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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Photosynthese

Die Photosynthese ist der bedeutendste Prozess zum Aufbau von Biomasse auf der Erde.
Pflanzen und Cyanobakterien nutzen die Energie des Sonnenlichts um aus anorganischen
Substanzen wie CO,, Nitrat und Sulfat organische Verbindungen zu synthetisieren. Hierbei
wird durch die Oxidation von Wasser Sauerstoff freigesetzt. Sie werden als photoautotroph
bezeichnet. Diese Verbindungen wiederum sind essentiell fir Organismen mit einer
heterotrophen Erndhrungsweise, da sie auf die Versorgung mit organischen Substanzen
angewiesen sind. Diese heterotrophen Organismen, zu denen Tiere, Pilze und eine Vielzahl
von Bakterien z&hlen, gewinnen ihre Energie durch die Oxidation der Biomasse, wodurch
unter Sauerstoffverbrauch CO, zuriickgebildet wird. Die Nutzung der Sonnenenergie in der
Photosynthese stellt somit den Ausgangspunkt fir die meisten Lebensprozesse auf der Erde
dar. Die Photosynthese, die in Pflanzen in den Chloroplasten stattfindet, lasst sich in zwei
grolRe Abschnitte einteilen, welche als Licht- und Dunkelreaktion bezeichnet werden.

In der Lichtreaktion wird mit Hilfe der Energie von Photonen Wasser in Sauerstoff und
Wasserstoff gespalten. Die Photonen werden von so genannten Lichtsammelkomplexen
absorbiert. Diese Komplexe befinden sich in den Thylakoiden der Chloroplasten und
bestehen aus Proteinen in denen lichtabsorbierende Pigmente, Chlorophylle und Carotinoide
eingelagert sind. Die absorbierte Energie treibt eine Elekronentransportkette, bestehend aus
Molekilen, die als Elektronendonor bzw. Elektronenakzeptor dienen, an. Der Grofteil der
Elektronen wird zur Reduktion von Nicotinamidadenin-dinukleotidphosphat (NADP* zu
NADPH) genutzt. Weiterhin wird die Lichtenergie genutzt um eine protonenmotorische Kraft
aufzubauen, mit deren Hilfe die energiereiche Substanz Adenosintriphosphat (ATP) gebildet
wird.

Das mit Hilfe der Lichtreaktion entstandene ATP und NADPH wird in der Dunkelreaktion,
auch Calvin-Zyklus genannt, genutzt um CO, zu fixieren. Der Calvin-Zyklus kann in drei
Teilabschnitte eingeteilt werden: die Carboxylierung, die Reduktion und die Regeneration. In
der Carboxylierungsreaktion wird CO, mit Hilfe des Enzyms Ribulose-1,5-bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) auf Ribulose-1,5-bisphosphat lGbertragen, wodurch zwei
Molekiile 3-Phosphoglycerat entstehen. Im Reduktionsschritt wird 3-Phosphoglycerat zu
Triosephosphat reduziert. Von diesen gebildeten Triosephosphaten werden flinf Sechstel fir
die Regenerierung von Ribulose-1,5-bisphosphat bendétigt und ein Sechstel kann als Produkt
fir den Stoffwechsel der Zelle genutzt werden. Das regenerierte Ribulose-1,5-bisphosphat

kann nun wieder als Akzeptormolekal fir weitere Carboxylierungsreaktionen dienen.
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1.2 Photorespiration

Wie der Name des Enzyms Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco)
schon andeutet, verfiigt die Rubisco neben der Carboxylierungsaktivitat ebenfalls tber eine
Oxygenierungsaktivitdt. Wird anstelle von Kohlenstoffdioxid Sauerstoff auf Ribulose-1,5-
bisphosphat Ubertragen, entsteht neben 3-Phosphoglycerat ein fir die Zelle toxisches
Stoffwechselprodukt, das 2-Phosphoglycolat, welches verschiedene Enzyme des Calvin-
Zyklus inhibiert (Husic et al., 1987; Norman and Colman, 1991). Das 2-Phosphoglycolat wird
in mehreren enzymatischen Schritten zu 3-Phosphoglycerat regeneriert und steht somit dem
Calvin-Zyklus wieder zur Verfugung. Diesen Stoffwechselweg, der vorrangig durch den
amerikanischen Forscher Edward Tolbert (Tolbert, 1997) aufgeklart wurde, bezeichnet man
als Photorespiration bzw. C,-Zyklus. Durch die Photorespiration, einem der
Hauptstoffwechselwege des Primadrmetabolismus in Pflanzen, kénnen ca. 75 % des primar
verlorenen Kohlenstoffes zurlick gewonnen werden. Weiterhin werden der Photorespiration
neben des ,Recycling” des Kohlenstoffes Funktionen im Schutz vor Photoinhibition (Kozaki
and Takeba, 1996; Takahashi et al., 2007; Hackenberg et al., 2009), eine Rolle bei der
Entgiftung von toxischen Intermediaten (Eisenhut et al., 2007), eine wichtige Beteiligung am
C+-Stoffwechsel (Gambonnet et al., 2001; Hanson and Gregory, 2002) und am
Aminosduremetabolismus (Keys, 2006; Schjoerring et al., 2006) sowie an der Stressabwehr
(Wingler et al., 2000; Moreno et al., 2005) zugesprochen. In Pflanzen lauft der
Photorespirationsweg hauptsachlich Uber drei Kompartimente, den Chloroplast, das
Peroxisom und das Mitochondrium (Bauwe et al., 2010). Allerdings konnte in neueren
Arbeiten auch eine Beteiligung des Zytosols nachgewiesen werden (Timm et al., 2008). In
diesen Kompartimenten sind mehrere Enzyme am Umsatz von 2-Phosphoglycolat zu 3-
Phosphoglycerat involviert. Das durch die Oxygenierungsreaktion der Rubisco entstandene
2-Phosphoglycolat wird im Chloroplast durch eine Phosphoglycolat-Phosphatase zu Glycolat
dephosphoryliert (Somerville and Ogren, 1979). Das entstandene Glycolat wird ins
Peroxisom transportiert und hier mit Hilfe von Glycolat-Oxidasen und Aminotransferasen zu
Glycin umgesetzt. Im Mitochondrium wird aus 2 Molekilen Glycin in einem Zusammenspiel
des Glycin-Decarboxlylase-Komplex und der Serin-Hydroxymethyltransferase ein Molekil
Serin gebildet, welches im Peroxisom durch Aminotransferasen zu Hydroxypyruvat
desaminiert wird. Das Hydroxypyruvat wird nun hauptsachlich in Peroxisomen aber auch im
Zytosol durch Hydroxypyruvat-Reduktasen zu Glycerat reduziert (Timm et al., 2008). Mittels
ATP wird das Glycerat in den Chloroplasten zu 3-Phosphoglycerat phosphoryliert und kann
nun wiederum Eingang in den reduktiven Pentosephosphatweg des Calvin-Zyklus finden
(Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der Photorespiration in Pflanzen

Die einzelnen Reaktionen finden in 4 subzellularen Kompartimenten statt, den Chloroplasten,
Peroxisomen, Mitochondrien und Zytosol. Dargestellt sind die Kernenzyme des Zyklus (Rubisco
Ribulose-1,5-Bisphosphat Carboxylase/Oxygenase, PGP 2-Phosphoglycolat-Phosphatase, GOX
Glycolat-Oxidase, CAT Katalase, GGT Glu:Glyoxylat Aminotransferase, GDC Glycin-Decarboxylase,
SHM Serin-Hydroxymethyltranferase, AGT1 Serin:Glyoxylat Aminotransferase, HPR1/HPR2 3-
Hydroxypyruvat-Reduktase, GLYK D-Glycerat-3-Kinase).

1.2.1 Photorespiratorische Gene und Mutanten von Arabidopsis thaliana

Die Photorespiration und alle beteiligten Enzyme stellen seit Jahren ein wichtiges
Untersuchungsobjekt fiir die Wissenschaft dar. Die Idee =zur Untersuchungen der
Photorespiration mit Hilfe von Arabidopsis Mutanten begann Ende der 70er Jahre. In einem
Bericht Uber die Anfange der Aufklarung des C,-Zyklus nennt Chris R. Somerville die Griinde
fur die Wahl der mittlerweile als Modelorganismus etablierten Pflanze Arabidopsis thaliana.
Die Griinde hierfiir waren z. B. die enge Verwandtschaft von Arabidopsis mit vielen wichtigen
Kulturpflanzen, die Groélke, der schnelle Regenerationszyklus, eine einfache

Mutagenisierung, das kleinste bekannteste pflanzliche Genom usw. (Somerville, 2001). Die
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Gruppe um Bill Ogren, in der Somerville zu diesem Zeitpunkt arbeitete, erzeugte in den
folgenden Jahren die ersten Arabidopsis Mutanten mit Defekten im photorespiratorischen C,-
Zyklus. Hierzu wurden Arabidopsis Samen mit der Chemikalie Ethylmethansulfonat (EMS)
behandelt. Diese Substanz ist mutagen und fihrt zu zufélligen Mutationen in DNA-
Doppelstrangen. In den meisten Féllen fliihren diese Veranderungen bei der DNA-Replikation
zu Punktmutationen, welche dann bei der Translation des entsprechenden Gens zu
fehlerhaften Proteinen fiihren kénnen. Die Selektion von Mutanten im photorespiratorischen
Stoffwechsel erfolgte anschlieRend auf der Annahme, dass diese Pflanzen unter
Bedingungen unterdriickter Photorespiration, hervorgerufen durch die Unterdriickung der
Oxygenaseaktivitdt der Rubisco durch erhéhte CO,-Gehalte der Luft, keine signifikanten
Veranderungen zu Wildtyppflanzen zeigen, jedoch bei Umsatz in atmosphéarische Luft
sichtbare Stérungen im Wachstumsverhalten aufweisen. Dieses Erscheinungsbild wird als
photorespiratorischer Phédnotyp bezeichnet. Pflanzen mit einem photorespiratorischen
Phanotyp weisen nach Transfer in normale Luft deutliche Mangel- und Stresserscheinungen
sowie Chlorosen auf. Werden die Mutanten nach Eintritt der negativen Erscheinungen
wieder in erhdhte CO,-Konzentrationen Uberfiihrt, revertieren sie und wachsen normal.

Bei der Charakterisierung der betroffenen Enzyme bediente man sich vor allem radioaktiver
Markierungsexperimente und Enzym-Assays, wodurch im Laufe der Jahre Mutanten der
Phospho-Glycolate-Phosphatase, Serin-Glyoxylate Aminotransferase, Glycin-Decarboxylase
Serin-Hydroxymethyltransferase und Glutamin-Synthase identifiziert wurden (Somerville and
Ogren, 1979; Somerville and Ogren, 1980; Somerville and Ogren, 1981; Somerville and
Ogren, 1982).

Durch das Bekanntwerden des vollstdndigen Genoms von Arabidopsis thaliana (Kaul et al.,
2000) und der Verfiigbarkeit von T-DNA-Insertionsmutanten, bei denen die Lokalisation der
Mutation bekannt ist, konnten in den letzten Jahren die meisten Gene, die Enzyme der
Photorespiration kodieren, identifiziert werden. Allerdings liegen bis heute durch EMS
erzeugte Arabidopsis Mutanten vor, die einen photorespiratorischen Phanotyp aufweisen,

von denen aber die exakte Natur des genetischen Hintergrundes noch ungeklart ist.
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1.2.2 Glycin-Decarboxylase (GDC)

Das bei der Photorespiration im Peroxisom gebildete Glycin wird im Mitochondrium zu Serin
umgesetzt. Dieser Umsatz zu Serin wird durch die Kooperation der Glycin-Decarboxylase
und der Serin-Hydroxymethyltransferase bewerkstelligt. Die GDC besteht aus vier
Komponenten, die als P-Protein (Pyridoxal-5-Phosphat abhangige Glycin-Decarboxylase), T-
Protein (Tetrahydrofolat(THF)-Aminomethyl-Transferase), H-Protein (mit der prosthetischen
Gruppe Liponsaureamid) und L-Protein (Dihydroliponsdureamid-Dehydrogenase) bezeichnet
werden (Abbildung 1.2).

coo
N_l;ls H-E:-CHZOH Ser

CO, CH,-THF _ NH;

coo THF coo

(::Hz (::H, Gly

NH: Ly ¢ NH:

£
NAD(\NAD+

Abbildung 1.2 Der Reaktionsmechanismus der Glycin-Decarboxylase in Kooperation mit der
Serin-Hydroxymethyltransferase (SHM).

Die Untereinheiten werden wie folgt abgekiirzt: P=P-Protein, T=T-Protein, L=L-Protein, H=H-Protein,
S=SHM. Der Startpunkt der GDC-Reaktion wird mit der Decarboxylierung des Glycins durch das P-
Protein gesetzt. Die prosthetisch gebundene Liponséure des H-Proteins verbindet die Intermediate mit
den Reaktionszentren des P-, T- und L-Protein.

Die GDC ist der Hauptbestandteil der pflanzlichen Blattmitochondrien und macht Uber ein
Drittel des I6slichen Proteins in den Mitochondrien der Cs-Pflanzen aus (Oliver and Raman,
1995). Bisherige Versuche die GDC als Komplex zu reinigen schlugen allerdings fehl,
stattdessen wurden die vier Komponenten separat gereinigt und anschlieRend zur Bildung
eines aktiven Komplexes genutzt (Bourguignon et al.,, 1988). Die Glycin-Decarboxylase
oxidiert Glycin zu CO,, NH; und dem C;-Derivat N°, N'°-Methylen-Tetrahydrofolat. Das N°,
N'°-Methylen-Tetrahydrofolat wird unter der Verwendung eines weiteren Molekiils Glycin
durch die Reaktion der SHM zu Serin katalysiert (Oliver, 1994; Prabhu et al., 1996).
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1.2.3 Die photorespiratorische Arabidopsis Mutante gi/d1

Im Jahr 1982 wurde eine Veroffentlichung von Somerville und Ogren mit dem Titel ,Mutants
of the cruciferous plant Arabidopsis thaliana lacking glycine decarboxylase activity” publiziert
(Somerville and Ogren, 1982). In dieser Veréffentlichung wurde die Mutante gld7
(urspriinglicher Name glyD), welche einen photorespiratorischen Phanotyp aufweist, mit
biochemischen Methoden untersucht um die Ursache der Mutation zu ergrinden. Die

Autoren konnten folgende Veranderungen zu Wildtyppflanzen feststellen:

- Bei Futterungsexperimenten mit '“CO, konnten sie einen betrachtlich erhohten
Anstau von markierten Glycin in g/d7 Blattern nachweisen.

- Isolierte Blattmitochondrien zeigten keinen Glycin abhangigen O, Verbrauch.

- Ein Umsatz von radioaktiv markiertem Glycin war mit g/d7 Blattmitochondrien nicht
messbar.

- Die Rate des Glycin-Bicarbonat-Austausches (Rickreaktion des P-Proteins) belief
sich in Blattmitochondrien auf Null.

- Die gemessene Menge des freigesetzten *CO, von exogen zugefiihrtem “C-Glycolat

war in der Mutante um das 14fache niedriger als bei Wildtyppflanzen usw.

Aufgrund der gesammelten Erkenntnisse kamen die Experimentatoren zu der
Schlussfolgerung, dass die Mutation der Arabidopsis Mutante gld7 in einem der 4
Komponenten der Glycin-Decarboxylase liegt. Der genetische Hintergrund der fehlenden
GDC Aktivitat konnte mit damaligen Analysemethoden jedoch nicht erbracht werden.

Mittlerweile konnten aufgrund der Kenntnis des Genoms von Arabidopsis thaliana Gene
identifiziert werden, welche die Komponenten der GDC verschlisseln. Von allen
Untereinheiten des GDC liegen mehrere Isoenzymformen vor (Tabelle 1.2). Welche dieser
Isoformen jedoch eine wichtige Rolle im photorespiratorischen C,-Zyklus einnehmen, war bis
zu Beginn dieser Arbeit noch unklar. Zum jetzigen Zeitpunkt ist durch die Arbeit von Engel
(Engel et al.,, 2007) bekannt, dass beide P-Proteine redundant wirken und Arabidopsis
Mutanten mit einem Knock-out in beiden P-Proteinen nicht lebensfahig sind. Weiterhin
konnte Engel eine T-Protein Knock-down Mutante mit einem photorespiratorischen Phanotyp
isolieren und charakterisieren (Engel et al., 2008). Mit der genetischen Kartierung der g/d1
Mutante wurde bereits in der Arbeitsgruppe von Chris Somerville begonnen. Durch
Kreuzungsversuche konnte der Ort der Mutation auf dem Chromosom Il in einer Entfernung
von ca. 40 cM zur Markerregion er-py lokalisiert werden (Artus et al., 1994). Die Mutation

schien sich demzufolge an einem Ende des Chromosoms Il zu befinden.
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Tabelle 1.1 Uberblick (iber GDC-Gene in Arabidopsis thaliana

Mips- Lange Molekular- Subzelluldre
Gen  Symbol : - Referenz
Nummer (AS) gewicht Lokalisation
AtGLDH1  At2g35370 165 17947.0 mitochondrial
H (Srinivasan
and Oliver,
Protein AtGLDH2 At2g35120 156 17099.9 mitochondrial 1992)
AtGLDH3  At1g32470 166 17897.0 mitochondrial
AtGLDL1  At3g17240 507 53985.7 mitochondrial
L- (Lutziger and
Protein Oliver, 2001)
AtGLDL2  At1g48030 507 53987.6 mitochondrial
AtGLDP1  At4g33010 1037 1129243 mitochondrial
P- (Engel et al.,
Protein 2007)
AtGLDP2  At2g26080 1044 113774.8 mitochondrial
T- AtGLDT1  At1g11860 408 444445 mitochondrial (Engel et al.,
Protein At1g60990 432 47008.2 @ - 2008)

Auf dem Chromosom Il von Arabidopsis befinden sich drei Gene, welche Proteine der
Glycin-Decarboxylase kodieren (AtGLDH1, AtGLDH2, AtGLDP2). Aufgrund der Messungen
des Glycin-Bicarbonat Austausches wurde 1994 von Artus et al. postuliert, dass die Mutation
wahrscheinlich im P-Protein liege. Ein Vergleich der Lage der GDC-Gene zur er-py
Markerregion auf dem Chromosom Il macht jedoch ersichtlich, dass sich das Gen fiir das P-
Protein2 wesentlich ndher als 40 cM zur Markerregion befindet (Abbildung 1.3). Aus diesem
Grund ergab sich die interessante Fragestellung der exakten Natur und Lokalisation der
gld1-Mutation. Um diese Fragestellung zu klaren und eine prézisere Kartierung zu erhalten,
wurden im Rahmen unserer Arbeitsgruppe gld7-Pflanzen mit Pflanzen des Okotyps
Landsberg erecta (Ler-0) gekreuzt. In der F2 Generation konnten 415 Segreganten isoliert
werden, die das gleiche Erscheinungsbild wie gld7-Pflanzen aufwiesen (verlangsamtes
Wachstum, hellgriine Blatter). Mit Hilfe von CAPS-Markern (cleaved amplified polymorphic
sequence) (Konieczny and Ausubel, 1993) und einem simple sequence length polymorphism
Marker (Bell and Ecker, 1994) konnte die Lage der g/d7 Mutation auf einen Bereich von ca.
100-140 kb auf dem kurzen Arm des Chromosom Il eingegrenzt werden (Abbildung 1.3). Die
Analyse dieses Bereiches ergab, dass in dieser Region kein Gen eines Enzyms der GDC-
Untereinheiten lag. Um das defekte Gen zu identifizieren wurden T-DNA-Insertionsmutanten

von einer Vielzahl der Gene dieses Bereiches analysiert.
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A m246 er-py ve017

F19B11 F3L12 T23015 F7D11 F5G3

(4:134) (6:7%) (7%:398)  (0:7%) (9:403)
[ | [ | | | 1 | |
| | | | 1 R 1

mtKAS GGT TTT GT gtaa... ...ttgcagG ATA GGG
G F V 4, I G
mtkas-1 GGT TTT GT gtaa... ...ttgcaagA TAG
G F V *

Abbildung 1.3 Die Punktmutation der GDC inaktiven Mutante mtkas-1 liegt im mtKAS-Gen.

A, Kartierung von mtkas-1 in der Ndhe zu BAC F7D11 auf Chromosom Il. Genutzte Marker fur die
Kartierung sind namentlich bzw. durch den korrespondierenden BAC Klone gekennzeichnet und ihre
Position ist durch vertikale Striche dargestellt. Die Anzahl der untersuchten rekombinanten Pflanzen
der F2-Generation, die mittels der jeweiligen Marker untersucht wurden, sind in Klammern aufgefihrt.
Die Lage der Gene der GDC ist durch graue Balken ersichtlich und die Lage des Zentromers ist durch
einen grauen Kreis dargestellt.

Als Ergebnis dieser Untersuchungen konnte eine T-DNA-Insertionslinie gefunden werden,
die ein vergleichbares Erscheinungsbild wie gld7 aufwies. Diese Linie (SALK_022295) trug
die T-DNA in einem Gen (At2g04540), welches eine mitochondriale p-ketoacyl-[acyl carrier
protein (ACP)] Synthase (mtKAS) kodiert. Aufgrund dieser Erkenntnis wurde die Sequenz
des Gens von gld1 amplifiziert, sequenziert und mit der wildtypischen mtKAS-Sequenz
verglichen. Ein Vergleich beider Sequenzen ergab einen Austausch von Guanin zu Adenin
am Ende des siebten Introns in der gld7-Mutante (Abbildung 1.3). Aufgrund genauer

Kenntnis der Lokalisation wurde die Mutante g/d7 in mtkas-1 umbenannt.
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1.3 Fettsduresynthese

Die Biosynthese von Fettsauren wird von einem als Fettsduresynthase (FAS) bezeichneten
Enzym-Verbund katalysiert. In den Bakterien und den Chloroplasten hdéherer Pflanzen
besteht dieser aus 6 bis 7 Enzymen, die zusammen als FAS vom Typ Il bezeichnet werden
(Hardie and Mccarthy, 1984; Mccarthy and Hardie, 1984). Tiere und Pilze hingegen besitzen
im Zytosol groRe multifunktionelle Enzyme, bei denen alle katalytischen Zentren in
Nachbarschaft auf ein bis zwei Proteinketten lokalisiert sind. Diese werden FAS vom Typ |
genannt. Beide FAS-Typen arbeiten nach dem gleichen Mechanismus.

Ausgangspunkt fiir die Fettsduresynthese ist das Acetyl-CoA, welches z. B. in Plastiden
entweder durch eine Acetyl-CoA-Synthethase mit Hilfe von Acetat, ATP und CoA
synthetisiert wird oder durch eine Pyruvat-Dehydrogenase durch den Umsatz von Pyruvat
bereitgestellt wird. Beide Enzyme scheinen unterschiedliche Bedeutung wéhrend bestimmter
Entwicklungsstadien der Pflanze zu besitzen. So konnte gezeigt werden, dass der Knock-out
der plastidaren Pyruvat-Dehydrogenase zu einem embryoletalen Phénotyp von Arabidopsis
fuhrt (Lin et al., 2003). Weiterhin fand man heraus, dass isolierte Plastiden aus Olsamen-
Endosperm, Embryonen oder Kotelydonen '“C-Pyruvate, Chloroplasten aus Spinat- bzw.
Gerstenblattern hingegen '*C-Acetat fiir die Synthese von Fettsduren bevorzugt nutzen (Ke
et al.,, 2000). Das Acetyl-CoA ist nun wiederum Substrat fir den Acetyl-CoA-Carboxylase-
Multienzymkomplex, welcher Malonyl-ACP herstellt. Mit Hilfe weiterer Acetyl-CoA Molekile
kommt es dann in einer Reaktionssequenz zu einer Verldngerung um jeweils zwei C-Atome

am Acyl-Carrier-Protein durch die Fettsduresynthase (Abbildung 1.4).

1.3.1 Mitochondriale pB-Ketoacyl-[Acyl Carrier Protein] (ACP) Synthase
(mtKAS)

Nachdem bekannt wurde, dass in Mitochondrien Acyl-Carrier-Proteine vorkommen (Chuman
and Brody, 1989), begann die Spekulation {ber eine autonome mitochondriale
Fettsduresynthese und den Grund fur diese. 1997 konnten Wada und seine Kollegen erste
Hinweise daflir erbringen, dass die in Mitochondrien synthetisierten Fettsduren unter
anderem als die prosthetische Gruppe Liponsdure am H-Protein der GDC wiederzufinden
sind (Wada et al., 1997). In den darauf folgenden Jahren wurde versucht, die
Fettsduresynthase in Mitochondrien zu identifizieren und naher zu charakterisieren.

Im Jahre 2004 wurde die lIdentifizierung und molekulare Charakterisierung einer, vom
mtKAS-Gen codierten, mitochondrialen B-Ketoacyl-[Acyl Carrier Protein] (ACP) Synthase
bekannt gegeben. Mittels in vivo (Komplementation von E. coli Fettsduresynthese-Mutanten)
und in vitro Studien konnte belegt werden, dass das mtKAS-Gen eine funktionelle

Fettsduresynthase verschlisselt, welche vorrangig Cs und Cq4-Ci¢ lange Fettsduren
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synthetisiert. Weiterhin konnten die Forscher nachweisen, dass die mtKAS sowohl die

Anfangs- als auch die Elongationsreaktion vollfiihren kann.

Acetyl-CoA-
Carboxylase

HCO; + ATP ADP + P

i \__/ i
CH3—C—S—CoA (|3H2—C—S—COA Malonyl-CoA

CO0°
Acetyl-CoA /§ HS
ﬁ) P 0 CoASH
¥ ~
CH;—C—S—CoA ?Hz—c—s Malonyl-ACP
(000
H @
f-Ketoacyl-ACP-
CoASH COs Synthase Il
(0} (e}
I I

CHz—C—CH,—C—S B-Ketoacyl-ACP

NADPH + H®
B-Ketoacyl-ACP-
NADP ™ Reduktase
TR
CH3—C|—CH2—C-S B-b-Hydroxyacyl-ACP
OH
B-Hydroxyacyl-ACP-
H,O Dehydratase
T 9
CH;—C=C—-C-S trans-A2-Enoyl-ACP
|
H
NADPH + H¢ Enoyl-ACP-
Reduktase
NADP ¢

o
l
CH;—CH,—CH,—C—S Acyl-ACP

Abbildung 1.4 Reaktionsmechanismus der Fettsaurebiosynthese
(Heldt, 2003)

Im Gegensatz zu anderen B-ketoacyl-ACP Synthase (KAS) Komponenten benutzt die mtKAS

nur Malonyl-ACP und kein Acetyl-CoA als Substrat (Yasuno et al., 2004), wodurch eine

Substrat-Konkurrenz mit dem Zitratzyklus vermieden wird. Durch die Kiristallisation der

menschlichen mtKAS konnten Hinweise flr die Ursache des bimodalen Produktspektrums

gefunden werden. Es wird angenommen, dass es durch eine Veranderung im Rotamer der

Aminosdure Met154 (in Arabidopsis lle154) zu einer Ausweitung der Substrattasche kommt,
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wodurch langere Fettsduren synthetisiert werden kénnen (Christensen et al., 2007). Dieses
gefundene bimodale Produktspektrum legte den Schluss nahe, dass die mtKAS eine
essentielle Rolle in der Bereitstellung der Ausgangsverbindungen (Cg-Fettsduren) fiir die

Synthese des wichtigen Co-Faktors Liponsdure einnimmt.

1.4 Liponséaure

Liponsaure (6,8-thioctic acid bzw. lipoic acid = LA) besteht aus Octansédure, deren Cgs-Atom
durch eine Disulfidbricke mit dem Cs8-Atom verknlpft ist. Liponsdure liegt in Organismen
entweder in freier oder in gebundener Form vor. In freier Form stellt Liponsdure ein wichtiges
Antioxidanz dar (Packer and Tritschler, 1996; Koufaki et al., 2009). Durch seine L&slichkeit
sowohl in der wassrigen als auch Lipid-Phase, kann es zwischen den Antioxidanzien in der
Membran (a-Tocopherol) und den Antioxidanzien im Zytosol (Ascorbat, Glutathion) eine
verbindende Rolle einnehmen. Im Vergleich zu anderen Antioxidanzien nimmt Lipons&ure
eine einzigartige Stellung ein. Sie weist sowohl in der reduzierten Form (dihydrolipoic acid =
DHLA) als auch in der oxidierten Form (LA) protektive Funktionen auf (Biewenga et al.,
1997). DHLA besitzt jedoch die hdhere antioxidative Funktion und kann z. B. durch
Elektronenabgabe an Ascorbat und Glutathion wiederum zur Regeneration dieser wichtigen
Antioxidanzien beitragen. Beide Formen der Liponsdure haben ebenfalls Metall-
chelatierende Eigenschaften und dienen auch als ,Radikalfanger® (Packer and Tritschler,
1996; Biewenga et al., 1997).

1.4.1 Liponsdaure als wichtige prosthetische Gruppe

Als gebundene Form ist Liponsaure ein Bestandteil fir Enzymkomplexe, die eine
Schlisselfunktion in wichtigen Stoffwechselwegen einnehmen wie z. B. der Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH), a-Ketoglutarat-Dehydrogenase (KGDH), Branched-Chain-Keto-Acyl
Dehydrogenase (BCDH) und der Glycin-Decarboxylase (GDC). In diesen Komplexen ist
Liponsédure kovalent als prosthetische Gruppe Uber ein Lysin an die E2-Untereinheiten bzw.
das H-Protein der GDC gebunden (Abbildung 1.2) und fungiert vermittelnd als ,schwingender
Arm“ in diesen Enzymkomplexen (Perham, 2000). Dies sei einmal am Beispiel der PDH
erlautert (Abbildung 1.5). Die Pyruvat-Dehyrogenase katalysiert in einem Zyklus von drei
aufeinander folgenden Reaktionen die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-
CoA. Hierbei wird das Pyruvat durch die E1-Untereinheit (Pyruvat-Dehydrogenase bzw. —
Decarboxylase) decarboxyliert und der Hydroxyethyl-Rest an Thiaminpyrophosphat (TPP)
gebunden. Der C,-Kérper wird anschlieBend auf den Liponsdurearm der E2-Untereinheit
(Dihydrolipoyl-Transacetylase) Ubertragen, die wiederum unter Verwendung von CoA

(Tragerprotein) Acetyl-CoA synthetisiert. Die reduzierte Dihydroliponsdure wird im letzten
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Schritt von der Dihydrolipoyl-Dehydrogenase (E3-Untereinheit) mit Hilfe von FAD oxidiert
und steht somit fur weitere Reaktionen zur Verfigung.

A
R-C(O)CO, NADH

CO, i NAD*
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Abbildung 1.5 Reaktionsmechanismus des Liponsaurearms in a-Ketosaure-Dehydrogenasen
(A), in der Acetoin-Dehydrogenase (B) und in der Glycin-Decarboxylase (C)

(Spalding and Prigge, 2010)

Diesen Reaktionsablauf kann man in ahnlicher Form bei allen a-Ketosaure-Dehydrogenasen

wiederfinden. Die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase setzt a-Ketoglutarat anstelle von Pyruvat
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zu Succinyl-CoA um, einem Intermediat des Zitratzyklus bzw. Ausgangsstoff fir die
Synthese von Aminosduren (Herbert and Guest, 1968). Der BCDH-Komplex seinerseits
wandelt Branched-Chain-Aminosduren zu Branched-Chain-CoA unter Verwendung des
gleichen Mechanismus um.

Die Acetoin-Dehydrogenase, bekannt aus Bakterien, ist sehr homolog zur PDH, nutzt jedoch
Acetoin (3-hydroxy-2-butanone) anstelle von Pyruvat zur Acetylierung des Lipoamidarms und
setzt dabei Acetaldehyd frei (Abbildung 1.5 B).

In der Glycin-Decarboxylase vermittelt das H-Protein mittels der gebundenen Liponsaure die
Ubertragung des am P-Protein decarboxylierten Glycinrestes zum T-Protein, welches die C;-
Einheit an THF bindet und somit Methylen-Tetrahydrofolat (5,10-CH,-THF) fir den Cy-
Stoffwechsel bzw. zur Produktion von Serin bereitstellt. Das L-Protein wiederum reduziert
den Lipoamidarm und sichert somit die Verfigbarkeit des H-Proteins fir weitere

Glycinspaltungsreaktionen (Abbildung 1.5 C).

1.5 Mechanismen der Proteinlipoylierung

Bereits 1958 konnte gezeigt werden, dass es in Bakterien Liponsdure aktivierende Systeme
gibt. Auch der Zusammenhang zwischen proteingebundener Liponséure und enzymatischer
Aktivitdt der Pyruvat-Dehydrogenase konnte belegt werden (Reed et al., 1958a; Reed et al.,
1958b). Bisher konnten in Organismen zwei generelle Wege der Proteinlipoylierung
identifiziert werden, zum einen der Liponsaure-Biosyntheseweg und zum anderen eine Art
Recyclingweg zur Zurlckfihrung freier LA bzw. zur Nutzung externer LA auch als ,/ipoate
scavenging” bezeichnet. Im Syntheseweg wird Lipons&ure unter Nutzung von Octanoyl-ACP
am Protein gebunden synthetisiert, wahrend beim Recyclingweg freie Liponsaure oder
Octansdure mit Hilfe von ATP bzw. GTP aktiviert wird und dann an die Untereinheiten
gebunden werden kann. Die Wege der Proteinlipoylierung sind bisher am besten im
Bakterium E. coli untersucht, welches Uber einen unabh&ngigen Lipoat-Syntheseweg und
scavenging pathway verfigt. Aber auch in S&ugetieren konnten beide Wege identifiziert
werden, wobei der scavenging pathway sich jedoch durch die Beteiligung eines vorrangig
GTP nutzenden Lipoat-aktivierenden Enzyms (LAE) und einer Lipoyl-NMP-Transferase, die
keine freie Liponsaure nutzen kann, unterscheidet (Abbildung 1.6). In E. coli erfolgt diese
Reaktion mittels ATP und wird von einem Enzym einer so genannten Lipoat-protein Ligase A
(LPLA) vermittelt, welche sowohl die Aktivierung zu Lipoyl-AMP als auch das Anbringen der
Liponsdure an die jeweiligen Apoproteine bewerkstelligt. Fir die Biosynthese von fertigen
Holoproteinen wiederum sind in E. coli zwei andere Enzyme notwendig, wie im Folgenden

geschildert.
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1.5.1 Liponséaure-Biosynthese

In E. coli erfolgt die Lipoat-Synthese durch eine zweigeteilte Reaktion an welcher die
Octanoyl-acyl carrier protein (ACP):protein N-octanoyltransferase (LIPB, kurz: Lipoyl-
Transferase) und die Lipoat-Synthase (LIPA) beteiligt sind (Hayden et al., 1992; Reed and
Cronan, Jr., 1993; Hayden et al., 1993; Morris et al., 1995).

LIPB transferiert die Octanoyl-Gruppe vom Octanoyl-Acylcarrierprotein (Octanoyl-ACP) auf
die jeweiligen Apoproteine (Jordan and Cronan, Jr., 2003). Hierbei wird die Octanoyl-Gruppe
zuerst Uber eine Thioester-Bindung an das Enzym gebunden wodurch ein stabiles Acyl-
Enzym-Intermediate entsteht und dann an das jeweilige Lysin der Apoproteine kovalent
gebunden (Zhao et al., 2005; Ma et al., 2006). Die Lipoyl-Transferase ist nicht in der Lage
effektiv Octanoate bzw. Liponsdure als Substrat zu nutzen, weswegen sie auf die
Versorgung durch eine Type Il Fettsduresynthase angewiesen ist, welche Octanoyl-ACP
liefert (Jordan and Cronan, Jr., 2003).

A B C D
Synthesis pathway Scavenging 3 Mammalian
pathway Scavenging pathway
Octanoate :
. O Octanoyl-ACP Lipoate Lipoate
ACP-S 1 _
Import
l LipB Import Import
O Octancate ) hd

LplA O Octanoyl-E2 O Lipoat O Lipoat

_OJK/\/\/\ — JK/\/\V/\ ipoate ipoate
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S-S ! S-S
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l LipA )/LpIA lLAE i
O LipoylE2 O Lipoyl-GMP
E2- NJ\/\/ "fn.ﬁ i - - GMP ,
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i
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Abbildung 1.6 Strategien der Proteinlipoylierung
(Spalding and Prigge, 2010)

Im zweiten Schritt vervollstandigt die Lipoat-Synthase (auch Lipoyl-Synthase genannt) die
Synthese von Liponsaure indem sie unter Verwendung von S-Adenosyl-L-Methionin zwei
Schwefelatome in Position Ce und Cg der korrespondierenden Fettsaure inseriert. Es konnte
gezeigt werden, dass dieses Enzym, welches ein Eisen-Schwefel-Cluster enthalt, Octanoyl-

E2-Untereinheiten bzw. Octanoyl-H-Protein und nicht Octanoyl-ACP als Targetproteine
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verwendet (Zhao et al., 2003; Cicchillo et al., 2004; Booker, 2004; Cicchillo and Booker,
2005).

1.5.2 Lipoate-Scavenging

Die Nutzung bzw. Zurtckfihrung (engl. scavenging) von freier Liponsaure wird in E. coli von
einem weiteren Lipoylierungsenzym Ubernommen, welches als Lipoat-protein Ligase A
(LPLA) bezeichnet wird (Morris et al., 1995). Die Lipoat-protein Ligase A nutzt verfligbare
freie Liponsdure zur Modifizierung der spezifischen Lysine der Lipoyl-Doménen. Dies
geschieht unter Verwendung von ATP, was zur Synthese eines Lipoyl-5"-Adenylat-
Intermediates (Lipoyl-AMP) notwendig ist. Die aktivierte Lipoyl-Gruppe kann so an das
jeweilige Lysin der Apoproteine gebunden werden. Durch Proteinkristallisation und
vergleichende Sequenzanalysen konnten hoch konservierte Domanen, z. B. wichtig fir die
Bindung von Lipoyl-AMP, in allen identifizierten LPLAs gefunden werden (Kim et al., 2005;
Fujiwara et al., 2005). Enzymatische Tests belegen, dass die LPLA aus E. coli auch mit
Octansdure, der Vorstufe von Liponsdure, hohe enzymatische Aktivitat aufweist. Ebenfalls
konnten, jedoch nur sehr gering, enzymatische Umsatze mit Octanoyl-ACP detektiert
werden. Diese Umsétze sind allerdings um ca. das 100fache geringer als mit Lipons&ure,
was eine physiologische Relevanz in vivo unwahrscheinlich erscheinen lasst (Morris et al.,
1995). Durch die Herstellung und Untersuchung von E. coli Mutanten konnte bewiesen
werden, dass es sich bei beiden Lipoylierungswegen um redundante Stoffwechselwege
handelt. Knock-out-Mutanten sowohl im Biosyntheseweg, bei Gabe externer
Liponsdure/Octansdure, als auch im LPLA abhangigen Lipoylierungsweg konnten ohne
Anzeichen von Schadigungen oder Verdnderungen wachsen (Morris et al., 1995).

In S&ugetieren hingegen Ubernimmt die Aktivierung freier Liponsdure ein GTP abhéangiges
Lipoat-aktivierendes Enzym (LAE). Das entstandene Lipoyl-GMP wird nun wiederum von
einer Lipoyl-NMP-Transferase genutzt (Abbildung 1.6 D) um die jeweiligen Zielproteine zu

lipoylieren (Fujiwara et al., 2001).

1.5.3 Lipoate-Cleavage

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist nur ein Enzym bekannt welches die Lipoamidbindung spalten
kann (engl.: cleavage = Abschnitt, Spaltung). Eine sogenannte Lipoamidase (LPA) konnte
nur im Gram-positiven Bakterium Enterococcus faecalis identifiziert werden. Die LPA ist ein
ca. 80 kDa grofRes Enzym mit einer N-terminalen Amidase Doméane und einer C-terminalen
Domane von unbekannter Funktion (Jiang and Cronan, 2005). Die Expression in E. coli
Stammen, die auf den Liponsdure-Metabolismus angewiesen sind, ist toxisch da LPA Lipoat

von a-Ketosdure-Dehydrogenasen abpaltet (Suzuki and Reed, 1963).
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Auch in Sdugetierseren konnte Lipoamidase-Aktivitdt nachgewiesen werden. Allerdings
scheint diese Lipoamidase-Aktivitdit im Gegensatz zur E. faecalis LPA Aktivitat keine
Spezifitdt fur Lipoat zu haben, da ebenfalls Biotin abgespalten wird. Somit wird dieses

Enzym auch als Biotinidase bezeichnet (Garganta and Wolf, 1990).

1.5.4 Proteinlipoylierung in Protozoen

In den letzten Jahren hat die Erforschung des Liponsaure-Metabolismus in Malaria-Erregern
aus der Gruppe der Apicoplexan wichtige Erkenntnisse Uber die beteiligten Enzyme der
Proteinlipoylierung dieser parasitar lebenden Organismen erbracht. Diese Erkenntnisse
liefern Ansatzpunkte, die eines Tages helfen kdnnten, medikamentése Therapien im Kampf
gegen diese lebensbedrohlichen Parasiten zu entwickeln (Allary et al., 2007).

Die meisten Apicoplexan besitzen zwei endosymbiotische Organellen, das Mitochondrium
und einen so genannten Apicoplasten. Der Apicoplast kann als nichtphotosynthetisches
Relikt eines Plastiden angesehen werden, von dem angenommen wird, dass er aus
sekundarer Endosymbiose stammt (Roos et al., 1999; Gould et al., 2008).

In beiden Organellen konnten Enzyme flr die Proteinlipoylierung identifiziert werden, jedoch
kann Liponsaure nur im Apicoplasten via de novo Synthese synthetisiert werden (Crawford
et al., 2006). Zwei Enzyme, die Ahnlichkeit mit der Lipoat-protein Ligase A aus E. coli
aufweisen, befinden sich in Mitochondrien von Plasmodium falciparum. Diese Lipoat-protein
Ligasen A, PfLIPL1 und PfLIPL2 (Allary et al., 2007) versorgen die Apoproteine der KGDH,
BDCH und das H-Protein im scavenging-pathway mit Liponsaure. Knock-out-Studien
belegen, dass hierbei die PfLIPL1 eine essentielle Rolle fiir den sich im asexuellen Blut-
Stadium befindlichen Parasiten einnimmt (Gunther et al., 2009). Der Parasit ist demzufolge
auf die Versorgung mit Liponsaure durch seinen Wirt angewiesen und kann durch Gabe von
Liponsaure-Analoga im Wachstum gehemmt werden. Diese Abhangigkeit des Parasiten von
exogener Liponsaure liefert Ansatzpunkte fiir medikamentése Behandlungsmdglichkeiten,
die dazu beitragen kdnnten, eine der geféhrlichsten Krankheiten tropischer Regionen zu
bekampfen

Die sich im Apicoplasten befindende PDH wiederum wird hauptsachlich mit Hilfe einer
Lipoyl-Transferase und einer Lipoat-Synthase in einem Lipoat-Syntheseweg mit der
prosthetischen Gruppe versehen. Der Knock-out von LIPB ist nicht letal, trotz > 90 %
geringerer Lipoylierung und kann durch das Vorkommen der Lipoat-protein Ligase A2 (dual

targeting) erklart werden (Ginther et al., 2007).
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Abbildung 1.7 Lipoat-Metabolismus in Plasmodium falciparum
(Spalding and Prigge, 2010)

1.5.5 Proteinlipoylierung in Pflanzen

In Pflanzen konnte bisher gezeigt werden, dass Enzyme fir die Liponsdure-Synthese sowohl
im Mitochondrium als auch im Chloroplast vorkommen. Durch Komplementationsversuche
mit E. coli Mutanten wurde belegt, dass zwei funktionsfdhige Lipoyl-Transferasen, wovon
eine mitochondrial (Wada et al., 2001a) und die andere chloroplastidar (Wada et al., 2001b)
lokalisiert ist, in pflanzlichen Zellen existieren. Die mitochondriale Lipoyl-Transferase wird in
Pflanzen mit LIP2, die plastidare mit LIP2p abgekiirzt. Die weitere Identifikation zweier
Lipoat-Synthasen (LIP1 und LIP1p), ebenfalls mitochondrial bzw. plastidar lokalisiert
(Yasuno and Wada, 1998; Yasuno and Wada, 2002), liel} vermuten, dass Pflanzen zwei
unabhangige Lipoat-Synthesewege besitzen.

Weiterhin wurde im Jahr 2007 die Entdeckung einer Lipoat-protein Ligase A (OsLPLA) in
Reis veroffentlicht (Kang et al., 2007). Dieses Enzym weist ein putatives mitochondriales
Transitpeptid auf, jedoch wurde die Lokalisation nie experimentell bestatigt. Die OsLPLA

zeigt hohe Expressionslevel im Blatt und nur geringe Transkriptraten in der Wurzel. Der
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Funktionsnachweis wurde durch die Komplementation der E. coli Mutante TM137 (Morris et
al., 1995) erbracht, die einen Knock-out sowohl in der Lipoyl-Transferase als auch in der
Lipoat-protein Ligase A (/ipB/IplA) aufweist.

Im Gegensatz zu E. coli und Plasmodium falciparum, bei denen die Enzyme und
Mechanismen der Proteinlipoylierung physiologisch gut untersucht sind, steht die Aufklarung
dieser Stoffwechselwege in Pflanzen noch relativ am Anfang. Zwar konnten, wie
beschrieben, die Gene fir Enzyme der Lipoat-Synthese in Arabidopsis mit Hilfe von
Sequenzvergleichen und  Komplementationsversuchen identifiziert werden, die
Notwendigkeit bzw. die physiologische Bedeutung dieser Enzyme wurde jedoch noch nicht
ermittelt. Bis dato war zudem unklar, ob das Genom von Arabidopsis ebenfalls eine LPLA

verschlisselt und wenn ja, welche Funktion dieses Enzym in Pflanzen Gbernimmt.

1.6 Wissenschaftliche Fragestellung und Zielsetzung

1.6.1 Teil 1

Die anfangliche Aufgabe bestand in der naheren Charakterisierung der g/d7 Mutante (mikas-
1), deren Punktmutation zu diesem Zeitpunkt von unserer Arbeitsgruppe mittels
Kartierungsexperimenten  (mapping) und vergleichender Analyse mit T-DNA-
Insertionsmutanten bestimmt werden konnte. Nun galt es abzusichern, dass die ahnlichen
aulReren Erscheinungsbilder der EMS-Mutante und einer T-DNA-Insertionsmutante
(SALK_022295) wirklich desselben Ursprungs waren, sprich durch eine alleinige Mutation im
mtKAS-Gen hervorgerufen wurden. Dies sollte mittels Kreuzungsversuchen und
physiologischer und biochemischer Vergleiche der Mutanten bewiesen werden. Diese
Untersuchungen sollten zudem auch Anhaltspunkte fiir die Kldrung der Fragestellung liefern:
“Wodurch wird ein photorespiratorischer Phanotyp bei einer Mutante mit einem Defekt in der
Fettsduresynthese im Mitochondrium hervorgerufen?“. Die Vermutung lag nahe, dass durch
einen Defekt der mtKAS die Bereitstellung von Cg-Fettsduren (Octanoyl-ACP) fur die
Liponsaure-Biosynthese beeintrachtigt ist. Liponsdure wiederum ist eine essentielle
prosthetische Gruppe des H-Proteins der GDC, welche eine wichtige Rolle im
photorespiratorischen Cx-Zyklus einnimmt. Aus diesem Grund sollte der Liponsdure-Gehalt
des H-Proteins und weiterfihrend auch der Lipoylierungsstatus anderer Lipoat-abhangiger

Enzyme ermittelt werden.
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1.6.2 Teil 2

Durch die physiologischen und biochemischen Charakterisierungen der Arabidopsis mtKAS-
Mutanten wurden neue Befunde aufgezeigt, die zu weiteren wissenschaftlichen
Fragestellungen fihrten.

In den mtkas-Pflanzen konnte ein unterschiedlich starkes ,Restlipoylierungsmuster® der
verschiedenen E2-Untereinheiten und des H-Proteins detektiert werden, was die
homozygoten Mutanten dazu beféhigt, zu Uberleben. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde davon
ausgegangen, dass die mtKAS ein essentielles Enzym fir die Versorgung der
mitochondrialen Proteinlipoylierung mit Cs-Fettsduren darstellt. Zudem deutete die
unterschiedlich stark reduzierte Restlipoylierung der einzelnen Apoproteine darauf hin, dass
es auch Unterschiede in der Proteinlipoylierung verschiedener Lipoat-abhangiger Enzyme
gibt. Ein weiterer Befund zeigte, dass die Lipoylierungslevel in der Wurzel im Gegensatz zum
Blatt keinerlei Veranderung zu Wildtypmitochondrien aufwiesen, was wiederum die Frage
nach der Ursache dieser Entdeckung aufwarf.

Die Zielstellung der weiteren Forschung galt demzufolge der Erforschung der Mechanismen
der Proteinlipoylierung in Pflanzen. Im Gegensatz zu Bakterien, in denen die Wege der
Lipoylierung von Proteinen schon ausfihrlicher untersucht wurden, schien es in Pflanzen
noch Aufkldrungsbedarf zu geben. Zwar konnte bisher gezeigt werden, dass sowohl der
Chloroplast als auch das Mitochondrium von Arabidopsis Uber funktionelle Enzyme des
Liponsaure-Syntheseweges verfligen, jedoch war unklar, ob noch andere Enzyme bzw.
Lipoylierungswege in diesen Kompartimenten an der Proteinlipoylierung beteiligt sind. Die
Funktionalitdt der bis dato identifizierten Enzyme wurde durch Komplementation von
Liponséure auxotrophen E. coli Mutanten bestétigt, allerdings wurden die Bedeutung und die
Funktion dieser Enzyme fir den pflanzlichen Stoffwechsel, z. B. durch Charakterisierung von
Arabidopsis Mutanten, nie analysiert. Somit bestand die Aufgabe in der Vervollstandigung
des Kenntnisstandes der Proteinlipoylierung in Arabidopsis, um die Grinde der

ungewohnlichen Proteinlipoylierung in mtKAS-Mutanten aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

Aufgrund kooperativer Zusammenarbeit sowie des Praktizierens am selben Lehrstuhl
wurden einige Material- und Methodenabschnitte (allgemeiner Natur) aus der Dissertation

von Nadja Engel tbernommen (Engel, 2010).
2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien und allgemein gebrauchlichen Verbrauchsmaterialien
entsprachen einem analytischen Reinheitsgrad und wurden von folgenden Firmen bezogen:
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Biometra (Goéttingen),
BioRad Laboratories GmbH (Minchen), Boehringer Roche (Mannheim), Carl Roth GmbH
(Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Heraeus (Osterode), Hettich Zentrifugen (Tuttlingen),
Invitrogen (Leck, NL), Kodak (Stuttgart), Macherey-Nagel (Duren), MBI Fermentas (St. Leon-
Rot), Millipore (Eschborn), New England BioLabs (Frankfurt), PeqLab (Erlangen), Promega
(Madison, USA), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim), Schott Glaswerke
(Mainz), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Sorvall (Bad Homburg), Whatman
(Maidstone,GB).

2.1.2 Enzyme

Desoxyribonuklease I, RNase frei (MBI Fermentas)

H MinusM-MuLV Reverse Transkriptase (MBI Fermentas)

Restriktionsenzyme diverse (MBI Fermentas, St. Leon-Rot; New England BioLabs, Frankfurt)
T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas)

Factor-Xa (Promega)

E. coliLPLA (Hasse et al., 2009)

2.1.3 GroRenstandards fiir die DNA-Gelelektrophorese

100 bp Marker (MBI Fermentas)
1 kb Leiter (MBI Fermentas)
Lambda DNA/ EcoRI+Hindlll Marker (MBI Fermentas)

2.1.4 GréRenstandards fiir die Protein-Gelelektrophorese

Unstained Protein Molecular Weight Marker #SM0431 (MBI Fermentas)
Page Ruler™Protein Ladder #SM0661 (MBI Fermentas)
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2.1.5 Verwendete Reaktionskits

NucleoSpin® Extract || PCR clean-up and gel extraction (Macherey-Nagel)
NucleoSpin® RNA plant kit (Macherey-Nagel)

RevertAid H Minus cDNA synthesis kit (MBI Fermentas)

Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen)

Technovit 8100 (Heraeus Kulzer)

2.1.6 Verwendete Plasmide

pASK-IBA7plus (http://www.iba.org/)

pBAD-His-A (http://www.invitrogen.com)
pGEM-Teasy (http://www.promega.com)
pGreen-0179 (http://www.pgreen.ac.uk/pGreenll/pGreenll.htm)

pGreen-35S-Kassette (http://www.pgreen.ac.uk/pGreenll/pGreenll.htm)

2.1.7 Radioaktive Chemikalien

Octanoic acid-carboxy-"*C sodium salt (Sigma-Aldrich)

2.1.8 Bakterienstamme

Escherichia coli (E. coli)-Stdmme:

BL21 StarTM(DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 (DE3)

DHS5 alpha F- endA1 gInV44 thi-1 relA1 gyrA96 deoR nupG lacZdeltaM15
hsdR17

TM137 rspl lipB182::Tn1000dKn::IplA329::Tn10dTc

K12 (Lehrstuhl fur Mikrobiologie, Universitat Rostock)

Agrobacterium tumefaciens-Stdmme:
GV3101+ pSOUP PMP90 (pTiBo542_T-DNA) pSOUP in C58C1;Rifr, Gentr, Tetr

2.1.9 Pflanzenmaterial und Anzucht

Das in dieser Arbeit verwendete Samenmaterial wurde von dem Nottingham Arabidopsis
Stock Centre (NASC; http://arabidopsis.info/), Arabidopsis Biological Resource Centre
(Alonso et al., 2003) bezogen. Samen der mtkas-1 Mutante (g/d7 = CS8012) wurden von
Jitao Zou (Saskatoon, Kanada) zur Verfiigung gestellt. Der Arabidopsis thaliana Okotyp
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Columbia (Columbia-0; Col-0) wurde als wildtypische Kontrolle verwendet. Zur Stratifikation
wurden die Samen fur zwei Tage bei 4 °C inkubiert. Die Sdmlinge und Pflanzen wurden bei
12-h-Licht (100-150 pE m?s™")/12-h-Dunkel-Zyklus (22 °C/ 18 °C) auf einem Erde-
Vermiculite-Gemisch 4:1 (Type VM, Einheitserdewerk, Uetersen, Germany) in Percival
Wachstumskammern angezogen. Die Dungung erfolgte alle 14 Tage mit 0.1% Wuxal
(Aglukon Spezialdiinger GmbH, Disseldorf, Germany).

Fir die Selektion transformierter Pflanzen keimten die Samen auf Hygromicin-Platten, d. h.
¥2-MS-Medium (Murashige and Skoog, 1962) inklusive von Vitaminen und 1% Agar und
20pg/ml Hygromicin. Die Pflanzen wurden nach zwei Wochen auf Erde umgesetzt.

Fir einige Experimente wurden die Pflanzen unter erhéhten CO,-Konzentrationen (0,15 %
CO,) bei 12/12-h Licht/Dunkel-Zyklus (100-150 YE m™s™, 22 °C/ 18 °C) in Wachstums-

kammern kultiviert.

2.1.10 Programme und Internetsoftware

Statistische Analysen wurden mit dem Programm Microsoft Excel 2003 angefertigt.

Fiar die Erstellung von Alignments und Sequenzanalysen wurden folgende Programme
verwendet:

- Clone Manager 5

- BioEdit

- Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008)

Die Bildbearbeitung erfolgte mit Microsoft PowerPoint 2003 und CorelDraw 12.

Die Arabidopsis Transkriptdaten wurden der Internetsoftware ,Genevestigator® entnommen
(www.genevestigator.ethz.ch/at). Fur  weitere  Untersuchungen,  Analysen und
Literaturrecherchen  wurde auf die  Softwaretools der Internetseiten  NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) ExPASy (www.expasy.org) und BAR (http://bar.utoronto.ca/)

zuriickgegriffen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsauren

DNA-Isolation

Fir die DNA-Isolation wurden ca. 100 mg Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff
schockgefroren und mit einem Destroy-Stick oder Mérser in 500 yl 2x CTAB homogenisiert.
Nach 30-minitiger Inkubation bei 68 °C wurde die Proben mit 5 pyl RNAseA (5 mg/ml)
versetzt und fur 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 1 VT CI. Die
Proben wurden griindlich gemischt und 5 min bei 12000 rpm abzentrifugiert. Die obere
Phase wurde mit 1 VT Isopropanol versetzt und 15 min auf Eis geféllt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 12000 rpm fiir 20 min. Das Pellet wurde in 70 % Ethanol gewaschen und
zum Trocknen unter die Laminarbox gestellt. Nach 15 min wurde die isolierte DNA in 50 pl

Tris-HCI (pH-Wert 8,0) gel6st und fir die weitere Verwendung bei -20 °C gelagert.

Chloroform/ Isoamylalkohol (Cl): 24 VT Chloroform
1 VT Isoamylalkohol

2x CTAB-Puffer: 2 % CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)
1,4 M NaCl
100 mM Tris-HCI, pH 8,0
20 mM EDTA

RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem NucleoSpin® RNA plant kit (Macherey-Nagel). Im ersten

Arbeitsschritt wurde der alternative RAP-Puffer verwendet.

Plasmid-lsolation (Birnboim and Doly, 1979)

Die Bakterien (E. coli, Agrobacterium tumefaciens) wurden in LB-Medium mit Zusatz des
entsprechenden Antibiotikums angezogen. Jeweils 2 ml jeder Bakterienkultur wurden
abzentrifugiert, das Pellet in 100 ml Lésung 1 gelést und anschlieBend mit 200 ul Lésung 2
und 150 ul Lésung 3 behandelt. Nach 15 min auf Eis wurde die Probe mit 1 VT PCI gefallt.
Die obere Phase wurde dann mit 2 VT 96 % Ethanol auf Eis fir 30 min gefallt. Anschlielend
wurde die Probe 15 min bei 12000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 70 % Ethanol
gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde in 20 ul 0,1 x TE-Puffer aufgenommen und bei -20 °C
gelagert.
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LB-Flussigmedium: 10 g/l Trypton
10 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt

Lésung 1: 25 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM Na,EDTA pH 8,0
50 mM Glucose

Lésung 2: 1 % (w/v) SDS

0,2 M NaOH
Lésung 3: 3 M KCH3COO, pH 4,8
PCI: 25 VT Phenol

24 VT Chloroform
1 VT Isoamylalkohol

0,1x TE: 10 mM Tris HCI, pH 8,0
0,1 mM EDTA

Aufreinigung von DNA- und PCR-Fragmenten
Die Aufreinigung von PCR-Fragmenten und Plasmid-DNA erfolgte mit dem
NucleoSpin® Extract 1| PCR clean-up and gel extraction (Macherey-Nagel) nach

beiliegendem Protokoll.

2.2.2 cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurde 2,5 pyg RNA eingesetzt und die Synthese nach dem Protokoll
des RevertAid H Minus cDNA synthesis kit (MBI Fermentas) durchgefiihrt. Die cDNA wurde
bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur Quantifizierung, der Reinheitsiiberprifung und
Fragment-GréRenbestimmung von DNA und RNA. Die Gele bestanden aus 1 % Agarose in
1x TAE und 0,1 pg/ml Ethidiumbromid. Die Agarose wurde im TAE-Puffer geschmolzen,
nach dem Abkuhlen auf ca. 55 °C mit Ethidiumbromid versetzt und je nach Probenanzahl in

verschieden grolte Gelkammern gegossen. Vor dem Probenauftrag wurde jede Probe 0,2 VT
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,loading-dye" vermischt. Die Elektrophorese erfolgte bei 70-100 V in 1 x TAE-Puffer. Die

DNA-Banden wurden am UV-Transilluminator sichtbar gemacht und photographiert.

50x TAE-Puffer: 2 mM Tris/Acetat, pH 8,3
10 mM Na,EDTA

“loading dye™: 10 mM NayPO,4, pH 7,0
50 % (v/v) Glycerin
0,4 % (w/v) Orange G

2.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR-Ansatze wurden nach dem Protokoll des Taqg PCR Master Mix Kit (Qiagen)

zusammengestellt. Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler mit beheiztem Deckel
(Mastercycler gradient, Fa. Eppendorf, Hamburg). Die Programmierung des Gerates richtete
sich nach der Fragmentgrofie, Amplifikatmenge und den verwendeten Primern.

Ein Standardprogramm fiir Amplifikate der Gréfe 500-1000 bp:

Denaturierung: 94 °C 2 min
Denaturierung: 94 °C 1 min
Annealing: 58 °C 1 min 35 Zyklen
Elongation: 72°C 1 min
Elongation: 72°C 4 min

Die Amplifikate wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

2.2.5 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurde von der Firma Seglab (Géttingen) ausgefiihrt. Die
Sequenzen wurden mit Hilfe der Analyse-Software wie BioEdit oder NCBI (BLAST tools)
Uberprift.

2.2.6 Restriktionsanalysen

DNA-Restriktionen durch spezifische Restriktionsendonukleasen wurden nach folgendem

Standardansatz zusammengestellt:
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50-500 ng Plasmid-DNA

2 ul 10 x Reaktionspuffer

0,5 ul 10 U/l Restriktionsenzym
> 20 pl H,O

Der Restriktionsansatz inkubierte flir 2 h bei 37 °C. Individuelle Ansédtze und
Doppelspaltungen wurden nach den Tabellen der Fermentas-Seite (www.fermentas.com)

durchgefihrt.

2.2.7 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit folgendem Standardansatz realisiert:

30 ng Vektor-DNA

300 ng Insert-DNA

1ul 10x Ligasebuffer
1l T4-DNA-Ligase
> 20 pl H,O

Das molare Verhéltnis von Vektor zu Insert sollte 1:50 betragen. Die Ligation inkubierte bei
ca. 10 °C fur 2-20 h im Kihlschrank. Fir die E. col-Transformation wurden 5 pl des

Ligationsansatzes verwendet.

2.2.8 Transformation kompetenter Bakterienzellen

Transformation von E. coli

Fir die Transformation wurden chemisch kompetente 100 ul E. coli-Zellen (DH5a, BL21) auf
Eis aufgetaut. Danach wurden 5 pl Ligationsansatz oder 0,5 pl Plasmid-DNA vorsichtig in die
Zellen gegeben, invertiert und 30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock wurde bei 42 °C fir
90 sec ausgefihrt und die transformierten Zellen sofort wieder auf Eis gestellt. Anschlieend
wurde 0,5 ml LB-Medium hinzugefiigt und die Zellsuspension fiir 1 h bei 37 °C im
Schittelschrank (250 UpM) geschiittelt. Danach wurden die Zellen auf LB-Agar-Platten mit
den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Kolonien
wurden mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und in LB-Medium Uberfiihrt.

TM137 Zellen, 4mal mit sterilem 10%igem Glycerol gewaschen, wurden durch
Elektroporation (Micropulser BioRAD) mit 0,5 ul Plasmid-DNA transformiert und ebenfalls auf
LB-Agar-Platten (mit entsprechenden Antibiotika) selektiert.
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Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die kompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut (ca. 2 h) und mit 5 pl der
Plasmid-DNA versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 5 min auf Eis. Danach wurden die Zellen in
flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend einem Hitzeschock bei 37 °C fiir 5 min
ausgesetzt. Nachdem 1 ml YEB-Medium dem Ansatz zugefugt wurde, schloss sich eine
vierstiindige Inkubation bei 28 °C im Schittelschrank (200 U/min) an. Die Zellen wurden auf
YEB-Agar-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und zwei Tage bei 28 °C

inkubiert.

YEB-Medium: 2 g/l Hefe-Extrakt
549/l Pepton
59/l Saccharose

549/l Fleischextrakt

2.2.9 Transformation von Arabidopsis thaliana

Die stabile Transformation von A. thaliana erfolgte Uber den Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer nach der Blutentauchmethode (,floral dip“) von Clough und Bent (Clough and
Bent, 1998). Hierzu wurden die noch geschlossenen Bliten in eine Agrobacterium-
Suspension (50 ml Agrobacterium-Ubernachtkultur zentrifugiert, Sediment in 50 ml 5 %
Saccharoselésung und 25 pl Silvet gel6st) getaucht. Die behandelten Pflanzen wurden mit
einer Plastikhaube abgedeckt und weiter in den Klimaschrénken kultiviert.

Nach dem Abreifen der Samen wurden diese getrocknet, sterilisiert und auf %2 MS-Medium

mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgesét.

2.2.10 Metabolitmessungen

Aminosaurebestimmung

Fur die Aminosaurebestimmung wurden 100 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff
gemorsert und in 1,8 ml 80 % Ethanol fir 30 min homogenisiert. Nach der Zentrifugation (30
min, 4 °C, 20000 rpm) wurde der Uberstand in der Speed vac vakuumgetrocknet und in 8
mM Na,PO, (pH 6,8) und 0,4 % Tetrahydrofuran gel6st. Die individuellen Aminosauren
wurden nach Derivatisierung mit O-phthaldialdehyde, wie bei Eisenhut (Eisenhut et al., 2006)

beschrieben, mittels HPLC quantifiziert.
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Glyoxylat-Bestimmung

Glyoxylat wurde mit einer spezifischen Farbreaktion nachgewiesen (Brautigam et al., 2007).
Das Prinzip der hier stattfindenden Reaktionen besteht darin, Carbonylgruppen, wie sie im
Glyoxylat und in Zuckern vorkommen, mit Phenylhydrazin zu Phenylhydrazonen reagieren.
Die Zuckerphenylhydrazone reagieren in schwach saurer Losung (hier 100 mM HCI) mit
Uberschiissigem Phenylhydrazin weiter zu in Wasser schwer I6éslichen Osazonen. Da
Glyoxylat keine benachbarte Alkoholgruppe (Vorraussetzung fiir Osazon Bildung) besitzt,
findet diese Reaktion nicht statt. Nach der ersten Zentrifugation sind somit die Osazone
entfernt. Das Eisen des danach zugegebenen KsFe[(CN)s], wird von dem
Glyoxylatphenylhydrazon von Fes" zu Fe," reduziert. Dies wird in einer rétlichen Farbung
sichtbar und ist am Photometer bei 520 nm detektierbar. Die ausfiihrliche Beschreibung der

angewandten Methode ist in meiner Diplomarbeit (Ewald, 2005) nachzulesen.

2.2.11 Proteinisolation

Isolation pflanzlicher Blatt- und Wurzelproteine

In der Mitte der Lichtperiode wurde 100 mg Blattmaterial bzw. Wurzelmaterial geerntet, in
flissigem Stickstoff gefroren und mit einem Destroy-Stick in 200 pl Aufschlusspuffer
(Wurzelaufschluss erfolgte mit Mérser und StéRel) auf Eis homogenisiert. Die Proben
wurden bei 4 °C fir 10 min bei 20000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem neuen

Eppendorfgefald bei -20 °C gelagert.

Aufschlusspuffer: 50 mM HEPES, pH 7,6
100mM Sorbitol
1 mM EDTA
10mM NaCl
5mM MgCl,
1 mM PMSF
1 mM Pefablock

Isolation von Mitochondrienmatrix-Protein

Die Isolation von Blattmitochondrien erfolgte von ca. 50-100g Rosettenblattern (2 Monate
alte Pflanzen) nach dem Protokoll von Keech (Keech et al., 2005). Die Mitochondrien wurden
in einem Puffer, welcher 0,3 M Saccharose, 10 mM TES-KOH, pH 7.5, 10 mM KH,PO, und 2
mM EDTA enthielt, resuspendiert. Zur Gewinnung der Matrixproteine wurden die
Mitochondrien einem 4maligem Einfrier/Auftau-Zyklus unterzogen und bei 44000 g fir 30 min

zentrifugiert um die mitochondriale Membran abzutrennen.
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Isolation von Chloroplastenstroma-Protein

Die Isolation von Chloroplasten (6 Wochen alte Pflanzen) erfolgte nach dem Protokoll von
Salvi et al.,, 2008. Die gewaschenen /ipZ2p-2 Chloroplasten wurden 3mal aufgetaut und
wieder eingefroren und zuséatzlich 4mal fur 15 sec. mit Ultraschall behandelt (Braun Labsonic
U, 50 W, 4mal 15 sec) um die Membranen zu zerstéren. Danach erfolgte eine Zentrifugation
von 10 min bei 20000 g (4 °C). Der Uberstand wurde abgezogen und fiir Western Blot

Analysen verwendet.

Isolation bakterieller Proteine

Die Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 6000 g, 4 °C) pelletiert und in
vorgekihlten 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,8) bei 4 °C resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte durch eine Ultraschallbehandlung (Braun Labsonic U, 50 W, 4mal 15
sec). Durch eine Zentrifugation bei 20000 g fiir 30 min bei 4 °C wurden die 16slichen Proteine

von den unldslichen separiert und eingefroren (-80 °C).

2.2.12 Atmungsmessung und PDH/ KGDH-Aktivitdt von isolierten

Mitochondrien

Die Durchfihrung der Atmungsmessungen mit isolierten Mitochondrien bzw. die
Aktivitdtsmessung der Pyruvat-Dehydrogenase oder a-Ketoglutarat-Dehydrogenase dieser

Mitochondrien ist ausfuhrlich nachzulesen bei Ewald (Ewald et al., 2007).

2.2.13 Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) beruht auf der Bindung des
Farbstoffes ,Coomassie® brilliant blue G-250 oder ,Serva®Blue G* an Proteine in saurer
Losung. Der entstehende Komplex besitzt einen héheren Extinktionskoeffizienten als der
freie Farbstoff. Die Farbelésung wurde 1:5 mit H,O verdinnt. In Einwegkivetten wurden 990
Ml der verdlinnten Farbeldsung und 10 pl des Proteinextraktes gegeben, gut gemischt und 10
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion bei 595 nm wurde an einem Photometer
(Cary Win UV 50) gegen den Blindwert gemessen. Die Proteinkonzentration wurde anhand

einer Eichreihe aus BSA (0 - 15 ug) ermittelt.

2.2.14 SDS-PAGE und Western Blot

Die SDS-PAGE  (SDS-polyacrylamid-Gelelektrophorese)  zur  elektrophoretischen
Auftrennung von Proteingemischen erfolgte durch 12 % (w/v) Tricine-SDS-PAGE (Schagger,
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2006), bzw. mit 12 % Glycin-SDS Gelen nach Laemmli (Laemmli, 1970). Die Proteinproben
wurden mit dem jeweiligen Ladepuffer versetzt, bei 95 °C 10 min gekocht und bis zum
Gelauftrag bei 4 °C gelagert. Pro Tasche wurden 5 bis 20 ug Proteinextrakt aufgetragen. Die
Proteingele wurden entweder mit Coomassie gefarbt oder zur immunologischen Detektion
auf Nitrozellulosemembran bzw. Polyvinyliden-Difluorid-Membran (PVDF) geblottet. Der
immunologische  Nachweis erfolgte nach  Standardprotokollen  entweder Uber
Chemilumineszens Detektion (Anti rabbit IgG-Peroxidase) oder durch Farbreaktion mit
NBT/BCIP Lésung (Alkalische Phosphatase). Nach Chemilumineszens Detektion konnte die
Membran mit stripping buffer (47 mM Tris-HCI pH-6,7, 2 % SDS, 1 % B-Mercaptoethanol) fur
2 Stunden bei 50 °C gewaschen werden und erneut zur immunologischen Detektion
verwendet werden.

Die verwendeten Antikdrper (Tabelle 7.4) wurden kauflich erworben, stammen aus friheren
Arbeiten oder wurden in dieser Arbeit angefertigt. Hierzu wurde gereinigtes rekombinantes
Protein zur Standard-Immunisation (zwei Monate) in Kaninchen (rabbit) zur Herstellung eines
Antikérpers zur Firma Seqglab (Sequence Laboratories Goéttingen GmbH) geschickt. Das
Serum der finalen Blutung wurde direkt eingesetzt bzw. weiter aufgereinigt. Die Aufreinigung
erfolgte mit Hilfe von Nitrozellulosemembran, auf die das jeweilige rekombinante Protein
geblottet wurde. Die Membran wurde Uber Nacht mit Serum (1:8 in TBS) inkubiert, nach
Waschen wurde der gebundene Antikérper schonend mit 100 mM Glycin (pH-Wert 2,9) fur
20 min von der Membran eluiert und durch Zusatz von Tris-Puffer (1 M, pH-Wert 8,0)
neutralisiert. Der gereinigte Antikorper wurde mit BSA als Zusatz bei -20 °C gelagert
(Protokoll: ,Affinity Purification of Antibodies Using Proteins Bound to Nitrocellulose by
Michael Koelle, adapted from Wil Talbot & Frank Solomon's lab, 1/98%
http://biowww.net/detail-1131.html).

2.2.15 Chromatographische Aufreinigung von Proteinen

Zur Aufreinigung von Step-getaggten bzw. Histidin-getaggten Proteinen wurden die
Zellkulturen (200 ml bis 1 1) bei einer OD (600 nm) von ca. 0,6 induziert (pBAD-HisA 0,2 %
Arabinose, pASK-IBA7plus 200 pg/l Anhydrotetracyclin) und bei 20 °C fir 10 h bei 200 U/min
geschuttelt. Die Lysate wurden fur die Affinitdtschromotographie verwendet, die nach dem
Protokoll ,Protocol for purification of Histagged proteins under native conditions® (Invitrogen)
bzw. nach dem Protokoll der Firma IBA BioTAGnology ,Expression and purification of
proteins using Step-tag and/or 6xHis-tag“ durchgefiihrt wurde. Zur Uberpriifung der Elutionen
wurde eine SDS-PAGE angefertigt.

Aufgereinigte Proteine fir Enzymmessungen wurden zusatzlich mittels pD-10 Saulchen (GE
Healthcare Europe GmbH, Munich, Germany) umgepuffert (10 mM Tris/10 mM Mops (pH-
Wert 7,5), 0,5 mM MgSO, und 5 mM 2-Mercaptoethanol) um stérende Salze zu entfernen.
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Weiterhin wurden die Proteine Uber VivaSpinTM Saulchen mit einem Ausschlussvolumen

von 5 kDa (Sartorius, Géttingen, Germany) eingeengt.

2.2.16 Wachstumsanalysen von TM137 Zellen

Fir die Wachstumsanalysen von E. coli Stdmmen (TM137 untransformiert und/oder
transformiert) wurden die Zellen zuerst in 5 ml M9-Medium (Na;HPO4 34 mM, KH,PO, 22
mM, NaCl 8,5 mM, NH,CI 19 mM, MgSO, 2 mM, CaCl 0,1 mM, Thiamin 0,001 %) unter
Zugabe von 0,2 % Glucose (G), 5 mM Natrium-Acetat (A), 5 mM Natrium-Succinate (S), 100
pg/mL Kanamycin, 2 pg/mL Tetracyclin angezogen. Bei TM137 Zellen, die mit pASK-
IBA7plus bzw. pBAD-His-A transformiert waren, enthielt das Medium zusatzlich 100 pg/mi
Ampicillin. Bei Erreichen einer OD (600 nm) von 0,1 wurde 1 ml von jedem Stamm in 100 ml
M9-Medium (200 pg/l Anhydrotetracyclin bei pASK-IBA7plus bzw. 0,2 % Arabinose bei
pBAD-His-A) mit den jeweiligen Antibiotika gegeben. Die Messung der OD (600nm) erfolgte
alle 2 Stunden am Photometer. Bei Komplementationsversuchen mit AtLPLA enthielt das
Medium zusétzlich 500 ng/ml DL-a-lipoic acid, Durchfiihrung analog zu Kang (Kang et al.,
2007).

Fir die Komplementation auf Agar-Platten wurde dem M9-Medium 1,5 % Agar zugesetzt.

2.2.17 In vitro Lipoylierung von mitochondrialen Proteinen

Fur die in vitro Lipoylierung von Wildtyp Mitochondrien wurden 5 pg mitochondriales Matrix-
Protein mit 1 pg rekombinanter gereinigter E. coli LPLA (Hasse et al., 2009) fiir 16 h in einem
Puffer, welcher 100 mM MOPS and 100 mM Tris, pH-Wert 7,5, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP
und 400 uyM DL-a-lipoic acid enthielt, inkubiert. 5 ug von unbehandeltem bzw. mit EcLPLA

versetztem Matrix-Protein wurden fir Western Blot Analysen eingesetzt.

2.2.18 Expression von pflanzlichen bzw. bakteriellen Proteinen in E. coli

Die cds der pflanzlichen bzw. bakteriellen Proteine wurde mittels PCR (Template Blatt cDNA
bei pflanzlichen Proteinen, bakterielle DNA bei bakteriellen Proteinen) mit verschiedenen
Primerkombinationen, welche Restriktionsschnittstellen flir verschiedene Expressionvektoren
enthielten amplifiziert (Tabelle 7.3). Die erhaltenen Amplifikate wurde nach Aufreinigung
(2.2.1) in den Klonierungsvektor pGEM-T kloniert, womit wiederum E. coli DH5a-Zellen
transformiert wurden (2.2.8). Positive Klone wurden nach Plasmid-Isolation (2.2.1) mittels
Restriktion mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (2.2.6) selektiert. Danach wurden
die restrigierten Fragmente nach Aufreinigung in die zuvor geschnittenen

Expressionsvektoren ligiert (2.2.7) womit BL21 Zellen transformiert wurden. Positive Klone
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wurden wiederum durch Kontrollrestriktion selektiert. Die Zellen der positiven Klone wurden
in LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika angezogen mit einem Drittel Glycerol (v/v)
versetzt und bei -80 °C gelagert. Die Proteine wurden wie in 2.2.11 beschrieben in E. coli

Zellen exprimiert und aufgereinigt.

2.2.19 Herstellung chiméarer LPLA-Proteine
Die cds der AtLPLA und der LPLA aus Reis (OsLPLA) wurden mit Primern, in denen eine

BamHI-Schnittstelle und eine Hindlll-Schnittstelle enthalten waren, ohne Stopcodon
amplifiziert. Die restrigierten Fragmente (Abbildung 2.1 B) wurden in den Vektor pASK-
IBA7plus kloniert. Die Vektoren, welche die LPLA cds enthielten, wurden mit Hindlll
geschnitten. Die C-terminale DO6méne der EcLPLA (AAA21740) wurde mit Primern
amflifiziert, welche jeweils eine Hindlll-Schnittstelle enthielten und das Amplifikat einer
Restriktion mit Hindlll unterzogen (Abbildung 2.1 A). Die cds der CTD wurde in die pASK-
IBA7plus/LPLA Vektoren Uber die HindllI-Schnittstelle kloniert.

A B

P267 P264 R1062 P265
+

| EcLPLA cds CTD AtLPLA cds
Hag 341 P266
+

OsLPLA cds

{} Restriktion {} Restriktion
Hindlll Hindill BamHI Hindlll
be b4 ¥ b'e
CTD LPLA |
BamHlI Hindlll Hincll Hindlll
YJ (X’/ (XJ Y

IBA7plus — LPLA CTD ——IBA7plus

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung der Klonierung der LPLA-CTP chiméaren cds-
Sequenzen in den Vektor pASK-IBA7plus
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Da die Klonierung Uber eine ungerichtete Ligation erfolgte, wurden die erwiinschten Klone
(sense Orientierung der CTD) durch Kontrollrestriktionen mit der Enzymkombination
BamHI/Hincll ermittelt (Abbildung 2.1 C, Abbildung 2.2). Weil Hincll im hinteren Drittel der

CTD Sequenz schnitt, enthielten positive Klone langere BamHI/Hincll Fragmente.

ALPLA-CTD OSLPLA-CTD
oo M1 o M 1 2 3 4

1500
1500
1000 1000
750 750

Abbildung 2.2 Kontrollrestriktion von pASK-IBA7plus/LPLA Plasmiden mit BamHI und Hincll
zur Uberprifung der Richtung der CTP Sequenz.

Die restrigierten Plasmide verschiedener Klone (1-4) wurden im Agarosegel aufgetrennt. Bei pASK-
IBA7plus/AtLPLA-CTD Plasmiden in denen die CTD-Sequenz in sense Orientierung kloniert wurde,
betrug die Fragmentgréf3e 979 bp (linker Pfeil). Die Fragmentgré3e mit CTD in antisense Orientierung
betrug 857 bp. Bei pASK-IBA7plus/OsLPLA-CTD Plasmiden mit CTD in sense Orientierung lag die
erwartete FragmentgréfRe bei 1003 bp (rechter Pfeil), hingegen betrug die Fragmentgré3e mit CTD in
antisense Orientierung 881 bp.

2.2.20 LPLA-Aktivitaitsmessung mit '*C-Octanoat

Die LPLA-Aktivitdt wurde in einem LPLA-Reaktionsansatz von 100 ul gemessen, welcher 10
mM Tris/10 mM Mops (pH 7.5), 5 mM MgS0O4, 5 mM ATP, 0,4 mM DTT, 0,19 mM [1-14C]
octanoic acid (0,1 mCi/ml, 55 mCi/mmol Sigma-Aldrich Chemie GmbH) verschieden
bakterielle und pflanzliche Apoproteine und variierende Mengen heterolog exprimierter und
aufgereinigter AtLPLA enthielt. Als Positiv-Kontrolle wurde ein Ansatz mit 2,5 pg E. coli
LPLA mitgefihrt. In der Negativ-Kontrolle wurde kein Enzym hinzugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde fir 12 h bei 25 °C inkubiert und durch 10-minitiges Kochen
abgestoppt. 20 pl des jeweiligen Reaktionsansatzes wurden mittels eines 12%igen Tricin-
SDS-Gels aufgetrennt und die "C-markierten Apoproteine mit Hilfe eines Phosphorimagers

bzw. durch das Auflegen eines ECL-Films (mind. 2 Tage) detektiert.
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Herstellung von Apoproteinen

Verschiedene Apoproteine (unlipoylierte Proteine) dienten als Substrat fiir die LPLA-
Aktivitdtsmessung. Fir die Gewinnung von bakteriellen Apoproteinen wurden TM137 Zellen
in M9-Medium (2.2.16) angezogen und I8sliches TM137 Proteinlysat extrahiert (2.2.11).

Als pflanzliche Apoproteine wurde entweder mtkas-2 Mitochondrienextrakt (2.2.11) genutzt
oder es wurden pflanzliche Proteine in TM137-Zellen heterolog exprimiert. Die kodierenden
Sequenzen der KGDH E2-Untereinheit (At5g55070, Primerkombination P220/P221
BamHI/Hindlll Schnittstellen) und des H-Proteins (AtGLDH1 At2g35370, Primerkombination
P213/P214 BamHI/Sall Schnittstellen) wurden mittels PCR (Col-0 Blatt cDNA als Template)
amplifiziert und nach Restriktion ber die eingefiigten Schnittstellen in den Vektor pASK-
IBA7plus kloniert. Die Vektoren wurden mittels Elektroporation in TM137 Zellen transformiert
(2.2.8) und positive Klone auf LB-Platten mit den Antibiotika Kanamycin, Tetracyclin und
Ampicilin selektiert. Die Klone wurden durch Kontrollrestriktion der isolierten Miniplasmide
mit den entsprechenden Enzymen Uberprift. Die transformierten TM137 Klone wurden fir
die heterologe Expression verwendet. Hierflir wurden die Zellen als erstes in einem Liter LB-
Medium mit 5 mM Natrium-Acetat (A), 5 mM Natrium-Succinate (S) und den entsprechenden
Antibiotika (100 pg/mL Kanamycin, 2 pg/mL Tet, 100 pg/mL Amp) bis zur maximalen
optischen Dichte bei 600 nm von ca. 0,4 angezogen. Danach wurde ein weiterer Liter LB-
Medium (A, S, Kan, Tet, Amp) hinzugegeben und die Expression durch Induktion mit
Anhydrotetracyclin (200 pg/l) eingeleitet. Die Kulturen wurden bei 200 rpm fur 12-16 h

geschuttelt und Proteine, wie unter 2.2.15 beschrieben, isoliert und aufgereinigt.

2.2.21 Herstellung von LIP2- und AtLPLA-RNAi-Pflanzen
Ein 312 bp groRes PCR Amplifikat des LIP2-Gens (Position 533 bis 844 flankiert durch

BamHI und Sall Schnittstellen) wurde unter Verwendung der Primerkombinationen LIP2-
RNAi-BamHI-5 (P129) und LIP2-RNAi-Sall-3 (P130) hergestellt und in Sense-Orientierung
vor ein GA20 Oxidase Intron in den pUC-RNAi-Vektor (Chen et al., 2003) kloniert. Das
gleiche Fragment wurde in Antisense-Orientierung hinter das GA20 Oxidase Intron (Xhol und
Bgll Schnittstellen P132/P131) in den pUC-RNAI-Vektor, welcher bereits das Sense-Stlick
enthielt, ligiert. Die gesamte RNAi-Kassette (sense-loop-antisense) wurde mit Hilfe des
Restriktionsenzyms Pstl herausgeschnitten und in den Vektor pGREENO0029 kloniert, um
neue Schnittstellen (Xbal und Hindlll) fir die Klonierung in die 35S-CaMV Kassette von
pGREEN (http://www.pgreen.ac.uk) zu erhalten. Die gesamte 35S-CaMV Kassette, welche
die RNAi-Kassette enthielt, wurde mittels der Primerkombination R1069/R1070 (Nofl
Schnittstellen) amplifiziert und in die Notl Schnittstelle des Pflanzentransformationsvektors
pGREENO0179 zur Transformation von Agrobacterium tumefacium (GV3101psoup)

eingefligt. Die rekombinanten Agrobacterium Zellen wurden fir die Transformation von
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Arabidopsis Col-0 Wildtyppflanzen verwendet. Die Samen wurden auf Hygromycin-Platten
(20 pg/ml) selektiert.

Analog zu dieser Methode wurden AtLPLA-RNAIi-Pflanzen erzeugt. Die Primerkombination
fur das Sense-Stick war R1062/P223, fir das Fragment in Antisense-Orientierung
P222/P224.

2.2.22 Transiente Expression von LIP2p2-GFP-Fusionskonstrukten

Die ersten 246 bp der cds von LIP2p2, welche die ersten 82 N-terminalen Aminosauren
codieren, wurden mit Hilfe der Primerkombination P439 und P440 via PCR amplifiziert. Uber
die eingeflgten Restriktionsschnittstellen Xbal und Xhol wurde die cds in den Vektor pGFP2
fur die transiente Transformation von Tabakprotoplasten kloniert.

Die Protoplasten wurden aus steril angezogenen Tabakpflanzen isoliert (Wendt et al., 2000)
und mit Plasmid-DNA (30 pg pro 0,5 x 10° Zellen) transformiert. Nach 18 stiindiger
Inkubationszeit bei Dunkelheit und Raumtemperatur wurde das Vorkommen griner
Fluoreszenz in den Protoplasten Uberprift. Hierzu wurde ein Leica TCS SP5 Konfokales
Mikroskopie System (Leica, Mannheim, Germany) verwendet. Das GFP wurde mit einer 488
nm argon laser line exitiert (15 % lllumination) und die Emission fur GFP bei 505-540 nm, fur
die Autofluoreszenz bei 650-690 nm, durch ein 63x Wasserobjektiv detektiert. Die Leica

application suite (LAS AF) confocal imaging software (Leica) wurde verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Die EMS-Mutante mtkas-1 hat einen Defekt in der mitochondrialen
B-Ketoacyl-[ACP] Synthase (mtKAS)

3.1.1 Der photorespiratorische Phanotyp der Mutante g/d1 (mtkas-1) beruht
auf einer Punktmutation im mtKAS-Gen

Durch Voruntersuchungen, mit dem Ziel, die durch EMS-Mutagenese verursachte Mutation
der gld1 (mtkas-1) Mutante (Somerville and Ogren, 1982) genau zu lokalisieren, konnte
unsere Arbeitsgruppe eine Punktmutation im Gen At2g04540 (Austausch von G—A am Ende
des 7. Introns, siehe Einleitung 1.2.3) detektieren. Ausschlaggebend fur die Sequenzierung
und den Vergleich des Gens At2g04540 zwischen g/d7 und Col-0 Wildtyppflanzen war der
Befund, dass die T-DNA-Insertionsmutante SALK_022295 (mtkas-2) ein &hnliches
Erscheinungsbild wie gld7-Pflanzen zeigte.

Das Ziel der weiteren Untersuchungen war die Klarung der Frage, ob diese Punktmutation
definitiv fir den ausgepragten photorespiratorischen Phéanotyp der g/d7 Mutante
verantwortlich war und warum eine solche Mutation zu jenem veranderten Erscheinungsbild
der Pflanze fihrt.

Fir eine zuverldssige vergleichende Analyse zwischen der EMS-Mutante g/d7 und T-DNA-
Insertionsmutanten des Gens At2g04540 wurde eine weitere, verfligbare T-DNA-
Insertionsmutante desselben Gens (SALK 087186; mtkas-3) bestellt. Die Mutanten wurden
unter gleichen Bedingungen sowohl in normaler Luft als auch unter Hoch-CO,; (0,14 % CO,)
angezogen und das Erscheinungsbild dokumentiert. Wie in Abbildung 3.1 zu erkennen ist,
weisen alle drei Mutanten ein vergleichbares Wachstum auf. Bei Anzucht unter Normal-Luft
Bedingungen wachsen die Mutanten langsamer als Wildtyppflanzen und ihre Blatter sehen
hellgriiner aus (chlorotisches Erscheinungsbild). Bei Anzucht unter Bedingungen
unterdrickter Photorespiration (erhéhter CO,-Gehalt) sind hingegen keine signifikanten

Wachstumsunterschiede im Vergleich zum Wildtyp zu beobachten.
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Abbildung 3.1 Wachstum von mtkas-1 und zwei T-DNA-Insertionsmutanten im Vergleich zum
Wildtyp

Die Pflanzen wurden 50 Tage unter Normal-Luft (links oben) bzw. erhéhten CO,-Bedingungen (0,14 %
CO., links unten) angezogen.

Der Nachweis der Homozygotie der T-DNA in den Linien mtkas-2 und mtkas-3 erfolgte nach
Isolation genomischer DNA mittels PCR. Hierzu wurde ein Primer fir die /eft border der T-
DNA und Primer, die im mtKAS-Gen binden, benutzt. In beiden Linien konnte die T-DNA im
mtKAS-Gen an vorhergesagter Stelle nachgewiesen werden. Durch das Fehlen der
Amplifikate bei Verwendung von genspezifischen Primern (T-DNA flankierend) wurde
gezeigt, dass kein wildtypisches mtKAS-Allel in diesen Linien vorlag (Abbildung 3.2). Der
Knock-out der mtKAS-Transkripte in den T-DNA-Insertionsmutanten konnte durch RT-PCR
bestatigt werden. Im Vergleich zu den T-DNA-Insertionsmutanten mtkas-2 und mtkas-3
konnten mtKAS-Transkripte in der EMS-Mutante mtkas-7 und im Wildtyp nachgewiesen
werden. Durch den Basenaustausch in der mtkas-1 Mutante kommt es demzufolge nicht zu
einem Abbruch der Transkription des mtKAS-Gens. Der Austausch von G zu A am Ende des
7. Introns fiihrt zu einer Verdnderung der Erkennungssequenz fir Splicing-Enzyme. Die
Vermutung liegt nahe, dass hierdurch das 7. Intron nicht herausgeschnitten wird, wodurch es
zu einer Veranderung des Leserahmens kommt. Dies wiederum fiihrt zu einem Abbruch der
Translation durch ein neu entstandenes Stop-Codon (Abbildung 1.3), wodurch ein verkirztes

defektes Protein entsteht.
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Insertion Insertion

Abbildung 3.2 Nachweis der Homozygotie der T-DNA-Insertion in mtkas-2 und mtkas-3

Far den Nachweis der T-DNA wurden die Primerkombinationen R758/R175 fir mtkas-2 (-2) und
R833/R175 fur mtkas-3 (-3) verwendet. Der Nachweis des wildtypischen mtKAS-Allels erfolgte mit T-
DNA flankierenden Gen-Primern, R758/R726 fir mtkas-2 und R833/R795 fur mtkas-3. Isolierte DNA
von Col-0 Pflanzen diente als Kontrolle (WT).

S16 control

Abbildung 3.3 RT-PCR zum Nachweis der Transkriptgehalte in Blattern von mtKAS-
Mutanten

Fir den Nachweis der mtKAS-Transkriptmenge in den Mutanten mtkas-1 (-1), mtkas-2 (-2) und mtkas-
3 (-3) wurde die Primerkombination R795/R758 verwendet. Col-0 Blatt cDNA diente als Kontrolle. Die
Gehalte der mRNA des 40S ribosomalen S16-Proteins dienten als Kalibrierung (Primerkombination
R176/R177).

Zum endgultigem Beweis, dass allein die Punktmutation im mtKAS-Gen zu dem detektierten
Phanotyp der EMS-Mutante mtkas-1 fihrt, wurden Kreuzungsexperimente mit den beiden T-
DNA Insertionsmutanten durchgefiihrt. Da laut der Mendelschen Uniformitatsregel die
Nachkommen zweier Eltern uniform sind, d. h. ein Allel von jedem Elternteil besitzen,
beinhalten Pflanzen der F1-Generation sowohl ein mtKAS-Allel mit einer T-DNA und ein Allel
mit der Punktmutation. Aufgrund der Tatsache, dass diese Pflanzen das gleiche
Erscheinungsbild wie die Elternpflanzen hatten, konnte gezeigt werden, dass die detektierte

Punktmutation im mtKAS-Gen die Ursache fiir den photorespiratorischen Phanotyp ist. Zur
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Kontrolle der erfolgreichen Kreuzung wurde per PCR die Heterozygotie der T-DNA-Insertion

bestétigt
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Insertion Insertion

Abbildung 3.4 F1-Generation von Kreuzungen der g/d7 Mutante (mtkas-1) mit T-DNA Knock-
out Linien mtkas-2 oder mtkas-3.

Die obere Abbildung zeigt F1-Hybride sowie den korrespondierenden Wildtyp, angezogen unter
Normal-Luft. Die Zygotie der T-DNA wurde durch PCR mit genomischer DNA uberprift (untere
Abbildung). Hierfur wurden zum Nachweis der T-DNA die Primer R833/R175, zum Nachweis des
wildtypischen Allels die Primer R833/R795 verwendet.

3.1.2 Aminoséauregehalte in mtKAS-Mutanten bekraftigen eine Stérung im Cy-

Zyklus

Fir vergleichende Analysen der I6slichen steady-state Aminosduregehalte wurden die
mtKAS-Mutanten sowie Wildtyppflanzen unter photorespiratorischen Bedingungen (Normal-
Luft angezogen und Proben (ber einen Zeitraum von 24 Stunden (6:00, 13:00, 18:00 und
24:00 Uhr) genommen. Im Vergleich zum Wildtyp stiegen die Glycingehalte im Laufe der
Lichtperiode auf das 40-50fache an und sanken im Laufe der Dunkelphase auf das 20-
30fache ab. Die Gehalte der Aminosauren Serin, Glutamin, Glutamat und Alanin wiederum
veranderten sich in gegenlaufiger Richtung, d. h. sie waren im Gegensatz zum Wildtyp in der
Dunkelphase signifikant erhéht und sanken wahrend der Lichtperiode auf bzw. unter Wildtyp-
Niveau (Abbildung 3.5). Die Gehalte anderer Aminosauren waren nicht bzw. nur moderat

verandert (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.5 Tageszeitliche Aminosduregehalte der mtKAS-Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp

Die verdnderten Aminosauregehalte weisen auf eine drastische Stérung des photorespiratorischen
Stoffwechselweges in mtKAS-Mutanten hin. Die Lichtperiode ist durch weil3e, die Dunkelperiode durch
schwarze Balken gekennzeichnet. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von Wildtyp (Quadrat),
mtkas-1 (Rhombus), mtkas-2 (Dreieck) und mtkas-3 (Kreis) stammen von drei unabhangigen Proben.

3.1.3 In mtkas-Pflanzen kommt es zu einem Anstau von Glyoxylat

In friiheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass es in Pflanzen mit

Defekten der photorespiratorischen Enzyme GDC bzw. SHM neben dem signifikanten
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Anstau von Glycin auch zu einem Rickstau von Glyoxylat, der Vorstufe von Glycin im C,-
Zyklus, kommt (Ewald, 2005; Eisenhut et al., 2007). Die Messungen der Gehalte von
Glyoxylat in Blattern von mtKAS-Mutanten, ergab ebenfalls signifikant erhéhte
Glyoxylatmengen (ca. 3fach im Vergleich zum WT), wodurch eine weitere Bestatigung fir

einen Defekt in einem photorespiratorischen Enzym in den mtkas-Pflanzen erbracht wurde.
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Abbildung 3.6 Anstau von Glyoxylat in den Rosettenblattern von mtkas-Pflanzen

3.1.4 mtkas-Mitochondrien weisen sehr geringe Decarboxylierung von Glycin
auf

Zur naheren Untersuchung der Effekte, die durch den Knock-out der mtKAS verursacht
werden, wurden Mitochondrien aus Rosettenbléttern isoliert und die Decarboxilierung von
Glycin mit Hilfe einer Sauerstoffelektrode vermessen. Durch den Umsatz von Malat und
NADH, sowie normale Kopplungsraten der Mitochondrien (Keech et al., 2005) konnte die
Intaktheit der Mitochondrien bestétigt werden. In Ubereinstimmung mit den publizierten
Ergebnissen der mitkas-1 Mutante von Somerville (Somerville and Ogren, 1982) konnte
gezeigt werden, dass der Umsatz von Malat in mtkas-Mitochondrien kaum von Wildtyp
Mitochondrien abweicht. Im Gegensatz dazu lag der gemessene Umsatz von Glycin bei nur
ca. 5 % im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7 Atmungsraten von mtkas-2 Mitochondrien im Vergleich zum Wildtyp

Isolierte mtkas-2 Mitochondrien weisen nur ca. 5 % der gemessenen Wildtyp Glycindecarboxylierung
auf (oben: exemplarische Messkurven). Der Umsatz von Malat hingegen ist kaum betroffen (untere
Tabelle). Die Atmungsraten (je zwei unabhangige Mitochondrienisolationen mit jeweils 2-3
Messungen) wurden nach der Zugabe von ADP (state 3) bestimmt und sind als O,-Abnahme [nmol
min” mg'1 Protein] dargestellt. Die Atmungskontrollwerte (respiration control = RC) stellen den
Quotienten aus den Werten von state 3 und state 4 dar. Die Zugabe von NADH (oben, rechts) diente
als Kontrolle fur atmungsaktive Mitochondrien. Analoge Messungen mit mtkas-1 Mitochondrien
ergaben vergleichbare Werte.

Die Befunde der Atmungsmessungen belegen, dass ein Fehlen der mtKAS zu einem Defekt
der GDC flihrt, wodurch es Mitochondrien dieser Mutanten nicht mehr bzw. kaum mdglich ist
Glycin umzusetzen. Im Gegensatz dazu war der Umsatz von Substraten des Zitrat-Zyklus

(Malat) nur geringfiigig verringert.

3.1.5 mtkas-Mitochondrien haben reduzierte PDH und KGDH Aktivitdten

Ebenso wie das H-Protein der GDC benétigen auch die E2-Untereinheiten der Pyruvat- und
a-Ketoglutarat-Dehydrogenase Liponsaure als prosthetische Gruppe. Aufgrund der
Erkenntnis, dass die mtKAS die wichtige Vorstufe Octanoyl-ACP flir die Lipoylierung von
Apoproteinen liefert, wurde die Auswirkung auf die Aktivitdten der PDH und KGDH in mtkas-
Mitochondrien untersucht. Atmungsmessungen mit isolierten Wildtyp Mitochondrien ergeben
unter Verwendung der Substrate Pyruvat und a-Ketoglutarat nur sehr geringe Umsatzraten.
Deswegen wurden die Aktivitdten der Enzyme mit lysierten Mitochondrien tUber den Umsatz
von NAD" zu NADH gemessen (Schuller and Randall, 1989).
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Abbildung 3.8 Aktivitdten der Pyruvat- und a-Ketoglutarat-Dehydrogenase in mtkas-2
Mitochondrien bezogen auf Mitochondrienprotein

Die Aktivitdtsmessungen dieser beiden Enzymkomplexe ergab, dass der Verlust der mtKAS
zu einer signifikanten Verringerung der Umséatze von Pyruvat (mtkas-2 0,026 + 0,005; WT
0,068 * 0,028) sowie von a-Ketoglutarat (mtkas-2 0,024 + 0,008; WT 0,125 + 0,024) fihrt.
Diese gemessenen Restaktivitaten lagen bei 40 % (PDH) und 20 % (KGDH) verglichen mit
der gemessenen Enzymaktivitat in Wildtyp Mitochondrien. Obwohl die restlichen Aktivitaten
dieser Enzyme der mitochondrialen Atmung zwar eindeutig reduziert waren, lag ihre
Restaktivitat jedoch héher als der gemessene Glycin-Umsatz in mtkas-Mitochondrien. Diese
Befunde deuten auf eine starkere Beeintrachtigung des Lipoylierungsstatus des H-Proteins
der GDC als der E2-Untereinheiten der PDH und KGDH-Enzymkomplexe durch den Ausfall
der mtKAS hin.

3.1.6 Mitochondriale E2-Untereinheiten und das H-Protein weisen

unterschiedlich starke Proteinlipoylierung in mtkas auf

Zur ndheren Untersuchung der Auswirkungen des mtKAS Knock-out auf die mitochondriale
Proteinlipoylierung der unterschiedlichen Apoproteine wurden Western Blot Analysen mit
einem kauflich erworbenen Antikérper gegen Liponsaure angefertigt. Da proteingebundene

Liponsdure mit dem Lipid-Peroxidationsprodukt 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) reagieren kann,
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was zu einem Verlust der Antigenitédt der Proteindomane fiihrt und gezeigt wurde, dass das
H-Protein hierfir anfélliger ist als die E2-Untereinheiten der PDH und KGDH (Millar and
Leaver, 2000; Taylor et al., 2002), wurden die verwendeten Pflanzen unter erhéhten CO,-
Bedingungen angezogen. Hierdurch sollten diese Effekte so gering wie méglich gehalten
werden. Zur Untersuchung des Gehaltes H-Protein gebundener Liponsaure wurden zuerst
Western Blots mit I8slichen Proteinextrakten von Blattern der 3 mtKAS-Mutanten und

Wildtyppflanzen angefertigt.
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Abbildung 3.9 Die Lipoylierung des H-Proteins ist vorrangig abhdngig von mtKAS-
Biosyntheseweg

Nachweis aquivalenter Proteinmengen von mtkas-1 (-1), mtkas-2 (-2) und mtkas-3 (-3) im Vergleich
zum Wildtyp (WT) durch Coomassie geférbtes Tricin-SDS-Gel (A). Das H-Protein scheint nahezu
vollstdndig unlipoyliert in Blattern von mtkas-Pflanzen vorzuliegen; Western Blot zur Analyse
proteingebundener Liponsdure mit Antiserum gegen LA (B). Der Gehalt des H-Apoproteins ist in den
Mutanten nicht reduziert; Western Blot mit Antiserum gegen das H-Protein (C). In allen Spuren wurden
10 ug l6slicher Proteinextrakt (Rosettenblatt) von unter Hoch-CO, angezogenen Pflanzen auf 12%ige
SDS-Gele aufgetragen.

Die Western Blot Analysen zeigten, dass ahnliche Gehalte an H-Protein in den mtkas-
Pflanzen und im Wildtyp vorlagen (Abbildung 3.9 C), was fir einen normalen Umsatz des H-
Apoproteins in den mtkas-Pflanzen sprach. Jedoch schienen die H-Proteine in den mtkas-
Pflanzen ganzlich unlipoyliert vorzuliegen (Abbildung 3.9 B). Aus diesem Grund wurden die

H-Protein Banden von Coomassie gefarbten Gelen mit Hilfe von MALDI-TOF MS (matrix-
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assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry) naher untersucht. In
diesen Untersuchungen konnten Signale von lipoylierten H-Protein Peptiden im Wildtyp
detektiert werden, fehlten aber bzw. lagen unterhalb der Nachweisgrenze bei den H-
Proteinen der mtKAS-Mutanten (Ewald et al.,, 2007). Diese Befunde bewiesen ebenfalls,
dass die H-Proteine in mtkas als Apoproteine vorlagen und nicht als HNE-modifizierte
lipoylierte Peptide.

Das H-Protein der Glycin-Decarboxylase ist in Pflanzen mitochondrial lokalisiert, eine
Pyruvat-Dehydrogenase kommt jedoch auch chloroplastidér vor. Deshalb wurden zur
Untersuchung der Liponsaure-Gehalte der E2-Untereinheiten isolierte Mitochondrien
verwendet. Die Untersuchung isolierter Mitochondrien bot weiterhin den Vorteil der
Proteinanreicherung der H-Proteine, wodurch im Western Blot auch marginale Spuren von
Liponsdure eher detektierbar waren. Durch starkes Uberbelichten des Western Blots
(Abbildung 3.10 B) wurde ersichtlich, dass die H-Proteine von mtkas-Pflanzen nicht
vollstdndig unlipoyliert waren, sondern noch ca. 1 % Restlipoylierung vorhanden war
(densitometrische Auswertung mit SIGMAGEL). Die detektierte Restlipoylierung stimmte mit
den gemessenen minimalen Umsatzraten von mtkas-Mitochondrien mit Glycin Uberein.
Interessanterweise lag die Signalstarke von lipoylierten E2-Untereinheiten der PDH und
KGDH (ldentifizierung laut molekularer Masse und Laufverhalten; beschrieben bei Yasuno
(Yasuno et al., 2004)) bei ca. 30 % verglichen mit den Signalstdrken der WT-Mitochondrien
Banden und somit deutlich hdéher als die des H-Proteins. Auch hier korrespondierten
wiederum die Signalstarken (Liponsdure-Gehalte) mit den zuvor ermittelten Enzymaktivitaten
beider Enzymkomplexe.

Ein analog angefertigter Blot mit Proteinextrakten aus Wurzeln hingegen zeigte keine
signifikanten Veranderungen in den Signalstarken der E2-Untereinheiten zwischen mtkas-
und Wildtyppflanzen (Abbildung 3.11), was fir unterschiedliche organspezifische
Auswirkungen des Knock-out der mtKAS sprach.

Um die Ursache der unterschiedlichen Gehalte von gebundener Liponsdure der einzelnen
mitochondrialen Apoproteine (PDH, KGDH und H-Protein) in Blattmitochondrien und die
Tatsache, dass der Knock-out der mtKAS zu keinerlei Verdnderung im Lipoylierungsstatus
von Wurzelproteinen flihrt, zu verstehen, zielten die weiterfiihrenden Forschungen auf das
Verstandnis und die Aufklarung der Proteinlipoylierung in Arabidopsis hin. Welche Enzyme

sind an der Proteinlipoylierung beteiligt und wie wirken sie zusammen?



Ergebnisse 46

A Leaf mitochondria
WT -1 -2

anti-LA

< 65 kDa PDH E2b

N il
W ... — <|s2kDaPDHE2a
o
- @ - <52 kDa KGDH E2

—— < 14.2 kDa H-protein

over-exposed

anti-LA _ <«{ 14.2 kDa H-protein
anti-H Im 14.2 kDa H-protein

Abbildung 3.10 Restliche Proteinlipoylierung der E2-Untereinheiten und des H-Proteins in
mtkas-Blattmitochondrien

Die E2-Untereinheiten der PDH und KGDH in mtkas-Blattmitochondrien weisen ca. 70 % weniger
gebundene LA als im WT auf (A). Der marginale Liponsaure-Gehalt des H-Proteins konnte erst nach
langerer Belichtungszeit detektiert werden und liegt im Gegensatz zu den E2-Untereinheiten bei < 5 %
(B). Der Gehalt von unlipoyliertem H-Protein ist unbeeinflusst (C). Jeweils 3 ug mitochondriales
Protein von unter Hoch-CO, angezogenen Pflanzen mtkas-1 (-1), mtkas-2 (-2) sowie Col-0 (WT)
wurden fur die Western Blot Analysen auf 12%ige SDS-Gele aufgetragen.

Roots
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Abbildung 3.11 Proteinlipoylierung der E2-Untereinheiten in mtkas-Wurzeln

Jeweils 5 pg von Iéslichem Wurzelprotein von unter Hoch-CO, angezogenen Pflanzen mtkas-2 (-2)
sowie Col-0 (WT) wurden fir die Western Blot Analysen auf 12%ige SDS-Gele aufgetragen, geblottet
und der Gehalt von gebundener Liponsdure mit einen Serum gegen Liponsaure detektiert.
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3.2 Mitochondriale Proteinlipoylierung — Lipoat-protein Ligase A

3.2.1 Identifikation und Expression einer Lipoat-protein Ligase A (AtLPLA) in
Arabidopsis

Die mtKAS bildet die wichtige Vorstufe Octanoyl-ACP fiir die Proteinlipoylierung. Durch den
Knock-out der mtKAS wird die Versorgung des Mitochondriums mit dieser Vorstufe
unterbrochen. Eventuell kdénnen Mitochondrien noch (ber andere Stoffwechselwege
Octanoyl-ACP produzieren, was bis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch ungeklart ist.

Eine weitere Mdglichkeit der Proteinlipoylierung besteht in der Nutzung freier Octansaure
bzw. freier Liponsaure, welche erst mit Hilfe von ATP/GTP aktiviert und anschlieffend auf die
Apoproteine Ubertragen wird.

Bis 2007 waren nur Enzyme des Liponsaure-Biosyntheseweges in Pflanzen identifiziert
worden (siehe 1.5.5). Die Verdéffentlichung der Identifikation einer Lipoat-protein Ligase A im
Jahr 2007 von Kang und Mitarbeitern zeigte erstmalig, dass die Pflanze Reis ebenfalls ein
Enzym besitzt, welches freie Liponsdure und ATP nutzen kann um Proteine zu lipoylieren
(lipoate-scavenging). Nun lag die Vermutung nahe, dass im Genom von Arabidopsis
ebenfalls eine LPLA verschlisselt vorliegt. Wiederum wére ein solches Enzym, welches freie
Octansaure/Liponsdure nutzt um Proteine zu lipoylieren, eine plausible Quelle fir das
gefundene Restlipoylierungsmuster in mtKAS Knock-out-Pflanzen, in denen keine bzw.
kaum Octanoyl-ACP fur den Liponsdure-Biosyntheseweg gebildet wird.

Mit Hilfe des BLAST-Tools wurden Sequenzen im Arabidopsis-Genom gesucht, die
Ahnlichkeiten zur LPLA aus Reis (OsLPLA) aufweisen. Das Gen At3g29010 (AtLPLA) codiert
eine Proteinsequenz fiir eine putative Lipoat-protein Ligase A (Abbildung 3.12), welche eine
74%ige Aminosduresequenzidentitdt zur OsLPLA (O.s. EF015469) hat und hoch
konservierte Domanen fir die Bindung von Lipoyl-AMP und Apoproteinen aufweist (Kim et
al., 2005; Fujiwara et al., 2005).

Von der OsLPLA wurde gezeigt, dass sie vorrangig in Blattern, in sich entwickelnden Samen
und weniger in Bluten und Wurzeln exprimiert wird (Kang et al., 2007). Im Gegensatz dazu
zeigt die AtLPLA nahezu &hnlich starke Transkriptgehalte in allen untersuchten Organen.
Dies wurde durch RT-PCR Analysen gezeigt (Abbildung 3.13) und korrespondiert mit
elektronischen Nothern-Daten (https://lwww.genevestigator.com/ und

http://www.bar.utoronto.ca/efp/).
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Abbildung 3.12 Aminosauresequenzvergleich pflanzlicher und bakterieller Lipoat-protein
Ligasen

Wichtige Bindungsdomé&nen beschrieben von Kim et al.,

2005 sind durch Quadrate gekennzeichnet.

Der Pfeil markiert die Mutationsposition der LPLA in einer E. coli LIPB Knock-out-Mutante, in der der
Austausch zu L zu einer Verringerung der km Kinetik mit dem Substrat Octansaure fiihrt (Hermes and
Cronan, 2009). Arabidopsis thaliana ( A.t. At3g29010); Oryza sativa (O.s. EF015469); Vitis vinifera
putativ (V.v. XP_002281967); Physcomitrella patens putativ (P.p. XP_001779799); Chlamydomonas
reinhardtii putativ (C.r. XP_001690266); Escherichia coli (E.c. AAA21740); Thermoplasma
acidophilum (T.a. NP_393990); Clostridium botulinum (C.b. YP_001254137); Salmonella enterica
NP_458984); Streptococcus pneumoniae (S.p. NP_358641) Sulfolobus solfataricus (S.s.
NP_344467)

(S.e.
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Abbildung 3.13 Organspezifische Expression des AtLPLA-Gens

Die Gehalte der AtLPLA mRNA in den verschiedenen Organen wurden durch RT-PCR (R1062/R1068)
mit extrahierter Gesamt-RNA von Wurzeln (ro), Blattern (le), Hochblattern (cl), Stangeln (st), Schoten
(si) und Bliten nachgewiesen. Die Gehalte der mRNA des 40S ribosomalen S16-Proteins dienten als
Kalibrierung (Primerkombination R176/R177).

Wahrend der Klonierung der AtLPLA cds in den Vektor pGEM-T wurde eine weitere
Spliceform, in der das letzte Intron enthalten war, entdeckt. Zur ndheren Untersuchung
verschiedener Spliceformen wurden RT-PCR-Analysen mit verschiedenen Primern, welche
z. B. in der Intronsequenz binden, durchgefiihrt. Es konnten verschiedene Transkriptformen
amplifiziert werden. Die Sequenzierung dieser unterschiedlich langen Amplifikate ergab,
dass mit zunehmender Grof3e jeweils ein Intron mehr in den Transkriptformen vorlag.

Das Vorkommen verschiedener Spliceformen von mRNAs ist ein h&ufig auftretendes
Phanomen (Labadorf et al., 2010), fuhrt jedoch nur bedingt zu verschiedenen Proteinformen
ein und desselben Gens. In weiteren Untersuchungen musste geklart werden, ob die
gefundenen Transkriptformen der AtLPLA auch translatiert werden, was zu unterschiedlich
langen Peptidketten filhren wirde. Die Befunde eines Western Blot (Abbildung 3.16) mit
einem AtLPLA-Antikdrper zeigten keine weiteren Signale unterschiedlicher GréRRe, sondern
nur eine AtLPLA-Bande, welche der vorhergesagten ProteingréRe eines translatierten

Transkripts ohne Introns entsprach.
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Abbildung 3.14 Detektierte AtLPLA Transkriptformen

Schematische Darstellung der Intron-Exon Struktur von AtLPLA mit der Lage der verwendeten Primer
(oben), die fir die PCR-Analysen (unten) der verschieden Spliceformen verwendet wurden (hellgrau —
5'UTR, dunkelgrau — cds, Strich — Intron, ro — Wurzel, le — Blatt).

3.2.2 Die Arabidopsis Lipoat-protein Ligase A ist mitochondrial lokalisiert

Programme wie iPSORT (http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/), welche die subzellulare
Lokalisation von Proteinen vorhersagen (Bannai et al., 2002), postulieren ein mitochondriales
Transitpeptid fiir die OsLPLA und die AtLPLA. Um diese Vorhersagen zu bestatigen wurde
ein Antiserum, welches die AtLPLA bindet, verwendet. Zur Herstellung des Antiserums
wurde die gesamte kodierende Sequenz der AtLPLA (Primerkombination R1062/R1068) via
PCR amplifiziert, in den Vektor pASK-IBA7plus kloniert und nach heterologer Expression in
E. coli aufgereinigt (Abbildung 3.15, Methoden 2.2.15). Mit Hilfe des gereinigten Proteins
konnte durch die Firma Seqlab ein Antiserum gegen die AtLPLA hergestellt werden (2.2.14),
welches flir Western Blot Analysen mit Mitochondrien-, Blatt- und Wurzelproteinextrakten
eingesetzt wurde. Der angefertigte Blot belegte, dass die AtLPLA im Mitochondrium von

Arabidopsis lokalisiert ist (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.15 Heterologe Expression und Reinigung von AtLPLA

A: Tricin-SDS-Gel nach Coomassiefdrbung, aufgetragen wurden mit pASK-IBA7plus/AtLPLA
transformierte uninduzierte E. coli BL21 Zellen (un), induzierte Zellen (in), Lysat (L), Pellet (P) sowie
die Eluate 2 und 3 nach Reinigung lber Strep-Tactin-Saulchen. B: Western Blot mit Strep-Tactin AP
conjugate eines analog angefertigten SDS-Gels.
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Abbildung 3.16 Die AtLPLA ist im Mitochondrium lokalisiert

Fur den Western Blot wurden jeweils 10 ug Proteinextrakt von Mitochondrien (m), Blattern (le) und
Wourzeln (ro) auf ein SDS-Gel aufgetragen. Nach dem Blotten der Proteine auf eine PVDF-Membran
wurde der Gehalt von AtLPLA Protein mit einem Antiserum gegen die AtLPLA detektiert.
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3.2.3 AtLPLA Komplementationsanalysen und Studien der enzymatischen
Aktivitat

Um die enzymatische Aktivitdt der putativen Lipoat-protein Ligase A aus Arabidopsis
(At3g29010) zu bestatigen und zu demonstrieren, dass dieses Enzym die Mdglichkeit besitzt,
Proteine in vivo zu lipoylieren, wurden Expressionsvektoren mit der full length cds der
AtLPLA in den auxotrophen E. coli Stamm TM137 (Morris et al., 1995) transformiert.
Aufgrund der Tatsache, dass keine Expression des AtLPLA Proteins nach Transformation
von TM137 mit pASK-IBA7plus/AtLPLA detektiert werden konnte (nicht gezeigt), wurden
TM137 Zellen mit dem Vektor pBAD-HisA/AtLPLA transformiert. Mittels Western Blot mit
einem His-tag Antikérper wurde bestatigt, dass positiv transformierte TM137/pBAD-
HisA/AtLPLA Klone nach Induktion mit 0,2 % Arabinose die AtLPLA heterolog exprimieren
(Abbildung 3.17 B)

Der Stamm TM137, mit einem Knock-out im Liponsaure-Biosyntheseweg und im /lipoate-
scavenging (lipB, IplA), benétigt Acetat und Succinat im Minimalmedium (Kompensation des
Verlustes der PDH und KGDH Aktivitat) fur addquates Wachstum. Zuséatzlich wurden 0,5
mg/l LA in das Wachstumsmedium gegeben und der Status der Proteinlipoylierung von

uninduzierten und induzierten Zellen mit einem LA-Antikdrper (2.2.14) analysiert.

A kDa M K12 TM pBAD AtLPLA AtLPLA
-+ - - +
: a8 = “ PDH-E2 |
anti-LA 66.2
P KGDH-E2 |-
45.0
12h 24h
B clonel clone2 clone3 cloned
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Abbildung 3.17 In vivo Lipoylierung der PDH und KGDH E2-Untereinheiten durch AtLPLA

A: Die E. coli PDH E2-Untereinheit wird schneller lipoyliert als die KGDH E2-Untereinheit, welche erst
mehr als 12 Stunden nach Induktion mit Arabinose (+) sichtbare Gehalte von gebundener LA aufweist.
Dies weist auf eine héhere Preferenz der AtLPLA zur PDH E2-Untereinheit hin. K12 — E. coli K12
Kontrolle, TM — TM137 (/lipB/Ip/A) Nullmutante, pBAD — mit leerem pBAD-HisA Vektor transformierte
TM137 Zellen, AtLPLA — mit pBAD-HisA/AtLPLA transformierte TM137 Zellen.B: Western Blot je 10
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Mg Gesamtproteinextrakt von uninduzierten (-) bzw. mit 0,2% Arabinose induzierten (+) TM137/pBAD-
HisA/AtLPLA Klonen. Als Kontrolle dienten 5 pg gereingte AtLPLA mit His-tag (cont.).

Nach einer Induktionszeit von 12 Stunden konnte nur eine Proteinlipoylierung der Pyruvat-
Dehydrogenase festgestellt werden. Erst 24 Stunden nach Induktion war auch ein Signal,
welches einer Lipoylierung der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase entsprach, sichtbar
(Abbildung 3.17). Um auszuschlieBen, dass diese Befunde durch unterschiedliche
Proteinkonzentrationen der PDH und KGDH verursacht wurden, wurde die K12-
Proteinextraktmenge (E. coli Wildtypstamm) fir den Western Blot so gewé&hlt, dass das
Signal der PDH der Starke der PDH in den induzierten, mit pBAD-HisA/AtLPLA

transformierten, TM137 Zellextrakten entsprach.

Ac Su Ac Su Kan Tet

Abbildung 3.18 Genetische Komplementation der E. coli lipB/lplA Nullmutante TM137 durch
die Expression der AtLPLA cds

1 - K12 (E .coli Wildtyp); 2 — TM137 (lipB/Ip/A Mutante); 3 — TM137 transformiert mit pBAD-HisA und
4 — TM137 transfomiert mit pBAD-HisA/AtLPLA. Die Zellen wurden auf Minimalagar-Platten (M9) mit
0,2 % Arabinose ausgestrichen, die verschiedene zusétzliche Substanzen enthielten; 0,4 % Glukose



Ergebnisse 54

(G), 5 mM Na-Acetate (A), 5 mM Na-Succinat (S), 50 ug/mL Kanamycin (Kan), 10 ug/mL Tetracycline
(Tet), 50 pg/mL Ampicillin (Amp), 500 ng/mL lipoic acid (LA). Die Platten wurden fir zwei Tage bei 37
°C inkubiert.

Auch bei Anzucht auf M9-Minimalagar-Platten wurde ebenfalls nur eine sehr schwache
Komplementation der TM137 Mutante durch die exprimierte AtLPLA detektiert (Abbildung
3.18 Pfeil). Auf Platten, bei denen Acetat und Succinat ins Medium gegeben wurde, wuchsen
sowohl der E. coli Wildtypstamm K12 als auch untransformierte und transformierte TM137
Zellen (Abbildung 3.18). Wurden zusatzlich die Antibiotika, fir die in TM137 eingeflgten
Resistenzkassetten Tetracyclin und Kanamycin (LIPB, LPLA Knock-out) hinzugegeben,
wuchsen alle TM137 Zellen. Der K12 Stamm konnte aufgrund der fehlenden
Resistenzkassette nicht wachsen. Bei Austrich auf M9-Platten mit Zusatz von Liponséure
und Ampicillin (Resistenzkassette pBAD-HisA) konnten K12, TM137, TM137/pBAD-HisA
Zellen nicht wachsen, da den Stammen K12 und TM137 die Amp-Resistenzkassette fehlt
und TM137/pBAD-HisA Zellen Acetat und Succinat zum Uberleben benétigen. Die TM137
Zellen, welche mit pBAD-HisA/AtLPLA transformiert wurden, wuchsen nur minimal. Es
konnte nur ein sehr schwacher Bakterienfilm detektiert werden (Abbildung 3.18 Bild 3). Zur
Bestatigung der Befunde, dass die E. coli PDH-E2 Untereinheit praferentiell durch die
AtLPLA lipoyliert wird, wurden die Zellen auch auf M9-Platten, in denen sich entweder nur
Acetat oder nur Succinat befand, ausgestrichen. Es konnte ein starkeres Wachstum der
TM137/pBAD-HisA/AtLPLA Zellen auf den M9-Platten mit Zugaben von Succinat im
Vergleich zu Platten mit Zugabe von Acetat detektiert werden. Diese Beobachtung
unterstrich den Befund, dass die PDH schneller als die KGDH durch die AtLPLA lipoyliert
wird. Zusétzlichen Wachstumstest der verschieden E.coli Stdmme in M9-Minimalmedium
dienten anschlieBend dazu, diese visuellen Befunde mit messbaren Daten zu hinterlegen.
Um die Uberexpression der AtLPLA in der Mutante TM137 zu stimulieren wurden dem M9-
Minimalmedium  zusatzlich 40 pg/ml Casaminoacids (Difco) zugefiigt. Diese
Wachstumsstudien in  Flussigkultur bestétigten die Ergebnisse der M9-Platten-
Wachstumstest (Abbildung 3.19). Anhand der gemessenen optischen Dichten wurde
ersichtlich, dass die AtLPLA zu keinem verbesserten Wachstum der TM137-Mutante fuhrte.
Weiterhin konnte bestétigt werden, dass die Zugabe von Succinat (KGDH-Bypass) zu einem
signifikant héherem Wachstum im Vergleich zu der alleinigen Zugabe von Acetat (PDH-
Bypass) fuhrt, was mit den Befunden der préaferentiellen Lipoylierung der PDH-E2

Untereinheit korelliert.
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Abbildung 3.19 Wachstumsstudien von E. coli Stdmmen in M9-Minimalmedium

Die optischen Dichten (OD 600 nm) der verschiedenen E. coli Stamme, K12 (E .coli Wildtyp), TM137
(lipB/IpIA Mutante), TM137 transformiert mit pBAD-HisA, TM137 transfomiert mit pBAD-HisA/AtLPLA,
wurden nach 24 und 48 Stunden gemessen. Hierzu wurden je 0,5 ml (OD 0,75) Zellkultur in 50 ml M9-
Minimalmedium mit 0,2 % Arabinose, 0,4 % Glukose, 40 pg/ml Casaminoacids, 500 ng/mL lipoic acid
(LA) gegeben, welches verschiedene zusétzliche Substanzen, 5 mM Na-Acetate (A), 5 mM Na-
Succinat (S), sowie die entsprechenden Antibiotika (TM137 Kan,Tet; TM137/pBAD-HisA Kan, Tet,
Amp; TM137/pBAD-HisA/AtLPLA Kan, Tet, Amp ), enthielt. Die Kulturen wurden bei 28 °C und 200
rpm inkubiert.

Parallel zu den Komplementationsexperimenten wurden auch /n vifro Analysen zur
Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt heterolog exprimierter AtLPLA (Abbildung 3.15)
angefertigt. Hierbei wurden radioaktiv markierte Octansaure ('“C-Octanoat), ATP und
unlipoylierte Apoproteine als Substrat eingesetzt. Nach Auftrennung der Proteine im SDS-
Gel konnte die gebundene Radioaktivitdt mit Hilfe eines Ro&ntgenfiims bzw. eines
Phosphoimagers nachgewiesen werden. Als Apoprotein diente zum einen das Lysat der E.
coli Mutante TM137, zum anderen wurden Proteine aus Arabidopsis (H-Protein, KGDH-E2)
in der Mutante TM137 heterolog exprimiert, da diese Mutante im Gegensatz zu
herkémmlichen E. coli Expressionsstdmmen keine Enzyme zur Proteinlipoylierung besitzt
(2.2.20). Auch Matrixextrakt von isolierten mtkas-2 Mitochondrien wurde als Quelle fir

pflanzliche Apoproteine eingesetzt, weil ein Grofdteil der Proteine in diesen Mitochondrien
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unlipoyliert vorliegt. Als Positiv-Kontrolle wurde anstelle der AtLPLA die exprimierte und
gereinigte LPLA aus E. coli (Hasse et al., 2009) verwendet. Die Negativ-Kontrolle enthielt
kein Enzym. Trotz vielféltiger Versuche (z. B. Uberexpression und Aufreinigung der AtLPLA
mit verschieden Vektorsystemen, Entfernung des Step-tag durch Protease-Behandlung
usw.) konnte anfanglich keine Aktivitdt der AtLPLA bei einer eingesetzten Enzymmenge von
2,5 pg pro 100 pl Ansatz (siehe 2.2.20) detektiert werden. Hingegen wiesen die Apoproteine
des Reaktionsansatzes der Positiv-Kontrolle, in der 2,5 ug der LPLA aus E. coli verwendet
wurde, eindeutige Signale radioaktiv gebundener Octansdure auf. Erst bei einer Zugabe von
8 pg AtLPLA konnte eine schwache, radioaktiv markierte Proteinbande detektiert werden.
Die Aktivitat der heterolog exprimierten AtLPLA schien demzufolge um ein vielfaches
geringer als die der Lipoat-protein Ligase A aus E. coli zu sein. Auch die Erhéhung der
Enzymmenge der AtLPLA auf bis zu 20 yg des aufgereinigten Proteins pro 100 ul Ansatz,
sowie die Verwendung gréRerer Mengen bakterieller und pflanzlicher Apoproteine zeigte

keine Verbesserung der Resultate (Abbildung 3.20).

A

PDH—p |
TM137 Lysat
KGDH—p |

B TM137 Lysat mtkas-2 Mito. AtGLDH-1
1 2 4.5 4 2. 4.5 1 2 4 5

PDH—»

KGDH—»

H-Protein —»

Abbildung 3.20 Die LPLA aus Arabidopsis zeigt nur marginale Enzymaktivitat im in vitro
Assay mit "*C-Octanoat.

In einem 100 pyl LPLA-Ansatz wurden 8 pg (3), 10 pg (4) bzw. 20 ug (5) aufgereinigter AtLPLA
eingesetzt (Methode siehe 2.2.20). Als Positiv-Kontrolle dienten 2,5 yg EcLPLA (1), in der Negativ-
Kontrolle wurde kein Enzym hinzugefiigt (2). Als Apoproteine wurden 50 ug (A) bzw. 87 ug (B) TM137
Lysat, 45 ug mtkas-2 mitochondriales Protein (B, mtkas-2 Mito) oder 8,6 ug unlipoyliertes AtGLDH1-
Protein hinzugefigt.
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Im Jahre 2009 konnten zwei unabhangige Arbeitsgruppen parallel zeigen, dass das
Archaebakterium Thermoplasma acidophilum zwei Proteine fur die Lipoylierung von
Apoproteinen mit freier Liponsdure und ATP bendtigt bzw. besitzt (Christensen and Cronan,
2009; Posner et al., 2009). Generell kénnen Lipoat-protein Ligasen verschiedener
Organismen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Der ersten Gruppe gehdren LPLAs mit einer
kiirzeren Aminosauresequenz von ca. 250-280 AS an. Zur zweiten Gruppe zahlen LPLAs mit
einem langeren C-Terminus von ca. 330 AS (Beispiele siehe Abbildung 3.12). Dieser C-
Terminus, auch CTD genannt (C-terminal domain), Gbernimmt eine wichtige Funktion als
.Helferdomane® (accessory domain) bei der Aktivierung von Lipoat/Octanoat und ATP zu
Lipoyl/Octanoyl-AMP. In T. acidophilum mit der kirzeren Form der LPLA wird diese
accessory domain durch ein separates Gen/Protein ersetzt, welches auch als LPLB
bezeichnet wird (Christensen and Cronan, 2009). Da die pflanzlichen LPLAs zu der Gruppe
der kirzeren LPLAs gehdéren (Abbildung 3.12), lag die Vermutung nahe, dass in Pflanzen
ebenfalls ein weiteres Enzym vorkommt, welches die Funktion der LPLB Gbernimmt. BLAST
search Analysen mit bekannten LPLB (CTD) Sequenzen gegen das Arabidopsis Genom
ergaben jedoch keine Hinweise auf ein homologes pflanzliches Protein, was daran liegen
kdnnte, dass es sich zum einem um sehr kurze Aminoséduresequenzen (ca. 80-100 AS), zum

anderen um Sequenzen mit sehr geringen Sequenzhomologien handelt
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Abbildung 3.21 Coomassie gefarbtes SDS-Gel heterolog epxrimierter pflanzlicher LPLAs,
chimarer LPLA-CTD Proteine, CTD der E. coli LPLA und unlipoylierter pflanzlicher
Apoproteine (H-Protein, KGDH-E2)

Pro Spur wurden je 15 pl Eluat 2 (gereinigt Gber Strep-Tactin Matrix) von AtLPLA (1), OsLPLA (2),
AtLPLA-CTD (3), OsLPLA-CTD (4), CTD der E. coli LPLA (5), unlipoyliertes AtGLDH1-Protein (6) und
AtKGDH-E2 (5) aufgetragen.

Aus diesem Grund wurden chiméare Proteine bestehend aus der pflanzlichen katalytischen
LPLA Domane (A. thaliana, O. sativa) und der 85 AS langen CTD von E. coli kloniert
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(2.2.19), heterolog exprimiert und aufgereinigt (Abbildung 3.21). Diese heterolog
exprimierten und gereinigten chimaren Proteine wurden ebenfalls mit Hilfe des LPLA in vitro
Assays auf ihre enzymatische Aktivitét getestet (Abbildung 3.22 Spur 2 und 3). Jedoch fiihrte
die Fusion aus pflanzlichen LPLAs und der CTD der E. coli LPLA nicht zur erhofften
enzymatischen Aktivitdt mit den Substraten Octanoat, ATP und verschieden unlipoylierten
Apoproteinen. Auch in Ansatzen mit nicht fusionierten Proteinen, pflanzliche LPLAs und CTD
der E. coli LPLA konnten keine radioaktiv markierten Proteine nachgewiesen werden
(Abbildung 3.22 Spur 4 und 5).

A TM137 Lysat AtGLDH-1 AtKGDH-E2
12 345 12 345 1.2 3 45

KGDH—»

F i

-Protein —| D

H-Protein

Abbildung 3.22 Die Fusion von pflanzlichen LPLAs und der CTD der E. coli LPLA fihrt zu
keiner Erhdhung der in vitro Octanoylierung verschiedener Apoproteine.

In einem 100 pl LPLA-Ansatz wurden je 2,5 pg aufgereinigter AtLPLA-CTD (2) oder OsLPLA-CTD (3)
eingesetzt bzw. 2,5 pg AtLPLA + 2,5 yg CTD oder 2,5 pg OsLPLA + 2,5 yg CTD (Methode siehe
2.2.20). Als Positiv-Kontrolle dienten 2,5 ug EcLPLA (1). Als Apoproteine dienten 50 ug TM137 Lysat,
2,5 yg unlipoyliertes AtGLDH1 Protein bzw. ca. 0,3 pg unlipoyliertes AtKGDH-E2 Protein. A, Nachweis
des gebundenen "C-Octanoat mittels ECL-Film. B, Coomassie gefarbte und auf Whatmanpapier
getrocknete SDS-Gele.
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3.2.4 Die Arabidopsis Lipoat-protein Ligase A ist ein essentielles Enzym flr

die Samenentwicklung

In dem Bakterium E. coli dient die Lipoat-protein Ligase A der Rickfiihrung bzw. Nutzung
externer Liponsaure/Octansdure. Ein Fehlen des Enzyms beeintrachtigt jedoch nicht das
Wachstum der Zellen, da sie aufgrund eines vollstdndigen Liponsaure-Biosyntheseweges
(LIPA, LIPB) zur Proteinlipoylierung befahigt sind. Welche Bedeutung die AtLPLA fir
Wachstum von Pflanzen einnimmt, sollte mit Hilfe von AtLPLA Knock-out-Mutanten geklart
werden. Hierfir wurde eine T-DNA-Insertionsmutante (SALK_003427 /p/A-1) von NASC
geordert, bei der sich T-DNA-Insertion im Gen At3g29010 befinden sollte (Abbildung 3.23).
Nach Anzucht der erhaltenen Samen konnte die T-DNA-Insertion mittels PCR in einer
Pflanze bestéatigt werden. Uber 60 Nachkommen dieser heterozygoten Pflanze wurden mit
PCR auf den Inhalt und die Zygotie der T-DNA untersucht. Es konnten keine homozygoten
T-DNA-Insertionsmutanten isoliert werden. Aus diesem Grund wurden die Schoten von
heterozygoten Ip/A-1 Pflanzen ndher betrachtet. In diesen Schoten waren ca. ein Viertel der
Samen in jungen Schoten kleiner und heller bzw. in dlteren Schoten bréunlich und deformiert
(Abbildung 3.24). Diese Deformation von einem Viertel der Samen (Verhéltnis
nomale/deformierte Samen: WT 449/3; IplA-1 327/111) lasst auf einen embryoletalen
Phanotyp schlieBen. Mit der sogenannten Hoyerschen Lésung (Protokoll siehe
www.seedgenes.org) wurden sowohl normale als auch deformierte Samen von
heterozygoten /plA-1 Knock-out-Mutanten entfarbt und mikroskopisch betrachtet. Hierbei
konnten in den normalen Samen Embryonen der verschieden Stadien (z. B. heart stage)
detektiert werden, wahrend in den defekten Samen keine, sich entwickelnden Embryonen
nachgewiesen werden konnten. Um den endglltigen Beweis zu erbringen, dass die
deformierten Samen homozygote /p/A-1 Individuen sind, wurden 2-4 Samen in 10 pl Tris-HCI
Puffer (10mM, pH 8,0) gemérsert und nach 5 minitigem Erhitzen bei 95 °C 1 pl als PCR-
Template eingesetzt. Als Referenz dienten Samen einer Wildtyppflanze. In den defekten
Samen konnte die Insertion der T-DNA nachgewiesen werden und erwartungsgemaR keine
wildtypische Allelbande. Es handelt sich dementsprechend bei den defekten Samen um die

homozygoten Nachkommen der heterozygoten parentalen Pflanzen.
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Abbildung 3.23 Schematische Darstellung der Lage der T-DNA Insertion in Linie
SALK_003427 und verwendeter Primer

Ins Gen Ins Gen

Abbildung 3.24 Der Knock-out der AtLPLA fihrt zu einem embryoletalen Phanotyp

A, B: Mikroskopische Aufnahmen von Schoten und Samen heterozygoter Ip/A-1 (SALK_003427)
Knock-out-Mutanten. Jingere Schoten weisen normale (1) und kleine, hellere Samen (2) auf. In
alteren Schoten sterben diese braunlichen Samen (2) ab.

C: In den normalen Samen waren Embryonen im Herzblattstadium nachweisbar (1, Pfeil), hingegen
konnten in den defekten Samen keine, sich entwickelnden Embryonen nachgewiesen werden (2).

D: Die Insertion (Ins) der T-DNA in den defekten Samen (Primerkombination R189/R741) sowie die
Zygotie der T-DNA (Gen, Primerkombination R189/190) wurde mittels PCR nachgewiesen. Als
Kontrolle dienten Samen von Wildtyppflanzen (WT). M, 100 bp ladder Fermentas.
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3.2.5 AtLPLA-RNAi-Pflanzen
Da ein Knock-out der AtLPLA zu einem embryolethalen Phanotyp fuhrt, wurden AtLPLA-

RNAi-Pflanzen erzeugt (2.2.21) um die Auswirkungen einer Reduktion dieses Enzyms in der

Pflanze zu untersuchen.

WT LPLA-RNAI 1

Abbildung 3.25 Erscheinungsbild von AtLPLA-RNAI-Linien im Vergleich zu Wildtyppflanzen
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Abbildung 3.26 AtLPLA-RNAI-Linien zeigen reduzierte AtLPLA-Transkriptgehalte

RT-PCR zum Nachweis der Blatt AtLPLA mRNA-Gehalte in AtLPLA-RNAi-Linien (Primerkombination
R1062/R1068) im Vergleich zum Wildtyp. Die Transkriptgehalte des konstitutiv exprimierten 40S
ribosomalen Proteins S16 dienten als Ladekontrolle (Primerkombination R176/R177).
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Die Pflanzen von vier unabhédngigen AtLPLA-RNAi-Linien (1, 19, 21, 25) sowie
Wildtyppflanzen wurden unter 1 % CO, (Lichtperiode hell/dunkel: 10/14 h) angezogen und
das Wachstum der Pflanzen analysiert. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte unter Hoch-CO,
(Bedingungen unterdiickter Photorespiration), da die Auswirkungen der AtLPLA-Reduktion
auf das H-Protein unbekannt waren. Die Pflanzen der T1-Generation (erste Nachkommen
positiv selektierter Pflanzen) der Linien 19, 21 und 25 zeigten keine sichtbaren
Veranderungen im Wachstum im Vergleich zu mitgefihrten Wildtyppflanzen. Hingegen
zeigten Pflanzen der Linie 1 (T1 und T2 Generation) nach ca. 6 Wochen aufféllige
Stresserscheinungen. Dies spiegelte sich in einer violetten Verfarbung der Blatter
(Vanderauwera et al., 2005) sowie im Absterben der &ufleren Source-Blatter wieder.
Ebenfalls konnte bei Pflanzen der Linie 1 ein reduziertes Wurzelwachstum festgestellt
werden (Abbildung 3.25).

Die Untersuchung der Transkriptreduktion der AtLPLA mittels RT-PCR ergab eine
signifikante Reduktion der AtLPLA-mRNA in allen 4 Linien. Hierbei wiesen die Linien 1 und
21 eine starkere Reduktion als die Linien 19 und 25 auf (Abbildung 3.26). Die Resultate der
RT-PCR Untersuchungen konnten durch einen Western Blot mit dem AtLPLA-Antikdrper
bestatigt werden. Auch auf Proteinebene zeigten die Linien 1 und 21 eine verstarkte
Reduktion der AtLPLA im Vergleich zu den Linien 19 und 25 (Abbildung 3.27, anti-LPLA).

Die Ergebnisse der Untersuchungen des Lipoylierungsmusters in den AtLPLA-RNAI-Linien
zeigten eine drastisch verringerte Lipoylierung der Wurzelproteine von Linie 1 und 21. In
Wourzeln fuhrte die Reduktion der AtLPLA zu einer gleichméfigen Abnahme der Liponsédure-
Gehalte an den unterschiedlichen E2-Untereinheiten der PDH und KGDH. Im Gegensatz
dazu wies die verminderte Lipoylierung der Blattproteine der Linie 1 ein abgestuftes Muster
auf. Wahrend beim H-Protein keine Verdnderungen im Liponsdure-Gehalt festgestellt
werden konnte, zeigte die KGDH E2-Untereinheit eine deutliche Abnahme gebundener
Liponséure. Die starkste Reduzierung lag augenscheinlich bei den E2-Untereinheiten der
PDH vor. Die Starke der ermittelten LA-Reduktionen in den unterschiedlichen Linien
korellierten mit den nachgewiesenen Reduktionsstdrken der AtLPLA. Nur bei den Pflanzen
der Linie 1 konnten signifikante Verdnderungen im Wachstum festgestellt werden. Das
restliche Blatt- und Wurzel-Lipoylierungsmuster zeigte auf, dass die wichtigen Enzyme des
TCA-Zyklus, PDH und KGDH, durch das Fehlen des Co-Faktors Liponsdure im starkstem
Mafle in ihrer Aktivitdt in dieser Linie eingeschrédnkt waren, was die phanotypischen

Veranderungen verstandlich machte.
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Abbildung 3.27 Lipoylierungsmuster von Blatt- und Wurzelproteinen der ALPLA-RNAI-Linien

Western Blots mit LA-Antiserum (anti-LA) von je 10 pyg Blattprotein bzw. je 5 yg Wurzelprotein der
AtLPLA-RNAI-Linien 1, 19, 21, 25 und dem korrespondierenden Wildtyp. Zum Nachweis der AtLPLA-
Reduktion wurden die Western Blots mit stripping buffer behandelt und mit dem AtLPLA-Antik&rper
(anti-LPLA) reinkubiert. Als Kontrolle des Auftrags gleicher Proteinmengen wurden analoge 12%ige
Tricin-SDS-Gele mit Coomassie gefarbt.

Zur Absicherung der Anahme, dass die Liponsdure-Gehalte und nicht die Menge der
Apoproteine in den AtLPLA-RNAi-Linien reduziert vorlagen, wurde ein in vitro
Lipoylierungsansatz mit 10 ug Blattextrakt der Linie 1 und des WT mit 2,5 ug E. coli LPLA
angefertigt (analog zu 2.2.17). Anhand des Lipoylierungsmusters des Blattextraktes der Linie
1 nach der LPLA-Behandlung war ersichtlich, dass die Apoproteine der KGDH und PDH E2-
Untereinheiten im nahezu gleichen MalRe wie im WT vorlagen. Die reduzierten Banden im
Western Blot mit dem LA-Antikdrper (Abbildung 3.28) resultierten demzufolge aufgrund
verringerter Gehalte an gebundener Liponsdure und nicht aufgrund verringerter

Proteingehalte.
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Abbildung 3.28 In vitro Lipoylierung von Blattproteinextrakt der AtLPLA-RNAI-Linie 1 und des
WT mit E. coli LPLA

Je 10 pg Blattextrakte von Linie 1 (1) und Wildtyp (WT) wurden mit (+) bzw ohne (-) 2,5 ug E. coli
LPLA, LPLA-Puffer, LA und ATP fiir 16 h bei 28°C inkubiert und auf 12%ige Tricin-SDS-Gele geladen.
Diese Gele wurden entweder als Ladekontrolle mit Coomassie gefarbt bzw. fir Western Blot Analysen
mit einem Antiserum gegen LA (anti-LA) verwendet.

3.3 Mitochondriale Proteinlipoylierung — Interaktion des Liponsé&ure-
Biosyntheseweges und der Photorespiration

3.3.1 Expressionsanalysen der mitochondrialen Lipoyl-Transferase

Die Octanoyl-acyl carrier protein (ACP):protein N-octanoyltransferase (LIP2) katalysiert die
Ubertragung der am ACP gebundenen Octanoyl-Gruppe, welche durch die mtKAS
synthetisiert wird (Yasuno et al., 2004), auf die E2-Untereinheiten der PDH, KGDH, BCDH
und des H-Proteins der Glycindecarboxylase. Der photorespiratorische Phénotyp der mtKAS
Knock-out-Pflanzen mit dem Befund, dass diese Pflanzen ein nahezu vollstandig
unlipoyliertes H-Protein besitzen, im Gegensatz dazu aber lipoylierte E2-Untereinheiten von
rund 20-40 %, impliziert eine engere Verbindung des Liponsaure-Biosyntheseweges und des

pflanzlichen C,-Zyklus.



Ergebnisse 65

A ' B
rOLETrRET e W rL0HT @AIGLIHE AR
385235593 F>
HJ28LE2E8L S
o d S ddd T T
Arabidopsis thaliana anays o
| callus &
— cell culture | primary cell 130 1020
—sperm cell 3
— seedling HER l=l 1195 17068 i
—cofyledons [ | ? bt L 1
— hypocotd .1 15478 Ii L]
—radicle o 1 T
imbibed seed E P T : v
— inflorescence 718 | W
b= lower 218 - ? ] L @ )
|—camel 15 I %4
E uu:aly 4 Q41 1 .
stigma 3 \ 4
I petal L 7as] |\ ]
—sepal B BNl .. & |
— starmen a7 —— \
tpallen B 32 \ N
abscission Zone 14 L e
2063 . a [ ]
— pedicel .1-1. 3 " : ¢
= silique . 17 i L ]
—seed § 178 ok
—embro 15 O o i
—Endnzperm 22 ? eteaid v W 1//"
micropylar endosperm I 2
Eperiuheral endospenm 4
chalazal endosperm 5
[—testa (sead coal) B 12
L—generalseeu coat 2
- thalazal seed coat i 8
'~ suspensor & z C
—siem ] an
—node ] l. 3 Weris @ AUz @siLe
[—shoot apesx 176
— cauline leal B 3
— rosete II 1234 9318
b= juvenile leaf || i 1231
- adult leaf N B a2 .
= petiole “HE 12
= senescent leaf [ ] 3 -
— hypocohd 30 T
txylem L] —k
cork [
I leaf primordia H“ 3 -
L glem k 2 ' .
—rools 300 e I
b= lateral root 5 '
— roat hair zone 4 a4
—root tip 12 .
— elongation zane 10 3.482 ™ [ ]
—endodermis - ] .
—endodarmis+corex 2 N ' ™
—apid. atrichoblasts 3 . -
I lateral root cap 3 L | £
— siele 3 .
0 24 L]
10
fhuuuuu $rrunmb A/

Abbildung 3.29 Transkriptionsstdrken von LIP2 (roter Pfeil), AtLPLA und Genen
photorespiratorischer Enzyme (Genevestigator).

A: Expressionsstarken in verschiedenen pflanzlichen Geweben. B, C: Expression der H-Protein Gene
sowie mitochondrialer Enzyme des Liponsaure-Metabolismus wahrend der pflanzlichen Entwicklung.

Gene: AtLPLA (Lipoat-protein Ligase A At3g29010), AtLIP2 (Lipoyl-Transferase At1g04640),
AtGLDH1 (H-Protein1 At2g35370), AtGLDH2 (H-Protein2 At2g35120), AtGLDH3 (H-Protein3
At1g32470), AtPGLP (2PG-Phosphatase At5g36700), AtAGT1 (Ser:Glx Aminotransferase
At2g13360), AtGGT1 (Glu:Glx Aminotransferase At1g23310), AtGLDT1 (T-Protein At1g11860),
AtSHM1 (Ser-hydroxymethyltransferase At4g37930, AtHPR1 (Hydroxypyruvat Reduktase At1g68010),
Glycerat Kinase At1g80380), AtLIP1 (mitochondriale Lipoat-Synthase At2g20860)

Gene der Photorespiration weisen eine enge Co-Regulation auf (Reumann and Weber,

2006; Foyer et al., 2009). Im Genom von Arabidopsis existieren drei Gene, welche
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verschiedene Isoformen des H-Proteins verschlisseln. Zwei dieser Gene (At2g35370
AtGLDH1 und At1g32470 AtGLDH3) sind Mitglieder der photorespiratorisch co-regulierten
Gene. Das dritte H-Protein wird stérker in Wurzeln, Reproduktionsorganen und
heterotrophen Geweben exprimiert und scheint eine wichtige Rolle im C4-Metabolismus in
diesen Geweben einzunehmen (Rajinikanth et al., 2007).

In silico Untersuchungen von elektronischen Northern Daten photorespiratorischer Gene im
Vergleich zu Genen des mitochondrialen Liponsdure-Metabolismus mit den Programmen
Genevestigator (Abbildung 3.29) und BAR ergaben, dass LIP2 eine enge Co-Regulation zu
photorespiratorischen Enzymen aufweist. Speziell das H-Protein1 (At2g35370) sowie die 2-
PG-Phosphatase (At5g36700) zeigen hohe r-value Werte (Toufighi et al., 2005) von 0,822
bzw. 0,814 (BAR expression angler). Im Gegensatz zur LIP2 zeigt die AtLPLA keinerlei
Analogien im Expressionsmuster zu Genen des C,-Zyklus. Die AtLPLA wird in allen Organen
ahnlich stark exprimiert, weist jedoch speziell in embryonalen Geweben verstarkte

Transkriptmengen auf (Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.30 Im Gegensatz zur AtLPLA wird LIP2 wird vorrangig im Blatt exprimiert

Jeweils 10 ug Proteinextrakt von Mitochondrien (m), Blattern (le) und Wurzeln (ro) wurden auf SDS-
Gele aufgetragen und entweder mit Commassie (oben) gefarbt bzw. fir Western Blot Studien auf eine
PVDF-Membran geblottet. Dieselbe Membran wurde mit verschieden Antikdrpern inkubiert (siehe
Tabelle 7.4). Hierbei dienten ein H-Protein Antikérper (anti-GLDH) sowie ein Rubisco Antikdrper (anti
RBCL) als Kontrolle fur den Auftrag reiner Blattmitochondrien.
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Aufgrund des Fehlens von Daten zur Expressionstérke der LIP2 in verschiedenen Geweben
auf Proteinebene wurden Western Blot Studien mit einem, in dieser Arbeit hergestellten,
Antiserum gegen LIP2 angefertigt. Hierzu wurden je 10 pg Blatt-, Wurzel, und
Blattmitochondrienprotein auf SDS-Gele aufgetragen. Aus dem Western Blot (Abbildung
3.30) wurde ersichtlich, dass LIP2 im Gegensatz zur AtLPLA hauptsdchlich in Blattern
translatiert wird. In Wurzelproteinextrakten konnte nur eine schwache Bande detektiert
werden. Dieser Befund lieferte einen weiteren Beleg fiir die vorrangige Bedeutung des

Liponsédure-Biosyntheseweges in Arabidopsis Blattern.

3.3.2 Mitochondriale Arabidopsis Blattproteine, mit Ausnahme des H-Proteins,

sind nicht vollstandig lipoyliert

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob die Proteine in Blattmitochondrien vollstdndig als
lipoylierte Holoproteine vorliegen oder gegebenenfalls teilweise als Apoproteine, wurden
Wildtyp-Blattmitochondrien mit der funktionstichtigen Lipoat-protein Ligase A aus E. coli
behandelt (2.2.17).

A C .
anti-LA _ :
- . PDH E2a

PDH E2b

e c—
s B <coHe2

‘ . H-protein

anti-T ‘ S T-orotein

Abbildung 3.31 Die Zugabe der EcLPLA fiihrt zu keiner Veradnderung im Liponsaure-Gehalt
des H-Proteins, erhoht jedoch die Gehalte gebundener Liponsaure der E2-Untereinheiten
der PDH und KGDH.

Extrakte von gereinigten Arabidopsis Mitochondrien wurden mit E. coli LPLA, ATP und LA inkubiert.
Aliquots von unbehandelten (-) bzw. LPLA-behandelten (+) Matrixextrakten wurden mittels Western
Blot mit LA-Antikérper nach SDS-PAGE auf den Gehalt von gebundener LA Uberprift (A). Als
Kontrolle des Auftrags gleicher Proteinmengen wurde die Membran nach Behandlung mit stripping
buffer mit einem polyklonalen Antikérper spezifisch fur das T-Protein der GDC reinkubiert (B).
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Hierzu wurde Mitochondrien-Matrixextrakt mit Liponsédure, ATP und EcLPLA inkubiert und
mittels Western Blot Analysen die Gehalte gebundener LA nachgewiesen. Durch
densitometrische Auswertung konnte belegt werden, dass ca. 25 % der E2-Untereinheiten
der PDH und KGDH als unlipoylierte Apoproteine vorliegen (Abbildung 3.31). Im Gegensatz
dazu hatte die EcLPLA-Behandlung keinen Einfluss auf den Lipoylierungsstatus des H-
Proteins. Frihere Studien (Hasse et al., 2009) und in vitro Anséatze dieser Arbeit (Abbildung
3.20) zeigten, dass die LPLA aus E. coli pflanzliche H-Proteine vollstandig lipoyliert, wodurch
die Mdglichkeit einer Enzym-Substrat Diskriminierung ausgeschlossen werden kann. Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass nur das H-Protein in Blattmitochondrien vollstéandig lipoyliert
vorliegt. Die enge Co-Regulation des Liponséure-Biosyntheseweges sowie die vollsténdige
Lipoylierung des H-Proteins lieBen die Schlussfolgerung zu, dass eine bevorzugte
Lipoylierung des H-Proteins durch die LIP2 in Blattmitochondrien existiert.

Diese Schlussfolgerung konnte in letzter Zeit durch die vorldufigen Untersuchungen von H-
Protein Uberexpressionspflanzen (Dr. Stefan Timm, PUR, bisher unveréffentliche Daten)
bekréaftigt werden. In diesen Untersuchungen wurden die Liponsdure-Gehalte der
Blattproteine von Arabidopsispflanzen, in denen das Flaveria pringlei H-Protein
Uberexprimiert wurde, mit den LA-Gehalten von Arabidopsis-Wildtyppflanzenproteinen
verglichen. In Linie 17, in der eine vielfache Menge an H-Protein vorliegt (Abbildung 3.32,
anti-H), ist im Western Blot mit dem LA-Antikérper zu erkennen, dass diese gesteigerten
Mengen an H-Protein auch grofteils lipoyliert vorliegen. Zu welchem Teil das H-Protein in
Linie 17 eventuell noch als unlipoyliertes Apoprotein vorliegt missen weitere
Untersuchungen klaren. Eine interessante Erkenntnis jedoch, die aus diesem Blot gewonnen
werden konnte ergab der Vergleich der Banden der mitochnodrialen PDH und KGDH E2-
Untereinheiten. Der Vergleich von Proben des Wildtyps und Linie 17 derselben Tageszeit
l&dsst eine eindeutige Reduktion der Liponsdure-Gehalte der mitochondrialen E2-
Untereinheiten erkennen. Hingegen weist die Bande, welche der plastiddren PDH E2-
Untereinheit (LTA2) zugeordnet werden kann (Anhang 7.2.2), keine signifikanten
Veranderungen auf. Die Bande der mitochondrialen PDH E2b war aufgrund der geringen
Proteinmengen nicht erkennbar.

Die Erkenntnis aus diesen vorlaufigen Untersuchungen H-Protein {berexprimierender
Pflanzen ist zum einen, dass die Menge an mitochondrialer Liponsdure begrenzt zu sein
scheint. Zum anderen wird die Liponsaure vorrangig fir die Lipoylierung des H-Proteins
genutzt, was wiederrum zu einer Verringerung der Proteinlipoylierung der mitochondrialen
E2-Untereinheiten fuhrt.
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Abbildung 3.32 Lipoylierungsstatus von H-Protein-Uberexprimierenden Arabidopsispflanzen
im Vergleich zum Wildtyp.

Je 3 ug Blattproteinextrakt von Wildtyp- und H-Protein-Uberexprimierenden Pflanzen (Linie 17),
geerntet zu verschiedenen Tageszeiten (Ende der Nacht EoN, Mitte des Tages MoD, Ende des Tages
EoD, Mitte der Nacht MoN), wurden mittels SDS-PAGE separiert und die Gele entweder Coomassie-
gefarbt (oben) oder fir Western Blots mit einem Liponsdure-Antikérper (anti-LA) bzw. mit einem H-
Protein-Antikdrper (anti-H) verwendet.
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3.3.3 Untersuchungen der Rolle des mitochondrialen Liponsaure-
Biosyntheseweges im pflanzlichen Stoffwechsel mittels Knock-out-

Mutanten

Bisher konnte gezeigt werden, dass im Mitochondrium von Arabidopsis beide notwendigen
Enzyme, eine Lipoyl-Transferase und eine Lipoat-Synthase, zur Proteinlipoylierung via
Biosynthese vorhanden sind. Durch Komplementationsversuche von E. coli Mutanten wurde
die Funktionalitat beider Enzyme bestétigt (Yasuno and Wada, 1998; Wada et al., 2001a).
Welche Rolle bzw. Notwendigkeit der mitochondriale Liponsdure-Biosyntheseweg im
pflanzlichen Organismus einnimmt, blieb aber bis dato ungeklart.

Die Untersuchung dieser Fragestellung sollte mit Hilfe von Arabidopsis Knock-out-Mutanten
erfolgen. In den Datenbanken (z. B. http://atidb.org) wird nur eine Mutante
(SAIL_1290b_A01.v1) mit einer T-DNA im Gen von LIP1 (At2g20860) angegeben. Diese
Mutante ist jedoch in den Listen der Stockcenter (NASC, ABRC) nicht aufgefiihrt bzw. nicht
verfigbar. Aus diesem Grund konnten keine Knock-out-Mutanten von LIP1 untersucht
werden.

Fir die Untersuchung von LIP2 T-DNA-Insertionsmutanten wurden die Linien SAIL_662_H11
und SAIL_1229 FO8 bei NASC bestellt. Trotz umfangreicher Bemihungen mit
verschiedenen Primerkombinationen konnte keine Insertion an angegebener Stelle in
Pflanzen der Linie SAIL_1229 F08 nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die
Insertion in Linie SAIL_662_H11 (/ip2-1) an angegebener Position konnte mittels PCR und
anschlieRender Sequenzierung bestéatigt werden. Allerdings war die amplifizierte Bande
(Abbildung 3.33 B) um ca. 250 bp kleiner als das zu erwartende Fragment (1518 bp). Die
Auswertung der Sequenzierung des PCR-Fragments ergab, dass die left border der T-DNA
um eben diese ca. 250 bp verkurzt vorliegt.

Uber 60 Nachkommen heterozygoter /ip2-1-Pflanzen wurden auf die Zygotie der T-DNA
Uberprift. Homozygote Pflanzen konnten nicht selektiert werden. Aus diesem Grund wurden
die Schoten heterzogygoter lip2-1-Pflanzen auf deformierte Samen Uberprift. Etwa ein
Viertel dieser Samen waren kleiner als die normalen Samen, in jingeren Schoten hellblass,
in dlteren Schoten braunlich und geschrumpft. Nach Entfarben mit Hoyerscher Lésung und
mikroskopischer Analyse konnte gezeigt werden, dass der Knock-out der LIP2 in Arabidopsis
zu einer Embryoletalitat fihrt (Abbildung 3.34 C). Es handelt sich demzufolge um ein

essentielles Enzym fir die pflanzliche Entwicklung.
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Abbildung 3.33 T-DNA-Insertionslinie lip2-1 (SAIL_662_H11)

A: Schematische Darstellung der Lage der T-DNA Insertion in Linie SAIL_662_H11 sowie verwendeter
Primer. B: Von Linie SAIL_662_H11 konnten keine homozygoten Pflanzen isoliert werden. Die
Insertion (Ins) der T-DNA (Primerkombination R982/R1044) sowie die Zygotie der T-DNA (Gen,
Primerkombination R982/983) wurde mittels PCR nachgewiesen.

Abbildung 3.34 Der Knock-out der LIP2 fihrt zu einem embryoletalen Phanotyp

A, B: Mikroskopische Aufnahmen jingerer (A oben) und é&ltere (A unten) Schoten und Samen

heterozygoter lip2-1 (SAIL_662_H11) Knock-out-Mutanten. Die Schoten weisen normale (1) und
deformierte (2) Samen auf.

C: Die normalen Samen enthalten Embryonen im Kotelydonen-Stadium (1, Pfeil). In den defekten
Samen konnten nur unausgebildete Embryonen nachgewiesen werden (2, Pfeil).
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3.3.4 Lipoylierungsmuster in LIP2-RNAi-Pflanzen

Im Gegensatz zur LPLA, welche freie Liponsdure/Octansdure zur Proteinlipoylierung nutzt,
ist der Liponsdure-Biosyntheseweg von der Verfugbarkeit von Octanoyl-ACP abhé&ngig. Da
der Knock-out der LIP2, im Vergleich zum mtKAS Knock-out, wider Erwarten zu einem
embryoletalen Phanotyp flhrte, sollte die Fragestellung der Rolle der LIP2 im pflanzlichen

Stoffwechsel mittels RNAi-Linien ndher betrachtet werden.
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Abbildung 3.35 LIP2-RNAi-Linien zeigen reduzierte LIP2-Gehalte auf Transkript- und
Proteinebene

A: RT-PCR zum Nachweis der Blatt LIP2-mRNA-Gehalte in selektierten RNAi-Linien
(Primerkombination R982/R983). Die Transkriptgehalte des konstitutiv exprimierten 40S ribosomalen
Proteins S16 dienten als Ladekontrolle (Primerkombination R176/R177).

B, C, D: Blatt LIP2-Proteingehalte in RNAi-Linien. Je 10 ug l6sliches Protein aus Blattextrakten von
Wildtyppflanzen (WT) und RNAi-Linien (1, 5, 6, 7) wurden fir eine SDS-PAGE verwendet. B:
Coomassie gefarbtes SDS-Gel. C: Immunodetektion mit einem polyklonalen Antiserum gegen LIP2. D:
Immunodetektion mit einem Antiserum gegen das T-Protein der GDC als Ladekontrolle.

Fur diese Untersuchungen wurden Wildtyppflanzen mit einem RNAi-Konstrukt transformiert
(2.2.21) und die positiv selektierten Nachkommen auf die Reduktion von LIP2 und die daraus

resultierenden Effekte Uberprift. Es konnten mehrere unabhangige RNAi-Linien mit
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reduzierten Gehalten an LIP2-Transkript und LIP2-Protein selektiert werden (Abbildung
3.35). Alle Linien zeigten keine visuellen Wachstumsverdnderungen im Vergleich zum
Wildtyp. Die starkste Reduktion der LIP2-Transkriptmengen wies Linie 6 auf. Eine Analyse
der Transkriptmenge mittels Real-Time-PCR ergab, dass die Menge der LIP2-mRNA in Linie
6 dem 0,145-fachen der Menge im WT entspricht. Es kann demzufolge angenommen
werden, dass eine ebenfalls ca. 85%ige Reduktion der LIP2-Proteinmenge in dieser Linie
vorliegt. Mit Hilfe des monoklonalen Antiserums gegen LA wurden die Auswirkungen der

LIP2-Reduktion auf die pflanzliche Proteinlipoylierung (Blatt) untersucht.
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Abbildung 3.36 Die Reduktion der LIP2 vermindert die PDH-E2 Lipoylierung, hat jedoch nur
geringe Effekte auf die KGDH und das H-Protein

A, B: Immunodetektion mit anti-LA Antiserum. C: Immunodetektion mit anti-T-Protein Antiserum nach
stripping als Ladekontrolle.

Diese Untersuchungen ergaben, dass sich die Reduktion der LIP2 in Linie 6 vorrangig auf
die Proteinlipoylierung der E2-Untereinheiten der Pyruvat-Dehydrogenase auswirkt, welche
im Gegensatz zum Wildtyp bzw. zu RNAIi-Linien mit geringerer LIP2-Reduktion weniger
gebundene LA enthalten. Eine Beeinflussung des Lipoylierungsstatus der KGDH und des H-

Proteins konnte nicht festgestellt werden (Abbildung 3.36).
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3.4 Plastiddre Proteinlipoylierung

3.4.1 Die plastidéare Lipoat-Synthase LIP1p, jedoch nicht die plastidare Lipoyl-

Transferase LIP2p, ist essentiell

Im Jahr 2003 wurde publiziert, dass die plastidare Pyruvat-Dehydrogenase ein essentielles
Enzym fur den pflanzlichen Stoffwechsel darstellt (Lin et al., 2003). Der Knock-out der PDH
fihrt zur Embryoletalitit. Bisher sind zwei chloroplastidare Enzyme (LIP1p, LIP2p) bekannt,
welche die PDH E2-Untereinheit via Liponsdure-Biosyntheseweg lipoylieren kénnten. Ob
jedoch weitere Enzyme des Liponsdure-Metabolismus in den Plastiden existieren bzw. ob
der plastidare Liponsdure-Metabolismus, wie angenommen, vollstdndig autonom ist, war
bisher noch unklar. Wenn homozygote Mutationen von LIP1p und LIP2p ebenfalls zu letalen
Effekten fUhren wirden, kénnte eine Redundanz im chloroplastiddren LA-Stoffwechsel

ausgeschlossen werden.

Abbildung 3.37 Der Knock-out der LIP1p resultiert in einem embryoletalen Phanotyp

Mikroskopische Aufnahmen von jingeren (B) und alteren (C) Schoten heterozygoter lip7p-1 Knock-
out-Mutanten sowie von Wildtypschoten (A). Die lip1p-1 Schoten beinhalten normale griine (2) und
anfangs kleinere blass-weil3e, spater geschrumpfte brdunliche (1) Samen. Die Samen heterozygoter
lip1p-1 Mutanten wurden mit Hoyerscher L&sung entfarbt (D). In den normalen Samen sind
Embryonen im Herzblattstadium (2, Pfeil) nachweisbar, hingegen konnten in den defekten Samen nur
verkimmerte Embryonen (1, Pfeil) nachgewiesen werden.

Deshalb wurden T-DNA Insertionslinien fir jedes der beiden Gene (LIP1p, At5g08415
SALK_024724; LIP2p, At4g31050 SALK_085456 und SALK_031372) untersucht (Abbildung
3.47). Diese Analysen ergaben, dass die homozygote Mutation (Linie SALK_024724 lip1p-1)
von LIP1p in einer Embryoletalitat resultiert, was darauf hindeutet, dass die Lipoylierung der

plastiddren PDH-E2 Untereinheit auf der Bereitstellung mit Octanoyl-Einheiten basiert. Gabe
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es eine Versorgung mit fertigen Lipoyl-Einheiten aus dem Mitochondrium, so kénnte dieser

Weg umgangen werden.

A
B
p—_
Insertion
C

Abbildung 3.38 Isolation von homozygoten Arabidopsis LIP2p T-DNA-Insertionsmutanten

A: LIP2p Knock-out-Mutanten weisen keine Veranderung zu Wildtyppflanzen auf. B: Die PCR mit
genomischer DNA zeigt das Vorhandensein des intakten LIP2p-Gens im Wildtyp (WT), fehlt jedoch in
beiden homozygoten LIP2p T-DNA-Linien SALK_031372 (-7) und SALK 085456 (-2). Zum Nachweis
des intakten LIP2p-Gen (Gene) wurde die Primerkombination R1001/R1014, zum Nachweis der
Insertion R1014/R741, verwendet.

C: RT-PCR, zum Nachweis des Fehlens des LIP2p-Transkripts in den homozygoten Pflanzen
SALK 031372 (-7) und SALK_085456 (-2) und dessen Prédsenz im Wildtyp (WT). Die verwendeten
Primer waren R1001 und R1014 sowie R176/R177 als Kontrolle fur intakte cDNA (M, Marker 100 bp
ladder Fermentas)

Erstaunlicherweise zeigte keine der beiden unabhangigen LIP2p-Nullmutanten
(SALK_031372 lip2p-1 und SALK 085456 lip2Zp-2) sichtbare Effekte bzw. Veranderungen
zum Wildtyp.

3.4.2 ldentifikation und Expression der Arabidopsis Lipoyl-Transferase LIP2p2

Da die homozygoten LIP2p T-DNA-Insertionsmutanten keinerlei sichtbare Veranderungen zu

Wildtyppflanzen aufwiesen, lag die Vermutung des Vorhandenseins weiterer Enzyme mit
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gleicher Funktion im Chloroplasten nahe. Aus diesem Grund wurde in den Datenbanken
nach ahnlichen Aminosduresequenzen zur LIP2p (At4g31050) gesucht. Die Bezeichnung
POC7R2 (Uniprot; fortan LIP2p2) verschlisselt ein putativ chloroplastidares Lipoyl-
Transferase &dhnliches Protein. Die Aminosduresequenz, mit ihren 280 AS, weist hohe
Ubereinstimmungen zu bekannten Lipoyl-Transferasen auf (Abbildung 3.39) und beinhaltet
ein putatives 34 AS langes chloroplastidares Targetpeptid (Emanuelsson et al., 1999)
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/).
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Abbildung 3.39 Aminosauresequenz-Alignment von Arabidopsis Lipoyl-Transferasen

Die Aminosduresequenzen beginnen mit der N-terminalen Aminosdure des nativen Proteins.
Identische Aminoséauren sind schwarz, dhnliche Aminosauren sind grau hinterlegt.

Der korrespondierende Arabidopsis Genlocus At1g47580 hingegen sagt eine 416 AS lange
Proteinsequenz vorher. Es war jedoch nicht mdglich das korrespondierende Transkript in
Blatt RNA nachzuweisen, was mit den Befunden friiherer Berichte tbereinstimmt (Wada et
al., 2001b).

Das bisherige Genmodel fiir At1g47580 basierte auf einer fehlerhaften Vorhersage, weshalb
zwei neue Locusnamen zugeteilt wurden (Abbildung 3.40; Anhang 7.2.1), At1g47575
(POC7R2 putative lipoyltransferase-like protein, fortan LIP2p2) und At1g47580 (POC7R1

pentatricopeptide repeat-containing protein).

ATG (17484365 fw strand}

'
POCTRZcds [N N N s
POCTR1 cds | |
Al1g47580 cds 1 I R |

Abbildung 3.40 Schematische Darstellung der verschieden annotierten Exonstrukturen

Die Exonstruktur des falschlich annotierten Genmodels fir At1g47580 ist weild unterlegt. Die neueren
Exonstrukturen von Uniprot POC7R2 und POC7R1 sind dunkelgrau bzw. hellgrau gekennzeichnet.
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Da elektronische Northern Daten fir At1g47575 nicht zur Verfiigung standen, wurden die
Expressionsraten von LIP2p2 im Vergleich zu LIP2p mittels RT-PCR mit RNA verschiedener
Organe als Template naher betrachtet. Transkripte beider Gene waren in allen Organen von
Arabidopsis nachweisbar, jedoch in unterschiedliche Mengen. Wahrend LIP2 die héchste
Expression in Blattern und Wurzeln aufweist, scheint LIP2p2 starker in Schoten und Bliten
transkribiert zu werden (Abbildung 3.41).

ro le c¢l st si fl

829bp AtLIP2p2
264bp e GNP DD SS— e Se— AtL|P2p
434bp S16

Abbildung 3.41 Organspezifische Expressionsanalysen plastidarer Lipoyl-Transferase-Gene

Die LIP2p2 und LIP2p mRNA-Gehalte wurden mittels RT-PCR mit Gesamt-RNA-Extrakten von Wurzel
(ro), Blatt (le), Hochblatt (cl), Stédngel (st), Schote (si), und Blute (fl) analysiert. Die verwendeten
Primerkombinationen waren P238/P239 fur LIP2p und P211/P229 fur LIP2p2. Die RNA Mengen
wurden mit Hilfe der Primerkombination R176/R177 fir das konstitutiv exprimierte 40S ribosomale
Protein (S16) abgeglichen.

Als nachstes wurden die LIP2p2-Proteingehalte in Blattern und Wurzeln und parallel dazu
auch in isolierten Chloroplasten (2.2.11) verifiziert, was dem Beweis der vorhergesagten
chloroplastidaren Lokalisation diente. Das Antiserum flir diese Western Blot Analysen wurde
gegen das heterolog exprimierte LIP2p2-Protein mit Hilfe von Kaninchen-Immunisierung
produziert und aufgereinigt (2.2.14; 2.2.18). Zur Vermeidung von Kreuzreaktionen mit LIP2p
wurden alle Proteinextrakte sowie die Stromaextrakte der gereinigten Chloroplasten aus
homozygoten lipZ2p-2 Pflanzen isoliert. Als Positivkontrolle wurde ein analoger Blot mit einem
Antiserum gegen die plastiddre Glycerat-Kinase (GLYK) mitgeflihrt. Zur Analyse
mitochondrialer Verunreinigungen diente ein Antikérper gegen das mitochondriale T-Protein

der Glycin-Decarboxylase.
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Abbildung 3.42 Western Blot Analysen von LIP2p defizienten Arabidopsis Proteinextrakten
mit einem polyklonalen Antiserum gegen LIP2p2

10 pg Protein von Wurzeln (root), Blattern (leaf) bzw. isolierten Chloroplasten (chloro) wurden durch
SDS-PAGE separiert und auf eine PVDF-Membran geblottet. Als Kontrolle fir plastidére Proteine
diente ein Antiserum gegen die Glycerat-Kinase. Fiur die Detektion mitochondrialer Verunreinigungen
wurde ein Antiserum gegen das T-Protein der GDC verwendet.

In Ubereinstimmung mit den Transkriptanalysen konnten &hnliche Gehalte von LIP2p2 in
Blatt- und Wourzelextrakten detektiert werden. Trotz geringer mitochondrialer
Verunreinigungen der isolierten Chloroplasten, welche durch das schwache GDC-T Protein
Signal angezeigt wurden, sprach das starke Signal des LIP2p2-Antikdrpers deutlich fir eine
chloroplastidare Lokalisation von LIP2p2.

Um sicherzustellen, dass LIP2p2 ein chloroplastiddres Transitpeptid tragt, wurden
subzelluldre Lokalisationsstudien mit dem Reportergen GFP (green fluorescent protein)
angefertigt. Hierzu wurden die ersten 246 bp der LIP2p2 cds, welche die ersten 82 N-
terminalen Aminosduren kodieren, in den Vektor pGFP2 kloniert. Mit diesem Vektor wurden
Tabakprotoplasten transformiert um zu ermitteln, in welche subzellularen Kompartimente das
GFP durch das LIP2p2-Transitpeptid transportiert wird. Die mikroskopischen Aufnahmen
bewiesen, dass das GFP durch die Fusionierung mit den ersten 82 AS von LIP2p2 eindeutig
in den Chloroplasten lokalisiert ist. In der Kontrolle hingegen, in der die Protoplasten mit dem
leeren Vektor transformiert wurden, konnte die Fluoreszenz des GFP nur im Zytosol

nachgewiesen werden.
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A

Abbildung 3.43 Subzelluldre Lokalisation von LIP2p2 mittels GFP-Fusionsstudien

Tabakprotoplasten wurden mit dem Plasmid pGFP2-LIP2p2, das die cds der ersten 82 N-terminalen
Aminosauren von LIP2p2 enthielt, transformiert (A, B, C). Der leere Vektor diente als Kontrolle (D, E,
F). Die grine Fluoreszenz des GFP (A, D), die rote Fluoreszenz des Chlorophyll (B, E) und die
Kombination von griiner und roter Fluoreszenz wurden mit Hilfe konfokaler Lasermikroskopie
detektiert.

3.4.3 LIP2p2-Komplementationsstudien der lipoylierungsdefizienten E. coli
Mutante TM137

Um die Funktionalitdt der Octanoyl-Transferase-Aktivitat der LIP2p2 zu belegen, wurde die
gesamte LIP2p2 verschlisselnde Nukleotidsequenz in den Expressionsvektor pASK-
IBA7plus Kkloniert. Der mit diesem Konstrukt transformierte E. coli TM137 Stamm (Morris et
al., 1995) wurde fiir Komplementationsstudien verwendet. Da TM137 durch einen Knock-out
sowohl der LPLA (Lipoat-protein Ligase A) als auch der LIPB (Octanoyl-Transferase) nicht in
der Lage ist E2-Untereinheiten liponsdureabhangiger Enzyme zu lipoylieren, bendétigt er
Acetat und Succinat (Bypass der PDH und KGDH) fiir ein adaquates Wachstum. Ohne diese
Zusatze ist es TM137 nicht mdoglich, in Minimalmedium zu wachsen. Die
Wachstumsversuche auf M9-Minimalmedium-Platten zeigen, dass untransformierte TM137
Zellen sowie Zellen, in die der leere Vektor transformiert wurde, nicht ohne Acetat und
Succinat wachsen kénnen (Abbildung 3.44 Sektion B2 vs. C2, Sektion B3 vs. C3).
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Abbildung 3.44 Genetische Komplementation der E. coli lipB/lplA Nullmutante TM137 durch
die Expression der LIP2p2 cds

1 - K12 (E .coli Wildtyp); 2 — TM137 (/lipB/IplA Mutante); 3 — TM137 transformiert mit pASK-IBA7plus
und 4 — TM137 transfomiert mit pASK-IBA7plus/LIP2p2. Die Zellen wurden auf Minimalagar-Platten
(M9) mit 200 ng/ml Anhydrotetracyclin ausgestrichen, die verschiedene zusétzliche Substanzen
enthielten; 0,4% Glukose (G), 5 mM Na-Acetate (A), 5 mM Na-Succinat (S), 50 ug/mL Kanamycin
(Kan), 10 yg/mL Tetracycline (Tet), 50 pg/mL Ampicillin (Amp). Die Platten wurden fur zwei Tage bei
37 °C inkubiert.

Die mit pASK-IBA7plus/LIP2p2 transformierten TM137 Zellen hingegen kdénnen auf
Minimalmedium mit Glukose als einziger C-Quelle wachsen (Abbildung 3.44 Sektion C4).
Diese Ergebnisse konnten mit Wachstumsversuchen in flissigem Minimalmedium mit
Glukose, Acetat und Succinat bestatigt werden. Auch in M9-Minimalmedium wuchsen
LIP2p2 exprimierende TM137 Zellen wesentlich schneller als untransformierte Zellen bzw.
TM137 Zellen, welche nur den nicht-rekombinanten Vektor pASK-IBA7plus enthielten
(Abbildung 3.45 oben).

Interessanterweise nahrten sich LIP2p2 exprimierende Zellen, welche in LB-Medium
wuchsen starker dem Wachstumsverhalten der Wildtypkontrollzellen (K12) an, als dies bei
Kultivierung in Minimalmedium der Fall war. Deshalb wurde in einem analogen Ansatz mit
Minimalmedium mit bzw. ohne Liponsaure Uberpriift, ob LIP2p2 gegebenenfalls Ligase-
Aktivitdt aufweist. Das Ergebnis des 48 Stunden Wachstumstests belegt eindeutig, dass
keine Steigerung des Wachstums von mit pASK-IBA7plus/LIP2p2 transformierten Zellen
durch die externe Gabe von Liponséure zu verzeichnen ist (Abbildung 3.46). Somit ist davon
auszugehen, dass LIP2p2 keine Ligase-Aktivitat besitzt. Das verbesserte Wachstum in LB-

Medium kénnte aufgrund eines verstarkten Nahrungsangebotes hervorgerufen werden.
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Abbildung 3.45 Wachstum von E. coli TM137 Zellen mit und ohne LIP2p2 Komplementation

Die Stdmme wurden entweder in Minimal-M9-Glukosemedium (oben) bzw. in LB-Medium (unten) mit
Acetat und Succinat bei 37 °C kultiviert. Alle Kulturen wurden durch Zugabe von 200 nmol/ml

Anhydrotetracyclin induziert und die OD®® alle zwei Stunden vermessen (Standardabweichung: 3
unabhangige Ansatze)
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Abbildung 3.46 Wachstumsraten von E. coli Stdmmen bei 37 °C mit (+LA) und ohne (-LA)
500 ng/ml Lipoat.

Die Stdmme wurden in Minimal-M9-Glukosemedium mit Zusatz von Acetat, Succinat und
Anhydrotetracyclin kultiviert. Verwendeten Stdamme: 1, K12 (Wildtyp); 2 TM137 (IplA/lipB); 3 TM137
mit pASK-IBA7plus und 4, TM137 mit pASK-IBA7plus/LIP2p2 transformiert.

3.4.4 LIP2p2 und LIP2p sind redundant in Arabidopsis

Die beiden chloroplastidaren Lipoyl-Transferasen LIP2p und LIP2p2 werden in allen
Organen von Arabidopsis, wenn auch in leicht unterschiedlichen Mengen, transkribiert. Somit
wurde spekuliert, dass beide Gene redundant sind. Ein Knock-out der LIP2p fihrt zu keiner
sichtbaren Veradnderung im pflanzlichen Wachstum. Die Vermutung lag nahe, dass es
ebenfalls méglich sein misste homozygote T-DNA-Insertionslinien von LIP2p2 zu isolieren.
Aus diesem Grund wurden mehrere unabhangige T-DNA Linien von dem Stockcenter NASC
geordert. In drei dieser Linien (SALK_036960, SALK_ 118482 und SALK_037156) konnte,
trotz umfangreicher Bemihungen, keine Insertion mittels PCR mit einem genspezifischen
Primer und einem Primer fir die left border der T-DNA amplifiziert werden. Einzig in der Linie
SALK 038140 (/lip2p2-1) konnte die Insertion bestatigt werden.
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Abbildung 3.47 Positionen der T-DNA untersuchter Linien von Enzymen des plastidaren
Liponsaure-Metabolismus (schematisch)

Die Sequenzierung des Amplifikats der PCR ergab, dass die Insertion 106 bp (Position bp 97
vom Start-ATG) upstream von der angegebenen Position und somit im ersten Exon von
LIPZ2p2 liegt. In der F2-Generation der von NASC erhaltenen Samen konnten homozygote
Pflanzen fir die T-DNA isoliert werden (Abbildung 3.48). Diese Pflanzen weisen ebenfalls
keine sichtbaren Verdnderungen zu Wildtyppflanzen auf. Dieser Befund bekraftigte die
Vermutung, dass sich beide Gene gegenseitig ersetzen kénnen und die Pflanzen somit

keinerlei Beeintrachtigungen durch den Ausfall eines der beiden Gene erfahren.
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Abbildung 3.48 Isolation von homozygoten LIP2p2 Arabidopsis T-DNA-Insertionsmutanten
A: Die LIP2p2 Knock-out-Mutante /lip2p2-1 weist keine Veranderung zu Wildtyppflanzen auf

B: Die PCR mit genomischer DNA zeigt das Vorhandensein des intakten LIP2p2-Gens im Wildtyp
(WT), fehlt jedoch in der homozygoten LIP2p2 T-DNA-Linie SALK_038140 (-7). Zum Nachweis des
intakten LIP2p2-Gen (gene) wurde die Primerkombinationen P211/P437, zum Nachweis der Insertion
P212/R741, verwendet.

C: RT-PCR, zum Nachweis des Fehlens des LIP2p2-Transkripts in SALK_038140 (-7) und dessen
Prasenz im Wildtyp (WT). Die verwendeten Primer waren P211 und P230, sowie R176/R177 (S16) als
Kontrolle fiir intakte cDNA (M, Marker 100 bp ladder Fermentas)

Zum entglltigen Beweis der Theorie, dass die beiden Lipoyl-Transferasen LIP2p und LIP2p2
redundant sind und keine weiteren Enzyme fiir das Uberleben der Knock-out-Mutanten
dieser Gene verantwortlich sind, wurden die homozygoten Linien lip2p-2 und lip2p2-1
gekreuzt. Pflanzen der F2-Generation wurden auf einen doppelten Knock-out untersucht. Es
konnten keine doppelt homozygoten Pflanzen isoliert werden. In den Schoten von homo-
/heterozygoten Pflanzen wurden normale und verkrippelte Samen entdeckt (Abbildung
3.49). Dies war der Beweis dafir, dass der doppelte Knock-out der LIP2p und LIP2p2 zur
Embryoletalitdt fuhrt. Somit konnte gezeigt werden, dass beide plastidare Lipoyl-
Transferasen zusammen essentiel fir die Lipoylierung der PDH E2-Untereinheit sind und

keine weiteren kompensatorischen Wege in den Plastiden von Arabidopsis existieren.
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Abbildung 3.49 Der Doppel-Knock-out von LIP2p und LIP2p2 fiihrt zur Embryoletalitat

A, B: Mikroskopische Aufnahmen jingerer und alterer Schoten heterozygot/homozygoter (32) und
homozygot/heterozygoter (45) lip2p-2/lip2p2-1 T-DNA-Insertionsmutanten mit normalen (1) und
deformierten (2) Samen.

C: Normale (1) und deformierte (2) mit Hoyerscher Lésung entfarbte Samen jingerer Schoten. Die
Embryonen werden durch die Pfeile markiert.

D: Transkript-Knock-out der LIP2p- bzw. LIP2p2-Transkripte in den Linien 45 und 32. Bei der
offensichtlichen Doppelbande (LIP2p) handelt es sich um die erwartete Transkriptbande (obere
Bande) sowie um eine mRNA-Spliceform (untere Bande). Ausfiihrlich beschrieben im Anhang (7.2.3)

E links: PCR-Nachweis der T-DNA-Insertion von SALK 085456 (/ip2p-2) und SALK_038140 (/ip2p2-1)
in den Linien 32 und 45.

E rechts: PCR-Nachweis des endogenen LIP2p- bzw. LIP2p2-Gens in den Linien 32, 45 und im
Wildtyp.
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4 Diskussion

4.1 mtKAS ist ein wichtiges, jedoch nicht obligatorisch notwendiges

Enzym fir die mitochondriale Proteinlipoylierung in Arabidopsis

Durch die Genkartierung der durch EMS-Behandlung erzeugten Mutation konnte gezeigt
werden, dass im mtKAS-Gen von mtkas-1 (g/d1) ein Basenaustausch am Ende des 7.
Introns vorliegt (Abbildung 1.3). Die vergleichenden Analysen mit T-DNA Insertionsmutanten
belegten zweifelsfrei, dass diese detektierte Punktmutation im Gen der mitochondrialen 3-
Ketoacyl-[Acyl Carrier Protein] (ACP) Synthase die Ursache fiir den dramatisch veranderten
Phéanotyp dieser Mutante darstellt. Die eindeutig als homozygot vorliegenden mtKAS T-DNA-
Insertionsmutanten (Abbildung 3.2) weisen den gleichen photorespiratorischen Phanotyp
(langsameres, chlorotisches Wachstum unter Normal-Luft Bedingungen, jedoch
wildtypdhnliches Wachstum unter erhéhten CO2-Bedingungen) auf. Dieses Wachstum sowie
weitere Analysen z. B. GDC-Messung, Bestimmung bestimmter Aminosdure-Gehalte usw.
(Somerville and Ogren, 1982) war viele Jahre der Grund fir die Annahme, dass es sich bei
mtkas-1 um eine Mutante mit einer Mutation in einem der Gene der Glycin-
Decarboxylaseproteine  handeln misse. Die mtKAS-Mutanten zeigen &hnliche
Veranderungen im Aminosaurespektrum wie beschriebene Mutanten im C,-Zyklus
(Somerville and Ogren, 1981 usw.; Schjoerring et al., 2006; Eisenhut et al., 2008). Der stark
erhdhte Anstau von Glycin wahrend der Lichtperiode, gekoppelt mit dem komplementéren
Anstau von Serin wahrend der Dunkelphase (Abbildung 3.5) ist ein sicheres Merkmal fir
eine Stérung im mitochondrialen Schritt des photorespiratorischen Umsatzes von 2-
Phosphoglycolat zu 3-Phosphoglycerat. Dieser dramatische Glycin-Anstau verursacht
wiederum einen Rickstau der Metabolite Glyoxylat (Abbildung 3.6) und Glycolat (Eisenhut et
al., 2008), den Vorstufen von Glycin im C,-Zyklus. Dieser Anstau wird hervorgerufen, da die
Mitochondrien von mtKAS-Mutanten nicht mehr in der Lage sind Glycin umzusetzen
(Abbildung 3.7). Jedoch konnte durch diese Arbeit gezeigt werden, dass es sich bei dem
Defekt der GDC nicht um eine Mutation in einem der GDC-Proteine handelt. In mitkas-
Pflanzen liegt eine indirekte Unterdriickung der enzymatischen Aktivitat, hervorgerufen durch
das nahezu vollstdndige Fehlen der wichtigen prosthetischen Gruppe Liponsdure am H-
Protein, vor (Abbildung 3.10). Diese prosthetische Gruppe fehlt teilweise auch, jedoch in
abgeschwachter Form, an den E2-Einheiten der Enzymkomplexe Pyruvat-Dehydrogenase
und a-Ketoglutarat-Dehydrogenase, deren Aktivitdten in mtkas-Mitochondrien um ca. 60 %
bzw. 80 % reduziert sind (Abbildung 3.8). Allerdings fihrt diese, im Vergleich zum H-Protein
abgeschwachte LA-Reduktion, nur unwesentlich zu verringerten Umsatzraten von
Substraten des TCA-Zyklus (z. B. Malat Abbildung 3.7).
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Der Grund der LA-Reduktion der Proteine in den mtKAS-Mutanten ist begriindet durch das
fehlende Produktspektrum der mtKAS. Die mtKAS synthetisiert als einzig bekannte
mitochondriale FAS verschieden lange Fettsduren am Acyl-Carrier-Protein. Vorrangig sind
dies Cg und C44-Cs lange Fettsduren (Gueguen et al., 2000; Yasuno et al., 2004). Dieses
bimodale Produktspektrum beruht auf der Tatsache, dass die Acyl-Bindetasche durch die
Rotation von lle154 bzw. Met154 (AtmtKAS bzw. HsmtKAS) erweitert werden kann (Olsen et
al., 2004; Christensen et al., 2007). Das gebildete Cs-ACP ist Ausgangsprodukt fir die
Lipoyl-(Octanoyl-)Transferase, welche die Octanoylgruppe auf die jeweiligen E2-
Untereinheiten bzw. das H-Protein Gbertragt. Dort wird die fertige Liponsaure durch den
Einbau von 2 Schwefelatomen durch die Lipoat-Synthase vervollstandigt.

Durch den Knock-out in den mtkas-Pflanzen wurde somit der bisher einzig bekannte Weg
zur de novo Synthese von Octanoyl-ACP im Mitochondrium geblockt. Hieraus resultiert eine
marginale Restlipoylierung (< 5 %) des H-Proteins der GDC, welche sich in einer schweren
Stérung des photorespiratorischen Metabolismus duRert.

Die Befunde der Untersuchungen der mtKAS-Mutanten lassen den Schluss zu, dass die
mitochondriale Proteinlipoylierung, wenn auch nur in sehr geringem Mafe (H-Protein), auch
unabhangig von der mtKAS katalysierten Octanoyl-ACP Synthese ablaufen kann.

Der Ausfall der mtKAS fuhrt in Arabidopsis jedoch zu vergleichsweise geringen
Beeintrachtigungen des pflanzlichen Wachstums. Hefezellen mit Defekten des mtFAS I
Stoffwechselweges hingegen, haben kleinere Mitochondrien und einen
respirationsdefizienten Phanotyp (Schonauer et al., 2009; Hiltunen et al., 2009). Aufgrund
der Mdglichkeit des anaeroben Stoffwechsels ist es dennoch méglich diese Hefemutanten zu
kultivieren. Der Unterschied zwischen Arabidopsis- und Hefemutanten mit Defekten der
mitochondrialen Fettsduresynthese konnte durch die differenzierte Komplexitdt des
Zellaufbaus und somit voéllig verschiedenen Bereitstellungen von Fettsduren aus
unterschiedlichen Organellen (z. B. pflanzliche Chloroplasten, Peroxisomen usw.) bedingt
sein.

Da bisher keine Hinweise fir einen mitochondrialen mtKAS unabhdngigen Octanoyl-ACP
Syntheseweg bekannt sind, ist es wahrscheinlicher, dass es zu einem Import von Octanoat
aus dem Zytosol kommt. Mdégliche Quellen kénnten z. B. die B-Oxidation langkettiger
Fettsduren der Peroxisomen (Graham and Eastmond, 2002; Rylott et al., 2006) oder die
Versorgung mit Fettsduren aus dem Chloroplasten sein (Koo et al., 2004; Jouhet et al.,
2004). Es ist bekannt, dass in Pflanzen der Chloroplast der Hauptsyntheseort fiir Acyl-
Gruppen, welche in Zellmembranen eingebaut werden, ist (Ohlrogge et al., 1979). Ebenfalls
sind Transportmechanismen und beteiligte Proteine des Transfers zwischen dem
Chloroplasten und dem Endoplasmatischen Retikulum (Xiao and Chye, 2009; Benning,

2009; Xu et al., 2010) sowie zwischen Chloroplast und Peroxisom (Kunz et al., 2009) bereits
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naher untersucht. Es ware somit absolut denkbar, dass der Transfer von Fettsduren aus
anderen Zellkompartimenten den Ausfall der mtKAS kompensieren kann, auch wenn diese
Prozesse bisher weniger gut untersucht sind. Neuere Befunde aus E. coli belegen das
Vorkommen freier Cg-Fettsduren in den bakteriellen Zellen, eine bis dato unbekannte
Entdeckung (Hermes and Cronan, 2009; Rock, 2009). Woher diese freien Octansduren
stammen und ob solche kurzen freien Fettsduren eventuell auch in pflanzlichen
Mitochondrien existieren, bedarf in Zukunft n&herer Untersuchungen. Da die
Hauptversorgung des Mitochondriums mit Octanoyl-ACP via mtKAS-Synthese durch den
Knock-out in mtkas-Linien unterbrochen wurde, schien die Annahme plausibel, dass die
gefundene Restlipoylierung von Enzymen, welche freie Fettsduren fiir die Octanoylierung
nutzen kénnen, bewerkstelligt wird. In Reis konnten Kang et al., 2007 ein Enzym (OsLPLA)
mit hoher Sequenzédhnlichkeit zur Lipoat-protein Ligase A aus E. coli, welche Proteine mit
freier Liponsadure/Octanséure lipoyliert (Morris et al., 1994), identifizieren. Die OsLPLA
scheint putativ mitochondrial lokalisiert zu sein. In dieser Arbeit konnte eine Sequenz fiir ein

homologes Enzym in Arabidopsis identifiziert und naher charakterisiert werden.

4.2 Die Bedeutung der AtLPLA und der LIP2 in der mitochondrialen
Proteinlipoylierung

Die Entdeckung einer Lipoat-protein Ligase A in Reis (Kang et al., 2007) bestéarkte die
Annahme, dass ein homologes Enzym in Arabidopsis fir das Restlipoylierungsmuster in
mtKAS-Mutanten verantwortlich sein kénnte. In dieser Arbeit wurde eine AtLPLA identifiziert
und erstmalig experimentell gezeigt, dass pflanzliche LPLAs im Mitochondrium lokalisiert
sind (Abbildung 3.16). Um die Aufgabe von pflanzlichen LPLAs ndher zu untersuchen,
sollten Knock-out-Linien selektiert werden. Die Befunde, dass die LPLA aus Arabidopsis ein
essentielles Enzym fiir die Samenentwicklung ist, da der Knock-out zu einem embryoletalen
Phanotyp flhrt, beweist, dass die Aufgabe des Enzyms in Pflanzen nicht nur in der
Rickfihrung bzw. im Recycling von Liponséure liegen kann.

E. coli LPLA Knock-out-Mutanten hingegen zeigen keinerlei Wachstumsdefizite, da die
Proteinlipoylierung ganzlich von den Enzymen des Lipoat-Syntheseweges (ibernommen wird
(Morris et al., 1995). Die EcLPLA dient dem Bakterium um externe Liponsdure/Octansédure
aus der Umgebung nutzbar zu machen. Obwohl E. coli Zellen auch freie interne Octansaure
beinhalten, liegen die Konzentrationen unterhalb der gemessenen K.,-Werte der E. coli
LPLA und kénnen somit nicht fir die Proteinlipoylierung verwendet werden (Hermes and
Cronan, 2009). Durch Wachstumsversuche von E. coli Stdammen, denen die Lipoyl-
Transferase fehlte, konnten Klone mit mutierten EcLPLA Formen detektiert werden, die
verringerte K,-Werte fir Octanoat zeigten. Diesen Klonen war es mdglich durch die Nutzung

der intrazellularen Octansaure auf Minimalmedium-Platten zu wachsen. Eine der mutierten
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EcLPLA-Formen hatte einen 20fach verringerten K,-Wert aufgrund eines
Aminosdureaustausches in Position 19 von V—L (Abbildung 3.12), welcher mdglicherweise
die Affinitdt des Proteins fiir Octansdure durch die Bildung einer hydrophoberen Umgebung
erhdht (Hermes and Cronan, 2009). Die Autoren merkten jedoch an, dass die K-Wert-
reduzierenden Mutationen in den LPLA-Proteinen anderer Organismen nicht konserviert
sind. Jedoch wurden bei den vergleichenden Untersuchungen keine pflanzlichen LPLA
Sequenzen einbezogen. In pflanzlichen LPLAs (OsLPLA, AtLPLA und weitere putative
LPLAs), welche hier fur ein Aminosdure-Alignment verwendet wurden, scheint das Leucin an
genau der beschriebenen Position hoch konserviert zu sein (Abbildung 3.12, Pfeil). Trotz
bisher fehlender Beweise ist es vorstellbar, dass freie Octansdure auch im Mitochondrium
existiert und es scheint zudem nachvollziehbarer, dass in pflanzlichen Mitochondrien
Octanoat (bzw. die aktivierte Form) und nicht freie LA das Substrat fiir die LPLAs darstellt.
Bisher  konnten  jedoch nur  geringe Enzymaktivitaten der AtLPLA in
Komplementationsstudien (Abbildung 3.17; Abbildung 3.18) bzw. in in vifro Assays
(Abbildung 3.20) ermittelt werden, was dieser Theorie widersprache. Es existieren jedoch
analoge Daten von Komplementationsanalysen der LPLA aus Thermoplasma acidophilum,
einer LPLA, welche eine vergleichbare Lange wie die AtLPLA hat, und von der gezeigt
wurde, dass diese kiirzere LPLA ein sogenanntes ,Helfer-Enzym“ (LPLB) bendtigt. Dieses
Enzym ist notwendig, um zusammen mit der TaLPLA, Lipons&ure unter Verwendung von
ATP zu Lipoyl-AMP zu aktivieren, welches dann von der TaLPLA verwendet werden kann
um Apoproteine zu lipoylieren (Christensen and Cronan, 2009; Posner et al., 2009). Bei
LPLAs der l&dngeren Form, z. B. der EcLPLA, ist die CTD (C-ferminal domain) essentiell fur
die Aktivierung von LA. Die Autoren gehen davon aus, dass der Lipoyl-Ligase-Komplex in
Archeaen (LPLA und LPLB als separate Proteine) ein evolutionares Relikt sein kénnte und
die accessory domain im Lauf der Evolution an die Ligasesequenz angefiigt wurde
(Christensen and Cronan, 2009).

Die Versuche in dieser Arbeit, die in vitro Aktivitat der AtLPLA bzw. der OsLPLA durch die
Fusion mit der CTD der EcLPLA zu steigern, schlugen fehl. Der Grund hierfur ist eventuell
die abweichenden Proteinsequenzen zwischen pflanzlichen und bakteriellen LPLAs. Auch
die separate Zugabe der CTD als eigenstandiges nicht fusioniertes Protein, resultierte nicht
in einer messbaren Proteinoctanoylierung.

Die einzig gemessene in vitro Aktivitat der AtLPLA wurde verzeichnet, als TM137 Lysat als
Apoprotein im Enzymassay eingesetzt wurde (Abbildung 3.20). Die Signalstarke der
radioaktiven Markierung der TM137 Apoproteine nahm jedoch bei erhéhter Gabe von
AtLPLA nicht zu, sondern eher ab. Da die AtLPLA in BL21 Zellen exprimiert wurde, wéren
Verunreinigungen mit ECLPLA und die hieraus resultierenden leichten Aktivitaten durchaus

denkbar. Diese Tatsache kann jedoch aus folgenden Griinden ausgeschlossen werden:
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Erstens misste die gefundene Aktivitdt bei erhéhtem Volumen von AtLPLA Sauleneluat
ebenfalls ansteigen, wenn es sich um co-aufgereinigte ECLPLA Aktivitdt handeln wirde. Dies
war jedoch nicht der Fall. Zweitens musste diese geringe EcLPLA Aktivitdt bei allen
Apoprotein-Ansatzen und nicht nur bei TM137 Extrakt zu verzeichnen sein, da eindeutig
gezeigt wurde, dass die EcCLPLA auch alle anderen Apoproteine (AtGLDH1 oder mtkas-2
Mitochondrien) octanoylieren kann. Das TM137 Lysat, welches fir den Ansatz in Abbildung
3.20 A verwendet wurde, wurde relativ frisch aus TM137 Zellen extrahiert, d. h. einen Tag
vorher hergestellt und tber Nacht bei -20 °C eingefroren. Dasselbe Lysat wurde ca. zwei
Wochen spéter fir den Ansatz B in Abbildung 3.20 genutzt. Eine Erklarung fir diese Befunde
kénnte ein zusatzliches Enzym im TM137 Lysat (in E. coli) sein, welches freie, extern
gereichte, radioaktiv markierte Octansdure aktivieren kann. Dieses Enzym wuirde bei
l&ngerer Lagerung bei -20 °C an Aktivitat verlieren, weshalb auch bei erh6hten Zugaben von
AtLPLA keine Steigerung, sondern eher eine Abnahme der Signalstérken detektiert wurde.
Dies wuirde auch erkldren, warum nur bei Verwendung von TM137 Lysat als
Apoproteinzusatz und auch nur kurz nach Aufbereitung von TM137 Lysat, AtLPLA Aktivitat
erkennbar war. Diese Erkenntnisse stimmen mit Befunden von, mit Thermoplasma LPLA
komplementierten, TM131 Zellen (lipA/lplA) Gberein, welche ebenfalls geringe KGDH und
PDH Aktivitdten zeigten. In Jjn vitro Tests mit gereinigter Thermoplasma LPLA konnte
hingegen nie Aktivitat mit freier Liponsdure/Octansdure gemessen werden (McManus et al.,
2006; Christensen and Cronan, 2009). Die Autoren schlussfolgerten, dass die LPLA
entweder in sehr geringem MalRe ohne LPLB Liponsdure aktivieren kann oder dass ein LA
aktivierendes, bisher unbekanntes Enzym in E. coli vorhanden sein muisse.

All diese Erkenntnisse lassen darauf schlielten, dass in pflanzlichen Mitochondrien ein bzw.
mehrere Enzyme existieren, welche notwendig sind um Octansaure fir die Nutzung durch
die pflanzlichen LPLAs zu aktivieren. BLAST search Analysen, bei denen bakterielle LPLB
bzw. CTD Aminosduresequenzen verwendet wurden um &hnliche Peptide im Arabidopsis
Genom zu identifizieren, erbrachten keine aufschlussreichen Erkenntnisse. Jedoch gibt es in
den bekannten LPLB/CTD Sequenzen nur wenige hoch konservierte Aminosauren und
zudem sind diese Sequenzen relativ kurz (ca. 80-100 AS). Daher ist es unwahrscheinlich
durch Sequenzvergleiche Kandidatenproteine in Arabidopsis zu identifizieren.

In tierischen Organismen benétigt die Lipoyl-Transferase ein sogenanntes lipoate-activating
enzyme (LAE) zur Aktivierung von Liponsaure/Octansaure. Saugetier-Lipoyl-Transferasen
fehlt die Fahigkeit selbsténdig Lipoyl-AMP zu synthetisieren (Fujiwara et al., 1997; Fujiwara
et al., 2001; Fujiwara et al., 2007). LAE ist ein ca. 580 AS langes Protein, welches bevorzugt
GTP anstelle von ATP fir die Aktivierung von LA nutzt. Sequenzvergleiche von LAE mit dem
Arabidopsis Genom (BLASTP) ergaben, dass LAE die héchsten Ahnlichkeiten zu einer

groflen Superfamilie von sogenannten acyl-activating enzymes (AAE) besitzt. Diese Gruppe
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von Enzymen wird als Enzymgruppe, die verschiedene Carbonséure als Substrat verwenden
und durch die Pyrophosphorylyse von ATP enzymgebundene Acyl-AMP Intermediate
formen, definiert (Shockey et al., 2003). Zu dieser Gruppe gehdren acyl:coenzymeA
synthases (ACS), wie z. B. 4CL-like ACS (4-coumarate:CoA ligase) oder long-chain acyl-
CoA synthetases (LACS) (Shockey et al.,, 2003; Souza et al., 2008). Die AAEs sind in
verschiedene Stoffwechselwege involviert. Diese wéaren z. B. die Phylloquinone Synthese
(Kim et al., 2008b), die Biosynthese von Jasmonat (Koo et al., 2006) oder die Beteiligung in
der Aktivierung und Elongation von exogenen Fettsduren durch plastidare Acyl-Acyl Carrier
Protein Synthasen (Koo et al., 2005). Bisher konnten nur AAEs in Peroxisomen (z. B. Souza
et al., 2008) oder in den Plastiden (z. B. Kim et al., 2008b) lokalisiert werden. Von einer
groRen Anzahl AAEs ist die Funktion sowie die Lokalisation noch nicht nachgewiesen und es
ware somit denkbar, dass es mitochondriale AAEs gibt, die an der Aktivierung von Octanoat
zu Octanoyl-AMP als Substrat fUr die Lipoat-protein Ligase A beteiligt sind. In zuklnftigen
Arbeiten wird es notwendig sein zu untersuchen, ob eine gesteigerte Aktivitadt der LPLA bei
Gabe von Octanoyl-AMP zu verzeichnen ist. Hierbei kdnnte die Nutzung des tierischen LAE
als Enzym fur die Bereitstellung von aktivierter Octansdure/Liponsaure hilfreich sein. Bei
erfolgreichen Proteinlipoylierungen/-octanoylierungen und somit der Bestatigung der Theorie,
dass die AtLPLA durch ATP bzw. GTP aktivierte Cg-Fettsduren als Substrat verwendet,
misste im néachsten Schritt das verantwortliche analoge LAE Enzym in Arabidopsis
identifiziert werden.

Ein interessanter Befund der AtLPLA Komplementationsstudien in TM137 war die
Substratpraferenz der AtLPLA zur E2-Untereinheit der Pyruvat-Dehydrogenase (Abbildung
3.17). Nach 12 Stunden konnten in der E. coli Mutante TM137 nur lipoylierte PDH E2-
Untereinheit, jedoch keine lipoylierten KGDH E2-Untereinheit detektiert werden. Erst nach 24
Stunden wurde im Western Blot gebundene Liponsdure an der E2-Untereinheit der KGDH
nachgewiesen. Generell kann angenommen werden, dass die Ursache fir die langsame
bzw. geringe Komplementation das Fehlen der LA aktivierenden Doméane der AtLPLA ist.
Somit war, die in TM137 Zellen exprimierte, AtLPLA auf die Versorgung mit Lipoyl-AMP
durch ein bisher unbekanntes, anscheinend wenig aktives Enzym in den E. coli Zellen
angewiesen. Auch Lipoat-protein Ligasen aus anderen Organismen scheinen spezifische
Apoprotein-Substratspezifitaten zu haben. Plasmodium falciparum besitzt zwei Lipoat-protein
Ligasen PfLIPLA1 und PfLIPL2 (Giinther et al., 2007; Allary et al., 2007; Ginther et al.,
2009). In analogen Komplementationsstudien konnte gezeigt werden, dass diese beiden
Ligasen, bei der Expression in der E. coli Mutante TM136, verschiedene Apoproteine in
unterschiedlich starkem Male lipoylieren. Wahrend PfLIPL1 eine anscheinend hdhere
Affinitdt zu KGDH besitzt, konnten bei PfLIPL2 ebenfalls nur lipoylierte PDH E2-Untereinheit
im Western Blot detektiert werden (Allary et al., 2007). Aktivitdtsmessungen der PDH und
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KGDH von komplementierten TM131-Zellen ergaben, dass auch die LPLA aus
Thermoplasma acidophilum, wie PfLIPL1, E2-Untereinheiten der KGDH schneller lipoyliert.
Dadurch wurden hoéhere Aktivitdten der KGDH im Vergleich zur PDH Aktivitdt gemessen
(Christensen and Cronan, 2009). Ein phylogenetischer Stammbaum, erstellt mit der
Internetplattform Phylogeny.fr (www.phylogeny.fr/), zeigt die héhere Ahnlichkeit der PfLIPL1
zu bakteriellen LPLAs. PfLIPL2 hingegen besitzt eine héhere Ahnlichkeit zu pflanzlichen
LPLAs. Diese Sequenzahnlichkeiten stehen in Ubereinstimmung mit den vergleichbaren

Substratpraferenzen der LPLAs zu unterschiedlichen Apoproteinen.

PfLIPL1
sounsf E.C.LPLA
LS.elPLA
o.s—— C.b.LPLA
S.p.LPLA
S.s.LPLA
T.a.LPLA
PfLIPL2
— A.LLPLA
0.905 — O.s.LPLA
P.p.LPLA
C.r.LPLA
L V.v.LPLA

Abbildung 4.1 Phylogenetische Analysen von Lipoat-protein Ligasen.

Die Analysen wurden mit der Internetplattform Phylogeny.fr erstellt. Verwendete Sequenzen sowie
accession numbers wie in Abbildung 3.12. Die Lipoat-protein Ligasen PfLIPL1 (DQ400341) und
PfLIPL2 (CAD52290) aus Plasmodium falciparum wurden hervorgehoben.

Durch die Herstellung und Untersuchungen der AtLPLA-RNAiI-Linien konnten wichtige
Erkenntnisse Uber die Funktion der AtLPLA im pflanzlichen Stoffwechsel gewonnen werden.
Pflanzen, bei denen die AtLPLA auf ein Minimum des normalen Gehaltes reduziert worden
war, zeigten ein gestesstes Erscheinungsbild. Sie wiesen ein verkirztes Wurzelwachstum
auf, die Rosettenblatter verfarbten sich stark violett und die aufleren Rosettenblatter fingen
nach ca. 6-8 Wochen an abzusterben (3.2.5, Linie 1). Durch die Untersuchungen des
Lipoylierungslevels konnte der ausgeprédgte Phénotyp der Linie 1 erklart werden. Die
Reduktion der AtLPLA flhrte zu stark vermindert lipoylierten mitochondrialen PDH und

KGDH E2-Untereinheiten, essentiellen Enzymen des mitochondrialen TCA-Zyklus. Hierbei
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konnten, wie schon in den mtkas Pflanzen, Unterschiede zwischen dem Blatt- und
Wourzellipoylierungsmuster detektiert werden. In Blattern fiihrte die Reduktion der AtLPLA
vorrangig zu einer Verminderung gebundener Liponsdure an den Untereinheiten der
Pyruvatdehydrogenase. Hingegen zeigten die Wurzelproteine der AtLPLA-RNAi-Pflanzen
eine &ahnlich starke LA-Reduktion aller Apoproteine (Abbildung 3.27). Durch das
Lipoylierungsmuster der AtLPLA-RNAI-Linie 21, welche ebenfalls eine starke Reduktion der
AtLPLA aufwies, konnte eine weitere wichtige Entdeckung getédtigt werden. Die Linie 21
zeigte ahnlich starke Transkript- und Proteinreduktionen der AtLPLA wie die Linie 1, jedoch
wurden keine signifikanten Verdnderungen des Wachstums der Rosetten festgestellt, was fr
eine leicht abgeschwachte Reduktion verglichen mit Linie 1 spricht. Aus dem
Lipoylierungsmuster der Linie 21 wurde ersichtlich, dass die Reduktion der AtLPLA
praferenziell die Proteinlipoylierung in der Wurzel von Arabidopsis beeinflusst. Wéhrend im
Blattlipoylierungsmuster kaum Unterschiede zwischen Linie 21 und WT erkennbar waren,
wies die Linie 21 ein stark reduziertes Lipoylierungsmuster der Wurzelproteine auf.

Wahrend der Knock-out der mtKAS zu einer dramatischen LA-Reduktion der
Blattmitochondrienproteine und keiner nachweislichen Beinflussung der Wurzelproteine
fuhrte, zeigten AtLPLA-RNAI-Linien genau komplementare Lipoylierungsmuster. Aus dieser
Tatsache I&sst sich schlussfolgern, dass die mitochondriale Proteinlipoylierung in der Wurzel
nahezu vollstdndig von der AtLPLA bewerkstelligt wird, wobei das Uber den mtKAS-Weg
synthetisierte Octanoyl-ACP nicht benétigt wird.

In Mitochondrien dient Octanoyl-ACP, welches von mtKAS produziert wird, als Vorstufe fir
die Synthese von Liponsaure (Wada et al., 1997; Gueguen et al., 2000). Die Octanoyl-[Acyl
Carrier Protein]-protein N-octanoyltransferase (kurz Lipoyl-Transferase) nutzt dieses
Octanoyl-ACP, bildet ein Acyl-Enzym Intermediat und Ubertragt die Cg-Fettsdure auf die
jeweiligen Apoproteine (Zhao et al., 2005; Kim et al., 2008a). Es wurde ermittelt, dass die
Octanoyl-Gruppe erst an die Apoproteine angehangt wird (Gueguen et al., 2000), bevor die
Lipoat-Synthase die Insertion zweier Schwefelatome an die C-6 und C-8 Position der
Octanoyl-Gruppe, gebunden am H-Protein bzw. den E2-Untereinheiten, katalysiert (Zhao et
al., 2003). E. coli Zellen kénnen bei Gabe externer Liponsaure/Octansdure wachsen, auch
wenn ein Knock-out der Lipoyl-Transferase (LIPB) und somit des Syntheseweges vorliegt
(Morris et al., 1995). In diesem Fall werden die Apoproteine von der EcCLPLA mit Hilfe freier
Liponsdure/Octansaure lipoyliert bzw. octanoyliert. Ebenfalls wurde gezeigt, dass die Lipoyl-
Transferase aus E. coli keine messbare Aktivitat mir freier Liponsdure/Octansaure und ATP
besitzt (Jordan and Cronan, Jr., 2003). In pflanzlichen Blattmitochondrien lauft der Grolteil
der Proteinlipoylierung via mtKAS und Liponsaure-Biosyntheseweg ab. Ein Ausfall der
mtKAS flihrt zu einer dramatischen Reduktion lipoylierter Mitochondrienproteine. Die

Befunde der Co-Regulation von LIP2 (mitochondrialer Lipoat-Biosyntheseweg) mit
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photorespiratorischen Enzymen, deuten auf eine Spezialisierung des LA-Metabolismus in
Pflanzen hin. Die Photorespiration ist ein Stoffwechselweg mit hohen Stoffflussraten in Cs-
Pflanzen und Defekte in der Glycin-Decarboxylase oder der Serin-Hydroxymethyltransferase
fihren zu fatalen Auswirkungen auf die pflanzliche Entwicklung (Voll et al., 2006; Ewald et
al., 2007; Engel et al., 2007). Deswegen ist es fir Pflanzen notwendig die Funktionalitdt und
die Bereitstellung der beteiligten Enzyme zu gewahrleisten. Es konnten korrelierende
Transkriptionsraten von LIP2 und den photorespiratorisch regulierten H-Proteinen (AtGLDH1
und AtGLDH3) in verschiedenen Geweben sowie Entwicklungsstadien von Arabidopsis
ermittelt werden (Abbildung 3.29). Zudem konnte erstmalig durch Western Blot Studien mit
einem Anikérper gegen LIP2 zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass die LIP2, im
Gegensatz zur AtLPLA, hauptséchlich im Blatt exprimiert wird (Abbildung 3.30). Neben den
Befunden der marginalen H-Protein Restlipoylierung in mtkas Pflanzen (Abbildung 3.10)
konnten weitere Hinweise fir die vorrangige Lipoylierung der H-Proteine in
Arabidopsisblattern erbracht werden. Untersuchungen des Lipoylierungsstatus von
mitochondrialen Blattproteinen ergaben, dass nur das H-Protein in Arabidopsis
Blattmitochondrien vollstdndig lipoyliert vorliegt (Abbildung 3.31). Zudem wurden
Uberexprimierte Flaveria H-Proteine in Arabidopsis ebenfalls lipoyliert, was sogar mit einer
Verringerung der Lipoylierung der PDH und KGDH E2-Untereinheiten einherging.

Es wurde bewiesen, dass auch der Knock-out von LIP2 in einem embryoletalen Phanotyp
(Abbildung 3.34) resultiert. Dies wiederum war Uberraschend, da mtKAS Knock-out-Pflanzen
lebensfahig sind. Beruhend auf der Annahme, dass die Lipoyl-Transferase aus Arabidopsis
genauso wie die Lipoyl-Transferase aus E. coli (Jordan and Cronan, Jr., 2003) keine freie
Liponsdure/Octansdure als Substrat verwenden kann, kann davon ausgegangen werden,
dass es noch weitere Wege als den mtKAS-Weg fiur Bereitstellung von Octanoyl-ACP im
Mitochondrium geben muss. In Pflanzen existieren mehrere Isoformen von Acyl-Carrier
Proteinen (Guerra et al., 1986; Bonaventure and Ohlrogge, 2002), wovon drei Isoformen
mitochondrial lokalisiert sind (Meyer et al., 2007). Die mitochondrialen ACPs (mtACP) liegen
vorrangig als I6sliche Matrixproteine vor. Es wurde spekuliert, dass mtACP2 hauptséachlich
am Fettsduremetabolismus und/oder in der Liponsdure-Biosynthese beteiligt ist. Hingegen
wurde angenommen, dass mtACP1 eine Rolle in der Myristiolierung von Untereinheiten
membransténdiger respiratorischer Komplexe haben kénnte. Die Funktion des schwach
exprimierten mtACP3 ist bisher noch nicht geklart (Meyer et al., 2007). Derzeit kann nur Uber
das Vorkommen mitochondrialer Enzyme, z. B. ACP-Synthasen, spekuliert werden, welche
in der Lage sind, mit transportierten Fettsduren, Octanoyl-ACP zu bilden.

Ebenfalls unerwartet war die Entdeckung, dass in AtLIP2-RNAi-Pflanzen (Linie 6) mit einer
Uber 85%igen Reduktion nicht das H-Protein geringer lipoyliert, sondern die PDH E2-

Untereinheiten eine deutliche Verringerung gebundener Liponsdure aufwiesen.
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Anhaltspunkte fur eine Erkldrung dieser Befunde liefern neuere Erkenntnisse der
Lipoylierungsmechanismen aus Hefe und Bacillus subtilis.

Die Untersuchungen der Liponsdure-Synthese und der Anheftung von LA in Hefe
Mitochondrien legt nahe, dass der Liponsdure-Metabolismus in Hefe differenzierter und
komplexer als in E. coli Zellen vonstatten geht. Fir die Proteinlipoylierung in Hefe sind
mehrerer Enzyme essentiell. So wiesen Mutanten mit Defekten in homologen Genen zu
bekannten Lipoat-Synthasen und Lipoyl-Transferasen keinerlei Restlipoylierung auf. In der
Mutante lip3A, mit einem Knock-out in einem homologen LPLA Enzym lag nur das H-Protein
lipoyliert vor. Erstaunlicherweise resultierte auch der Knock-out bzw. eine Mutation im H-
Protein in einem Fehlen der Proteinlipoylierung der PDH und KGDH. Deshalb spekulierten
die Autoren, dass mehrere Enzyme in Hefe (LIP2, LIP3, LIP5, GcV3 und eventuell Lpd1) in
der mitochondrialen Proteinlipoylierung als Komplex zusammenwirken (Schonauer et al.,
2009). Ahnliche Erkenntnisse lieferten auch die Untersuchungen der Proteinlipoylierung in
Bacillus subtilis (Christensen and Cronan, 2010; Christensen et al., 2011; Martin et al.,
2011). In diesem Gram-positiven Bakterium sind mehrere Enzyme an der Lipoylierung der
Apoproteine beteiligt. LIPM, ein Enzym, welches zu einer neuen Gruppe von Lipoyl-
Transferasen gehort, ist essentiell fir die Proteinlipoylierung aller Apoproteine. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass Bacillus sublillis eine Lipoate-protein Ligase, LPLJ, besitzt,
deren Einzel-Knock-out jedoch zu keiner Verdnderung im Lipoylierungsmuster fuhrte. Eine
faszinierende Neuerung im Verstandnis der Proteinlipoylierung stellte die Endeckung einer,
bis dato véllig unbekannten, Amidotransferase (LIPL) dar. Dieses Enzym Ubertragt H-Protein
gebundene Liponsaure auf E2-Untereinheiten. Das H-Protein dient somit als Carrier fir
Liponsdure. Die Einzel-Knock-out LIPL-Mutante zeigte keine Veringerung der H-
Proteinlipoylierung. Jedoch wies sie Beeintrachtigungen der PDH und der BCDH auf, was
aus der Notwendig der Gabe von Acetat und einem Mix aus drei short-branched-chain
carboxylic acids (Umgehung der PDH- und BCDH-Aktivitat) fir ein adequates Wachstum
ersichtlich wurde. Bei einem Doppel-Knock-out von LIPL und LPLJ wies die putative KGDH
E2-Bande im Vergleich zu den Einzelmutanten ebenfalls keine Proteinlipoylierung mehr auf.
Diese Befunde zeigen die Komplexitat der Proteinlipoylierung in Bacillus subtilis auf und
sprechen fir distinkte Rollen von LIPM und LIPL/LPLJ in der Proteinlipoylierung (Martin et
al., 2011).
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Abbildung 4.2 Model der mitochondrialen Proteinlipoylierung in Arabidopsis

In Blattmitochondrien ist die Proteinlipoylierung vorrangig von der Bereitstellung der Liponsdure aus
dem Liponséure-Biosyntheseweg abhangig (mtKAS und LIP2; LIP1 nicht ins Model integriert). Uber
den LA-Biosyntheseweg wird das H-Protein préferentiell lipoyliert. Die LPLA nimmt in
Blattmitochondrien eine wichtige Rolle bei der Lipoylierung der E2-Untereinheiten (speziell PDH-E2)
ein. Ein gewisser Teil der Octan-/Liponsédure fiir die Grundversorgung der E2-Untereinheiten stammt
aus einem, bisher unbekannten, mtKAS-unabhdngigen Syntheseweg. Erst nach vollstandiger
Lipoylierung des H-Proteins werden, Uber den LA-Biosyntheseweg produzierte, Octan-/Liponsaure an
die E2-Untereinheiten transferiert/ligiert. Die Existenz von Enzymen mit Lipoamidase- (LPA) bzw.
Enzymen mit Amidotransferase-Funktion (LIPL) ist bisher unbekannt. In Wurzelmitochondrien
hingegen werden die E2-Untereinheiten von der LPLA mit mtKAS-unabhangiger synthetisierter
Octansaure/Liponsaure lipoyliert. Hier nehmen die mtKAS und LIP2 eine untergeordnete Rolle ein,
denn die Vermutung liegt nahe, dass heterotrophe Gewebe mit Liponsdure bzw. LA-Vorstufen

(kurzkettige Fettsduren) versorgt werden.
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Die Untersuchungsobjekte Hefe und Bacillus subtillis haben den Vorteil der Mdglichkeit einer
Anzucht unter anaeroben Bedingungen, wodurch essentielle Enzyme der Atmung direkt bzw.
indirekt ausgeschaltet werden kénnen. Das Lipoylierungssystem in pflanzlichen
Mitochondrien scheint ahnlich komplex zusammenzuwirken, kann jedoch aufgrund der
Letalitdt dieser Mutanten nicht mit Hilfe von Knock-out-Studien untersucht werden. Die
Befunde der Embryoletalitat von LIP2 und AtLPLA, die Lipoylierungsmuster der RNAI-Linien,
das Lipoylierungsmuster von mtkas Pflanzen und die gefundene praferenzielle H-
Proteinlipoylierung im Blatt zeigen, dass auch in Pflanzen ein komplexes
Lipoylierungssystem besteht. Weiterhin lieferten die Ergebnisse dieser Arbeit Aufschluss
dariber, dass in Pflanzen zuséatzliche Spezialisierungen der mitochondrialen

Proteinlipoylierung fur unterschiedliche Gewebe vorkommen (Abbildung 4.2).

4.3 Die chloroplastidare Proteinlipoylierung ist autonom und beinhaltet
zwei Lipoyl-Transferasen

In Pflanzen und anderen Eukaryoten sind die meisten Enzyme, die Liponsédure als
prosthetische Gruppe bendtigen, im Mitochondrium lokalisiert. Die plastidare Pyruvat-
Dehydrogenase mit ihrer Dihydrolipoamid-S-Acetyltransferase-Untereinheit (E2), an die
Lipoat gebunden wird, stellt eine Ausnahme dar. Sie ist in Chloroplasten unabdingbar fiir die
Versorgung der Fettsdure-Biosynthese mit Acetyl-CoA (Lernmark and Gardestrom, 1994; Ke
et al., 2000; Lin et al., 2003; Tovar-Mendez et al., 2003). Die Chloroplasten sind in Pflanzen
die gréRte, jedoch nicht die einzige Quelle fiir synthetisierte Fettsduren (Ohlrogge et al.,
1979; Wada et al., 1997; Gueguen et al., 2000).

Die Chloroplasten in Arabidopsis enthalten wenigstens zwei Enzyme, die fir eine autonome
Proteinlipoylierung notwendig sind (Wada et al., 2001b; Yasuno and Wada, 2002). Das erste
Enzym, LIP2p, transferiert Octanoyl-Gruppen vom Octanoyl-ACP an Apoproteine. Das
zweite Enzym, LIP1p, vervollstdndigt die Synthese von Liponsdure zu lipoylierten PDH E2-
Untereinheiten durch den Einbau von zwei Schwefelatomen unter Verwendung von S-
Adenosylmethionin. Bisher war jedoch unbekannt, ob dieser Weg essentiell fir die
Proteinlipoylierung in Chloroplasten ist oder ob es Redundanzen gibt. Zur Untersuchung
dieser Fragestellung wurde die Tatsache genutzt, dass Pflanzen ohne die plastidare PDH
E2-Untereinheit nicht lebensfdhig sind (Lin et al., 2003). Deshalb wirden Defekte der
Enzyme des plastiddren Lipoat-Syntheseweges ebenfalls zu letalen Effekten flihren, wenn
keine redundanten Wege existierten. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der
Knock-out von LIP1p (At5g08415) tédliche Folgen fiir die Samenentwicklung hat (Abbildung
3.37). In Ubereinstimmung mit Analysen von Arabidopsis Datenbanken, in denen keine

zweite plastidare Lipoat-Synthase entdeckt werden konnte, zeigt dieses Ergebnis die
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Einzigartigkeit von LIP1p und belegt, dass die Funktion von LIP1p in Arabidopsis nicht durch
alternative Wege umgangen werden kann. Das bisher einzig bekannte Enzym eines
alternativen Stoffwechselweges ist die Lipoat-protein Ligase A (LPLA), die freie Liponsdure
aktivieren kann bzw. aktivierte LA nutzt um Proteine zu lipoylieren. Jedoch konnte keine
plastidare homologe Sequenz zu der in dieser Arbeit beschriebenen, mitochondialen LPLA
ermittelt werden. Somit scheint die chloroplastidare Proteinlipoylierung nicht nur vollstandig
autonom zu sein, sondern auch isoliert von externen Liponsaure-Quellen.

Dem gegenilber standen die Befunde, dass die homozygoten Mutationen von LIP2p zu
keinen sichtbaren Effekten in Wachstum und Entwicklung von Arabidopsis fihrten
(Abbildung 3.38). Dies ist begriindet in der Entdeckung einer weiteren Lipoyl-Transferase
(LIP2p2), welche sehr hohe Ahnlichkeit zur bekannten LIP2p aufweist (Abbildung 3.39).
Durch Lokalisationsstudien konnte zweifelsfrei belegt werden, dass LIP2p2 im Chloroplasten
lokalisiert ist (Abbildung 3.42; Abbildung 3.43). In Komplementationsstudien mit dem E. coli
Stamm TM137 wurde die Funktionalitdt von LIP2p2 bewiesen (Abbildung 3.44). Zudem
erbrachten die Zugaben von externer LA kein verbessertes Wachstum der LIP2p2
exprimierenden TM137 Zellen, was gegen eine Lipoat-Ligase Aktivitdt spricht (Abbildung
3.46). LIP2p2 wurde mit Hilfe von Sequenzvergleichen (BLAST Analysen) als Uniprot
Aminosduresequenz POC7R2 identifiziert. Das vorhergesagte Genmodel fir die
entsprechende chromosomale Lokalisation ist bisher falsch annotiert und bedarf einer
Berichtigung (Abbildung 3.40). Dieses falschlich annotierte Genmodel kdnnte auch erkléren,
warum es Wada et al. (2001b) nicht méglich war LIP2p2-Transkript zu amplifizieren. LIP2p2-
Expression konnte in allen untersuchten Organen von Arabidopsis nachgewiesen werden,
wobei LIP2p2 etwas stérker als LIP2p in den Bliten und Schoten exprimiert wird. LIP2p
hingegen scheint dominanter in Wurzeln und Bléattern transkribiert zu werden (Abbildung
3.41). Der Knock-out von LIP2p2 flhrte wie bei LIP2p zu keiner Verdnderung im
Pflanzenwachstum. Somit kann festgehalten werden, dass der Chloroplast von Arabidopsis
zwei redundante Lipoyl-Transferasen, welche Octanoyl-Gruppen an die PDH E2-Untereinheit
binden, enthélt. Im Gegensatz hierzu wird der Einbau von Schwefelatomen zur Synthese des
Lipoylarms von nur einem Enzym LIP1p katalysiert.

Liponsdure gilt als einzigartiges Antioxidans aufgrund seiner Ld&slichkeit sowohl in der
Wasser- als auch in der Lipidphase und da es schitzende Funktionen in beiden Formen, der
reduzierten und oxidierten Form, beibehalt. Im Zusammenspiel mit anderen Antioxidantien,
wie Ascorbat, Gluthathion und Tocopherol, beugt es Lipidperoxidation und Schadigungen
durch reaktive Sauerstoffspezies vor (Sgherri et al., 2002; Navari-lzzo et al., 2002). Es
konnten signifikante Verdnderungen im Redoxstatus dieser Antioxidantien bei Pflanzen, die
Stressbehandlungen bzw. verdnderten Umweltbedingungen unterzogen wurden, beobachtet

werden (Perez-Lopez et al., 2010). Untersuchungen zeigten, dass freie Liponsdure in
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Pflanzen, speziell im Stroma der Chloroplasten vorliegt (Sgherri et al., 2002). Hierzu passen
die Befunde, dass es in Chloroplasten kein Enzym gibt, welches freie Liponsaure fiir die
Proteinlipoylierung nutzt und somit wieder an Apoproteine bindet. Indess konnten nur
Enzyme der Biosynthese von LA detektiert werden. Das Vorkommen freier Liponsdure bzw.
Dihydroliponséure bleibt bislang jedoch unerklérlich, da keine Enzyme in Pflanzen bekannt
sind, die spezifisch Liponsdure von Proteinen abtrennen. Es wére jedoch vorstellbar, dass
der Chloroplast Uiber bisher unentdeckte Lipoamidasen ahnlich zur Enterococcus faecalis
LPA (Jiang and Cronan, 2005; Spalding and Prigge, 2009) verfiugt, wodurch die
Bereitstellung freier Liponsdure fiir die Schutzmechanismen der Pflanze gewé&hrleistet
waren.  Arabidopsis  verfigt Uber eine Genfamilie von Amidasen, welche
Sequenzéahnlichkeiten zur LPA aufweisen. Ob Mitglieder dieser Familie neben den bisher
beschriebenen Funktionen (Shrestha et al.,, 2003 usw.; Pollmann et al., 2006) auch LA-

Proteinbindung trennen, werden weitere Untersuchungen klédren missen.



Zusammenfassung 100

5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte der genetischen Hintergrund der GDC-defizienten mtkas-1 (gld1)
Mutante (Somerville and Ogren, 1982) durch vergleichende Analysen mit T-DNA
Insertionsmutanten bewiesen werden. Die detektierte Mutation blockt den einzig bekannten
Stoffwechselweg der de novo Synthese von Octanoyl-ACP in Mitochondrien. Dies wiederum
fihrt zur dramatischen Beeintrachtigungen der Lipoylierung des H-Proteins der Glycin-
Decarboxylase in Blattern, wodurch die deutlichen Stérungen im photorespiratorischen
Stoffwechselweg in dieser Mutante hervorgerufen werden. Jedoch konnten marginale
Mengen an lipoylierten H-Protein detektiert werden. Diese Tatsache spricht fiir einen, von
der mtKAS katalysierten Octanoyl-Synthese, unabhangigen Lipoylierungsweg. Die restliche
Lipoylierung der PDH und KGDH E2-Untereinheiten war indess, wenn auch ebenfalls stark
reduziert, deutlich ausgepragter als die des H-Proteins. Im Gegensatz zu den limitierenden
Effekten im Blatt zeigten Wurzelproteine (E2-Untereinheiten der PDH und KGDH) keine
reduzierten Liponsdure-Gehalte.

Durch die Entdeckung einer Lipoat-protein Ligase A (AtLPLA) in Arabidopsis, den
eindeutigen Nachweis der mitochondrialen Lokalisation und den komplementar reduzierten
Lipoylierungsmustern von AtLPLA-RNAi-Pflanzen zu mtKAS-Mutanten wurde ein mtKAS-
unabhangiger Lipoylierungsweg aufgezeigt, der das in mtKAS-Mutanten detektierte
Restlipoylierungmuster plausibel erklart. Die Untersuchung einer T-DNA Insertionsmutante
(IpIA-1) bewies, dass die AtLPLA ein essentielles Enzym fur die Entwicklung von Arabidopsis
darstellt. Der Knock-out der AtLPLA flrte zur Embryoletalitdt. Im Gegensatz zur LPLA in E.
coli ist die LPLA in Pflanzen nicht nur fir das Recycling bzw. die Rickfihrung von freier
Liponséaure/Octansdure verantwortlich. In Arabidopsis nimmt sie eine wichtige Rolle in der
mitochondrialen Proteinlipoylierung in Wurzeln und im Blatt ein. Hierbei zeigten die
Untersuchungen von AtLPLA-RNAIi-Linien, dass die E2-Untereinheiten der Pyruvat-
Dehydrogenase und der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase hauptséchlich von der AtLPLA
lipoyliert werden. Diese Befunde wurden zudem von AtLPLA-Komplementationsstudien einer
Liponsdure-auxotrohen E. coli Mutante (TM137) gestitzt. In diesen Studien wurde die PDH
E2-Untereinheit vorrangig durch die AtLPLA lipoyliert. Die TM137 Zellen (Morris et al., 1995),
die mit pBAD-HisA/AtLPLA transformiert wurden, wiesen jedoch nur geringe
Komplementationsraten auf. Auch in enzymatischen in vitro Assays, mit *°-Octanoat und
ATP als Substrat, konnten nur geringe bzw. meist keine Aktivitaten verzeichnet werden. Die
AtLPLA, sowie weitere pflanzliche LPLAs besitzen keine CTD (C-terminal domain), von der
beschrieben wurde, dass sie eine notwendige Funktion in der Aktivierung von
Lipoat/Octanoat und ATP zu Lipoyl-(Octanoyl-)AMP hat. Diese Ergebnisse stehen in

Analogie zu den Untersuchungen einer LPLA ohne CTD aus Thermoplasma acidophilum
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(Christensen and Cronan, 2009) und lassen vermuten, dass es in pflanzlichen Mitochondrien
bisher unentdeckte als LAE (/ipoate activating enzym) fungierende ,Helfer-Enzyme“ geben
muss.

Die Untersuchungen der Bedeutung des mitochondrialen Liponsdure-Biosyntheseweges bei
dem die mitochondriale Octanoyl-acyl carrier protein (ACP):protein N-octanoyltransferase
(kurz: Lipoyl-Transferase, LIP2) von der mtKAS bereitgestelltes Octanoyl-ACP fir die
Anheftung an LA-Apoproteine nutzt, ergaben eine praferentielle Lipoylierung des H-Proteins
in Blattmitochondrien. LIP2 weist eine enge Co-Regulation auf Expressionsebene zu
photorespiratorischen Enzymen (AtGLDH1, AtPGLP1) auf. Die Proteinlipoylierungsmuster
von mtkas-Blattmitochondrien, der experimentelle Befund, dass nur H-Proteine in Wildtyp-
Blattmitochondrien vollstédndig lipoyliert vorliegen sowie die detektierte vorrangige
Lipoylierung des H-Proteins in H-Protein-Uiberexprimierenden Arabidopsispflanzen lassen die
Schlussfogerung einer Spezialisierung des Liponsaure-Biosyntheseweg in Blattern von Cs;-
Pflanzen zu. Diese Spezialisierung dient der Sicherstellung der Verflugbarkeit prosthetischer
Gruppen fir Enzyme des C,-Zyklus (H-Proteine) und gewahrleistet somit den hohen
photorespiratorischen Stoffwechselfluss. Die detektierte Embryoletalitdt durch den Knock-out
der LIP2 zeigte die unabdingbare Notwedigkeit dieses Enzyms in der Samenentwicklung.

Die verringerten Liponsdure-Gehalte der PDH E2-Untereinheiten in der LIP2-RNAi-Linie 6
deuten auf eine wichtige Rolle der Lipoyl-Transferase fir die Bereitstellung von Octanoyl-
Gruppen hin.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass die chloroplastidare
Proteinlipoylierung der Pyruvat-Dehydrogenase autonom ablauft. Der embryoletale Phanotyp
des Knock-out der plastidaren Lipoat-Synthase (AtLIP1p) lasst einen Transport mitochondrial
synthetisierter Liponsdure in den Chloroplasten unwahrscheinlich erscheinen. Der Knock-out
der plastiddren Lipoyl-Transferase (LIP2p) hingegen flihrte zu Kkeiner sichtbaren
Wachtumsverédnderung der Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp aufgrund der Existenz einer
zweiten plastidaren Lipoyl-Transferase (LIP2p2). Diese Lipoyl-Transferase konnte durch
Sequenzvergleiche mit bekannten Lipoyl-Transferasen im Genom von Arabidopsis
identifiziert werden (POC7R2 Uniprot). Die 280 AS lange LIP2p2 zeigt hohe
Aminosduresequenzahnlichkeit zur bekannten LIP2p (Wada et al., 2001b). Mit Hilfe von
Komplementationsstudien der E. coli Mutante TM137 wurde die Funktionalitdt von LIP2p2
bewiesen. In diesen Studien resultierte die Expression von LIP2p2 in TM137 Zellen in einem
verbesserten Wachstum der Zellen in Minimal-M9-Glukosemedium bzw. in der vollstandigen
Proteinlipoylierung der PDH und KGDH E2-Untereinheiten von TM137. Weiterhin erbrachten
Lokalisationsstudien mit isolierten Chloroplasten und einem LIP2p2-Antikbrper sowie
Untersuchungen mit dem Reportergen GFP den eindeutigen Beleg, dass LIP2p2 in
Arabidopsiszellen chloroplastidar lokalisiert ist. Das Genmodel (At1g47580) von LIP2p2 ist
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bisher jedoch in den meisten Arabidopsis-Datenbanken falsch annotiert und bedarf einer
Berichtigung, was durch Analyse der LIP2p2 mRNA bestétigt wurde. LIP2p2 wird, wie
LIP2p, in allen Organen von Arabidopsis, wenn auch in leicht variierenden Stéarken,
exprimiert. Der unveradnderte Phanotyp von LIP2p und LIP2p2 Einzel-Knock-out-Mutanten
und der embryoletale Phanotyp von LIP2p/LIP2p2 Doppel-Knock-out-Mutanten bewies die

Redundanz der beiden Enzyme in der chloroplastiddren Proteinlipoylierung.
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7 Anhang

7.1 Anhang Material und Methoden

Tabelle 7.1 Verwendete T-DNA-Insertionsmutanten

T-DNA-
Gen- .
Insertions- Okotyp Nummer Kollektion Literatur
Lokus
Mutanten
(Somerville and Ogren,
Atmtkas-1 At2g04540 Col - Somerville 1982; Ewald et al.,
2007)
Atmtkas-2 At2g04540 Col-0 SALK 022295 SALK (Ewald et al., 2007)
Atmtkas-3 At2g04540 | Col-0 | sALK 087186 SALK (Ewald et al., 2007)
Atlip2-1 At1g04640 Col-0 SAIL_862_H1 1 SAIL | e
AtlplA-1 At3g29010 Col-0 SALK 003427 SALK | e
Atlip2p-1 At4g31050 Col-0 SALK 031372 SALK | e
Atlip2p-2 At4g31050 Col-0 SALK_085456 SALK | e
Atlip1p-1 At5g08415 Col-0 SALK 024724 SALK | e
Atlip2p2-1 POC7R2 Col-0 SALK 038140 SALK | e
Tabelle 7.2 Verwendete Oligonukleotide
Stock-
Primer Sequenz 5°-3° (Restriktionsschnittstellen unterstrichen)
Nummer
40S16forward R176 GGC GAC ACAACCAGC TACTGA
40S16revers R177 CGG TAACTC TTC TGG TAA CGA
mLB1 R741 AAT CAG CTG TTG CCC GTC TCA CTG GTG AA
SALK-RB1 R409 ATT AAA CTC CAG AAA CCC GCG GCT GAG
04540-A1 R758 ACACAAGTTTAGATAGAGGCAAAGAG
04540-S2 R759 AAA AGT CCC ATC ATC GCC GTC GTC TC
04540-A3 R790 ATG CCA AGG TGC CTG AAG TAG CAT G
04540-A4 R791 GTT GGT AAC CAC TCT GCATCT CTC
04540-S3 R793 AAA CAT GGC ATC TGG TCA TGT GAG
04540-A2 R794 GCC GTG AAG CTT CTT GTG GAG AAG
04540-S4 R795 CTGAGCTTT GTG GATATG GGATGT C
MtKAS-2A R833 TTATTG TGA GAT CGT GAC TAT GAA G
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AtLPLA-S P189 GTAAGC TTC TCTTCT TATT

AtLPL-A P190 CAT CAT TAA CAATGC ACC

AtLPLA-S2 P321 GTA AGT TCG GTG GGA ATG CTC

AtLPLA-A2 P322 CCATTGCTTCTTCGAGTTCTTC

AtLPLA-Xhol R1063 GCC TCG AGA TGA GTT TAA GTA GAG CAAAGG A
AtLPLA-BamHI R1062 GCG GAT CCA TGA GTT TAA GTA GAG CAAAGG A
AtLPLA-Hindlll R1068 GCAAGCTTT CAT GTG TTT TGAATG GTATCA G
LIP2-RNAi-BamHI-5° P129 AAGGATCCGGAGAAATTAGTTTCAGAGAG
LIP2-RNAi-Sall-3° P130 AAGTCGACGCTTTCACGCCATAAATCGAA
LIP2-RNAI-Bglll-5 P131 AAA GAT CTG GAG AAATTA GTT TCA GAG AG
LIP2-RNAi-Xhol-3" P132 AAC TCG AGG CTT TCA CGC CAT AAATCG AA
AtLPLA-RNAI-Bglll-5° p222 GCA GAT CTATGA GTT TAA GTA GAG CAAAGG A
AtLPLA-RNAiI-Sall-3° P223 GCG TCG ACC ATC ATC CTT GTT AGA AAT CAAAC
AtLPLA-RNAI-Xhol-3° P224 GCC TCG AGC ATC ATC CTT GTT AGA AAT CAAAC
35S-Notl-S R1069 CAG CGG CCG CGA TAT CGT ACC CCT ACT CCAAAA A
35S-Notl-A R1070 CAG CGG CCG CGA TAT CGA TCT GGA TTT TAG TAC
AtLIP2-BamHI R1058 CGG GAT CCA TGA GAT CCC CTA GAA CCT TGG
AtLIP2-HindllI R1102 CGAAGCTTT TATTCTTTATCT TGG GTG TCC
AtLIP2-S R982 CTAATC TGG AGA GAACCTATCTCT G

AtLIP2-A R983 GTG ATT CCA GAA GAT ATC CTAACC

Bar-Antisense R1044 GCT GAA GTC CAG CTG CCA GAA ACC

LIP2p-S1 R1001 GGT CAT GGC AGA AGA GCATTG TCG

LIP2p-A1 R1014 CACCTTCCTTTT AGC ACT CCAATCG

AtLIP2p-S2 P238 GCAGGT GCC TGT GTTTTGATC TTT

AtLIP2p-A2 P239 ACA TTA TTA CCT GAC CAG GGC CAT
AtLIP2p2-S-Sacl P196 AAG AGCTCATGG TTT TTT CCG TTG CAA CAAGC
AtLIP2p2-A-Sall P199 AAG TCG ACT CAG CAT TCC AAT TTG AAT ACT GT
AtLIP2p2-S1 P211 GTT GCA ACA AGC TCT GTT ACG

AtLIP2p2-A2 P229 CAG CAT TCC AAT TTG AAT ACT G

LIP2p2GFP-S P439 AATCT AGAATG GTT TTT TCC GTT GCA ACA
LIP2p2GFP-A P440 TT CTC GAG CTC TTG GTT TTT ATC AAT CAA
At5g55070-BamHI-S P220 AAG GAT CCATGATGT TGC GTG CTG TTT TTA GG
At5g55070-Hindlll-A P221 AAA AGC TTT CAT ATG TCG AGAAGAAGCCTCT
AtGLDH1-BamHI-S P213 AAG GAT CCATGT CCACAG TTT TGG AGG GT
AtGLDH1-Sall-A P214 AAG TCG ACC TAG TGAGCAGCATCTTCCTC
OsLPLA-cds-BamHI-S Hag341 GCG GAT CCATGG CCG CTG GGG TGG CTG GAG CG
OsLpLA-cds-HindllI-A Hag340 GCAAGCTTTCATGCTTCGACTTCCTGTACCTTGAGTG
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Protein Primerkombination | Schnittstellen Expressionsvektor
R1062/R1068 BamHI/Hindlll pASK-IBA7plus
AtLPLA (At3g29010) | R1063/R1068 Xhol/Hindlll pBAD-HisA
R1064/R1068 Ndel/HindllI pET-28a
OsLPLA
Hag341/Hag340 BamHI/Hindlll pASK-IBA7plus
(EF015469)
EcLPLA-CTD
85AA C-Terminus P262/P264 BamHI/Hindlll pASK-IBA7plus
von AAA21740
AtLIP2
R1058/R1102 BamHI/Hindlll pASK-IBA7plus
(At1g04640)
AtLIP2p2 (POC7R2) | P196/P199 Sacl/Sall pASK-IBA7plus
Tabelle 7.4 Verwendete Antikdrper
Verwendete Antikdrper Verdiinnung Herkunft
Anti rabbit IgG-Peroxidase 1:5000 BioRad
LA (monoclonal anti-lipoate IgG) | 1:2000 Calbiochem, San Diego, CA,
USA
Anti H-protein 1:2000 Kopriva et al., 1996
Anti T-protein 1:1000 PUR
(Pflanzenphysiologie Universitat Rostock)
Anti  Glycerate-Kinase (Oryza | 1:2500 PUR
sativa)
Strep-Tactin®conjugated to 1:5000 IBA BioTAGnology

alkaline phosphatase

Anti AtLPLA 1:500 (gereinigt) diese Arbeit
Anti AtLIP2p2 1:500 (gereinigt) diese Arbeit
Anti AtLIP2 1:2000 diese Arbeit
bzw. 1:500 (gereinigt)
Anti-His-HRP 1:5000 Miltenyi Biotec GmbH

Anti-RBCL (Nicotiana tabacum)

1:5000

Freundliche Gabe von
Elfriede Pistorius (Universitat

Bielefeld)
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7.2 Anhang Ergebnisse

7.2.1 POC7R2 Sequenz

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

10 20 30 40 50 60 70
B e e O Y T

cttcttcgaaatttctaagccttaaagtttgataatttatctcgaaagacatggtttttteccgttgcaac
—————————————————————————————————————————————————— ATGGTTTTTTCCGTTGCAAC

D T e s T I e
aagctctgttacgaacccaaagctccatcatcaccaccatcttagtgacttcaacagaaacagagtatct

AAGCTCTGTTACGAACCCAAAGCTCCATCATCACCACCATCTTAGTGACTTCAACAGAAACAGAGTATCT

D T e e s e T T e
acatctctcaagataatgaactcgaagaatcacacaaacccaagaaagtaatgttcctctctectttattt

ACATCTCTCAAGATAATGAACTCGAAGAATCACACAAACCCAAGAAAG-—————————————————————

acaggtgtgagtgttttgatctctacgatcaattaattccatacaagaaagcttggtcatggcaaaaaag
————— TGTGAGTGTTTTGATCTCTACGATCAATTAATTCCATACAAGAAAGCTTGGTCATGGCAAAAAAG

cattctcaatgagaaaaaagctttgattgataaaaaccaagagtgttcagattcattaattatactacaa

CATTCTCAATGAGAAAAAAGCTTTGATTGATAAAAACCAAGAGTGTTCAGATTCATTAATTATACTACAA

catccttctgtttacacaatgggaactggaagctcagagaattatctcaatttcgacataaagaatgctc
CATCCTTCTGTTTACACAATGGGAACTGGAAGCTCAGAGAATTATCTCAATTTCGACATAAAGAATGCTC
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genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds
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500

O e e e e O
ctttcgatgtttatagaacagaacgtggtggtgaagttacttatcatggtcctggtcaggtaaaacacaa
CTTTCGATGTTTATAGAACAGAACGTGGTGGTGAAGTTACTTATCATGGTCCTGGTCAG-———————————

510 520 530 540 550 560

CTTTCGATGTTTATAGAACAGAACGTGGTGGTGAAGTTACTTATCATGGTCCTGGTCAG-—————===—-——

570 580 590 600 610 620
T T T I I
tgagtctcctttgttttcttctcaaattcatcaatattgaagctaatggtttgtcaatgaatgtgaaatyg

P L I I I I
tagctagttatgtatcctataatcaatctacggaatcacaaaatggatcttcattggtacttaaggaagce
—-——-CTAGTTATGTATCCTATAATCAATCTACGGAATCACAAAATGGATCTTCATTGGTACTTAAGGAAGC

e e e o Y
ttgaggaagtagttattcgtgttctttcttcggctttcgeccatcaatgecttctecgtctecgacggttttac
TTGAGGAAGTAGTTATTCGTGTTCTTTCTTCGGCTTTCGCCATCAATGCTTCTCGTCTCGACGGTTTTAC
TTGAGGAAGTAGTTATTCGTGTTCTTTCTTCGGCTTTCGCCATCAATGCTTCTCGTCTCGACGGTTTTAC
780 790 800 810 820 830 840
e e e e O
tggagtttgggttggtatgtttgttcataatcttcacttcttactgtggtttgatctgattcttgctagt
TGGAGT T TGGGT TG === === === ——mm—mm
TGGAGT TTGGGT TG === === === =~ m—— - -
850
e e O
gaactaatacatatgtatttatataggcaacaaaaaaatggcggcgataggtattcgtgtgtcgaaatgg
—————————————————————————— GCAACAAAAAAATGGCGGCGATAGGTATTCGTGTGTCGAAATGG
—————————————————————————— GCAACAAAAAAATGGCGGCGATAGGTATTCGTGTGTCGAAATGG
940 960
e e e O
atgacatatcatggtctagctcttaatgttacaacagatttaacaccctttaactccatagttccatgtyg
ATGACATATCACGGTCTAGCTCTTAATGTTACAACAGATTTAACACCCTTTAACTCCATAGTTCCATGTG

950 970 980

ATGACATATCATGGTCTAGCTCTTAATGTTACAACAGATTTAACACCCTTTAACTCCATAGTTCCATGTG
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
e e e e
ggataaggaaccgtggggttggaagcgtaaagggtttgattgaggatggagaacattataataagcttga
GGATAAGGAACCGTGGGGTTGGAAGCGTAAAGGGTTTGATTGAGGATGGAGAACATTATAATAAGCTTGA

GGATAAGGAACCGTGGGGTTGGAAGCGTAAAGGGTTTGATTGAGGATGGAGAACATTATAATAAGCTTGA
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genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds
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1060 1070 1080 1090
P e T I
agatttgcagttgttagatatagctcatgagtcgttactaaaggaattctctgaagtttttcagcttcag

1100 1110 1120

AGATTTGCAGTTGTTAGATATAGCTCATGAGTCGTTACTAAAGGAATTCTCTGAAGTTTTTCAGCTTCAG
AGATTTGCAGTTGTTAGATATAGCTCATGAGTCGTTACTAAAGGAATTCTCTGAAGTTTTTCAGCTTCAG
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
P P e T I
atggaaaagcaaacagtattcaaattggaatgctgaaggattttgtggttcttacttagcttacaagtga
ATGGAAAAGCAAACAGTATTCAAATTGGAATGCTGA

ATGGAAAAGCAAACA-——— =~ ———mm e
1200 1210 1220 1230 1240

P P S e T I
tttatgggatggtggttatgcaggaaaccttttgtggaccagtgattttattggcagtttgttaagttgt

1250

1280 1290 1300

T T e I
ttgttttcttgtagatatgtgtgtgagagatttgatttctctatttctctctccaaagaaagcttatctyg

1310 1320

——————————————————————————— AGATTTGATTTCTCTATTTCTCTCTCCAAAGAAAGCTTATCTG
1350 1360 1370 1380 1390

P P e T I
cttcttggattgaccacaaagggatggctctggaagctgctttctccatgagtttttgectecttectetgt

1400

——————————————————————— ATGGCTCTGGAAGCTGCTTTCTCCATGAGTTTTTGCTCCTTCTCTGT
CTTCTTGGATTGACCACAAAGGGATGGCTCTGGAAGCTGCTTTCTCCATGAGTTTTTGCTCCTTCTCTGT
1410 1420 1430 1440 1450 1460

P P e T I
ccctaaagcaatcttctgtgagagagaaacttcatcttttcaacgaatcacctcgagagcaaagggaatt

1470

CCCTAAAGCAATCTTCTGTGAGAGAGAAACTTCATCTTTTCAACGAATCACCTCGAGAGCAAAGGGAATT
CCCTAAAGCAATCTTCTGTGAGAGAGAAACTTCATCTTTTCAACGAATCACCTCGAGAGCAAAGGGAATT

1480 1530
R L T T I I I

gcgggtgagagtcaagttcaaagectctgatggagttgagactcaagtcaaggaaacttctcecccaaagtat

1490 1500 1510 1520 1540

GCGGGTGAGAGTCAAGTTCAAAGCTCTGATGGAGTTGAGACTCAAGTCAAGGAAACTTCTCCCAAAGTAT
GCGGGTGAGAGTCAAGTTCAAAGCTCTGATGGAGTTGAGACTCAAGTCAAGGAAACTTCTCCCAAAGTAT
1550 1560 1570 1580 1590 1600

B e e T I
ttgataaactgcctgaaagaaatttagatacttggagcggtggcagagaaacagcaagaggactttcagg

1610

TTGATAAACTGCCTGAAAGAAATTTAGATACTTGGAGCGGTGGCAGAGAAACAGCAAGAGGACTTTCAGG

TTGATAAACTGCCTGAAAGAAATTTAGATACTTGGAGCGGTGGCAGAGAAACAGCAAGAGGACTTTCAGG
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genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

genomic DNA
POC7R2 cds
POC7R1 cds
At1g47580 cds

116

1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
O e e e e O

ttcagtagtaagaaacactgtacgaaaagatactactttacgacatatctcaccttctagtcattcaaca

TTCAGTAGTAAGAAACACTGTACGAAAAGATACTACTTTACGACATATCTCACCTTCTAGTCATTCAACA
TTCAGTAGTAAGAAACACTGTACGAAAAGATACTACTTTACGACATATCTCACCTTCTAGTCATTCAACA
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
O e e e S I
aaggttagaggagataagccagagatttcagggggtgagaagaaagctattgtagatagaagcaaggcect

AAGGTTAGAGGAGATAAGCCAGAGATTTCAGGGGGTGAGAAGAAAGCTATTGTAGATAGAAGCAAGGCCT
AAGGTTAGAGGAGATAAGCCAGAGATTTCAGGGGGTGAGAAGAAAGCTATTGTAGATAGAAGCAAGGCCT
1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820

acgtaaagctgaaatctttagggaaagaagtgagagacgcaggctatgtaccagagactaagtatgttct

ACGTAAAGCTGAAATCTTTAGGGAAAGAAGTGAGAGACGCAGGCTATGTACCAGAGACTAAGTATGTTCT
ACGTAAAGCTGAAATCTTTAGGGAAAGAAGTGAGAGACGCAGGCTATGTACCAGAGACTAAGTATGTTCT
1830 1840 1850 1860 1870 1880

tcacgacattgatgaagaagctaaagagaaagccttgatgcatcatagtgaacggttagctattgctttce

1890

TCACGACATTGATGAAGAAGCTAAAGAGAAAGCCTTGATGCATCATAGTGAACGGTTAGCTATTGCTTTC

TCACGACATTGATGAAGAAGCTAAAGAGAAAGCCTTGATGCATCATAGTGAACGGTTAGCTATTGCTTTC
1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960

L L L T T I

gggattataaacactcctccagggacgacaataagggtgatgaagaatctgaggatatgtggagattgec

GGGATTATAAACACTCCTCCAGGGACGACAATAAGGGTGATGAAGAATCTGAGGATATGTGGAGATTGCC
GGGATTATAAACACTCCTCCAGGGACGACAATAAGGGTGATGAAGAATCTGAGGATATGTGGAGATTGCC
1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030
e e O
ataacttcataaagatattatcgagtatcgaagatagagagatcattgtaagagataacaagaggttcca

ATAACTTCATAAAGATATTATCGAGTATCGAAGATAGAGAGATCATTGTAAGAGATAACAAGAGGTTCCA
ATAACTTCATAAAGATATTATCGAGTATCGAAGATAGAGAGATCATTGTAAGAGATAACAAGAGGTTCCA
2060 2080 2090
e e e e e e e e e T
tcattttagagatggtaactgctcttgtggagattattggtagacttttgtattaaaagatgtgaaatte

2040 2050 2070 2100

TCATTTTAGAGATGGTAACTGCTCTTGTGGAGATTATTGGTAG
TCATTTTAGAGATGGTAACTGCTCTTGTGGAGATTATTGGTAG
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7.2.2 LTA2-Bande im Western Blot mit LA-Antikérper

In Western Blots mit dem Liponsaure-Antikdrper erschien oftmals eine Bande, welche sich
zwischen der KGDH E2-Untereinheit (At5g55070) und der PDH-E2b-Untereinheit
(At3g13930) befand. Zwei lipoylierte Proteine (BCDH E2-Untereinheit At3g06850 und LTA2
= E2-Untereinheit der plastidaren PDH) haben eine Grole, die fir diese Bande in Frage
kam. Laut Literatur unterscheiden sich die errechneten GréRen und das Laufverhalten im
SDS-Gel dieser Proteine um einige kDa. So liegt die errechnete Grofle der BCDH E2-
Untereinheit bei 52,7 kDa, im SDS-Gel wurde die Bande allerdings bei 51 kDa
nachgewiesen. Das LTA2 Protein hat eine errechnete Gré3e von 50,079 kDa lauft jedoch auf
der H6he von ca. 55 kDa. Die E2-Untereinheit der KGDH weist eine errechnete Masse von
50,13 kDa auf und wurde auf einer Héhe von ca. 52 kDa im Gel detektiert (Yasuno et al.,
2004). Aufgrund dieser Widerspriiche und aufgrund der Tatsache, dass Yasuno et al. nur
isolierte Mitochondrienproteinextrakte verwendeten, wurden eigene Western Blots mit Blatt-,
Wurzel- und Mitochondrienextrakten von Arabidopsis Wildtyppflanzen und mtKAS-Mutanten
naher betrachtet. Aus diesen Western Blots wird ersichtlich, dass die Bande zwischen
KGDH-E2 und PDH-E2 sowohl in Blatt- und Wurzelproteinextrakten wiederzufinden ist.
Weiterhin ist zu erkennen, dass die Bandenstarke in mtKAS-Mutanten nicht abnimmt. In
mtkas Mitochondrien konnte keine dritte Bande zwischen KGDH-E2 und PDH-E2b detektiert
werden, was jedoch bei Blatt- und Wurzelextrakten der Fall war. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die mitochondriale Proteinlipoylierung im Blatt vorrangig von Octanoyl-
ACP, welches von mtKAS synthetisiert wird, abhangig ist. Die Befunde, dass die
Bandenstédrke der zu identifizierenden Bande in mtkas Blatt- und Wurzelextrakten nicht
abnimmt, sowie das Fehlen dieser Bande in Mitochondrienextrakten lassen nur den Schluss
zu, dass es sich hierbei um die E2-Untereinheit der plastiddren Pyruvat-Dehydrogenase
handelt.
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Abbildung 7.1 Identifizierung der LTA2-Bande in Western Blots mit LA-Antikérper

A: Western Blot mit je 5 ug Blatt- und Wurzelprotein von Wildtyp (WT), mtkas-1 (-1), mtkas-2 (-2) und
mtkas-3 (-3). Die Entwicklung des Western Blot erfolgte mit dem priméren Antikdrper gegen
Liponsaure (anti-LA) und den sekundaren Antikérper Peroxidase mittels Chemilumineszensdetektion.
Hierbei wurde der ECL-Film 5 Minuten (5 min) bzw. 3 Minuten (3 min) auf die Membran aufgelegt um

verschiedene Belichtungsstarken zu erhalten.
Proteinmengen diente ein Coomassie gefarbtes SDS-Gel.

Als Ladekontrolle fir

den Auftrag gleicher

B: Western Blots mit Mitochondrienextrakt (5 pg) und Blattextrakt (5 pg) von Wildtyp und mtkas-1

(mtkas) mit LA-Antik&rper.
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7.2.3 LIP2p-Spliceformen

Zur Klarung der Doppelbande, welche bei der RT-PCR (Primerkombination R1001/R1014)
zum Nachweis des LIP2p-Transkripts auftrat (Abbildung 3.49, D) wurden die PCR-
Fragmente durch verlangerte Laufzeit im Gel weiter separiert, ausgeschnitten, aus dem
Agarosegel eluiert und mit dem Primer R1001 zur Sequenzierung (Seqlab) verschickt.
Hierbei wurden beide Banden je zweimal sequenziert (obere Bande Sequenzierungsnummer
46, 47; untere Bande Sequenzierungsnummer 50, 51). Die Sequenzierung ergab, dass es
sich bei der oberen Bande um das erwartete PCR-Fragment (LIP2p-cDNA) handelte. Bei der
unteren Bande handelte es sich ebenfalls um LIP2p-cDNA, jedoch fehlten 62 bp. Es handelt

sich demnach um eine weitere, bisher nicht beschriebene Spliceform der LIP2p-mRNA.

» M WT 32 45

1000
900
800

700 «—692bp
600 <+—630bp

500
400

300

200

100

£ i 380 300 400 410 420
PR I |1 A O S 1 gl SRR | Wit O | [l i o R I e B e U [ e (1 B0 i
(Rl R ENC TT TCAATGTTTAT CGAACT GAACGT GGTGGCGAAGTCACTTACCATGGCCCTGGTCAGCTAGTTATGTA

46 CTTTCAATGTTTATCGAACT GAACGT GGT GGCGAAGT CACTTACCATGGCCCTGGTCAGCTAGTTATGTA
47 CTTTCAATGTTTATCGAACT GAACGT GGTGGCGAAGTCACTTACCATGGCCCTGGTCAGCTAGTTATGTA
I C T T T CAATGTTTATCGAACT GAACGT GGT GGCGAAGT CACTTACCAT GGCCCT GGTCACEEEEEEEEE
I C T T T CAATGTTTATCGAACT GAACGT GGT GGCGAAGT CACTTACCAT GGCCCT GGTC A G N

430 440 450 4 470 480
T o e WO e o O el O i o o gl I i PO S e OO Al ol e WO i
(R LR T CCTATAATCAATCTTCGAAAT CACGAGATGGATCTTCATT GGTACCTCAGGATGCT T GAA[EA

s lbems Fibss slies oShhswulhe el weeiles swe veueel] sesws Besws Beess P slies o
ATCCGTGTGCTTTCCTCAACTTTCTCCATTAAAGCTTCTCGTCTT GACGGIMTTAACTGGAGTTTGGGTTG
ATCCGTGTGCTTTCCTCAACTTTCTCCATTAAAGCTTCTCGTCTT GACGGINTTAACTGGAGTTTGGGTTG

LIP2p cDNA
46

47 ATCCGTGTGCTTTCCTCAACTTTCTCCATTAAAGCTTCTCGTCTT GACGGIMTTAACTGGAGTTTGGGTTG
50 ATCCGTGTGCTTTCCTCAACTTTCTCCATTAAAGCTTCTCGTCTT GACGGIMTTAACTGGAGTTTGGGTTG
51 ATCCGTGTGCTTTCCTCAACTTTCTCCATTAAAGCTTCTCGTCTT GACGGUTTAACTGGAGTTTGGGTTG

Abbildung 7.2 Sequenzierung der LIP2p RT-PCR-Amplifikate

Oben: Auftrennung der RT-PCR Amplifikate (Primerkombination R1001/R1014) im Agarosegel
(Auftrag siehe Abbildung 3.49).

Unten: Alignment der LIP2p-cDNA Sequenz (TAIR) mit den Sequenzen der oberen (46, 47) und
unteren (50, 51) Bande
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