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Summary

Chloroplasts are, like mitochondria, endosymbiotic derived organelles. A eukaryotic cell,
which already contained a nucleus and mitochondria, took up an ancestor of today’s
cyanobacteria. The chloroplast is, like its ancestor, a Gram-negative bacterium, surrounded
by two membranes. In chloroplasts the photosynthesis and biosynthesis of many metabolic
intermediates takes place, like carbohydrates, amino acids and fatty acids. Since those
metabolic intermediates are needed or metabolized in other compartments of the cell,
they must cross the chloroplastic envelopes. Like the porins in the outer membrane of
Gram-negative bacteria, which are waterfilled pores with a B-barrel structure, the outer
envelope of the chloroplast harbors the so-called Outer Envelope Proteins (OEPs), which
are mediating the metabolic transport over the outer envelope. So far OEP21, OEP24,
OEP37 and OEP40, belonging to the B-barrel family of OEPs, have been characterized, as
well as OEP16, which certainly is consisting of a-helices, and OEP23, which has a mixed
structure.

Plants as sessile organisms are facing continual chancing environmental conditions and
need to adapt to those. Abiotic factors, which have a great influence on crop yield, are cold
and freezing temperatures. To withstand freezing temperatures, plants have evolved the
process of cold acclimation: Exposure to low, non-freezing temperatures leads to the gain
of freezing-tolerance. In the course of this process, changes in gen and protein expression
lead to the accumulation of cryoprotectants like sugars and amino acids. OEP16 is
permeable for amino acids and gets upregulated at 4 °C, while OEP40 is permeable for
glucose and the loss of function mutant shows an early flowering phenotype when grown
at cold temperatures. OEP23 is downregulated in the cold. In the present thesis these three
OEPs were observed in terms of their role in the process of cold acclimation in Arabidopsis
thaliana. For OEP40 it could be shown, that it works hand in hand with a sugar transporter
at the inner envelope, because the double mutant shows a smaller phenotype in
comparison to wildtype. The OEP16 loss of function mutant shows a lowered freezing-
tolerance by contrast with the wildtype. Furthermore, with the help of phopshomimetic
substitution mutants, it could be shown in vitro and in vivo that phosphorylation has an
impact on the channel activity. By using the method of non-aqueous fractionation, it could
be proven that the subcellular metabolite distribution is altered in OEP16 loss of function

mutants in comparison to wildtype, which could be the reason for the lowered freezing-
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tolerance. Moreover, the specificity of the channel in terms of the amino acids being
transported got narrowed down. In case of OEP23 a T-DNA insertion line in Arabidopsis
thalina was characterized for the first time, indicating that the loss of function of OEP23
might be embryo lethal.

The results prove, that the outer envelope is not just a diffusion barrier for metabolites and

that OEPs do play a role in the process of cold-acclimation.



Zusammenfassung

Chloroplasten sind, wie Mitochondrien, Organellen mit endosymbiotischem Ursprung. Eine
eukaryotische Zelle, welche bereits im Besitz eines Zellkerns und Mitochondrien war, nahm
ein anzestrales Cyanobakterium endosymbiotisch auf. Der Chloroplast ist, wie sein Vorfahr,
ein  Gram-negatives Cyanobakterium, von zwei Membranen umgeben. In den
Chloroplasten finden die Photosynthese und die Biosynthese vieler wichtiger
Stoffwechselprodukte, wie Kohlenhydraten, Aminosauren und Fettsduren, statt. Da diese
Stoffwechselprodukte auch in anderen Kompartimenten der Zelle benétigt werden oder
dort weiter prozessiert werden, miissen sie die Membranen des Chloroplasten passieren.
Ahnlich zu den wassergefiillten, aus B-Faltblittern bestehenden Porinen in der duReren
Membran von Gram-negativen Bakterien, gibt es in der duBeren Hillmembran von
Chloroplasten die sogenannten outer envelope proteins (OEP), welche den
Metabolittransport vermitteln. Bislang wurden OEP21, OEP24, OEP37 und OEP40 aus der
B-Faltblatt-Familie der OEPs naher charakterisiert, ebenso wie OEP16, welches allerdings
aus a-Helices besteht, und OEP23, welches sowohl aus B-Faltbldttern und a-Helices
besteht.

Pflanzen als sessile Lebewesen sind sich stiandig andernden Umwelteinfliissen ausgesetzt
und mussen sich diesen somit laufend anpassen. Ein abiotischer Faktor, der jahrlich grof3en
Einfluss auf Ernteertrage von Nutzpflanzen hat, ist Kdlte und damit einhergehend Frost. Um
gefrierende Temperaturen zu Uberleben, haben Pflanzen den Prozess der Kalte-
Akklimatisierung entwickelt: Die Exposition zu kalten, nicht-frierenden Temperaturen fihrt
zur Ausbildung einer Gefriertoleranz. Im Laufe dieses Prozesses flihren Verdanderungen in
der Gen- und Proteinexpression zur Akkumulation von Kryoprotektantien in Form von
Zuckern und Aminosduren. OEP16 ist permeabel flir Aminosduren und wird bei 4 °C
hochreguliert, wahrend OEP40 permeabel fiir Glukose ist und die Verlustmutante einen
frihen Blihphanotyp in kalten Temperaturen zeigt. OEP23 wird in der Kalte
runterreguliert. In der vorliegenden Arbeit wurden diese drei OEPs im Hinblick auf ihre
Rolle im Prozess der Kalte-Akklimatisierung in Arabidopsis thaliana untersucht. Fiir OEP40
konnte gezeigt werden, dass es Hand in Hand mit einem Zuckertransporter in der inneren
Hillmembran zusammenarbeitet, da die Doppelmutante dieser beiden Proteine einen
kleineren Phanotyp besitzt im Vergleich zum Wildtyp. OEP16 Verlustmutanten weisen eine

deutlich verminderte Gefriertoleranz auf im Vergleich zum Wildtyp. Mithilfe von
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phosphomimetischen Substituionsmutanten von OEP16 konnte zudem in vitro als auch in
vitro gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des Kanals einen Einfluss auf dessen
Aktivitat zu haben scheint. Durch Einsatz der Methode der nicht-wassrigen Fraktionierung
konnte zudem gezeigt werden, dass es auf subzellulirer Ebene zu Anderungen in der
Metabolitverteilung in OEP16 Verlustmutanten im Vergleich zum Wildtyp kommt, welche
die Ursache fiir die verminderte Gefriertoleranz sein kdnnten. Zudem konnte die Spezifitat
des Kanals im Bezug auf die transportierten Aminosauren naher eingegrenzt werden. Fir
OEP23 wurde erstmals eine T-DNA-Insertionslinie charakterisiert mit einem
moglicherweise embryolethalen Phanotyp.

Die Ergebnisse zeigen, dass die duRere Hillmembran nicht bloR eine Diffusionsbarriere fir
Metabolite darstellt, sondern dass die OEPs eine Rolle im Prozess der Kailte-

Akklimatisierung spielen.
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Einleitung

1 Einleitung

Ohne Pflanzen und deren Fahigkeit, mithilfe der Photosynthese Sauerstoff zu produzieren,
ware das heutige Leben, wie wir es kennen, nicht moglich. Die oxygene Photosynthese
entwickelte sich vor ca. 2,3 Milliarden Jahren in den Vorfahren der heutigen
Cyanobakterien (Kirschvink und Kopp 2008), was einen drastischen Anstieg der
Sauerstoffkonzentration in der Atmosphare zur Folge hatte. Dieses Ereignis ist auch als die
groBe Sauerstoffkatastrophe bekannt. Der nun in groRen Mengen verfligbare
atmospharische Sauerstoff stellte eine neue Energiequelle dar und beglinstigte somit die
Evolution hin zu mehrzelligen Organismen. Die Evolution von Pflanzen begann vor ca.
1 Milliarden Jahren, als ein phagothropher Eukaryot, welcher bereits einen Zellkern und
Mitochondrien besaR, ein Vorfahr der heutigen Cyanobakterien aufnahm (Ponce-Toledo et
al. 2017). Die primare Endosymbiose (Abbildung 1), wie dieses Ereignis auch genannt wird,
markiert die Entstehung der Chloroplasten: Der eingeschlossene Organismus wurde zu
einem Teil der Zelle, einem Endosymbiont, anstatt als reine Nahrungsquelle zu dienen. Die
Chloroplasten mussten nun in den bereits bestehenden, komplexen genetischen und
metabolischen Kontext der Wirtszelle integriert werden. Daraus entstand ein Netzwerk aus
Kontrollmechanismen fir die transkriptionelle Kontrolle zwischen Nukleus und
Chloroplast, sowie die biochemische Arbeitsteilung zwischen den endosymbiontischen
Organellen, den Mitochondrien und Chloroplasten, und anderen Zellkompartimenten. Die
Kompartimentierung ist eine der grof8ten Errungenschaften der Eukaryoten gegentiber den
Prokaryoten. In Pflanzen ist die Kompartimentierung am komplexesten, im Vergleich zu
anderen eukaryotischen Organismen, aufgrund des Vorhandenseins von Vakuole,
Chloroplasten und Zellwand. Viele biochemische Stoffwechselwege sind auf verschiedene
Kompartimente aufgeteilt, was einen Austausch und somit auch den Transport von
Metaboliten Giber Membranen notwendig macht. Aufgrund ihrer Verwandtschaft zu Gram-
negativen Bakterien sind Chloroplasten von zwei Membranen umgeben, dem outer
envelope (OE) und dem inner envelope (IE). Die Adaption dieser Membranen an die neuen
Herausforderungen im Bezug auf den Transport von Metaboliten und Proteinen war eine

der groRten Aufgaben des Prozesses der Endosymbiose.
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Abbildung 1 Ursprung der Chloroplasten durch Endosymbiose. Eine eukaryotische Zelle, welche bereits
einen Nukleus (N) und Mitochondrien (M) enthalt, nahm vor ca. 1 Milliarden Jahren einen zur Photosynthese
fahigen Vorfahr der heutigen Cyanobakterien auf. So entwickelte sich der Chloroplast und aus der duBeren
Membran (OM) und inneren Membran (IM) des Cyanobakteriums entstanden die duRere Hiilllmembran (OE)
und die innere Hillmembran (IE) der Chloroplasten. Der erste zur Photosynthese fahige Eukaryot war
entstanden. Plasmamembran (PM).

1.1 Metabolittransport ilber Membranen

Die pflanzliche Zelle ist ein komplexes Gebilde mit zahlreichen verschiedenen
Kompartimenten. Sinn dieser Kompartimentierung ist es, die optimalen Milieus fiir die
unterschiedlichsten biochemischen Reaktionen zu schaffen. Plastiden sind der Ort der
Photosynthese, sie sind in der Lage Lichtenergie in chemische Energie in Form von ATP,
NADPH und Kohlenhydraten umzuwandeln. Des Weiteren findet in den Plastiden die
Fettsaure-, Aminosaure-, Him- und Porphyrinbiosynthese als auch die Reduktion von Sulfat
und Nitrit statt. All diese Prozesse sind stark abhangig von den sich stiandig dndernden
Umweltbedingungen, was einen permanenten Austausch von Metaboliten und lonen
zwischen der Zelle und den Plastiden notwendig macht. Aus diesem Grund finden sich in
der duBeren Membran der Plastiden eine Vielzahl an Kanalproteinen, die outer envelope
proteins (OEPs): Sie sind nur in den Plastiden zu finden und besitzen verschiedene
Substratspezifitaten. Sie sind nach ihrer molekularen GroR3e in Kilo Dalton (kDa) benannt
(Abbildung 2). Aufgrund des endosymbiotischen Ursprungs der Chloroplasten zeigen viele
dieser Kanalproteine eine ahnliche Struktur wie die Porine, die in der duBeren Membran
von Gram-negativen Bakterien zu finden sind. Wie auch die Chloroplasten sind die Gram-
negativen Bakterien von zwei Membranen umgeben, einer inneren und einer dueren
Membran. Die dullere Membran fungiert hierbei als Schutzwall gegeniiber der Umgebung

und schirmt das Bakterium so z.B. gegen Toxine wie Antibiotika ab (Pagés et al. 2008). Da
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aber auch Nahrstoffe Uber die Membran aufgenommen werden mdissen, ist sie mit
lonenkanalen, den sogenannten Porinen, ausgestattet. Ein Porin besteht tUblicherweise aus
8-24 transmembranen, amphipathischen B-Faltblattern, welche ein B-Fass und somit die
Pore bilden. Porine werden in drei Klassen unterteilt (Klebba und Newton 1998): 1.
Allgemeine Porine, welche als gréRen-selektive Diffusionsporen agieren, ohne dabei
spezifische Stoffe zu binden, 2. Stoff-spezifische Porine, welche nur bestimmte Stoffe mit
geringer Affinitdt binden und passieren lassen und 3. Liganden-gesteuerte und
energieabhdngige Porine mit einer hohen Affinitat fiir bestimmte Stoffe. Porine sind
wassergefillt und sanduhrférmig aufgebaut. Oft sind sie als Trimere angeordnet, was zu
ihrer Stabilitat beitragen kann. In Escherichia coli (E. coli) bestehen die outer membrane
proteins (OMP), wie z.B. OmpF, OmpC und OmpE (auch als PhoE bezeichnet), aus 16 B-
Faltblattern, welche das B-Fass formen (Cowan et al. 1992; Kefala et al. 2010). Diese Porine
besitzen keine Substratspezifitdt, Molekiile bis zu einer GroRRe von 600 Da kdnnen mittels
Diffusion passieren (Nikaido und Rosenberg 1981). Stoff-spezifische Porine, wie LamB, sind
hingegen nur flr bestimmte Stoffe durchlassig. LamB besteht aus 18 B-Faltblattern und ist
durchlassig flir Maltooligosaccheride (Benson et al. 1988; Dutzler et al. 1996). Das Ligand-
gesteuerte und energieabhangige FepA besteht aus 22 B-Faltblattern und zeigt eine hohe
Affinitat gegenlber Enterobactin (Buchanan et al. 1999; Ecker et al. 1986). Die Energie, die
fir den aktiven Transport Uber die dufere Membran bendétigt wird, wird durch den
Protonengradienten liber die innere Membran und durch transiente Interaktion mit TonB,
einem Protein, welches in der inneren Membran sitzt, bereitgestellt (Buchanan et al. 1999).
Die OEPs in der duReren Membran der Chloroplasten lassen sich in zwei Gruppen einteilen,
zu der den Porinen-dhnelnden, aus B-Faltblattern bestehenden OEPs zdhlen OEP21, OEP24,
OEP37 und OEP40. Ausnahmen bilden das aus a-Helices aufgebaute OEP16 und die kiirzlich
entdeckten Proteine OEP23 und JASSY, welche sowohl aus B-Faltblattern als auch aus a-
Helices zu bestehen scheinen. Alle OEPs wurden zuerst in Pisum sativum charakterisiert,
wo sie aus der aufgereinigten duBeren Chloroplastenmembran isoliert wurden. In
elektrophysiologischen Messungen, bei denen die heterolog exprimierten OEPs in
Lipiddoppelschichten integriert wurden, zeigten sie alle ahnliche Eigenschaften. Alle OEPs
formen hier Kanile mit hoher Leitfihigkeit, wobei die héchste Offnungswahrscheinlichkeit

bei 0 mV liegt. Da keines der OEPs ein Transitpeptid besitzt, muss die Sortierung hin zum
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Chloroplasten von anderen intrinsischen Faktoren der Proteine abhangen, welche bislang
unbekannter Natur sind.

OEP21 ist ein aus zwolf B-Faltblattern bestehender, fiir Triophosphate permeabler Kanal
und ATP-reguliert (Hagn und Soll, personliche Mitteilung; Hemmler et al. 2006).
Photosynthetisch fixierter Kohlenstoff wird untertags hauptsachlich in Form von
Triosephosphaten aus dem Chloroplasten ins Cytosol exportiert. Abhangig vom Verhaltnis
von Triosephosphat zu ATP ist OEP21 entweder einwarts oder auswarts rektifizierend
(Bolter et al. 1999). Steigt das Verhaltnis von Triosephosphat zu ATP an, wie es tagstiber
der Fall ist, wird Triosephosphat vom Chloroplasten ins Cytosol exportiert. Ein Homodimer
aus insgesamt 14 B-Faltblattern formt OEP24 (Pohlmeyer et al. 1998). In Hefe kann OEP24
das mitochondriale VDAC funktional ersetzen (Rohl et al. 1999), es fungiert somit als
allgemeines Porin, was auch die Permeabilitat fir verschiedenste Metabolite, wie
Triosephosphate, Aminosauren, Zucker und ATP, bestatigt (Pohlmeyer et al. 1998). Ein
weiteres Mitglied der B-FaR OEP-Familie ist OEP37, es besteht aus 12 B-Faltblattern. Die
Substratspezifitat von OEP37 ist bislang unbekannt (Goetze et al. 2006).

R-FaB Familie der OEPs

/\
- s N
eine
Glukose 5 Metabolite
Glukose-1-P s 1 r
Glukose-6-P %14 F AED | Oen C
?
AS
U

Abbildung 2 Metabolittransport iiber die Chloroplastenmembranen. In der duReren Hillmembran der
Chloroplasten (OE) befinden sich die outer envelope proteins (OEPs). Sie sind nach ihrer GroRe in kDa
benannt und fiir den Transport von einer Vielzahl von Metaboliten (z.B. Zucker und Aminosduren (AS)) Gber
das OE verantwortlich. Wahrend OEP40, OEP37, OEP24 und OEP21 B-Fasser bilden und somit zur B-Fal
Familie der OEPs zdhlen, weilft OEP16 eine a-helikale Struktur auf. OEP23 besteht aus einer Mischung aus
o-Helices und B-Faltblattern. Die Metabolite gelangen durch den Intermembranraum (IMS) zur inneren
Chloroplastenhiillmembran (IE). Hier befinden sich unter anderem der plastidal sugar transporter (pSuT)
und der triose phosphate (TP)/phosphate translocator (TPT), welche Metabolite zwischen dem IMS und dem
Stroma Uiber das IE transportieren.
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1.1.1 OEP40

Der im Laufe des Tages photosynthetisch fixierte Kohlenstoff wird zunachst in Form von
Starke gespeichert, in der Nacht dient diese als Energiequelle fiir den Metabolismus.
Maltose und Glukose sowie deren Derivate sind die Hauptabbauprodukte von Starke in der
Nacht. OEP40 ist ein 40 kDa grol3es Protein, welches laut Vorhersage ein 3-Fass aus 10 B-
Faltblattern formt (Harsman et al. 2016). Der so gebildete Kanal ist leicht selektiv fiir
Kationen und ist permeabel fiir Glukose und deren phosphorylierten Derivate, Glukose-1-
P und Glukose-6-P, aber nicht fliir Maltose, wie in einer elektrophysiologischen Messung
gezeigt werden konnte (Harsman et al. 2016). Verlustmutanten zeigen eine verfriihte Blite
im Vergleich zum Wildtyp bei Kultivierung in kalten Temperaturen (Harsman et al. 2016).
Dies deutet auf ein Ungleichgewicht im Kohlenhydratmetabolismus hin, da die Initiierung
der Blite auch durch Kohlenhydrate im floralen Meristem reguliert wird (Corbesier et al.

1998).

1.1.2  JASSY and OEP23

Chloroplasten sind ein Ort der Biosynthese verschiedenster Metabolite. So wird neben
Zuckern und Aminosauren, wie bereits erwahnt, die Vorstufe von Jasmonat, einem
Phytohormon, synthetisiert. Jasmonate sind von Bedeutung bei der Reaktion auf biotischen
und abiotischen Stress und bei der Entwicklung. Die Biosynthese des Jasmonats beginnt in
den Chloroplasten durch die Umwandlung der Fettsdure oa-Linolensdure in 12-
Oxophytodienoatsaure (OPDA). Diese muss aus den Chloroplasten in das Cytosol
transportiert werden. Kiirzlich wurde ein Protein namens JASSY beschrieben, welches
OPDA iber die duBere Hillmembran der Chloroplasten transferiert. Verlustmutanten
dieses Proteins sind nicht in der Lage Jasmonat unter Stresseinfluss anzureichern (Guan et
al. 2019). In silico Strukturvorhersagen zeigen, dass JASSY sowohl aus a-Helices, als auch
aus P-Faltblattern, welche ein unvollstindiges B-Fass formen, aufgebaut ist.
Interessanterweise zeigt OEP23, ein 23 kDa groRes Protein, welches anhand von
Proteomik-Daten identifiziert wurde, eine dhnliche Struktur. Wie auch die anderen OEPs
verfligt auch OEP23 {iber keine chloroplastidare Signalsequenz (Goetze et al. 2015).
Anhand von elektrophysiologischen Messungen konnte festgestellt werden, dass OEP23
einen Kanal mit hoher Leitfahigkeit und Selektivitat fiir Kationen formt (Goetze et al. 2015).

Zudem wird OEP23 in der Kélte runterreguliert (Trentmann et al. 2020). Bislang ist keine
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Verlustmutante in Arabidopsis thaliana (A. thaliana) verfligbar, weshalb die physiologische

Funktion von OEP23 noch unklar ist.

1.1.3 OEP16

OEP16 ist ein 16 kDa groRRes, a-helikales Transmembranprotein in der &duReren
Hillmembran der Chloroplasten. Es formt einen Kanal, bestehend aus vier a-Helices, mit
hoher Leitfahigkeit und leichter Selektivitat fir Kationen. Mittels elektrophysiologischer
Messungen konnte eine Affinitat fir Aminosauren im Allgemeinen, jedoch nicht fiir eine
bestimmte Klasse, nachgewiesen werden. Andere Molekiile, wie z.B. ungeladene Zucker
zeigten keine Affinitait (Pohlmeyer et al. 1997). Anhand von in situ
Kreuzvernetzungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass OEP16 Homodimere bildet
(Pohlmeyer et al. 1997). Verantwortlich fiir die Bildung der Pore sind vor allem Helix | und
Helix Il, wobei gezeigt werden konnte, dass Helix Il und Helix IV ausgetauscht werden
konnen, ohne dabei die Kanaleigenschaften zu beeinflussen (Linke et al. 2004; Steinkamp
et al. 2000). Mittels NMR-Strukturanalyse konnte gezeigt werden, dass jede der vier Helices
einen Bruch besitzt, welche fiir die Substratspezifitdt eine Rolle spielen kdnnten (Zook et
al. 2013). OEP16 ist vertreten in den Charophyten, den Bryophyten und in allen héheren
Landpflanzen. In A. thaliana existieren drei Isoformen: OEP16.1, OEP16.2 und OEP16.4. Sie
gehoren der sogenannten Preprotein- und Aminosduretransporter Familie, kurz PRAT-
Familie, an (Rassow et al. 1999). Ein viertes Homolog, OEP16.3, ist in der inneren Membran
der Mitochondrien lokalisiert und gehort der Tim17/Tim22/Tim23 Proteinfamilie an
(Murcha et al. 2007; Murcha et al. 2016; Rassow et al. 1999). OEP16.1 ist die abundanteste
Isoform und wird hauptsachlich in Blattern exprimiert. Im Gegensatz dazu wird OEP16.2
vor allem wahrend der spaten Samenentwicklung und der friihen Keimung exprimiert. Die
Expression von OEP16.2 unterliegt der Kontrolle des Phytohormons Abscisinsdure (ABA)
und fihrt so zu einem ABA-hypersensitiven Phanotyp in keimenden OEP16
Verlustmutanten (Pudelski et al. 2012). OEP16.2 verfiigt Uber zusatzliche Aminosduren in
der Schleife, die die membraniberspannenden Helices | und Il miteinander verbindet, diese
kdnnten fir die von den anderen Isoformen abweichende Funktion verantwortlich sein.
Der Hauptort der Aminosaure-Biosynthese in Pflanzen ist der Chloroplast (Hildebrandt et
al. 2015). Daher ist ein Austausch von Aminosauren zwischen den Chloroplasten und dem
Rest der Zelle unabdingbar. Es konnte gezeigt werden, dass OEP16 dem Einfluss

verschiedener abiotischer Stressfaktoren wie z.B. Hitze, Trockenheit oder Kalte unterliegt.
6
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In Weizen konnte gezeigt werden, dass OEP16.2 hochreguliert wird nach einer Behandlung
mit ABA, ebenso unter Einfluss von Hitze- und Trockenstress (Zang et al. 2017). Wird das
Gen fiir OEP16.2 aus Weizen in A. thaliana exprimiert, sind diese Pflanzen hitzetoleranter
(Zang et al. 2017). Zudem konnte in A. thaliana gezeigt werden, dass OEP16.1 bei
Kaltebehandlung der Pflanzen hochreguliert wird (Drea et al. 2006; Fowler und Thomashow
2002). Derselbe Effekt konnte fiir das OEP16.1 Ortholog in Gerste gezeigt werden (Baldi et
al. 1999). Die kélteinduzierte Expression von OEP16.1 wird vom sogenannten CBF-Regulon
gesteuert (Fowler und Thomashow 2002). Dieses Regulon ist mafRgeblich am Prozess der
Kalte-Akklimatisierung beteiligt, deren Ziel es ist, Kryoprotektantien wie Zucker und
Aminosauren anzureichern, um so die Eiskristallbildung zu kontrollieren. Dies kdnnte ein

Grund fur die Hochregulierung von OEP16 unter Einfluss von Kalte sein.

1.2 Kalte-Akklimatisierung

Pflanzen als sessile Lebewesen sind einer Vielzahl von Stressfaktoren ausgesetzt. Neben
biotischen Stressfaktoren, wie zum Bespiel Pathogen- oder Schadlingsbefall, sind sie vielen
abiotischen Stressfaktoren ausgeliefert. Hierzu zihlen z.B. Diirre, Uberschwemmungen,
Salzstress, extreme Hitze und auch Kalte. Kaltestress hat einen groRen Einfluss auf die
globale Verbreitung von Pflanzen und auf deren Wachstum sowie Entwicklung und ist somit
von groRer Bedeutung fiir die Produktion von Nutzpflanzen (Weiser 1970). Aufgrund des
Klimawandels kommt es zu einem Anstieg der Temperaturen, vor allem das Frihjahr und
der Herbst werden milder. Da die Kalte-Akklimatisierung einerseits von fallenden
Temperaturen, aber andererseits auch von der Photoperiode abhéangig ist, kann es durch
mildere Temperaturen im Herbst zu einer Stérung dieser kombinierten Effekte kommen
(Liu et al. 2019). Mildere Temperaturen im Frihjahr fihren zu Deakklimatisierung und
einem verfrihten Start der Wachstums- und Blihphase (Fitter und Fitter 2002). Da neben
steigenden Temperaturen auch sprunghafte Temperaturanderungen eine Folge des
Klimawandels sind, erhoéht sich das Risiko fir Gewebeschadigung durch plotzlich

auftretenden Frost im spaten Frihjahr (Vitasse et al. 2018). Pflanzen in den gemaRigten
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Abbildung 3 Modell des CBF-Regulons bei der Kilte-Akklimatisierung. Kalte Temperaturen fiihren zu einer
Veranderung der Membranfluiditit, somit kommt es zu einem Einstrom Ca?*-lonen (iber die Plasmamembran
(PM) ins Zellinnere. Der Ca?*-Einstrom aktiviert die calcium-responsive protein kinases (CPK) und die
nachgeschaltete Mitogen-activated protein kinase (MAPK) Kaskade. Infolgedessen kommt es zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors inducer of CBF expression 1 (ICE1l), welcher wiederum eine Reihe weiterer
Transkriptionsfaktoren aktiviert, die sogenannten C-repeat-binding factors 1-3 (CBF1-3) des CBF-Regulons.
Diese sind fur die Regulation der cold-responsive (COR) Gene verantwortlich, welche fir verschiedene
Proteine, die eine Rolle in der Kalte-Akklimatisierung spielen, kodieren.

Breiten haben, um sich vor den Folgen des Gefrierstresses zu schiitzen, die Fahigkeit zur
Kalte-Akklimatisierung entwickelt. Kalte-Akklimatisierung wird erreicht durch die
Exposition gegentiber kalten, nicht frierenden Temperaturen (Thomashow 1999). Wird von
Kaltestress gesprochen, muss zwischen zwei Formen unterschieden werden: Moderat kalte
Temperaturen zwischen 0-15 °C flihren zu einer verminderten Fluiditat der Membranen,
Proteinkomplexe werden destabilisiert und die Photosyntheseleistung nimmt ab (Yadav
2010). Bei gefrierenden Temperaturen unter 0 °C kommt es zu gravierenden Schaden des
Pflanzengewebes aufgrund von Eiskristallen, welche sich im Apoplasten bilden (Shi et al.
2018). Diese zerstoren die Zellmembranen, die Zelle verliert Wasser und dehydriert

(Steponkus 1984). Um sich dagegen zu schiitzen, haben Pflanzen in der gemaRigten und
8
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borealen Zone die Fahigkeit der Kalte-Akklimatisierung entwickelt (Abbildung 3). Bei
sinkenden Temperaturen kommt es zu Veranderungen der Membranfluiditdt und Ca?*-
lonen gelangen Uber die Plasmamembran ins Zellinnere (Sangwan et al. 2002). Der Influx
von Ca?*-lonen fihrt unter anderem zur Aktivierung von calcium-responsive protein kinases
(CPKs, CIPKs und CLRK1) und der Mitogen-activated protein kinase (MAPK) Kaskade (Zhu
2016). Diese Signalkaskaden aktivieren den nachgelagerten Transkriptionsfaktor inducer of
CBF expression 1 (ICE1), welcher wiederum eine Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren
aktiviert, die sogenannten C-repeat-binding factors 1-3 (CBF1-3) des CBF-Regulons (Kim et
al. 2015). Das CBF-Regulon ist einer der zentralen Signalwege der Kalte-Akklimatisierung
und reguliert teilweise die Expression der cold-responsive (COR) Gene (Thomashow 1999).
Die COR-Gene werden innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden nach Exposition der
Pflanze zu kalten Temperaturen aktiviert und kodieren flir eine Vielzahl verschiedener
Proteine (Thomashow 1999). Darunter befinden sich Gene, die fiir Enzyme, welche
Kryoprotektantien synthetisieren, kodieren, sowie weitere Transkriptionsfaktoren,
Proteinkinasen und Proteine, welche von Relevanz fiir den Lipidmetabolismus,
Hormonantworten und die Zellwand sind (Liu et al. 2019). So kommt es zu
transkriptionellen, biochemischen und physiologischen Veranderungen innerhalb der Zelle
und somit zur Akkumulation von Kryoprotektantien. Dabei handelt es sich um Aminosauren
und l6sliche Zucker, welche die Formierung, beziehungsweise das Wachstum von
Eiskristallen verhindern, die verfestigten Membranen stabilisieren und reparieren und das
osmotische Potential der Zelle aufrecht halten, um einer Dehydrierung entgegenzuwirken

(Chinnusamy et al. 2007).
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Pflanzen sind aufgrund ihrer sessilen Lebensweise gezwungen, sich standig dndernden
Umweltbedingungen anzupassen. Der Chloroplast spielt dabei eine zentrale Rolle. In dieser
Arbeit soll die Rolle von OEPs im Prozess der Kalte-Akklimatisierung untersucht werden
(Abbildung 4). Im Laufe dieser kommt es zu Verdnderungen der Gen- und
Proteinexpression, welche zum Ziel haben, Kryoprotektantien in der Zelle zu akkumulieren,
um so die Zelle widerstandsfahiger gegen Gefrierschaden zu machen. OEP16 wird bei 4 °C
runterreguliert, da es zu den COR-Genen gehort, die durch das CBF-Regulon reguliert
werden (Thomashow 1999). Da OEP16 zudem permeable flir Aminosauren ist (Pohlmeyer
et al. 1997), konnte es eine Rolle beim Aufbau der Gefriertoleranz im Zuge der Kalte-
Akklimatisierung spielen. OEP40 hingegen ist permeable fir Glukose und die OEP40-
Verlustmutante zeigt in der Kalte einen verfriihten Blihphanotyp (Harsman et al. 2016),
somit konnte OEP40 ein wichtiges Bindeglied beim Transport von Zuckern Uber die
Hillmembranen des Chloroplasten im Laufe der Kalte-Akklimatisierung darstellen. Fir

OEP23 soll erstmals eine T-DNA Insertionslinie charakterisiert werden.

OEP16

Aminosauren Glucose: GIucose-l—P,
Glucose-6-P

Abbildung 4 Rolle von OEP16 und OEP40 im Prozess der Kilte-Akklimatisierung. Sobald Pflanzen der
gemaRigten und borealen Zone Kilte ausgesetzt sind, beginnt der Prozess der Kalte-Akklimatisierung. Eine
zentrale Rolle dabei spielt das CBF-Regulon, welches Auswirkung auf die Expression vieler Proteine hat, dazu
zahlt auch OEP16. OEP16 ist permeabel fir Aminosduren und kdnnte somit eine Rolle bei der Bereitstellung
von Aminosauren fur die Synthese von Proteinen zum Zweck der Kalte-Akklimatisierung spielen. OEP40 ist
permeabel fiir Zucker, welche gebraucht werden, um die Zelle vor Frostschaden zu schiitzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle fur die folgenden Experimente verwendeten Chemikalien wurden von Roth (Karlsruhe,
Deutschland), Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland), New England BiolLabs (NEB, Frankfurt am Main,

Deutschland) oder ThermoFisher Scientific (Braunschweig, Deutschland) bezogen.

2.1.2 GroRenstandards
Fir die SDS-Page wurde der peqGOLD protein marker | (VWR, Ismaning, Deutschland)
verwendet. Als GrofRenstandard fir Agarose-Gelelektrophorese wurde mittels Pstl

verdaute lamda-Phage DNA (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet.

2.1.3  Enzyme und Kits

Restriktionsendonukelasen wurden von New England Biolabs (Frankfurt am Main,
Deutschland) bezogen. T4 DNA Ligase wurde bei Thermo Fisher Scientific (Braunschweig,
Deutschland) erworben, Q5 DNA Polymerase stammt von New England BiolLabs und Taq
DNA Polymerase von Bioron (Ludwigshafen, Deutschland).

Fir die Isolation von Plasmid DNA aus E. coli wurde das NucleoSpin Plasmid Mini Kit von
Macherey and Nagel (Diiren, Deutschland) genutzt. Zur Aufreinigung von PCR Produkten
und Gel-Extraktion wurde das NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit von Macherey and
Nagel (Duren, Deutschland) verwendet. Genomische DNA aus A. thaliana wurde mithilfe
des innuPREP Plant DNA Kit von Analytik Jena (Jena, Deutschland) gewonnen. Zur Isolation
von pflanzlicher RNA wurde das RNeasy Plant Mini Kit 50 von Qiagen (Hilden, Deutschland)
und das Turbo DNA-free Kit von Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig,
Deutschland) verwendet. Fiir die cDNA-Synthese zur Klonierung wurde das iScriptTM cDNA
Synthese Kit von Biorad (Feldkirchen, Deutschland) genutzt.

Die enzymatische Aktivitat von Succinyl-CoA-Synthetase wurde mithilfe des Succinyl-CoA

Synthetase Activity Assay Kit Abcam (Berlin, Deutschland) bestimmt.

11



Material & Methoden

2.1.4 Puffer

Die fur die Experimente verwendeten Puffer sind in Tabelle 1 aufgelistet, nebst ihrer

Zusammensetzung und dem Einsatzgebiet.

Tabelle 1 verwendete Puffer und deren Zusammensetzung.

Name

Zusammensetzung

Verwendung

50 x TAE-Puffer

2 M Tris

50 mM EDTA pH 8,0

5,71 % (v/v) Essigsaure

Gelelektrophorese

Citratsynthase-Puffer

1 mM DNTB

1 mM Acetyl CoA

1 mM Oxalacetat

50 mM Tris-HCl pH 8

NAF-Enzymassays

Coomassie-Farbelosung

45 % (v/v) Methanol

9 % (v/v) Essigsdure

0,2 % Coomassie Brilliant Blue
R-250

SDS-Page

dNTP-Mix

10 mM dATP

10 mM dCTP

10 mM dGTP

10 mM dTTP

PCR

ECL1

100 mM Tris-HCl pH 8,5

1 % (w/v) Luminol

0,44 % (w/v) Coomaric Acid

Immunodetektion

ECL2

100 mM Tris-HCl pH 8,5

0,018 % H,0,

Immunodetektion

Entfarber

45 % (v/v) Methanol

9 % (v/v) Essigsaure

SDS-Page

Entwickler

2,5 N H,504

7,7 mM NH4-Molybdat

30 mM Ascorbinsaure

0,1 mg Sb /ml (K-Antimonyl-
Tartrat

NAF-Enzymassays

Enzym-Extraktionspuffer

50 mM Tris-HCl pH 7,3

5 mM MgCl,

NAF-Enzymassays

Extraktionspuffer

50 mM Tris-HCl pH 8,0

2 % (w/v) Lithium Dodecyl
Sulfat

0,1 mM PMSF

Proteinextraktion

Detergens-Puffer

20 mM Tris-HCl pH 7,5

0,2 M Nacl

1 % (w/v) Desoxycholsdure

1 % (v/v) Nonidet P-40

10 mM B-Mercaptoethanol

Einschlusskorper-Aufreinigung

12
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Inkubationspuffer

125 mM Natriumacetat

0,125 % (v/v) Triton X-100

NAF-Enzymassays

Laemmli Puffer

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8

2 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerin

5 % (v/v) B-Mercaptoethanol

0,004 % (w/v)
Bromphenolblau

SDS-Page

P1-Puffer

50 mM Trsi-HCl pH 8,0

10 mM EDTA

100 pg/ml Rnase A

DNA-Isolation

P2-Puffer

200 mM NaOH

1 % (w/v) SDS

DNA-Isolation

P3-Puffer

2,8 M Kaliumacetat pH 5,1

DNA-Isolation

Puffer A

8 M Urea

20 mM Hepes-KOH pH 7,6

1 mM EDTA

lonenaustauschchromatographie

Puffer B

8 M Urea

1 M NacCl

20 mM Hepes-KOH pH 7,6

1 mM EDTA

lonenaustauschchromatographie

Pyrophosphatase-
Assaypuffer

50 mM Tris-HCI pH 8,0

10 mM MgCl,

1,3 mM NaPPi

NAF-Enzymassays

Resuspendierungs-Puffer

50 mM Tris-HCI pH 8,0

0,2 M NaCl

5 mM B-Mercaptoethanol

Einschlusskorper-Aufreinigung

Sammelgelpuffer

0,25 M Tris-HCl pH 6,8

0,4 % (w/v) SDS

SDS-Page

SDS-Laufpuffer

25 mM Tris-HCl pH 8,3

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

SDS-Page

Shorty Buffer

0,2 M Tris-HCIl pH 9,0

0,4 M LiCl

25 mM EDTA

1% (w/v) SDS

DNA-Isolation

TBS-T-Puffer

20 mM Tris-HCl pH 7,6

150 mM NacCl

1 % (v/v) Tween-20

Immunodetektion

TE-Puffer

10 mM Tris-HCl pH 8,0

1 mM EDTA

DNA-Isolation

Trenngelpuffer

1,5 M Tris-HCl pH 8,8

0,8 % (w/v) SDS

SDS-Page

Towbin-Puffer

25 mM Tris-HCl pH 8,6

192 mM Glycin

Western Blot
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20 % (v/v) Methanol

Tris-Puffer 20 mM Tris-HCl pH 8,0 Einschlusskorper-Aufreinigung
10 mM DTT
Triton-Puffer 20 mM Tris-HCl pH 7,5 Einschlusskorper-Aufreinigung

0,5 % (v/v) Triton X-100
5 mM B-Mercaptoethanol
UGPase-Assaypuffer 100 mM Tris-HCl pH 8,5 NAF-Enzymassays
2 mM MgCl,
2 mM NaF
0,25 mM NADP
2 mM UDP-Glukose

20 uM Glucose-1,6-
bisphosphat

3 U/ml Phosphoglucomutase

1 U/ml Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase

2.1.5 Medien

Fir die Anzucht von Bakterienkulturen wurde LB-Medium verwendet, um festes LB-
Medium herzustellen wurden vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar-Agar zum Medium
hinzugegeben. Fiur die in vitro Kultivierung von A. thaliana wurde % MS-Medium

verwendet.

Tabelle 2 verwendete Medien und deren Zusammensetzung.

Medium Zusammensetzung
1/2 MS 1 % (w/v) Saccharose pH 5,7
0,238 % (w/v) MS Salze mit Vitaminen
0.05% (w/v) MES
0,6 % (w/v) Agar-Agar
LB 1 % (w/v) Pepton pH 7,0
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
1,5 % (w/v) Agar-Agar
SOC 0,5 % (w/v) Hefeextrakt pH 7,0
2,2 % Trypton
10 mM NadCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl,

10 mM MgSO4
20 mM Glukose
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2.1.6 Pflanzenmaterial
Der Okotyp Columbio (Col-0) wurde als Wildtyp (WT) verwendet. In Tabelle 3 sind die in

den Experimenten genutzten T-DNA Linien aufgelistet.

Tabelle 3 Verwendete T-DNA Linien.

Name Linie

OEP40 SAIL_266_D10

pSuT SALK_021796

OEP16 triple OEP16.1 SALK_ 024018

mutant OEP16.2 SAIL#1377_1225_BO03
OEP16.4 SALK_ 109275

OEP23 Gabi_279G04

2.1.7 Bakterienstamme

Alle zur Transformation verwendeten Bakterien waren chemisch kompetent. E. coli Top10
Zellen wurden fir DNA Vermehrung und molekulare Klonierung verwendet, E. coli BL21
(DE3) Zellen wurden zur Uberexpression von heterologen Proteinen genutzt. Zur stabilen
Transformation von A. thaliana wurden Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)

GV3101 Zellen genutzt. Alle relevanten Genotypen sind in Tabelle 4 gelistet.

Tabelle 4 verwendete Bakterienstimme und deren Genotypen.

Stamm Bakterium Genotyp

Topl0 E. coli F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15 AlacX74 nupG
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str®) endA1 A

BL21(DE3) E. coli E. coli str. B F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB-mB-) A(DE3

[lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(AS)
GV3101 A. tumefaciens  C58 (RifR) Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) (GentR) Nopaline

2.1.8 Konstrukte

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide wurden entweder klassisch kloniert
oder mit dem Gateway-System beziehungsweise mit dem Golden Gate System erstellt
(Tabelle 5). Fir Letzteres dienten folgende Konstrukte als Backbones: LI+Bpi, pUC57 und
LIIB F 1-2, Xpre2-S (pCAMBIA) (Binder et al. 2014). Des Weiteren wurden folgende LI-
Vektoren verwendet, um die LII-Vektoren zu kreieren: LI_p35S_A-B, LI_dummy_ B-C,

LI_dummy_D-E, LI_35Sterminator_E-F und LI_BASTA_F-G (Binder et al. 2014).
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Tabelle 5 Liste der in dieser Arbeit erstellten Konstrukte.

Bezeichnung Beschreibung Verwendung

pET21_OEP16.1+Stop mit Stoppcodon Uberexpression

pET21_OEP16.1 S4A+Stop mit Stoppcodon Uberexpression

pET21_OEP16.1 S4D+Stop mit Stoppcodon Uberexpression

pDONR207_OEP16.1

Gateway Entry Clone

pDONR207_pOEP16.1_OEP16.1 endogener Promotor

Gateway Entry Clone

pH2GW7_OEP16.1 p35S

pflanzlicher Expressionsvektor

pHGW_pOEP16.1_OEP16.1 endogener Promotor

pflanzlicher Expressionsvektor

pHGW_pOEP16.1_OEP16.1 S4A endogener Promotor

pflanzlicher Expressionsvektor

pHGW_pOEP16.1_OEP16.1 54D endogener Promotor

pflanzlicher Expressionsvektor

LI_pOEP23_A-C endogener Promotor Golden Gate LI

LI_OEP23_C-D Golden Gate LI

LIl_pOEP23_OEP23 Komplementation

pflanzlicher Expressionsvektor

2.1.9 Oligonukleotide

Alle zur Vervielfadltigung von DNA genutzten Oligonukleotide sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Die Oligonukleotide wurden bei Metabion (Martinsried, Deutschland) bestellt.

Tabelle 6 Liste der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Name Primersequenz 5'-3' Verwendung
LB SAIL GAAATGGATAAATAGCTTTGCTTCC Genotyping
OEP40_KO fw TTTCGTGAAGAGCAAAAGCC Genotyping
OEP40_KO_rv TATCCACCACCTCAATCGAAG Genotyping
pSuT_KO_LP TTCAGTCACATTTCGCAATCAGAG Genotyping
pSuT_KO_RP AAAGCCATAGAGAAGCCTTCC Genotyping
Lbb1.3_SALK ATTTTGCCGATTTCGGAAC Genotyping
OEP23 for GGTGTTCAAGCTAGATGATGGTAG Genotyping
OEP23 rev GGAAATGGTGAGGTATGGTATGAG Genotyping
LB GABI ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT Genotyping
OEP16.1_BamHI_fw GGAAGGATCCATGGCTTCAAGCACATTCTC Klonierung
OEP16.1_Xhol+st_rv GGAACTCGAGTCAGTAGAAATAATGATTGTTA  Klonierung
ACGAAC

pET21_OEP16_S4D_fw CATGGCTTCAGACACATTCTCCG Mutagenese
pET21_OEP16_S4A/D_rv GTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAAC Mutagenese
pET21_OEP16_S4A fw CATGGCTTCAGCCACATTCTCCG Mutagenese
pDONR_p+0OEP16_S4D fw GATGCCTTCAGACACATTCTCCG Mutagenese
pDONR_p+0OEP16_S4A/D_rv TTTTCTTCTTCTTTCTTCCTC Mutagenese
pDONR_p+OEP16_S4D_rv CATGCCTTCAGCCACATTCTCCG Mutagenese
pDONR_OEP16_S4A rv CGGAGAATGTGGCTGAAGGCATC Mutagenese
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pDONR_OEP16_S4D _rv CGGAGAATGTGTCTGAAGGCATC Mutagenese

pDONR_OEP16_S4A/D_fw GGACTGTTAGCACGCCGAAG Mutagenese

OFP_OEP23 CTGAAGACCTTACGGGTCTCCCACCATGGTGTT Golden Gate
CTTGAGTTGGGG Klonierung

ORP_OEP23 CTGAAGACCTCAGAGGTCTCCCCTTCGAAGCAT Golden Gate
TGACATGTTTCAGC Klonierung

OFP_pOEP23 CTGAAGACCTTACGGGTCTCTGCGGAACCCTCT Golden Gate
GTATAGTGACTGG Klonierung

IRMP_pOEP23 CTGAAGACCTTCTTTGTTCGTGGTCTTGATGC Golden Gate
Klonierung

IFMP_pOEP23 CTGAAGACCTAAGACCACTGTTTGAGGAAATC  Golden Gate
Klonierung

ORP_pOEP23 CTGAAGACCTCAGAGGTCTCTGGTGAACTCTTC Golden Gate
CACTGCAATTGAAGC Klonierung

2.1.10 Antikorper

Der primare Antikorper gegen A. th. OEP16.1 wurde gegen heterolog exprimiertes Protein

in Kaninchen generiert (Pineda Antibody Service, Berlin, Deutschland) und in einer

Verdiinnung von 1:2000 eingesetzt (Philippar et al. 2007). Der sekundare Antikorper, anti-

Kaninchen-HRP, wurde bei Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) gekauft.
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2.2 Methoden
2.2.1  Wachstumsbedingungen

2.2.1.1 E. coliund A. tumefaciens
Fir die Kultivierung von Bakterien wurde LB Medium verwendet, Flissigkulturen wurden
bei 180 rpm inkubiert. E. coli wurde bei 37 °C angezogen, A. tumefaciens wurde bei 28 °C

kultiviert. Die zur Selektion verwendeten Antibiotika sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7 Antibiotika fiir die Kultivierung von Bakterien.

Antibiotikum Losemittel Konzentration (pg/ml)
Ampicillin ddH,0 100

Carbenicillin ddH,0 100

Chloramphenicol 100 % Ethanol 25

Gentamycin ddH,0 20

Kanamycin ddH,0 50

Rifampicin DMSO 100

Spectinomycin ddH,0 100

2.2.1.2 A. thaliana

Die Pflanzen wurden entweder auf Erde angezogen oder in vitro auf % MS-Medium. Zur
Stratifizierung wurden alles Samen zunachst fiir 48 h bei 4 °C im Dunkeln inkubiert, bevor
der Transfer in die Klimakammer erfolgte. Aus Tabelle 8 kdnnen die unterschiedlichen
Anzuchtbedingungen in den Klimakammern entnommen werden.

Tabelle 8 Wachstumsbedingungen fiir A. thaliana.

Lichtstarke Tagesldnge/Temperatur Nachtlinge/Temperatur
Langtag (LT) 100 HE m2 st 16 h/ 22 °C 8h/18°C
Langtag 10 °C (LT 10 °C) 100 pE m2 st 16 h/ 22 °C 8h/18°C
Kurztag (KT) 100 HE m2 st 10 h/ 22 °C 14 h/ 18 °C

Die Pflanzen fiir die nicht-wassrige Fraktionierung wurden unter LED-Licht (100 % 395 nm,
11% 440nm, 100% 3K, 15% 660 nm, 100% 740 nm) bei einer Lichtstdrke von
200 uE m 25t und 16 h Licht/ 8 h Dunkelheit angezogen, wobei die Temperatur im Licht
21 °Cund in der Dunkelheit 18 °C betrug. Nach drei Wochen wurde die Temperatur fiir 24 h

auf 4 °C herabgesetzt.
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2.2.2 lIsolation genomischer DNA aus Pflanzen

Genomische DNA in hoher Qualitat fur die Next-Generation Sequenzierung wurde mithilfe
des innuPREP Plant DNA Kit von Analytik Jena (Jena, Deutschland) isoliert.

Genomische DNA fiir die Genotypisierung wurde wie folgt isoliert: Zunachst wurde ein
kleines Blatt in 400 pl Shorty Puffer in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR mittels einer
Mikropistille zerkleinert. Das Homogenat wurde fiir 10 min bei 4°C und 13000 g
zentrifugiert, um Zelldebris zu pelletieren. Der Uberstand wurde anschlieRend in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt und mit 300 pl eiskaltem Isopropanol gemischt. Zur DNA-
Prazipitation wurde das ReaktionsgefaR flinf Mal invertiert und fiir mindestens 20 min bei
-20 °C inkubiert. Um die DNA zu pelletieren wurde im Anschluss fir 10 min bei 4 °C und
13000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA Pellet mit 500 ul 70 %
Ethanol fir 10 min bei 4 °C und 13000 g gewaschen. Der Uberstand wurde erneut
verworfen und das DNA Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Resuspendierung der

DNA wurden 200 ul TE-Buffer hinzugefligt und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

2.2.3 lIsolation von RNA aus Pflanzen
Zur Isolation von RNA aus A. thaliana wurde das RNeasy Plant Mini Kit 50 (Qiagen, Hilden,
Deutschland) verwendet. Im Anschluss erfolgte eine DNase Behandlung mit dem TURBO

DNA-free Kit von ThermoFisher Scientific (Braunschweig, Deutschland).

2.2.4 cDNA-Synthese
Zum Zweck der molekularen Subklonierung wurde aus isolierter WT-RNA mithilfe des

iScript cDNA Synthese Kit von Biorad (Hercules, USA) cDNA erstellt.

2.2.5 Plasmid Isolation aus E. coli

Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde entweder mithilfe des NucleoSpin Plasmid Mini
Kit von Macherey and Nagel (Diren, Deutschland) durchgefiihrt oder aber nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly 1979). Zunachst wurden 2 ml einer tber
Nacht angezogenen E. coli-Kultur bei 13000 g fiir 1 min pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet wurde in 200 ul P1-Puffer resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe
von 200 ul P2-Puffer. Das ReaktionsgefaR wurde zehn Mal invertiert und fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert, um die Membranen aufzubrechen und die DNA zu
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denaturieren. Anschliefend wurden 200 pl P3-Puffer zur Neutralisation hinzugegeben. Die
ReaktionsgefdRe wurden erneut zehn Mal invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Um
Proteine und Zelltrimmer zu pelletieren, wurde bei 13000g und 4 °C fir 20 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt
und mit 600 pl Isopropanol versetzt. Durch Zentrifugation fiir 20 min bei 4 °C und 13000 g
wurde die Plasmid-DNA gefillt. Der Uberstand wurde verworfen. Die Plasmid-DNA wurde
mit 500 pl 70 % Ethanol bei 13000 g und 4 °C fiir 5 min gewaschen. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in

50 ul TE-Buffer resuspendiert.

2.2.6 PCR

DNA wurde mithilfe von DFS-Taq DNA-Polymerase oder Phusion® High Fidelity DNA-
Polymerase basierend auf den Herstellerangaben amplifiziert, wobei erstere fiir das
Genotyping genutzt wurde und die zweite fir die Klonierung. Die Temperatur zur
Primerhybridisierung war abhangig von den verwendeten Oligonukleotiden und wurde
entsprechend angepasst, ebenso wie die Elongationszeit an die zu amplifizierende
Fragmentlange angepasst wurde. Zur Visualisierung wurden die PCR-Produkte auf ein 1 %
Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel aufgetragen und in TAE-Puffer bei 100 V fir 30 min
aufgetrennt. Zur Verwendung der PCR-Produkte zur Klonierung, wurden diese mithilfe des

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits aufgereinigt.

2.2.7 Molekulare Klonierung

Um neue pflanzliche und bakterielle Expressionsvektoren zu generieren, wurden drei
verschiedene Klonierungstechniken angewandt: klassische Klonierung mittels
Restriktionsenzymen, die Gateway® Technologie und das Golden Gate Klonierungssystem.
Alle erstellten Vektoren wurden zunachst in E. coli Topl0 Zellen transformiert. Aus
einzelnen Kolonien wurde dann Plasmid-DNA isoliert und auf eine korrekte Klonierung

mittels PCR und Sequenzierung tGberprift.

2.2.7.1 Klassische Klonierung
Mittels PCR wurde zunichst die gewiinschte CDS amplifiziert. Uber die Primer wurden
Restrikitonsschnittstellen an das PCR-Produkt angefligt. Nachdem das PCR-Produkt mithilfe

des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits aufgereinigt worden war, erfolgte die
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Restriktionsspaltung fir 1 h bei 37 °C mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen
nach Herstellerangaben (New England Biolabs). Der Zielvektor wurde mit denselben
Restriktionsendonukleasen gespalten. AnschlieBend erfolgte die Ligation mittels T4 Ligase

fir 3 h bei RT nach Herstellerangaben (New England Biolabs).

2.2.7.2 Gateway® Klonierung

Die Gateway® Technologie beruht auf dem System der Rekombination. So wurden zunachst
mittels PCR die erforderlichen Rekombinase-Stellen (attB) an das zu klonierende Gen
angehangen. Uber diese konnte das Gen in der BP-Reaktion in einen Entry-Vektor
eingebracht werden, welcher die entsprechenden attP-Sites besal3; es entstehen aus dieser
Rekombination attL-Sites. Diese attL-Sites rekombinieren in einer LR-Reaktion mit den attR-
Sites des Zielvektors. Die Klonierung erfolgte nach Herstellerangaben (Invitrogen,

Braunschweig, Deutschland).

2.2.7.3 Golden Gate Klonierung

Die Golden Gate Assemblierung ist eine Art Baukastensystem, bei der verschiedene DNA-
Bauteile, wie Promotoren, Gene oder Tags, einfach miteinander kombiniert werden
konnen. Durch die Verwendung von Typ IS Restriktionsendonukleasen (hier Bpil und Bsal),
welche auBerhalb ihrer Erkennungssequenz die DNA schneiden, werden artifizielle Basen
an den Uberhingen vermieden, sodass die einzelnen Bausteine liickenlos aneinander
angefligt werden konnen. Ein weiterer Vorteil ist, dass das entstehende
Restriktionsprodukt nicht mehr {ber die Erkennungssequenz verfligt. Somit ist
Restriktionsspaltung irreversibel und kann deshalb zeitgleich mit der Ligation erfolgen.
Zundachst wird das gewiinschte Gen in einen Level 1 Vektor eingebracht, bei diesem Schritt
konnen parallel interne Bpil/Bsal Schnittstellen entfernt werden. Im nachsten Schritt

kénnen beliebige Level 1 Vektoren zu einem Level 2 Expressionsvektor kombiniert werden.

Promotor N-terminaler Tag/ Gen C-terminaler Tag/ Terminator Resistenz-
Platzhalter Platzhalter kassette
A-B B-C C-D D-E E-F F-G

Abbildung 5 Schematischer Aufbau eines Golden Gate Level Il Expressionsvektors. Die einzelnen Level |
Bausteine werden so konstruiert, dass durch Schneiden mit Bsal spezifische Uberhdnge mit einer Linge von
vier Basenpaaren entstehen.
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2.2.8 Mutagenese
Punktmutationen wurden mithilfe des Q5® Site-Directed Mutagenesis Kits (New England

Biolabs) beruhend auf den Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.9 Sequenzierung
Zur Uberpriifung wurden die erstellten Konstrukte durch den Sequenzierungsservice der
Genomics Service Unit (GSU, LMU Miinchen) sequenziert. Hierflir wurden 150 ng des

jeweiligen Konstrukts mit 10 mM des entsprechenden Oligonukleotides versehen.

2.2.10 Transformation von E. coli

Alle zur Transformation verwendeten E.coli Stimme waren chemisch kompetent.
Nachdem die Zellen auf Eis aufgetaut waren, wurden 1-100 ng Plasmid-DNA hinzugefiigt
und vorsichtig gemischt. Die Zellen wurden fir 20 min auf Eis inkubiert, anschliefend
erfolgte ein Hitzeschock fiir 45 sec bei 42 °C. Die Zellen wurden hiernach sofort zurlick auf
Eis gestellt und mit 250 ul vorgewarmten SOC-Medium versehen. Nun wurden die Zellen
fur 30 min bei 37 °C schittelnd inkubiert, um die Antibiotikaresistenz auszubilden.
AbschlieBend wurden die Zellen auf LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum

ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.11 Transformation von A. tumefaciens

Flr die Transformation von A. tumefaciens wurden chemisch kompetente GV31.01 Zellen
verwendet. Sobald die Zellen auf Eis aufgetaut waren, wurde 1 ul Plasmid-DNA
hinzugefligt. Sofort wurden die Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei 37 °C
fir 5 min aufgetaut. Nach der Zugabe von 500 pl SOC-Medium wurden die Zellen fiir 3 h
bei 28 °C schiittelnd inkubiert. Dann wurden die Zellen pelletiert, in 100 ul SOC-Medium
resuspendiert und auf LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und fir

48 h bei 28 °C inkubiert.

2.2.12 Stabile Transformation von A. thaliana
Zur stabilen Transformtion von A. thaliana wurde die Methode des ‘floral dip’ angewandt.
Hierfiir wurden die zu transformierenden Pflanzen zunachst unter LT Bedingungen bis zur

Blite angezogen. A. tumefaciens mit dem entsprechenden Konstrukt wurden dann lber
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Nacht bei 28 °C und 180 rpm in LB-Medium mit 100 pg/ml Rifampicin, 25 pg/ml
Gentamycin und 100 pg/ml Spectinomycin zur Selektion angezogen. Die Zellen wurden fir
15 min bei 4 °C und 6000 g pelletiert und dann in Dipping-Medium (5 % (w/v) Saccharose,
0,05 % (v/v) Silwet L-77) resuspendiert. Die blihenden Pflanzen wurden kopflber fiir 30 sec
in das Dipping-Medium eingetaucht. Dieses Protokoll wurde eine Woche spater wiederholt,
um die Transformationseffizienz zu erhohen. Die ausgereiften Samen wurden
eingesammelt und entsprechend ihres Selektionsmarkers (15 pug/ml Hygromycin oder

5 ug/ml BASTA) selektiert.

2.2.13 Proteinisolation aus A. thaliana

Zur Extraktion von l6slichen Proteinen als auch Membranproteinen wurde zunéchst ca.
200 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff gemorsert. Das Pflanzenpulver wurde dann in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal liberfihrt und mit dem gleichen Volumen an Extraktionspuffer
versehen. Die Probe wurde griindlich durchmischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert, um die
Membranproteine zu isolieren. Im Anschluss wurde fiir 15 min bei 4 °C und 16000 g
zentrifugiert, um Zelldebris zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein neues

Reaktionsgefal’ Giberflihrt und 50 mM EDTA und 10 mM DTT wurden hinzugefigt.

2.2.14 SDS PAGE

Proteine wurden mittels SDS-PAGE auf 10-15 % Polyacrylamidgelen aufgetrennt (Tabelle
9). Die Proben wurden zur Vorbereitung mit SDS-Ladepuffer versehen und fiir 5 min bei
95 °Cinkubiert und anschlieBend auf das Gel geladen. Als Laufpuffer wurde SDS-Laufpuffer
verwendet. Im Anschluss wurden die Gele entweder in Coomassie-Farbeldsung angefarbt

und mit Entfarber entfarbt oder fir einen Western Blot verwendet.

Tabelle 9 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fiir die SDS-PAGE.

Trenngel (in ml)

10 % 12,75 % 15 %
Acrylamid 3,3 4,25 5
Trenngelpuffer 2,5 2,5 2,5
ddH,0 4,2 3,25 2,5

+1% (v/v) TEMED
+0,1% (w/v) APS
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Sammelgel (in ml)

5%
Acrylamid 0,65
Sammelgelpuffer 2,5
ddH,0 1,85

+1% (v/v) TEMED
+0,1 % (w/v) APS

2.2.15 Western Blot

Zum Transfer von Proteinen von Polyacrylamidgelen auf eine PVDF Membran mittels
Western Blot, wurde die Nass-Blot Methode verwendet. Hierflir wurden zunachst sechs
Filterpapiere in Towbin-Puffer getrankt, sowie die PVDF Membran in Methanol fiir einige
Sekunden aktiviert. AnschlieBend erfolgte der Schichtaufbau wie in Abbildung 6 abgebildet.
Das Blotsandwich wurde in die mit Towbin-Puffer gefiillte Blotkammer eingehangt. Der

Transfer erfolgte bei 400 mA fiir 1,5 h.

| |Schwamm
5 E i3x Filterpapier
2 1SDS-Gel
= s P\/DF Membran
E i3x Filterpapier
n I |Schwamm

Abbildung 6 Western Blot — Schichtaufbau fiir den Transfer von Proteinen aus einem SDS-Gel auf eine
PVDF Membran mittels Nass-Blot Methode.

2.2.16 Immunodetektion

Im Anschluss an den Western Blot erfolgte die Immunodetektion. Hierfiir wurde die
Membran zunachst mithilfe von Ponceau angefarbt, um den Marker zu visualisieren.
AnschlieBend wurde die Membran in TBS-T mit 3 % Milch fiir 1 h bei RT oder Gber Nacht
bei 4 °C geblockt. Um liberschiissige Milch zu entfernen wurde die Membran anschlielRend
drei Mal fiir 5 min mit TBS-T gewaschen. Nun erfolgte die Inkubation mit dem primaren
Antikorper (anti-OEP16.1 1:2000 in TBS-T mit 1 % Milch) fiir 1 h bei RT. Anschliefend wurde
abermals drei Mal fiir 5 min mit TBS-T gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper (anti-Hase-HRP 1:10000 in TBS-T mit 1 % Milch) fir 1 h bei RT. Im

Anschluss wurde die Membran wieder drei Mal 5 min mit TBS-T gewaschen. Zur
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Visualisierung wurden je 1 ml ECL1 und ECL2 vermischt und fiir 1 min auf die Membran

gegeben. Die Visualisierung erfolgte in einem ECL-Lesegerat.

2.2.17 Proteiniberexpression

Zur Uberexpression von rekombinantem Protein in E.coli wurde zunichst der
Expressionsvektor, welcher fiir das gewiinschte Protein kodiert, in kompetente BL21 Zellen
transformiert und auf LB-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Eine
Kolonie wurde dann verwendet um eine 30 ml Vorkultur anzuimpfen. Diese wurde liber
Nacht kultiviert. Am nachsten Tag wurde die Vorkultur in 1 L frisches LB Medium tberfiihrt
und so die Hauptkultur gestartet. Bei einer ODsoo 0,4-0,6 wurden die heterologe
Proteinexpression mit der Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Uberexpression erfolgte
fir 3 h bei 37 °C und 180 rpm. AnschlieBend wurden die Zellen bei 4 °C und 3300 g fir

15 min pelletiert.

2.2.18 Einschlusskorper-Aufreinigung

Bei den in dieser Arbeit GUberexprimierten Proteine handelt es sich um Membranproteine.
Diese neigen dazu, sich bei heterologer Uberexpression in E.coli in sogenannten
Einschlusskorpern anzusammeln. Um reines, rekombinantes Protein zu erhalten, missen
also zunachst die Einschlusskorper isoliert und aufgereinigt werden. Hierflir wurden
zunichst die pelletierten Zellen aus der Uberexpression in 20 ml Resuspendierungs-Puffer
resuspendiert und mittels French Press zwei Mal aufgeschlossen. AnschlieBend wurde fiir
30 min bei 4 °C und 20000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
in 10 ml Detergens-Puffer aufgenommen, griindlich durchmischt und fiir 10 min bei 4 °C
und 10000 g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde solange wiederholt, bis das Pellet graulich-
weill wurde. Danach wurde das Pellet zwei Mal in 10 ml Triton-Puffer fir 10 min bei 4 °C
und 10000 g gewaschen. Zum Entfernen der Detergenzien wurde das Pellet anschlieRend
mehrmals mit Tris-Puffer fir 10 min bei 4 °C und 10000 g gewaschen. Die aufgereinigten
Einschlusskorper konnten nun in 5 ml Tris-Puffer resuspendiert werden und wurden bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.2.19 lonenaustauschchromatographie

Da sich in den Einschlusskorpern neben dem gewiinschten Protein auch Verunreinigungen
durch bakterielle Proteine befinden, muss eine weitere Aufreinigung, hier mittels
lonenaustauschchromatographie, erfolgen. Bei der lonenaustauschchromatographie
werden Proteine aufgrund ihrer Ladung aufgetrennt. Zur Vorbereitung fir die
Chromatographie wurden 2 ml der zuvor isolierten Einschlusskorper pelletiert und in 1 ml
Puffer A liber Nacht bei RT resuspendiert. Nicht gel6ste Bestandteile wurden am nachsten
Tag bei RT und 20000 g fiir 20 min pelletiert. Der Uberstand wurde auf eine HiTrap Q FF
1 ml Saule, welche an ein Akta Purifier System (GE Healthcare, Miinchen) angeschlossen
war, geladen, nachdem die Saule mit flinf Sdulenvolumen Puffer A dquilibriert worden war.
Die Flussrate betrug 1 ml/min. Nach dem Anbinden der Probe an die Sdule wurde ein
Gradient angelegt, bei dem die Konzentration von Puffer B von 0 % auf final 100 % erhoht
wurde. Puffer B enthdlt 1 M NaCl. Der Durchfluss sowie die einzelnen Fraktionen wurden

mithilfe eines Fraktionensammlers aufgefangen.

2.2.20 Elektrophysiologie

Mittels lonenaustauschchromatographie aufgereinigtes Protein wurde in Liposomen
rekonstituiert. Das Protein wurde hierfir zunachst in 80 mM Mega-9 aufgenommen und
dann mit vorgeformten Liposomen gemischt, wobei die finale Lipidkonzentration 4 mM
betrug mit einem Protein zu Lipid Verhéltnis von 1:500. Das Detergens Mega-9 wurde
mittels Dialyse gegen 150 mM und 20 mM HEPES pH 7 entfernt. Zur elektrophysiologischen
Charakterisierung wurde die Stromstdrke unter symmetrischen Pufferkonzentrationen
(250 mM/250 mM KCl) gemessen, Spannungsrampen wurden unter asymmetrischen
Pufferkonzentrationen (250 mM/20 mM KCl) gemessen. Die Daten wurden anschlieRend
mit OriginPro 8.5 (OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA) analysiert. Die
elektrophysiologischen Messungen wurden in der Gruppe von Prof. Dr. Meinecke (Institut

fir Zellbiochemie, Universitat Gottingen) durchgefiihrt.

2.2.21 Nicht-wassrige Fraktionierung

Die nicht-wassrige Fraktionierung (NAF) ist eine Methode, mit deren Hilfe es ermoglicht
wird, einen Einblick in das Metabolom und Proteom der Pflanze auf subzelluldrer Ebene zu
erhalten, da sie es ermdoglicht, Proteine und Metabolite in den einzelnen Kompartimenten
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getrennt voneinander zu analysieren. Der Versuchsablauf ist schematisch in Abbildung 7
dargestellt. Das Pflanzenmaterial wurde zunachst in flissigem Stickstoff schockgefroren
und gemorsert. Anschliefend wurde es fiir mindestens flinf Tage lyophilisiert. Alle fir den
weiteren Verlauf des Experiments verwendeten Losungen wurden auf 4 °C vorgekihlt. Aus
den organischen Lésemitteln Heptan (7H, p = 0,69 g cm~3) und Tetrachlorethylen (TCE, p =
1,62 g cm~3) wurde eine Mixtur mit einer Dichte von p = 1,3 g cm~3 erstellt. In 10 ml dieser
Losung wurden 15mg des gefriergetrockneten Materials in einem Reagenzglas
resuspendiert und fiir 15 min in Eiswasser in einem Ultraschallbad behandelt. AnschlieRend
wurde die Probe durch ein Nylongaze mit einer Porengrofie von 22—-25 um gefiltert. Das
Reagenzglas wurde mit 10 ml Heptan gespililt, diese 10 ml wurden ebenfalls filtriert und mit
der Probe vereinigt. Die Suspension wurde bei 4 °C und 4400 g fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 1 ml TCE resuspendiert und in ein 2 ml
ReaktionsgefaR Gberfihrt. Dieses ReaktionsgefaR reprdsentierte den ersten Dichteschritt
des Gradienten mit einer Dichte von p > 1,55 g cm~. Ab diesem Punkt startete ein iterativer
Arbeitsablauf: Durch Zugabe von Heptan wurde die Dichte auf p > 1,5 gcm™ im
Reaktionsgefall eingestellt (Abbildung 7 Punkt 6), dann wurde die Probe fiir 10 min in
Eiswasser im Ultraschallbad inkubiert und anschliefend fiir 10 min bei 4 °C und 21100 g
zentrifugiert. Dies resultierte im Erhalt eines Pellets und eines Uberstands. Der Uberstand
wurde in ein neues 2 ml Reaktionsgefald liberflihrt und durch Zugabe von Heptan wurde
der zweite Dichteschritt des Gradienten, p > 1,45 g cm™3, generiert. Die nichste Runde des
iterativen Arbeitsablaufes wurde somit gestartet. Dieser wurde so lange wiederholt, bis der
finale Dichteschritt von p > 1,32 g cm™3 erreicht wurde. Die jeweiligen Pellets wurden in
900 ul eines Gemisches aus 7H-TCE resuspendiert, dessen Dichte der Dichte der jeweiligen
Fraktion entsprach, also z.B. p > 1,5 g cm™3 fir die erste Fraktion. Die Suspension wurde in
drei Subfraktionen a 300 pl aufgeteilt und mit je 1 ml Heptan gewaschen und anschlieBend
fir 3 min bei 4°C und 21100g zentrifugiert. Hiernach wurde 1 ml des Uberstands
verworfen, davon ausgenommen die letzte Fraktion. Die Pellets wurden in einem Vakuum-

Konzentrator getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.
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Abbildung 7 Schematischer Versuchsablauf der nicht-wissrigen Fraktionierung. Mithilfe der nicht-
wassrigen Fraktionierung wird ein Einblick in das Metabolom und Proteom auf sub-zelluldrer Ebene
ermoglicht. Der Versuchsablauf startet mit der Ernte des Pflanzenmaterials, dieses wird in flissigem Stickstoff
schockgefroren und gemorsert (1). AnschlieRend erfolgt die Gefriertrocknung, um das Material vom Wasser
zu befreien (3). Das gefriergetrocknete Material wird in einem Gemisch aus Heptan (7H) und
Tetrachlorethylen (TCE) der Dichte p = 1.3 g cm™3 resuspendiert und im Eisbad sonifiziert (3). Die Suspension
wird anschlieRend filtriert und zentrifugiert (4). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 1 ml TCE
resuspendiert (5). Durch Zugabe von 7H wird die erste gewiinschte Dichte des Gradienten p > 1.5 g cm™3
eingestellt (6). Wieder wird die Suspension im Eisbad sonifiziert und anschlieRend zentrifugiert (7). Die Probe
wird nun aufgeteilt in Pellet und Uberstand (8). Durch Zugabe von 7H wird die ndchste Dichtestufe eingestellt
(9). Die Probe wird abermals im Eisbad sonifiziert und anschlieRend zentrifugiert (10). So entsteht wieder ein
Pellet mit Uberstand (11), welche wiederum voneinander getrennt werden (12), der Kreislauf beginnt von
vorne bei Punkt 8 und wird solange wiederholt, bis die finale Dichte von p > 1.32 g cm~ eingestellt ist. Das
abgetrennte Pellet (13) wird in 900 pl 7H-TCE mit der entsprechenden Dichte, beginnend bei p > 1.5 g cm™3,
resuspendiert und auf drei ReaktionsgefdRe aufgeteilt (14). Zum Waschen der Suspension wird je 1 ml 7H
hinzugefiigt und anschlieRend zentrifugiert. Nun wird 1 ml des Uberstandes wieder abgenommen und
verworfen, der restliche Uberstand wird in einem Vakuum-Konzentrator eingedampft, sodass nur das Pellet
zuriickbleibt. Beim letzten Durchgang bei p < 1.32 g cm3 wird das zum Waschen hinzugefiigte 7H nach der
Zentrifugation nicht entfernt, sondern komplett eingedampft. Nach Beendigung des Versuchsablauf stehen
pro gewahlter Fraktion drei Subfraktionen zur Verfligung, eine wird fiir die Markerenzymtests verwendet, die
beiden anderen Subfraktionen kénnen fir die Metabolom- und/oder Proteomanalyse verwendet werden.
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2.2.21.1 Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
Die  gaschromatographische  Analyse (GC-MS  Analyse) der subzelluldren
Metabolitverteilung wurde in Kooperation mit Dr. Lehmann (Metabolomics Service, LMU

Minchen) durchgefiihrt.

2.2.21.2 Datenanalyse und Statistik

Die Analyse der Daten aus der GC-MS Analyse wurde in Kooperation mit Dr. Flrtauer und
Prof. Dr. Nagele (LMU Minchen), wie von Firtauer und Kollegen beschrieben (Fiirtauer et
al. 2016), durchgefiihrt. Zur statistischen Auswertung wurden folgende Programme
verwendet: Microsoft Excel (www.microsoft.com), Matlab (www.mathworks.com) und R

(The R Project for Statistical Computing; www.r-project.org).

2.2.22 Enzymtests

Im Anschluss an die nicht-wassrige Fraktionierung wurden Enzymtests durchgefihrt. Fir
jedes Kompartiment wurde die Enzymaktivitat eines Markerenzyms in jeder der Fraktionen
gemessen. Anhand dieser kann die relative Verteilung der Kompartimente lber den
Gradienten bestimmt werden. Mithilfe von Korrelation kann so eine Aussage Uber die
kompartimentspezifischen Metabolitkonzentrationen gemacht werden.

Zunachst wurden aus einer der drei Subfraktionen aus der nicht-wassrigen Fraktionierung
Enzyme extrahiert. Hierfiir wurden die Pellets in 500 pl Enzym-Extraktionspuffer
resuspendiert und fir 15 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde fiir 5 min bei 4 °C
15700 g zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die gelésten Enzyme enthielt, wurde fiir die

Enzymtests verwendet.

2.2.22.1 Saure Phosphatase Enzymtest
Die saure Phosphatase war das Markerenzym fiir die Vakuole (Abbildung 8). Zunachst

wurden 150 pl des Enzymextrakts mit 450 ul Inkubationspuffer vermengt, fiir die Nullprobe
wurden 150 pl Enzym-Extraktionspuffer verwendet. Danach wurde die Probe auf zwei

1,5 ml ReaktionsgefdRe gleichmaBig aufgeteilt. Im Anschluss wurden die Proben fiir 5 min

SP
p-Nitrophenylphosphat + H,0 ——— p-Nitrophenol + Phosphat

Abbildung 8 Der saure Phosphatase-Enzymtest. Die saure Phosphatase (SP) wird als Markerenzym fir die
Vakuole verwendet. Im Enzymtest setzt die SP p-Nitrophenylphosphat und Wasser zu Nitrophenol und
Phosphat um. Das pH-Optimum der SP liegt bei pH 4,5-5,5. Durch Zugabe des Stopp-Puffers steigt der pH, das
zuvor farblose p-Nitrophenol erscheint nun gelb und kann bei einem Absorptionsmaximum von 410 nm
gemessen werden.
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bei 37 °C und 700 rpm in einem Thermomix inkubiert. Die Halfte der Proben wurde mit
100 pl Substrat (1 mg/ml 4-Nitrophenyl-phosphat Dinatriumsalz Hexahydrat gel6st in
Inkubationspuffer) versehen und nochmals fiir 25 min bei 37 °C und 700 rpm im Dunkeln
inkubiert. Die andere Halfte der Proben wurde zunachst mit je 400 pul Stopp-Puffer (1 M
Na>COs) versehen, dann erfolgte die Zugabe von je 100 pl Substrat, ausgenommen die
Nullprobe, diese wurde mit 100 ul Inkubationspuffer versehen. Nach der 25-mintigen
Inkubation der ersten Halfte der Proben, wurde auch hier die Reaktion durch Zugabe von
400 pl Stopp-Puffer beendet. Je Probe wurden nun 200 pl in eine 96-Mikrotiterplatte mit
flachem Boden (Greiner Bio-One, Frickenhausen) pipettiert und in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat die Absorption bei 410 nm gemessen. Zur Auswertung wurde
zunachst der Nullwert von der jeweiligen Messreihe abgezogen und dann der Messwert
ohne Inkubationszeit von dem Messwert mit Inkubationszeit des Substrats abgezogen. Um
die relative Verteilung zu bestimmen, wurde zunachst die Summe aus allen Messwerten

gebildet und dann der Quotient aus dieser Summe und den einzelnen Messwerten.

2.2.22.2 UGPase Enzymtest

Als Markerenzym fir das Cytosol wurde die UDP-Glukose-Pyrophosphorylase (UGPase)
verwendet (Abbildung 9). Fiir dieses Assay wurden zunachst 140 ul UGPase-Assaypuffer
und je 70 pl Enzymextrakt in eine weiRe 96-Mikrotiterplatte mit flachem Boden (Greiner
Bio-One, Frickenhausen) pipettiert. Die Nullprobe wurde mit 70 ul Enzym-Extraktionspuffer
versehen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 6 pul 100 mM Natriumpyrophosphat
gestartet. Nach 2 min Inkubation bei RT wurde die Enzymkinetik fiir 6 min bei 334 nm in
einem Mikrotiterplatten-Lesegerat aufgezeichnet. Zur Auswertung wurde zunachst der
Nullwert von allen Messwerten abgezogen und dann die Steigung Uber alle Messungen

berechnet. Anhand der Steigungen wurde die relative Verteilung berechnet.

UGP:
1. UDP-Glukose + NaPPi e UTP + Glukose-1-phosphat
PGM
2. Glukose-1-phosphat ———— Glukose-6-phosphat
G6PDH

3. Glukose-6-phosphat + NADP* ————— 6-Phosphogluconolacton + NADPH/H*

Abbildung 9 Der UGPase-Enzymtest. Die UDP-Glucose-Pyrophosphorylase (UGPase) wird als Markerenzym
fir das Cytosol verwendet. Die UGPase setzt UDP-Glukose und NAPPi zu UTP und Glukose-1-phosphat um.
Glukose-1-phosphat wird dann von der Phosphoglucomutase zu Glukose-6-phosphat umgewandelt. Zuletzt
wird  Glukose-6-phosphat und NADP* von der Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase zu 6-
Phosphogluconolacton und NADPH/H* umgesetzt. Die maximale Absorption von NADPH kann bei 340 nm
gemessen werden.
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2.2.22.3 Pyrophosphatase Enzymtest

Als Markerenzym fiir die Plastiden wurde die Pyrophosphatase gewahlt (Abbildung 10). Zu
800 pl Pyrophosphatase-Assaypuffer wurden 15 pl Enzymextrakt gegeben, in die Nullprobe
15 pl Enzym-Extraktionspuffer. Die Proben wurden zunachst fir 10 min bei RT inkubiert,
anschliefend erfolgte eine Inkubation fiir 5 min bei 95 °C und 500 rpm. Sobald die Proben
auf RT abgekilhlt waren, wurden je 150 pl Probe in eine 96-Mikrotiterplatte mit flachem
Boden (Greiner Bio-One, Frickenhausen) transferiert und mit 50 ul Entwickler versehen.
Nach 4 min Inkubationszeit bei RT erfolgte die Messung der Absorption in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat bei 882 nm. Zur Auswertung wurde der Nullwert von den

restlichen Messwerten abgezogen und aus diesen die relative Verteilung berechnet.

PP
1. NaPPi ——— Natriumphosphat + Phosphat

2. Phosphat + Ammoniummolybdat ——— Ammonium-Phosphomolybdat

Abbildung 10 Der Pyrophosphatase-Enzymtest. Die Pyrophosphatase (PP) wird als Markerenzym fiir den
Plastiden verwendet. Zunachst spaltet die PP ein Phosphat von Natriumpyrophosphat ab, welches dann mit
Ammoniummolybdat zu Ammonium-Phosphomolybdat reagiert. Durch Reduktion mittels Ascorbinsdure
entsteht das blaue B-Keggin-lon, welches ein Absorptionsmaximum bei 882 nm besitzt.

2.2.22.4 Citratsynthase Enzymtest

Die Citratsynthase sollte zunachst als Markerenzym fiir die Mitochondrien verwendet
werden (Abbildung 11). Zu 150 ul Citratsynthase-Puffer werden 50 pl Enzymextrakt in eine
96-Mikrotiterplatte mit flachem Boden (Greiner Bio-One, Frickenhausen) gegeben. Die
Messung der Enzymkinetik wurde mit einem Intervall von 10 sec fiir mindestens 10 min bei
412 nm in einem Mikrotiterplatten-Lesegerat durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde
zunachst der Nullwert von allen Messwerten abgezogen und dann die Steigung lber alle

Messungen berechnet. Anhand der Steigungen wurde die relative Verteilung berechnet.

cs
Acetyl-CoA + Oxalacetat —— Citrat + CoA-SH +H,0

Abbildung 11 Der Citratsynthase-Enzymtest. Die Citratsynthase (CS) sollte zunéchst als Markerenzym fiir
die Mitochondrien verwendet werden. Die CS katalysiert die erste Reaktion im Citratzyklus, bei der Acetyl-
CoA und Oxalacetat zu Citrat, CoA-SH und Wasser umgesetzt werden. Zur Reaktion zugegebenes DTNB
reagiert mit der Thiolgruppe von CoA-SH zu TNB, dessen Absorptionsmaximum bei 412 nm gemessen werden
kann.
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2.2.22.5 Succinyl-CoA Synthetase Enzymtest

Die Succinyl-CoA Synthetase diente als Markerenzym fiir die Mitochondrien (Abbildung
12). Das Assay wurde nach Herstellerangaben mithilfe des Succinyl-CoA Synthetase Activity
Assay Kit Abcam (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Die Messung wurde in einer 96-
Mikrotiterplatte mit flachem Boden (Greiner Bio-One, Frickenhausen) in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat bei 450 nm durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde zunachst der
Nullwert von allen Messwerten abgezogen und dann die Steigung Uber alle Messungen
berechnet. Anhand der Steigungen wurde die relative Verteilung berechnet.

SCS
Succinat + CoA + ATP ——— Succinyl-CoA + ADP

Abbildung 12 Der Succinyl-CoA Synthetase-Enzymtest. Die Succinyl-CoA Synthetase (SCS) wird als
Markerenzym fiir die Mitochondrien verwendet. Der Enzymtest wird mit dem Succinyl-CoA Synthetase
Activity Assay Kit von Abcam (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Die SCS wandelt Succinat und CoA unter
Verbrauch von ATP in Succinyl-CoA um, welches mit dem im Kit mitgelieferten Entwickler einen farbigen
Komplex bildet, dessen Absorptionsmaximum bei 450 nm gemessen werden kann.

2.2.23 Kreuzung zweier A. thalina Einzelmutanten

Zur Erzeugung einer Doppelmutante oep40 x psut wurden zundchst die Einzelmutanten
unter Langtagsbedingungen angezogen und zur Bliite gebracht. Nun wurden von einer der
beiden Mutanten die Petalen einer noch nicht gedffneten Blite entfernt, sodass das
Gynozeum frei lag. Die Verwendung einer ungeotffneten Blite soll das Risiko einer
Selbstung verringern. Von der zweiten Mutante wurde eine bereits gedffnete Blite
genommen und mit den Staubblattern Uber das Gynézeum gestrichen, sodass der Pollen
Ubertragen wurde. Nach erfolgreicher Bestaubung entwickelte sich eine Schote, nach
deren Abreifung wurden die Samen geerntet und einzeln ausgelegt. Mittels PCR wurde der
Erfolg der Kreuzung (iberpriift, eine Doppelmutante sollte homozygot fiir beide T-DNA

Insertionen sein.

2.2.24 Phanotypisierung

Um Unterschiede im Wachstum verschiedener Genotypen von A. thaliana festzustellen,
wurde eine Phanotypisierung durchgefiihrt (Boyes et al. 2001). Pro Wachstumsbedingung
und Genotyp wurden 20 Einzelpflanzen untersucht. Es wurden folgende

Wachstumsstadien aufgezeichnet: Lange von vier Rosettenblattern > 1 mm (Stadium 1.04),
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Ldnge von zehn Rosettenbldttern > 1 mm (Stadium 1.10), Sichtbarkeit der ersten
Bliitenknospe (Stadium 5.10), Offnen der ersten Bliite (Stadium 6.00) und das Stadium der

vollstandigen Blite (Stadium 6.90).

2.2.25 Gefriertoleranz

Zur Uberpriifung der Gefriertoleranz wurden WT und OEP16 TM Pflanzen angezogen und
fur drei Wochen unter LT Bedingungen kultiviert. Hiernach wurden die Pflanzen in drei
Gruppen aufgeteilt: eine Kontrollgruppe, eine nicht-akklimatisierte Gruppe und eine
akklimatisierte Gruppe. Die Kontrollgruppe wurde weiterhin unter LT Bedingungen
kultiviert. Die nicht-akklimatisierte Gruppe wurde von LT Bedingungen direkt zu -6 °C fir
3 h transferiert. Die akklimatisierte Gruppe wurde zunéachst fir 24 h bei 4 °C akklimatisiert
und erst dann fir 3 h bei -6 °C inkubiert. Im Anschluss an den Kalteschock wurden beide
Gruppen fiir 24 h bei 4 °Cinkubiert und dann flr weitere sieben Tage unter LT Bedingungen

kultiviert.

2.2.26 Aminosaure-Futterungs-Experiment

Um Wachstumseffekte von Aminosauren auf Wildtyp und OEP 16 TM zu untersuchen,
wurde das Aminosdure-Futterungs-Experiment durchgefiihrt. Hierfir wurden zunachst %
MS-Medium Platten gegossen, welche mit den 20 proteinogenen Aminosduren in
verschiedenen Konzentrationen supplementiert waren. Dann wurden Wildtyp- und OEP16
TM-Samen oberflachensterilisiert. Hierfir wurden ca. 100 ul Samen in einem 2 ml
Reaktionsgefall mit 1 ml 70 % Ethanol und 0,05 % Trition-X-100 fir 10 min bei RT rotierend
inkubiert. Anschliefend wurden die Samen drei Mal mit 96 % Ethanol gewaschen und auf
einem sterilen Filterpapier unter der Sterilbank getrocknet. Pro Platte wurden jeweils 20
Samen pro Genotyp ausgelegt. Die Platten wurden fiir zwei Tage bei 4 °C vernalisiert und
anschliefend unter LT Bedingungen kultiviert. Als Negativkontrolle wurden % MS-Platten

ohne zusatzliche Aminosaure verwendet.
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3 Ergebnisse

In Chloroplasten finden neben der Photosynthese vielfdltige andere biochemische
Reaktionen statt, aus denen die verschiedensten Metabolite hervorgehen. Diese
Metabolite werden in der gesamten Pflanzenzelle bendétigt. Da Chloroplasten von zwei
Membranen umbhiillt sind, sind Kanédle in diesen erforderlich, so dass die Metabolite

zwischen Cytosol und Chloroplast ausgetauscht werden kénnen.

3.1 Kreuzung OEP40 x pSuT

OEP40 ist ein Kanalprotein in der dufleren Chloroplastenmembran. Mithilfe von in vitro
Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Kanal permeabel fiir Glukose und dessen
phosphorylierte Derivate ist. Kirzlich wurde ein Zuckertransporter in der inneren
Chloroplastenmembran charakterisiert: pSuT (plastidic sugar transporter). Um ein
mogliches Zusammenspiel der beiden Proteine beim Transport von Zuckern Uber die
Chloroplastenmembranen zu untersuchen, wurde eine Doppelmutante erstellt. Zur
Erzeugung einer Doppelmutante oep40 x psut wurden die beiden Einzelmutanten
miteinander gekreuzt. Die aus der Kreuzung entstandenen Samen wurden einzeln
ausgelegt. Aus zwei Wochen alten Pflanzen wurde DNA isoliert und mittels
Genotypisierung wurde Uberpriift, ob die Pflanzen beide T-DNA Insertionen tragen. Bei
einer Pflanze war dies der Fall, nur die Verwendung des T-DNA spezifischen Primers (LB) in
Kombination mit dem jeweiligen genspezifischen Primem (RP) fliihrte zum Erhalt eines PCR

Produktes. Die Samen der entsprechenden Pflanze wurden gesammelt und vermehrt, um
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Abbildung 13 Genotyping-PCR der OEP40 x pSuT Doppelmutante. Zur Uberpriifung der Kreuzung wurden
vier PCRs durchgefiihrt, um das Vorhandensein beider T-DNA Insertionen zu (iberprifen. Hierflir wurden
einmal die genspezifischen Primer von OEP40 und pSuT miteinander kombiniert (LP+RP) und einmal ein
genspezifischer Primer mit einem T-DNA spezifischen Primer (LB+RP).
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Abbildung 14 Phinotypisierung OEP40 x pSuT. Abgebildet sind Pflanzen am Tag 54 der Phanotypisierung,
links WT (weiR), Mitte links OEP40 KO (blau), Mitte rechts pSuT KO (rot) und rechts Doppelmutante OEP40 x
pSut (gelb). A) LT-Bedingungen 21 °C B) LT-Bedingungen 10 °C C) KT-Bedingungen.

eine Phanotypisierung durchfiihren zu kénnen. Hierflir wurden parallel WT, OEP40 KO,
pSuT KO und OEP40 x pSuT KO unter drei verschiedenen Wachstumsbedingungen
angezogen: LT, KT und LT 10 °C. Unter LT Bedingungen war zu erkennen, dass die
Doppelmutante deutlich kleinere Rosetten ausbildete (Abbildung 14). Insgesamt ist die
Entwicklung der Doppelmutante zeitverzogert, so startete die Bliite der Doppelmutante
drei Tage spater im Vergleich zum WT (Abbildung 15). Bei der zweiten Anzuchtvariante
wurden die Pflanzen zunachst fir sieben Tage unter LT Bedingungen zum Keimen gebracht,
dann wurde die Temperatur auf 10 °C abgesenkt. Die Pflanzen wuchsen hier deutlich
langsamer, so benétigte der WT von der Keimung bis zur Offnung der ersten Bliite in etwa
doppelt so lange wie unter LT Bedingungen. Alle Mutanten fingen deutlich friiher an zu
blihen als der WT. Unter KT Bedingungen war erneut zu beobachten, dass die
Doppelmutante eine deutlich kleinere Rosette ausbildet als der WT und die beiden
Einzelmutanten. Die pSuT KO Mutante begann deutlich spater mit der Bliite als der WT, die
OEP40 KO Mutante und die Doppelmutante zeigten einen intermedidren Blihphanotyp
(Abbildung 14). Es wurden zunachst keine weiteren Experimente mit der Doppelmutante

durchgefihrt, da diese den Rahmen der vorliegenden Arbeit Gberschritten hatten.
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Abbildung 15 Auswertung der Phinotypisierung OEP40 x pSuT nach Entwicklungsstufen: Linge von vier
Rosettenblattern > 1 mm, Ldnge von zehn Rosettenbldttern > 1 mm, Sichtbarkeit der ersten Bliitenknospe,
dem Offnen der ersten Bliite in Tagen.
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3.2 Regulation der OEP16-Kanaleigenschaften

Die vierte Aminosaure im N-Terminus von OEP16 ist ein Serin. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass dieses Serin phosphoryliert werden kann (Pohlmeyer 1997). Allgemein kann
eine Phosphorylierung die Selektivitat bzw. die Aktivitdt eines Kanals beeinflussen. Um
Aufschluss dariliber zu erhalten, ob die Phosphorylierung des vierten Serins einen Einfluss
auf die Kanaleigenschaften von OEP16 hat, wurden phosphomimetische
Substitutionsmutanten des Proteins fiir elektrophysiologische Messungen erstellt. Hierflr
wurde zunachst durch Einfiihrung einer Punktmutation mittels Mutagenese die cDNA von
OEP16 so verandert, dass das Serin an Position vier der Aminosauresequenz einmal durch
Alanin (A) und einmal durch Asparaginsaure (D) ersetzt wurde. Die Konstrukte wurden in
E. coli BL21 Zellen transformiert und (iberexprimiert (Abbildung 16). Die Uberexpression
erfolgte fir 3 h bei 37 °C. AnschlieRend wurden die Zellen aufgeschlossen und die
Einschlusskorper aufgereinigt, in denen das lGberexprimierte Protein vorlag (Abbildung 17,
am Beispiel von OEP16_WT, Daten fir OEP16_S4A und OEP16_S4D nicht gezeigt). Hierfir
wurde das Zelllysat nach dem Aufschluss zentrifugiert und das Pellet, welches die
Einschlusskorper enthalt, in Detergens-Puffer resuspendiert. Das Pellet wurde mehrmals in
Detergens-, Triton- und Tris-Puffer gewaschen, um die Einschlusskérper anzureichern. Um

das Protein weiter aufzureinigen, wurde eine lonenaustauschchromatographie

WT S4A S4D
vi nl vi ni vl nl

116,0 -
66,2 -

45,0 --
35,0

25,0 --

18,4 --

4=m OEP16

14,4 --

Abbildung 16 Uberexpression von OEP16_WT, OEP16_S4A und OEP16_S4D. Als Expressionsvektor diente
pET21d, wobei alle Konstrukte liber ein Stoppcodon verfligten, sodass kein Tag angehdngt wurde. Die
Uberexpression wurde in E. coli BL21 Zellen fiir 3 h bei 37 °C durchgefiihrt. vl: E. coli BL21 Zellen vor Induktion.
nl: E coli BL21 Zellen nach Induktion und 3 h Uberexpression.
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Abbildung 17 OEP16_WT-Einschlusskorper Aufreinigung. Um das tiberexprimierte Protein aufzureinigen,
wurden die Zellen zunachst aufgeschlossen und das Zelllysat abzentrifugiert. Das Pellet wurde in Detergens-
Puffer aufgenommen und mehrmals gewaschen. Dasselbe erfolgte mit Triton- und Tris-Puffer. So konnte ein
Grofteil der nicht gewlinschten E. coli Proteine entfernt werden und die OEP16_WT Einschlusskorper
angereichert werden.

durchgefihrt. Diese Methode ermdglichte es, das Protein, auch ohne Tag, in ausreichender
Reinheit flr die Elektrophysiologie bereitzustellen. Hierfliir wurden die Einschlusskorper in
Puffer A, welcher 8 M Urea enthielt, solubilisiert. Die lonenaustauschchromatographie
wurde mithilfe eines Akta Purifier Systems (GE Healthcare, Miinchen) durchgefiihrt. Das
solubilisierte Protein wurde auf eine zuvor mit Puffer A equilibrierte HiTrap Q FF 1 mL Saule
geladen. Abhdngig vom pH und der Ladung der einzelnen Aminosaduren hat jedes Protein
eine bestimmte Nettoladung, so kann das Protein gegebenenfalls an die Sdule anbinden.
Durch Zugabe von Puffer B, welcher NaCl enthélt, kommt es zu einem Konkurrieren der
Proteine und der lonen um die Bindestellen an der Saulenmatrix. Durch dieses Prinzip
konnen Proteine mittels lonenaustauschchromatographie aufgrund ihrer spezifischen
Nettoladung voneinander getrennt werden. OEP16_WT, OEP16_S4A und OEP16_S4D
konnten in Fraktion A3 in der groRten Reinheit gefunden werden (Abbildung 18). Diese

Fraktion wurde fir die Elektrophysiologie verwendet.
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Abbildung 18 lonenaustauschchromatographie zur Aufreinigung von OEP16_WT, OEP16_S4A und
OEP16_S4D. L: Ladung, auf die HiTrap Q FF 1 mL Saule geladenes, in Puffer A solubilisiertes Protein. A3-B6:
ausgewdhlte Fraktionen der lonenaustauschchromatographie. Fir die Elektrophysiologie wurde jeweils

Fraktion A3 ausgewadhlt, da hier die Proteine in der groBten Reinheit vorlagen.

Die Elektrophysiologie wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.
Dr. Meinecke an der Universitat Gottingen mithilfe der planaren Bilayer-Technik
durchgefihrt. Die Messergebnisse zeigten, dass OEP16 WT einen Kanal mit hoher
Leitfahigkeit und Selektivitat fir Kationen bildet mit einer lonenselektivitat von P+/P-=6,4.
Der Leitwert des Kanals betragt 1,2 nS und unter asymmetrischen Pufferkonditionen
(250 mM/20 mM KCl) ergibt sich ein Umkehrpotential von E= +36,8 mV. Der Kanal bleibt
auch bei hoher Spannung bis zu £160 mV stabil in einem gedffneten Zustand, bei einem
hohem Membranpotential von +80 mV bis +160 mV erhéht sich die Offnungsfrequenz. Fiir

die phosphomimetische Mutante OEP16_S4D betrug der Leitwert 629,3 pS bei einer
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leichten Abnahme der Kationenselektivitat (P+/P- = 4,53). Auch das Umkehrpotential nahm
im Vergleich zu OEP16_WT ab, es betrug E= +30 mV. Bei angelegter Spannung konnte ein
Flimmern beobachtet werden, dies deutet auf eine geringe Offnungswahrscheinlichkeit des
Kanals hin. OEP16_S4D besitzt somit eine geringere Offnungswahrscheinlichkeit als
OEP16_WT. OEP16_S4A konnte zwar in Proteoliposomen rekonstituiert werden, jedoch
konnte keine Kanalaktivitdat nachgewiesen werden. Mdglicherweise wurde das Protein

degradiert, der Versuch muss wiederholt werden.

3.2.1 Komplementation OEP16 TM

Zusatzlich zur in vitro Untersuchung der phosphomimetischen OEP16 Mutanten wurde
auch in vivo die Rolle der Phosphorylierung von OEP16 untersucht. Hierfir wurden
pflanzliche Expressionsvektoren erstellt, welche die phosphomimetischen Substitutionen
S4A und S4D in OEP16.1 tragen. Als Promotor wurde der intrinsische Promotor von
OEP16.1 verwendet. Mithilfe dieser Vektoren wurde die OEP16 TM komplementiert und
mittels A. tumefaciens-Transformation stabile Linien erzeugt: OEP16 TM +
OEP16.1pro:0EP16.1 (nachfolgend OEP16 TM KWT), OEP16 TM + OEP16.1pro:OEP16.1S4A
(nachfolgend OEP16 TM KS4A) und OEP16 TM + OEP16.1pro:0OEP16.154D (nachfolgend
OEP16 TM KS4D). Die Komplementanten wurden mittels Western Blot auf Expression von
OEP16 (berprift. Alle Komplementanten exprimieren OEP16 (Abbildung 19). Die so

erzeugten Linien wurden fiir nachfolgende nicht-wéssrige Fraktionierung verwendet.

18,4 -
14,4 -

Abbildung 19 Komplementation der OEP16 TM mit phosphomimetischen Substitutionen. Die OEP16 TM
wurde mittels A. tumefaciens vermittelter Transformation mit den Konstrukten OEP16 TM +
OEP16.1pro:0EP16.1 (nachfolgend OEP16 TM KWT), OEP16 TM + OEP16.1pro:0EP16.1S4A (nachfolgend
OEP16 TM KS4A) und OEP16 TM + OEP16.1pro:0OEP16.154D (nachfolgend OEP16 TM KS4D) komplementiert.
Die Expression der Konstrukte wurde mittels Western Blot und anschlieender Immunodetektion mit a-A.th.
OEP16.1 nachgewiesen. Als Kontrolle wurde Proteinextrakt aus WT und OEP16 TM aufgetragen.
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3.3 Die Rolle von OEP16 in Prozess der Kalte-Akklimatisierung

OEP16 ist permeabel flir Aminosdauren (Pohlmeyer et al. 1997) und wird in der Kalte
hochreguliert (Drea et al. 2006; Fowler und Thomashow 2002). Aus diesem Grund wurde
die Gefriertoleranz von WT und OEP16 TM miteinander verglichen. Um die Gefriertoleranz
von OEP16 TM im Vergleich zum WT zu untersuchen, wurden die Pflanzen zunachst fir drei
Wochen unter LT Bedingungen angezogen. Anschliefend wurden die Pflanzen in drei
Gruppen aufgeteilt, jede Gruppe bestand aus 20 Einzelpflanzen. Die Kontrollgruppe wurde
weiter unter LT Bedingungen kultiviert. Eine Gruppe wurde direkt von 21 °C auf -6 °C fir
3 h transferiert und die dritte Gruppe wurde zunéachst fiir 24 h bei 4 °C akklimatisiert und
erst danach fiir 3 h bei -6 °C inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation bei -6 °C wurden die
Pflanzen dieser beiden Gruppen fiir 24 h bei 4 °C inkubiert, bevor sie fiir eine weitere
Woche unter LT Bedingungen gehalten wurden. Das Experiment wurde drei Mal
wiederholt. Die gefrierbehandelten Pflanzen hatten insgesamt kleinere Rosetten im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 20). Die OEP16 TM ist von der Gefrierbehandlung
deutlich starker betroffen als der WT: Die nicht akklimatisierten OEP16 TM Pflanzen waren
zu 48 % stark von der Inkubation bei -6 °C betroffen, die Pflanzen waren entweder
abgestorben oder zeigten deutliche Nekrosen. Nur 21 % der WT Pflanzen zeigten dhnliche
Symptome. In der Gruppe der akklimatisierten Pflanzen war derselbe Trend zu erkennen,
die OEP16 TM war wesentlich starker von der Gefrierbehandlung betroffen (Abbildung 20).
In einem weiteren Experiment wurden auch die Komplementationslinien OEP16 TM KWT,
OEP16 TM KS4A und OEP16 TM KS4D auf ihre Gefriertoleranz getestet. Hierfiir wurden pro
Genotyp und Versuchsgruppe 12 Pflanzen (zwei pro Topf) &quivalent zum
vorangegangenen Experiment angezogen, die Versuchsdurchfiihrung erfolgte ebenfalls
wie zuvor beschrieben. Unter Kontrollbedingungen konnten keine Unterschiede zwischen
den Genotypen festgestellt werden. Dasselbe gilt fir die Gruppe der akklimatisierten
Pflanzen, einzig die OEP16 TM wies geringfiigige Nekrosen auf (Abbildung 21). Die nicht-
akklimatisierten Pflanzen verhielten sich wie im vorangegangenen Experiment, die OEP16
TM wies starke Nekrosen bis hin zu einigen toten Pflanzen auf, wahrend beim WT alle
Pflanzen Uberlebten mit einigen wenigen Nekrosen. Zudem sind die Rosetten der nicht-
akklimatisierten WT Pflanzen gréRRer als die der OEP16 TM. Die Komplementationslinien
OEP16 TM KWT und OEP16 TM KS4A verhalten sich dhnlich dem WT in der Gruppe der

nicht-akklimatisierten Pflanzen. Die Komplementationslinie OEP16 TM KS4D hingegen
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weist einige Nekrosen und eine tote Pflanze auf. Dies deutet darauf hin, dass der
Phosphorylierungszustand von OEP16 eine Rolle im Prozess der Kalte-Akklimatisierung

spielt und sich somit auch auf die Gefriertoleranz der Pflanzen auswirkt.

Kontrolle akklimatisiert nicht-akklimatisiert

OEP16

™

60%

50% I

40%

30% OEP16 TM

20% I I wT

10%

Beeintrachtigte Pflanzen

0% I
nicht-akklimatisiert akklimatisiert

Abbildung 20 Gefriertoleranz von WT und OEP16 TM. Zur Uberpriifung der Gefriertoleranz von OEP16 TM
im Vergleich zu WT, wurden 60 Pflanzen je Genotyp fiir drei Wochen unter LT-Bedingungen angezogen und
anschlieBend in drei Gruppen aufgeteilt: Kontrolle, akklimatisierte und nicht-akklimatisierte Pflanzen. Die
Kontrollgruppe verblieb unter Standard-LT-Bedingungen, die nicht-akklimatisierten Pflanzen wurden direkt
dem Gefrierschock von 3 h bei -6 °C unterzogen, wohingegen die akklimatisierten Pflanzen vor dem
Gefrierschock fiir 24 h bei 4 °C inkubiert wurden. Im Anschluss an den Gefrierschock wurden beide Gruppen
flir zunachst 24 h bei 4 °C inkubiert und dann eine weitere Woche unter LT-Bedingungen gehalten. Das
Experiment wurde drei Mal wiederholt. Im Anschluss erfolgte die Auswertung. Obere Abbildung:
Representative Pflanzen pro Genotyp und Behandlung. Untere Abbildung: Beeintrachtigte Pflanzen in %. Als
beeintrachtigt wurden solche Pflanzen gewertet, welche nach der Behandlung entweder tot waren oder
Nekrosen aufwiesen.
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WT OEP16 TM OEP16 TM KWT OEP16 TM KS4A OEP16 TM KS4D

akklimatisiert nicht-akklimatisiert

Kontrolle

Abbildung 21 Gefriertoleranz von WT, OEP16 TM und den Komplementationslinien OEP16 TM KWT,
OEP16 TM KS4A und OEP16 TM KS4D. Ergdanzend zu dem vorangegangenen Gefriertoleranz-Experiment
wurden in diesem Versuch auch die Komplementanten auf ihre Gefriertoleranz getestet. Pro Versuchsgruppe
(Kontrolle, akklimatisiert und nicht-akklimatisiert) wurden 12 Pflanzen (zwei pro Topf) drei Wochen unter LT-
Bedingungen angezogen und anschlieBend in die drei Versuchsgruppen aufgeteilt. Die Kontrollgruppe
verblieb unter Standard-LT-Bedingungen, die nicht-akklimatisierten Pflanzen wurden direkt dem
Gefrierschock von 3 h bei -6 °C unterzogen, wohingegen die akklimatisierten Pflanzen vor dem Gefrierschock
fir 24 h bei 4 °C inkubiert wurden. Im Anschluss an den Gefrierschock wurden beide Gruppen fir zunachst
24 h bei 4 °C inkubiert und dann eine weitere Woche unter LT-Bedingungen gehalten. Im Anschluss erfolgte
die Auswertung.

3.3.1 Subzellulare Metabolom-Analyse mittels nicht-wassriger Fraktionierung

Um Aufschluss liber die subzelludre Metabolitverteilungen zu erhalten, wurde die Methode
der nicht-wassrigen Fraktionierung verwendet. So konnte zwischen den folgenden
Kompartimenten unterschieden werden: Cytosol, Vakuole, Chloroplasten und
Mitochondrien. Es wurde nach dem Protokoll von Firtauer und Kollegen gearbeitet, dieses
sieht allerdings nur die subzelluldare Auftrennung von Cytosol, Vakuole und Chloroplasten

vor (Flrtauer et al. 2016). Um zudem Mitochondrien auftrennen zu kdnnen, wurde

43



Ergebnisse

einerseits ein Enzymtest fiir ein mitochondriales Markerenzym etabliert und zum anderen

der Gradient entsprechend angepasst.

3.3.1.1 Etablierung eines Markerenzyms fiir Mitochondrien

Optimal geeignet als Markerenzym sind solche Enzyme, welche ausschlieRlich in einem
Kompartiment vorkommen, in diesem Fall in den Mitochondrien. Zunachst wurde die
Citratsynthase als mogliches Markerenzym ausgewahlt. Die Citratsynthase ist in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert und katalysiert die erste Reaktion im Citratzyklus, bei der
Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Citrat, CoA-SH und Wasser umgesetzt werden. Zur Reaktion
zugegebenes DTNB reagiert mit der Thiolgruppe von CoA-SH zu TNB, dessen
Absorptionsmaximum bei 412 nm gemessen werden kann (Anoop et al. 2003). Zunachst
wurde der Enzymtest fiir die Messung in einer 96-Mikrotiterplatte optimiert. Hierflir wurde
eine Kinetik mit einem Intervall von 10sec mit unterschiedlichen Konzentrationen

(0,0005 U, 0,001 U und 0,005 U) von gekaufter Citratsynthase gemessen (Abbildung 22 A).

A Positivkontrolle - Citratsynthase B 5 ul Enzymextrakt
1 0,3
35 0,25
3
€ g 02
- 25 Nullprobe &
- 2 = 0,15
Z © 0,005 U = <1,35
o s 8 o1
1 0,001 U ! >1,35
05 0,0005 U 0,05
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
1 Messpunkt = 10 sec 1 Messpunkt = 10 sec
C 25 pl Enzymextrakt D 50 ul Enzymextrakt
0,3 04
0,25 0,35
0,3
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>1,35 0,1 >1,35
0,05 0,05
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Abbildung 22 Etablierung des Citratsynthase-Enzymtests. Die Citratsynthase setzt Oxalacetat und Acetyl-
CoA zu Citrate, CoA-SH und Wasser um, die Thiolgruppe von CoA-SH reagiert mit dem der Reaktion
beigesetzen DTNB zu TNB, welches sein Absorptionsmaximum bei 412 nm hat. Es wurden Enzymkinetiken
bei einer Absorption von OD 412 nm mit einem Intervall von 10 sec gemessen. A) Gekaufte Citratsynthase
wurde als Positivkontrolle in den Konzentrationen 0,0005 U, 0,001 U und 0,005 U eingesetzt. Fiur alle
Konzentrationen kann ein linearer Anstieg der Enzymaktivitdit beobachtet werden. B) Aus den NAF-
Fraktionen <1,35 und >1,35 wurde Enzym extrahiert und 5 pl fiir den Enzymtest eingesetzt. C) Aus den NAF-
Fraktionen <1,35 und >1,35 wurde Enzym extrahiert und 25 pl fiir den Enzymtest eingesetzt. D) Aus den NAF-
Fraktionen <1,35 und >1,35 wurde Enzym extrahiert und 50 pl flir den Enzymtest eingesetzt.
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Abbildung 23 Etablierung des Succinyl-CoA-Synthetase-Enzymtests. Verwendet wurde das Succinyl-CoA
Synthetase Activity Assay Kit Abcam (Berlin, Deutschland). Bei der Reaktion entsteht ein gelber Komplex, das
Absorptionsmaximum liegt bei 450 nm, die Enzymkinetik wurde mit einem Intervall von 30 sec gemessen. A)
Es wurden 1 pl, 5 pl und 10 pl isolierte Mitochondrien aus A. thaliana eingesetzt. B) Es wurden 1 pl, 5 pl und
10 pl der im Kit mitgeliferten Positivkontrolle eingesetzt.

Fir alle Konzentrationen kann ein linearer Anstieg der Enzymaktivitat Uber den gesamten
Verlauf der Kinetik gemessen werden. Im nachsten Schritt wurde der Test anstatt mit
gekaufter Citratsynthase mit Enzymextrakt durchgefiihrt, welches aus den Fraktionen
<1,35 und >1,35 der NAF gewonnen wurde. Es wurden 5 ul, 25 pl und 50 ul dieses
Enzymextrakts eingesetzt. Bei 5 pl Enzymextrakt ist der Bereich, in dem die Enzymaktivitat
linear ansteigt, sehr kurz (Abbildung 22 B). Bei 25 ul Enzymextrakt war in der Probe <1,35
ein linearer Anstieg der Enzymaktivitat Uber den gesamten Verlauf der Kinetik zu
beobachten (Abbildung 22 C), ebenso wie bei 50 pl Enzymextrakt (Abbildung 22 D). Dieser
Enzymtest wurde jedoch im weiteren Verlauf der Arbeit verworfen, da auch in den
Peroxisomen eine Citratsynthase existiert (Pracharoenwattana et al. 2005). Diese kdnnte
die Messergebnisse verfdlschen. Deshalb wurde ein neues mitochondriales Enzym
ausgewahlt: die Succinyl-CoA-Synthetase. Die Succinyl-CoA-Synthetase ist in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert. Fir den Enzymtest wurde ein Kit der Firma Abcam
verwendet. Da dieses Kit fir die Verwendung in Sdugern vorgesehen ist, wurden zunachst
einige Vorversuche durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass der Test ebenso fir pflanzliche
Proben verwendet werden kann. Als erstes wurde der Test mit der im Kit vorhandenen
Positivkontrolle und aus A. thaliana isolierten Mitochondrien durchgefiihrt. Sowohl fiir die
Positivkontrolle als auch fiir die eingesetzten isolierten Mitochondrien wurde nach kurzer
Zeit eine Sattigung der Reaktion erreicht, der lineare Bereich war sehr kurz (Abbildung 23).
Deshalb wurden die Positivkontrolle und die isolierten Mitochondrien fir die nachste
Messung 1:100 verdiinnt. Dies flhrte dazu, dass eine Enzymaktivitdt im linearen Bereich
gemessen werden konnte, sowohl fiir die isolierten Mitochondrien als auch fir die
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Abbildung 24 Optimierung des Succinyl-CoA-Synthetase-Enzymtests. Verwendet wurde das Succinyl-CoA
Synthetase Activity Assay Kit Abcam (Berlin, Deutschland). Bei der Reaktion entsteht ein gelber Komplex, das
Absorptionsmaximum liegt bei 450 nm, die Enzymkinetik wurde mit einem Intervall von 30 sec gemessen. Im
vorangegangenen Versuch wurde schnell eine Sattigung der Reaktion erreicht, deshalb wurde die
Positivkontrolle sowie die isolierten Mitochondrien aus A. thaliana 1:100 verdinnt. A) Es wurden 1 pl, 5 pl
und 10 pl der verdiinnten, isolierte Mitochondrien aus A. thaliana eingesetzt. B) Es wurden 1 pl, 5 pl und
10 ul der im Kit mitgelieferten, verdiinnten Positivkontrolle eingesetzt. C) Es wurden die Steigungen aus den
linearen Bereichen der Enzymkinetiken aus A) berechnet, aufgetragen (1 entspricht 1 pl, 2 entspricht 5 pl und
3 entspricht 10 pl) und eine Trendlinie angelegt. Das BestimmtheitsmaR der Trendlinie betrigt R?= 0,9964. D)
Es wurden die Steigungen aus den linearen Bereichen der Enzymkinetiken aus A) berechnet, aufgetragen (1
entspricht 1 pl, 2 entspricht 5 pl und 3 entspricht 10 pl) und eine Trendlinie angelegt. Das Bestimmtheitsmal}
der Trendlinie betrigt R?>= 0,9789.

Positivkontrolle (Abbildung 24 A und B). So konnte die Steigung fiir den linearen Bereich
ermittelt werden: Die Trendlinien mit einem BestimmtheitsmaR von R? > 0,9 zeigen, dass
flr beide Ansdtze und unterschiedliche Konzentrationen zuverldssige Daten gemessen
wurden und die Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der eingesetzten Enzymmenge linear
zunimmt (Abbildung 24 C und D). Das Kit kann somit auch fiir pflanzliche Proben verwendet
werden. Im nachsten Schritt konnten nun Enzymextrakte, gewonnen aus der NAF, getestet
werden. Hierflir wurden zunachst die Fraktionen >1,32 und >1,35 in nur 100 pl
Extraktionspuffer extrahiert und davon 50 pl fir den Enzymtest eingesetzt. Dies sind die
Fraktionen, in denen die hochste Konzentration an Mitochondrien erwartet wird und somit
auch die hochste Konzentration an Succinyl-CoA-Synthetase. Das Ergebnis der Messung
zeigte, dass der Enzymtest auch mit aus den Fraktionen der NAF isoliertem Enzym

funktioniert und die eingesetzte Menge an Enzymextrakt reduziert werden kann, da eine
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Abbildung 25 Optimierung des Succinyl-CoA-Synthetase-Enzymtests fiir die nicht-wéssrige
Fraktionierung. Die Enzyme der Fraktionen >1,32 und >1,35 aus der NAF wurden in 100 pl Extraktionspuffer
extrahiert, wovon jeweils 50 pl fir die Messung mit dem Succinyl-CoA Synthetase Activity Assay Kit von
Abcam (Berlin, Deutschland) verwendet wurden. Bei der Reaktion entsteht ein gelber Komplex, das
Absorptionsmaximum liegt bei 450 nm, die Enzymkinetik wurde mit einem Intervall von 30 sec gemessen.
Darstellung der Messergebnisse mit Nullprobe. Zu Beginn der Messung stiegen die Enzymaktivitaten linear
an.

Sattigung der Reaktion zu erkennen war (Abbildung 25). Deshalb wurde erneut die Fraktion
>1,32 in 100 ul Extraktionspuffer extrahiert und 10 pl, 25 pl und 50 pl fir den Enzymtest
eingesetzt. Fur alle drei Ansatze konnte ein linearer Anstieg der Enzymaktivitat gemessen
werden (Abbildung 26 A). Die ermittelten Steigungen und deren zugehorige Trendlinie mit
einem BestimmtheitsmaR von R? > 0,9 zeigte, dass 10 pl Enzymextrakt ausreichend sind,
um verldssliche Messdaten zu generieren. Pro Test kann 1/10 des Enzymextrakts eingesetzt
werden. Das Succinyl-CoA Synthetase Activity Assay Kit von Abcam (Berlin, Deutschland)

kann somit als Markerenzymtest fiir die NAF verwendet werden.
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Abbildung 26 Succinyl-CoA-Synthetase als Markerenzym fiir Mitochondrien fiir die nicht-wissrige
Fraktionierung. Es wurden Enzyme der Fraktion >1,32 in 100 pl Extraktionspuffer extrahiert und davon 0 pl,
10 pl, 25 pl und 50 pl fiir den Enzymtest eingesetzt. Es wurde eine Enzymkinetik mit einem Intervall von
30 sec gemessen, das Absorptionsmaximum liegt bei 450 nm. A) Enzymkintetik B) Es wurden die Steigungen
aus den linearen Bereichen der Enzymkinetiken aus A) berechnet, aufgetragen (1 entspricht 10 ul, 2
entspricht 25 pl und 3 entspricht 50 pl) und eine Trendlinie angelegt. Das BestimmtheitsmaR der Trendlinie
betrigt R?= 0,9978.
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3.3.1.2 Optimierung des Gradienten
Nachdem erfolgreich ein Markerenzymtest fiir die Mitochondrien etabliert werden konnte,
mussten als nachstes die einzelnen Dichteschritte der Fraktionen des Gradienten so
angepasst werden, dass sie eine Abtrennung der vier Kompartimente Cytosol, Vakuole,
Plastid und Mitochondrium zulassen. Je nach Pflanzenmaterial kann sich die Dichte der
einzelnen Kompartimente unterscheiden, sodass die Dichten der einzelnen Fraktionen des
Gradienten immer individuell angepasst werden miissen. Da vier Kompartimente getrennt
voneinander betrachtet werden sollten, muss der Gradient mindestens in 5-6 einzelne
Fraktionen unterschiedlicher Dichte aufgeteilt werden, dies spielt eine Rolle bei der
nachfolgenden mathematischen Auswertung. Begonnen wurde mit einem Gradienten,
welcher aus sieben Fraktionen bestand, beginnend mit einer Fraktion der Dichtep>1,5g
cm™3 und endend mit einer Fraktion der Dichte p < 1,34 g cm™3 (Abbildung 27 A). Die
Vakuole wurde in den Fraktionen mit hoher Dichte angereichert, Plastiden und
Mitochondrien befanden sich zu einem groflen Teil in der Fraktion mit der geringsten
A 60%
50%

40%

30%

20%
I f
o =1 l L II

<1,34 »>1,34 >1,35 >1,38 >1,4 >1,43 >1,5

2

Mito Plastid m Cytosol m Vakuole
B 60%
50%
40%

30%

20%
o | II | I
, | |

<1,32 >1,32 >1,34 >1,4 >1,45 >1,5

2

Mito Plastid m Cytosol M Vakuole

Abbildung 27 Optimierung der nicht-wissrigen Fraktionierung zur zusitzlichen Abtrennung der
Mitochondrien. Schrittweise wurden die Dichten der einzelnen Fraktionen des Gradienten so verdndert, bis
die Mitochondrien von Plastid und Cytosol deutlich abgetrennt waren. A) Test-Gradient mit sieben
Fraktionen. B) Test-Gradient mit sechs Fraktionen.
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Dichte (p < 1,34 g cm™3), wihrend in den mittleren Fraktionen des Gradienten kaum
Enzymaktivitdit nachgewiesen werden konnte. Somit war diese Unterteilung des
Gradienten nicht geeignet, um die vier Kompartimente voneinander abzutrennen. Im
unteren Dichtebereich des Gradienten werden mehr Fraktionen bendétigt, um
Mitochondrien und Plastiden voneinander zu trennen, wohingegen im oberen
Dichtebereich des Gradienten nicht so viele Fraktionen bendétigt werden, um Cytosol und
Vakuole voneinander zu trennen. So ergab sich schlussendlich ein Gradient mit sechs
Fraktionen mit folgenden Dichten: p < 1,32 gcm™3,p>132gcm>3,p>134gcm3,p>
1,4gecm™3, p > 1,45 g cm3und p > 1,5 g cm™3 (Abbildung 27 B). In diesem Gradienten
konnten unterschiedliche Trends der Markerenzymaktivitdt der vier Kompartimente tber
den Gradienten hinweg festgestellt werden: Die Markerenzymaktivitat der Vakuole ist in
der Fraktion mit der gréBten Dichte maximal, die Markerenzymaktivitat des Cytosols ist in
der Fraktion p > 1,4 g cm™3 maximal, die mitochondriale Markerenzymaktivitat ist in der
Fraktion p > 1,34 g cm™3 maximal und die Plastiden konnten in den beiden leichtesten

Fraktionen p< 1,32 gcm™3 und p > 1,32 g cm™3 angereichert werden.

3.3.1.3 Subzelluldre Fraktionierung: Markerenzymtests

Zunachst wurden Pflanzen folgender Genotypen angezogen: WT, OEP16 TM, OEP16
TM_KWT, OEP16 TM_KS4A und OEP16 TM_KS4D. Die Pflanzen wurden unter LT
Bedingungen fir drei Wochen angezogen (2.2.1.2), danach wurde eine Halfte der Pflanzen
geerntet und die andere Halfte der Pflanzen fiir weitere 24 h bei 4 °C inkubiert. Bei der
Ernte wurden je drei Rosetten pro Genotyp zu einer Probe vereinigt. Im Anschluss an die
Gefriertrocknung und Fraktionierung der Proben wurden die Markerenzymtests mit einer
der drei Subfraktionen durchgefiihrt. Die relative Verteilung der Markerenzyme wird
bendtigt, um spater die Metabolite den einzelnen Kompartimenten per Korrelation
zuordnen zu konnen. Fir die Plastiden wurde die Pyrophosphatase als Markerenzym

gewadhlt, flir das Cytosol die UGPase, fiir die Vakuole die saure Phosphatase und fiir die
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Mitochondrien die Succinyl-CoA-Synthethase. Wahrend Plastiden und Mitochondrien eher

in den Fraktionen mit geringer Dichte zu finden sind, reichert sich die Vakuole in den

Fraktionen mit hoher Dichte an. Das Cytosol wird im mittleren Bereich des Gradienten

angereichert (Abbildung 28 und Abbildung 29). Pro Genotyp wurden je drei Gradienten von

drei unterschiedlichen Replikaten ausgewahlt, welche diese Muster am besten erfiillten

und somit die Voraussetzung fur die spatere Korrelation mit den Metabolitkonzentrationen

besallen.
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Abbildung 28 Relative Verteilung der Kompartiment-spezifischen Markerenzymaktivitit der bei 21 °C
geernteten Pflanzen aller Genotypen: WT, OEP16 TM, OEP16 KWT, OEP16 KS4A und OEP16 KS4D (n= 3,
Mittelwert + SD).
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Abbildung 29 Relative Verteilung der Kompartiment-spezifischen Markerenzymaktivitit der bei 4 °C
geernteten Pflanzen aller Genotypen: WT, OEP16 TM, OEP16 KWT, OEP16 KS4A und OEP16 KS4D (n= 3,
Mittelwert + SD).

3.3.2 Metabolomiks

Zur weiteren Analyse wurden die drei Replikate der auRerwahlten Gradienten der

jeweiligen Genotypen mittels GC-MS Analyse analysiert. Pro Replikat wurden zudem 5 mg

nicht-fraktioniertes Material gemessen, um so die absoluten Metabolitmengen bestimmen

zu konnen.
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Abbildung 30 Clusteranalyse der relativen, subzelluliren Metabolitlevel basierend auf euklidischer Distanz
der akklimatisierten und nicht-akklimatisierten Genotypen (WT, OEP16 TM, OEP16 KWT, OEP16 KS4A und

OEP16 KS4D).

Anhand der hierarchischen Clusteranalyse basierend auf euklidischer Distanz der relativen,

subzelluldaren Metabolitlevel (Abbildung 30) konnte gezeigt werden, dass sich die bei 4 °C

fir 24 h inkubierten Pflanzen aller Genotypen von den 21 °C-Pflanzen deutlich in zwei
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Cluster abtrennen, Metabolite wurden vermehrt in den bei 4 °C inkubierten Pflanzen
angereichert. Fir die bei 4 °C inkubierten Pflanzen konnten die Mitochondrien gut vom
Cytosol abgetrennt werden, die Mitochondrien bilden einen Cluster mit den Plastiden und
das Cytosol bildet ein Cluster mit der Vakuole.

Bei Betrachtung der relativen Verteilungen der Metabolite zwischen den bei 21 °C
geernteten Pflanzen und den bei 4 °C geernteten Pflanzen ist zu erkennen, dass im WT bei
4 °C nahezu alle Metabolite in der Vakuole signifikant angereichert wurden (Anhang,
Tabelle 15). Hingegen konnten, auBer fir Fruktose, keine signifikanten Unterschiede fur
OEP16 TM in der Vakuole zwischen den bei 21 °C und bei 4 °C geernteten Pflanzen
festgestellt werden (Tabelle 10). Tendenziell kann im WT eine Abnahme von Metaboliten
in Cytosol und Mitochondrium in den bei 4 °C inkubierten Pflanzen im Vergleich zu den bei
21 °C inkubierten Pflanzen festgestellt werden. Im Cytosol nehmen sowohl das Polyamin
Ornithin und Tryptophan signifikant ab, als auch Galactinol und Raffinose. Im
Mitochondrium kommt es ebenfalls zu einer Abnahme von Ornithin und Tryptophan,
dariiber hinaus nehmen sowohl die Polyamine Putrescin und Spermidin ab, als auch myo-
Inositol und Trehalose. In den Plastiden der bei 4 °C geernteten WT-Pflanzen kommt es
hingegen tendenziell zu einer Zunahme der Metabolite, signifikant angereichert werden
Threonsdure und Saccharose. Bei Threonsdure handelt es sich um ein Metabolit des
Ascorbinsdure-Metabolismus (Debolt et al. 2007). Fiir das Cytosol und das Mitochondrium
der OEP16 TM koénnen, bis auf eine signifikante Abnahme von Maltose im Cytosol, keine
Unterschiede zwischen den bei 21 °C und 4 °C inkubierten Pflanzen gefunden werden. In
den Plastiden hingegen kommt es zu einigen Veranderungen: Ornithin, Spermidin,
Tryptophan, Glucon- und Glutarsdure sowie Fruktose und Trehalose nehmen signifikant ab.
Dies steht im Kontrast zu den WT-Plastiden, wo eine tendenzielle Zunahme dieser
Metabolite in den bei 4 °C inkubierten Pflanzen im Vergleich zu den bei 21 °C inkubierten
Pflanzen zu erkennen ist. Die Komplementante OEP16 TM KWT verhalt sich anders als der
WT, schon in der Clusteranalyse ist zu erkennen, dass die Kompartimente dieser beiden
Genotypen fast immer weit auseinander liegen. Bei Blick auf Tabelle 11 ist zudem zu
erkennen, dass bei OEP16 TM KWT die Veranderungen in Vakuole nicht so stark sind wie
im WT, nur wenige Metabolite unterscheiden sich signifikant, ndmlich Ornithin, Serin,
Threonin und Threonsdure. In den Plastiden des WT wird Ornithin in den bei 4°C

inkubierten Pflanzen signifikant angereichert, in der Komplementante nimmt es signifikant
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ab. In den phosphomimetischen Substitutions-Komplementanten OEP16 TM KS4A und
OEP16 TM KS4D kommt es bei den organischen Sduren zu signifikanten Verschiebungen

(Tabelle 11). Besonders fir Apfelsdure, Bernsteinsdure, Fumarsaure und Zitronensaure

Tabelle 10 Signifikante Unterschiede in der relativen Metabolitverteilung zwischen bei 21 °C und bei 4 °C
geernteten Pflanzen von WT und OEP16 TM (Mittelwerte + SD, ANOVA und Tukey, Sterne geben das
Signifikanzniveau an *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Pfeile deuten eine Zu- oder Abnahme an).

Cytosol Mitochondrium Plastid Vakuole
Metabolite Nicht-Akk Akk. p Nicht-Akk. Akk. p Nicht-Akk. Akk. p Nicht-Akk. Akk. p
WT Aminosduren Asparaginsdure 0,37+ 0,18 0,25% 0,02 0,39+ 0,12 0,24 + 0,06 0,18 + 0,08 0,27 + 0,06 0,06 + 0,03 0,25 + 0,00 ***
& Polyamine  Ornithin 037+ 003 034+ 008* 029+ 006 011% 0,071* 020+ 012 0,27+ 0,05 0,14+ 0,04 029% 0,05 T™*
Putrescin 038+ 011 0,22+ 0,02 037+ 006 020+ 0,06* 019+ 007 0,32+ 0,06 0,06+ 0,03 0,25+ 0,04 P**
Spermidin 034+ 009 030+ 0,111 035+ 0,06 013+ 0,07 ¢* 021+ 009 0,32+ 0,08 009+ 0,03 026% 0,06 T™*
Tryptophan 037+ 003 031+ 006|* 029+ 006 0,12+ 005 * 020+ 012 0,28+ 0,04 0,14+ 0,04 028+ 0,04 M*
Organische Gluconséure 0,37+ 0,04 0,34+ 0,08 0,26 + 0,07 0,09 £ 0,07 0,22+ 0,13 0,28 + 0,04 0,15+ 0,04 0,29+ 0,04 T™*
Sauren Glutarséure 0,37+ 003 0,33+ 0,08 0,28+ 0,07 011+ 0,07 021+ 012 0,27% 0,03 014+ 0,03 0,28+ 0,04 1M*
Oxaloacetat 043+ 0,06 0,33+ 0,09 0,33+ 0,03 0,16 + 0,06 | * 0,18 + 0,09 0,24 + 0,00 0,06 + 0,03 0,27 + 0,03 M**
Threonséure 032+ 007 021+ 0,03 046+ 009 026+ 0,06 0,18+ 004 037+ 0081* 004+ 006 016+ 0,05
Zucker Fruktose 0,39+ 0,03 035% 0,06 0,25+ 0,09 0,13 + 0,08 0,19+ 0,11 0,19+ 0,05 0,18 + 0,01 0,33+ 0,02 M***
Galactinol 039+ 002 026+ 006{* 031t 004 019% 0,06 020+ 0,10 0,25% 0,09 009+ 004 030% 0,06 T™*
Inositol, myo- 0,32+ 0,07 0,21+ 0,04 0,47 £+ 0,06 0,26+ 0,05 | * 0,18 + 0,08 0,35+ 0,05 0,04 £ 0,05 0,18+ 0,04 T™*
Maltose 040+ 0,02 027+ 0,03 0,25+ 0,07 0,15% 0,05 0,19+ 0,07 0,27% 0,05 016+ 0,02 0,31% 0,03 ™**
Raffinose 036+ 003 0,19+ 0,04 \* 0,31+ 0,07 0,24 + 0,03 0,20+ 0,12 0,34+ 0,06 0,13+ 0,03 0,22 + 0,02 M*
Saccharose 041+ 0,14 021+ 0,01 040+ 0,12 0,28% 0,06 014+ 0,05 029% 0,05T™* 005+ 0,03 021+ 0,02 ™**
Trehalose 0,37+ 0,02 0,33+ 0,08 029+ 006 0,11+ 0,071* 020+ 0,12 0,27+ 0,03 0,14+ 0,04 028+ 0,04 M*
OEP16 TM Aminosduren Asparaginsdure 0,29 + 0,06 0,26 + 0,06 033+ 009 020% 0,07 028+ 0,04 026 0,14 010+ 0,06 0,28% 0,14
& Polyamine  Ornithin 0,29+ 0,03 0,30+ 0,02 0,16 + 0,08 0,12+ 0,04 037+ 004 023+ 0031* 018+ 008 0,35+ 0,07
Putrescin 034+ 011 0,24+ 0,07 0,24+ 0,03 0,20% 0,05 029+ 0,08 029% 0,16 013+ 0,08 027% 0,14
Spermidin 0,26+ 0,05 0,29+ 0,01 0,20+ 0,03 0,13+ 0,04 039+ 002 026+ 006L* 014+ 004 0,33+ 0,09
Tryptophan 0,29+ 0,03 0,30+ 0,02 0,16 + 0,08 0,12+ 0,04 0,37+ 0,04 0,23+ 0,03 {* 0,18 + 0,08 0,35+ 0,07
Organische  Gluconsaure 029+ 0,04 031+ 0,02 0,18+ 0,04 012+ 0,04 036+ 006 023+ 003.1* 017+ 0,07 035+ 0,07
Sauren Glutarsaure 0,29+ 0,04 0,31% 0,02 0,17 + 0,05 0,12+ 0,04 0,37 + 0,04 0,22+ 0,03 |* 0,18 £ 0,07 0,35+ 0,07
Oxaloacetat 033+ 006 0,28+ 0,05 021+ 006 0,15% 0,05 028+ 012 0,29% 0,05 017+ 0,13 0,28% 0,06
Threonsédure 024+ 0,11 0,21+ 0,06 0,31+ 0,12 0,21+ 0,04 0,38+ 0,11 0,36+ 0,12 0,07 £ 0,03 0,22+ 0,11
Zucker Fruktose 035+ 0,03 036t 0,02 0,18+ 0,04 0,10% 0,00 026+ 005 013+ 0,03.1* 021+ 007 040% 0,05"T*
Galactinol 0,27+ 0,04 0,27+ 0,05 0,25+ 0,03 0,19 + 0,05 0,31+ 0,02 0,23+ 0,13 0,17 £ 0,07 031+ 0,13
Inositol, myo- 0,24+ 0,06 0,19% 0,04 0,27+ 0,05 0,23+ 0,02 043+ 008 037% 011 0,06+ 0,05 021% 0,09
Maltose 036+ 002 028+ 0,03* 0,19+ 0,04 0,16 £ 0,05 0,24 + 0,06 0,25+ 0,08 0,21+ 0,10 0,31+ 0,09
Raffinose 0,27+ 0,04 0,26+ 0,07 0,24+ 0,00 021+ 0,09 033+ 004 023% 0,13 0,17+ 0,07 030% 0,14
Saccharose 0,30+ 0,07 0,24+ 0,03 031+ 005 0,32+ 0,06 0,28+ 0,07 0,26+ 0,05 0,12+ 0,09 0,18+ 0,04
Trehalose 029+ 0,03 031+ 0,02 0,15+ 0,07 0,12+ 0,04 038+ 004 022+ 003V* 018+ 008 035+ 0,07

Tabelle 11 Signifikante Unterschiede in der relativen Metabolitverteilung zwischen bei 21 °C und bei 4 °C
geernteten Pflanzen von OEP16 TM KWT, OEP16 TM KS4A und OEP16 TM KS4D (Mittelwerte = SD, ANOVA
und Tukey, Sterne geben das Signifikanzniveau an *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Pfeile deuten eine Zu-
oder Abnahme an).

Cytosol Mitochondrium Plastid Vakuole
Metabolite 21°C 4°C p 21°C 4°C P 21°C 4°C p 21°C 4°C P
OEP16TM  Aminosauren  Ornithin 0,28+ 0,05 035+ 0,07 0,17 £ 0,04 0,15+ 0,05 037+ 005 021+ 0,03 * 0,18 + 0,03 029+ 0,03 M*
KWT & Polyamine  Serin 0,27+ 0,07 033+ 0,04 026+ 0,10 0,15+ 0,05 034+ 006 021+ 0,01¢* 0,13 + 0,02 0,31+ 0,00 P***
Tryptophan 028+ 005 033+ 0,08 017+ 004 016+ 0,04 037+ 005 023+ 0,05 0,18+ 0,03 028+ 0,04 T*
Organische Glutarsaure 029+ 0,06 030+ 0,05 0,17 £ 0,04 0,14 £ 0,06 036+ 006 019+ 0,05* 0,18+ 0,04 036+ 0,12
Séuren Oxaloacetat 027+ 011 027+ 0,02 0,19+ 007 020% 0,02 039+ 002 029+ 0,01 ** 0,14+ 005 025% 0,01
Threonsaure 024+ 011 023+ 0,09 034+ 011 032% 0,10 037+ 005 031+ 005 005+ 0,00 015+ 0,02 T**
Zucker Raffinose 032+ 006 018+ 0,02* 0,16 + 0,04 030+ 0,06 ™* 034+ 008 041+ 0,04 0,17+ 0,04 0111+ 0,02
Trehalose 028+ 004 030+ 005 017+ 004 014+ 006 037+ 006 019+ 005 * 018+ 003 036% 012
OEP16TM  Aminosduren  Glycin 030+ 004 023+ 005 013+ 000 013 0,01 016+ 004 010+ 004 040+ 0,02 054+ 0,05 T*
KS4A Organische Apfelsaure 030+ 0,04 025+ 0,04 0,13+ 000 011+ 0,01 0,15+ 0,04 0,07+ 0,02 041+ 0,01 0,56 + 0,05 T*
Séuren Bernsteinséure 030+ 003 021+ 005 016+ 002 014+ 0,02 015+ 003 012+ 0,03 039+ 000 053+ 0,03 T**
Fumarsaure 031+ 002 026+ 0,05 0,16+ 002 012 0,02 021+ 003 010+ 0,03 * 033+ 002 051+ 0,07 T™*
Oxaloacetat 026+ 0,04 025+ 0,07 0,18 + 0,02 0,28 + 0,05 027+ 0,06 032+ 0,06 0,29+ 0,01 0,16+ 0,05 | *
Zitronenséure 033+ 006 026+ 0,05 011+ 002 011+ 0,01 015+ 006 007+ 0,02 042+ 002 056+ 0,06 1T*
Zucker Fruktose 029+ 0,04 028+ 0,04 0,15+ 0,02 0,11+ 0,02 0,20+ 0,02 0,09+ 0,04 L* 036+ 004 052+ 0,09
Galactinol 027+ 0,03 029+ 0,09 0,16 + 0,02 023+ 0,03 M* 0,28+ 0,07 032+ 0,19 028+ 004 016+ 0,07
Glukose 031+ 003 028+ 0,06 012+ 003 011 0,03 015+ 003 007+ 001 * 042+ 003 054+ 0,10
Raffinose 025+ 0,04 026+ 0,08 0,15+ 0,02 0,24 + 0,05 029+ 007 035+ 0,14 0,32+ 0,03 0,15+ 0,06 | *
OEP16TM  Aminosauren Alanin 027+ 0,09 025+ 0,10 0,20+ 0,04 0,27 £ 0,09 020+ 0,09 033+ 0,10 0,34+ 0,03 0,15+ 0,08 | *
KS4D Asparagin 019+ 003 020+ 0,01 025+ 0,02 033+ 0,01 T™** 035+ 005 028+ 0,04 021+ 003 019 0,05
Glutamin 017+ 006 038+ 0,05 T™* 0,37+ 0,03 0,23+ 0,06 025+ 0,09 0,17+ 0,03 0,20+ 0,07 0,22+ 0,04
Glycin 036+ 003 032+ 0,01 019+ 0,04 008+ 0,01* 015+ 0,01 007+ 003 {* 0,30+ 0,01 0,53+ 0,03 P***
Phenylalanin 015+ 005 0,33+ 0,09 037+ 007 018+ 0,06\ * 029+ 004 019+ 0,10 020+ 006 030% 0,07
Prolin 023+ 0,02 025+ 0,04 0,28 + 0,06 0,34+ 0,03 0,19+ 0,02 0,26 + 0,06 029+ 006 014+ 003*
Organische Apfelsaure 036+ 000 031+ 002* 0,18 + 0,02 0,08 £ 0,01 | ** 015+ 0,02 006+ 0,02 ** 032+ 000 056+ 0,01 M*
Séuren Bernsteinséure 033+ 001 031+ 001 019+ 003 009+ 0,02* 016+ 002 007+ 0,01 {** 032+ 002 052+ 0,04 T**
Fumarsdure 037+ 001 031+ 002* 0,16 + 0,02 0,10+ 0,02 |* 0,17 + 0,02 0,08+ 0,01 | ** 0,30+ 0,03 0,51+ 0,02 ™**
Zitronenséure 037+ 002 032+ 0,04 0,17 + 0,03 0,07 + 0,00 ¢ ** 015+ 0,02 004+ 0,02 ** 0,32+ 0,01 0,57+ 0,04 PM**
Zucker Fruktose 037+ 002 031+ 0,02 0,18+ 0,03 009 0,02 * 0,17+ 002 006+ 0,01 ** 0,28+ 0,03 0,53+ 0,01 P***
Galactinol 029+ 0,03 025+ 0,06 0,19+ 0,06 0,28+ 0,01 0,28+ 0,02 0,32+ 0,06 0,24 £ 0,02 0,15+ 0,01 | **
Glukose 038+ 001 032+ 002* 0,17 £ 0,02 0,09+ 0,01 ¢ ** 012+ 0,02 007+ 001 * 0,33+ 0,02 0,52+ 0,02 P***
Inositol, myo- 010+ 002 013+ 0,05 032+ 007 04+ 0,02 048+ 003 041+ 0,08 0,10+ 0,03 004+ 001|*
Raffinose 031+ 003 020+ 0,02* 0,17 £ 0,05 0,32+ 0,02 M* 0,27 + 0,02 0,34+ 0,05 0,25+ 0,02 0,14+ 0,02 | **
Saccharose 019+ 0,03 021+ 0,08 0,33+ 0,07 0,40 + 0,06 027+ 0,04 032+ 0,05 0,22 + 0,05 0,07+ 0,01 J*
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konnten in OEP16 TM KS4D groRBe Dynamiken zwischen den bei 4 °C und den bei 21 °C
geernteten Pflanzen festgestellt werden.

Beim Vergleich der Kompartimente bei 21°C fadllt auf, dass es kaum signifikante
Anderungen zwischen WT und OEP16 TM gibt, lediglich in den Plastiden der OEP16 TM
nehmen die Metabolite Spermidin und myo-Inositol signifikant zu, wahrend Spermidin im
Mitochondrium von OEP16 TM signifikant abnimmt (Tabelle 12). Am stdrksten
unterscheiden sich die Kompartimente von WT und OEP16 TM KS4A bei 21 °C. Bei 4 °C gibt

es keinerlei signifikante Unterschiede zwischen WT und OEP16 TM im Bezug auf die

Tabelle 12 Signifikante Unterschiede in der relativen Metabolitenverteilung zwischen den
Kompartimenten (Vakuole, Cytosol, Plastid und Mitochondrium) aller Genotypen bei 21 °C (Mittelwerte +
SD, ANOVA und Tukey, Sterne geben das Signifikanzniveau an *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Pfeile
deuten eine Zu- oder Abnahme an).

Vakuole, 21°C Cytosol, 21 °C
WT OEP16 KS4A WT OEP16 KS4A
Aminosduren Glycin 0,16 + 0,01/0,40 + 0,02 T* Zucker Inositol, myo- 0,32 + 0,07| 0,19 + 0,01 | *
& Polyamine Ornithin 0,14 + 0,04/0,32 + 0,03 T*
Prolin 0,08 + 0,02|/0,31 + 0,05 T* WT OEP16 KS4D
Putrescin 0,06 + 0,03|/0,28 + 0,05 T* Organische  Apfelsaure 0,44 + 0,07[0,36 + 0,00 | *
Spermidin 0,09 + 0,03|0,27 + 0,03 P** Sauren
Threonin 0,08 + 0,05/0,33 + 0,08 T™*
Organische  Apfelsaure 0,16 + 0,02|0,41 + 0,01 T**
S3uren Bernsteinsdure 0,14 + 0,05(0,39 + 0,00 P** Plastid, 21 °C
Fumarsaure 0,16 + 0,03|0,33 + 0,02 T* WT OEP16 TM
Gluconsaure 0,15 + 0,04/0,32 + 0,03 T* Polyamine  Spermidin 0,21 + 0,09| 0,39 + 0,02 M*
Glutarsiure 0,05+ 0,02/0,32 + 0,02 T™* Zucker Inositol, myo- 0,18 + 0,08| 0,43 + 0,08 M*
Oxaloacetat 0,06 + 0,03|/0,29 + 0,01 T*
Zitronensdure 0,16 + 0,02|0,42 + 0,02 P** WT OEP16 KWT
Zucker Fruktose 0,18 + 0,01/0,36 + 0,04 T** Polyamine  Spermidin 0,21 + 0,09| 0,38 + 0,04 M*
Galactinol 0,09 + 0,04/0,28 + 0,04 T*
Raffinose 0,13 + 0,03|0,32 + 0,03 T** WT OEP16 KS4D
Trehalose 0,14 + 0,04/0,32 + 0,03 T* Organische  Threonsdure 0,18 + 0,04|0,45 + 0,04 T*
Sauren
WT OEP16 KS4D Zucker Inositol, myo- 0,18 + 0,08/0,48 + 0,03 T*
Aminosduren Alanin 0,07 + 0,02(0,34 + 0,03 P**
& Polyamine Prolin 0,08 + 0,02(0,29 + 0,06 T*
Spermidin 0,09 + 0,03(0,28 + 0,01 P*** Mitochondrium, 21 °C
WT OEP16 TM
OEP16 TM OEP16 KS4A Polyamine  Spermidin 0,35 * 0,06| 0,20 + 0,03 | *
Polyamine  Spermidin 0,14 + 0,04/0,27 + 0,03 T*
Organische  Apfelsaure 0,22 + 0,10/0,41 + 0,01 T* WT OEP16 KWT
Sduren Bernsteinsdure 0,19 + 0,10(0,39 + 0,00 T* Polyamine  Spermidin 0,35 + 0,06/0,18 + 0,05 | *
Zitronensaure 0,22 + 0,10/0,42 + 0,02 M* Zucker Inositol, myo- 0,47 + 0,06/0,26 + 0,06 | *
Zucker Fruktose 0,21+ 0,07(0,36 + 0,04 T* Raffinose 0,31+ 0,07/0,16 + 0,04 | *
Glukose 0,23+ 0,11/0,42 + 0,03 T*
Raffinose 0,17 + 0,07|0,32 + 0,03 T* WT OEP16 KS4A
Polyamine Putrescin 0,37 + 0,06/0,18 + 0,03 | *
OEP16 TM OEP16 KS4D Spermidin 0,35 + 0,06/0,18 + 0,05 | *
Polyamine  Spermidin 0,14 + 0,04(0,28 + 0,01 T** Organische  Galactinol 0,31+ 0,04(0,16 + 0,02 \*
Sduren
Zucker Raffinose 0,31+ 0,07/0,15 + 0,02 | *
OEP16 KWT OEP16 KS4A
Aminosduren Glycin 0,19 + 0,06(0,40 + 0,02 T* WT OEP16 KS4D
& Polyamine Spermidin 0,17 + 0,03(0,27 + 0,03 T* Polyamine  Spermidin 0,35+ 0,06/0,17 + 0,04 | *
Organische  Apfelsaure 0,20 + 0,06(0,41 + 0,01 T* Zucker Raffinose 0,31+ 0,07/0,17 + 0,05 | *
Sduren Bernsteinsdure 0,19 + 0,04(0,39 + 0,00 T™*
Zitronensdure 0,19 + 0,07(0,42 + 0,02 T*
Zucker Fruktose 0,18 + 0,03(0,36 + 0,04 T™*
Glukose 0,20 + 0,06/0,42 + 0,03 T™*
Raffinose 0,17 + 0,04(0,32 + 0,03 M*
OEP16 KWT OEP16 KS4D
Aminosduren Alanin 0,10 + 0,07(0,34 + 0,03 T*
& Polyamine Spermidin 0,17 + 0,03(0,28 + 0,01 T*
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einzelnen Kompartimente (Tabelle 13). Das Mitochondrium weist Gber alle Genotypen
hinweg keine signifikanten Anderungen in der Metabolitverteilung auf in den bei 4 °C
geernteten Pflanzen. Am haufigsten unterscheidet sich bei 4 °C der WT von den
phosphomimetischen Substitutions-Komplementanten OEP16 TM KS4A und OEP16 TM
KS4D.

Tabelle 13 Signifikante Unterschiede in der relativen Metabolitenverteilung zwischen den
Kompartimenten (Vakuole, Cytosol und Plastid, fir das Mitochondrium konnte kein signifikanter Unterschied
gefunden werden) aller Genotypen bei 4 °C (Mittelwerte + SD, ANOVA und Tukey, Sterne geben das
Signifikanzniveau an *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, Pfeile deuten eine Zu- oder Abnahme an).

Vakuole, 4°C Cytosol, 4°C
WT OEP16 KS4A OEP16 TM OEP16 KS4A
Aminosduren Glycin 0,33 + 0,04/0,54 + 0,05 TM* Aminosduren Glycin 0,38 + 0,01{0,23 + 0,05 | *
Organische  Apfelsdure 0,34 + 0,02(0,56 + 0,05 T** Organische  Apfelsdure 0,37 + 0,02(0,25 + 0,04 | *
Sduren Bernsteinsdure 0,32 + 0,04/0,53 + 0,03 P* Sduren
WT OEP16 KS4D WT OEP16 KS4A
Aminosduren Glycin 0,33 + 0,04/0,53 + 0,03 TM* Aminosauren Glycin 0,35+ 0,06(0,23 + 0,05 | *
Organische  Apfelsdure 0,34 + 0,02(0,56 + 0,01 TM* Organische  Bernsteinsdure 0,35+ 0,06(0,21 + 0,05 { *
Sduren Zitronensdure 0,35+ 0,03/0,57 + 0,04 ™*
Zucker Saccharose 0,21 + 0,02(0,07 + 0,01 PM*
Plastid, 4°C
OEP16 KWT OEP16 KS4A WT OEP16 KS4D
Organische  Apfelsdure 0,38 + 0,09(0,56 + 0,05 T* Organische  Fumarsdure 0,22 + 0,04(0,08 + 0,01 | *
Sduren Sduren

OEP16 TM OEP16 KS4D
Organische  Apfelsaure 0,37 + 0,01{0,56 + 0,01 T*
Sduren
Zucker Saccharose 0,18 + 0,04/0,07 + 0,01 | *

OEP16 TM OEP16 KS4A
Organische  Apfelsdure 0,37 + 0,01/0,56 + 0,05 ™*
Sduren

OEP16 KWT OEP16 KS4D
Organische  Apfelsdure 0,38 + 0,09(0,56 + 0,01 T*
Sduren

OEP16 KS4D OEP16 KS4A
Aminosduren Tyrosin 0,28 + 0,05/0,48 + 0,04 T*

Wie anhand der relativen Verteilung der Metabolite erkennbar war, kommt es vor allem in
der Vakuole des WT zu grofRen Verdnderungen bei 4 °C. Dies zeigt sich auch in der absoluten
Verteilung der Metabolite in nmol/g Trockengewicht: Die Aufsummierung aller
Metabolitgehalte pro Stoffklasse zeigt, dass der Gehalt an Zuckern in der Vakuole der bei
4 °C geernteten Pflanzen 17-fach zunimmt, der Gehalt an Aminosauren nimmt 10-fach zu
und der Gehalt an organischen Sduren 3-fach (Tabelle 14). In der OEP16 TM hingegen
kommt es nur zu einer 7-fachen Anreicherung der Zucker in der Vakuole bei 4 °C, auch die
Aminosauren werden nur 5,5-fach angereichert. In den Plastiden des WT liegen in den bei
4 °C geernteten Pflanzen 7-mal so viele Zucker vor wie in den bei 21 °C geernteten Pflanzen,

die Menge an Aminosauren nimmt 3,5-fach zu und bei den organischen Sauren gab es eine
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1,5-fache Anreicherung. In der OEP16 TM nahmen die Zucker nur 3-fach zu in den Plastiden
bei 4 °C, Aminosauren nur 2,5-fach und organische Sduren blieben unverandert. Das
Cytosol und die Mitochondrien von WT und OEP16 TM reicherten in dhnlichem Mald
Metabolite bei 4 °C an. Die Komplementante OEP16 TM KWT akkumuliert in einem
dhnlichen MaR Metabolite wie der WT im Zuge der Inkubation bei 4°C. Die
phosphomimetischen Komplementanten OEP16 TM KS4A und OEP16 TM KS4D zeigten eine
deutlich reduzierte Akkumulierung von Zuckern und Aminosaduren in den Plastiden und der
Vakuole. In den Plastiden nahmen Zucker nur 3-fach zu, in der Vakuole nahmen Zucker und
Aminosduren ebenfalls nur 3-fach zu. Die Metabolite akkumulieren in diesen Mutanten
vermehrt im Cytosol und den Mitochondrien, beispielsweise kommt es im Cytosol zu einer
4-fachen Anreicherung von Aminosauren, wohingegen diese im WT nur 2-fach angereichert
wurden.

Tabelle 14 Summe der Mittelwerte pro Stoffklasse in nmol/g Trockengewicht. Aufgelistet sind die

aufsummierten Mittelwerte der Absolutmengen fir die Stoffklassen Zucker, organische Saduren und
Aminosduren und Polyamine pro Genotyp und Kompartiment.

Cytosol Mitochondrium Plastid Vakuole

WT 21°C  Zucker 15176,1 14431,1 5225,8 2141,8
Organische Sauren 7112,6 3516,6 2450,7 1996,5

Aminosauren & Polyamine 22646,3 19871,0 9768,9 5215,0

4°C  Zucker 34534,8 36195,6 38912,8 34541,4

Organische Sauren 7061,0 2523,4 3937,9 5900,0

Aminosduren & Polyamine 49567,4 27334,5 37723,6 50109,3

OEP16 TM 21°C  Zucker 10821,8 10741,6 9850,2 4286,7
Organische Sauren 5063,6 2440,5 2979,5 2421,5

Aminosauren & Polyamine 18907,1 14353,2 12256,4 8471,5

4°C  Zucker 35225,6 36166,7 30341,2 30401,9

Organische Sauren 8726,8 2905,7 4192,8 7884,4

Aminosauren & Polyamine 45925,1 27940,2 32985,7 47667,9

OEP16 TMKWT 21°C Zucker 8970,2 12692,7 7950,6 2147,6
Organische Sauren 4282,4 2406,7 3169,7 2089,1

Aminosduren & Polyamine 16707,9 15247,6 15976,4 5775,5

4°C  Zucker 32783,6 51884,2 48460,4 30196,0

Organische Sauren 8149,4 3530,8 4205,8 8534,6

Aminosaduren & Polyamine 53127,6 35751,7 34880,6 52605,4

OEP16 TM KS4A 21°C  Zucker 15025,8 16796,8 12130,9 10439,8
Organische Sauren 4687,0 2241,8 2754,7 4828,5

Aminosauren & Polyamine 14677,4 12079,4 11632,8 14643,0

4°C  Zucker 44093,8 30898,3 39280,2 30637,2

Organische Sauren 6044,0 2900,2 2536,4 9883,4

Aminosduren & Polyamine 63445,0 37245,9 34661,8 46505,0

OEP16 TMKS4D 21°C Zucker 7802,5 12615,3 10402,0 8814,4
Organische Sauren 5044,4 2433,5 2557,4 4034,2

Aminosduren & Polyamine 9907,7 14852,9 11377,4 10684,0

4°C  Zucker 23224,9 33275,2 26403,9 16788,2

Organische Sauren 5492,9 1925,5 1779,3 8767,0

Aminosauren & Polyamine 45088,2 28138,6 22304,6 35314,1
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3.4 Aminosaure-Futterungsexperiment

Um Aufschluss darliber zu erhalten, fir welche Aminosdauren OEP16 beim Transport Gber
die Chloroplastenmembranen eine relevante Rolle spielt, wurde ein in vivo Aminosaure-
Fltterungsexperiment durchgefiihrt. Hierfliir wurde das Wachstum von WT- und OEP16
TM-Pflanzen auf % MS Platten, welche mit den 20 proteinogenen Aminosduren in
verschiedenen Konzentrationen angereichert waren, miteinander verglichen. Als Kontrolle
wurden Samen auf %2 MS Platten ohne zusatzlich zugefligte Aminosaure verwendet, es
konnte kein Wachstumsunterschied zwischen WT und OEP16 TM auf diesen Platten
festgestellt werden (Abbildung 31). Dies galt auch fiir folgende zum Medium hinzugefiigte
Aminosaduren: Arginin, Asparagin, Asparaginsdure, Cystein, Glutamin, Glycin, Histidin,
Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin und Tyrosin (Daten nicht gezeigt, aulRer beispielhaft
fir Glutamin, siehe Abbildung 31). Fir folgende Aminosduren konnten Unterschiede im
Wachstum festgestellt werden: Alanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Tryptophan und
Valin. Bei Lysin und Tryptophan reichte bereits eine Konzentration von 0,5 mM aus, um das
Wachstum zu beeinflussen, besonders Tryptophan zeigte einen groRen Einfluss auf die
Entwicklung beider Genotypen und ist die einzige Aminosaure, welche den WT starker
beeinflusst als die Mutante. Die Entwicklung der Pflanzen unter Einfluss von Tryptophan ist
deutlich zeitverzogert im Vergleich zur Kontrolle. Unter Einfluss der verzweigtkettigen
Aminosaduren Isoleucin, Leucin und Valin ist die Entwicklung der Mutante im Vergleich zum
WT deutlich verzogert, beziehungsweise kommt es teilweise sogar zu einer Keimhemmung.
Dasselbe gilt flir Lysin und Alanin. Der Einfluss von Methionin auf die Mutante machte sich

erst nach vier Wochen bemerkbar, die Pflanzen entwickelten hier Chlorosen.
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Abbildung 31 Aminosiure-Fiitterungsexperiment: Der Einfluss der proteinogenen Aminosiuren auf WT
und OEP16 TM. Samen von WT und OEP16 TM wurden auf % MS-Medium ausgelegt, welches mit
unterschiedlichen Konzentrationen der 20 proteinogenen Aminosduren angereichert war. Als Kontrolle
dienten % MS-Platten ohne zusétzliche Aminosaure. Fiir folgende Aminosduren konnte kein Unterschied im
Wachstum zwischen WT und OEP16 TM festgestellt werden: Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystein,
Glutamin, Glycin, Histidin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin und Tyrosin (Daten nicht gezeigt, auBer

beispielhaft fur Glutamin).
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3.5 OEP23

Zur phanotypischen Charakterisierung von OEP23 wurde die T-DNA Insertionslinie
Gabi_279G04 verwendet. Die Pflanzen wurden geselbstet, um homozygote Pflanzen fiir die
T-DNA Insertion zu erhalten. Die Genotypisierung der potenziell homozygoten Generation
ergab, dass keine der Pflanzen homozygot fiir die T-DNA Insertion war. Erwartet worden
ware ein Verhaltnis von 1:3:1 von homozygoten Pflanzen zu heterozygoten und WT
Pflanzen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die T-DNA Insertion embryolethal sein
kdnnte. Eine Analyse der Schoten der heterozygoten OEP23 KO Pflanzen ergab, dass ca. %

der Embryos nicht entwickelt waren.

WT

OEP23 KO
heterozygot

Abbildung 32 Die OEP23 Verlustmutante ist embryolethal. Gezeigt sind geéffnete Schoten von WT und der
heterozygoten OEP23 T-DNA Linie Gabi_279G04. Im WT sind alle Embryos voll entwickelt, wahrend in der
heterozygoten Mutante % der Samenanlagen fehlen.

N8
M 30 60 150

“”

L S |
e R

Abbildung 33 Genomische DNA der heterozygoten OEP23 T-DNA Linie Gabi_279G04 firr die
Genomsequenzierung.
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Um auszuschlieRen, dass die Embryolethalitat nicht auf einer anderen, zufélligen T-DNA
Insertion beruht, wurde gDNA aus einer heterozygoten Pflanze extrahiert zum Zweck einer
Genomsequenzierung. Die gDNA lag in ausreichender Konzentration und Reinheit vor und
konnte so fiir das Next-Generation-Sequencing verwendet werden (Abbildung 33). Die
Genomsequenzierung ergab, dass neben der T-DNA Insertion in OEP23, drei weitere T-DNA
Insertionen in der Linie Gabi_279G04 existieren. Zwei der Insertionen sind in der gDNA zu
finden, eine in Chromosom 1 und eine in Chromosom 4, beide in intergenischen Regionen.
Die dritte zusatzliche Insertion ist im plastidaren Genom zu finden, sie betrifft das Gen
ATCGO00170.1, welches fiir RPOC2 codiert, die RNA-Polymerase Untereinheit beta 2.
Verlustmutanten anderer Untereinheiten dieser RNA-Polymerase sind embryolethal,
moglicherweise ist dies also der Grund fir den vorliegenden Phanotyp. Um dies
auszuschlieBen, wurde die heterozygote OEP23-Verlustmutante mit der OEP23-
Kodierungssequenz komplementiert, einmal unter Kontrolle des nativen Promotors und
einmal unter Kontrolle des 35S-Promotors. Jedoch konnten auch im Hintergrund der
Komplementanten keine fiir die T-DNA Insertion homozygoten Mutanten mittels
Genotypisierung gefunden werden (Daten nicht gezeigt), weshalb davon auszugehen ist,

dass der embryolethale Phanotyp nicht auf die T-DNA Insertion in OEP23 zurlickzufiihren
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Abbildung 34 Die OEP23 T-DNA Insertionslinie Gabi_279G04 besitzt drei zusitzliche T-DNA Insertionen.
Die Genomsequenzierung der OEP23 T-DNA Insertionslinie Gabi_279G04 ergab, dass neben der T-DNA
Insertion im Gen fur OEP23 drei weitere T-DNA Insertionen vorhanden sind. Zwei davon befinden sich auf
Chromosom 1 und 4 im intergenischen Bereich und eine weitere befindet sich im plastidaren Genom (ChrC)
im Gen ATCG00170.1. Die Abbildungen zeigen die Position der T-DNA Insertionen, sie wurden aus dem
Genombrowser Phytozome v12.1 vom Joint Genome Institute entnommen.
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4 Diskussion

Der Chloroplast ist ein wichtiger Sensor fiir Umweltveranderungen innerhalb der
Pflanzenzelle (Yang et al. 2019). Aufgrund des endoplasmatischen Ursprungs der
Chloroplasten mussten Transportwege etabliert werden, um den Endosymbionten in das
bereits bestehende Netzwerk der Zelle einzubinden. Nach einem massiven Gentransfer
sind ein GroRteil der im Chloroplasten bendétigten Proteine nun im Wirtsgenom codiert, nur
noch wenige Proteine sind im Chloroplasten selbst codiert (Stegemann et al. 2003). Die im
Wirtsgenom codierten Gene werden im Cytosol translatiert und muissen dann Uber die
beiden, den Chloroplasten umgebenden, Membranen transportiert werden, um an ihren
Bestimmungsort zu gelangen. Die hieran beteiligte Transportmaschinerie im OE und IE ist
gut studiert: Flr den Transport Uber das OE ist der translocon on the outer chloroplast
membrane-Komplex (TOC-Komplex) verantwortlich, im IE ist der translocon on the inner
chloroplast membrane-Komplex (TIC-Komplex) fir den Transport zustandig (Sjuts et al.
2017). Aber nicht nur Proteine missen die Hiillmembranen des Chloroplasten lGiberqueren,
auch der Austausch von Metaboliten und lonen Uber die Membranen ist notwendig. Im IE
gibt es einige gut charakterisierte Metabolittransporter und lonenkanale, wie z.B. KEA
(Bolter et al. 2020; Tsujii et al. 2019). Dem OE wurde lange Zeit keine groBe Bedeutung
beim Transport von Metaboliten und lonen zugeschrieben, es wurde als reine
Diffusionsbarriere angesehen. Die Charakterisierung der OEPs widerlegt diese Hypothese
(Harsman et al. 2016; Hemmler et al. 2006; Bolter et al. 1999; Pohlmeyer et al. 1998;
Pohlmeyer et al. 1997; Pudelski et al. 2012; Rohl et al. 1999). Um die Rolle der OEPs beim
Metabolittransport liber das OE besser zu verstehen, wurden in der vorliegenden Arbeit
drei OEPs naher betrachtet: OEP16, OEP40 und OEP23. Fiir diese drei Kanale konnte gezeigt
werden, dass sie durch Kalte beeinflusst werden: Wahrend OEP16 hochreguliert wird (Drea
et al. 2006; Fowler und Thomashow 2002), wird OEP23 auf Proteinebene runterreguliert
(Trentmann et al. 2020) und OEP40 Verlustmutanten zeigen einen friihen Blihphanotyp

bei kalten Temperaturen (Harsman et al. 2016).

4.1 Die Bedeutung von OEP40 beim in vivo Transport von Zuckern
Kirzlich wurde ein Zuckertransporter im IE ndher charakterisiert: pSuT (Patzke et al. 2019).
Die Expression von pSuT wird in der Kélte hochreguliert, sodass eine Funktion im Prozess

der Kalte-Akklimatisierung naheliegt. Des Weiteren zeigen die pSuT Verlustmutanten einen
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verspateten Blihphdnotyp. OEP40 im OE zeigt einen verfrihten Blihphdnotyp bei kalten
Temperaturen. Durch die Kreuzung oep40 x psut sollte eine mogliche Zusammenarbeit der
beiden Proteine beim Transport von Zuckern tber die Hillmembranen der Chloroplasten
analysiert werden. Nach erfolgreicher Generierung einer Doppelmutante, wurde diese
nebst WT und den beiden Singlemutanten unter drei verschiedenen Bedingungen
angezogen. Bereits unter LT-Bedingungen ist zu erkennen, dass die Doppelmutante
deutlich kleinere Rosetten bildet und auch die Infloreszenz weniger stark ausgepragt ist als
beim WT und den Singlemutanten. Auch unter KT-Bedingungen und bei 10 °C bildet die
Doppelmutante deutlich kleinere Rosetten. Unter KT-Bedingungen zeigt die pSuT-
Einzelmutante einen verzogerten Blihphanotyp (Patzke et al. 2019), die Bliiten werden im
Schnitt nach 57 Tagen geoffnet. Der WT hingegen oOffnet seine Blliten unter diesen
Bedingungen bereits an Tag 53, die OEP40-Einzelmutante und die Doppelmutante 6ffneten
ihre erste Blite kurz nach dem WT. Unter 10 °C zeigt die OEP40 Einzelmutante den bereits
bekannten friihen Blihphdnotyp (Harsman et al. 2016): Die Bliite beginnt bereits an Tag
58, der WT bllhte ab Tag 63. Die pSuT-Einzelmutante sowie die Doppelmutante beginnen
ihre Blite kurz nach der OEP40-Einzelmutante. Die generell kleineren Rosetten der
Doppelmutante deuten darauf hin, dass der Transport von Zuckern Uber beide
Hillmembranen der Chloroplasten durch das Fehlen von OEP40 im OE und pSuT im IE
nachhaltig gestort ist. Im Tagesverlauf wird in den Chloroplasten durch die Photosynthese
assimilierter Kohlenstoff in Form von Stdrke gespeichert. Diese wird in der Nacht
degradiert, ins Cytosol transportiert und dort zu Saccharose konvertiert, welches die
Haupttransportform von Zuckern innerhalb der Pflanze ist (Julius et al. 2017). Wird dieser
Transportweg nun schon zu Beginn im Chloroplasten eingeschrankt, konnen die Sink-
Organe nicht mehr ausreichend mit Kohlenstoffen versorgt werden und das Wachstum
wird inhibiert (Lemoine et al. 2013). Auch die Mutante des Zuckertransporters maltose
excess1 (MEX1), welcher fir den Export von Maltose aus den Chloroplasten in der Nacht
verantwortlich ist, zeigt eine deutliche Wachstumsinhibierung im Vergleich zum WT
(Niittyla et al. 2004). Je nach Tageszeit vermitteln unterschiedliche Transportwege den
Export von Kohlenhydraten aus dem Chloroplasten: Bei Tag werden hauptsachlich
Triosephosphate exportiert mittels des triose phosphate transporter (TPT), bei Nacht
werden vorwiegend Hexosen und deren Polymere exportiert (Lu und Sharkey 2006). Da

weder die OEP40-Einzelmutante, noch die pSuT-Einzelmutante ein reduziertes Wachstum
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zeigen, deutet dies darauf hin, dass andere Transportproteine den Ausfall kompensieren.
Erst die Doppelmutante zeigt ein deutlich reduziertes Wachstum. Der Transportweg von
Hexosen aus den Chloroplasten in das Cytosol scheint in diesen Pflanzen durch das Fehlen
beider Proteine behindert zu sein. Somit stellt OEP40 ein wichtiges Element im Export von
Hexosen Uber die duBere Membran von Chloroplasten dar.

Um Aufschluss lber die subzelluldare Verteilung von Zuckern in der Doppelmutante zu
erhalten, kdnnte eine nicht-wassrige Fraktionierung durchgefiihrt werden. Zudem kdénnte
mittels Gefriertoleranz-Experimenten ermittelt werden, ob die Doppelmutante aufgrund
einer Ungleichverteilung von Zuckern im Vergleich zum WT anfalliger fiir gefrierende

Temperaturen ist.

4.2 OEP16 spielt eine Rolle im Prozess der Kalte-Akklimatisierung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass OEP16 auf transkriptioneller Ebene unter
Kalteeinfluss innerhalb des CBF-Regulons hochreguliert wird (Fowler und Thomashow
2002). Um zu untersuchen, ob OEP16 einen Einfluss auf die Kalte-Akklimatisierung und die
damit verbundene Gefriertoleranz besitzt, wurde diese experimentell untersucht. Hierfur
wurden WT und OEP16 TM miteinander verglichen, einmal mit und einmal ohne 24-
stiindige Akklimatisierung bei 4 °C und anschliefender Inkubation bei -6 °C. So konnte
gezeigt werden, dass OEP16 TM, sowohl mit als auch besonders ohne die an den
Gefrierschock vorangegangene Akklimatisierung bei 4 °C, deutlich starker von den Folgen
des Gefrierschocks betroffen ist als der WT. OEP16 TM zeigen sowohl eine hdhere
Mortalitat als auch starker ausgepragte Nekrosen und damit einhergehend eine
schlechtere Regeneration im Vergleich zum WT. Viele Aminosauren werden im
Chloroplasten synthetisiert (Hildebrandt et al. 2015; Reyes-Prieto und Moustafa 2012).
Wahrend der Kalte-Akklimatisierung versucht die Pflanze Kryoprotektantien einzulagern,
unter anderem in Form von Proteinen, um sich vor Gefrierschaden zu schiitzen (Shi et al.
2018). So konnte z.B. in einjahrigem Rispengras, Spinat und Brassica campestris gezeigt
werden, dass der Gehalt an freien Aminosduren unter Einfluss von kalten Temperaturen
zunimmt (Shin et al. 2018; Dionne et al. 2001; Yuan et al. 2019). Die schlechtere
Gefriertoleranz von OEP16 TM im Vergleich zum WT deutet daraufhin, dass OEP16 eine
wichtige Rolle bei der Bereitstellung von Aminosduren zur Proteinsynthese wahrend der

Kalte-Akklimatisierung spielt.
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Kanalproteine kénnen durch eine Vielzahl von Faktoren in ihrer Funktion beeinflusst
werden, wie z.B. durch das Binden von Liganden oder lonen an den Kanal oder den pH-
Wert (Levitan 1994). Eine weitere Form der Regulation der Kanaleigenschaften stellt die
Phosphorylierung dar, wobei die Aminosauren Serien, Threonin und Tyrosin das Ziel der
Proteinkinasen sind (Cousin et al. 2013). Fir den humanen Kanal transient receptor
potential ankyrin 1 (TRPA1) konnte gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung die
Konformation des Kanals verdandert und so zu einer Inaktivierung der Kanaleigenschaften
fihrt (Barvikova et al. 2020). Auch der mechano-sensitive lonenkanal MSL10 aus
A. thaliana wird durch Phosphorylierung reguliert (Basu und Haswell 2020). Fiir OEP16
konnte bereits gezeigt werden, dass das Serien an Position vier im N-Terminus, welcher
zum Cytosol ausgerichtet ist, phosphoryliert werden kann (Pohlmeyer et al. 1997;
Pohlmeyer 1997). Um zu untersuchen, ob diese Phosphorylierung die Kanaleigenschaften
von OEP16 beeinflusst, wurden phosphomimetische Substitutionsmutanten erstellt.
Hierfir wurde das Serin an vierter Position der Aminosauresequenz mittels Mutagenese
durch Alanin und Asparaginsdure ersetzt. Alanin als kleine, ungeladene Aminosaure,
welche nicht phosphoryliert werden kann, reprasentiert hierbei einen permanent nicht-
phosphorylierten Zustand des Proteins, wahrend Asparaginsdure eine negativ geladene
Aminosaure ist und somit einen dauerhaft phosphorylierten Zustand des Proteins
nachahmt (Dissmeyer und Schnittger 2011). Mithilfe dieser phosphomimetischen
Substitutionsmutanten wurden sowohl in vitro als auch in vivo Experimente durchgefiihrt.
So wurden Komplementationslinien in A. thaliana erstellt: OEP16 TM KWT, OEP16 TM KS4A
und OEP16 TM KS4D. Diese Linien wurden ebenfalls auf ihre Gefriertoleranz hin getestet.
Die nicht-akklimatisierten Pflanzen von OEP16 TM KWT und OEP16 TM KS4D verhielten sich
wie der WT, fir die Linie OEP16 TM KS4D konnte eine leicht verminderte Gefriertoleranz
festgestellt werden. Dies deutet auf eine Rolle des Phosphorylierungszustands von OEP16
bei dessen Regulation hin.

In vivo wurden OEP16_WT, OEP16_S4A und OEP16_S4D in E. coli Gberexprimiert und die
Einschlusskorper, in denen das Uberexprimierte Protein vorlag, isoliert und solubilisiert.
AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der Proteine mittels
lonenaustauschchromatographie, um bakterielle Verunreinigungen zu entfernen. Die
aufgereinigten Proteine konnten dann fiir elektrophysiologische Messungen verwendet

werden, um so die Kanaleigenschaften in vitro zu untersuchen. Die Elektrophysiologie
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erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Meinecke an der
Universitat Gottingen. Die Messergebnisse flir OEP16_WT bestatigten, dass A. th. OEP16.1
einen Kanal mit hoher Leitfahigkeit und Selektivitat fir Kationen bildet, ebenso wie das
Homolog aus Erbse (Pohimeyer et al. 1997). Die phosphomimetische Substitutionsmutante
OEP16_54D zeigte eine Abnahme im Umkehrpotential als auch in der Kationenselektivitat
im Vergleich zu OEP16_WT. Wahrend OEP16_WT auch im hohen Spannungsbereich
gedffnet vorliegt, konnten flir OEP16_S4D selbst bei niedriger Spannung nur kurze
Offnungen im Millisekunden-Bereich nachgewiesen werden. Somit besitzt OEP16_S4D eine
geringere Offnungswahrscheinlichkeit als OEP16_WT. Fir die Mutante OEP16_S4A
konnten bislang keine auswertbaren Daten generiert werden. Die bisherigen Ergebnisse
der Elektrophysiologie deuten darauf hin, dass die Phosphorylierung einen Einfluss auf die

Kanalaktivitdt von OEP16 hat und stiitzen die Ergebnisse des Gefriertoleranz-Experiments.

4.3 Der Einfluss von OEP16 auf subzellularer Ebene

Nachdem gezeigt werden konnte, dass OEP16 einen Einfluss auf die Kalte-Akklimatisierung
und somit auf die Fitness der Pflanzen bei gefrierenden Temperaturen hat, sollte nun
untersucht werden, inwieweit OEP16 einen Einfluss auf die subzelluldre
Metabolitenverteilung hat. Hierflr wurde die Methode der nicht-wassrigen Fraktionierung
angewandt. Diese Methode wurde entwickelt, um Einblicke in kompartimentspezifische
Metabolitkonzentrationen zu erhalten, da sie es ermdglicht einzelne Kompartimente, wie
die Vakuole, die Plastiden und das Cytosol, voneinander abzutrennen (Gerhardt und Heldt
1984). Pflanzliches Material wird hierfiir schockgefroren, zerkleinert und gefriergetrocknet.
Durch den Entzug von Wasser werden biochemische Reaktionen gestoppt und die
einzelnen Kompartimente konnen in einem Gradienten bestehend aus organischen
Losemitteln  entsprechend ihrer Dichte angereichert werden. So koénnen
kompartimentspezifische Konzentrationen von Metaboliten und Proteinen ermittelt
werden. Die urspringliche Methode galt jedoch als zeitaufwendig und technisch
herausfordernd (Stitt et al. 1989; Geigenberger et al. 2011). Aufgrund dessen wurde die
Methode weiter entwickelt, um die Reproduzierbarkeit zu verbessern sowie den Durchsatz
zu erhohen (Furtauer et al. 2016). Bislang war die Methode limitiert auf die Abtrennung
von Cytosol, Vakuole und Plastiden. Die zusatzliche Abtrennung von Mitochondrien erwies
sich bislang als kompliziert, da Plastiden und Mitochondrien recht ahnliche Dichten

besitzen: p=1,09-1,11 und p=1,05-1,07, respektive (Neuburger et al. 1982; Nobel 1969).
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Somit war zu erwarten, dass sich Plastiden und Mitochondrien in den Fraktionen mit
geringer Dichte anreichern. In einer Studie, die die klassische NAF mit einer Proteom-
Analyse kombinierte, konnte dies bestatigt werden (Flrtauer et al. 2019a). Ziel der
vorliegenden Arbeit war es nun, die Abtrennung der Mitochondrien in die von Fiirtauer und
Kollegen weiter entwickelte Methode der nicht-wassrigen Fraktionierung zu integrieren
(FUrtauer et al. 2016). Fur die Kompartimente Cytosol, Vakuole und die Plastiden gibt es
bereits gut etablierte Enzymtests anhand derer die Markerenzymaktivitat in den einzelnen
Fraktionen bestimmt werden kann. Fir die Mitochondrien fehlte bislang ein
entsprechender Test, der jedoch fiir die Durchfiihrung der nicht-wassrigen Fraktionierung
unerlasslich ist. Die Herausforderung war es, einen Enzymtest fiir ein mitochondriales
Markerenzym zu etablieren, welcher sensitiv genug ist, um ihn parallel zu den anderen
Markerenzymtests durchfiihren zu kénnen (Flirtauer et al. 2019a). Zunachst fiel die Wahl
auf die Citratsynthase, ein Enzym der mitochondrialen Matrix, welches den ersten Schritt
des Citratzyklus katalysiert (Schmidtmann et al. 2014). Die Citratsynthase setzt Acetyl-CoA
und Oxalacetat zu Citrat, CoA-SH und Wasser um. Wird zur Reaktion zusatzlich DTNB
hinzugegeben, reagiert dies mit der Thiolgruppe von CoA-SH zu TNB, dessen
Absorptionsmaximum bei 412 nm gemessen werden kann (Anoop et al. 2003). Die
Sensitivitat dieses Tests wurde zunachst mit gekaufter Citratsynthase als Positivkontrolle
Uberprift. Schon geringe Konzentrationen (0,0005 U) gentiigten, um einen linearen Anstieg
der Enzymaktivitat zu messen. Im nachsten Schritt wurde die Positivkontrolle durch
Enzymextrakt in unterschiedlichen Mengen aus den Fraktionen <1,35 und >1,35 aus der
nicht-wassrigen Fraktionierung verwendet. Bei der Verwendung von 50 pl Enzymextrakt
konnte ein linearer Anstieg der Enzymaktivitat beobachtet werden, der Enzymtest eignet
sich somit auch fir den Einsatz in der nicht-wassrigen Fraktionierung. Allerdings gibt es
auch in den Peroxisomen eine Citratsynthase (Pracharoenwattana et al. 2005). Insgesamt
gibt es funf putative Gene in A. thaliana, welche fiir eine Citratsynthase codieren, wovon
drei den Peroxisomen zugeordnet werden (Tilbrook et al. 2014). Da so nicht ausgeschlossen
werden kann, dass eine peroxisomale Citratsynthase die Messergebnisse der Enzymtests
verfdlscht, wurde ein weiteres mitochondriales Enzym als Markerenzym-Kandidat
ausgewahlt. Die Succinyl-CoA Synthetase ist ebenfalls ein Enzym des Citratzyklus, welche
die Reaktion von Succinat und CoA zu Succinyl-CoA katalysiert. Fiir den Enzymtest wurde

ein Kit der Firma Abcam (Berlin, Deutschland) gewahlt. Da dieses allerdings nicht fir die
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Anwendung in Pflanzen vorgesehen ist, musste die Kompatibilitat zunachst getestet
werden. Hierflir wurde der Enzymtest zunachst mit aus A. thaliana isolierten
Mitochondrien durchgefiihrt. Wie aus Abbildung 23 und Abbildung 24 hervorgeht,
funktioniert der Test genauso effizient fiir die isolierten pflanzlichen Mitochondrien wie fir
die im Kit mitgelieferte Positivkontrolle. Somit eignet sich der Test auch fir pflanzliche
Mitochondrien. Im nachsten Schritt wurde getestet, ob der Test sensitiv genug fiir den
Einsatz in der nicht-wassrigen Fraktionierung ist. Statt isolierter Mitochondrien wurde nun
Enzymextrakt aus den Fraktionen >1,32 und >1,35 fiir den Test eingesetzt. Aus Abbildung
25 und Abbildung 26 geht hervor, dass auch dies problemlos moglich ist. 1/10 des
Enzymextrakts sind ausreichend, um einen linearen Anstieg der Enzymaktivitat zu messen.
Die Succinyl-CoA Synthetase kann somit als Markerenzym flr die nicht-wassrige
Fraktionierung verwendet werden.

Fraktioniert wurden nun Proben der Genotypen WT, OEP16 TM, OEP16 TM KWT, OEP16
TM KS4A und OEP16 TM KS4D, welche bei 21 °C oder nach 24 h Inkubation bei 4 °C geerntet
wurden. Die Ergebnisse der Markerenzymtests zeigen, dass unabhangig von Genotyp und
Erntetemperatur eine gleichbleibende Auftrennung der Kompartimente Cytosol, Vakuole,
Plastid und Mitochondrium erreicht werden konnte (Abbildung 28 und Abbildung 29). Die
entsprechenden Proben wurden anschlieBend an den Metabolomics Service der Fakultat
fir Biologie der LMU weitergeleitet und dort mittels GC-MS analysiert. Die Auswertung der
Daten erfolgte mittels des von Flrtauer und Kollegen erstellten Algorithmus (Flirtauer et
al. 2016).

Im Zuge der Kalte-Akklimatisierung werden innerhalb der Pflanzenzelle Zucker und
Aminosauren bereitgestellt, um sie so vor Schaden von Gefrierung zu schiitzen, da diese
Kryoprotektantien die Formierung von Eiskristallen negativ beeinflussen kénnen (Sakai und
Larcher 1987; Shi et al. 2018). Anhand des Clustergramms (Abbildung 30) ist zu erkennen,
dass sich die kaltebehandelten Pflanzen von den bei 21 °C geernteten Pflanzen auf
Metabolitebene klar voneinander abtrennen. Somit kommt es bereits nach 24 h unter 4 °C
zu grolRen Veranderungen auf subzelluldrer Ebene, unabhdngig vom Genotyp und
Kompartiment. Fiir einen GroRteil der Metabolite ist ein Anstieg in der relativen Verteilung
in den bei 4 °C inkubierten Pflanzen zu beobachten. Vor allem in der Vakuole des WT
kommt es zu weitreichenden, signifikanten Anderungen zwischen den beiden

Behandlungen. Die Vakuole dient als zentrales Speicherorgan in der Pflanzenzelle und
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nimmt mit ca. 80 % den GroRteil des Zellvolumens ein (Wink 1993; Winter et al. 1994).
Bereits vorangegangene Studien konnten zeigen, dass der Vakuole im Prozess der Kalte-
Akklimatisierung eine besondere Rolle zukommt. So konnten Flrtauer und Kollegen
ebenfalls zeigen, dass es im akklimatisierten WT zu einer Verschiebung von Zuckern und
Aminosauren vom Cytosol hin zur Vakuole kommt (Fiirtauer et al. 2016). Dieser Trend ist
in den vorliegenden Daten auch zu beobachten: Wahrend in der Vakuole des WT bei 4 °C
nahezu alle Metabolite signifikant angereichert werden, ist fir das Cytosol und das
Mitochondrium ein abnehmender Trend zu beobachten. In einer weiteren Studie, welche
die Rolle des Proteoms des Tonoplasten in der Kalte-Akklimatisierung untersuchte, konnte
gezeigt werden, dass zum einen die Abundanz einiger Membranproteine verandert wird
und dass es zum anderen zu einer Zunahme von Dicarbonsauren und Zuckern innerhalb der
Vakuole kommt (Schulze et al. 2012). Dariber hinaus zeigte sich, dass ein Protonen-
gekoppelter, vakuoldrer Zuckertransporter Einfluss auf den Prozess der Kalte-
Akklimatisierung besitzt und somit der Import von Zuckern in die Vakuole wahrend der
Kalte-Akklimatisierung diese maRgeblich beeinflusst (Klemens et al. 2014). Im
Mitochondrium kommt es zu einer signifikanten Abnahme von Ornithin und den
Polyaminen Putrescin und Spermidin nach Inkubation bei 4 °C. Ornithin ist eine nicht-
proteinogene Aminosaure, sie wird von Arginin abgeleitet und bildet die Vorstufe der
Polyamine Putrescin und Spermidin (Proietti et al. 2020). Polyamine nehmen Einfluss auf
das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen, aber auch bei der Antwort auf biotischen
und abiotischen Stress sind sie von Bedeutung (Chen et al. 2018), da sie einer Akkumulation
von reaktiven Sauerstoffspezies entgegen wirken kénnen und den Stickstoffhaushalt
ausgleichen (Minocha et al. 2014). Generell kann eine positive Korrelation zwischen der
Anreicherung von Polyaminen und der Ausbildung von Gefriertoleranz in Pflanzen
festgestellt werden (Alcazar et al. 2011). In den Plastiden kann ein signifikanter Anstieg von
Threonsdure beobachtet werden nach Inkubation bei 4 °C fir 24 h. Threonsaure ist ein
Abbauprodukt von Ascorbinsdure (Smirnoff 2018), welche wiederum als
Antioxidationsmittel benétigt wird, um reaktive Sauerstoffspezies abzufangen unter
Einfluss von abiotischem Stress, wie z.B. Kaltestress (Kka et al. 2017; Xiang et al. 2020). Die
Akkumulation von Threonsdure im Plastid kann eine Folge von oxidativem Stress im Zuge
der Exposition in kalten Temperaturen darstellen. Eine zentrale Rolle im Prozess der Kalte-

Akklimatisierung spielt der Kohlenhydrathaushalt und somit auch die Regulation der
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Photosynthese, um die Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies so gering wie
moglich zu halten (Huner et al. 1998). Zudem dienen |I6sliche Zucker als
Osmoprotektantien, Raffinose wird im Cytosol synthetisiert und in den Plastiden
importiert, um dort die Membranen der Thylakoiden zu stabilisieren (Schneider und Keller
2009; Knaupp et al. 2011). Im WT ist nach 24 h Inkubation bei 4 °C zu beobachten, dass
Raffinose und deren Vorstufen Galactinol und Saccharose im Cytosol abnehmen und in den
Plastiden zunehmen. In der Vakuole kommt es ebenfalls zu einer Zunahme der I8slichen
Zucker. Der Vakuole kommt also nicht nur eine wichtige Rolle in der Detoxifizierung der
Zelle zu (Martinoia et al. 2007), sondern auch in der Speicherung von osmotischen
Substanzen und Metaboliten im Zuge der Kalte-Akklimatisierung. Die Vakuole ist das
voluminoéseste Kompartiment innerhalb der Zelle, jedoch weist sie im WT bei 21 °C die
geringsten Mengen an Metaboliten auf, etwa 2000 nmol/g TG Zucker und organische
Sauren und ca. 5000 nmol/g TG Aminosauren. Die hochsten Konzentrationen lassen sich im
Cytosol finden (~15000 nmol/g TG Zucker, ~7000 nmol/g TG organische Sduren und ~
23000 nmol/g TG Aminosauren), obwohl es nur ca. 2-10 % des gesamten Zellvolumens
einnimmt (Peyronnet et al. 2014). Wahrend sich im Cytosol die Konzentrationen der Zucker
und der Aminosauren nach 24 h bei 4 °C lediglich verdoppelten und die organischen Sauren
unverandert in ihrer Konzentration vorlagen, nahmen letztere in der Vakuole 3-fach zu,
Aminosauren 10-fach und Zucker sogar 17-fach. Die Anreicherung der Vakuole mit
Metaboliten scheint somit von zentraler Bedeutung bei der Anpassung an Kkalte
Temperaturen zu sein.

Bei Betrachtung der entsprechenden Daten fiir OEP16 TM fallt auf, dass es im Vergleich
zum WT zu deutlich weniger signifikanten Anderungen in der subzelluliren Verteilung der
Metabolite zwischen den bei 21 °C und bei 4 °C geernteten Pflanzen kommt. So kommt es
im Mitochondrium zu keinerlei signifikanten Anderungen, im Cytosol nimmt nur Maltose
signifikant ab und in der Vakuole nimmt nur Fruktose signifikant zu. In den Plastiden
nehmen Ornithin, Spermidin, Tryptophan, Gluconsaure, Glutarsaure, Fruktose und
Trehalose signifikant ab, in den Plastiden des WT war tendenziell eine Zunahme aller
Metabolite beobachtet worden. Diese Metabolite konnten bereits in anderen Studien in

Zusammenhang mit Temperaturstress gebracht werden (Cook et al. 2004; Kaplan et al.
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Abbildung 35 Die Rolle von OEP16 im Prozess der Kilte-Akklimatisierung. Im Zuge der Kilte-
Akklimatisierung kommt es zu Veranderungen des subzelluldaren Metaboloms, zum Zweck der Ausbildung von
Gefriertoleranz. Aminosauren, organische Sduren und vor allem Zucker werden aus den Mitochondrien und
dem Cytosol in die Plastiden und die Vakuole umgelagert. OEP16, als Kanal permeable fiir Aminosauren, wird
bendétigt, mediiert den Austausch von Aminosduren zwischen Plastid und Cytosol und sorgt so fiir ein
metabolische Gleichgewicht in der Aminosduresynthese, welche hauptsachlich in den Plastiden stattfindet.
In der OEP16 TM kommt es durch das Fehlen von OEP16 im OE zu einem Ungleichgewicht im subzelluldren
Metabolom. Dies hat zur Folge, dass OEP16 TM nicht in der Lage ist, eine Gefriertoleranz auszubauen im
selben Male wie der WT.

2004). Das Fehlen von OEP16 scheint somit eine Ungleichverteilung von Metaboliten im
Zuge der Inkubation bei 4 °C nach sich zu ziehen. Wahrend sich beim Vergleich der
einzelnen Kompartimente von WT und OEP16 TM bei 21 °Cin den Plastiden nur Spermidin
und myo-Inositol und im Mitochondrium Spermidin signifikant unterscheiden, gibt es
zwischen den beiden Genotypen bei 4 °C keinerlei signifikante Unterschiede in der
Metabolitverteilung auf Kompartimentebene. Vielmehr scheinen die Dynamiken in der
subzelluldren Verteilung der Metabolite, ausgeldst durch die 24 h Inkubation bei 4 °C, einen
Unterschied zu verursachen. Dies wird ersichtlich aus den aufsummierten, absoluten
Werten pro Stoffklasse: Wahrend die Zunahme der Metabolitmengen bei 4 °C fir Cytosol
und Mitochondrium bei WT und OEP16 TM in etwa gleich sind, akkumulieren in den
Plastiden und der Vakuole von OEP16 TM Zucker und Aminosauren in deutlich geringerem
Umfang. In den Plastiden von OEP16 TM nehmen Zucker nur 3-fach zu, im WT 7-fach. In
der Vakuole von OEP16 TM nehmen Zucker 7-fach zu, im WT 17-fach. Aminosauren

akkumulieren in der Vakuole von OEP16 TM nur 5,5-fach, im WT hingegen 10-fach. Die
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Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen des Gefriertoleranz-Experiments, bei dem
OEP16 TM im Vergleich zu WT eine deutlich schlechtere Toleranz gegeniber gefrierenden
Temperaturen aufwies. Die subzelluldre Verteilung der Metabolite, wie Zucker und
Aminosauren, welche von Relevanz fiir die Ausbildung der Gefriertoleranz ist, ist in der
OEP16 TM gestort, sodass diese nicht in der Lage ist, eine Gefriertoleranz im selben MaR
wie der WT zu entwickeln (Abbildung 35).

Die Komplementationslinie OEP16 TM KWT sollte sich erwartungsgemall wie der WT
verhalten. Bezogen auf die aufsummierten, absoluten Metabolitmengen akkumuliert
OEP16 TM KWT in dhnlichen MaRen Metabolite wie der WT, bei der relativen Verteilung
kommt es allerdings bei einigen Metaboliten zu Veranderungen. So kann in OEP16 TM KWT
in den Plastiden fur Ornithin, Serin, Glutarsaure, Oxalacetat und Trehalose eine signifikante
Abnahme verzeichnet werden, im WT hingegen ist eine Zunahme dieser Metabolite zu
beobachten bei 4 °C. Raffinose nimmt im Cytosol von OEP16 TM KWT wie im WT bei 4 °C
signifikant ab. In den Mitochondrien nimmt es signifikant zu und in der Vakuole ab, was
gegenlaufig zur Verteilung von Raffinose im WT bei 4 °Cist. Die Akkumulation von Raffinose
tragt zum Schutz der Membranen bei Kaltestress bei und ist somit von Bedeutung beim
Aufbau der Gefriertoleranz (Fiirtauer et al. 2019b).

Da die Komplementation mittels A. tumefaciens-Transformation durchgefiihrt wurde,
kénnen der genaue Ort der Insertion und auch die Anzahl der Insertionen der T-DNA in das
Genom nicht vorausgesagt werden. So konnte eine Insertion die Expression eines
beliebigen Gens stéren und je nach Funktion dieses Gens auch das Metabolom stéren. Um
dies zu vermeiden, kdnnten andere Transformationsverfahren verwendet werden, bei
denen Einfluss auf den Ort der Insertion genommen werden kann, wie z.B. CRISPR-Cas9
oder TALEN (Qiu et al. 2021; Forsyth et al. 2016). In den phosphomimetischen
Komplementationslinien OEP16 TM KS4A und OEP16 TM KS4D kommt es vor allem bei den
Stoffwechselintermediaten des Citratzyklus wie Apfelsdure, Bernsteinsdaure, Fumarsaure
und Zitronensdure zu signifikanten Veranderungen. Die vorangegangenen Ergebnisse der
Elektrophysiologie und des Gefriertoleranz-Experiments deuteten darauf hin, dass die
Phosphorylierung die Kanalaktivitat von OEP16 negativ beeinflusst. Somit misste die Linie
OEP16 TM KS4D sich aquivalent zu OEP16 TM verhalten. Dies ist nicht zutreffend.
Abiotischer Stress kann das pflanzliche Metabolom innerhalb von Sekunden beeinflussen

(Kollist et al. 2019), sodass kurzfristige Anderungen des Metaboloms mithilfe des
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vorliegenden experimentellen Aufbaus, mit der Ernte nach 24 h bei 4 °C, méglicherweise

nicht erfasst werden konnten.

4.4 In vivo Funktion von OEP16

In in vitro Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass OEP16 permeabel fir
verschiedene Aminosduren ist, es konnte keine Praferenz fiir eine bestimmte Gruppe von
Aminosaduren, z.B. polar oder unpolar, nachgewiesen werden. Um einen Einblick zu
erhalten, fur welchen Transport welcher Aminosdauren OEP16 in vivo von Relevanz ist,
wurde ein Aminosauren-Fiutterungsexperiment durchgefiihrt. Hierfir wurde % MS-
Medium mit den 20 proteinogenen Aminosauren in verschiedenen Konzentrationen
supplementiert und die Genotypen WT und OEP16 TM parallel darauf angezogen. Auf den
Kontrollplatten, welche %2 MS-Medium ohne zusatzliche Aminosaure enthielten, zeigte die
OEP16 TM im Vergleich zum WT keine Abweichungen im Phanotyp. Dies galt ebenso fir
die Aminosauren Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystein, Glutamin, Glycin, Histidin,
Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin und Tyrosin. Flir den Transport dieser Aminosauren
Uber die duRere Hiullmembran der Chloroplasten scheint OEP16 somit ersetzbar zu sein.
Fir die Aminosauren Alanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Tryptophan und Valin
konnte ein unterschiedlicher Effekt auf das Wachstum von WT und OEP16 TM festgestellt
werden. Diese Aminosduren, mit Ausnahme von Tryptophan, zeigten einen hemmenden
Wachstumseffekt auf OEP16 TM im Vergleich zum WT. Im Fall von Tryptophan wurde das
Wachstum der OEP16 TM im Vergleich zum WT nicht so stark gehemmt. Tryptophan dient
als Vorlaufer fiir die Biosynthese von Auxin, welche im Cytosol stattfindet (Olatunji et al.
2017). Auxin ist ein Pflanzenhormon, welches von Bedeutung bei der
Gewebedifferenzierung und Tropismus ist (Wu et al. 2020). Zudem konnte gezeigt werden,
dass Auxin, neben dem Phytohormon Abscisinsdure (ABA), eine keimhemmende Wirkung
hat, indem es dem Transkriptionsfactor abscisic acid insensitive 3 (ABI3) vorgeschaltet ist,
dessen Expression durch Auxin-Reaktionsfaktoren gesteuert wird (Liu et al. 2013). Die
Expression von OEP16.2 wird durch ABI3 reguliert und exogene Zugabe von ABA I6st in
OEP16.2 Verlustmutanten eine verzogerte Keimung aus (Pudelski et al. 2012). Die exogene
Zugabe von Tryptophan im Aminosaure-Filtterungsexperiment konnte zu einer vermehrten
Bildung von Auxin im Cytosol fiihren und somit die Keimhemmung begiinstigen. Durch das
Fehlen von OEP16 in der OEP16 TM kann endogen gebildetes Tryptophan nicht ins Cytosol

gelangen, sodass moglicherweise in der OEP16 TM weniger Auxin gebildet wird als im WT,
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wodurch der keimungshemmende Effekt in der OEP16 TM geringer ist als im WT. Die
Aminosauren Alanin, Isoleucin, Leucin, Methionin, Tryptophan und Valin besitzen apolare
Seitenketten, Lysin besitzt eine basische Seitenkette. Die Synthese der Aminosduren findet
in den Chloroplasten statt. Grundlage hierfir ist einerseits die Nitratassimilation, bei der
zunachst Nitrat im Cytosol zu Nitrit reduziert wird, welches dann in den Chloroplasten zu
Ammonium reduziert wird und mittels Glutamin-Synthase auf Glutamat libertragen wird.
So entsteht Glutamin, welches durch die Glutamin-Oxoglutarat-Aminotransferase
(GOGAT), zusammen mit a-Ketoglutarat wiederum zu 2x Glutamat umgesetzt wird.
Aufgrund der zentralen Rolle in der Nitratassimilation bilden Glutamin und Glutamat einen
groflen Anteil am gesamten Aminosduregehalt (Coruzzi 2003). Andererseits werden in den
Chloroplasten durch die CO,-Assimilation die fir die Aminosduresynthese bendtigten
Kohlenstoffgeriiste bereitgestellt. Die wichtigste Kohlenstoffquelle stellt hier 3-
Phosphoglycerat da, welches im Cytosol zu Phosphoenolpyruvat (PEP) umgesetzt wird. PEP
und Erythorse-4-phosphat bilden mitunter die Grundlage fiir die Synthese von Tryptophan.
PEP kann aber auch zu Pyruvat und Oxalacetat umgesetzt werden und somit als
Ausgangsprodukt flr die Synthese von Alanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin und Valin
dienen. Der Aminosaure-Katabolismus beginnt mit einer Desaminierung und resultiert so
im Erhalt von Stoffwechselintermediaten des TCA-Zyklus und Ammonium bzw. anderen
stickstoffhaltigen Verbindungen, wie z.B. Glutamat (Hildebrandt et al. 2015). Der
Anabolismus und Katabolismus von Aminosauren muss streng reguliert werden, um die
Akkumulation von fiir die Pflanzenzelle toxischen Intermediaten, wie Nitrit und Ammoniak,
zu vermeiden (Davenport et al. 2015; Li et al. 2014). Die externe Zugabe der Aminosduren
Alanin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin und Valin hat einen wachstumshemmenden
Effekt auf OEP16 TM im Vergleich zum WT. Dies deutet darauf hin, dass es durch das Fehlen
von OEP16 als Aminosauretransporter im OE zu einer Ungleichverteilung von Aminosaduren
und deren Stoffwechselintermediaten in der Pflanzenzelle kommt. So kommt es
moglicherweise zur Akkumulation von toxischen Stoffwechselintermediaten, wie z.B.
Ammoniak, welche sich wachstumshemmend auswirkt. Die Daten deuten darauf hin, dass
OEP16 nicht spezifisch fir einzelne Aminosauren ist, wie auch schon in in vitro
Experimenten gezeigt werden konnte (Pohlmeyer et al. 1997), sondern permeabel fiir

verschiedene Aminosauren mit Tendenz zu apolaren Aminosduren ist. Auch andere
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pflanzliche Aminosduretransporter zeigen ein dhnliches Verhalten ihre Selektivitat

betreffend (Su et al. 2004).

4.5 OEP23

Das neuste Mitglied der OEP-Familie stellt OEP23 dar, es formt einen Kanal mit hoher
Leitfahigkeit und Selektivitat fur Kationen im OE (Goetze et al. 2015). Interessanterweise
besitzt OEP23 auf struktureller Ebene einen ahnlichen Aufbau wie das kirzlich
charakterisierte JASSY, ein OPDA-Transporter im OE (Guan et al. 2019). Beide Proteine
bestehen sowohl aus a-Helices als auch aus B-Faltblattern, welche ein unvollstandiges B-
Fall formen. Beide Proteine besitzen eine SPRBCC-Domane. Da bislang keine T-DNA
Insertionsmutante fir OEP23 existierte, konnten keine in vivo Studien zur Funktion von
OEP23 durchgefiihrt werden. Nun aber existiert eine solche Linie, welche in der
vorliegenden Arbeit erstmals ndher charakterisiert wurde. Da die T-DNA Insertionslinien als
heterozygote Linien geliefert werden, sollte zunachst eine Selbstung durchgefiihrt werden,
um so homozygot Linien zu erhalten. Jedoch konnte mittels Genotyping der F1-Generation
keine homozygote OEP23 Verlustmutante gefunden werden. Bei der Untersuchung von
Schoten von WT und der heterozygoten OEP23 T-DNA Insertionslinie stellte sich heraus,
dass % der Embryonen in der Mutante nicht ausgebildet sind. Dies deutet darauf hin, dass
der Verlust von OEP23 fiir Pflanzen embryolethal ist und es sich somit um ein essenzielles
Protein handelt. Das einzige bislang bekannte embryolethale Gen im OE ist Toc75-lll
(Baldwin et al. 2005).

Um auszuschlieRen, dass dieser Phanotyp nicht durch eine weitere T-DNA Insertion in der
vorliegenden Linie erzeugt wird, wurde mittels Next-Generation-Sequencing das Genom
der Linie Gabi_279G04 sequenziert. So konnte festgestellt werden, dass diese Linie drei
zusatzliche T-DNA Insertionen besitzt. Zwei davon befinden sich auf Chromosom 1 und 4
im intergenischen Bereich, somit ist auszuschlieflen, dass diese zusatzlichen Insertionen fir
die Embryolethalitat verantwortlich sind. Die dritte Insertion befindet sich im plastidaren
Genom, im Gen ATCG00170.1, welches fiir RPOC2 codiert, die RNA-Polymerase
Untereinheit beta 2. Eine Insertion von T-DNA in das plastidare Genom ist eher uniblich,
die Transformation vom plastiddaren Genom in A. thaliana stellt eine Herausforderung dar
(Yu et al. 2019). Fir RPOC2 sind keine Daten (iber eine Verlustmutante verfiigbar, andere
Untereinheiten der RNA-Polymerase weisen einen Albino-Phanotyp auf und sind somit nur

auf zuckerhaltigem Medium Uberlebensfihig (Borner et al. 2015). Somit konnte der
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embryolethale Phanotyp auf diese Insertion zurlickgehen. Um dies auszuschlieSen, wurden
Komplementanten erzeugt. Sollte OEP23 fiir die Embryolethalitat verantwortlich sein, so
konnten sich durch Komplementation der heterozygoten Linien homozygote Linien im
Hintergrund der Komplementation nachweisen lassen. Dies gelang jedoch nicht, was dafiir
spricht, dass der Phanotyp nicht durch das Fehlen von OEP23 verursacht wird. Um die
in vivo Funktion von OEP23 weiter zu untersuchen, kénnte beispielsweise mittels amiRNA
(artificial micro RNA) eine knock-down-Linie etabliert werden. Dieses Verfahren eignet sich
besonders fiir essenzielle Gene, fir welche keine komplette knock-down-Linie erstellt

werden kann (Zhang et al. 2018).

4.6 Ausblick

Lange Zeit wurde angenommen, dass die dullere Membran der Chloroplasten nur eine
Diffusionsbarriere darstellt (Pick und Weber 2014). Diese Annahme wurde durch die
Entdeckung der OEPs widerlegt. Phanotypische Veranderungen zeigen, dass Kanale wie
OEP16, OEP40 und JASSY mit ihren Substratspezifititen eine wichtige Rolle im
Metabolittransport liber das OE spielen und somit malgebend fiir die erfolgreiche
endosymbiontische Integration des Plastiden in die pflanzliche Zelle waren (Pudelski et al.
2012; Harsman et al. 2016; Guan et al. 2019).

Im IE sind bislang zwei Aminosduretransporter charakterisiert worden (Widhalm et al.
2015; Renné et al. 2003). Die vorliegenden Daten zeigen, dass OEP16 auch in vivo eine
Funktion im Aminosauretransport Gber das OE besitzt. Bislang ungeklart ist, ob OEP16 mit
anderen Proteinen interagiert. Um Interaktionspartner zu finden, kdnnte Turbo-ID
verwendet werden: Proteine, welche sich fiir kurze Zeit in raumlicher Nahe zum Zielprotein
befinden, werden mit Biotin markiert und kdnnen so extrahiert und analysiert werden
(Arora et al. 2020). Mittels radioaktiv markierter Aminosduren kénnte in einem in vitro
Transport-Experiment die Spezifitdt von OEP16 weiter untersucht werden (Widhalm et al.
2015). Da die Doppelmutante OEP40 x pSuT einen kleineren Phanotyp im Vergleich zum
WT besitzt, scheint der Zuckertransport (iber die Hiullmembranen des Chloroplasten
malgeblich eingeschrankt zu sein. Um besser zu verstehen, inwieweit es auf subzellularer
Ebene zu Verschiebungen im Zuckergehalt kommt, sollte eine nicht-wassrige
Fraktionierung durchgefiihrt werden. Zudem konnte mittels eines Gefriertoleranz-
Experiments getestet werden, ob die Doppelmutante, aufgrund des moglicherweise

unterbrochenen Zuckertransports liber das OE und IE, in der Lage ist, eine Gefriertoleranz
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aufzubauen. Da unklar ist, ob OEP23 in der untersuchten T-DNA Insertionslinie wirklich
verantwortlich fir den embryolethalen Phanotyp ist, konnte mittels amiRNA (artificial
microRNA) die Expression von OEP23 post-transkriptionell reguliert werden (Zhang et al.
2018). Mithilfe dieses Verfahrens konnte zudem versucht werden, mehrere OEPs

gleichzeitig auszuschalten, um zu untersuchen, welchen phanotypischen Effekt dies hatte.
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Anhang

***p < 0.001, Pfeile deuten

’

**p <0.01
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Tabelle 15 Relative Metabolitverteilung des Genotyps WT bei 21 °C und nach 24 h 4 °C. (Mittelwerte + SD,
ANOVA und Tukey, Sterne geben das Signifikanzniveau an *p < 0.05
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Anhang

Tabelle 16 Relative Metabolitverteilung des Genotyps OEP16 TM bei 21 °C und nach 24 h 4°C.

(Mittelwerte = SD, ANOVA und Tukey, Sterne geben das Signifikanzniveau an *p < 0.05

0.001, Pfeile deuten eine Zu- oder Abnahme an).
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Anhang

Tabelle 17 Relative Metabolitverteilung des Genotyps OEP16 TM KWT bei 21 °C und nach 24 h 4 °C.

(Mittelwerte = SD, ANOVA und Tukey, Sterne geben das Signifikanzniveau an *p < 0.05

0.001, Pfeile deuten eine Zu- oder Abnahme an).
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Anhang

Tabelle 18 Relative Metabolitverteilung des Genotyps OEP16 TM KS4A bei 21 °C und nach 24 h 4 °C.

(Mittelwerte = SD, ANOVA und Tukey, Sterne geben das Signifikanzniveau an *p < 0.05

0.001, Pfeile deuten eine Zu- oder Abnahme an).
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Anhang

Tabelle 19 Relative Metabolitverteilung des Genotyps OEP16 TM KS4D bei 21 °C und nach 24 h 4 °C.

(Mittelwerte = SD, ANOVA und Tukey, Sterne geben das Signifikanzniveau an *p < 0.05

0.001, Pfeile deuten eine Zu- oder Abnahme an).

LT
7 p<

**p <0.01

’
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Anhang

Tabelle 20 Absolutmengen der Metabolite des Genotyps WT bei 21 °C und nach 24 h 4°C in nmol/g

Trockengewicht. (Mittelwerte + SD).
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Anhang

Tabelle 21 Absolutmengen der Metabolite des Genotyps OEP16 TM bei 21 °C und nach 24 h 4 °C in nmol/g

Trockengewicht. (Mittelwerte + SD).
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Anhang

Tabelle 22 Absolutmengen der Metabolite des Genotyps OEP16 TM KWT bei 21 °C und nach 24 h 4°C in

nmol/g Trockengewicht. (Mittelwerte + SD).
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Anhang

Tabelle 23 Absolutmengen der Metabolite des Genotyps OEP16 TM KS4A bei 21 °C und nach 24 h4°C in

nmol/g Trockengewicht. (Mittelwerte + SD).
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Anhang

Tabelle 24 Absolutmengen der Metabolite des Genotyps OEP16 TM KS4D bei 21 °C und nach 24 h 4 °C in

nmol/g Trockengewicht. (Mittelwerte + SD).
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