. Das mature
Protein PORA ist ein Teil des sogenannten Protochlorophyllid-Holochreim&omplex aus
NADPH, PORA und Protochlorophyllid, der Protochlorophyllid unter Einfluss hMoht in
Chlorophyllid umwandelt (Santel und Apel, 1981). Dies ist einer daeckeidenden Schritte

in der Chlorophyll-Biosynthese bei der Ergrinung von etiolierten RilanzZ-reies
Protochlorophyllid, das nicht im Holochrom gebunden ist, wirkt als st&tketosensitizer

der bei Belichtung Zell-toxischen Singulett-Sauerstoff freisRunge et al. 1996). Bereits
2007 konnten Philippar et al. die von Reinbothe postulierte Proteinimportfunktion
OEP16.1 jedoch widerlegen, indem sie die beschriebenen Einzel- undifbotgrgenlinien
(Abbildung 16) furin vitro Proteinimport-Studien von prePORA benutzten. Sie konnten da-
mit sowohlin vitro als auchn vivo zeigen, dass OEP16.1 weder in den prePORA Import in
Chloroplasten noch in Etioplasten involviert ist. Zeitgleich kamenniolh et al. 2007 je-

doch zu der genau gegensatzlichen Ansicht, obwohl sie Nachkommen defselbokout
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Mutante SALK 024018 benitzten, die auch Philippar et al. 2007 zur Verfigurdy Eia

grof3es Anliegen dieser Arbeit war also, diese Kontroverse zu klaren.

4.5.1 Detaillierte Charakterisierung der oep16.1-1 knockouMutante

Im Gegensatz zu den bereits beschriebenen Erkenntnissen, dasatdierMaller OEP16
Isoformen inArabidopsiskeinen Phanotyp der Pflanzen verursacht, schilderten Polimann et
al. 2007 einen starken De-Etiolierungs-Phanotyp aép16.1-1Mutante (SALK_024018).
Wenn Keimlinge zuerst im Dunkeln angezogen wurden, und dann ins Dauedimiaicigt
wurden, ergrinten die Mutanten nicht sondern bleichten aus und starben.ubdesdem
phototoxischen Effekt des freien Protochlorophyllids, welches nicht ior@styllid umge-

baut werden konnte, zugeschrieben. Mutanten, die unter Dauerlicht anyeaogen, zeig-

ten dagegen keine Wachstumséanderung im Vergleich zum Wildtypedduich den stetigen
Umsatz kein Protochlorophyllid akkumuliert werden kann. Ein ganz &emliehanotyp wur-

de bereits von Mesaukiene et al. 2001 und op den Camp et al. 2003 ffur(tlierescense

Mutante beschrieben.

4.5.1.1 Phanotypische Untersuchung homozygoter oep16.1-1 Linien

Um diesen Phanotyp, d.h. einen Defekt in der Ergrinung der Keimlinge umiddié zu-
sammenhangende postulierte Funktion von OEP16.1 zu Uberprifen, wurden mekhere Na
kommen der originalen SALK_024018 Linie getestet. Zur besseren Chessnd alle Li-
nien, sowohl die Nachkommen der 2003 als auch die Nachkommen der 2007ebeSe

men in Abbildung 18 aufgezeichnet.
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SALK_024018 (2003) SALK_ 024018 (2007)
|
| | |
T3 he ho he
| '
| | | (14 Linien analysiert)
T4 ho he wt #4.1: 15% det-p #4.2°  47% det-p
#19.3: 48% detp
l l #2.2. 5% detp
TS #4 (Philipparet al, 2007)  #3
#5
ho he wt
T6 #4 19% det-p #3.1: 37% detp
#3: 43% det-p

|

T7 Einzellinien von #5: (20 Linien analysiert)
#5.2:  86% det-p
#5.10: 49% det-p

Pallmann et al., 2007

ho
#F6-4a:  T0% det-p

Abbildung 18: Untersuchte Nachkommen der SALK_024018 Linie.

Aufgezeigt sind alle homozygoten Mutanten und die korrespondierenden Wildtypen, die fir die
Phanotypanalysen benitzt wurden. Es wurden zwei unabhangige Chargen untersucht, die 2003 und
2007 vom SALK-Institut bestellt wurden, sowie eine Charge der Gruppe von Prof. Steffen Reinbothe
(#F6-4a, blau, Pollmann et al. 2007), ebenfalls Nachkommen der Linie SALK_024018. Ho: homozygo-
te Mutation von OEP16.1, he: heterozygote Mutation von OEP16.1, wt: Wildtypallel fur OEP16.1. T3:
Es wurde davon ausgegangen, dass sich alle vom SALK-Institut bezogenen Linien in der 3. Vermeh-
rungsgeneration befanden; T4, T5, T6 und T7 bezeichnet die jeweilige Vermehrungsgeneration der
direkten Nachkommen der SALK 024018 Linie. Linie #4 T5, homozygot fir oepl6.1-1, der
SALK 024018 Linie, die 2003 bestellt wurde, diente bereits bei Philippar et al. (2007) fur Analysen.
Die Linie #5 T5, homozygot fiir oepl16.1-1 ist dazu eine Schwesterlinie und Linie #3.1 T6 ist der kor-
respondierende Wildtyp. Die Linien #5.2 T7 und #5.10 T7 (beide in blau) sind direkte Nachkommen
der Linie #5. Die Linien #4.1, #4.2, #19.3 und #2.2 alle T4 sind direkte Nachkommen der 2007 bestell-
ten Charge von SALK 024018. det-p: De-Etiolierungs-Phanotyp. Die Abbildung (modifiziert) wurde
bereits in Pudelski et al. (2009, supl.) verdffentlicht.

Im Gegensatz zu der Untersuchung von Pollmann. ¢2@07), wurde der beschriebene-
Etiolierungs-PhanotypDefekt in der Ergrinung von Keimlingen) im Rahmeesdr Arbeit
guantifiziert. Dazu wurdem drei unabh&ngigen Experimenten mindestens 13 likge 2,5
Tage im Dunkeln und anschliel3end 3 Tage im Liclgeaogen. AnschlielRend wurden m-
linge, die nicht egrint waren und deren Kotyledonen sich nicht gegifhatten, ausgezé
(vgl. Kapitel 3.3.6).Zuerst wurdn die Linienoepl16.1-1#4 T6und die korrespondierent
Wildtyplinie #3.1, diebereitsin Philippar et al. 2007 beschriebamurden, untersucht. Di

homozygote Linie #4 zeigte den beschriebeErgrinungspanotyp nicht, tberrascherr-
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weise jedoch 37% der Wildtypkeimlinge von Linie #3.1 (Abbildung 18). Deshatdemun
der Generation T6 eine weitere homozygote OEPk6dckoutLinie #5 und deren Nach-
kommen (T7), sowie Nachkommen der im Jahr 2007 erhaltenen, originalen_H24618
Linie fur weitere Untersuchungen benutzt. AuRerdem wurde die Linie B&=i&ollmann et
al. (2007) in die ph&notypische Charakterisierung mit einbezogen étirgung gestellt von
Diter von Wettstein (Washington State University, Pullman, WA).azlsh dienten der
Wildtyp Col-0 und Samen einer heterozygotienMutante (zur Verfligung gestellt von Klaus
Apel (Boyce Thompson Institute for Plant Research, Ithaca, NsYl)Kahtrollen (Tabelle 11,
Abbildung 18).

Tabelle 11: Untersuchung des De-Etiolierungs-Phéanot  yps in der SALK 024018 Linie.

Es wurden 3 unabhdngige Experimente quantifiziert. Det-p (%): % der Keimlinge, die den
Ergrinungsphénotyp zeigen (Mittelwert aus drei unabhangigen Wiederholungen), n: Anzahl der aus-
gezahlten Keimlinge. ho: homozygote Mutation von OEP16.1, wt: Wildtypallel fur OEP16.1. Numme-
rierung Linien: siehe Abbildung 18. Die Tabelle wurde bereits in Pudelski et al. (2009) verdoffentlicht.

oepl6.1-1 det-p in % n
Col-0 wt 14.7 265
flu wt 31.6 196
F6-4a ho 70.7 215
5.2 ho 85.8 190
5.10 ho 49.2 130
4.1 ho 15.0 233
4.2 wt 46.9 177
19.3 wt 48.4 182
2.2 wt 5.1 217

In allen Linien ergrinten etwa 5-15% der Keimling nicht, bleicimach der Belichtung aus
und starben. Tats&chlich zeigten 70,7% der homozygoten F6-4a Linie ward8508%6 der

homozygoten Linie #5.2 den Phanotyp. Uberraschenderweise gab es abeinalemozy-

gote Linie #4.1 die keinen Phanotyp zeigte und gleich zwei Wildtyplitie2 und #19.3 bei
denen 46,9% bzw. 48,4% Keimlinge starben. Der De-Etiolierungs-Bipdnatr daher also
nicht auf die Mutation von OEP16.1 zurtickzufuhren.

Da Protochlorophyllid unter Blaulicht rot fluoresziert, wurde die Akkiation in dunkel

angezogenen Keimlingen (vgl. Kapitel 3.5.2) mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht
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Dunkel
Linie Dunkel -Licht Licht oeplé.1-1

Col-0

Abbildung 19: De-Etiolierungs-Phénotyp in verschied enen Nachkommen der SALK 024018
Linie.

Alle dargestellten Keimlinge der verschiedenen Linien sind reprasentativ fur jeweils 50 Keimlinge in
drei unabhangigen Versuchen. Links: Fluoreszenzmikroskopie von 2,5 Tage alten, etiolierten Keimlin-
gen (Dunkel). Mitte: Keimlinge, die nach 2,5 Tagen Dunkelheit fir 3 Tage im Licht (350 pmol/m3s)
wuchsen (Dunkel-Licht). Rechts: Zur Kontrolle, Keimlinge, die 3 Tage im Dauerlicht (350 pmol/m2s)
wuchsen (Licht). Die Nummern der verschiedenen Linien (vgl. Abbildung 18, Tabelle 11) sind links, die
Mutation des oep16.1-1 Allels rechts angegeben. Die Abbildung (modifiziert) wurde bereits in Pudelski
et al. (2009) veroffentlicht.

Bei einer starken Akkumulation von Protochlorophyllid wie in dienMutanten (positive
Kontrolle) kam es zu einer deutlichen, tief roten Farbung derléadypen (Abbildung 19).
Wenn keine Akkumulation vorlag, fluoreszierten die Keimlinge gelb, eileder negativen
Wildtypkontrolle Col-0. Die gleiche Gelbfarbung konnte auch bei der OEP18dtywlinie
#2.2 und bei der homozygoteepl6.1-1Linie #4.1 beobachtet werden. Die homozygoten
Linien oep16.1-1#F6-4a und #5.2 sowie die Wildtyplinie #19.3 zeigten eine eher orairge F
bung der Kotyledonen. Diese Linien zeigten auch den De-Etioliefahgsotyp, wie von
Pollmann et al. 2007 beschrieben (vgl. Tabelle 11). Wurden die Pflamten Dauerlicht
angezogen, hatten sie wie der Wildtyp keinerlei Ergrinungs- und Wadusfinie. Die
orange Fluoreszenz beweist, dass es in den Linien, die einendlerttigs-Phanotyp zei-
gen, tatsachlich zu einer schwachen Akkumulation von Protochlorophyllid kaladoch ist
dies, wie auch der Ergrinungsdefekt unabhéngig von der OEP16.1 Mutajio gbelle

11).
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4.5.1.2 Expressionvon PORA in homozygoten oepl-1 Linien

Eine Grundlage der Diskussion um die Funktion v&P®6.1in vivowar unter anderem d
These, da®epl6.1-lknockoutMutanten kein prePORA in Etioplasten importieremtign.
Um dies zu uberprifen wurden verschne homozygote Mutanten uNdildtyplinien mittels
guantitativer RT-PCR auden RNA-Gehalt von PORAN etiolierten Kotyledoneuntersucht.
Die Isoform PORB (nichtton OEP16.1 importie, vgl. Reinbothe et al., 2004; Pollmanr
al., 2007)sowie OEP16.1 selt dienten als Kontrollen.

40] W OEP16.1 8000
] O PORA
o= @ PORB
£ 3 30]
=3
o =
2=
B 5 4000
i
w
EE
= 2 10
1 1000

Col0 F64a 52 44 42 193 2.2

oaplg1-1:  wt hio ho ho wit wit wi

Abbildung 20: Transkriptgehalt von PORA, PORB und OEP16.1 in etiolierten Kotyledonen ve r-
schiedener SALK 024018 Nachkommen und der Col -0 Wildtypkontrolle.

Quantifizierung der OEP16.1 (schwarz), PORA (weil3) und PORB (grau) mRNA (relative Einheiten)

durch quantitative RT-PCR (siehe Kapitel 3.3.10, verwendete Oligonukleotidprimer Tabelle 2). Die

Werte sind das Mittel aus drei unabhangigen Versuchen, die Standardabweichung ist eingezeichnet.

Der Transkriptgehalt wurde relativ zu 10.000 Aktin 2/8 Molekilen bestimmt. Links wurde die y-Achse

fur OEP16.1, rechts fur PORA und PORB skaliert. ho: homozygote Mutation von OEP16.1, wt: Wild-

typallel fur OEP16.1. Nummerierung Linien: siehe Abbildung 18. Die Abbildung (modifiziert) wurde

bereits in Pudelski et al. (2009) veréffentlicht.

Abbildung 20 zejt deutlich, dass d Transkriptgehalt von PORA in deoepl6.1-1
Mutantenlinien im Vergleiclzum Wildtyp auf gleichem Niveau ist. Auch die Linienedin-

abhangig von der OEP16.1 Mutation einer-Etiolierungs-Péanotyp zeigten (#f-4a, #5.2,
#4.2, #19.3) waren nicht iIRORA-Transkriptgehalt beeinflusst.

Desweiteren wurdeie Anwesenheit von maturem POFProtein, d.h. der korrekte Prcn-

import, in etiolierten Keimlingenverschiedener homozygoteep16.1-1und Wildtyplinien

mittels Immunoblot undlassenspektskopie untersucht.
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Abbildung 21: Nachweis von maturem PORA Protein in  etiolierten Keimlingen verschiedener
homozygoter o0epl6.1-1 Mutanten und Wil dtyplinien.

(A) Immunoblot auf Proteinextrakt aus 7 Tage alten etiolierten Arabidopsis Keimlingen. Pro Linie wur-
den je 30 ug Protein fir die Detektion von PORA/PORB und LSU aufgetragen. Fir OEP16.1 und
OEP16.2 wurden 90-100 pg Protein aufgetragen. OEP16.2 und LSU (Grol3e Untereinheit der Rubisco)
wurden als Auftragsmarker benutzt. Der Antikérper gegen PORA erkennt auch PORB, deshalb sind
beide Banden sichtbar (Pfeil: PORA, Stern: PORB). Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa
angegeben. ho: homozygote Mutation von OEP16.1, wt: Wildtypallel fir OEP16.1. Nummerierung
Linien: siehe Abbildung 18. (B) Proteinbanden auf der Hohe von maturem POR (36 kDa, siehe (A))
wurden aus einem SDS-Gel ausgeschnitten und mittels Massenspektroskopie untersucht (LC-MSMS;
Zentrallabor fur Proteinanalytik, Adolf-Butenandt Institut, LMU Minchen). Spezifisch detektierte
Peptidfragmente fir PORA und PORB sind umrahmt. Die Abbildung (modifiziert) wurde bereits in
Pudelski et al. (2009) verdffentlicht.

In allen Linien, unabhéngig von der OEP16.1 Mufa, konntenim Gegeisatz zu den Unter-
suchungen von Pollimann et al., (2007) die matunertee von sowohPORA als auch

PORB detektiert werden. Somit kann OEP16.1 unmbglie Importpore fir prePORA se

4.5.1.3 Weitere TDNA Insertionen inder Linie SALK 024018

Der leichte De-EtiolierungBhanotyp in der Linie SALK_024018 islamitalso unabhéangig
von der OEP16.1 Mutatiollerdings konnte er auch in einigen gekreuzOEP16.1 Wild-
typallelen beobachtet werdéwngl. Linie #19.3 in Abbildung 19)Deshalbwurde untersucht
ob weitere TDNA Insertionel in der Linie SALK 024018 vorliegerie T-DNA ,pROK2",
die vom SALK Institut fir solche Mutationen rwendet wird, tragt eine Kananin Resis-
tenzkassette. Alle fipepl6.-1 homozygoten Linien hatten, wie zuwarten war, eine
100%ige Kanamynresistenz. Uberraschenderweise zeigten aber alieh OEP16.1-
Wildtyplinien #22 und #4.2 eine 100%ige Kanarinresistenzdie auf weitere -DNA Inser-
tionen hindeutetEine PCR mit M13 Primern, die auf der pPRODNA aufseten, ergab zu-
dem mehrere Banden, débenfallsauf weitere Insertionen schlie3en lie (nicht gezeigt).
Deshalb wurde von einigeOEP16.1 Wildtypallelender SALK 024018 Linie, die de
ErgrinungsPhéanotyp zeigten, DNA extrahiert umittels inverser PCRinc TAIL- (thermal
asymmetric interlacedPCRnach weiteren -DNA Insertionen gesuchwgl. Kapitel 3.3.6.3
und Kapitel 3.3.6.4).
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In der Linie #3.1 mit einem De-Etiolierungs-Phanotyp von 37% (vgl. ldbbg 18) wurde
durch inverse PCR eine zweite pROK2 T-DNA Insertion identifizibrese Insertion sitzt
demnach im 5" UTRuptranslated regio)) 4 Basenpaare vor der kodierenden Sequenz des
Gens Atlg70370 (Abbildung 22). Das korrespondierende Protein ist AroGP1, lolekate-
lytischen 3-Untereinheit des Polygalacturonase Isoenzyms 1 (& Toanate, sehr ahnlich
(57% Aminosauregleichheit). Bis jetzt ist allerdings weder Flinktion, noch ein Phénotyp

bei Funktionsverlust dieses ProteingArabidopsisbekannt.

A oep16.1-1 oep16.1-1

LB5‘'LB3° GS
ho ho wt ho

At-OEP16.1 (At2g28900)

B arogp1-1

[ LB RB GS
arogp1 1 ho ho wt ho

SUTR ) At-AroGP1 (At1g70370) FUTR

cm1-1
C Mi3LB GS

ho ho wt ho

5'UTR At-CM1 (At3g29200) 3'UTR

Abbildung 22: Molekulare Charakterisierung aller be  kannten T-DNA Insertionen der Linie
SALK_024018.

Insertionsorte und Segregation wurden mittels genspezifischer (GS) und T-DNA spezifischer (LB, RB)
Primerkombinationen untersucht (siehe Tabelle 2). (A) Bereits beschriebene und bekannte Insertion in
OEP16.1 (vgl. Philippar et al., 2007). (B) Mittels inverser PCR entdeckte T-DNA Insertion im 5"UTR
des Gens AroGP1 (3-Untereinheit der Polygalakturonase). Die Insertion bewirkt eine Deletion von 13
bp. (C) Mittels TAIL-PCR identifizierte dritte Insertion in der Promotorregion der Chorismat Mutase 1
(CM1). Die ,right border* (RB) der inserierten T-DNA ist verkirzt, die ,left border” (LB) ist am 3"Ende
der T-DNA zu finden. Diese pROK2 Insertion fiihrt zudem noch zu einer Deletion von 179 bp. Exons
sind als schwarze Pfeile eingezeichnet, Introns als Striche. Rechts: Ergebnisse der genspezifischen
und T-DNA spezifischen PCR auf genomischer DNA; die GréRen der amplifizierten DNA Stiicke sind
angegeben. ho: homozygote Mutation des betroffenen Gens, wt: Wildtypallel fir das betroffenen Gen.
Die Insertionsorte wurden durch Sequenzierung der jeweiligen PCR-Produkte identifiziert. Die Abbil-
dung wurde bereits in Pudelski et al. (2009) veréffentlicht.

Bei der Untersuchung der Linie #2.2, die das Wildtypallel fur OEP16.XlurAfoGP1 bein-
haltet (Tabelle 12), wurde mittels TAIL-PCR zudem noch enitéedT-DNA Insertion gefun-
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den (Abbildung 22). Hier war die Insertion in der Promotor-Region das @t3g29200 lo-
kalisiert. Dieses Gen kodiert fur die in Plastiden lokalisi@t®rismat Mutase 1 (CM1) in
Arabidopsis Um festzustellen, ob einer der Mutationen in AroGP1 oder CM1 den
Ergrinungsphanotyp in SALK_ 024018 verursacht, wurde die Genotypisierung all€é-dre
DNA Insertionen in die Quantifizierung des De-Etiolierungs-Phanotypeinbezogen. Die
entsprechenden Linien wurden in einer PCR mit Gen- und T-DNA —smdwh Primern
untersucht (Tabelle 12; Oligonukleotidprimer siehe Tabelle 2)

Tabelle 12: T-DNA Insertionen im Zusammenhang mit d em De-Etiolierungs-Phanotyp in ver-
schiedenen Nachkommen der SALK 024018 Linie.

Es wurden 3 unabhdngige Experimente quantifiziert. Det-p (%): % der Keimlinge, die den
Ergrinungsphénotyp zeigen (Mittelwert aus drei unabhangigen Wiederholungen), n: Anzahl der aus-
gezahlten Keimlinge. ho: homozygote Mutation des jeweiligen Gens, wt: Wildtypallel fir das jeweilige
Gen. Nummerierung Linien: siehe Abbildung 18. Die Tabelle wurde bereits in Pudelski et al. (2009)
verdffentlicht.

oepl6.1-1 arogpl-1 cml-1 det-p in % n
Col-0 wt wt wt 14.7 265
flu wt wt wt 31.6 196
F6-4a ho wt wt 70.7 215
5.2 ho ho ho 85.8 190
5.10 ho ho ho 49.2 130
4.1 ho ho wt 15.0 233
4.2 wt ho wt 46.9 177
19.3 wt wt wt 48.4 182
2.2 wt wt ho 5.1 217

Leider konnte auch keine der beiden zuséatzlichen T-DNA Insertidinekt mit dem Auftre-

ten des Ergrinungsphanotyps in Zusammenhang gebracht werden. Sueigt2l? nur fur
cml-1homozygot, hat aber keinen Phénotyp. Zwar hat die Linie #4.2 46,9%sterkeim-

linge und ist nur fiarogpl-1homozygot, jedoch zeigt sich das gleiche Ausmal’ an Phénotyp
(48,4%) auch in der Linie #19.3, die fur alle drei Insertionen WildtySsiginit kann auch ein
additiver Effekt der Mutationen ausgeschlossen werden. Da die Wildgygil9.3 fast 50%
Phanotyp hat, jedoch weder Kanamyzin resistent war (nicht ggzsigh ein PCR Produkt

bei einer M13 PCR ergab, konnte eine weitere T-DNA Insertion nahezu sichesclsgsen

werden.

54



ERGEBNISSE

4.5.1.4 Analysen auf DNA- und RNA-Ebene unter Bertcksichtigung aller T-DNAser-
tionen in SALK_024018

Da keine der identifizierten T-DNA Insertionen in der Linie SAI0R4018 direkt mit dem
Auftreten des beobachteten Ergriinungsphanotyps korrelierte, wurfe@genden auf mogli-
cherweise durch Punktmutationen und/oder ,T-DfdAtprint“ Mutationen verursachte De-
fekte im Genom untersucht. Zuerst wurde Uberprift, ob der Ergriphégstyp nicht auf
eine Mutation de$-LU Gens zuruckzufihren ist, da hier ein solcher Phanotyp bereits be-
schrieben wurde (Meskauskiene et al. 2001, op den Camp et al. 2003). $/&£0PLR Pro-
dukte ded-LU Gens wurden sequenziert. Als Matrize diente dabei genomische d@&h#on

den Linien #F6-4a und #19.3 isoliert wurde (Genotyp und Phanotyp sieheeThbelDabel
konnten jedoch keinerlei Mutationen v&hU oder andere Auffalligkeiten festgestellt wer-
den.

Um durch Punkt- und/oder ,T-DNAootprint® Mutationen verursachte Expressionsunter-
schiede auf Transkript-Ebene aufzuspuren, wurden des weiteren DNAaMay-Analysen
(Affymetrix ATH1 Genechip) an RNA auérabidopsisKeimlingen verschiedener Nach-
kommen der SALK 024018 Linie durchgefuhrt. Hierzu wurden die Linien #5.2 und #4.2 mit
85,8% bzw. 46,9% De-Etiolierungs-Phanotyp (vgl. Tabelle 12) sowie die #hzund der
Wildtyp Col-0 (jeweils kein Phanotyp) verglichen. Zunachst wulde mRNA Level der
durch T-DNA Insertion mutierten Gene AroPG1, CM1 und OEP16.1 erm{ibbildung

23).
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Abbildung 23 : Transkriptlevel von OEP16.1, AroGP1 und CM1 in v  erschiedenen SALK_024018
Linien.

Die Transkriptlevel (relative Einheiten) wurden mittels Microarray-Analyse (Affymetrix ATH1 Genechip)
ermittelt. Die aufgefihrten Werte sind die Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten, aul3er fur
AroGP1 in Linie #4.2 (n=2), die Standardabweichungen sind eingezeichnet. Der mRNA-Gehalt aus 8
Tage alten Keimlingen der Linie #5.2 (ho fur OEP16.1, fir AroGP1 und CM1) wurde mit den der Linien
#4.2 (wt fir OEP16.1 und CM1, ho fir AroGP1) und #2.2 (wt fir OEP16.1 und AroGP1, ho fir CM1)
verglichen. Nummerierung Linien: siehe Abbildung 18. Zu Genotyp und Phanotyp der Linien siehe
auch Tabelle 12. ho: homozygote Mutation des jeweiligen Gens, wt: Wildtypallel fir das jeweilige Gen.
Die Abbildung (modifiziert) wurde bereits in Pudelski et al. (2009) veroffentlicht.

Die T-DNA Insertion im5~ UTR von AroGP1 fiihrte zu einer Reduktider Transkripte au
im Vergleich zum Wildtyp C«0, 14,8% in Linie #5.2 bzw. 18,4% Linie #4.2. Die pROK:
Insertion in @de Promotorregion von CMbewirkte, dass nur 19,4%RNA in Linie #5.2,
verglichen zum Transkriptgehalt in (-0, detektierbar warerJberraschenderweise wije-
dochin Linie #2.2, die ebenfalls homozygot idie Mutation von CM1ist, keine Reduktion
der CM1 Transkript@achzuweiser

Anhand @r Analyse der Microarr-Daten wurden weitere €ae mit einenin den Phanotyp
Linien #5.2 und #4.2eduzierte Transkriptgehalt GberprifZum Vergleich wurde jeweil
der Transkriptlevel des Wildtyps (-0 sowie der Phanotylesen Linie #2.2 (vgl. Tabelle !
herangezogennsgesamt ergab dieser Vergleich der Transkriptlaué der Ebene dese-
santen Genoms keinerlei signifikant regulicn Gene (Dr. Katrin Philippar, personliche t-
teilung). 11im Transkriptgehalt leicl ver&dnderte Gene hatten jedaattweder einmogliche
Funktion impflanzlichen Ergrinungsproz¢ oder waren in Plastiden lokalisi (Tabelle 13)

und wurden daher auch auf genomischer Ebene unk
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Tabelle 13: Liste der tGberpriiften, potentiellen Kandidaten fu r den De-Etiolierungs -Phanotyp in
Linie #5.2 und #4.2

Soweit nicht anderweitig angegeben beziehen sich alle Angaben auf TAIR (the Arabidopsis informati-
on resource, Swarbreck et al., 2008).

Gene mit reduzierter Expression AGI-code Funktion
(Affymetrix-daten)

GPRI1 Ar2g20570 Gold2-ghnliches Protein (Positive Regulierung von Transkription, Tamai et
al. 2002)

ThioRDX Arlg08570 Thioredoxin-Familien-Protein (Redox Homd&ostase in Zellen, Dangoor et al.
2009)

ukCHL Atlg20070 Protein mit einer hyvpothetischen Funktion in Chloroplasten

ukSmall Ar3g30720 Protein mit einer hyvpothetisches Funktion in Zellkomponenten

SEN1 Ardg3sT70 Seneszenz assoziiertes Gen 1; Dunkel induziert (Reaktion auf

Alterung, Jasmonatsiure, oxvdativen Stress und Verwundung;in
Chloroplasten, Oh et al. 1996)

LTP Atlgb2510 Lipid Transfer Protein (Protease Inhibitor, Lipidbindung bei der
Nihrstoffeinlagerung in Samen, Rueckert und Schmidt, 1990)

SDR Atlgh4390 Dehydrogenase/Reduktase kurzer Ketten({Oxidoreduktase-Aktivitat
bei metabolischen Prozessen, Cheng et al. 2002)

SAUL1 Atlg60190 Seneszenz- assoziierte E3 Ubiquitin Ligase 1 (Proteinbindung,
Ubiquitin-Protein Ligase Aktivitit, Zinkionen Bindung, Raab et al. 2009)

ukThy Atr5g02160 Protein mit einer hvpothetischen Funktion an der chloroplastidiren
Thylakoidmembran

COR13a Ar2g42540 Kilte reguliert 15a (Kilteanpassung, Fot- oder Hellrotes Licht

Signalpfad; Kilte und Frostantwort. Antwort auf Trockenstress, im
Stroma der Chloroplasten, Nakavama et al. 2007)

e B Hamste von Glycomlgmuppen, Chatiajes ol 2005
Von diesen Genen wurdebenfalls die genomische DNA mittels PCR amplifiziend
sequenziert. Leidekonnte fU keinesdieser Gene eine weitere Mutatinachgewiesen wer-
den Auch korrelierte der reduzierte Transkriptgematht mit dem Auftrete des Phanotyps.
Somit konnte die Ursache ¢ Ergrinungsphanotypsr einigen Nachkommen der Lin
SALK_024018nicht alleine auf eine Mutation zuriickgefuhrt weardezw. nicht 100%ig e-

klart werden (siehe dazu auKapitel 5.2.3).

4.6 Die Rolle vonOEP16.2in der Samenentwicklung

Die Expressionsmuster von OEP16.1 und OEP16.2 siiedbereits gezeigt wurc(vgl. Ab-
bildung 5)absolut kontrar. Wahrend OEP16.1 offensichtlicmeseéiauptfunktionn den gri-
nen Geweben adulter Pflanzen hat, ist es nahelilegewvermuten, dass OEP16.2 einek-
tion in der Samenreifung, der Samenruhe und demieg hat. Da die Expressicieser
Isoformsehr spezifisch nur in den Samen und in maturelePalftritt \nd zudem setrhoch
ist, nimmt OEP16.2 in diesen pflanzlichen Entwicklungdstn moglicherweiseine auferst
wichtige Schlusselfunktiorin. Wahrend der Pollenkeimung zeigten OEPJknockoutMu-

tanten keinen auffalligen Phanotyp (siehe Kap4.4.1), daher wurden im Folgend:
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OEP16.2knockoutLinien in Arabidopsi: auf einen Phangp in der Samenentwicklung ui

Keimung untersucht.

4.6.1 Embryonal- und Samerentwicklung in oep16.2-1 knockouitinien

\

o O g

. (\ 'Jx hi 1

0t 8 ]

W U 0o {

bu U u o
Zygote 2-Zell 4-Zell 16-Zell  Globular Fr_'phesHerzf Herz Torpedo Gehstock

Proembryo Ubergang

Abbildung 24 : Entwicklungsstadien der Embryogenese in Arabidopsis thaliana

In den Proembryostadien findet zuerst ausschlief3lich die Zellteilung statt. Wahrend des Globular- und
Ubergangsstadiums kommt es zu ersten gewebespezifischen Ausdifferenzierungen. Das Protoderm,
Grundmeristem und das Prokambium werden gebildet. Im Herzstadium werden die Kotyledonen ange-
legt und es bilden sich Spross- und Wurzelmeristem aus. Im Torpedostadium findet das Streckungs-
wachstum der Achse statt und die Kotyledonen werden zu Vorratsorganen weiterentwickelt. Sie lagern
Proteine, Starke und Lipide ein und beginnen sich zu beugen. Noch im Gehstockstadium ist der fast
schon mature Embryo griin gefarbt. Erst bei der weiteren Reifung trocknet der Samen aus und be-
kommt die typische Braunfarbung. In diesem Zustand ist er trocknungstolerant und vorerst in der so
genannten Samenruhe. Diese kann durch Vernalisation, die Behandlung mit Feuchte und Kalte, ge-
brochen werden. Nach ca. zwei Wochen lasst sie nach und die Samen sind bereit zur Keimung (zur
Ubersicht siehe Bentsink und Koornneef 2002).

In Arabidopsisgibt es wahrend der Embryogenese mehrere Entwigkkiadien Abbildung
24). Wie bereits imAbbildunc 8 gezeigt wird OEP16.2 erst ibbergang- und Herzstadium
exprimiert. Zur gleichen Zeiwird OEP16.1 nicht mehr exprimiefies sind die Stadien,
denen die tatsachliche gewebespezifische Ausdiffézeungim Samenbeginnt. Alle Ent-
wicklungsstadien von Sam der homozygoteroepl6.2-1Linie wurden mittels Hoye-
Losung (Liu und Meinke 1998) fur die Mikroskopiet@&nbt und mit Wildtypsamen veli-
chen. Besondere Aufmerksamkeit galt vor allem delwb@&ar- und Ubergangsstadium,

dem die Kontrolle der Samenelicklung von maternal auf filial wechs¢«Abbildung 25, zur
Ubersicht siehe Weber et al. 2).
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Abbildung 25: Embryonen aus 0ep16.2-1 Mutanten im Globular- und Ubergangsstadium.

Die Pflanzen der Mutantenlinie waren unter den Ublichen Standardbedingungen (Langtag, 16h Licht
21T, 8h Dunkel 16C) gewachsen. Die Samen wurden a us den Schoten entnommen, sofort prapa-
riert, mittels Hoyerslosung entféarbt und mikroskopiert (vgl. Kapitel 3.5.1).

Da in diesem Stadium keine Anomalien oder Wachstumsdefizite dr&kemvaren, wurden

auch die weiteren Embryonalstadien bis hin zum Gehstockstadium untersucht (AbB&jlung

AP

Globular Ubergang Herz Torpedo Gehstock

Abbildung 26: Embryonen aus 0ep16.2-1 Mutanten im Globular-, Ubergangs-, Herz-, Torpedo-
und Gehstockstadium.

Die Mutterpflanzen waren unter den ublichen Standardbedingungen (Langtag, 16h Licht 21, 8h
Dunkel 16C) gewachsen. Die Samen wurden aus den Sc hoten entnommen, sofort prapariert, mittels
Hoyerslosung entfarbt und mikroskopiert.

Unter den Standard-Wachstumsbedingungen konnte in keinem der Embrybealstan
Entwicklungsdefizit innep16.2Mutanten festgestellt werden.

Die Anzahl der Schoten, das Frischgewicht der Schoten mit und amenSsowie die An-
zahl und das Frischgewicht der Samen pro Schote jedes Entwickadigsss wurde eben-
falls untersucht. In 10 unabhéngigen Wiederholungen konnte kein signifikamterschied
zwischen demepl6.2-IMutanten und den zugehorigen Wildtypen festgestellt werden.
FUr Keimungstests unter Standardbedingungen wurden je 50 SamepdiufrMnit 1% Sac-
charose ausgebracht, zwei Tage bei 8°C stratifiziert und arisehdebei 21°C, 16 h Licht
und 16°C, 8 h Dunkel gekeimt. Dabei wurde die homozygote Einzelmuepi.2-1sowie
die homozygote Doppelmutanbepl6.2/16.4nit den korrespondierenden Wildtyplinien ver-
glichen. In vier unabhangigen Versuchen konnte erneut kein signifikanterschied festge-
stellt werden.

Ein Dormanztest wurde ebenfalls durchgefuhrt. Dazu wurden Samentaisr§aie gerade
gelb geworden waren, geerntet und direkt ausgesat. Je ca. 80 Samepldep-1Einzel-,
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deroepl6Triple-Mutante und dezugehdrigenVildtypen wurden auf Medium mit und oh
Zugabe vonl% Saccharose ausgelegt. [Samenwurden anschlieend ohne Kaltebed-

lung direkt bei Standardbedingunc(21°C, 16 h Licht und 16°C, B Dunke) inkubiert. Die
Keimung wurde alle zwei Tage tberp. Auch hier konnte kein signifikanter Untersch
zwischen OEP16.Mutantenlinien und Wildtypen festgestellt werde. der Okotyp Col-0
generell dafir bekannt ist, nur eine sehr gerirgmeéhruhe zizeigen (Dr. Stefan Ho, Mo-

lekulare PflanzenphysiologieUniversitat Erlangen-Nurnbergoersonliche Mitteilun) und

alle Mutationen im CoB Hintergrund geschaffen worden waren, wurde digsesuch nacl
nur einer Wiederholung eingeste

4.6.2 Samen-Keimungvon OEP16.2 Mutanten unter ABA Zugabe

Da unter Standard-Whstumsbedingungen keine Wachstumsdefizite in dataien nzh-
gewiesen werden konmtewurden andere Bedingungen getc.

Penfield et alkonnten 2004 durch Microarr-Analysen von Samengewebe und Drea €
(2006) anhand von ABAignalmutanten zeigedass die Genexpression von OEP16.2 d
das PhytohormoAbszisinsaur (ABA) induziert wird (Abbildung 27).

3000

+20 pM ABA >

l Abbildung 27 : Induktion von OEP16.2 durch 20 pM ABA in
Endosperm und Embryo von  Arabidopsis Samen (Penfield et
al. 2004).

Der OEP16.2 Transkriptgehalt ist in relativen Einheiten (normier-
tes Microarray-Signal) angegeben, die Standardabweichung ist
eingezeichnet.

Signal (relative Einheiten)

Endosperm Embryo

Daherwurde die Keimung voiSamen der OEP16.2 Mutantanter Einfliss von ABA im
Vergleich mit Wildtypsamen getestet. Durchgefuhurden die Versuche in der Gruppe \
Dr. Stefan Hoth.
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Abbildung 28: Keimungstest der oep16.2-1 Einzel- und o0ep16.1/16.2/16.4 Triple -Mutanten unter
ABA-Einfluss (Dr. Stefan Hoth, Erlangen)

Der Keimungsverlauf von jeweils ca. 100 Samen wurde tber 96 Stunden im Vergleich zu den korres-
pondierenden Wildtypsamen auf Medium mit 2,5 uM ABA (ABA, offene Kreise und Rechtecke) und
ohne ABA aufgezeichnet (geschlossene Kreise und Rechtecken). Die Keimungsrate (in %) wurde in
drei unabhéngigen Experimenten ermittelt. Angegeben sind die Mittelwerte (n=3, + SA). (A) Einzelmu-
tante oepl6.2-1, ho: homozygote Mutation von OEP16.2, wt: Wildtypallel fir OEP16.2. (B) Triple-
Mutante oepl6.1-1/0epl6.2-1/0epl6.4-2, ho: homozygote Mutation von OEP16 triple, wt: Wildtypallel
fur OEP16.1/2/4.

Dabei wurden Sameauf Medium mit 2,5 uM ABA ausgesat. Getestet wurpeveils zwei
aufeinanderfolgende Generationen. Alle Pflanzen von denen Bageentet wurden wuch-
sen unter den exakt gleichen BedingungUnter ABA-Einfluss keimten die Samen c
OEP16.2 Mutantesignifikant langsamer als die der korrespondierandgldtypen und er-
reichten auch nach 96 Stunden keine 100% Keimuteg$Abbildung 28). Dieses Ergebnis
liel3 sich auch in der 2. Generation reproduziemsh ist somit unabhéangig von den Erre-
dingungen zu sehen.

Um des weiterreinen Einfluss durch den Verllvon OEP16.1 und OEP16.4 ausschliel3e
kénnen, wurden in einem weiteren Experiment alldiggrarenoepl6Doppe- und Triple-

Mutanten im Vergleich zu ihrejeweiligen Wildtyplinien getesteApbildung 29).
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Abbildung 29: Keimungstest der 0ep16 Doppel und Triple-Mutanten unter ABA-Einfluss (Dr.
Stefan Hoth, Erlangen).

Die Keimungsrate (in %) von je ca. 100 Samen wurde in drei unabhangigen Experimenten nach 72 h
Inkubation auf Medium mit 2,5 uM ABA (rot) und ohne ABA (weil3) ermittelt. Angegeben sind die Mit-
telwerte (n=3, £ SA). wt: Wildtypallel fir OEP16.1/2/4.

Sowohl die Samen deyepl6Triple-Mutantenlinie als auch die Samen oepl16.1x2und
oepl6.2x4Doppelmutantenlinien zeigten nach 72 h Belichtung unter ABA lsafkeine sig-
nifikant geringere Keimungsrate. Im Vergleich dazu war dieriGeigsrate bei den Wildtypli-
nien und depepl6.1xDoppelmutante nur unwesentlich beeintrachtigt. Somit konnte eindeu-
tig gezeigt werden, dass die verringerte Keimfahigkeit Matanten auf den Verlust von
OEP16.2 zuruckzufuhren ist. Um ganz sicher zu gehen wurden alle Linierdem
genomischen Sequenz von OEP16.2 transformiert. Die Ergebnisse zuhéersnit Samen

dieser komplementierten Linien stehen noch aus.

4.6.3 ABA-Induktion der Genexpression von OEP16.2 in Erbsensamen

SnRK1, dieSucrose-non-fermenting-lik€éinase in Erbse ist ein Mediator fur die Funktion
von ABA wahrend der Samenreifung (Radchuk et al. 208l§k1 Mutantenlinien in denen
die Expression von SnRK1 unterdrickt wur#taqckdowl)y, reagieren wie ABA-insensitive
Mutanten und weisen pleiotrope Defekte wahrend der Samenreifundrad€huk et al.,
2006). In Zusammenarbeit mit Dr. Hans Weber (Leibniz-Institut fiainPengenetik und Kul-
turpflanzenforschung, IPK—Gatersleben) wurde festgestells das Transkriptgehalt der
OEP16.2 Isoform aus Erbse smrk1l knockdowrSamen wahrend der Entwicklung im Ver-
gleich zu den Wildtypsamen stark verringert war (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Expression von OEP16.2 wahrend der Sa  menentwicklung in Erbse.

RNA-Gehalt von Ps-OEP16.2 (relative Einheiten) in Wildtyp (schwarze Kreise) und snrkl (rote Kreise)
Samen (Dr. Hans Weber, unveroffentlichte Daten). Datenpunkte sind die Mittelwerte aus zwei unab-
hangigen Experimenten (n=2, +SD). DAP: Days after polination = Alter der Erbsensamen in Tagen
nach Bestaubung.

Auch auf Proteinebene konnte in drei unabhangigen WiederholungeraeB&26ige Reduk-
tion von Ps-OEP16.2 in deamrklknockdownSamen im Vergleich zum Wildtyp festgestellt

werden (Abbildung 31).

wt SnRK1 wi SnRK1 wi SnRK1

VDAC ; -29

OEP16.2 =20

Abbildung 31: Proteingehalt von Ps-OEP16.2 in Wildt yp und snrkl Samen 20 Tage nach Be-
staubung.

Immunoblots vom Ps-OEP16.2 Antiserum gegen Proteinextrakte aus Wildtyp- und snrkl-
Erbsensamen (aufgetragen: je ca. 4 ug Samenprotein) aus drei unabhangigen biologischen Wiederho-
lungen. Ein Antiserum gegen das mitochondrielle Porin VDAC wurde als Auftragsmarker verwendet.
Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa angegeben. snrkl Samen wurden von Dr. Hans Weber
zur Verfugung gestellt.

In Erbsensamen, die durch eine Mutation im ABA BiosynthesewegBag-einen reduzier-
ten ABA-Gehalt im Samen aufweisen, wurde in Zusammenarbe@mHans Weber mittels
Array-Analysen ebenfalls eine Reduktion des Ps-OEP16.2 mRNA GehmaNergleich zu

Wildtypsamen festgestellt (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Regulation des Transkriptgehaltes von Ps-OEP16.2 in as-ABA Samen im Ver-
gleich zum Wildtyp. (Dr. Hans Weber, unveroffentlic ~ hte Daten)

Dargestellt ist der logarithmierte Quotient des Transkriptgehaltes von Ps-OEP16.2 in as-ABA versus
Wildtypsamen (SLR: signal log ratio). Es wurden zwei unabhangige as-ABA Mutantenlinien (L7 und
L16) untersucht. DAP: Days after polination = Alter der Erbsensamen in Tagen nach Bestaubung.

Die Reduktion der OEP16.2 Transkripte in den as-ABA Samen auf ca. 2@&0Wildtyp-

levels konnte auch auf Proteinebene verifiziert werden (Abbildung 33).

wi as-ABA wt as-ABA wit as-ABA
VDAC — 2 -29

=20
OEP16.2 | e— b

Abbildung 33: Proteingehalt von Ps-OEP16.2 in Wildt yp und as-ABA Samen 22 Tage nach Be-
staubung.

Immunoblots vom Ps-OEP16.2 Antiserum gegen Proteinextrakte aus Wildtyp- und as-ABA (L7)-
Erbsensamen (aufgetragen von links nach rechts: ca. 4 pg, 6 pg und 8 pg Samenprotein) aus drei
technischen Wiederholungen. Ein Antiserum gegen das mitochondrielle Porin VDAC wurde als Auf-
tragsmarker verwendet. Das Molekulargewicht der Proteine ist in kDa angegeben. as-ABA Samen
wurden von Dr. Hans Weber zur Verfligung gestellt.

Eine Induktion der Expression von OEP16.2 durch das Trockenstress- und Dormmamzhor
ABA (zur Ubersicht siehe Weber et al. 2005) konnte somit sowoBaimen vorrabidopsis

als auch von Erbse gezeigt werden. Im Zusammenhang mit demaBB#agigen Kei-
mungsphanotyp devepl6.2Mutanten ist damit eine essentielle Rolle des Proteins wéahrend

der Samenreifung und der Dormanz wahrscheinlich.
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5 DISKUSSION

5.1 Subzellulare Lokalisation und Gewebe-spezifische [pxession der

OEP16 Proteine in Pflanzen
Die PRAT Uberfamilie zeichnet sich besonders durch ihre Divriséziiglich der Protein-
funktion in Aminosaure- und Praproteintransport, sowie der unterschiedlichkatidation in
Chloroplasten und Mitochondrien aus (zur Ubersicht Pudelski et al. 2010, AbbiljluAtie
Mitglieder dieser Uberfamilie haben vier Membran-durchspannendelices, eine Tim17
Domane (Pfam protein family database PF02466; Finn et al. 2008) undkk&sseschen,
abspaltbaren Signalpeptide fir das Targeting zu den Organellensdgasannte PRAT-
Motif, das fur TIM22, TIM23, TIM17 und OEP16 beschrieben wurde (Rassow £9249),
ist nicht in allen Sequenzen der PRAT Proteine zu finden (Murchla 2007, Pudelski et al.
2010).
Die subzellulére Lokalisation der PRAT Proteine ist diverge Aflanzlichen Isoformen von
TIM17, TIM23 und TIM22 sind aller Wahrscheinlichkeit nach in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert. Die beiden PRAT1 Proteine befinaddnisider inneren
Hullmembran von Chloroplasten und die beiden PRAT2 Isoformen sind sodsstwéahr-
scheinlich dual in Chloroplasten (innere Hullmembran) und Mitochondrien (&uf3ere Membran)
lokalisiert. Die bis jetzt kaum analysierten PRAT4 und PRAT3 simdderum in
mitochondriellen Membranen zu finden (Murcha et al. 2007, Philippar et al. 200U@ber-
sicht: Pudelski et al. 2010).
OEP16.1 dagegen wurde von Pohlmeyer et al. bereits 1997 aus der &aul3eren
Hullmembranfraktion von Erbsenchloroplasten isoliert. Diverse Protedysanaseither ha-
ben die Lokalisation von OEP16.1 ArabidopsisChloroplasten, Blumenkohl-Proplastiden
und Chloroplasten-Membranfraktionen vémabidopsis Erbse und Mais bestatigt und die
grol3e Abundanz des Proteins gezeigt (Ferro et al. 2003; Froehath2€03; Kleffmann et
al. 2004; Brautigam et al. 2008a, b; Zybailov et al. 2008; Brautigam und rV2€68).
Murcha et al. (2007) konnten miit vitro Protein-Importstudien in Erbsenchloroplasten be-
reits zeigen, dass sowohl At-OEP16.1 als auch At-OEP16.2 ausschlie®IChloroplasten
und nicht im Mitochondrium lokalisiert sind. Erschwert durch das besortgressionsver-
halten von OEP16.2, in ausschliel3lich den Samen, Pollen und Kotyledonen, datohilse
Lokalisation von OEP16.& vivo nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit ermdéglichte die
Isolierung der cDNA Sequenz fir OEP16.2 aus Erbse erstmalig den eindeutigevelSater
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Insertion von Ps-OEP16.2 in der aul3eren Hullmembran von Chloroplasten (AbkliAung
Aufgrund der sehr geringen Expression von OEP16.2 zum Zeitpunkt derolsalar Huill-
membranen aus jungen Erbsen-Pflanzen (10 Tage alt) mussteiedeRroteinextrakt ver-
wendet werden, weshalb jeweils Kreuzreaktionen in der inneren umdeauRullmembran
detektiert wurden. Das Signal von OEP16.2 in der duf3eren Membrandweah jeindeutig.
Ein Nachweis fur OEP16.2 in Hullmembranen AuabidopsisChloroplasten war nicht mog-
lich, da diese erst aus Blattern isoliert werden kdnnen, in denefcR-©2 nicht exprimiert
wird (3 Wochen alte Pflanzen, vgl. Abbildung 8). Importstudien und Untersuchungé&x-de
pressionsmuster von Murcha et al. 2007 beweisen allerdings auchehigrkdiisation in der
aulReren Hullmembran von Chloroplasten. Aufgrund der generell niedrigeedSion von
At-OEP16.4 und eines fehlenden spezifischen Antikorpers fur ein mogbetiesdoges Pro-
tein in Erbse, war eine genaue subzellulare Lokalisation nichlichddine Isolierung der
OEP16.4 Isoform aus Erbse parallel zum erfolgreichen Ansatzst@HEP16.2 war im Rah-
men dieser Arbeit nicht erfolgreich. Murcha et al. (2007) konntetelséines N-terminalen
OEP16.4 GFP Konstrukts iArabidopsisZellkulturen und der Untersuchung von Expressi-
onsprofilen eine eindeutige Lokalisation in den Plastiden zeigaeem deutet die Se-
guenzahnlichkeit zu den anderen OEP16 Isoformen (Abbildung 4, Tabelle@haufokali-
sation in Chloroplasten hin. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal Expression in 11
Tage alten Keimlingen gezeigt werden (Abbildung 9), jedoch nichtden Samen.
Microarray-Daten  des  AtGenExpress Konsortiums (Schmid et al., 2005;
http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) zeigen dagegen den héchsteskriptlevel
von OEP16.4 in maturen Samen (Abbildung 5).

OEP16.4 war inSplit Ubiquitin System die einzige Isoform, die sowohl Homooligomere bil-
dete als auch mit OEP16.1 und OEP16.2 interagierte. Daraus ergildtesioglichkeit, dass
OEP16.4 auch aufgrund seines ubiquitaren Expressionsprofisabidopsisals quasi ,ba-
ckup® Untereinheit in heterooligomeren Kanalporen mit OEP16.1 oder OERItgieift.
Diese Heterooligomerisierung ist beispielsweise fiir pflaheli K-Kanale beschrieben
(Jeanguenin et al. 2008). Genauevivo Untersuchungen zur Heterooligomerbildung der

OEP16 Kanale stehen allerdings noch aus.

5.1.1 Die Membrantopologie der OEP16 Isoformen
Sowohl OEP16.1 als auch OEP16.2 sind mit vier hydrophoben, Membran-durchspannenden
a-Helices tief in die Lipiddoppelschicht eingebettet. Eine Unighrang der Orientierung war

deshalb aufwendig. Trotzdem zeigten beide Proteine bei Behandluaglteren Hullmemb-
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ran mit den Proteasen Thermolysin und Trypsin charakteristischieMAdbbildung 13), die
nur entstehen konnen, wenn N- und C-Terminus fur die Proteasen zugangliahyoidim
Zytosol, bzw. in auBeren Hullmembran-Vesikeln nach aufRen lokalisiert(lseehstra und
Youssif 1986, Waegemann et al. 1992). Diese Ergebnisse stimmen awtdnndchlussfol-
gerungen Uberein, die bereits Pohlmeyer 1997 in seiner Dissertation zog.

OEP16.1, das zwischen der ersten und der zweiten Helix eine deutliclerekirz
Aminosaureschleife als OEP16.2 hat, ist relativ stark vor Protegesehiitzt. Daher war mit
der gleichen Proteasekonzentration kein vollstandiger Verdau wi@E#e16.2 moglich. Auf
jeden Fall zeigten beide Proteine bei einem Verdau mit Thgsmovon der &ul3eren Seite
der Hullmembranen das gleiche Muster. Drei, nur unwesentlich kieBenden erschienen,
die auf einen Verdau des frei nach auf3en ragenden N-Terminufeahkessen. Beide Prote-
ine haben demzufolge die gleiche Orientierung mit N- und C-Tersnim Zytosol. Dieselbe
Orientierung, lasst wiederum vermuten, dass auch der Transportaiurdebildeten Kanal

in die gleiche Richtung verlauft und somit beide Proteine eine ahrfighktion zu erftllen
haben.Die langere Aminosaureschleife des OEP16.2 Proteins zwischemstiem und zwei-
ten Helix, konnte in die Pore gefaltet sein und einen Selektiadbilden oder der Substrat-
erkennung dienen wie es auch Eircoli Porine und den spezifischen Kanal LamB beschrie-
ben wird @bbildung 34 zur Ubersicht siehe Duy et al. 2007, Pudelski et al. 2010). Damit
ware eine andere Funktion von OEP16.2 im Vergleich zu OEP16.1 oder einfaeime an-

dere Porenbildung in den Plastiden denkbar.

Cy

OE
IV HEHERE 1 I RLI (MY

- QOEOT0

Abbildung 34: Hypothetisches Model zur Porenbildung der OEP16 Proteine.
Die vier membrandurchspanneneden a-Helices sind mit I-IV gekennzeichnet. Die langere

Peptidschleife zwischen erster und zweiter Helix ist rot markiert. N: N-Terminus; C: C-Terminus; Cy:
Zytosol; OE: auRere Hillmembran des Chloroplasten; IMS: Intermembranraum.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass OEP16.1 aus Erbse Homoolimmerdeei denen
moglicherweise die ersten beiden Helices die Kanalpore ausbidnnieyer et al. 1997,
Steinkamp et al. 2000, Linke et al. 2004). Diese Oligomerisierung kammnigro im Split
Ubiquitin System auch fur alle OEP16 Isoformen Auwgbidopsisgezeigt werden (Abbildung
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15). Die grof3ten Unterschiede zwischen OEP16.1 und OEP16.2 liegen zurmedeersehr
unterschiedlichen Expression (siehe Kapitel 4.2.1) und zum anderen idérdgeren
Aminosauresequenz zwischen der ersten und der zweiten Helile 8ene sollen durch eine
Genduplikation zeitlich noch vor der Aufspaltung in Moose und Landpflanzen entstanden sein
(Drea et al. 2006). Sie konnten in allen Arten von Landpflanzenifideat werden und sind
damit hoch konserviert. Allerdings hat OEP16.2 in Angiospermen ein zakatzExon zwi-
schen den transmembranen Helices 1 und 2. Diese abweichende ExorGirgammsation

und die Existenz von mehreren ABA regulierten G-Box Elementen irPd@motorregion

wird von Drea et al. (2006) fur die unterschiedliche Expression und Funkdioi©EP16.2

im Vergleich zu OEP16.1 verantwortlich gemacht.

5.1.2 Die Expression der OEP16 Isoformen

Die verschiedenen Isoformen aller PRAT Proteine zeigen tygraeise ganz unterschiedli-
che Expressionsverhalten (Tabelle 1). Die Translokasen der inneremehiliran von Mito-
chondrien (TIM Proteine) sind Teile der Protein-Translokations-Masde in der inneren
Hullmembran von Mitochondrien. At-TIM23 und At-TIM17 bilden einen Komplex giese-
rellen Importweges fur Proteine mit einer abspaltbaren Semadsnz. TIM22 ist am Einbau
von Membran-integraleiCarrier Proteinen mit einer internen Signalsequenz beteiligt. At-
TIM23.1 ist vor allem in spaten Samenentwicklungsstadien und Pollen zu finden, 282IM
ist dagegen ubiquitar auf sehr hohem Niveau exprimiert, wahrendM23I3 ubiquitar aber
auf niedrigem Niveau exprimiert wird (zur Ubersicht siehe Pudelski et al).2010

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ahnliches auch fisaf@men von OEP16 in
Arabidopsisund in Erbse gilt. DNA-Microarray-Daten adsabidopsis(Abbildung 5) konn-
ten sowohl auf RNA Ebene mittels quantitativer RT-PCR (Philigbaal. 2007) und GUS-
Farbung (Abbildung 6) als auch auf Proteinebene (Abbildung 8) logstérden. OEP16.1
und OEP16.2 zeigen ein absolut kontrares Expressionsverhalten. Folgle iméZusam-
menhang mit der langeren Peptidschleife von OEP16.2 im Intermerabnarzwei Schluss-
folgerungen maoglich: (i) Beide Isoformen erfiillen die gleic@ktion nur zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten in der Pflanzenentwicklung mit OEP16.4 als moglidB@ckupsystem
(siehe Kapitel 5.1, Anfang) oder (ii) beide Isoformen haben trotz Hedguenzahnlichkeit
unterschiedliche Funktionen bzw. Substratspezifitaten.

Zum Vergleich: AtTIM23.2 ist die Hauptform der drei TIM23 Isof@min Arabidopsis Nur
mit dieser Isoform war eine funktionelle Komplementation von TIM23 ldefe mdglich
(Murcha et al. 2003). Die Funktion der beiden anderen Isoformen konntegomstdt geklart
werden. Fur Timl7, das ebenfalls drei IsoformenAiabidopsis hat, ist TIM17.2 die
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Hauptisoform. Unter normalen Bedingungen ist TIM17.2 essentiell fie di
Praproteintranslokation durch den generellen Importweg, die Bindungadstufenproteine
und den Transfer der Proteine zum TIM23:17 Kanal (Murcha et al. 2003, 200%4ieb)
konnte allerdings gezeigt werden, dass sich unter Stressbedingundempalitkapazitat der
Pore &ndern kann (Taylor et al. 2003) und dass somit die zwézlmlsh Isoformen als Ba-
ckup in verschiedenen Geweben und Entwicklungsstadien fungieren kénnten.

Das alles deutet auf die erste Schlussfolgerung hin, dass auOlEEES Isoformen dhnliche
Funktionen unter verschiedenen Bedingungen erfullen und die langere €tdpiidsvon

OEP16.2 moglicherweise eine Anpassung an Samen-spezifische Metaboliffirssentiert.

5.2 Die Funktion von OEP16.1in vivo

Die Funktion von OEP16.In vivo war lange Zeit ein sehr kontrovers diskutiertes Thema.
Rekombinantes Ps-OEP16.1 Protein, olasitro in ein Lipid Bilayer System rekonstituiert
wurde, bildete einen sehr leitfahigen, leicht Kationen-selektik@mal. Dieser Kanal mit ei-
nem Durchmesser von ca. 1,0 nm war stark selektiv fur Aminosauren umte Armd un-
durchlassig fur 3-Phosphoglycerat und ungeladene Zucker (Pohimeyet@®7). Der Kanal
wird wahrscheinlich von einem OEP16.1 Homooligomer gebildet. Die Wndedabei von
der ersten und zweiten Helix geformt, wobei die verbindende Peptdschidglicherweise
als Selektionsfilter fungiert (Steinkamp et al. 2000, Linke et al. 208@iliches ist fur
Porine und spezifische Kanale dtiscoli bekannt (zur Ubersicht. Duy et al. 2007).

Eine ganz andere Funktion von OEP16.1 als Vorstufen-Translokase beinmifPyooet der
Protochlorophyllid Oxidoreduktase A (PORA) wurde ebenfalls diskufsiehe Kapitel 1.2
und Reinbothe et al. 2004a, 2004b, Polimann et al. 2007, Philippar et al. 2007).

Fir die OEP16.XkockoutMutantenlinie #F6-4a, die direkt von der T-DNA Insertionslinie
SALK 024018 abstammt, wurde ein De-Etiolierungs-Phanotyp beschriebémdRolet al.
2007). Im Dunkeln gewachsene Keimlinge dieser Linie ergriinten bei Belgimicht, die
Kotyledonen 6ffneten sich nicht und die Pflanzen starben. Dieser Eftekie auf eine Ak-
kumulation des phototoxischen Protochlorophyllids, welches durch das fehleiRig RO
den oepl6.1Mutanten nicht in Chlorophyllid umgewandelt werden konnte, zurlickgefihrt.
Dieser Phanotyp ahnelt stark dem so genannten FLU-Phanotyp. flo-8dutante fehlt die
negative Feedbackkontrolle der Chlorophyll-Biosynthese und damit auch von
Protochlorophyllid, das akkumuliert und so einen stark phototoxischen Effeltsaent
(Abbildung 35, Kim und Apel 2004). Leider wurden in der Untersuchung von Ruoll@iaal.
(2007) weder der korrespondierende Wildtyp, ein unabhangig mutiertes OEPIEb.Ao8h
eine mit OEP16.1 komplementierte Linie mit einbezogen. Zudem feldkeForm von Quan-
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tifizierung und statistischer Auswertung des Ergrinungsphanotypsiedar Replikas der
Untersuchung gemacht, noch mehrere Linien untersucht wurden. In unserem,Hsovde
auch in anderen Laboratorien (Prof. K. Apel, Boyce Thompson Instituteldot Research,
Ithaca, NY, personliche Mitteilung) konnte zudem kein FLU-artiger-Eielierungs-
Phanotyp von Nachkommen der gleichen OEP16.1 Mutantenlinie (SALK_024018) gezeigt
werden (Philippar et al. 2007).

Bei einer quantitativen Uberpriifung mehrerer unabhangiger Nachkomeneep16.1-1Li-
nie (Abbildung 18) konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit tatsécblic deutlich schwa-
cherer Phanotyp festgestellt werden (Tabelle 11). Dieser Ph&egyggierte allerdings nicht
mit dem Verlust von OEP16.1. Auch in einer OEP16.1-Wildtyplinie (#19.3) konmadatr
gewiesen werden. In einer homozygoten OEP16.1-Mutante (#4.1) konnterume#ein
Phanotyp festgestellt werden. Bei einer Uberpriifung der FluorespenRrotochlorophyllid
unter Blaulicht wurde zudem eine deutlich geringere Akkumulation phegotoxischen
Protochlorophyllids festgestellt, als in d&r-Mutante (Abbildung 19). Auch hier zeigte die
OEP16.1-Wildtyplinie #19.3 die gleiche Orangefarbung, wie einige hypgote oepl6.1-
Mutanten (#5.2, F6-4a). In einer weiteren homozygot mutierten OEP16.1¢hie konnte
wiederum keinerlei Protochlorophyllid Akkumulation festgestellt veardDa eine Akkumula-
tion von Protochlorophyllid im toxischen MalRe nur méglich ist, wenn djathes Feedback-
kontrolle des FLU Gens zumindest eingeschréankt ist (Kim und Apel 2004de zuséatzlich
noch Uberprift, ob ein Defekt des FLU-Gens in der SALK 024018 Linie voNagn das
mature PORA sein Substrat Protochlorophyllid nicht im Protochloraghsthlochrom des
Prolamellarkérpers im Etioplasten binden kann (Santel und Apel 1981), datienesad ver-
starkte Expression, bzw. Aktivitdt von FLU die Akkumulation von Protochlordighyer-
hindern. In diesem Fall wird die Biosynthese des Protochlorophyllichgah¢Kim und Apel
2004, Abbildung 35). Da in allen getesteten Nachkommen von SALK 024018 keine Mutation
des FLU Gens nachgewiesen wurde ist der leichte De-Etinie-Phanotyp hdchstwahr-

scheinlich nicht auf eine veranderte Feedbackkontrolle durch FLU zurlickzufthren.
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Abbildung 35 : Vereinfachtes Schema der FLU -abhéngigen Kontrolle der Chlorophyll -
Biosynthese in hohere Pflanzen  (modifiziert nach Kim und Apel (2004)).

Die negative Feedbackregulation der Protochlorophyllidanhdufung durch das FLU-Gen ist rot markiert.
Die Umwandlung von Protochlorophyllid zu Chlorophyllid unter Lichteinfluss (hv), ist griin markiert.
Glu: Glutamat, ALA: Aminolevolinsadure, ProtolX: Protoporphyrin IX, MgProtolX: Magnesium- Proto-
porphyrin 1X, Pchlide: Protochlorophyllid, Chlide: Chlorophyllid, POR: Protochlorophyllid
Oxidoreduktase.

Es konnte bereits gezeigt werden, dassin vitro Proteinmport von PORA in alle OEP]
Einzelmutanten und diverdeoppelmutante mdglich war Philippar et al. 20C) und alle
Doppel-, sowie die Triple-Mtantealler OEP16 Isoformegrin normales Wachstumsverhal
unter Beleuchtung zeigeBaher wurde durch diese Arbeit bewie, dass keines der OEP
Proteine in Arabidopsis in den Proteinimport von PORA undie Umwandlung vol

Etioplasten zu Chloroplasten involviert

5.2.1 OEP16.1 hat keine Funttion im Protein-Import von PORA

Indem sie mit Harnstoff denaturierte Proteine betai, konnten Reinbothe und seine Ir-
beiter zeigen, dass keprePORA inihre OEP16.1 Mutante (#F6-4Apbildung 18) impor-
tiert wird (Pollmann et al. 20(). Im Gegensatz dazu konntbereits Philippar et al. (20C
zeigen, dass der Import von nicht denaturiertem R(n vitro in Chloroplaten aus verschie-
denen Nachkommen deepl6.. Einzel- und auch deoepl6.1/16.4Doppelmutante nict
beeinflusst ist.

Des Weiteren wurde postuliert, dass matures PORfemEtioplasten deoepl6.1-1Mutan-
ten nicht nachzuweisen sé&dllmann et al. 2007). dervorliegenden Arbeit konnten jedc,
unabhangig von einer Mutation des OEP16.1 Gsowohl ahnliche Transkriptgehalte,
auch PORAProtein in sechs verschiedenen SALK_ 024018 Linianhgewiesen werde
(Abbildung 20, Abbildung 2L In keiner deioepl16.1-1lhomozygoterLinien war detPORA-
Transkript- undProteingehalt im Vergleich zum Wildt signifikant verringel. Zudem konn-
ten bei einer Massenspektroskopie der aichnittenen Banden zweifelsfrei spezifischep-

tide, sowohl fir PORA als auch fur PORB, nachgeeneserden Abbildung 21). Zusam-
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menfassend kann gesagt werden, dass in allen analysierten Linlr@R® Expression we-
der durch die Mutation des OEP16.1 Gens noch durch den De-Etiolierunystyghkeein-
flusst war. Daraus kann geschlossen werden, dass weder der Venu®EP16.1, noch der
leichte Ergrinungsphanotyp, der im Hintergrund der SALK 024018 T-DNA beabachtet
werden konnte, einen Einfluss auf den Gehalt von maturem PORA-Proteiastiden etio-
lierter Keimlinge hat. Folglich ist der Proteinimport von PORAdiesen Pflanzen nicht ge-
stort und OEP16.1 ist nicht die Proteintranslokase fir PORA.

Auch aus physiologischer Sicht spricht einiges gegen eine Bunkibon OEP16.1 als
Proteintranslokase von PORA. Die Genexpressionsmuster von OEP16.1 BRAdsik@ ab-
solut gegensatzlich. Da in Angiospermen die Hauptfunktion von PORAdtiatbhangige
Umwandlung von Protochlorophyllid in Chlorophyllid ist, sind Transkripte urateifr von
PORA inArabidopsisausschlief3lich in etiolierten Geweben zu finden. Bei Beleuchuang
den sie zlgig abgebaut und verschwinden (Su et al. 2001). OEP16.1 istndaiege
Hauptisoform von OEP16 in grinen Rosettenblattern. Die Expression wird/g@nrend der
Keimung gesteigert (Philippar et al. 2007). Es ist daher unwalm$ichedass OEP16.1 die
Proteintranslokase fur ein Substrat bildet, das sowohl in anderen @raign@uch unter ab-
weichenden physiologischen Bedingungen exprimiert wird.

5.2.2 Eine Funktion von OEP16.1 im Aminosauretransport

Erst kurzlich konnte erneut die Funktion von OEP16.1 in einen Zusammenhargmit
Transport von Aminosauren in Pflanzen gebracht werden. Die samerssgpezif
Aminosaurepermease (PsAAP1) in Erbse ist in der Plasmameoledisiert. In zwei Feld-

versuchen wurde festgestellt dass Erbsensamen mit héherem AgkRlt-@inen hoheren
Aminosauregehalt und eine hdhere Expression von Genen in Verbindung riiyrdbese

von Lagerproteinen, Reifung, Entsorgung und Vesikeltransport haben (\\atigelt2008).

Die Uberproduktion von AAP1 fiihrte nicht nur zu einem erhohten AminosaurebAngen-

dern auch zu erhéhten OEP16.1 Transkriptgehalten in Embryonen.\lteo Experimente

bereits auf eine Funktion von OEP16.1 als Aminosaure selektivem amkdr duf3eren
Hullmembran von Chloroplasten hinwiesen (Pohlmeyer et al. 1997) ist soraitFunktion

im Transport von Aminosauren auichvivo wahrscheinlich.

5.2.3 Zwei weitere Mutationen in der Linie SALK 024018

Obwohl OEP16 keine Funktion bei der Ergrinung hat, zeigt die T-DNA timsglinie
SALK 024018 einen leichten De-Etiolierungs-Phénotyp. Neben der T-DNAtMuaotvon
OEP16.1 wurden in Nachkommen dieser Linie zwei weitere Insertionelern Generht-
AroGP1 (Atlg70370) undAt-CM1 (At3g29200) gefunden (Abbildung 22). Die Mutationen
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der Gene At-AroGP1l und At-CM1 korrelierten allerdings ebemfalicht mit dem De-
Etiolierungs-Phanotyp (Tabelle 12). AroGP1 ist eine nicht katahgisontereinheit des
Polygalacturonase-Enzyms, das in den Apoplasten abgesondert wirdnenBadlie in der
Regulation der Pektinbiosynthese wahrend der Fruchtreife von Tomagdh (kfmore und
Bennett 1994, Watson et al. 1994). Daher ist es unwahrscheinlich, das$1AnoG
Arabidopsiseine Rolle in der Plastid-Biogenese und Ergriinung spielt. Die @eadriglutase
(CM1) katalysiert einen Schritt in der Biosynthese der arootais Aminosauren Phenylala-
nin und Tyrosin. Da aromatische Aminoséauren nicht nur klassische Kontpanen Protei-
nen sind, sondern auch wichtige Vorstufen von sekundaren Pflanzenmetaboliteg, didnnt
Funktionsverlust von CM1 schwere Schaden in der Pflanze hervorrut&rabiidopsisist die
CML1 Isoform in den Plastiden lokalisiert (Eberhard et al. 1996, Mobley et al. 1999) und kénn-
te somit eine Rolle in der Chloroplasten-Biogenese spieleardiigs fihrte die T-DNA In-
sertion incm1-1in der SALK_024018 Linie nicht unbedingt zu einem reduzierten mMRNA
Gehalt. In der Linie #5.2, welche einen starken De-Etiolieriigsiotyp zeigte, war der
Transkriptgehalt reduziert, in der Linie #2.2, die keinerlei Phanotyp,hattoch nicht. Des-
halb kann ein indirekter Einfluss der CM1 Expression auf die lichtindeziégmwandlung
von Etioplasten in Chloroplasten nicht ausgeschlossen werden. Moglicdernverandert
eine noch unbekannte Mutation im Genom der Linie #5.2 (Abbildung 18) die Bxpre®n

CM1 derart, dass es zu einem De-Etiolierungs-Phanotyp kommt.

5.3 Die Funktion von OEP16.2in vivo

OEP16.2 zeichnet sich durch zwei besondere Merkmale aus: (i) Zum é®dangere
Peptidschleife zwischen erster und zweiter transmembranet ideNergleich zu OEP16.1
und OEP16.4 (Abbildung 4, Abbildung 14). (ii)) Zum anderen die spezifische unchbels
liche Expression in Pollen und reifen Samen (Abbildung 5, Abbildung 6)alsgedehnte
Peptidschleife zwischen Helix 1 und Helix 2 konnte fur die Sulsgeatfitat von OEP16.2
verantwortlich sein. Somit ist eine leicht abweichende Funktion von OERLG\D im Ver-
gleich zu OEP16.1 denkbar (vgl. Kapitel 5.1.1). Aufgrund der Expressiogsariat mit Si-
cherheit zu sagen, dass beide Isoformen von OEP16 ihre Hauptfunktionen sahisdér
chen Zeitpunkten in der Pflanzenentwicklung haben. Die Samenentwicklung inemdhe
Pflanzen kann in zwei Phasen unterteilt werden: die Morphogeneskertsch Embryo und
Endosperm entwickeln und die Samenreifung. Das frihe Embryowachstginmt mit der
einzelligen Zygote und endet mit dem Herzstadium, in dem alle emdlgn Strukturen be-
reits angelegt sind (Abbildung 24). Diese Phase ist hauptsachéitdrmal kontrolliert. Mit
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der Ubergangsphase zur Samenreifung, in der der Embryor weithst, beginnt auch die
filiale Kontrolle (zur Ubersicht siehe Weber et al. 2005, Bokisgt al. 2004, Holdsworth et
al. 2008). Die spatere, primare Samenruhe wird frih wahrend deangsfungsphase initi-
iert, d.h. ab diesem Zeitpunkt ist eine Keimung, abhangig vom Genotymduglich wenn
die Ublichen Dormanz-brechenden oder Keimungs-einleitenden Faktoren acierele,
Licht, Kaltebehandlung oder Behandlung mit Gibberelinsdure oder ;KM@liegen
(Abbildung 36). Die Dormanz steigt an und wird immer schwerer zcherebis der Samen
vollig ausgereift ist (zur Ubersicht sieBentsink und Koornneef, 200Raz et al. 2001). Pa-
rallel dazu beginnt auch die Expression von OEP16.2 im Embryo und afteitiesem Zeit-
punkt stark auf ihr Maximum im reifen Samen an (Abbildung 5, Abbildi)ndpie Samenrei-
fung ist abgeschlossen, wenn sich Nahrstoffe angehauft und eingélagen, der Wasserge-
halt im Samen zurtick gegangen ist, der Abszisinsaure (ABA) Gatgédstiegen ist und die
Trockenstresstoleranz sowie die primére Dormanz etabliert wurden (AbbB8éjng

5.3.1 OEP16.2 spielt eine Rolle bei der Dormanz von Samen

Die besonders starke Expression von OEP16.2 in Samengewebe wird duwadndARiert.
Microaray Analysen an reifen Samen zeigten, dass sowohl im Emdogfgeauch im Emb-
ryo durch Zugabe von 20 uM ABA die Expression von OEP16.2 stark induziedewur
(Abbildung 27, Penfield et al. 2004). Zudem sind in der Promotorregioi©O&HiL6.2einige
ABA-regulierte Elemente zu finden (Drea et al. 2006). ABA regtiin ArabidopsisSamen
die Zelldifferenzierung, unterdrtickt Zellteilungsaktivitdten undfiistTrockenstresstoleranz
verantwortlich (Weber et al. 2005, Borisjuk et al. 2004). Dieser ARf&weg ist wiederum
eng mit dem Zuckerhaushalt verkniupft. Zudem ist ABA ein wichtiger Reguwatdnduktion
der Dormanz wahrend der Samenreifung, sowie des Erhalts bzw. der AufheburagrdanD
in gequollenen Samen zu Beginn der Keimung (Abbildung 36, zur Ubersiehe si
Holdsworth et al. 2008). Die Samendormanz wurde definiert, als die Uikt eines
intakten, lebenden Samens die Keimung unter giinstigen Bedingungerendeol(Bewley
1997, zur Ubersicht siehe Bentsink und Koornneef, 2@0i&)geringer ABA-Gehalt wahrend
der Samenentwicklung wird mit der Abwesenheit von primarer Dornrameifen Samen
assoziiert, wahrend bei Uberexpression von Genen der ABA Biosynilees&BA-Gehalt
gesteigert und damit die Samendormanz verstarkt oder die Keimuriggedraverden kann
(Abbildung 36, zur Ubersicht siehe Finkelstein et al. 2002, 2008, Nambara uiahiRail,
2003, Holdsworth et al. 2008). Von aul3en auf Samen appliziertes ABRelitgt Dormanz-
ahnlichen Phanotypen aus (Penfield et al. 2004). Trotzdem kann eine ABsx&@ung von
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gequollenen, keimungsbereiten Samen Informationen Uber die Sefisgegen ABA und

deren Entfernung nach der Samenreifung liefern.

Dormanz- Dormanz- Dormanzaufhebung Keimung
induktion erhaltung
Nachreifung
/ Nitrat, Stickoxide, aktive Feuchte
/ Sauerstoffspezies Lickit
ABA ABA — Ethylen l
Maternal Fllale Asis anRK alle
aternale s Iale ABI3, SnRK
Kontrolle Kontrolle 1
QCEP16.17 CEP16.27 Empfindlichkeitfiir GA
D OEP16.27 OEP16.17?
\,
Reifung ‘ Primére
Dormanz
|
I
Einlagerungven Trockenstress- Mobilisierung von
Speicherstoffen toleranz Speicherstoffen

Abbildung 36: Entwicklungsabh&ngige Dormanzinduktio n und —aufhebung (modifiziert nach
Finkelstein et al. 2008)

Zeitlicher Ablauf der Dormanzinduktion und -aufhebung in Abhéngigkeit einiger regulatorischer Fakto-
ren. Die GrolRen der Abszisinsdure (ABA) und Gibberelinsdure (GA) Symbole reprasentieren die rela-
tiven Hormongehalte. Die Induktion ist von ABA unabhé&ngigen, maternalen und filialen Faktoren, so-
wie von ABA-Signalen abhangig. Die Aufhebung wird durch viele Umweltfaktoren, die auf das ABA:GA
Gleichgewicht einwirken, unterstiitzt. Ein GA Uberschuss bewirkt eine Zellwandlockerung, die das
Erscheinen der Radikula und somit den Beginn der Keimung ermdglicht. Induktion und Hemmung sind
durch Pfeile bzw. Balken gekennzeichnet (zur Ubersicht siehe Finkelstein et al. 2008). Eine mégliche
Rolle von OEP16.1 und OEP16.2 ist angedeutet. ABI3: ABA Insensitiver Faktor 3, SnRK: Sucrose
nonfermenting related protein kinases.

Genetische Analysen wurden dazu benutzt Komponenten der ABA Sigjeallie bei der
Keimung eine Rolle spielen zu identifizieren. Es wurden dabei elrogeentdeckt, die bei
der Aufhebung der Sensitivitat fir ABA eine Funktion erfillen. Wurdiese Gene mutiert,
kam es bei gequollenen oder feucht-kiihl behandelten Samen zu einddyjpsensitivitat
(zur Ubersicht siehe Holdsworth et al. 2008 und dort genannte Referenzen).

Ahnlich dieses beschriebenen Phanotyps haben in dieser ArhbitlopsisSamen mit einer
knockoutMutation vonOEP16.2unter ABA Zugabe eine verzogerte Keimung im Vergleich
zu den korrespondierenden Wildtypsamen gezeigt. Diese Samen hatiemaah 96 h keine
100% Keimungsrate erreicht (Abbildung 28). Um Einflisse durch die AnziethMutter-
pflanzen zu eliminieren, wurde der Versuch in einer weitereme@tion wiederholt. Da sich
auch hier das Ergebnis bestétigt hat, ist der Unterschied iKedarfahigkeit nicht auf die

Samenanzuchts- und Erntebedingungen zuriickzufihren. Diese Unterschiede karnveen be
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suchen mit depepl16.1/16.2/16.&riple-Mutante nicht nur bestétigt werden, sondern waren
hier sogar noch signifikanter (Abbildung 28). Um einen grof3en Einflusbaiden anderen
Isoformen, OEP16.1 und OEP16.4 auszuschlieen wurden auch alle Doppelmutanten
0epl16.1/16.40epl6.2/16und 0epl6.1/16.diberprift (Abbildung 29). Ausschliel3lich wenn
OEP16.2nicht mehr vorhanden war, konnte eine Reduktion der Keimungsrate unter ABA
Einfluss festgestellt werden. Diese Hypersensitivitat auhAif®i der Keimung und die da-
raus resultierende Verzdégerung der Keimung ist somit eindigia Funktion vorOEP16.2
zurtckzufihren. Eine unterstitzende Funktion von OEP16.1 oder auch vor allem von
OEP16.4 beispielsweise in heterooligomeren Kanalen (vgl. Kapge?) ist allerdings durch
die Tatsache, dass die Triple-Mutante den starksten Phéanotyp rieigt,auszuschlielen.
Versuche zur Verifizierung dieser Ergebnisse ArabidopsisSamen in denen der Verlust
von OEP16.2durch Transformation des Wildtypgens komplementiert werdenisdlbereits

im Gange.

Gene deren Mutation eine solche Hypersensitivitat auf ABA Ingevafen hat, haben unter-
schiedlichste Funktionen in der Samenkeimung, z.B. spielen einig&elleebei der RNA
Translation und in der ABA Signaltransduktion (zur Ubersicht siehddwairth et al. 2008).
Die Reduktion der Expression d8ucrose nonfermenting-1-related protein king&sRK1)

in Erbse fuhrte zu einem Phéanotyp, der dem ABA-insensitiven Erschebilchgonabi-3
Mutanten &hnelt (Radchuk et al. 2006). SnRK1 ist ein VermittleBdecharose-spezifischen
Signale und steuert die metabolischen und hormonellen Signale wahrenhclestums und
der Differenzierung von Kotyledonen, den hauptsachlichen SpeicherorgaBdmsensamen.
Die snrkl Samen haben unter anderem zahlreiche Defekte in der Samenreiiung
Kotyledonendifferenzierung und -wachstum, einen verringerten Umbau waheBase in
Speicherprodukte, einen geringeren Globulingehalt und zeigen geldgerdtizeitige Sa-
menkeimung (Borisjuk et al. 2004, Weber et al. 2005, Radchuk et al. 2006, 2010ye@erin
ABA-Gehalte und eine reduzierte Genexpression, von Genen die in dievéfittelte Sa-
menreifung und in die Reaktion auf Zucker involviert waren, deuten damaufiass SnRK1
fur die ABA-Synthese und/oder die Signaltransduktion in einer fritfease der Samenent-
wicklung verantwortlich ist. Untersuchungen des metabolischen Profil€Erdryonen aus
antisense-unterdriickten SnRK1-Samen ergaben einen geringeren Galrgiraschen Sau-
ren und Aminosauren. Es wird angenommen, dass SnRK1 die Reaktion &efsfytale
vermittelt, die fur die frihe Kotyledonenausbildung bendétigt werdpéte®e Reifungsvor-
gange und Speicheraktivitaten waren durch eine RepressioBnRK1stark eingeschrankt
(Radchuk et al. 2006, 2010). Transkript-Analysen der Gruppe von Dr. H. Wedbnid-
Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung, IPK—-Gatens)jetegten 20 Tage
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nach der Befruchtung eine signifikante Reduktion der Transkription R16.2 in den
snrkl-antisense Mutantensameuanvertffentlichte Daten, Abbildung 30). In dieser Arbeit
konnte zusatzlich eine ca. 35%ige Reduktion des Proteingehalts in 8@sem festgestellt
werden. Geht man davon aus, dass OEP16.2 eine &hnliche Funktion wie OEP16.1dreat und
vorrangige Funktion von OEP16.1 der Aminosauretransport ist, dann wéare geedeolRe-
duktion von OEP16.2 ein geringerer Aminosauregehalt in dawklantisense
Mutantensamen. Auch die eingeschrankten Speicheraktivitaten konnten durBleeirdion
des Metabolitransporters, in diesem Falle OEP16.2 ausgelost weideisf jeden Fall hat
eine Reduktion von endogenem ABA auch in Erbse zu einer Reduktion von OEBW6#
auf RNA-Ebene, wie auch auf Proteinebene gefihrt.

Einen &hnlichen Hinweis geben Erbsensamen, mit einer reprimi&BArBiosynthese. Die
Transkription von OEP16.2 war in diesen Samen 22 Tage nach der lBefigsignifikant
reduziert (Gruppe Dr. H. Weber, unverétffentlichte Daten, AbbildungA23h auf Protein-
ebene konnte hier eine ca. 30%ige Reduktion von OEP16.2 gezeigt wehigldAg 33).
Die Expression von OEP16.2 ist damit erwiesenermal3en stark vom ABAItGn Erbsen-

samen abhangig und somit ein weiterer Faktor in der Regulation der Saorenreif

5.3.2 Zusammenspiel von OEP16.1 und OEP16.2 in der Samenentwicklung

Wahrend der Samenentwicklung spielt die raumliche Verteilung voalditen eine essen-
tielle Rolle (Borisjuk et al. 2004). OEP16.1 wird zu Beginn der Samerekiting sowohl im
Endosperm, als auch im sich entwickelnden Embryo exprimiert. OpeeEsion von OEP16.2
steigt in der Samenreifung sehr stark an und ist vor allem im maturen Enamiyeeisbar. In
der Ubergangsphase, in der auch der Ubergang von der maternalen|&enifalie filiale
Kontrolle der Embryonalentwicklung stattfindet, werden beide Rveteexprimiert
(Abbildung 8). Einen funktionellen Zusammenhang zwischen beiden OEP1l6msofmer-
deutlichen Analysen an Erbsensamen mit Mutationen von zwei wegssentiell an der Sa-
menreifung beteiligten Genen: (i) Erbsensamen, die die Aminosdorepse (AAP1)
Uberexprimieren, haben einen erhohten Gehalt an Aminosduren und unter agidereer-
starkte Expression von Genen die mit Speicherproteinsynthese und S&megnzusammen-
hangen (Weigelt et al. 2008). In diesen Samen ist der ABA Gehaltadlbesrh6ht, vermut-
lich aufgrund der gesteigerten Aktivitdt von Genen, die fur die Bpm&tivitat zustandig
sind. Sowohl die Transkription von OEP16.1 als auch von OEP16.2 ist 26 Tage nBeh der
fruchtung induziert (Weigelt et al. 2008, nicht publizierte Daten)) Der 2-
Oxoglutarat/Malat Translokator (OMT) reguliert die Aminosauned Speicherproteinsynthe-

se in Erbsenembryonen. Eine Unterdrickung der OMT Expressionlhssirden Abbau von
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Kohlehydraten, d.h. den Umbau von Saccharose in Aminosauren und Proteinertreédszie
Samengewicht und verzogert die Samenkeimung (Riebeseel et al. 2@ BxdPession von
Speicherproteinen ist verzogert und die reifen Samen haben einereremfuBroteingehalt.
Es besteht die Vermutung, dass OMT unter anderem fur die Biesgntlon Aminosauren in
Erbsensamen notwendig ist. In diesen Samen mit reduzierter OMT ¢iunkéiren die
Transkriptgehalte von OEP16.1 und OEP16.2 17 und 22 Tage nach der Befruchtifirg sig
kant reduziert (Riebeseel et al. 2010). Diese Ergebnisse unterm@dieeHypothese, dass
OEP16.1 und OEP16.2 eine wichtige Funktion beim Aminoséuretransport irdétader
Erbsensamen zu erfullen haben. Die Expressionsdaten zeigen, d258.OB der Morpho-
genese, dem ersten Stadium der Embryonalentwicklung eine Rolle Ispier zweiten Pha-
se, der Samenreifung steigt dagegen die Expression von OEP16.2utdmkMaximum an.
Auch Proteomanalysen an Proplastiden in meristematischen Geweb@&tuwoenkohl wei-
sen OEP16.1 nach (Brautigam und Weber 2009). Proplastiden sind undifieecRiastiden
mit hoher biosynthetischer Aktivitat in meristematischen Gewebgnthetisiert werden vor
allem Aminosauren, Fettsauren, Purine und Pyrimidine. Die Proplaseédemran ist vor
allem fur den Import von Metabolitvorstufen und den Export von Metabolitproddiktethe
sich schnell teilende Zelle gerustBlie Vermutung, dass beide OEP16 Isoformen fir den
Transport von Aminosauren aus den Plastiden fUr ein optimiertes Emabwgmhstum zu

unterschiedlichen Zeitpunkten der Samenentwicklung zustandig sind liegt also nahe.

5.4 Ausblicke zur Funktionsanalyse

Um die Funktion der OEP16 Isoformen weiter zu untersuchen, wurdes eisi/erspre-
chende Messungen mit in Proteoliposomen rekonstituierten, rekombinanteh6 @QEund
OEP16.2 Proteinen im Lipid Bilayersystem (lonovation, AG Soll in Zusanarbeit mit Dr.
Roland Hemmler, Osnabrick, Deutschland) gestartet. Des Weitereenvéransportmes-
sungen mit radioaktiv markierten Aminosauren an, in Proteoliposomen rékientn, re-
kombinanten OEP16.1 und OEP16.2 in der Gruppe von Dr. llka Haferkamp (F&chber
Biologie, Pflanzenphysiologie, TU Kaiserslautern) durchgefihrt. Isedi€&ruppe werden
zudem 18 unterschiedlichE. coli Bakterienstamme mit verschiedenen Mutationen im
Aminosauretransport, die mit OEP16.1 und OEP16.2 komplementiert wurden, umtersuc
Hier soll die Aufnahmefahigkeit fur radioaktiv markierte Aminassuder komplementierten

im Vergleich zu den nicht komplementierten Mutanten festgestellt werdgénZend wurden

im Rahmen dieser Arbeit erste Untersuchungen von Hefemutantezin diachstumsdefizit
durch eine gestdrte Aufnahme von verschiedenen Aminosauren aufweisempdregDiese
Experimente werden zeigen, ob durch OEP16.1, OEP16.2 und OEP16.4 eine
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Wachstumskomplementation erreicht werden kann. Generelle Unterseohunagm
Metabolitgehalt, insbesondere von Aminoséauren, in SameikadridopsisWildtyppflanzen
und oepl16.2-1knockoutMutanten unter ABA-Einfluss werden derzeit in Erlangen in der
Gruppe von Prof. Dr. Uwe Sonnewald (Department Biologie, LehrstulBiighemie, Uni-
versitat Erlangen-Nurnberg) durchgefihrt.

Die Funktion der OEP16 Proteine bleibt also auch in Zukunft ein intetessand spannen-
des Gebiet.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Zellkompartimentierung im Laufe der Evolution machte einen aussth von Metaboli-

ten und anderen gelosten Stoffen zwischen den Organellen und dem Zytosohgiveahdin

der auBeren Hullmembran der Chloroplasten konnten in diesem Zusammeimigegehr
spezifisch regulierte, abundante Proteine, die OBBtI( envelope proteipcharakterisiert
werden. Im Zuge dieser Arbeit wurden die OEP16 Proteine, einefamtee der PRAT Pro-
teine preprotein and aminoacid transportgnshysiologisch und funktionell naher charakteri-
siert. Bekannten vitro Expressionsdaten der drei Isoformen At-OEP16.1, At-OEP16.2 und
At-OEP16.4 inArabidopsiskonntenin vivo verifiziert werden. So wurde in Samen und Keim-
lingen die aul3erst kontrare Expression von OEP16.1 (in Blattern) und OERL62men)
sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene gezeigt. In Edosge OEP16.2 zum ers-
ten Mal nachgewiesen und isoliert werden. Auch die subzellutdkelisation und Orientie-
rung in der aulReren Hullmembran von Chloroplasten aller drei Isoforraetewveitestge-
hend aufgeklart. OEP16.1 und OEP16.2 sind demnach mit dem N- und C- Terminus i
Zytosol lokalisiert.

Erste funktionelle Analysen der OEP16 Proteine ergaben eine m&glic
Homooligomerisierung, sowie eine Heterooligomerisierungfiiabidopsisund somit eine
wahrscheinliche Kanalbildung. Dabei ist eine Funktion von At-OEP16.Batkupsystem

fur die beiden anderen IsoformenAmabidopsisdenkbar. Analysen von Einzel- Doppel- und
Triple-knockoutMutanten unter unterschiedlichen Wachstumsbedingungen konnten die Dis-
kussion Uber die tatsachliche Funktion von OEP16.1 endgultig bereinigen. Der publizierte De-
Etiolierungs-Phanotyp fir Nachkommen der SALK 024018 Linep(6.1-), der auf eine
Funktion in der Umwandlung von Etioplasten zu Chloroplasten schlie3en tieffpdsutig
nicht auf eine T-DNA Insertion IOEP16.1zuriickzufihren. Expressionsanalysen auf RNA-
und Proteinebene zeigten weiterhin, dass OEP16.1 nicht die Importptf®RA sein kann.
Stattdessen konnten zwei weitere T-DNA Insertionen in den Nachkomden
SALK 024018 Linie in den Genen At-AroGP1 (Atlg70370), der nicht katalytsdhe
Untereinheit des Polygalacturonase Isoenzyms 1 (PG1), und At-@Qi8g20200), der
Chorismat Mutase 1, nachgewiesen werden wobei festgestellt wiasteder Phanotyp even-
tuell auf eine Transkriptionsregelung von CM1Ambidopsiszurtickzufiihren ist. Untersu-
chungen an Uberexpressionsmutanten fiir die samenspezifische AminosiessgePs-
AAP1, sowie an antisense reprimierten Ps-OMT (2-oxogluterakaten@ranslokator) Erb-

sensamen bestétigt dagegen die bereits publizierte These, OERL&h spezifischer
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Aminosauretransporter in der auf3eren Hullmembran von ChloroplastenuAdifder spezi-
fischen, ausschlie3lichen Expression in jungen Pollen, reifen Samerehmpisgen Keim-
lingen ist eine Funktion von OEP16.2 als Aminosauretransporter beadengntwicklung,
Dormanz und anschlieRenden Keimung naheliegend. Untermauert wird diese durch
Untersuchungen an Samen von mehrevepl6.2-1 knockouMutanten, die eine einge-
schrankte Keimfahigkeit unter ABA Einfluss zeigten. Des Weitezeigten Expressionsana-
lysen auf RNA- und Proteinebene eine Reduktion von Ps-OEP16.2 bei ggeingABA
Gehalt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Familie der OERilBrétaine mit grofRer
Wahrscheinlichkeit eine essentielle Rolle im Aminosauretransport tbau@exe Hullmemb-

ran von Plastiden in unterschiedlichen Phasen der Samen- und Pflanzenentwicklting spiel
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