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1 Einleitung

Die Zelle ist die kleinste biologische Einheit, aus der alle bekannten Lebewesen aufgebaut
sind. Zellen sind autonom zur Reproduktion und Selbsterhaltung fahig. Genauso besitzen
sie die Féahigkeit gezielt ,,Selbstmord* zu begehen, wenn sie nicht mehr gebraucht werden,
oder zu einer Bedrohung fiir den Organismus geworden sind. Dieses gezielte und
altruistische Absterben einzelner Zellen eines Organismus wird als programmierter Zelltod
(PCD: ,,programmed cell death) bezeichnet (SCHWARTZMAN, 2013).

Fir die Umsetzung aller Stoffwechselprozesse eines Organismus muss die Zelle als
individuelle Regulationseinheit fungieren. Sie wirkt als Empfdnger, Vermittler und
Absender einer Vielzahl verschiedener Signale, die zur physiologischen Umsetzung einer
Botschaft  filhren. Hierzu ist nicht nur ein funktionierendes internes
Kommunikationsnetzwerk ndtig, sondern auch die Mdglichkeit externe Signale, z. B. in
Form von Signalmolekiilen {iber die Zellmembran hinweg, ins Zellinnere weiter zu leiten.
Organismen sind so befdhigt Verdnderungen in ihrem Lebensraum wahrzunehmen, um
dann gezielt auf diese reagieren zu kdnnen, indem sie Genexpression und Stoffwechsel
entsprechend beeinflussen. Die Kontrolle dieser Signalweiterleitung ist auch beim
programmierten Zelltod (PCD) von enormer Bedeutung. PCD wird durch Zelltodsignale
ausgelost. Die Interaktion von beteiligten Molekiilen spielt dabei eine essentielle Rolle
(ALBERTS et al., 2010).

Sowohl in der Human- als auch in der Pflanzenforschung ist die Aufkldarung des PCD von
groler Wichtigkeit. Zum einen fiir die Entwicklung von Behandlungsstrategien bei der
Bekdmpfung von Krankheiten des Menschen, die auf einer Deregulation des PCD beruhen
(z.B. Tumor- und Autoimmunerkrankungen). Zum anderen fiir die Agrarindustrie, da die
Aufklarung des Zelltod-Signalwegs der Pflanze als Grundlage fiir die Herstellung neuer
Pflanzenschutz- bzw. Pflanzenstirkungsmittel dienen kann. Dies konnte die Anwendung
von sehr toxischen Substanzen dezimieren.

Man hat inzwischen zwar einen relativ guten, jedoch immer noch unvollstindigen
Uberblick iiber eine Vielzahl von Genen, die an der Regulation des PCD beteiligt sind. Die
hochkomplexen interaktiven Signalwege sind bisher nur ansatzweise verstanden (ELMORE,

2007). Vor allem der PCD bei Pflanzen wirft noch viele Fragen auf.



1.1 Programmierter Zelltod

Der Zelltod ist ein Ereignis, das zum Erloschen des Stoffwechsels und der
morphologischen Integritdt einer Zelle fiihrt. Er beendet irreversibel alle Lebensprozesse
einer Zelle. Es werden verschiedene Formen des Zelltods unterschieden: Zum einen der als
Nekrose bezeichnete nicht-physiologische Zelltod. Er entsteht als Ergebnis einer
Zellschddigung, z. B. durch mechanische Verletzung, Vergiftungen oder Néhrstoffmangel.
Auf diesen degenerativen Prozess kann wenig Einfluss ausgeiibt werden. Er stellt keine
Gen-abhéngige Form des Zelltods dar. Charakteristika sind das Anschwellen der Zelle, die
Lyse und der Ausfluss von Zellbestandteilen (DUVALL & WYLLIE, 1986).

Im Gegensatz dazu steht der programmierte Zelltod (PCD). Hierbei handelt es sich um
einen physiologischen, aktiven und genetisch regulierten Prozess. Es kommt zum gezielten
»Zell-Selbstmord® einzelner Zellen zum Wohle des Gesamtorganismus. Zu den
Kennzeichen von PCD gehdoren das Schrumpfen von Zelle und Zellkern, die
Blaschenbildung der Plasmamembran an der Zelloberfliche (,,membrane blebbing®),
vermehrter Calcium-Einstrom in die Zelle, die Kondensation des Chromatins im Zellkern
sowie die Fragmentierung der DNA (EARNSHAW, 1995; MARTINS & EARNSHAW, 1997).
Die geordnete Zerlegung von Zellbestandteilen fiihrt schlieBlich zum Tod der Zelle
(HENGARTNER, 2000; GREEN, 2000; ADRAIN & MARTIN, 2001). Der programmierte Zelltod
(PCD) stellt einen sehr wichtigen Prozess bei der Entwicklung, Seneszenz und auch als
Strategie zur  Pathogenabwehr von Pflanzen und Tieren dar. Beispiele
entwicklungsbedingten Zelltods wurden schon friih entdeckt. Carl Vogt beobachtete im
Jahre 1842 erstmals, dass wihrend der Entwicklung von Kaulquappen unerwiinschte
Gewebe, wie Schwanz oder Schwimmhéute, durch Zelltod gezielt abgebaut werden
(VogT, 1842). Dieser Zelltod wurde auch in der Ontogenese anderer Wirbeltiere und
Invertebraten nachgewiesen und ist fiir die Selbstregulation eines mehrzelligen
Organismus unabdingbar. Kranke oder nicht mehr bendtigte Zellen werden dabei sauber
aus einem Gewebe entfernt, ohne die Nachbarzellen zu schidigen (ELLIS et al., 1991). Nur
das Gleichgewicht zwischen Zellwachstum (Proliferation) und Zelltod kann die Zellzahl
eines Organismus auf einem weitgehend konstanten Niveau halten. Eine Storung dieses
Gleichgewichts ist ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung von Tumoren,
Autoimmunerkrankungen oder degenerativen Verdnderungen. Die Differenzierung der
menschlichen Finger und Zehen in einem sich entwickelnden Embryo ist ein Beispiel fiir
PCD (NATARAJ et al., 1994), ebenso wie die Differenzierung der Xylem-Leitbiindel
(Xylogenese) in Pflanzen (GREENBERG, 1996; FUKUDA, 1996; GROOVER et al., 1997).

Programmierter Zelltod als Strategie zur Pathogenabwehr ist sowohl bei Tieren als auch
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bei Pflanzen von Bedeutung. Im tierischen Immunsystem eliminieren zytotoxische T-
Zellen (T-Killerzellen) des Immunsystems virusinfizierte oder entartete Zellen durch die
Induktion von PCD. Bei Pflanzen kann bei Pathogenbefall eine hypersensitive
Abwehrreaktion (HR) ausgeldst werden, wobei infizierte Zellen durch PCD gezielt getotet
werden.

Ob PCD bei Tieren und Pflanzen verwandte Ereignisse sind, ist bisher noch nicht geklart.
Es ist bei einem derart alten und zentralen Prozess jedoch nicht unwahrscheinlich, dass

gemeinsame Komponenten beteiligt sind, die zu dhnlichen zelluldren Ereignissen fiihren.

1.1.1 Apoptose bei Sidugern

Im tierischen System wird der programmierte Zelltod als Apoptose bezeichnet. Der Begriff
Apoptose wurde 1972 eingefithrt und sollte den natiirlichen Zelltod wéhrend der
Ontogenese von Tieren von der pathologischen Nekrose abgrenzen (KERR ef al., 1972).
Die aus dem Griechischen stammende Bezeichnung ,,Apoptose* (apoptosis) beschreibt das
Fallen der Blitter im Herbst und gibt damit einen bildlichen Vergleich fiir das Absterben
einzelner Zellen zum Wohle des Gesamtorganismus wieder (STEPHAN et al., 2000).

Die Apoptose ist ein komplexer, energieabhidngiger Mechanismus. Sie wird von der
betreffenden Zelle selbst aktiv durchgefiihrt und ist somit Teil des Stoffwechsels der Zelle.
Als Schliisseleffektoren der Apoptose werden proteolytische Enzyme namens Caspasen
(,cysteinyl  aspartate-specific  proteases™)  aktiviert (GREEN & REED, 1998).
Caspaseaktivititen bewirken Zellverdichtungen, Schrumpfung und die Bildung
apoptotischer Korperchen (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997). Apoptotische Kdrper sind
vesikuldre Strukturen, die durch Abschniirung der Plasmamembran im Anschluss an das
,membrane blebbing* entstehen. Diese konnen entweder von benachbarten Zellen oder
Makrophagen phagozytiert werden (WHITE, 1996; VAUX & STRASSE, 1996).

Ob eine Zelle sterben soll oder nicht hingt von vielen Komponenten innerhalb und
auBlerhalb der Zelle ab. Anhand des Ortes der Initiation werden zwei Apoptose ausldsende
Signalwege unterschieden, der extrinsische (Typ I) und der intrinsische (Typ II) Signalweg
(siche Abb.1.1-1). Beim extrinsischen Signalweg (Typ I) geschieht die Anregung von
aulen z. B. durch Immunzellen. Diese sondern Zytokine ab, welche als Liganden an
Todesrezeptoren binden, wodurch eine Caspase-Kaskade in Gang gesetzt wird. Der
intrinsische Signalweg (Typ II) wird mitochondrial vermittelt. Als Apoptose-Stimuli
wirken hierbei Schiadigungen der DNA, z. B. durch UV- und y-Strahlen oder Chemikalien.
Als Folge einer solchen Schiadigung werden Transkriptionsfaktoren aktiviert, welche
wiederum die Expression von pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie

stimulieren. Diese Bcl-2 Proteine regulieren die Freilassung von Cytochrom ¢ aus den
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Mitochondrien ins Zytoplasma, indem sie sich in die &uflere Mitochondrienmembran
einlagern. Cytochrom ¢ wirkt als Regulator einer Initiatorcaspase (Procaspase-9). Uber das
Adapterprotein Apaf-1 (,,apoptosis activating factor 1°) bindet Cytochrom c¢ an
Procaspase-9. Dieser Komplex wird Apoptosom genannt und initiiert die Caspase-Kaskade
die zum geordneten Abbau der Zelle und somit zum Zelltod fiihrt (HENGARTNER, 2000;
GREEN, 2000; ADRAIN & MARTIN, 2001).

extrinsischer
Signalweg (Typ I)

@ﬂ) mwww  intrinsischer
c-FLIP D— Signalweg (Typ Il)
() s "53\
o Bel-x ()\

Bax

Caspase-8

6 Truncated bid

Procaspase-3

Caspase-3

= 4
|

Apoptotic substrates

Procaspase-9
IAPs

Abb. 1.1-1: Vereinfachte Darstellung des extrinsischen und intrinsischen Apoptose-Signalwegs in
Saugern (HENGARTNER, 2000). Beim extrinsischen Signalweg (Typ 1) kommt es durch Ligandenbindung an
einen Todesrezeptor auf der Zelloberfldche zur Initiation einer Caspase-Kaskade. Als Initiatorcaspase wirkt
hier Caspase-8, welche die Effektorcaspase-3 aktiviert. Beim intrinsischen Signalweg (Typ II) kommt es
durch DNA-Schédden zur Aktivierung von Bcl-2 Proteinen, welche die Freilassung von Cytochrom c¢ aus den
Mitochondrien ins Zytoplasma veranlassen. Als Initiatorcaspase wirkt hier das Apoptosom (ein Komplex aus
Caspase-9, Cytochrom ¢ und Apaf-1), welches ebenfalls eine Caspase-Kaskade auslost. Beide Signalwege
fiihren zum Tod der Zelle (Apoptose).

Wiéhrend dem Apoptose-Prozess wird auflerdem die Elektronentransportkette inaktiviert
und es entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und folglich oxidativer Stress
(BLACKSTONE & GREEN, 1999), welcher auch einen Stimulus zur Auslésung von Zelltod
darstellt. Die Mitochondrien spielen also bei der tierischen Apoptose eine zentrale Rolle
(GREEN & REED, 1998). Sie liefern die ndtige Energie in Form von ATP, kénnen PCD-

fordernde Substanzen wie Cytochrom c und Apaf-1 freisetzen und bilden ROS die héufig

Zelltod einleiten.



Um die Mitochondrien zur Freisetzung der PCD-fordernden Substanzen zu veranlassen
sind die schon erwidhnten Zelltod-stimulierenden Bcl-2 Proteine von Bedeutung. Nach
Initiation ihrer Expression liegen die pro- und anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine als Homo-
und Heterodimere im Zytoplasma vor (REED, 1997; ANTONSSON & MARTINOU, 2000). Die
Dimerisierung dient zur gegenseitigen Aktivierung oder Inhibierung. Durch Spaltung der
Dimere werden Transmembrandominen (TM) freigelegt, welche in die &dufere
Mitochondrienmembran integrieren konnen, um die Mitochondrien zur Freilassung der
,pro-death Signale zu veranlassen (HSU et al., 1997; GROSS et al., 1998; PUTHALAKATH
et al., 1999). Die Familie der Bcl-2 Proteine besteht aus 20 kleinen Proteinen, mit einem
Molekulargewicht zwischen 20 und 25 kDa (RENEHAN et al., 2001). Bcl-2 (,,B-cell
lymphoma 2%) wurde als erstes Mitglied dieser Apoptose regulierenden Proteinfamilie
entdeckt (TSUIIMOTO et al., 1985). Weitere Mitglieder der Bcl-2 Familie wurden aufgrund
von Sequenzhomologie oder ihrer Wechselwirkung mit Bcl-2 identifiziert (CHAO &
KORSMEYER, 1998). Anhand ihrer Aktivitit kdnnen zwei Hauptgruppen unterschieden
werden: Pro-apoptotische Proteine, welche die Apoptose fordern (z. B. Bad, Bak, Bax,
Bid, Bik) und anti-apoptotische Proteine, welche die Apoptose inhibieren (z. B. Bcl-2, Bcl-
X1, Bel-w, Mcl-1, Ced-9, BHRF1) (GAJEWSKI & THOMPSON, 1996; SCHENDEL et al., 1997,
GROSS et al., 1999). Alle Bcl-2 Proteine besitzen die fiir diese Familie charakteristischen
hochkonservierten Aminoséuresequenzen, die sogenannten Bcl-2 Homologiedoménen
(BH1 — BH4) (ADAMS & CORY, 1998).

Auch das anti-apoptotisch wirkende Protein BHRF1 (,,BamHI fragment H rightward open
reading frame no. 1%) ist ein Mitglied der Bcl-2 Familie. Es stammt aus einem
lymphotrophen y-Herpesvirus, dem Epstein-Barr Virus (EBV) und besitzt ein
Molekulargewicht von 17 kDa (PFITZNER et al., 1987; PEARSON et al., 1987). BHRF1 und
das ebenfalls anti-apoptotische Bcl-2 des Menschen teilen eine Sequenzhomologie von
38 %, die den hoch konservierten BH1-, BH2- und BH3-Doménen entspricht (ADAMS &
Cory, 1998). KAwANISHI zeigte 1997, dass das virale BHRF1 das zellulire Bcl-2
funktionell ersetzen kann (KAWANISHI, 1997). Die anti-apoptotische Wirkung von BHRF1
kommt der Vermehrung von EBV zugute, da Viren sich nur in noch lebenden Zellen

vermehren konnen.

1.1.2 Programmierter Zelltod bei Pflanzen

Obwohl noch groBe Defizite im Verstindnis des programmierten Zelltod (PCD) bei
Pflanzen bestehen, weisen viele morphologische und biochemische Gemeinsamkeiten des
PCD bei Tieren und Pflanzen darauf hin, dass zumindest Teile der Prozesse verwandt sind

und wihrend der Evolution konserviert blieben. In beiden Formen des PCD gibt es
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gemeinsame Komponenten, die zu &dhnlichen zelluliren Ereignissen fithren. Einige
Beispiele sind das Schrumpfen von Zelle und Zellkern, das ,,membrane blebbing®,
vermehrter Einstrom von Calcium in die Zelle (BLUME et al., 2000; NURNBERGER &
SCHEEL, 2001), sowie die DNA-Fragmentierung (WANG et al., 1996; KRISHNAMURTHY et
al., 2000; LAM et al., 2001; HOEBERICHTS & WOLTERING, 2003). Im Unterschied zu Tieren
scheinen die Mitochondrien beim pflanzlichen PCD jedoch keine derart groBe Rolle zu
spielen. Der Zelltod bei Pflanzen wird vor allem durch die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und daraus resultierendem oxidativen Stress ausgeldst. Die
Bildung von ROS im Zusammenhang mit programmiertem Zelltod findet bei Pflanzen
hauptsiachlich auBlerhalb der Zelle und nicht an den Mitochondrien statt (SAGI & FLUHR,
2001; TORRES et al., 2002; BOLWELL et al., 2002). Bei Pflanzen wird der programmierte
Zelltod auch nicht als Apoptose bezeichnet. Zytoplasmafragmentierungen bzw. die
Bildung apoptotischer Korper treten bei Pflanzen nicht auf. Sie besitzen auch keine
Phagozyten. Das Zytoplasma kann aber durch vakuoldre Autophagie abgebaut werden
(LENz, 2011). Auch die tierischen Apoptose-Schliisselenzyme Caspasen und Bcl-2
Proteine gibt es bei Pflanzen nicht. Jedoch wurde eine Familie Caspase-verwandter
Proteine, die Metacaspasen in Pflanzen identifiziert, welche eine Caspase-dhnliche
proteolytische Doméne besitzen (UREN et al., 2000). Ob diese Metacaspasen funktionell
dquivalent zu den klassischen Caspasen sind und somit auch an Zelltodprozessen beteiligt
sind, ist noch nicht bekannt. Bcl-2 homologe Proteine konnten bei Pflanzen bisher nicht
gefunden werden. Es konnte aber gezeigt werden, dass verschiedene Bcl-2 Proteine
anderer Organismen in transgenen Pflanzen Auswirkungen auf die Zelltodauspragung
haben. Wird z.B. das pro-apoptotische Bcl-2 Protein Bax in transgenen Pflanzen
exprimiert, kommt es zum Tod der betroffenen Zellen. Es ist bisher noch unklar, ob es sich
hierbei um aktiven PCD handelt, oder ob dieser Effekt nur auf der Porenbildung von Bax
in Mitochondrienmembranen beruht (XU & REED, 1998; LACOMME & SANTA CRUZ, 1999).
Interessanterweise konnte ein pflanzliches Protein identifiziert werden, welches dem
tierischen Bax-Inhibitor 1 (BIl) entspricht. BIIl interagiert mit Bax und ist bei
Uberexpression in der Lage, Bax-induzierten Zelltod zu unterdriicken (XU & REED, 1998).
Mittlerweile sind mehrere homologe Pflanzenproteine bekannt (z. B. AtBIl aus
Arabidopsis, siehe 2.8.1.4), die Bax-induzierten Zelltod in transgenen Pflanzen inhibieren
konnen (SANCHEZ et al., 2000; KAWAI-YAMADA et al., 2001). Deren natiirlicher
Interaktionspartner in Pflanzen ist jedoch noch nicht identifiziert worden.

PCD tritt bei Pflanzen, genau wie bei Tieren, hdufig wihrend ihrer Entwicklung auf.

Beispiele hierfiir sind unter anderem die Xylogenese oder die Bildung von Seitenwurzeln,



wobei Zellen im differenzierten Gewebe absterben miissen, um das Durchdringen der
Seitenwurzeln zu ermdglichen (MERGEMANN & SAUTER, 2000; STEFFENS & SAUTER,
2009). Auch &duBlere Einfliisse wie UV-Bestrahlung und Pathogenbefall koénnen bei
Pflanzen programmierten Zelltod auslosen (RYERSON & HEATH, 1996; WANG et al., 1996).
Auf den Zelltod im Zuge der pflanzlichen Pathogenabwehr soll hier besonders
eingegangen werden, da er fiir Pflanzen von enormer Bedeutung ist. Wie alle Organismen
sind auch Pflanzen im Laufe ihrer Existenz einer Vielzahl von Pathogenen wie Viren,
Bakterien und Pilzen ausgesetzt. Tiere haben zum Schutz vor solchen Pathogenangriffen
ein Immunsystem mit hoch spezialisierten pathogenerkennenden Immunzellen
(z. B. T-Zellen) entwickelt, die das Eindringen von Pathogenen in den gesamten
Organismus verhindern. Da Pflanzen nicht wie Tiere iliber ein Immunsystem mit hoch
spezialisierten pathogenerkennenden Immunzellen verfiigen, haben sie andere Strategien
entwickelt um sich vor schédlichen Eindringlingen zu schiitzen. Eine solche Strategie ist
die hypersensitive Abwehrreaktion / ,,hypersensitive response” (HR; siche Abb. 1.1-2).
Hierbei wird die systemische Ausbreitung biotropher Pathogene verhindert, indem
infizierte Pflanzenzellen erkannt und durch PCD gezielt getotet werden. Von der
infizierten Zelle werden Signale an die Nachbarzellen ausgesandt, um deren Absterben
ebenfalls auszulosen. Es bilden sich sogenannte nekrotische Lokalldsionen. Das
abgestorbene Gewebe in und um die Infektionsstelle schafft eine rdumliche Barriere
zwischen Wirt und Pathogen. Dieser uneigenniitzige Tod einzelner Zellen kann die Pflanze
vor einer systemischen Infektion schiitzen (WEBER, 1994). Grundlage hierfiir ist das
Rezeptor-Elicitor-Modell (KEEN, 1990), das auf der Gen-fiir-Gen-Hypothese (FLOR, 1942)
basiert. Demzufolge wird eine Resistenzreaktion in Pflanzen in Form einer HR nur dann
ausgelost, wenn die Pflanze ein Resistenzgen (R) besitzt und das Pathogen das zum
Resistenzgen komplementére Avirulenzgen (avr). Das Genprodukt des Resistenzgens kann
dabei den Rezeptor darstellen und das Produkt des Avirulenzgens den Elicitor (KEEN,
1990). Infolge der Interaktion von Rezeptoren (R) und Elicitoren (avr), also der Erkennung
des Pathogens durch die Pflanze, wird eine Signalkaskade ausgelost, die zur Bildung einer
HR an der Infektionsstelle fiihrt. Bei Tabakpflanzen mit dem N’-Resistenzgen (WHITHAM
et al., 1994) konnte gezeigt werden, dass das Hiillprotein verschiedener Tobamoviren eine
HR auslésen kann. Das Gen des Hiillproteins dieser Viren wird somit als Avirulenzgen
betrachtet (PFITZNER & PFITZNER, 1992). Das lokale Absterben der infizierten
Pflanzenzellen wéhrend einer HR ist mit einer Vielzahl von Mechanismen verbunden. Am
Anfang der HR steht die Aktivierung von membrangebundenen NADPH-Oxidasen und

Peroxidasen und folglich die Produktion und Anhdufung von H,O,, wodurch oxidativer



Stress ausgelost wird. Zum einen fungiert H>O, als Substrat flir die oxidative
Quervernetzung von Zellwand-Strukturproteinen, was eine schnelle Abwehrreaktion der
Pflanze darstellt, zum anderen wirkt es als lokaler Ausloser des programmierten Zelltods.
AuBerdem fungiert es als Signal fiir die Induktion abwehrbeteiligter Gene in benachbarten
Zellen (BRADLEY et al., 1992; BRISSON et al., 1994; LAMB & DIXON, 1997, MONTILLET et
al., 2005). Es kommt zur Auflagerung von Callose und zur Synthese und Akkumulation
von PR-Proteinen (,,pathogenesis-related proteins®) (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996).
Die Aktivierung der PR-Gene wiederum fiihrt zur Ausbildung einer systemischen
Resistenz ,,systemic acquired resistance (SAR; siehe Abb. 1.1-2). Diese erhoht die
Widerstandsfahigkeit der Pflanzen bei erneutem Pathogenbefall. Sie entwickeln eine
unspezifische Resistenz gegen ein breites Spektrum phytopathogener Viren, Bakterien und

Pilze, auch in entfernten, nicht infizierten Pflanzenteilen (RYALS et al., 1996).

- other defense
responses

PR gene transcription

J

acquired
resistance

Abb. 1.1-2: Schematische Darstellung der hypersensitiven Abwehrreaktion (HR) und der daraus
resultierenden systemisch erworbenen Resistenz (SAR) nach Pathogenbefall (verindert nach
wps.prenhall.com/esm_freeman_biosci_1/7/1955/500507.cw/index.html). Ausloser ist die Interaktion
zwischen Avirulenzgen (avr) des Pathogens und Resistenzgen (R) der Pflanze.

Auch die Blattseneszenz stellt eine besondere Form des PCD bei Pflanzen dar (GRAY &
JOHAL, 1998; LiM et al., 2003). Als Seneszenz wird der natiirliche Alterungsprozess
bezeichnet. Sie unterscheidet sich von anderen PCD-Arten durch einen langsameren und
geordneteren Ablauf. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass diese Art des PCD im

Gegensatz zur Pathogenabwehr dem Recycling von Néhrstoffen wihrend der
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Reorganisationsphase dient. Die Seneszenz ist ein anfanglich umkehrbarer Prozess
(NOODEN & PENNEY, 2001), der schlieBlich aber zum Zelltod fiihrt. Entstehende
Degradationsprodukte werden zunéchst in die Vakuole transportiert, um die Zelle zu
schiitzen (PARTHIER, 1988). Letztendlich kann die Vakuole aber iiber ihre autolytische
Funktion die Seneszenz terminieren (THOMAS et al., 2003). Genau wie bei anderen Arten
des PCD spielen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) auch bei der Initiation der Seneszenz
eine zentrale Rolle. Bereits im Jahre 1956 wurde die Theorie zur Alterung durch freie
Radikale postuliert (HARMAN, 1956). Genau wie die HR, geht auch die Blattseneszenz
immer mit einer erhdhten H,O,-Produktion bzw. -Akkumulation einher (PETROV &
BREUSEGEM, 2012). H,O, wirkt hierbei vor allem als Signalmolekiil fiir den Start der
Seneszenz, indem es seneszenzabhingige Gene induziert (ZENTGRAF, 2008; ZENTGRAF et
al., 2012). Man nimmt zudem an, dass es durch die oxidative Degradierung von
Chlorophyll und Membranen zur Bildung von zusétzlichen Sauerstoff-Radikalen kommt

(MUNNE et al., 2002; ZIMMERMANN & ZENTGRAF, 2005).

1.1.3 ROS (,,reactive oxygen species*)

Sauerstoff ist fiir alle aeroben Organismen lebensnotwendig. Durch die Aufnahme von
Sauerstoff und dessen Reduktion zu Wasser entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS).
Hierzu gehoren freie Radikale wie O,” OH’, RO, und RO, aber auch stabile molekulare
Oxidantien wie H,O,, ROOH, O3, OCI und O,. Sie entstehen als toxisches Nebenprodukt
des normalen zelluldren Metabolismus in allen multizelluldren Organismen (THANNICKAL
& FANBURG, 2000) und koénnen durch Oxidation zur Schidigung von Lipiden
(Membranen), Proteinen und Nukleinsduren und letztendlich zum Zelltod fiihren
(FREEMAN & CRAPO, 1982; BIENERT et al., 2006). Um sich davor zu schiitzen, besitzen
Zellen eine zelleigene Entgiftungsmaschinerie in Form von antioxidanten Enzymen, wie
Superoxiddismutasen, Katalasen und Glutathionperoxidasen. Diese Antioxidantien sorgen
dafiir, dass tliberschiissige ROS abgebaut werden und die Zelle davor geschiitzt wird. Wenn
der Organismus jedoch schidlichen Bedingungen, wie z. B. UV-Strahlung, Wassermangel,
mechanischen Verletzungen oder Pathogenbefall ausgesetzt ist, kommt es zur vermehrten
Bildung und Akkumulation von ROS. Die zelleigene Entgiftungsmaschinerie ist dann nicht
mehr in der Lage die produzierte Menge an ROS zu bewiéltigen (DEVASAGAYAM et al.,
2004). Es entsteht oxidativer Stress.

ROS sind aber nicht nur als schiddliche Molekiile anzusehen, sondern ganz im Gegenteil
als sehr wichtige Komponenten bei der Regulation und Signaltransduktion von Zellen

(FINKEL, 1998; RHEE, 1999). Sie konnen die Expression bestimmter Gene beeinflussen



(APEL & HIRT, 2004; VAN BREUSEGEM & DAT, 2006) und sind in der Lage, eine Antwort
auf verschiedene Stressfaktoren auszuldsen (NEILL et al., 2002; BIENERT et al., 2006).

Von besonderem Interesse ist hier Wasserstoffperoxid (H,O,). Obwohl H,O, besser
bekannt filir seine zytotoxischen Effekte ist, konnte es in den letzten Jahren auch als
Signalmolekiil im Rahmen der eukaryotischen Signaltransduktion identifiziert werden. In
Sdugern ist H,O; in Prozesse wie die Aktivierung von Immunzellen oder die Umgestaltung
von Blutgefiflen involviert (GEISZT & LETO, 2004; VEAL ef al., 2007). In Pflanzen wirkt
H,0, als Signalmolekiil bei verschiedenen physiologischen Prozessen, wie
Zellwandverstirkung durch oxidative Quervernetzung von Strukturproteinen, Produktion
von Phytoalexinen, StomataschlieBung, Wurzelwachstum und dem Erwerb einer
systemischen Resistenz (SAR) (LAMB & DIXON, 1997; FOREMAN et al., 2003; BAIS et al.,
2003; LALOI et al., 2004). Auch der programmierte Zelltod (PCD) bei Pflanzen stellt einen
wichtigen biologischen Prozess dar, der durch H,O, vermittelt wird (NEILL et al., 2002,
BETHKE & JONES, 2001; GECHEV & HILLE, 2005). Dies macht sich sowohl bei der
Regulation von Seneszenzprozessen bemerkbar, wo vor allem H,O; eine wichtige Rolle als
Signalmolekiil zugesagt wird (ZENTGRAF et al., 2012), als auch bei der Abwehr von
Pathogenen. Im Zuge der hypersensitiven Abwehrreaktion (HR) nach Pathogenbefall
induziert H,O, das lokale Absterben infizierter Zellen, um die systemische Ausbreitung
von biotrophen Pathogenen zu verhindern (LEVINE et al., 1994). Die Anzahl der geopferten
Zellen muss dabei moglichst gering gehalten werden, um eine schiitzende und nicht
zerstorerische Wirkung der HR zu gewéhrleisten. Es ist also besonders wichtig, dass H,O»
fiir eine kontrollierte Signalwirkung rdumlich und zeitlich reguliert wird. Die intrazellulére
H,0O,-Konzentration entscheidet schliefSlich dariiber, wie vital eine Zelle ist. Zu starker
unkontrollierter H,O»-Influx fithrt zum unkontrollierten Zelltod. Die grundlegenden
Prinzipien der rdumlichen und zeitlichen H,O,-Regulation werfen noch einige Fragen auf
und waren zentraler Bestandteil der vorliegenden Arbeit.

Die Quellen der H,O, Produktion sind bekannt (siche Abb. 1.1-3). Innerhalb der Zelle
entsteht es hauptsdchlich wihrend der Atmungskette beim Elektronentransport in den
Mitochondrien (M@LLER, 2001). Bei Pflanzen entsteht H,O, auBerdem an der
Thylakoidmembran der Chloroplasten wihrend der Mehler-Reaktion (MEHLER, 1951).
Auch durch die Photorespiration der Peroxisomen wird H,O, freigesetzt. Auferhalb
pflanzlicher Zellen steigern abiotischer und biotischer Stress die H,O,-Produktion durch
Plasmamembran-lokalisierte Enzyme, wie NADPH-Oxidasen aus der Familie der Nox-
Proteine oder Zellwandperoxidasen (SAGI & FLUHR, 2001; TORRES et al., 2002; BOLWELL
et al.,2002).
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Abb. 1.1-3: Quellen der H,O,-Produktion in Pflanzenzellen (NEILL et al., 2002). H,O, entsteht entweder
innerhalb der Zelle an den Mitochondrien, Chloroplasten und Peroxisomen, oder auflerhalb der Zelle im
Apoplasten durch die Aktivierung von NADPH-Oxidasen und Zellwandperoxidasen als Reaktion auf
abiotischen und biotischen Stress. H;O, welches im Apoplasten gebildet wird, gelangt durch Peroxiporine
(z. B. Aquaporine) in die Zelle.

Da die Produktion von H,O, als Reaktion auf Stress zu einem groen Teil durch NADPH-
Oxidasen und Zellwandperoxidasen auf der extrazelluliren Seite von Zellmembranen
ablduft, ist es von grofer Wichtigkeit zu verstehen, wie H,O, {liber die Zellamembran
hinweg in die Zelle transportiert wird, um dort seine Signalfunktion zu erfiillen (MILLER et
al., 2010). Lange Zeit wurde angenommen, dass H,O, frei durch Zellemembranen
diffundieren kann (LANCASTER, 1994). Mittlerweile wird diese Ansicht jedoch bezweifelt.
Zum einen, weil eine Diffusion von H,O, aufgrund des permanenten Dipolmoments von
2,26 x 10 elektrostatischen Einheiten wenig wahrscheinlich ist (ARDON, 1965). Zum
anderen, da Ergebnisse aktueller Forschungsstudien darauf hinweisen, dass es H,O»-
transportierende Kanalproteine (Peroxiporine) in Zellmembranen gibt. Zwischenzeitlich
konnten verschiedene Aquaporine als Peroxiporine identifiziert werden. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Aquaporine nicht nur Wasser transportieren, sondern auch als
Vermittler fiir die HyO,-Aufnahme in die Zelle fungieren konnen (BIENERT et al., 2006;

DyYNOWSKI et al, 2008; HocH, 2011).
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1.2 Aquaporine

Aquaporine sind integrale Membranproteine. Sie formen wasserleitende Kénale durch
Zellmembranen. Da biologische Membranen im Inneren hydrophob sind, ist deren
Leitfdhigkeit flir Wassermolekiile sehr gering. Daher sind Kanile nétig, die den passiven
Durchtritt von Wasser und einigen weiteren Molekiilen ermoglichen. Aquaporine sind
hauptséchlich in der Plasmamembran von Zellen und in der Vakuolenmembran
(Tonoplast) vertreten, konnen aber auch in anderen intrazelluliren Membranen
vorkommen (JOHANSSON et al., 1998; LU et al., 2003). Sie sind ubiquitér, also in allen
Organismen von Bakterien iiber Pilze und Pflanzen bis hin zu Tieren und Menschen
vertreten. Beim Menschen regulieren Aquaporine unter anderem den Wasserhaushalt in
der Niere, in den Erythrozyten, in der Augenlinse und im Gehirn (PRESTON & AGRE,
1991). Bei Pflanzen liegt die Funktion der Aquaporine in der Wasseraufnahme durch die
Wurzeln und der Weiterleitung in die restliche Pflanze. Auf diese Weise besteht neben den
Wasserleitgefden des Xylems ein zweites Wassertransportsystem durch die iibrigen
Pflanzengewebe. Aquaporine im Tonoplasten gewdhrleisten beim Zellwachstum die
Volumenzunahme der Zelle durch Wasseraufnahme (EISENBARTH & WEIG, 2005). Sie
erhalten den Zellturgor und sind an der Bildung von Samen und deren Keimung sowie der
Regelung der SchlieBzellen beteiligt (JOHANSSON ef al., 2000; SANSOM & LAw, 2001).
Aquaporine gehoren zur Familie der ,,major intrinsic proteins® (MIPs). Sie haben ein
Molekulargewicht von 23 bis 34 kDa (CHAUMONT, 2004). Strukturell bestehen Aquaporine
aus sechs transmembranen o-Helices (H 1 - 6), welche iiber fiinf Schleifen (A - E)
miteinander verbunden sind (HELDT & PIECHULLA, 2008) (siche Abb. 1.2-1). C- und N-
Terminus befinden sich auf der zytoplasmatischen Seite der Zellmembran (GONEN &
WALz, 2006). Ein Aquaporin Monomer vermittelt den Anschein, dass es aus zwei
repetetiven Teilen gebildet wird (TM 1 - 3 und TM 4 - 6). Die beiden Proteinhélften sind
um 180 °C zueinander gedreht. Die Schleifen B und E sind hydrophobe Schleifen. Sie
enthalten je ein hoch konserviertes NPA-Motiv (Aminoséureabfolge aus Asparagin, Prolin
und Alanin) (REIZER et al., 1993; CHRISPEELS & AGRE, 1994; PARK & SAIER, 1996).
Wihrend Schleife B die zweite und dritte Transmembrandoméne (TM) verbindet, ist
Schleife E zwischen der flinften und sechsten lokalisiert. Im gefalteten Protein liegen die
beiden Schleifen gegeniiber und bilden mittels der beiden hydrophoben NPA-Motive die
wasserdurchlissige Pore (JUNG et al., 1994; WU & BEITZ, 2007). Diese Struktur wird als
,hourglass model* (Sanduhr-Model), bezeichnet (JUNG ef al., 1994).

12



extracellular

lipid
bilayer

intracellular

hourglass

HOOC

Abb. 1.2-1: Struktur eines Aquaporin Monomers (,,hourglass-model*) (JUNG et al., 1994). Jedes
Monomer besteht aus zwei gegeniiberliegenden symmetrischen  Strukturen, die je drei
Transmembrandoménen (TM 1 - 3 und TM 4 - 6) beinhalten. Die TM sind durch fiinf Schleifen (A - E)
miteinander verbunden. Schleife B und E enthalten je ein NPA-Motiv und bilden zusammen eine
wasserdurchléssige Pore.

Aquaporine bilden Tetramere in der Zellmembran, wobei jedes Monomer als ein
unabhingiger Kanal fungiert (siche Abb. 1.2-2). Sie transportieren selektiv Wasser und

einige weitere ungeladene Molekiile durch Membranen. Gleichzeitig verhindern sie die

Passage von Ionen, einschlielich Protonen oder anderen geldsten Substanzen (GONEN &

WaLz, 2006).

Abb 1.2-2: Bindermodell des humanen AQUAPORIN 1 (AQP1), (MURATA, 2000). Seitenansicht eines
AQPI1 Monomers, mit den sechs transmembranen a-Helices (H 1 - 6) sowie den Schleifen (A - E); Ct: C-
Terminus, Nt: N-Terminus (A), Ansicht der extrazelluldren Seite eines AQP1 Tetramers mit 4 unabhéngigen
Kanilen (B), Seitenansicht eines AQP1 Tetramers (C). Graue Balken kennzeichnen die Lipid-Doppelschicht;
oben: extrazelluldr, unten: zytoplasmatisch. Die gelbe Raute und die gelbe unterbrochene Linie kennzeichnen
die vierzdhlige Symmetrieachse des Tetramers.

Die pflanzlichen Proteine der MIP-Familie werden aufgrund von Sequenzhomologien in
vier Unterfamilien eingeteilt: ,,plasma membrane intrinsic proteins* (PIPs), ,,tonoplast
intrinsic proteins® (TIPs), ,,Nodulin26-like intrinsic proteins® (NIPs) und ,,small basic
intrinsic proteins® (SIPs) (JOHANSON et al., 2001; CHAUMONT et al., 2001; JOHANSON &

GUSTAVSSON, 2002). TIPs und PIPs sind auBlerdem nach ihrer subzellularen Lokalisation
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in Tonoplast und Plasmamembran eingeteilt. Diese ist jedoch nicht zwingend. Proteine der
NIP-Unterfamilie sind in der Plasmamembran und anderen intrazelluliren Membranen
vertreten (MA et al., 2006; MIZUTANI et al., 2006; TAKANO et al., 2006). Die Unterfamilie
der SIPs bildet die kleinste Gruppe mit Proteinen die hauptsidchlich im Endoplasmatischen
Retikulum lokalisiert sind (ISHIKAWA et al., 2005). Bei A. thaliana gibt es 35
unterschiedliche MIPs (siche Abb. 1.2-3).

TIP1;3 11P1;2

TIPs

- 0,05 ,,changes*

Abb. 1.2-3: Phylogenetische Gegeniiberstellung der 35 MIPs aus Arabidopsis thaliana (JOHANSON et al.,
2001). MIPs sind eingeteilt in die vier Unterfamilien TIPs, PIPs, NIPs und SIPs. Die erste Nummer der
Proteinnomenklatur kennzeichnet die Gruppe, die zweite Nummer die Reihenfolge in der sie entdeckt
wurden. Die Lange des Distanzbalkens mit dem Wert 0,05 entspricht 5 % Aminosédureaustausch pro Position
im Sequenz-,,Alignment®.

Weiterhin konnen MIPs aufgrund ihrer Transportselektivitdt in zwei funktionale Gruppen
eingeteilt werden. Wéhrend viele pflanzliche MIPs ausschlieBlich als Wasserkandle
fungieren (orthodoxe Aquaporine), gibt es einige Beispiele die auch noch fiir andere
Molekiile permeabel sind (Aquaglyceroporine). Aquaglyceroporine konnen kleine
ungeladene, teilweise polare Stoffe wie Glycerin, Harnstoff, CO,, Polyole, Purine,
Pyrimidine, NH3;, NH;" und dreiwertige anorganische Formen von Arsen und Antimon
transportieren (FU et al., 2000; LUDEWIG et al., 2002; LiU et al., 2003; UEHLEIN et al.,
2003; LOQUE et al., 2005; HOLM et al., 2005; HARA-CHIKUMA & VERKMAN, 2006). Auch
Wasserstoffperoxid (H,O,) kann durch manche Aquaporine transportiert werden (BIENERT
et al., 2006, 2007; DYNOWSKI et al., 2008; HocH, 2011). Ausschlaggebend fiir die

Transportselektivitdt sind Groe und elektrochemische Eigenschaften der Molekiile sowie

der Aquaporin-Pore (FUJIYOSHI et al., 2002; TAJKHORSHID et al., 2002; WU et al., 2007).
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1.3 Aminoacylasen

Aminoacylasen (N-Acylaminosdurehydrolasen, EC 3.5.1.14) gehdren zur Familie der
M20-Metallopeptidasen (RAWLINGS & BARRETT, 1995). Sie katalysieren die Hydrolyse
von N-terminal acylierten L-Aminosduren zu einer freien L-Aminosdure und einer
Acylgruppe (ENDO, 1980; PITTELKOW et al., 1998; PERRIER et al., 2005; siche Abb. 1.3-1).
Zu den Acylgruppen der allgemeinen Form R-(C=0) zéhlen die Acetylgruppe CH3-(C=0),
die Formylgruppe H-(C=0), die Benzoylgruppe CsHs-(C=0) und dhnliche Reste.

Auch die Gegenreaktion, die Acylierung von Aminosduren, kann von Aminoacylasen
katalysiert werden. Jedoch findet bevorzugt die Reaktion der Hydrolyse statt (LINDNER et
al., 2000).

o)

. 2
H Aminoacylase OH + )L ,
R OH +H20
@)

Abb. 1.3-1: Von Aminoacylasen Kkatalysierte chemische Reaktion: Hydrolyse N-acylierter
L-Aminosiure zu L-Aminosiure und Acylgruppe.

Aminoacylasen sind bei Mikroorganismen, Tieren und im Pflanzenreich weit verbreitet
(SAKANYAN et al., 1993; ISHIKAWA et al., 2001; STORY et al., 2001). Bei Sdugern wurde
vor allem die Niere als reichhaltige Quelle identifiziert (LINDNER, 2000; LINDNER ef al.,
2003). SCHMIEDEBERG lieferte 1881 erstmals den Nachweis fiir ein Hippursdure spaltendes
Enzym in wissrigen Gewebsausziigen der Schweineniere. In Anlehnung an die
Lokalisation im Gewebe bezeichnete er das Enzym damals als ,Histozym*
(SCHMIEDEBERG, 1881). In den folgenden Jahren beschiftigten sich viele Wissenschaftler
mit der Lokalisation, Funktion, Struktur und Bedeutung dieses Enzyms. Auch
SMORODINZEW untersuchte die Eigenschaften des ,,Histozyms® und zeigte, dass es neben
Hippursdure (N-Benzoylglycin) auch Benzoylleucin und Benzoylalanin hydrolysiert.
Aufgrund seiner Befunde priagte er den Begriff der ,,Acylase* (SMORODINZEW, 1922). Bei
Sdugern wurden bisher vier Aminoacylasen identifiziert, die sich in ihrer Substratspezifitit
unterscheiden. BIRNBAUM et al. gelang 1952 die Acylase-Isolierung aus Schweineniere.
Sie stellten fest, dass sich zwei verschiedene Acylasen im rohen Homogenat befanden. Das
eine Enzym, welches fast alle getesteten N-acylierten Aminoséuren hydrolysierte, nannten
sie Aminoacylase 1 (Acyl). Das andere Enzym, welches lediglich N-Acetyl-Aspartat
hydrolysierte, wurde als Aminoacylase 2 bezeichnet (BIRNBAUM ef al., 1952). 1978 wurde

eine Aminoacylase im Nierenhomogenat entdeckt welche vor allem N-acetylierte
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aromatische Aminosduren deacetyliert. Sie wurde als Aminoacylase 3 bezeichnet (ENDO,
1978). Eine weitere Aminoacylase spaltet im Gegensatz zu den anderen Enzymen keine
N-a-acetylierten Aminoséduren, sondern ausschlieBlich N-g-Acetyl-L-Lysin. Diese wird als
Acyl-Lysin-Deacylase bezeichnet (PAIK et al., 1957; ANDERS & DEKANT, 1994).

Bei den bis heute bekannten Acylasen handelt es sich meist um homodimere
Metalloproteine. Es sind aber auch homotetramere Formen identifiziert worden (CHO et
al., 1987; COOK et al., 1993; YANG et al., 1994; PALM & ROHM, 1995; D" AMBROSIO et al.,
2003). Fiir die Auspriagung der Enzymaktivitidt wird ein zweiwertiges Kation bendtigt. Es
handelt sich dabei meist um Zink. Jedes Monomer enthilt ein mono- oder dinukleéres
Zinkzentrum (WU & Tsou, 1993; LINDNER et al., 2003).

Die Aminoacylase 1 ist die prominenteste der bisher bekannten Acylasen. Seit 1975
wurden ihre Proteinstruktur und Katalysemechanismen von  verschiedenen
Forschergruppen untersucht (LOFFLER, 1986; LINDNER et al., 2003, 2005, 2008a+b). Die
Aminosduresequenzen des Proteins aus Schweinen (pAcyl) und Menschen (ACY1)
wurden 1992 und 1993 verdffentlicht (JAKOB et al., 1992; MITTA et al., 1993; COOK et al.,
1993). Es zeigte sich, dass beide Proteine eine 87,7 % homologe Aminosiuresequenz
aufweisen (MITTA et al., 1993).

Die humane ACY1 wird durch das Gen ACYI kodiert, welches auf dem kurzen Arm von
Chromosom 3 (3p21.1) lokalisiert ist (NAYLOR et al., 1979, 1982; MILLER et al., 1990).
Die Analyse der cDNA ergab eine Linge von 1438 Basenpaaren (bp) mit einem offenen
Leserahmen von 1224 bp. Das Protein besteht demnach aus 408 Aminoséuren und hat eine
berechnete Molekularmasse von 45,822 kDa (Cook et al., 1993). ACY1 katalysiert
vorzugsweise die Umsetzung, neutraler, unverzweigter, aliphatischer Aminosduren mit
kurzen Acylresten, vor allem N-Acetyl-L-Methionin (BIRNBAUM ef al., 1952; GREENSTEIN
& WINITZ, 1961). Die Michaeliskonstante fiir N-Acetyl-L-Methionin betrdgt 2 mM. Das
Enantiomer N-Acetyl-D-Methionin wird hingegen nicht hydrolysiert (BRUNS & SCHULZE,
1962).

Die subzelluldre Lokalisation von Aminoacylase 1 ist noch unklar. Mehrere
Forschergruppen charakterisierten Acyl als zytosolisches Enzym (SCHMIEDEBERG, 1881;
CooK et al., 1993; GIARDINA et al., 1999; LINDNER et al., 2000). Jedoch wird auch tiber
eine Membranassoziation der Acyl spekuliert. (HEESE ef al., 1988; PALM & ROHM, 1995;
GIARDINA et al., 1997). Dem liegt zugrunde, dass die Sequenzen der Proteine vom Acyl-
Typ immer zwei charakteristische Sequenzabschnitte mit je einem PWW-Motiv enthalten.

Diese PWW Motive sind eigentlich typisch fiir integrale Membranproteine. Jedoch wird
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auch die Moglichkeit einer peripheren Membranverankerung von nicht-integralen
Proteinen wie Acyl iiber PWW-Motive postuliert (PALM & ROHM, 1995).

Durch Kiristallisation und Enzymaktivitétstests mit einer Mutante der humanen ACY1
(ACY1 Thr347Gly) (siche Abb. 1.3-2) konnten wichtige Informationen zum Aufbau des
aktiven Zentrums als auch zum Ablauf katalytischer Reaktionen des Enzyms erhalten
werden. Zum aktiven Zentrum des Enzyms gehoren die Aminosduren Asp82 und Glul47
(LINDNER et al., 2003). ACY1 besteht aus zwei identischen Monomeren und bildet somit
ein 90 kDa groBBes Homodimer (KORDEL & SCHNEIDER, 1997; LINDNER et al., 2000, 2003,
2005; PERRIER ef al., 2005).

Abb. 1.3-2: Bindermodell des Zinkbindungsbereichs von ACY1 (links) (LINDNER et al., 2003) und
eines ACY1 Homodimers (rechts) (SOMMER et al., 2012). Dargestellt ist die ACY 1-Mutante Thr347Gly.
Jedes Monomer bindet zwei Zinkionen (links: grau, rechts: violett).

Jedes Monomer enthilt ein dinukledres Zinkzentrum, welches Zinkionen (Zn") iiber
Wasserstoftbriickenbindungen stabilisiert. Die Aminosduren His80, Aspl13, Glul48,
Glul75 und His373 der C- und N-terminalen Region bilden die Zink-bindende Doméne
(LINDNER et al., 2003). Die Zwischendoméne (Aminosdure 189 - 310) vermittelt die
Dimerisierung (D" AMBROSIO ef al., 2003). Zur Rolle der Zinkionen bei der Enzymaktivitét
gibt es unterschiedliche Meinungen. HEESE et al. gehen von einer rein strukturellen
Funktion des Metallions aus (HEESE ef al., 1990). ROWSELL et al. hingegen postulieren die
direkte Beteiligung des Metallions an der Katalyse (ROWSELL et al., 1997) und COLEMAN
et al. vermuten eine Funktion des Metallions bei der Substratbindung (COLEMAN et al.,
1998). Fiir die Substratbindung verantwortliche Reste konnten noch nicht zweifelsfrei
identifiziert werden. Jedoch wird fiir Aminosédure Arg276 eine maf3gebliche Beteiligung an
der Bindung sowie der katalytischen Umsetzung des Substrats postuliert (LINDNER et al.,
2005).
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Die biologische Funktion von Aminoacylasen ist bisher noch kaum verstanden. Friiher
wurde ihre Aufgabe weniger in der Hydrolyse von N-acylierten Aminosduren als in der
Synthese (z. B. Hippursdure-Synthese) gesehen. Mit den Untersuchungen von GREENSTEIN
& WINITZ (1961) zur Stereoselektivitdt und Substratspezifitit der Acyl aus Schweinen,
verlagerte sich das Interesse an der Aktivitit des Enzyms jedoch von der Synthese auf die
Hydrolyse N-ac(et)ylierter Aminoséuren.

Die N-Acetylierung von Aminosduren in Proteinen und Peptiden ist ein weit verbreiteter
Mechanismus, der in vielen eukaryotischen Zellen zu finden ist. 85 % aller eukaryotischen
Proteine sind N-terminal acetyliert (POLEVODA & SHERMAN, 2000). Ein groBer Teil (40 %)
dieser N-acetylierten Proteine sind Strukturproteine, wie z. B. Histone, Keratin, Aktin und
ribosomale Proteine. Es gibt mehrere Hypothesen die als Grund fiir diese N-terminale
Modifikation diskutiert werden. Im Allgemeinen konnen N-terminale Modifkationen die
biologische Funktion, die Stabilitit, die Proteinfaltung und den Abbau von Proteinen
beeinflussen (KENDALL ef al., 1990). So kann die Modifikation durch N-Acetylierung z. B.
zum Schutz vor proteolytischem Abbau dienen, um die Halbwertszeit von Proteinen und
Peptiden zu verldngern (JORNVALL, 1975; BACHMAIR et al., 1986; BRADSHAW, 1998).
Auch Zwischenprodukte im Intermediédrstoffwechsel sind manchmal durch N-Acetylierung
stabilisiert, um unerwiinschte Nebenreaktionen zu verhindern (KINDLER & GILVARG, 1960;
SCAPIN & BLANCHARD, 1998). Die Stabilisierung ist aber nicht die einzige Funktion der
N-Acetylierung. Sie kann auch regulierende Auswirkungen auf die Proteinaktivitdt haben.
Die Eliminierung der N-terminalen positiven Ladung durch Acetylierung wirkt sich bei
einigen Proteinen direkt funktionell aus (EVANS ef al., 1994; OHBA et al., 1997).

Die N-terminale Acetylierung von Proteinen wird von N-Acetyl-Transferasen katalysiert.
Diese iibertragen Acetyl-Gruppen von Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) an das Ende von
o-Aminosiuren (BRADSHAW et al., 1998). Uber den genauen Abbauprozess dieser
N-acetylierten Proteine ist bisher jedoch relativ wenig bekannt. Man weil}, dass zwei
Proteine beteiligt sind (siche Abb. 1.3-3). Zuerst werden die N-acetylierten Aminosiduren
durch die N-Acylpeptid-Hydrolase (APH) vom Peptid abgespalten. Die freigesetzten
acetylierten Aminosduren miissen fiir den weiteren Metabolismus wieder deacetyliert
werden. Dies geschieht in einem zweiten Schritt durch die von Aminoacylasen katalysierte
Hydrolyse. Dabei entstehen freie Aminosduren und Acetat (GADE & BROWN, 1981;

GIARDINA et al., 1997; PITTELKOW et al., 1998).
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APH ACY1
Acetyl-AS1-AS2-...ASn > Acetyl-AS1 + AS2-...ASn > Acetat + AS1 + AS2-...ASp

Abb. 1.3-3: Abbau von N-terminal acetylierten Proteinen durch N-Acylpeptid-Hydrolase (APH) und
Aminoacylase 1 (ACY1).

Die freien Aminoséduren sind dann wieder fiir die Protein-Synthese verfiigbar (PERRIER et
al., 2005). Somit wird Aminoacylasen vor allem die Funktion der Deacetylierung von
N-terminal blockierten Aminosduren im Aminosiure-Metabolismus zugeschrieben (PALM
& ROHM, 1995). Diese Funktion passt gut zur beobachteten Substratspezifitiat der ACY1,
da Alanin, Serin, Methionin, Glycin und Threonin die hdufigsten Aminosdurereste am
Aminoterminus von N-acetylierten Proteinen sind (ENDO, 1980; PITTELKOW et al., 1998;

POLEVODA & SHERMAN, 2002).

1.3.1 Aminoacylase 1-homologe Proteine aus Pflanzen (AQI1 und NtAQI1)

Wihrend iiber die Funktion von tierischen und humanen Aminoacylasen einiges bekannt
ist, ist noch weitgehend unklar welche Rolle diese hoch konservierten Proteine in Pflanzen
spielen.

Das pflanzliche Aminoacylase 1-homologe Protein AQIl wurde in vorherigen
Forschungsarbeiten am Institut fiir Genetik, Fachgebiet Allgemeine Virologie der
Universitdt Hohenheim isoliert (HOCH, 2011).

Am Anfang stand hierbei die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen dem programmierten
Zelltod (PCD) bei Sdugern und Pflanzen besteht. Um dies zu kldren wurden transgene
Tabakpflanzen hergestellt, welche Gene fiir verschiedene Apoptose-regulierende Proteine
der Bcl-2 Familie exprimieren (ROTH, 2003), unter anderem das Gen fiir das anti-
apoptotische Protein BHRF1 des humanen Epstein-Barr Virus. Bei den Untersuchungen
der BHRFI-transgenen Pflanzen konnte {iberraschenderweise eine stark pro-apoptotische
Wirkung des viralen BHRF1 beobachtet werden (siche Abb. 1.3-4).

Dies steht ganz im Gegensatz zu der eigentlich anti-apoptotischen Wirkung des Proteins in
Sdugern. Die konstitutive Expression von BHRFI fiihrte zu einer altersabhdngigen
Sensibilisierung der transgenen Pflanzen gegen Zelltodreize. Es zeigte sich eine unerwartet
starke Nekrosenbildung, die durch endogene Reize, wie eine hypersensitive Reaktion (HR)
und Stress ausgeldst werden konnte. Altere Blitter zeigten auch ohne duBeres Einwirken

nekrotische Bereiche. Diese traten spontan auf und waren von unregelméfiger Form.
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BHRF1 BHRF1 Wt BHRF1

Abb. 1.3-4: typischer Phinotyp von BHRFI-transgenen Tabakpflanzen (V. tabacum NN).
Uberexpression von BHRF1 fiihrt zur Ausbildung unregelméBiger Spontannekrosen in dlteren Blittern (A). 5
Tage nach einer Infektion von N. fabacum NN mit Tabakmosaikvirus (TMV) kommt es zu einer
hypersensitiven Abwehrreaktion (HR), die sich beim Wildtyp (Wt) in Form von begrenzten Lokalldsionen
dulert. Bei BHRFI-transgenen Tabakpflanzen (BHRF1) wird die Begrenzung dieser Lokalldsionen nicht
gewihrleistet. Es kommt zur unkontrollierten Ausbreitung der nekrotischen Bereiche (B).

Die Ursache fiir den nekrotischen Phédnotyp der transgenen Pflanzen ist auf eine Bindung
von BHRFI1 an die pflanzlichen zelluldiren Aquaporine TIP1;1 und PIP2;2 zuriickzufiihren.
Hierdurch kommt es vermutlich zu einer Fehlregulation der Kanalfunktion dieser
Aquaporine. Da TIP1;1 und PIP2;2 unter anderem als H,O,-Kanile fungieren, fiihrt dies
zur letalen Akkumulation von H,O; in der Zelle und somit zu Zelltod (HocCH, 2011).
BHRF1 kommt natiirlicherweise in Pflanzen nicht vor. Deshalb stellte sich die Frage nach
dem endogenen zelluldren Interaktionspartner bzw. Regulator der Aquaporine in Pflanzen.
Speziell den H,O,-Transport betreffend muss es einen Regulationsfaktor geben, der die
unkontrollierte Ausbreitung von toxischen Mengen H,O, verhindert und die kontrollierte
Signalwirkung von H,O, ermdglicht. Mit einem speziellen Hefezweihybridsystem konnte
in einer Arabidopsis-cDNA-Bank ein pflanzliches Protein als Interaktionspartner der
pflanzlichen Aquaporine (TIP1;1 und PIP2;2) identifiziert werden. Dieses Protein wurde
zukiinftig AQUAPORIN INTERACTOR 1 (AQII) genannt. Auch aus einer Tabak-cDNA
Bank konnte das entsprechende homologe Protein isoliert werden (NtAQI1) (HocH, 2011).
AQII aus A. thaliana und NtAQI1 aus N. tabacum weisen eine hohe Sequenzhomologie zu
Aminoacylase 1 aus Sdugern auf. Laut Sequenzvergleich mit der Datenbank des NCBI
(Blast-Programm; ALTSCHUL et al., 1990) betrdgt die Aminosiure-Identitit fiir
AQI1/ACY1 45 %, fiir NtAQI1/ACY1 42 % und fiir AQI1/NtAQI1 69 %.
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Die Expression von AQIl (At4g38220) wird basierend auf ,,Microarray“-Daten
(Arabidopsis eFP Browser, bar.utoronto.ca, WINTER et al., 2007) fiir alle Pflanzenorgane
von A. thaliana angenommen (siche Abb. 1.3-5).

Das hochste Expressionslevel wurde in der Wurzel, vor allem in der
Wurzelhaarzone/Differenzierungszone detektiert. In dieser Wurzelzone findet die
Ausdifferenzierung der Gewebe statt. Es entstehen Parenchym- und Sklerenchymzellen,

aber auch Phloem und Xylem. Auflerdem sind hier die Wurzelhaare fiir die Wasser- und

Mineralstoffaufnahme angesiedelt.

A)

[At4g38220 253033 _at  Aar

Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca
Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): €718
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Abb. 1.3-5: Detektierte Expressionsstiirke von AQI1 (At4g38220) basierend auf ,,Microarray“-Daten
(Arabidopsis eFP Browser, bar.utoronto.ca, WINTER et al., 2007). Expressionsstirke in verschiedenen
Pflanzenorganen von A. thaliana (A). In der Wurzel, vor allem in der Wurzelhaarzone, wird die starkste
Expression fiir AQ/1 vorhergesagt (B). Angezeigt sind die absoluten Expressionssignale.
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1.4 Zielsetzung

In vorrangegangenen Forschungsarbeiten konnten die pflanzlichen Aquaporine TIP1;1 und
PIP2;2 als am programmierten Zelltod (PCD) beteiligte Proteine identifiziert werden. Es
konnte belegt werden, dass diese Aquaporine als H,O,-Kanéle fungieren (HocH, 2011).
Reaktive Sauerstoffspezies wie H,O, sind als wichtige Signalsubstanzen im Rahmen von
Zelltodreaktionen, wie z. B. der hypersensitiven Abwehrreaktion (HR) aufgrund von
Pathogenbefall bei Pflanzen, bekannt. Somit lag die Vermutung nahe, dass Aquaporine als
H,0,-Kanile eine wichtige Rolle bei der Zelltodregulation in Pflanzen spielen. Da die
intrazelluldre H,O,-Konzentration tber die Vitalitdt einer Zelle entscheidet, stellte sich
natiirlich die Frage, wie H,O, rdaumlich und zeitlich reguliert wird. Deshalb wurde nach
zelluldren Interaktionspartnern und somit moglichen Regulatoren der H,0,-
transportierenden Aquaporine gesucht. Hierbei konnte der cDNA-Klon des Aminoacylase
I-homologen Proteins AQUAPORIN INTERACTOR 1 (AQI1) isoliert werden (HOCH,
2011).

In der vorliegenden Arbeit sollte das Acyl-homolge pflanzliche Protein AQIl
charakterisiert werden. Es sollte die Funktion von AQI1 aus A. thaliana und NtAQI1 aus
N. tabacum als Regulatoren der Kanalfunktion von pflanzlichen Aquaporinen untersucht
und der Zusammenhang zwischen H,O,, den Aquaporinen und (Nt)AQI1 gekléart werden.
Hierzu sollte die Interaktion von (Nt)AQI1 mit den Aquaporinen ndher analysiert werden.
Funktions- und Expressionsanalysen der Enzyme sollten durchgefiihrt werden, um Néheres
beziiglich der molekularen Mechanismen von (Nt)AQI1 zu erfahren. Letzten Endes sollte
die physiologische Funktion von (Nt)AQI1 anhand transgener Pflanzen untersucht werden.
Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung von AQUAPORIN INTERACTOR 1 (AQI1) fiir die

Zelltodregulation in Pflanzen zu kldren.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

Verwendete Standardchemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen),
Merck (Darmstadt), Duchefa (Haarlem, NL) und der Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
erworben. Biologische Arbeitsstoffe stammten von den Firmen Thermo Fisher Scientific
Inc., St. Leon-Rot und New England Biolabs (Schwalbach). Die Verbrauchsmaterialien
wurden von der Sarstedt AG & Co (Niirnbrecht) und Corning (Schiphol-Rijk, NL)
bezogen. Davon abweichende Bezugsquellen sind gesondert im Text vermerkt.

Alle Puffer, Ndhrmedien und Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit
bidestilliertem Reinstwasser (18,3 MQ/cm), welches iiber eine Filtrationsanlage (D7611;
HERCO Wassertechnik GmbH, Freiberg) gereinigt wurde, angesetzt. Soweit es
erforderlich war wurden sie autoklaviert. Temperatursensitive Losungen (Antibiotika-,
Magnesiumsulfat- und Glukose-Losungen) wurden iiber einen Spritzenvorsatzfilter (0,2

um oder 0,45 um; Corning, Schiphol-Rijk, NL) steril filtriert.

2.2 Biologische Materialien

2.2.1 Pflanzen

- Nicotiana tabacum L. "Samsun” NN

- Nicotiana tabacum L. "Samsun’ nn

Herkunft: ,,Tobacco Institute® (North Carolina, USA)

- Nicotiana benthamiana L.

Herkunft: Prof. K.-W. Mundry (Universitét Stuttgart)

- Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. "Columbia " (Col-0)
Herkunft: Fred Auzebel (Massachusetts General Hospital)

- Sinapis alba L.
Herkunft: Botanischer Garten (Universitdit Hohenheim, Stuttgart)
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2.2.1.1 Transgene Pflanzen

- Nicotiana tabacum L. “Samsun’ NN (70H1); 35S::NtAQI1-CAH

- Nicotiana tabacum L. “Samsun’ NN (44H2); 35S::CAH
Herkunft: Erzeugt mittels Agrobakterientransformation von Ingrid PrieBnitz-Hohos
im Institut fiir Genetik, Fg. Allgemeine Virologie (Universitdit Hohenheim,

Stuttgart)

- Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Col-0, (aqil-1); T-DNA-Insertion im Promotor von
AQII (At4g38220), homozygot
Herkunft: NASC, European Arabidopsis Stock Centre, The University of
Nottingham; SALK 095161C, N682679

2.2.2 Virenstimme

- Tobacco Mosaic Virus (TMV) Gelbstamm, “common strain”
- Cauliflower Mosaic Virus (CaMV)
Herkunft: Institut fiir Phytomedizin (Universitit Hohenheim, Stuttgart)

- Alliaria petiolata Tymovirus (ApTV) (bisher unverdffentlicht)
Herkunft: Feldisolat, Stuttgart Mohringen

2.2.3 Bakterienstimme

- Escherichia coli DH5a
Herkunft: Laborbestand (HANAHAN, 1983)
Genotyp: F’®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17
(e, my') phoA supE44X thi-1; recAl; gyrA96 relAl

- Escherichia coli XL1-blue
Herkunft: Laborbestand (Prof. Dr. Anne Spang, Universitit Basel, CH)
Genotyp: F’::Tnl0 (Tet') proA'B" lacl’ A(lacZ)M15 recAl endAl gyrA96 (Nal')
thi-1 hsdR17 (rimy) glnV44 relAl lac

- Escherichia coli BL21-CodonPlus®
Herkunft: Novagen® (Merck, Darmstadt)
Genotyp: E. coli B F ompT hsdS(rs” mg’) dem” Tet" gal A(DE3) endA Hte [argU
proL Cam'] [argU ileY leuW Strep/Spec']
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- Agrobacterium tumefaciens LBA4404
Herkunft: Laborbestand (HOEKEMA et al., 1983)
Genotyp: Ach5 pTiAch5SAT, Rif

- Agrobacterium tumefaciens GV3101
Herkunft: Laborbestand (KoNCZ & SCHELL, 1986)
Genotyp: pMP90RK, Gen®, Rif*

2.2.4 Hefestamm

- Saccharomyces cerevisiae NMY51
Herkunft: Dualsystems Biotech AG (Ziirich, CH)
Genotyp: MATa, his3delta200, trp1-901, leu2-3, 112, ade2, LYS2::(lexAop) 4+
HIS3, ura3::(lexAop)s-lacZ (lexAop)s-ADE2 GAL4)

2.2.5 Oozyten

- Xenopus laevis Oozyten
Herkunft: Institut fiir Kulturpflanzenwissenschaften, Fg. Erndhrungsphysiologie der

Kulturpflanzen (Universitdt Hohenheim, Stuttgart)

2.3 Vektoren

Alle Vektor-Karten und MCS-Sequenzen mit Restriktionsschnittstellen befinden sich im
Anhang (II. Vektor-Karten).

2.3.1 pUC18/19

Bei pUC18/19 handelt sich um kleine (2.686 bp), mit hoher Kopienanzahl replizierende
E. coli-Plasmidvektoren (YANISCH-PERRON et al., 1985). Beide Vektoren tragen eine
Ampicillinresistenz  (bla-Gen) und erlauben die Identifizierung rekombinanter
Bakterienklone durch Blau/WeiB-Selektion, welche durch die a-Komplementation des
lacZ-Gens z. B. in E. coli DH50 ermdoglicht wird. Die Varianten pUC18 und pUCI19
unterscheiden sich lediglich in der entgegengesetzten Orientierung ihrer multiplen

Klonierungsstelle (MCS), welche die Insertion von DNA-Fragmenten ermdglicht.
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2.3.2 pBluescript II KS (+)

Der Vektor pBluescript II KS (+) (Stratagene, USA) wurde zur Klonierung,
Sequenzierung, in vitro Mutagenese und in vitro Transkription eingefiigter Gene
entwickelt und hat eine GroB3e von 2.961 bp. Er enthélt den Replikationsursprung (ori) des
Bakteriophagen M13, eingebaut in ein pUC-Plasmid, welches iiber T3 und T7
Bakteriophagen-Promotoren verfiigt. Die MCS, welche in der codierenden Region des
B-Galaktosidase-Gens (lacZ) liegt, ermoglicht eine Blau/Weil3-Selektion rekombinanter

Klone. Das Plasmid codiert auBerdem fiir eine Ampicillinresistenz (Amp®).

2.3.3 pBluescript/T-Vektor

Der T-Vektor wurde von Ingrid PrieBnitz-Hohos (Universitdit Hohenheim, Institut fiir
Genetik, Fg. Allgemeine Virologie) hergestellt, indem das Plasmid pBluescript II KS (+)
(Stratagene, USA) mit EcoR32] (EcoRV) linearisiert und mit einer terminalen
Desoxynucleotidyl Transferase (TdT) in Gegenwart von Didesoxythymidintrisphosphat
(ddTTP) behandelt wurde, um Desoxythymidine an die 3’-OH-Enden des glatt
geschnittenen DNA-Doppelstranges anzuhéngen. Da viele Tag-Polymerasen dazu neigen,
ein zusitzliches Nukleotid (in der Regel Adenosin) an die 3’-OH-Enden amplifizierter
DNA-Strange anzufligen, welche mit dem {berhingenden Thymin des T-Vektors
hybridisieren kdnnen, ist dieser Vektor besonders gut zum Klonieren von PCR-Produkten

geeignet.

2.3.4 pBT3-C

Der Plasmidvektor pBT3-C hat eine GroBe von 7.605 bp und gehort zu den ,,bait*-
Vektoren des Split Ubiquitin Systems (siehe 3.3.3) fiir Interaktionsexperimente in Hefe
(NMYS51). Der Vektor wurde von Dualsystems Biotech AG, Ziirich (CH) bezogen. Er
besitzt ein Gen, welches fiir ein Enzym der Leucin-Biosynthese kodiert. Im Hefestamm
NMYS51 fehlt dieses Gen. Dies ermoglicht eine Selektion plasmidtragender Hefen auf
Minimalmedium ohne Leucin. Das Plasmid kodiert fiir die C-terminale Hilfte eines Hefe-
Ubiquitins (Cub) und fiir den Transkriptionsfaktor LV, bestehend aus LexA und VP16,
wobei LexA die DNA-Bindungsdoméne und VP16 die Aktivierungsdoméne darstellt, die
sich am 3’-Ende der multiplen Klonierungsstelle (MCS) befinden. Das zu untersuchenden
Protein wird in die MCS ligiert. Nach der Expression entsteht ein C-terminales
Fusionsprotein aus dem zu untersuchenden Protein, Cub und LexA-VP16 (LV). Zur
Selektion in E. coli tragt das Plasmid eine Kanamycinresistenz.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten pBT3-C-Vektorkonstrukte sind in Tab. 2.3-1

aufgelistet. Zusitzlich sind die fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen,
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die entstehenden Fusionsproteine und die Bezugsquellen der fertigen Konstrukte

angegeben.

Tab. 2.3-1: Verwendete Vektorkonstrukte basierend auf pBT3-C. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstellen, entstehende Fusionsproteine und Bezugsquellen sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Fusionsprotein Quelle/Referenz
pBT3-C:NtTIP1;1 Sfil NtTIP1;1-CubLV HocHh, 2011
pBT3-C:NtPIP2;2 Sfil NtPIP2;2-CubLV HocHh, 2011
pBT3-C:AtTIP1;1 Sfil AtTIP1;1-CubLV HocHh, 2011
pBT3-C:AtPIP2;2 Sfil AtPIP2;2-CubLV HocHh, 2011
pBT3-C:hAQP1 Sfil hAQP1-CubLV HocHh, 2011

2.3.5 pBT3-N

Dieses 7.614 bp grofle Plasmid wurde ebenfalls von Dualsystems Biotech AG, Ziirich
(CH) bezogen und als ,,bait“-Vektor fiir Split Ubiquitin Interaktionsexperimente (siche
3.3.3) in Hefe (NMY51) verwendet. pBT3-N besitzt genau wie pBT3-C ein Gen, welches
fir ein Enzym der Leucin-Biosynthese kodiert und somit die Selektion auf
Minimalmedium ermdglicht. Der Vektor kodiert ebenfalls fiir den Transkriptionsfaktor LV
(LexA-VP16), sowie fiir die C-terminale Hailfte eines Hefe-Ubiquitins (Cub), welche sich
im Gegensatz zu pBT3-C am 5’-Ende der multiplen Klonierungsstelle (MCS) befinden.
Nach der Expression entsteht ein N-terminales Fusionsprotein aus LexA-VP16 (LV), Cub
und dem zu untersuchenden Protein, das in die MCS kloniert wurde. Zur Selektion in
E. coli tragt das Plasmid eine Kanamycinresistenz.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten pBT3-N-Vektorkonstrukte sind in Tab. 2.3-2
aufgelistet. Zusitzlich sind die fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen,
die entstehenden Fusionsproteine und die Bezugsquellen der fertigen Konstrukte

angegeben.

Tab. 2.3-2: Verwendete Vektorkonstrukte basierend auf pBT3-N. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstellen, entstehende Fusionsproteine und Bezugsquellen sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Fusionsprotein Quelle/Referenz
pBT3-N:NtTIP1;1 Sfil CubLV-NtTIP1;1 HocHh, 2011
pBT3-N:NtPIP2;2 Sfil CubLV-NtPIP2;2 HocHh, 2011
pBT3-N:AtTIP1;1 Sfil CubLV-AtTIP1;1 HocHh, 2011
pBT3-N:AtPIP2;2 Sfil CubLV-AtPIP2;2 HocHh, 2011
pBT3-N:hAQPI Sfil CubLV-hAQPI HocHh, 2011
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2.3.6 pPR3-N

Auch dieses Plasmid wurde von Dualsystems Biotech AG, Ziirich (CH) bezogen. Es hat
eine GroBle von 6.204 bp und wurde als ,,prey“-Vektor fiir Interaktionsexperimente im
Split Ubiquitin System (siehe 3.3.3) in Hefe (NMY51) eingesetzt. Dieser Vektor besitzt ein
Gen, das fiir ein Enzym der Tryptophan-Biosynthese kodiert, welches bei NMY51 mutiert
ist, um die Selektion auf Minimalmedium ohne Tryptophan zu gewihrleisten. Die
kodierende Sequenz fiir das zu wuntersuchende Protein wird in die multiple
Klonierungsstelle (MCS) kloniert. Am 5’-Ende der MCS liegt ein ORF fiir die N-terminale
Halfte eines durch Mutation verdnderten Hefe-Ubiquitins (NubG), welches bei Expression
eine N-terminale Fusion mit dem zu untersuchenden Protein bildet. Zur Selektion in E. coli
tragt das Plasmid eine Ampicillinresistenz.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten pPR3-N-Vektorkonstrukte sind in Tab. 2.3-3
aufgelistet. Zusitzlich sind die fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen,
die entstehenden Fusionsproteine und die Bezugsquellen der fertigen Konstrukte

angegeben.

Tab. 2.3-3: Verwendete Vektorkonstrukte basierend auf pPR3-N. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstellen, entstehende Fusionsproteine und Bezugsquellen sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Fusionsprotein Quelle/Referenz
pPR3-N:NtAQII BamHI/Bglll NubG-NtAQI1 HocHh, 2011
pPR3-N:ACY1 Sfil NubG-ACY1 GLINK, 2014
pPR3-N:BHRF1 Smal/HindIIl NubG-BHRF1 HocHh, 2011

2.3.7 pDSL-Nx

Das Plasmid pDSL-Nx wurde ebenfalls von der Firma Dualsystems Biotech AG, Ziirich
(CH) bezogen. Es handelt sich um einen 6.336 bp grofen ,,prey*“-Vektor, welcher mit einer
integrierten Arabidopsis thaliana cDNA-Bank (Arabidopsis thaliana NubG-x cDNA
library, P02210) geliefert wurde. Proteine der cDNA-Bank bilden mit der N-terminale
Halfte eines durch Mutation verdnderten Hefe-Ubiquitins (NubG) eine N-terminale Fusion.
Dies dient dazu, die cDNA-Bank in einem Hefezweihybridscreen nach moglichen
Interaktionspartnern untersuchen zu konnen. Hierflir besitzt pPDSL-Nx ein Gen, das fiir ein
Enzym in der Tryptophan-Biosynthese kodiert, welches bei NMYS51 mutiert ist. Dies
gewihrleistet, dass auf Minimalmedium ohne Tryptophan nur Hefen wachsen, welche das
Plasmid pDSL-Nx enthalten. Zur Selektion in E. coli trigt das Plasmid eine

Ampicillinresistenz.

28



Das in der vorliegenden Arbeit verwendete pDSL-Nx-Vektorkonstrukt ist in Tab. 2.3-4
aufgefiihrt. Zusétzlich sind die fiir die Klonierung verwendete Restriktionsschnittstelle, das

entstehende Fusionsprotein und die Bezugsquelle des fertigen Konstrukts angegeben.

Tab. 2.3-4: Verwendetes Vektorkonstrukt basierend auf pDSL-Nx. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstelle, entstehendes Fusionsprotein und Bezugsquelle sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Fusionsprotein Quelle/Referenz

pDSL-Nx:AQI1(A1-94) Sfil NubG-AQI1(A1-94) Dualsystems Biotech AG

2.3.8 pGEX-3X

Dieses Plasmid ist ca. 4.900 bp groB und trigt fiir die Selektion in E. coli eine
Ampicillinresistenz. Bei pGEX-3X handelt es sich um einen Expressionsvekor unter
dessen Verwendung eine N-terminale Fusion des Zielproteins mit einer Glutathion-S-
Transferase (GST, ca. 26 kDa) in E. coli exprimiert wird. Fiir die chemisch induzierte
Uberexpression des Fusionsproteins wird ein starker tac-Promotor verwendet. Dieser
besteht aus der -35 Region des #7p-Promotors und der -10 Region des /acUV5-Promotors.
Er wird iiber ein internes lacl’-Gen reguliert und durch Zugabe von Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) induziert. Um das Zielprotein bei Bedarf leicht von GST
abspalten zu konnen, ist zwischen GST und dem Zielprotein die Erkennungssequenz fiir
die Protease Faktor Xa vorhanden.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete pGEX-3X-Vektorkonstrukt ist in Tab. 2.3-5
aufgefiihrt. Zusétzlich sind die fiir die Klonierung verwendete Restriktionsschnittstelle, das

entstehende Fusionsprotein und die Bezugsquelle des fertigen Konstrukts angegeben.

Tab. 2.3-5: Verwendetes Vektorkonstrukt basierend auf pGEX-3X. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstelle, entstehendes Fusionsprotein und Bezugsquelle sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Fusionsprotein Quelle/Referenz

pGEX-3X:NtAQI1 EcoRI GST-NtAQI1 HocH, 2011

2.3.9 pMAL-c2X

Dieses Plasmid ist 6.646 bp gro und trigt fiir die Selektion in E. coli eine
Ampicillinresistenz. Es handelt sich um einen Expressionsvektor der die Uberexpression
eines Zielproteins fusioniert mit dem Maltose-Bindeprotein (MBP, ca. 42,5 kDa) in E. coli

ermdglicht. Fiir die IPTG-induzierte Uberexpression des Fusionsproteins liegen ein starker
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tac-Promotor, sowie malE Translations-Initiations-Signale vor. Aufgrund der Affinitét des
MBP zu Maltose ist eine Aufreinigung des  Fusionsproteins  mittels
Affinitatschromatographie moglich. Um das aufgereinigte Zielprotein bei Bedarf von MBP
abspalten zu konnen, liegt zwischen MBP und Zielprotein (5'der MCS) die
Erkennungssequenz fiir die Protease Faktor Xa vor.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete pMAL-c2X-Vektorkonstrukt ist in Tab. 2.3-6
aufgefiihrt. Zusétzlich sind die fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen,

das entstehende Fusionsprotein und die Bezugsquelle des fertigen Konstrukts angegeben.

Tab. 2.3-6: Verwendetes Vektorkonstrukt basierend auf pMAL-c2X. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstellen, entstehendes Fusionsprotein und Bezugsquelle sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Fusionsprotein Quelle/Referenz
PMAL-c2X:NtAQIIAPWW BamHI/BglIl MBP- NtAQI1IAPWW GLINK, 2014
2.3.10 pOO2

Im Falle von pOO2 handelt es sich um einen 3.003 bp groBen Vektor flir die Expression
von Proteinen in Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis. Der Expressionsvektor ist
von einem pBF-Plasmid-Vektor abgeleitet. Er wurde durch Austausch des 40 bp langen
durch einen 92 bp langen Poly(A)-Schwanz erzeugt und enthilt 5'und 3 untranslatierte
B-Globin-Sequenzen des Krallenfrosches (LUDEWIG ef al., 2002). Ferner besitzt der Vektor
eine SP6-RNA-Polymerase-Promotorsequenz (notwendig fiir die 5> 3’RNA-Synthese
durch die SP6-RNA-Polymerase), das Gen LacZa (Blau/WeiB3-Selektion), eine MCS,
einen ColEl ori zur doppelstringigen DNA-Replikation und einen fl ori zur
einzelstringigen DNA-Replikation. Der Vektor kodiert des Weiteren fiir eine
Ampicillinresistenz, um die Selektion in E. coli zu ermdglichen.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten pOO2-Vektorkonstrukte sind in Tab. 2.3-7
aufgelistet. Zusétzlich sind die fiir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen

und die Bezugsquellen des fertigen Konstrukts angegeben.

Tab. 2.3-7: Verwendete Vektorkonstrukte basierend auf pOO?2. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstellen und Bezugsquellen sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Quelle/Referenz
pOO2:NtTIP1;1 Xbal/Ncol GLINK, 2014
pOO2:NtAQI1 Sacl/Kpnl GLINK, 2014
pOO2:AtTIP1;1 HindIll/BamHI FISCHER, 2013
pOO02:AQI1 Sacl/Pstl FISCHER, 2013
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2.3.11 pTAK35S

pTAK35S basiert auf dem Vektor pBI101 (BEILMANN et al., 1991), welcher wiederum auf
das bindre Plasmid pBIN19 (BEVAN, 1984) zurlickzufiilhren ist, das zur
Pflanzentransformation mittels Agrobacterium tumefaciens verwendet wird. Er kann in
E. coli und A. tumefaciens replizieren und codiert durch das Neomycin
Phosphostransferase II (npfl)-Gen fiir eine Resistenz gegeniiber Kanamycin (Kan") in
Bakterien und Pflanzen. Der Vektor enthilt eine aus dem Ti-Plasmid von A. tumefaciens
stammende modifizierte T-DNA, die sich zwischen ,,left border (LB) und ,,right border*
(RB) befindet und bei einer Transformation ins Pflanzengenom integriert wird. Innerhalb
der zwei Grenzen (LB, RB) befindet sich der 35S RNA-Promotor (35S; 1,5 kb) des
,Cauliflower Mosaic Virus® (CaMV), der fiir ein hohes Transkriptionslevel des Zielgens
sorgt, anschliefend die MCS und schlieBlich das Poly-A Signal des Nopalinsynthasegens
(NOS-Terminator, NT; 0,2 kb) um die Transkription zu beenden. pTAK35S wird wie
pBIN19 zur Transformation von Pflanzen mittels 4. tumefaciens eingesetzt und misst ohne
die funktionelle Einheit (35S-Zielgen-NT) ca. 12 kb.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten pTAK35S-Vektorkonstrukte, sowie ein
pBIN61-Vektorkonstrukt (VOINNET, 2003), sind in Tab. 2.3-8 aufgelistet. Zusitzlich sind
die fir die Klonierung verwendeten Restriktionsschnittstellen, die verwendeten

Agrobakterienstimme und die Bezugsquellen der fertigen Konstrukte angegeben.

Tab. 2.3-8: Verwendete Vektorkonstrukte basierend auf pTAK3S5S. Fiir die Klonierung verwendete
Restriktionsschnittstellen, Agrobakterienstimme und Bezugsquellen sind mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Klonierung Agrobakterienstamm  Quelle/Referenz
pTAK35S:AQI1 BamHI/Sacl GV3101 GLINK, 2014
pTAK35S:NtAQI1 BamHI/Sacl GV3101 GLINK, 2014
pTAK35S:NtAQI1-CAH  BamHI/Sacl GV3101 HocHh, 2011
pTAK35S:ACY1 BamHI/Sacl GV3101 GLINK, 2014
pBIN61:P19 BamHI/Sacl GV3101 VOINNET, 2003
pTAK35S:Bax BamHI/Sacl LBA4404 Pfitzner, Laborbestand
pTAK35S:AtBI1 BamHI/Sacl LBA4404 Pfitzner, Laborbestand
pTAK35S:NIMIN1 BamHI/Sacl LBA4404 Pfitzner, Laborbestand
pTAK35S:GFP BamHI/Sacl LBA4404 Pfitzner, Laborbestand
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2.3.12 pK7TFWG2C

Bei diesem Plasmid handelt es sich um einen ,,Gateway-Vektor* zur Expression von GFP-
Fusionsproteinen in transgenen Pflanzen. Es hat eine Grofe von ca. 11.880 bp und besitzt
einen 35S-Promotor sowie die zur Rekombination notwendigen ,,attR-sites* (attR1 und
attR2). Der Vektor trigt ein Spectinomycinresistenzgen fiir die Selektion in Bakterien,
sowie ein Kanamycinresistenzgen zur Selektion bei der Transformation von Pflanzen.
pK7FWG2C exprimiert ein Fusionsprotein mit C-terminaler Egfp-Fusion. Dadurch kann
das Fusionsprotein mittels UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt werden.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete pK7FWG2C-Vektorkonstrukt ist in Tab. 2.3-9
aufgefiihrt. Zusétzlich sind der verwendete Agrobakterienstamm und die Bezugsquelle des

fertigen Konstrukts angegeben.

Tab. 2.3-9: Verwendetes Vektorkonstrukt basierend auf pK7FWG2C. Verwendeter
Agrobakterienstamm und Bezugsquelle ist mit angegeben.

Vektor-Konstrukt Agrobakterienstamm Quelle/Referenz

pK7FWG2C:NtTIP1;1 LBA4404 HocH, 2011

2.4 Kits

2.4.1 Plasmid-Priparation

- GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (#K0503; Thermo Fisher Scientific Inc., St. Leon-Rot)
Dieses Kit diente zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Kulturen von E. coli, um
besonders reine Plasmid-DNA fiir Klonierungszwecke und zur Sequenzierung zu

erhalten.

- NucleoBond® Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel, Diiren)
Dieses Kit diente zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Kulturen von E. coli,
um DNA in moglichst hohen Konzentrationen fiir eine anschlieende in-vitro

Transkription zu erhalten.
2.4.2 DNA-Elution aus Agarosegelen

- E.ZN.A.™ Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, USA)
Dieses Kit diente zur Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus

Agarosegelen.
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2.4.3 In-vitro Transkription

- Ambion® mMESSAGE mMACHINE® High Yield Capped RNA Transcription SP6 Kit
(Life Technologies GmbH, Darmstadt)
Dieses Kit diente zur in-vitro Transkription linearisierter DNA, welche fiir

Expressionsversuche im Oozyten-System (siehe 3.4) eingesetzt werden sollte.
2.4.4 Deglykosylierung von Proteinen

- Protein Deglycosylation Mix (P6039S; NEB, Schwalbach)
Dieser Protein-Mix diente dazu Zuckerreste von potentiellen Glykoproteinen zu

entfernen.

2.5 Groflenmarker

2.5.1 DNA-Grof3enmarker
In elektrophoretischen Auftrennungen von DNA Fragmenten auf Agarosegelen wurde

folgender DNA-GroBenmarker eingesetzt. Die Referenzbanden sind fett gedruckt.

- Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (SM0311; Thermo Fisher Scientific Inc.):
10 kb/8 kb/6 kb/5 kb/4 kb/3,5 kb/3 kb/2,5 kb/2 kb/1,5 kb/1 kb/750 bp/500 bp/250 bp

2.5.2 Protein-Molekulargewichtsstandard

Fir Proteingele, die nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) einer
Coomassie-Farbung unterzogen, oder auf Nitrocellulose iibertragen und anschlieend in
eine Immunodetektion eingesetzt wurden, wurden GroBenmarker mit vorgefarbten
Proteinen verwendet, die an einen blauen Farbstoff gekoppelt sind. Die Referenzproteine

sind mit einem roten bzw. griinen Farbstoff gekoppelt.

- PageRuler™ Prestained Protein Ladder (26616, Thermo Fisher Scientific Inc.):
170 kDa/130 kDa/100 kDa/70 kDa/55 kDa/40 kDa/35 kDa/25 kDa/15 kDa/10 kDa

- Spectra’™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (26634, Thermo Fisher Scientific Inc):
260 kDa/140 kDa/100 kDa/70 kDa/50 kDa/40 kDa/35 kDa/25 kDa/15 kDa/10 kDa

- PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (26619, Thermo Fisher Scientific Inc.):
250 kDa/130 kDa/100 kDa/70 kDa/55 kDa/35 kDa/25 kDa/15 kDa/10 kDa
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2.6 Antiseren

2.6.1 Primére Antikorperseren

2.6.1.1 Detektion von GFP
Zur Detektion des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) wurde der Antikorper ,,anti-GFP
(FL), rabbit polyclonal IgG* (sc-8334, 200 pg/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Heidelberg) in einer Verdiinnung von 1:3.000 in Blockierungslosung verwendet.

2.6.1.2 Detektion von GST
Zur Detektion der Glutathion-S-Transferase (GST) bzw. GST-Fusionsproteinen wurde der
Antikérper ,,anti-GST, rabbit polyclonal (71-7500, 250 pg/ml; Invitrogen', Life
Technologies GmbH, Darmstadt) in einer Verdiinnung von 1:1.000 in Blockierungslésung

verwendet.

2.6.1.3 Detektion von ACY1
Zur Detektion der humanen AMINOACYLASE 1 (ACY1) wurde der Antikdrper ,,anti-
ACY1, mouse polyclonal®“ (A01, BIOZOL Diagnostica Vertriecb GmbH, Eching) in einer

Verdiinnung von 1:2.000 in Blockierungslosung verwendet.

2.6.1.4 Detektion von NtAQI1
Zur Detektion des ,,AQUAPORIN INTERACTOR 1* aus N. tabacum (NtAQI1) wurde der
Antikorper ,,anti-NAQ, rabbit polyclonal antibody®, Titer 86.000 (Davids Biotechnologie
GmbH, Regensburg) in einer Verdiinnung von 1:250 in Blockierungslosung verwendet.
Die Herstellung dieses Antikorperserums wurde mit chromatographisch aufgereinigtem

Protein durch Inokulation von Kaninchen veranlasst.

2.6.1.5 Detektion von AtTIP1;1
Zur Detektion des Aquaporins TIP1;1 aus A. thaliana wurde der AntikOrper ,,anti-
AtTIP1;1/gamma TIP, rabbit polyclonal®“ (ASO9482, Agrisera AB, Véénis, SE) in einer

Verdiinnung von 1:1.000 in Blockierungslosung verwendet.

2.6.1.6 Detektion von Ubiquitin
Zur Detektion von Ubiquitin wurde der Antikorper ,,anti-Ub (FL-76), rabbit polyclonal
(sc-9133, 200 ug/ml; Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg) in einer Verdiinnung von

1:250 in Blockierungslosung verwendet.
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2.6.1.7 Detektion von CaMV
Zur Detektion des Capsidproteins des Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) wurde der
Antikorper ,,anti-CaMV, rabbit polyclonal antibody* (ATCC PVAS-147, LGC Standards,

Wesel) in einer Verdiinnung von 1:3.000 in Blockierungslosung verwendet.

2.6.1.8 Detektion von ApTV
Zur Detektion des Capsidproteins des Alliaria petiolata Tymovirus (ApTV) wurde der
Antikorper ,anti-TYMV, rabbit polyclonal antibody* (Frau Dr. Koénig, Biologische
Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Braunschweig) in einer Verdiinnung von
1:3.000 in Blockierungslosung verwendet. Aufgrund des hohen Verwandtschaftsgrads von
TYMV und ApTV lésst sich mit diesem Antiserum auch das Capsidprotein von ApTV

nachweisen.

2.6.2 Sekundire Antikorperseren

2.6.2.1 Anti-Kaninchen Serum
Fiir die Detektion von primdren Antikorpern, welche als polyklonales Antiserum aus
Kaninchen gewonnen wurden (rabbit polyclonal), wurde ein aus Ziegen gewonnener
polyklonaler ,,anti-rabbit* Antikorper verwendet, welcher an eine Meerrettich Peroxidase
(HRP) gekoppelt ist (,,a-rabbit IgG-HRP*, 4750.1; Carl Roth GmbH, Karlsruhe). Dieser

wurde in einer Verdiinnung von 1:10.000 in Blockierungslosung eingesetzt.

2.6.2.2 Anti-Maus Serum
Fiir die Detektion von primdren Antikorpern, welche als polyklonales Antiserum aus
Miusen gewonnen wurden (mouse polyclonal), wurde ein aus Kaninchen gewonnener
»anti-mouse™ Antikdrper eingesetzt, welcher an Meerrettich Peroxidase (HRP) gekoppelt
ist (,,o-mouse IgG-HRP*, 2006; Rockland Immunochemicals Inc., Glibertsville, USA).

Dieser wurde in einer Verdiinnung von 1:5.00
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2.7 Synthetische Oligonukleotide

Zur Sequenzierung von Proteinen die in den Plasmiden pUC18/19, pBluescript/T-Vektor,
pGEX-3X und pMAL-c2X vorlagen, wurden Oligonukleotide der Firma Eurofins MWG
Operon (Ebersberg) verwendet (siche Tab. 2.7-1).

Tab. 2.7-1: Auflistung aller Oligonukleotide, die von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) fiir
Sequenzierungszwecke verwendet wurden.

Bezeichnung Sequenz 5°>3
M13 uni (- 21) TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 rev (- 29) CAG GAA ACA GCT ATG ACC

pGEX for ATA GCATGG CCTTTG CAG G
pGEX rev GAG CTG CAT GTG TCA GAG G
MalE GGT CGT CAG ACT GTC GAT GAA GCC

Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden selbst entworfen und
von Invitrogen™ (Life Technologies GmbH, Darmstadt) synthetisiert und bezogen (sieche
Tab. 2.7-2). Von den gelieferten lyophilisierten Oligonukleotiden wurden 100 pM
Stocklosungen mit H,O hergestellt und bei - 20 °C gelagert. Zur weiteren Verwendung
wurden 10 uM Arbeitslosungen hergestellt. Die optimalen Annealingtemperaturen (0. A.)
der Oligonukleotide wurden von den Tm-Werten (50 mM Na') abgeleitet.

Restriktionsschnittstellen innerhalb der Oligonukleotide sind unterstrichen.
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Tab. 2.7-2: Auflistung aller Oligonukleotide, die selbst entworfen und von Invitrogen™ Life
Technologies GmbH (Darmstadt) bezogen wurden. Restriktionsschnittstellen
Oligonukleotide sind unterstrichen.

innerhalb der

Bezeichnung Sequenz 5> 3 0. A.
pBT3-C fwd TGG CAT GCA TGT GCT CTG 45 °C
pBT3-N fwd CAG AAG GAGTCCACCTTAC 46 °C
pPR3-N fwd (pDSL-Nx) GTC GAA AAT TCA AGA CAA GG 43 °C
pPR3-N rev (pBT3-N, AAG CGT GAC ATA ACT AAT TAC 41 °C
pDSL-Nx)
p0O0O2 5'ftwd CGG CTA CAA TTA ATA CAT AAC 41 °C
pOO0O2 3'rev GTA AAG TGT AAG TTG TGA TTA TG 43 °C
5BamACY1 TGG ATC CCC ATG ACC AGC AAG GGT 56 °C
3SacACY!1 AGA GCT CAT CAG CTG TCA CTG GGC A 56 °C
5SiACY1 TGG CCA TTA CGG CCA TGA CCA GCA AGG GT 61 °C
3SfiIACY1 GGG CCG AGG CGG CCT CAG CTG TCA CTG GGC AG 70 °C
SNtAQI1Bam AGG ATC CAT GAG TTT TTG CGG CGG TAG GCG A 61°C
3NtAQI1Sal TGT CGA CTC ACA ATT CTT CCC TCG AAG CCT CAT 62 °C
CTCT
3NtAQI1 mycREELSac  TGA GCT CTC ACA ATT CTT CCC TCA GGT CTT CCT 71 °C
CAC TGA TCA GCT TCT GTT CCT CCG AAG CCT CAT
CTCT
NtAQI1 200-180 rev ACT CGG CGG CTT CAT AGT AGT 49 °C
NtAQI1 400-420 fwd GCG GCA ACA TCT ACG CCC GG 55°C
AQIl S’ GGA ATT CAG GAT CCA AAATGA GTC TTC TTC GTC 62 °C
TTC TCC TCG
AQIl 3’ GGA ATT CGA GAT CTT AAC TCA TCT CGT GAA CCA 60 °C
CTT TTG CTT
SAQI1Bam CGG ATC CAT GAG TCT TCT TCG TCT TCT CCT C 59 °C
3AQI1 mycRDELSac TGA GCT CTC ATA ACT CAT CTC GCA GGT CTT CCT 70 °C
CAC TGA TCA GCT TCT GTT CCT CTG AAC CAC TTT
TGCT
NtTIP1;1 57 GGG GAT CCA AAAATGCCG ATCCACCAA A 56 °C
NtTIP1;1 37 CCG GAT CCA AAA TCT CCA CTG GGG AGT 58 °C
AtTIP1;1 57 GGT CTA GAA AAA TGC CGA TCA GAA ACA TCG 55°C
AtTIP1;1 37 CCG GAT CCG TAG TCT GTG GTT GGG AGC 61°C
NtSSU 1 GGC TTC CTC AGT TCT TTC C 46 °C
NtSSU 2 GTA GCC TTC TGG CTT GTA GGC 51°C
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2.8 Gene und Proteine

Alle in dieser Arbeit untersuchten Gene bzw. Proteine sind in Tab. 2.8-1. Wenn verfiigbar,
ist die ,,Accession“-Nummer (UniProt und NCBI) der zugehdrigen Referenz-Sequenz
(Aminosdure- und/oder Nukleotidsequenz) mit angegeben. Die fiir die Proteine

kodierenden vollstindigen Sequenzen (cDNA) befinden sich im Anhang.

Tab. 2.8-1: Auflistung aller Gene bzw. Proteine, die in dieser Arbeit untersucht wurden.

Referenzgen Organismus »UniProt* »NCBI“

AQIlI A. thaliana Q8SI9L3 NP_568036.2 und NM_119983.2
AtTIPI;1 A. thaliana P25818 NP 181221.1 und NM_129238.3
AtPIP2;2 A. thaliana P43287 NP 181254.1 und NM_129273.4
NtAQII N. tabacum - EB448218.1

NtTIPI;1 N. tabacum Q9ZR68 CAA69353.1 und Y08161.1
NtPIP2;2 N. tabacum - EB426354.1

ACYI H. sapiens Q03154 NP_000657.1 und NM_000666.2
hAQPI H. sapiens P29972 NP_932766 und NM_198098.2
BHRFI EBV P03182 YP 401646.1 und DQ 279927.1

2.8.1 Reportergene und -proteine
Alle Gene bzw. Proteine die zu Analysezwecken als Marker, ,,Silencing Suppressoren*

oder in dhnlicher Weise genutzt wurden, sind im Folgenden kurz beschrieben.

2.8.1.1 GFP
Das ,,green fluorescent protein“ (GFP) wurde erstmals 1961 aus der lumineszierenden
Qualle Aequorea victoria isoliert (SHIMOMURA et al., 1962). Es handelt sich um ein
Photoprotein, das bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht griin fluoresziert. Fiir
die Fluoreszenz werden keine Co-Faktoren benétigt. GFP besitzt zwei Absorptionsmaxima
(395 nm und 475 nm), aber nur ein Emissionsmaximum (509 nm). Fiir die Forschung ist
GFP von grofler Bedeutung, da es anhand der Fluoreszenz moglich ist durch Gen-
spezifische Fusionen mit anderen Proteinen deren raumliche und zeitliche Verteilung in
lebenden Zellen, Geweben oder Organismen zu beobachten. Die Primirstruktur des
Proteins besteht aus 238 Aminosduren mit einer Molekiilmasse von 26,9 kDa (PRASHER et
al., 1992). Aufgrund seiner kompakten Struktur ist es &uBlerst stabil und resistent
gegeniiber den meisten Proteasen. Verstirkt wird seine Stabilitit durch seine hohe
Toleranz in pH-Bereichen von 5 bis 12, wobei die Emissionsintensitdt in basischem pH

sogar noch leicht erhoht werden kann (HAUPTS et al., 1998).
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2.8.1.2 P19
P19 ist ein 19 kDa grof3es Protein des Tomato Bushy Stunt Virus (TBSV). Das Protein ist
fiir die Pathogenitét des Virus von grofler Bedeutung, da es in den Zell-zu-Zell Transport
und in die systemische Verbreitung des Virus in der Wirtspflanze involviert ist. In TBSV-
resistenten Pflanzen spielt es eine Rolle als Induktor der hypersensitiven Reaktion (CHU et
al., 2000; Q1U et al., 2002; TURINA et al., 2003). P19 fungiert auBerdem als Suppressor des
post-transkriptionalen und Virus-induzierten ,,gene silencing” (QU & MORRIS, 2002;
SILHAVY et al., 2002; SZITTYA et al., 2003; VOINNET et al., 2003). Fiir Forschungszwecke
ist P19 aufgrund dieser Eigenschaft als ,,Silencing Suppressor® von besonderer Bedeutung.
Bei transienter Expression von Transgenen in Pflanzen mittels Agrobakterieninfiltration
kann P19 genutzt werden um die Expression des Fremdgens zu gewihrleisten, indem der

pflanzliche Abwehrmechanismus des ,,Silencing® verhindert wird.

2.8.1.3 Bax
Bei Bax handelt es sich um ein pro-apoptotisches Protein der Bcl-2 Familie mit einer
Grofle von 21 kDa (GAJEWSKI & THOMPSON, 1996; REED et al., 1997; GROSS et al., 1999).
Bcl-2 Proteine sind fiir die Apoptose in Sdugern von besonderer Bedeutung, da sie an der
Regulation des intrinsischen Signalwegs beteiligt sind. Sie veranlassen die Freilassung von
Cytochrom c aus den Mitochondrien ins Zytoplasma wodurch die Elektronentransportkette
inaktiviert wird und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (BLACKSTONE & GREEN,
1999). Freigesetztes Cytochrom c¢ verbindet sich mit Apaf-1 (,,apoptotic protease-
activating factor-1*) und Procaspase 9. Dieser Komplex wird als Apoptosom bezeichnet
und setzt eine Caspase-Kaskade in Gang, wodurch es zur Apoptose kommt (GREEN, 1998;

ADRAIN & MARTIN, 2001; KAUFMANN & HENGARTNER, 2001).

2.8.1.4 AtBI1
AtBII ist ein pflanzliches Homolog des humanen Bax-Inhibitor 1 (BIl), welches aus
A. thaliana isoliert wurde. Es besitzt wie auch BI1 die Fihigkeit, die letalen Auswirkungen
des pro-apoptotischen Proteins Bax (siehe 2.8.1.3) bei heterologer Expression in Hefe
(KawaAl et al, 1999) und in Pflanzen (KAWAI-YAMADA et al., 2001) zu supprimieren. Bei
Verwundung oder Pathogenbefall von Pflanzen kommt es zu einem starken Anstieg der
Expression von AtBIl. Dies ldsst auf eine Beteiligung von AtBIl an pflanzlichen

Reaktionen auf biotischem und abiotischem Stress schlieBen (SANCHEZ et al., 2000).
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2.8.1.5 NIMIN1

NIMIN1 (NIM1-INTERACTING 1) ist eines von drei strukturverwandten NIM1 (NPR1)
interagierenden Proteinen (WEIGEL et al., 2001). Es stellt ein Schliisselenzym der
,,Systemic acquired resistance* (SAR) dar. Durch Uberexpression von NIMINI wird die
Salicylat-abhédngige Induktion der PR-I (,,Pathogenesis related protein® 1) Gene
supprimiert, was zu einer Verminderung der SAR in Arabidopsis fihrt (WEIGEL et al.,
2005). NIMIN1 wirkt also als Repressor von PR-I im Zuge einer SAR. Laut neuester
Studien ist bei Uberexpression von NIMINI auch eine Zelltod induzierende Wirkung
bekannt (MASROOR, 2013)

2.8.1.6 CAH

Obwohl Cyanamid oder @hnliche Stoffe urspriinglich nicht in der Natur vorkommen,
wurde ein Enzym, dass die funktionelle Nitrilgruppe solcher Verbindungen hydratisiert, in
verschiedenen Bakterien, Pilzen und in Pflanzen nachgewiesen (CASTRIC et al., 1972;
ASANO et al., 1982; NAGASAWA et al., 1986, 1987, 1988). Das Enzym Cyanamid
Hydratase (CAH) wurde 1973 aus dem Bodenpilz Myrothecium verrucaria isoliert
(STRANSKY & AMBERGER, 1973). In dieser Arbeit wurde das aus der Genbank von M.
verrucaria isolierte 732 bp groBe CAH-Gen, welches fiir das Enzym CAH (244
Aminoséduren, 27,7 kDa) codiert, genutzt. Das Enzym CAH kann toxisches Cyanamid in
Harnstoff umsetzen, indem es die Hydratisierung der Nitrilgruppe von Cyanamid
katalysiert. CAH kann als Markergen bei transgenen Pflanzen fungieren, da die
Enzymaktivitit von CAH mittels eines einfachen ,,Assays® (siche 3.5.3) nachgewiesen
werden kann (MAIER-GREINER et al., 1991). AuBBerdem erhalten transgene Pflanzen durch
Einbau des Gens fiir die Cyanamidhydratase eine Resistenz gegeniiber Cyanamid-basierten
Herbiziden. Das phytotoxische Cyanamid wird durch das exprimierte Gen zu
physiologisch unbedenklichem Harnstoff abgebaut. In Gegenwart des Harnstoff-
abbauenden Enzyms Urease, das in vielen Pflanzen vorkommt, kann das Hydrolyseprodukt
(NH;") sogar noch als Stickstoffquelle fiir die Pflanzen dienen (MAIER-GREINER et al.,
2006).
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Standardmethoden und Nukleinsiuretechniken

3.1.1 Anzucht von E. coli

Alle Néhrmedien und Stammldsungen zur Anzucht und Kultivierung von Bakterien

wurden nach SAMBROOK et al. (1989) hergestellt. Escherichia coli Bakterien wurden bei

ithrer Optimaltemperatur von 37 °C in LB Medium angezogen.

LB Fliissigmedium (autoklavieren)

10 g Pepton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad. 1 IHQO

pH 7,5 (NaOH)

Agarplatten

Fliissiges LB-Nédhrmedium wurde mit 1,5 % Micro-Agar autoklaviert. Es wurden
25 ml pro Platte gegossen. Vor dem Gielen der Platten wurden die entspechenden
Zusitze und Antibiotika zugegeben.

Im Falle einer Blau/Wei3-Selektion (siehe 3.1.2.1) wurden pro Agarplatte folgende

Zusétze beigemischt:

Tab. 3.1-1: Zusiitze in Agarplatten fiir eine Blau/Weifl-Selektion.

Zusatz Stammlosung Agarplatte
IPTG 100 mM in H,O 40 uM
X-Gal 20 mg/ml in DMFA 40 pg/ml

Antibiotika-Konzentrationen fiir Selektionsmedien

Tab. 3.1-2: Antibiotika-Konzentrationen fiir LB-Selektionsmedien.

Antibiotika Stammlésung Fliissigmedien Agarplatten
Ampicillin 50 mg/ml in H,O 100 pg/ml 50 pg/ml
Gentamycin 50 mg/ml in H,0 100 pg/ml 50 pg/ml
Kanamycin 100 mg/ml in H,O 100 pg/ml 50 pg/ml
Spectinomycin 50 mg/ml in H,O 50 ug/ml 25 ug/ml
Rifampicin 50 mg/ml in DMSO 100 pg/ml 50 pg/ml
Nalidixin 10 mg/ml in H,O 20 ug/ml 10 ug/ml
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3.1.2 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli erfolgte nach INOUE et al. (1990).

Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen:

* Tib I (steril filtrieren; 0,2 uM)
30 mM KOAc
50 mM Ml’lClg
100 mM KCl
10 mM CaCl,
15 % Glycerin (w/v)

e Ttb II (autoklavieren)

10 mM Na-MOPS (3-(N-morpholino)propanesulphonic acid) pH 7,0

75 mM CaCl,

10 mM KCI

15 % Glycerin (w/v)
Alle folgenden Schritte wurden unter sterilen Bedingungen und mit vorgekiihlten
Losungen, Zentrifugenbechern und Pipetten durchgefiihrt. Von einer Gefrierkultur des
gewiinschten Bakterienstammes (DH5a, XL1-blue, BL21CodonPlus®) wurde ein Aliquot
mittels Dreifelderausstrich auf eine Agarplatte, bestehend aus 25 ml LB/MgSO4 (10 mM)
und dem fiir den Bakterienstamm entsprechenden Selektionsantibiotikum ausgestrichen
und diese im Brutschrank (Heraeus® Function Line, Typ B12; Heraeus Instruments,
Hanau) bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Eine einzelne der gewachsenen Kolonien wurde in
5 ml Flissigmedium LB/MgSO,4 (10 mM), plus entsprechendem Antibiotikum, {iber Nacht
bei 37 °C und 250 rpm im Schiittelinkubator (GFL 3031; Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH, Burgwedel) angezogen. Am niichsten Tag wurde die Ubernachtkultur in einen 1 1
Kolben mit 100 ml LB und dem entsprechenden Antibiotikum iiberimpft und bis zu einer
ODgoo von 0,6 bei 37 °C im Schiittelinkubator angezogen. Der Kolben wurde fiir 10 min
auf Eis gestellt. Danach wurden die Bakterien fiir 10 min bei 5.300 rpm und 4 °C pelletiert
(Biofuge 15R, Heraeus Instruments, Hanau). Der Uberstand wurde verworfen und der
Bakterienniederschlag in 40 ml Tfb I resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde einmal
wiederholt, wobei nochmals 40 ml Tfb I eingesetzt wurden. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension fiir 5 min auf Eis inkubiert und erneut fiir 10 min bei 5.300 rpm und
4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Bakterien in 8 ml Tfb II
resuspendiert und in 100 pl Aliquots durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff
schockgefroren. Die kompetenten Zellen wurden bei - 70 °C gelagert und waren ca. 6

Monate haltbar.
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Transformation chemisch kompetenter E.coli Zellen:

Ein 100 pl Aliquot chemisch kompetenter E. coli Zellen (DHS5a, XL1-blue,

BL21CodonPlus®) wurde auf Eis aufgetaut und anschlieBend mit 5 - 10 ul eines
Ligationsansatzes oder 1 ng DNA versetzt. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis folgte
ein Hitzeschock im Wasserbad (GFL 1003; Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel) fiir 30 - 45 sec bei 42 °C. Der Transformationsansatz wurde sofort auf Eis
transferiert und fiir weitere 2 min inkubiert. Pro Ansatz wurden 900 ul LB zugegeben und
fiir 60 min bei 37 °C und 250 rpm geschiittelt. Die Bakterienzellen wurden flir 3 min bei
12.000 rpm abzentrifugiert (Centrifuge 5415 R; Eppendorf AG, Hamburg), der Uberstand
abgekippt, die Zellen im Restiiberstand resuspendiert und jeweils 100 ul unverdiinnt (90%
der Zellen) bzw. 1:10 in LB verdiinnt (10% der Zellen) auf Selektivagarplatten ausplattiert.
Die Platten wurden {iber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Gewachsene Kolonien
wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von der Platte gepickt und zur Plasmidpriparation

(siehe 3.1.3) in einer 5 ml LB-Fliissigkultur angezogen.

3.1.2.1 Blau/Weil}-Selektion von E. coli DHSa
Die Blau/Weil-Selektion wird generell nur dann angewandt, wenn E. coli DHS5a mit
pBluescript (siehe 2.3.2) oder darauf basierenden Vektoren, z.B. dem T-Vektor (siche
2.3.3) transformiert wurde. Die Selektion beruht auf der Tatsache, dass die MCS dieser
Vektoren im Bereich des lacZ-Gens liegt, welches fiir das N-terminale a-Fragment einer
IPTG-induzierbaren B-Galactosidase codiert. Das Fragment komplementiert ein durch das
Genom von E. coli DH5a codiertes C-terminales a-Fragment der B-Galactosidase. Die
komplementierte B-Galactosidase spaltet den Indikator 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside (X-Gal), welcher in den speziell hierfiir verwendeten Agarplatten
vorliegt (siehe 3.1.1), zu einem blauen Farbstoff. Die entsprechende Kolonie erscheint blau
und kann als negativ beziiglich des Transformationserfolgs gewertet werden. Wird das
a-Peptid des lacZ-Gens jedoch durch den Einbau eines Inserts in die MCS unterbrochen,
kann es nicht mehr vollstindig exprimiert werden. Dadurch bleibt die B-Galactosidase
funktionslos. Die entsprechende Bakterienkolonie erscheint weil und ist somit positiv

beziiglich der Transformation zu werten.
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3.1.3 Plasmidpriparation aus E. coli

* Losungl
50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA/NaOH pH 8,0
100 pg/ml RNase A aus Rinderpankreas (90 E/mg)

* Losung II
200 mM NaOH
1 % SDS

*  Losung III
3 M Na-Acetat pH 5,5 (Eisessig) in 1 x TE

* 1xTE
10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA/NaOH pH 8,0

Von einer 5 ml Ubernachtkultur des zu untersuchenden Bakterienklons wurden 1,5 ml in
ein Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Die Bakterien wurden durch 2-miniitiges Zentrifugieren bei
12.000 rpm pelletiert, der Uberstand verworfen und der Zellniederschlag in 100 ul Lésung
I resuspendiert. Es wurden 200 pl Losung II dazugegeben, vorsichtig durch Invertieren
gemischt und fiir 3 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl eiskalter Losung 111
wurde der Ansatz wieder vorsichtig gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Die
ausgefallenen Proteine und genomische E. coli-DNA wurden bei 12.000 rpm fiir 10 min
bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig, ohne Proteinreste mitzunehmen,
in ein neues Reaktionsgefdf tiberflihrt, mit 400 ul RT warmem Isopropanol versetzt und
sofort wie oben zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der DNA-Niederschlag
mit 400 pul kaltem, 70 % Ethanol p.a. durch ,,Vortexen“ und nochmaliges Zentrifugieren
gewaschen. Der DNA-Niederschlag wurde 15 min luftgetrocknet und in 50 pl 1 x TE
aufgenommen. Die nach diesem Verfahren aufgereinigte DNA wurde fiir Analysen mittels
Restriktionsendonukleasen verwendet.

Um besonders reine Plasmid-DNA fiir Klonierungszwecke und zur Sequenzierung zu
erhalten, wurde die DNA iiber Kieselgel-Spin-Séulen des GeneJET  Plasmid Miniprep
Kits (siche 2.4.1) laut Angaben des Herstellers aufgereinigt.
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3.1.4 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Zur Aufreinigung einer Nukleinsdurelosung wurden unerwiinschte noch vorhandene
Proteine mittels Phenol extrahiert.

Hierzu musste zuerst eine Féllung der Nukleinsdure mit Natrium-Acetat durchgefiihrt

werden.

Reaktionsansatz:

50 wul Nukleinsdureldsung

10 ul Na-Ac (3M)

140 ul H,O
Um nach einem Restriktionsverdau eine selektive DNA-Fillung zu erreichen und kleine,
herausgeschnittene DNA-Fragmente zu entfernen, wurde eine Fillung mit Ammonium-

Acetat durchgefiihrt.

Reaktionsansatz:

20 ul DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau

80 ul Am-Ac (5M)

100 ul H,O
Die gefillte Nukleinsdurelosung (200 ul) wurde mit 100 pl Phenol in ein Reaktionsgefal3
iiberfithrt und durch ,,Vortexen® gut gemischt. Zur Trennung der wéssrigen von der
organischen Phase wurde das Gemisch fiir 2 min bei 11.000 rpm zentrifugiert. Die DNA-
enthaltende wéssrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt, mit 100 pl
Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) {iberschichtet und durch erneutes ,,Vortexen* gemischt.
Anschlieend wurde das Gemisch wie oben beschrieben zentrifugiert. Der wéssrige
Uberstand wurde wiederum in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 800 ul
eiskaltem 96 % Ethanol gefdllt. Danach wurde fiir 10 min bei 11.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das DNA-Sediment fiir ca. 10 min bei RT

luftgetrocknet und dann in 50 pl 1 x TE aufgenommen.

3.1.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren
Um die Konzentration einer Nukleinsdure-Ldsung zu bestimmen wurde diese zunichst
1:50 mit H,O verdiinnt. Von der Verdiinnung wurden 50 ul in eine UVette® (Eppendorf
AG, Hamburg) tberfiihrt. Als Referenz dienten 50 pul H,O. Zur Messung wurde ein
Ultrospec 3000 Spektrophotometer (Pharmacia Biotech, Cambridge, UK) verwendet.
Die Konzentration einer Nukleinsdure-Losung wird nach folgender Formel berechnet:
Konzentration = [(Absorption A 260nm) - (Absorption A 280)] * F * v!
F (Faktor) [pg/ml] = Faktor 2500 fiir DNA und 2000 fiir RNA
V (Verdiinnungsstufe) = 1/50
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3.1.6 Sequenzspezifische Restriktion von DNA

Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden durch Restriktionsendonukleasen nach
Angaben des Herstellers mit den empfohlenen Puffern verdaut. 0,2 - 2 ug DNA wurden in
einem Endvolumen von 20 pl mit jeweils 5 Units Enzym fiir mindestens 2 h bei der fiir das
Enzym erforderlichen Temperatur inkubiert.

Eine Inaktivierung durch Hitze war notig, wenn die verdaute DNA im ndchsten Schritt
nicht {iber ein Gel aufgetrennt wurde. Die Inaktivierung erfolgte fiir jedes Enzym nach

Angaben des Herstellers.

3.1.7 Auftrennung von DNA-Fragmenten (Gelelektrophorese)

* 50 x TAE-Puffer
242 g Tris
100 ml 500 mM EDTA/NaOH pH 8,0
57,1 ml 100 % Essigsdure
ad. 1 IHQO

* 6 x,orange loading dye*

10 mM Tris/HCI1 pH 7,6

0,03 % Xylencyanol FF

0,15 % Orange G

60 % Glycerin

60 mM EDTA/NaOH pH 7,6
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Elektrophorese in einem 1 %
Agarosegel. Dazu wurde eine entsprechende Menge Agarose (Genaxxon bioscience
GmbH, Ulm) in 1 x TAE-Puffer gegeben und aufgekocht. Zur spéteren Visualisierung der
aufgetrennten DNA-Fragmente auf einem Transluminator (UV-Tisch FLUO-LINKTFL-
20M; Vilber Lourmat, Torcy, F) wurden 10 pg/ml Ethidiumbromid zu der bis auf etwa
55 °C abgekiihlten Agarosegellosung gegeben. AnschlieBend wurde die Agarosegellosung
in einen vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde der
Geltriger in eine Elektrophoresekammer (Easy-Cast™ Electrophoresis System; Owl
Scientific, Inc.; Waltham, MA, USA)) eingesetzt und mit 1 x TAE-Puffer iiberschichtet.
Die aufzutrennenden Proben wurden 1:6 mit 6 x ,,orange loading dye* versetzt und in die
Gelkammern des Agarosegels pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei
80 bis 120 Volt. Um die Fragmentgréflen der DNA-Banden abschétzen zu kdnnen, wurde
zusitzlich ein DNA-GroBenstandard (siehe 2.5.1) mit auf das Agarosegel aufgetragen.
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3.1.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um reine DNA-Fragmente definierter Lénge fiir Klonierungszwecke zu erhalten, wurden
abgeschlossene Restriktions- bzw. PCR-Ansétze einer Gelelektrophorese unterzogen. Die
Isolierung und Aufreinigung der gewiinschten DNA-Fragmente erfolgte mit Hilfe des

E.ZN.A.™ Gel Extraction Kit (siche 2.4.2) nach Angaben des Herstellers.

3.1.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
Die Religation von geschnittenen DNA-Fragmenten (z. B. Vektor-DNA) kann durch die
Abspaltung ihrer terminalen Phosphatgruppen verhindert werden. Diese Reaktion wird

durch das Enzym ,,shrimp alkaline phosphatase* (SAP) katalysiert.

Reaktionsansatz:

20 pul DNA-Fragmente nach Restriktionsverdau

3 ul 10 x SAP-Puffer

1 ul SAP (1u/pl)

6 ul H>O (p. a.)
Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Inaktivierung der SAP durch Inkubation bei 65 °C fiir 15 min.

3.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten (Insert) mit Plasmid-DNA (Vektor) erfolgte mit Hilfe
des Enzyms T4-DNA-Ligase, welches die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen dem 5°-Phosphat- und dem 3‘-Hydroxylende in doppelstringigen DNA-
Molekiilen katalysiert. Das molare Verhiltnis zwischen Vektor- und Insert-DNA sollte bei

,olunt-end“-Ligationen 1:1 und bei ,,sticky-end*“-Ligationen 1:5 betragen.

Ligationsansatz:

2-5 pl Vektor-DNA

X pl Insert-DNA

2 ul 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer
1 ul T4-DNA-Ligase (5u/ul)

ad. 20 ul H,0O (p. a.)

Die Ligation erfolgten iiber Nacht bei 4 °C. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz direkt

in eine E. coli Transformation (siehe 3.1.2) eingesetzt.
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3.1.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation definierter DNA-Sequenzen wurde die ,,polymerase chain reaction*
(PCR) nach dem Protokoll von SAIKI et al. (1988) und BEJ et al. (1991) angewandt. Mit
Hilfe von thermostabilen DNA-Polymerasen (z. B. High Fidelity PCR Enzyme Mix und
Tag-Polymerasen) und synthetisch hergestellten Oligonukleotiden (Primern) konnen
bestimmte DNA-Fragmente so stark amplifiziert werden, dass sie im Agarosegel
detektierbar sind. Durch Variation der Anlagerungstemperatur (,,Annealing) der Primer
oder der Mg*"-Ionenkonzentration ist eine Beeinflussung der Spezifitit der Reaktion
moglich.

Alle Ansitze wurden auf Eis in 0,5 ml ReaktionsgefiBen (Thermowell™ Tubes, Corning
Inc., UK) pipettiert. Die Reaktionen wurden im programmierbaren Thermocycler
(Mastercycler personal Model 5332 bzw. 5333; Eppendorf AG, Hamburg) durchgefiihrt.
Die Amplifikate wurden anschlieBend iiber eine Agarosegelelektrophorese (sieche 3.1.7)

aufgetrennt und bei Bedarf aus der Gelmatrix eluiert (siche 3.1.8).

Standard-Reaktionsansatz:

1-100 ng ,,template* (c)DNA

2 wl 10 x PCR-Puffer (15 mM MgCl,)
2 ul ANTP-Mix (2 mM)

0,5 ul Primer 3" (10 mM)

0,5 ul Primer 5" (10 mM)

0,5 ul Tag-Polymerase (5U/ul)

ad. 20 ul H,0O (p. a.)

Als Negativkontrolle wurde H,O (p. a.) anstelle von DNA eingesetzt. Eine entsprechende
Positivkontrolle wurde wenn moglich ebenfalls angesetzt.

Der Thermocycler wurde mit einem Standard-PCR-Programm mit 34 Zyklen

programmiert.
Initiale Denaturierung 94 °C 2:00 min
Denaturierung 94 °C 1:00 min
»Annealing* var. °C 1:00 min
Elongation 72 °C var. min
Finale Elongation 72 °C 10:00 min

Die variablen (var.) Angaben fiir die ,,Annealing”“-Temperatur bzw. fiir die Dauer der
Zweitstrangsynthese (Elongation) sind abhidngig von der optimalen Anlagerungstemperatur
(0. A.) des Primerpaares (siche 2.7) bzw. der Linge des zu amplifizierenden DNA-
Fragmentes (1 min/1000 Basen).
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3.1.11.1 High Fidelity PCR

Um DNA-Sequenzen fiir Klonierungen zu amplifizieren, wurden die entsprechenden PCR-
Reaktionen mit Hilfe des High Fidelity (HF) PCR Enzyme Mix durchgefiihrt. Dieser
Polymerase-Mix besteht aus einer 7ag-Polymerase und einer Pfu-Polymerase, welche eine
3° > 5° Exonukleaseaktivitit besitzt, um Mutationen in den PCR-Produkten zu
minimieren. Der High Fidelity PCR Enzyme Mix amplifiziert Genome bis zu 10 kb. Die
Genauigkeit dieses Mix (5,2 x 10-6 Fehler pro Nukleotid pro Zyklus) ist 4 Mal hoher als
die der Tag-Polymerase (2,2 x 10-5 Fehler pro Nukleotid pro Zyklus) alleine.

Der Reaktionsansatz entspricht dem Standard-Reaktionsansatz fiir PCR (siehe 3.1.11),
wobei Tag-Polymerase und PCR-Puffer durch HF PCR Enzym Mix (5U/ul) und
dazugehorigen Puffer ausgetauscht werden. Das Programm im Thermocycler entspricht

ebenfalls dem Standard-Programm fiir PCR (siehe 3.1.11).

3.1.11.2 ,,Colony Screen* mittels PCR
Um transformierte Bakterien auf das Vorhandensein des gewiinschten Transgens zu testen,
kann statt einer Plasmidprdparation mit anschlieBendem analytischen Restriktionsverdau
auch ein ,,Colony Screen* mittels PCR durchgefiihrt werden. Dies geschah vor allem,
wenn sehr viele Bakterienkolonien auf Transformationsereignisse {iiberpriift werden
sollten, oder bei Transformanten der Gattung A. tumefaciens, bei denen eine
Plasmidipréparation nur schwer mdglich ist. In ein diinnwandiges 0,5 ml PCR
Reaktionsgefdl wurden 10 pl H,O (p. a.) vorgelegt. Mit einer sterilen Pipettenspitze
wurden FEinzelkolonien der zu analysierenden Bakterien gepickt. Zur spéteren
Riickverfolgung der Kolonien wurde eine Masterplatte angelegt, indem auf einer neuen
Selektivagarplatte Tochterkolonien der gepickten Kolonien durch leichtes Abstreichen der
Pipettenspitze angeimpft und durchnummeriert wurden. Die verbleibenden Bakterien an
der Pipettenspitze wurden in dem H,O des ReaktionsgefiBes resuspendiert. Die
Masterplatte mit den Tochterkolonien wurde iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die

Bakterienzellen im Reaktionsgefdl wurden zundchst im PCR  Thermocycler

aufgeschlossen.
Dauer Temperatur
5 min 96 °C
90 sec 50 °C
90 sec 96 °C
1 min 45 °C
1 min 96 °C
1 min 40 °C
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Die aufgeschlossene Bakteriensuspension wurde als ,,template DNA® in einen Standard-
PCR-Ansatz eingesetzt (siche 3.1.11). Als Primerpaar wurden Oligonukleotide aus dem
Bereich des Insert-Fragments, des Vektors oder eine Kombination aus beidem verwendet.
Die Amplifikate wurden nach der Reaktion mittels Gelelektrophorese (siehe 3.1.7)
analysiert. Wenn positive Banden vorhanden waren, konnten die entsprechenden

Bakterienkolonien von der Masterplatte in Selektiv-Fliissigmedium angezogen werden.

3.1.12 Sequenzierung von DNA-Fragmenten

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde von Eurofins MWG Operon (Ebersberg)
durchgefiihrt. Hierzu wurde 1 ug DNA in einem Gesamtvolumen von 15 ul in H,O (p. a.)
in einem Reaktionsgefdl} eingeschickt. Wenn verfiigbar, wurden Primer aus dem Angebot
der Firma Eurofins MWG Operon ausgewihlt, andernfalls wurden der DNA-L&sung
passende Primer (1 uM) aus dem Laborbestand zugefiigt.

Die Sequenzen wurden anschlieBend mit Hilfe des ,,Basic Local Alignment Search Tools*
(BLAST) des National Center for Biotechnology Information (NCBI;
www.ncbi.nlm.nih.gov) ausgewertet. Gen- bzw. Vektorkarten wurden mit Hilfe des Online
Tools ,,Web  Map*“  (http://pga.mgh.harvard.edu/web_apps/web_map/start)  des
Massachusetts General Hospitals (Boston, USA) erstellt.

3.1.13 Herstellung von Stammkulturen (Glycerinkulturen)
Fir die Haltbarmachung zur ldngerfristigen Aufbewahrung von Bakterien- bzw.
Hefekulturen wurden 800 pl einer frisch angezogenen Ubernacht-Fliissigkultur mit 200 pl

sterilem Glycerin vermischt und in einem Kryoreaktionsgefdl3 bei - 70 °C gelagert.

3.1.14 RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Um RNase-freies H;O zu erhalten, wurde gefiltertes Reinstwasser mit 0,05 % DEPC
versetzt, iber Nacht inkubiert und anschlieend autoklaviert.

Die RNA-Isolation erfolgte mittels TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, Taufkirchen). Hierzu
wurden je 100 mg Pflanzenmaterial unmittelbar nach Entfernen von der Pflanze in ein 2 ml
Reaktionsgefdl tiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und mit einem Plastik Pistill
fein zerrieben. Das Pulver wurde anschlieBend mit 1 ml TRI Reagent® versetzt und durch
,Vortexen™ gut gemischt. Pflanzenreste wurden fiir 10 min bei 12.000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 2 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Nach
S-miniitiger Inkubation bei RT wurden 0,2 ml Chloroform zugegeben und fiir 15 sec
»gevortext. Es erfolgte eine weitere Inkubation bei RT fiir 15 min mit anschlieBender

Zentrifugation fiir 15 min bei 12.000 rpm und 4 °C.
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Die so enstehenden 3 Phasen (fliissige, farblose Phase = RNA; Interphase = DNA;
organische, rote Phase = Proteine) kdnnen bei 2 - 8 °C gelagert werden und bei Bedarf
auch zur Isolation von DNA und Proteinen herangezogen werden. Die fliissige RNA Phase
wurde abgenommen, in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und sofort mit 0,5 ml
Isopropanol gemischt. Nach 10-miniitiger Inkubation bei RT wurde erneut fiir 10 min bei
12.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der RNA-Niederschlag wurde mit 1 ml 75 % Ethanol
gewaschen und anschliefend fiir 5 — 10 min luftgetrocknet. Danach konnte das Prizipitat
in 50 wl DEPC-H,0 aufgenommen und fiir 10 min bei 55 °C im Heizblock (PEQLAB-
Biotechnologie GmbH, 91-D1100; Erlangen) gelost werden.

3.1.14.1 Reverse Transkription
Um die isolierte RNA (siehe 3.1.14) in eine Reverse Transkriptionsreaktion einsetzen zu
konnen, musste zuerst die Konzentration im Spektrophotometer bestimmt werden (siche
3.1.5). Anschlielend erfolgte eine DNAse Behandlung, wobei 1 ug RNA mit DEPC-H,O
auf 14 ul aufgefiillt und mit 4 ul DNAse I plus 2 ul des zugehorigen DNAse I[-Puffers (10
x) fiir 30 min bei 37 °C inkubiert wurden. Nach der Inkubationszeit wurde der Ansatz mit
2 ul EDTA (25 mM) versetzt und zur Inaktivierung der DNase I einem Hitzeschritt fiir 15
min bei 70 °C unterzogen. Zum Nachweis spezifischer RNA-Transkripte wurde 1 ul der
RNA-Losung in eine Reaktion mit einem Random Hexamer Primer eingesetzt um mit

Hilfe von Reverser Transkriptase einen cDNA-Doppelstrang zu synthetisieren.

Reaktionsansatz:

1 ul RNA

1 ul Random Hexamer Primer

10,5 ul DEPC-H,0O

Inkubation fiir 5 min bei 70 °C, anschlieend Abkiihlung auf Eis
4 ul Reaktionspuffer fiir Reverse Transkriptase (5 x)

2 ul ANTP-Mix (2 mM)

0,5 ul RiboLock ™ Ribonuklease-Inhibitor

Inkubation fiir 5 min bei 25 °C

1 ul RevertAidTM M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/ul)

Der komplette Reaktionsansatz wurde im Thermocycler fiir 10 min bei 25 °C, dann fiir 60
min bei 42 °C inkubiert und die Reaktion durch Erhitzen auf 70 °C fiir 10 min gestoppt.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz auf Eis abgekiihlt. Zum Nachweis eines
bestimmten Transkripts wurden 2 ul der fertigen cDNA in einen Standard-PCR Ansatz
(siehe 3.1.11) mit sequenzspezifischen Primern (sieche 2.7) eingesetzt. Die restliche cDNA

wurde bei - 20 °C eingefroren.
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3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Extraktion von Proteinen aus pflanzlichem Material

* Natrium-Phosphatpuffer (0,5 M Stammlésung, pH 7,0)
Ca. 2/3 Di-Natriumhydrogenphosphat (0,5 M)
Ca. 1/3 Natriumdihydrogenphosphat (0,5 M)
Mischverhiltnis pH 7,0

* Lysepuffer

50 mM Natrium-Phosphatpuffer, pH 7,0

10 mM EDTA

0.1 % Triton-X 100 (w/v)

0.1 % Lauroylsarcosinat (w/v)

10 mM B-Mercaptoethanol
Um l6sliche Proteine zu extrahieren wurde abgewogenes Pflanzenmaterial in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 liberfithrt. Das Pflanzenmaterial wurde mit einer definierten Menge (2 wl
Puffer pro 1 mg Pflanzenmaterial) Natrium-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) durch
morsern mit einem Plastik-Pistill aufgeschlossen. Um 16sliche Proteine von
Zellwandresten zu trennen, wurden die Proben fiir 10 min bei 12.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und konnte zum Nachweis von
Aminoacylase-Aktivitit (siehe 3.2.8), oder zur Detektion von Proteinen mittels SDS-
PAGE (siehe 3.2.7) verwendet werden.
Zur Extraktion von Proteinen der Membranfraktion wurden die verbliebenen
Zellwandreste zunichst mit 500 ul Natrium-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) gewaschen,
um alle restlichen loslichen Proteine zu entfernen. AnschlieBend wurde das
Pflanzenmaterial in der selben definierten Menge Lysepuffer nochmals gemdrsert, die
zuvor in Form von Natrium-Phosphatpuffer zum Einsatz kam (2 ul Puffer pro 1 mg
Pflanzenmaterial). Es wurde ebenfalls fiir 10 min bei 12.000 rpm und 4 °C zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen, welcher jetzt die Membranproteine enthalten sollte.
Diese Proteinfraktion konnte nun auch zur Analyse mittels SDS-PAGE herangezogen

werden.

3.2.2 Quantitative Proteinbestimmung (Bradford-Test)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Idslichen Proteinextrakten (siche 3.1.5)
erfolgte nach der Methode von Bradford (BRADFORD, 1976). Hierzu wurde Roti®-
Nanoquant Losung (Roth, Karlsruhe) im Verhiltnis 1:5 mit H>O verdiinnt, 800 ul in einer

Einweg-Plastikkiivette vorgelegt und 200 ul des verdiinnten Proteinextraktes (1:100 in
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H,0) zugegeben. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei RT wurde die optische Dichte bei
590 nm und bei 450 nm im Spektrophotometer bestimmt und anschlieBend der Quotient
ODs99/ODyso gebildet. Als Referenz diente 1 ml H,O. Es wurde eine Kalibrierungsgerade
mittels definierter Konzentrationen BSA (Bovines Serum Albumin Fraction V; PAA
Laboratories GmbH, Linz, AU) inklusive eines Nullwertes erstellt, anhand derer auf die

Proteinkonzentrationen der Pflanzenextrakte geschlossen werden konnte.
3.2.3 ,,Fast protein liquid chromatography* (FPLC)

* Kalium-Phosphatpuffer (0,5 M Stammlésung, pH 7,0)

Ca. 2/3 Di-Kaliumhydrogenphosphat (0,5 M)

Ca. 1/3 Kaliumdihydrogenphosphat (0,5 M)

Mischverhiltnis pH 7,0
Um pflanzliche Proteingemische mittels ,,Fast protein liquid chromatography* (FPLC)
aufreinigen und analysieren zu konnen, musste zuerst eine groflere Menge eines
Pflanzenextraktes erzeugt werden. 15 g Blattmaterial wurden in 30 ml Kalium-
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) in einem Mixer aufgeschlossen und anschlieBend durch
ein Stiick Mull filtriert. Der fliissige Durchlauf, ohne Pflanzenriickstéinde, wurde einer
80 % Ammoniumsulfat-Fillung unterzogen, um die Proteinkonzentration der Losung zu
erhohen. Hierzu wurde dem Extrakt Ammoniumsulfat zugefiigt (516 mg/ml) und fiir
15 min vorsichtig auf Eis geriihrt. AnschlieBend wurde fiir 10 min bei 5.300 rpm und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der Niederschlag wurde in 3 ml Kalium-
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) aufgenommen und iiber Nacht gegen Kalium-
Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) dialysiert (siche 3.2.6.2). Das dialysierte Extrakt wurde
nochmals fiir 10 min bei 10.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Der Erfolg der Protein-Aufkonzentration konnte mittels quantitativer
Proteinbestimmung (siehe 3.2.2) und Aminoacylase-Aktivitdtstest (siche 3.2.8) iiberpriift
werden. Nun wurden 0,5 ml des aufkonzentrierten Extrakts in die FPLC (LKB FRAC-100;
Pharmacia Biosytems, Freiburg) eingesetzt. Als stationdre Phase diente eine Sepharose-
Matrix-Saule (Hiload 16/60 Superdex'™ 200 prep grade), auf die das Pflanzenextrakt
geladen wurde. Danach wurde mit der mobilen Phase, ca. 100 ml Kalium-Phosphatpuffer
(50 mM, pH 7,0), eluiert (1 ml/min) und 95 Fraktionen a 1 ml aufgefangen. Diese
Fraktionen enthielten nun die nach GroBe aufgetrennten Proteine des pflanzlichen
Proteingemisches und konnten fiir weitere Analysen, wie z.B den Aminoacylase-

Aktivitatstest, verwendet werden. Um den Proteinen der einzelnen Fraktionen Groflen
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zuordnen zu konnen, wurde die FPLC-Sdule mit Rinderalbumin (,,bovine serum

albumin®,BSA) als GroBenstandard nach selbigem Verfahren geeicht.

3.2.4 Deglykosylierung von Proteinen

Um pflanzliche Proteine auf das Vorhandensein einer post-translationalen Modifikation
durch Glykosylierung zu untersuchen, wurde ein Protein Deglykosylierungs-Mix
(P60039S, NEB, Schwalbach; sieche 2.4.4) eingesetzt. Um den deglykosylierenden
Enzymen einen besseren Zugang zu den Zuckerresten zu gewihrleisten, wurden die
Proteine zunichst entfaltet. Hierfiir wurden die Proteinextrakte (siehe 3.2.1) 1:5 mit 5 x
SDS-Ladepuffer (sieche 3.2.7) und 100 mM DTT versehen und fiir 10 min bei 100 °C
gekocht. Als Kontolle wurde Fetuin verwendet. Alle weiteren Reaktionsschritte wurden
nach Angeben des Herstellers durchgefiihrt. Der Erfolg der Deglykosylierung wurde
mittels SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung (siche 3.2.7.1) und
Immunodetektion (siehe 3.2.7.2) durchgefiihrt.

3.2.5 Rekombinante Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli

Fir die heterologe Expression von Glutathion-S-Transferase (GST)-gekoppelten
Fusionsproteinen wurde der E. coli Stamm BL21-CodonPlus® (siehe 2.2.3) mit dem
Expressionsvektor pGEX-3X (siehe 2.3.8) transformiert (siche 3.1.2). Einerseits wurden
Bakterien mit dem leeren Plasmid pGEX-3X transformiert (Negativkontrolle), andererseits
war in den Expressionsvektor das entsprechende Zielgen fiir das zu untersuchende Protein
eingesetzt. Je 5 ml des LB-Selektionsmediums wurden mit einer Kolonie der
Transformanten beimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Aus jeder
Ubernachtkultur wurden am niichsten Tag 2 Aliquots 4 500 ul in je 5 ml frisches LB-
Selektionsmedium tiberimpft und erneut bei 37 °C und 250 rpm angezogen, bis eine ODggo
von 0,5 erreicht war. AnschlieBend folgte die Induktion von jeweils einer der beiden
iibereinstimmenden Kulturen mit 1 mM Isopropyl-f-D-thiogalactopyranosid (IPTG),
welches als Induktor des regulierbaren Promotors von pGEX-3x dient. Nach Induktion mit
IPTG wird das zu untersuchende Protein, gekoppelt an eine N-terminale GST-Doméne aus
Schistosoma japonicum exprimiert. Die uninduzierten Kulturen dienten wiederum als

Negativkontrollen. Alle Kulturen wurden nun weitere 3 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert.
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3.2.5.1 Extraktion von Proteinen aus E. coli

denaturierende Proteinextraktion:

Zur Analyse von Bakterienproben mittels SDS-PAGE (siehe 3.2.7) wurden je 500 ul der

Bakterienkulturen bei 12.000 rpm fiir 3 min abzentrifugiert und das Bakterienprézipitat in
je 80 ul H,O resuspendiert. Nach Zugabe der entsprechenden Mengen 5 x SDS Loading
Buffer und DTT (2M) (siehe 3.2.7) wurden die Ansdtze gemischt und fiir 10 min bei
100 °C gekocht. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 12.000 rpm konnte der Uberstand auf
SDS-Gele aufgetragen werden.

Native Proteinextraktion:

e PBS (steril filtrieren; 0,45 uM)

140 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM NazHPO4

1,8 mM KH2P04

ad. 1 IHQO

pH 7,3 (HCI)
Um im speziellen Fall exprimierte GST-NtAQI1-Fusionen auf Aminoacylase-Aktivitét
iiberpriifen zu konnen, mussten die Bakterienzellen unter nativen Bedingungen
aufgeschlossen werden. Hierzu wurden ebenfalls 500 ul der Expressionskulturen
abzentrifugiert und der Bakterienniederschlag in 1 ml PBS resuspendiert. Es erfolgte die
Zugabe von 0,1 mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid). Die Zellsuspension wurde
anschlieend dreimal fiir je 30 sec einer Ultraschallbehandlung mit darauf folgender
Inkubation auf Eis unterzogen. Zum weiteren Aufschluss der Zellen folgte die Zugabe von
5 wl Lysozym (10 mg/ml) und eine 30-miniitige Inkubation bei RT. Danach wurden 100 ul
Triton® X-100 (10%) zugegeben und das Gemisch fiir 30 min bei 4 °C geschwenkt. Nach
5-miniitiger Zentrifugation bei 12.000 rpm konnte der Uberstand in den Aminoacylase-

Aktivititstest (siehe 3.2.8) eingesetzt werden.

3.2.6 Rekombinante Expression von MBP-Fusionsproteinen in E coli

Fiir die heterologe Expression von Fusionsproteinen, gekoppelt an das aus E. coli
stammende 42,5 kDa Maltose-Bindeprotein (MBP) wurde der E. coli Stamm DHS5a (siehe
2.2.3) mit dem Expressionsvektor pMAL-c2X (siehe 2.3.9) transformiert (siche 3.1.2).
Zuvor wurde die entsprechende cDNA des zu untersuchenden Proteins, ,,downstream* des
malE Gens in das Expressionsplasmid eingebracht. Es wurde zuerst eine IPTG induzierte

Probeexpression in 5 ml Kulturen durchgefiihrt, wie unter 3.2.5 beschrieben. Wurde diese
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mittels SDS-PAGE als positiv analysiert, konnte eine Grofexpressionskultur angesetzt und
das Fusionsprotein daraus isoliert werden. Hierfiir wurde eine 5 ml Ubernachtkultur in
200 ml frisches LB-Selektionsmedium iiberimpft und bis zum Erreichen einer ODgop von
0,5 bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Als Negativkontrolle wurde 1 ml der uninduzierten
Kultur abgenommen (-). AnschlieBend wurde auch hier die Expression des Fusionsproteins
durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Expressionskultur fiir weitere 2 h
inkubiert. Als Positivkontrolle fiir den Erfolg der Induktion wurde auch hier 1 ml
abgenommen (+). Die Bakterien wurden fir 20 min bei 4.000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert, der Bakterienniederschlag gewogen und dann bis zur weiteren

Verwendung bei - 20 °C eingefroren.

3.2.6.1 Reinigung von MBP-Fusionproteinen aus E. coli (Affinitéts-

chromatographie)

* Lysepuffer:
10 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,2)
100 mM NaCl
10 mM EDTA
10 mM EGTA
10 mM B-Mercaptoethanol

* Siulenpuffer:
20 mM Tris/HCI (pH 7,4)
0,2 M NaCl
1 mM EDTA
1 mM DTT

Die Aufreinigung von groflen Mengen MBP-gekoppeltem Fusionsprotein aus bakteriellen
Extrakten erfolgte durch S&ulen-Affinititschromatographie iiber eine Amylose Matrix
(Amylose Resin High Flow E80225; NEB, Schwalbach), wobei man sich die Affinitét des
MBP gegeniiber Maltose zu Nutze macht.

Die eingefrorenen Bakterien der GroBexpression (siehe 3.2.6) wurden lysiert, indem pro
Gramm Bakterienzellen 3 ml Lysepuffer, 4 ul PMSF (100 mM) und 80 ul Lysozym
(10mg/ml) zugegeben und die Suspension fiir 20 min bei RT geschwenkt wurde.
AnschlieBend wurde das Gemisch auf 0,25 % Tween eingestellt. Storende DNA-Reste
wurden durch Zugabe von DNAse I (200 ug pro Gramm Bakterienzellen) und Inkubation
fiir 30 min bei RT abgebaut. Das Lysat wurde fiir 30 min bei 9.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Alle weiteren Schritte wurden unter Eiskiihlung durchgefiihrt. Der

Uberstand, der die gelosten Proteine enthilt, wurde abgenommen, auf 0,2 M NaCl
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eingestellt und mit Saulenpuffer im Verhéltnis 1:6 verdiinnt. In der Zwischenzeit wurde
eine Chromatographiesiule (GSTrap'™ FF Columns; GE Healthcare Europe GmbH,
Miinchen) vorbereitet. Die Sdule wurde mit 2 ml Amylose Séulenmaterial beladen und
anschlieBend mit 10 ml H>0 und 10 ml Séulenpuffer gewaschen.

Nachdem die Séule vorbereitet war, wurde sie mit dem eisgekiihlten Proteinextrakt
beladen. Zuvor wurde jedoch ein Aliquot & 1 ml als Kontrolle entnommen (P1). Vom
Durchfluss wurde ebenfalls ein Aliquot 4 1 ml als Kontrolle aufgefangen (P2). Dann wurde
zweimal mit je 10 ml Sdulenpuffer gewaschen. Auch von diesem Durchlauf wurde eine
1 ml Probe aufgefangen (P3). Die Elution des Fusionsproteins aus der Sdulenmatrix
erfolgte mit 5 ml Elutionspuffer (Séulenpuffer + 10 mM Maltose). Daraus resultierten 5
Fraktionen a 1 ml (E1 - ES), welche bis zum weiteren Gebrauch auf Eis gekiihlt wurden.
Zur denaturierenden Entfernung aller noch vorhandener Reste aus der Matrix folgte eine
letzte Elution mit 6 ml Guanidin-Hydrochlorid (6 M), wobei der komplette Durchlauf
aufgefangen wurde (GH).

Nach erfolgter Elution des Fusionsproteins wurde die Séule mit 6 ml 0,1 % SDS und 2 ml
H,O gereinigt. In 20 % Ethanol konnte die Matrix bei 4 °C aufbewahrt und

wiederverwendet werden.

3.2.6.2 Dialyse und Aufkonzentration gereinigter Fusionsproteine

Um die chromatographisch aufgereinigten Proteine fiir die Produktion von spezifischen
Antikorpern (Davids Biotechnologie GmbH, Regensburg) nutzen zu kénnen, mussten die
Eluate riickstandslos und mit einer Proteinkonzentration von 0,4 - 1 mg/ml vorliegen.
Hierzu erfolgte zunéchst eine Dialyse der vereinten Proteineluate gegen Natrium-
Phosphatpuffer. Ein Dialyseschlauch ausreichender Lidnge wurde fiir 1 h in H,O
eingeweicht. Anschliefend wurden die Eluate vereint in den Schlauch gefiillt, dieser mit
Klammern verschlossen und in 2 1 Natrium-Phosphatpuffer (50 mM; pH 7,0) auf einem
Magnetriihrer bei 4 °C fiir 3 - 4 h dialysiert. Danach wurde der Puffer erneuert und die
Dialyse bei 4 °C tiber Nacht fortgesetzt.

Um die Proteinkonzentration zu erhéhen wurde das dialysierte Eluat im Dialyseschlauch in
einen mit PEG 6000 gefiillten Behélter gelegt und bei 4 °C inkubiert, bis sich die
Fliissigkeitsmenge auf 1 ml reduziert hatte. Nun konnte die Konzentration der Proteine
bestimmt und eine geeignete Menge zur Antikorperproduktion zu Davids Biotechnologie

GmbH nach Regensburg versendet werden.
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3.2.6.3 Spektralanalyse aufgereinigter Fusionsproteine
Eine grobe Abschitzung der aufgereinigten Proteinmengen erhdlt man durch eine
spektrophotometrische Messung bei einer Wellenlinge von 280 nm, da aromatische
Aminosédurereste in diesem Bereich absorbieren. Die Messergebnisse wurden mit der
Software ~ GENtle (http://gentle.magnusmanske.de) unter Beriicksichtigung des
Molekulargewichts, dem Anteil der aromatischen Aminosduren und der Schichtdicke der
UVette® (Eppendorf AG, Hamburg) ausgewertet. Der berechnete Wert ist nur anndhernd

genau, reicht aber aus um eine grobe Einschétzung der Konzentration zu erhalten.

3.2.7 Detektion extrahierter Proteine mittels SDS-PAGE

* Losungl
18,3 g Tris
115 ul TEMED
ad. 100 ml H,O
pH 8,9 (HCI)

*  Losung III
6,1 g Tris
230 ul TEMED
ad. 100 ml H,O
pH 6,8 (HCI)

* Acrylamidlosung
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1; Roth, Karlsruhe)

* 1 x Elektrophorese-Puffer
3 g Tris
14,4 g Glycin
1 g SDS
ad. 1 IHQO

Proteine aus zuvor angefertigten pflanzlichen oder bakteriellen Proteinextrakten (siche
321 und 3.2.5.1) wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI (1970) aufgetrennt. In der
diskontinuierlichen SDS-PAGE, welche das am hiufigsten angewandte Verfahren zur
Auftrennung von denaturierten Proteinen darstellt, werden zwei verschiedene
Polyacrylamidgele mit unterschiedlicher Porengréfle und unterschiedlichem pH-Wert
vorbereitet. Im Sammelgel, welches einen neutralen pH-Wert besitzt, werden die Proteine

aufkonzentriert und anschlieend durch den basischen pH-Wert im Trenngel aufgetrennt.
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Um die Acrylamidgele zu gieBen wurden folgende Losungen frisch angesetzt:

* Trenngel (15 %)
3,5 ml Gel 30
1,75 ml Losung 1
70 ul 10 % SDS
1,68 ml HO
175 ul 10 % APS (Ammoniumpersulfat)

e Sammelgel
470 ul Gel 30
875 ul Losung 111
35wl 10 % SDS
2,12 ml H,O
87,5 ul 10 % APS (Ammoniumpersulfat)

Unmittelbar nach Zugabe der APS-Losung wurde das Gel gegossen, da APS als
Katalysator fiir die Polymerisation des Acrylamids wirkt. Eine Glasplatte und eine
Aluminiumoxidplatte, die durch Abstandhalter von 1 mm Dicke getrennt waren, wurden in
eine spezielle Halterung (Multiple Gel Caster; Amersham Biosciences, Freiburg)
eingespannt. Das Trenngel wurde zuerst zwischen die Platten gegossen und vorsichtig mit
1 ml H,O {iberschichtet. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das H,O mit einem
Papiertuch abgesaugt, ein Probenkamm eingefiigt und das Sammelgel tiber das Trenngel
geschichtet. Der Kamm wurde nach Polymerisation des Sammelgels entfernt, das Gel in
eine Elektrophoresekammer (Mighty Small II SE 250; Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco, USA) eingespannt und mit 1 x Elektrophorese-Puffer versetzt.

Die aufzutrennenden Proteinproben mussten fiir die Elektrophorese zundchst mittels SDS

maskiert und denaturiert werden.

* 5 x SDS-Ladepuffer
313 mM Tris/HCI (pH 6,8)
10 % SDS
50 % Glycerin
0,05 % Bromphenolblau

Hierzu wurden sie mit 5 x SDS-Ladepuffer (Verhéltnis 5:1) und DTT (Endkonzentration:
100 mM) versetzt. Dieses Gemisch wurde zur Denaturierung der Proteine fiir 10 min bei
100 °C gekocht und anschlieBend fiir 3 min bei 12.000 rpm zentrifugiert.

Es wurden je 10 - 20 pl der vorbereiteten Proben in die Taschen des Gels aufgetragen. Die

elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei ca. 120 V fiir 1 - 2 h.
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Zur Visualisierung der aufgetrennten Proteine wurden die Gele entweder mit einer
Coomassie-Féarbelosung (siehe 3.2.7.1) angeférbt, oder zum spezifischen Nachweis von

Proteinen in eine Immunodetektion (siehe 3.2.7.2) eingesetzt.

3.2.7.1 Anfirben von Proteingelen mit Coomassie-Firbelosung

* Coomassie-Firbelosung
2,5 g Coomassie Brillant Blue (R-250; Serva, Heidelberg)
450 ml H,O
100 ml Essigsdure
450 ml Methanol

* Schnellentfarber
430 ml H,O
70 ml Essigsédure
500 ml Methanol

Nach erfolgter SDS-PAGE (siehe 3.2.7) wurde das Sammelgel vollstindig abgetrennt und
das Trenngel {iber Nacht, unter leichtem Schiitteln, in Coomassie-Firbelosung inkubiert.
AnschlieBend wurde das Gel fiir 1 h in Schnellentférber teilweise entfarbt und danach tiber
Nacht in 5% Essigsdure inkubiert, um das restliche Coomassie Brillant Blue aus den nicht-
proteinhaltigen Bereichen des Gels zu entfernen. Zur Dokumentation wurde das Gel mit

einer digitalen Kamera fotografiert oder am Computer eingescannt.

3.2.7.2 Immunodetektion von Proteinen (Western Blot)
Um Proteine spezifisch nachweisen zu konnen, wurden diese nach Auftrennung mittels
SDS-PAGE (siehe 3.2.7) auf eine Nitrocellulosemembran (porablot NCP; Macherey-
Nagel, Diiren) transferiert und mit spezifischen Antikorpern detektiert, wobei die
sekundiren Antikorper an eine Meerrettich Peroxidase (HRP) gekoppelt waren. Der
Protein-Antikorper-Komplex konnte somit durch die Peroxidaseaktivitit der HRP mit

Hilfe einer Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen werden.

Proteintransfer:

*  Western Blot Puffer
5,45 g Tris
25,9 g Glycin
ad. 1620 ml H,O
180 ml Methanol

Fiir den Proteintransfer wurde das Sammelgel vollstindig abgetrennt.

60



Mit dem Trenngel und der Nitrocellulosemembran wurde in einer mit Western-Blot Puffer

gefiillten Kunststoftkammer folgende Anordnung aufgebaut:

Lochplatte am Minuspol (schwarz)

Schwammtuch

2 Schichten Rotilabo®-Blottingpapier (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Nitrocellulosemembran

2 Schichten Rotilabo®-Blottingpapier (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Schwammtuch

Lochplatte am Pluspol (rot)

Diese Anordnung wurde in einen Criterion™ Blotter (Wet/Tank-Blot System; Bio-Rad
Laboratories GmbH, Miinchen) gegeben und dieser mit Western-Blot Puffer aufgefiillt.
Die Proteine wurden bei einer Stromstirke von 1 A fiir 45 min auf die

Nitrocellulosemembran transferiert.

Immunodetektion:

* TBS
20 mM Tris/HCI (pH 7,5)
500 mM NacCl

e TTBS
0,5 ml Tween 20
ad. 11 TBS

* Blockierungslosung
5% Magermilchpulver (Fluka, CH) in TTBS

* Solution A
0,1 M Tris/HCI (pH 8,6)
250 mg/l Luminol

* Solution B
11 mg para-Hydroxycoumarinsdure in 10 ml DMSO

* ECL-Detektionssreagenz (fiir eine Membran, 9 x 6 cm)
2 ml Solution A
0,6 ul 30% H,0,
200 pl Solution B

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Nitrocellulosemembran zur Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen iiber Nacht in Blockierungslosung bei 4°C auf einem
Horizontalschiittler (GFL 3012; Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel)
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran kurz mit TTBS abgespiilt, mit 2 - 5 ml des
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primdren Antikorpers in Blockierungslosung (Konzentrationen eingesetzter Antikorper
siehe 2.6.1) eingeschwei3t und fiir 90 min bei RT auf einem Rollenmischer (ELMI Shaker
S4; Riga, LV) hybridisiert. Nach der Hybridisierung wurde die Membran 3 x fiir 10 min
mit TTBS gewaschen. Es folgte die Inkubation der Membran fiir weitere 60 min in 5 ml
einer Antikdrperlosung, welche den spezifischen sekunddren, HRP-gekoppelten
Antikorper (siehe 2.6.2) enthielt. Danach wurde erneut dreimal fiir 10 min mit TTBS und
dreimal fiir 10 min mit TBS gewaschen. Die Detektion der Protein-Antikorper-Komplexe
erfolgte durch Nachweis der Peroxidaseaktivitit mittels einer auf Luminol basierenden
Chemilumineszenzreaktion. Hierzu wurde die Nitrozellulosemembran fiir 2 min in frisch
angesetztem ECL-Detektionsreagenz inkubiert. Danach wurde sie in Klarsichtfolie
verpackt und ein Autoradiographiefilm (Fuji Medical X-Ray Film, Super RX; FUJIFILM
GmbH Europe, Diisseldorf) aufgelegt. Der Rontgenfilm wurde je nach Stirke der Reaktion
fiir wenige Sekunden bis zu einer Stunde exponiert und anschlieBend durch je 2-miniitiges
Eintauchen in Entwickler- und Fixiererlosungen (Carestream® Kodak® processing
chemicals for autoradiography films; Sigma-Aldrich, Taufkirchen) entwickelt.

Nach erfolgreicher Immunodetektion wurden die transferierten Proteine mit dem roten
Azofarbstoff Ponceau S angefirbt, um eine Ladekontrolle zu erhalten. Hierzu wurde die
Nitrocellulosemembran fiir 20 min in einer Ponceau S Féarbelosung (0,1 % in 5 %
Essigsdure) inkubiert. AnschlieBend wurde die Férbelosung abgegossen und zur
Wiederverwendung aufbewahrt. Reste vom Farbstoff wurden durch mehrmaliges
Schwenken in H,O entfernt. Sichtbare Proteinbanden konnten nun zur Dokumentation

fotografiert werden.

3.2.8 Aminoacylase-Aktivititstest (,,Ninhydrin-Assay*)

Dieser ,,Assay* basiert auf der von Aminoacylasen katalysierten Hydrolyse N-acetylierter
Aminosduren zu Ac(et)ylgruppe und freier Aminoséure.

Die zu testenden Proteinextrakte (siche 3.2.1 und 3.2.5.1) wurden in einen ,,Ninhydrin-
Assay* zum Nachweis freier Aminogruppen eingesetzt. Als Substrat wurde N-Acetyl-L-
Methionin verwendet. Bei Vorhandensein aktiver Aminoacylase im Extrakt reagiert
Ninhydrin mit den frei gewordenen primédren Aminogruppe des Substrats unter H,O-
Abspaltung zu einer Schiffschen Base. Nach Decarboxylierung der Aminosdure und
anschlieBender Abspaltung des Amino-Restes entsteht Amino-Ninhydrin, welches
wiederum mit Ninhydrin zu einem violetten Farbstoff (Ruhemanns Purpur) dimerisiert.
Die Reaktion ist mit einer Nachweisgrenze von 0,001 - 0,1 mg relativ empfindlich.
Die Intensitét der Farbe ist der Konzentration des Farbstoffes und somit der Konzentration

des umgesetzten hydrolysierten Substrats proportional (EBEL UND ROTH, 1987).
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Zur Durchfiihrung des ,,Ninhydrin-Assays* wurden die Proteinextrakte zusammen mit dem

Substrat fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.

Reaktionsansatz:

10 mM Substrat (N-Acetyl-L-Methionin)

50 mM Natrium-Phosphatpufter (pH 7,0)

40 wl pflanzliches Proteinextrakt bzw. 50 ul Bakterienlysat
ad. 200 ul H,O

Als Referenz wurde ein Ansatz mit H,O anstelle von Proteinextrakt erstellt. Als Kontrollen
wurden durch Kochen denaturierte Proteinextrakte und Ansédtze ohne Substratzugabe
eingesetzt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch 5-miniitiges Erhitzen der Proben
auf 90 °C. AnschlieBend wurden 100 wl der gekochten Proben mit 700 wl Natrium-
Phosphatpuffer (50 mM; pH 7,0) und 200 ul Ninhydrin (1% in H,O) versetzt und
nochmals fiir 15 min auf 90 °C erhitzt. Der gegebenenfalls entstandene violette Farbstoff
konnte nun bei einer Wellenldnge von 570 nm im Photometer gemessen werden. Zur
quantitativen Analyse wurden die ODs7;-Werte der gemessenen Proben mit einer
Eichgerade verglichen, die anhand bekannter Konzentrationen L-Methionin erstellt wurde.
Anhand der ermittelten Menge umgesetzten Substrats und unter Beriicksichtigung der
Gesamtproteinmenge des eingesetzten Extrakts konnte die spezifische Enzymaktivitit

berechnet werden.

3.3 Experimente mit Saccharomyces cerevisiae

Ein Grofiteil der in dieser Arbeit durchgefiihrten Methoden ist im Hefe-Protokoll-
Handbuch von Clontech (Heidelberg) ausfiihrlich beschrieben.

3.3.1 Kultivierung von Hefezellen
3.3.1.1 Kultivierung von Hefe in Vollmedium

*  YPAD-Medium (autoklavieren)
20 g Pepton/Trypton
5 g Hefeextrakt
40 mg Adenin
pH 6,0 (mit H,SO4)
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Fiir Festmedium wurden 15 g Agar pro 1 | Medium zugegeben. Nach dem Autoklavieren
wurden 50 ml einer sterilen 40 % Glucose-Losung pro 1 1 Medium zugefiigt. Hefezellen
wurden stets bei ihrer Optimaltemperatur von 30 °C im Vollmedium YPAD kultiviert,

wobei Fliissigkulturen bei 250 rpm geschiittelt wurden.

3.3.1.2 Kultivierung von Hefe in Selektionsmedium

* SD-Medium (autoklavieren)
1,7 g YNB (Hefegrundmedium)
5 g (NH4)2804
ad. 910 ml H,O
pH 5,9 (NaOH)

Fiir Festmedium wurden 15 g Agar pro 1 | Medium zugegeben. Nach dem Autoklavieren
wurden je 10 ml der entsprechenden 100 x Aminoséure/Nukleinbasen-Ldsungen sowie
50 ml einer sterilen 40 % Glucose-Losung pro 1 1 Medium zugefiigt. Die Konzentrationen
der unterschiedlichen Stocklosungen sind nachfolgend angegeben. Alle Stockldsungen

wurden sterilfiltriert (0,2 pM) und bei 4 °C gelagert.

Tab. 3.3-1: Konzentrationen der 100 x Aminosiiure ,,Drop-in-Lésungen* fiir SD-Selektionsmedien.

100 x Aminoséure ,,Drop-in-Lésungen*

L-Histidin/Monohydratchlorid 2 g/l
L-Adenin Hemisulfat 2 g/l
L-Uracil 2 g/l
L-Tryptophan 2 g/l
L-Leucin 10 g/1

Zur Selektion nach Transformation von Hefezellen wurde das SD-Minimalmedium unter
Zugabe der entsprechenden ,,Drop-in-Losung* verwendet. Durch die Kombination der
essentiellen Losungen kann die Selektionskraft des Minimalmediums bestimmt werden.
Dem liegt zugrunde, dass der verwendete Hefestamm NMYS51 (siehe 2.2.4) auxotroph fiir
bestimmte essentielle Stoffwechselkomponenten ist. Er kann auf Minimalmedium ohne
Leucin, Tryptophan, Histidin, Adenin und Uracil nicht wachsen. Die zur Transformation
verwendeten Plasmide (siehe 2.3) enthalten Gene, welche die Auxotrophie von NMY51
gegeniiber bestimmten Aminosduren komplementieren konnen. Um zu selektieren fiihrt
man dem SD-Medium alle essentiellen Aminosdure- und Nukleinbasen-Losungen zu, mit
Ausnahme der vom Plasmid komplementierbaren Aminosdure. So konnen nur die

plasmidtragenden Hefen im Selektionsmedium wachsen. Zur Deklaration der
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Selektionsmedien wurden die Anfangsbuchstaben der Aminosduren angegeben und mit
einem Minus versehen, welche dem Medium nicht zugefiigt wurden. Im Falle von SD-
Medium ohne Tryptophan und Leucin wire dies SD/-L,T. Diese Komplementation von
auxotrophen Markern in S. cerevisiae entspricht der Selektion auf Antibiotikaresistenz in
E. coli.
* SD/3-AT-Medium

Um im Split-Ubiquitin System (sieche 3.3.3) die Interaktion zweier Proteine zu analysieren
und zu verifizieren, wurde dem auf 55 °C abgekiihlten SD-Festmedium auer Glucose und
der entsprechenden ,,Drop-in-Losung®, sterilfiltriertes (0,2 uM) 3-Amino-1,2,4-Triazol
(3-AT) zugefiigt. Mit einer 1 M Stockldsung wurden Endkonzentrationen von 1 - 20 mM
3-AT erzielt und daraus Selektionsplatten gegossen. 3-AT wirkt als Hemmstoff des
Genproduktes von HIS3, welches ein Enzym im Histidin-Biosyntheseweg darstellt und als
Reportergen im Split-Ubiquitin System dient. Somit wird durch Zugabe von 3-AT der
Selektionsdruck erhoht.

3.3.2 Transformation von Hefezellen
Um Plasmide in Hefezellen zu transformieren, wurde nach dem Protokoll von DOHMEN et

al. (1991) vorgegangen.

Herstellung kompetenter Hefezellen:

* Losung A (autoklavieren, Lagerung bei - 20 °C)
10 mM Bicine
1 M Sorbitol
3 % Ethylenglycol (v/v)
pH 8,35 (KOH)

Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurde eine 5 ml Ubernachtkultur in YPAD-
Medium herangezogen. Die Kultur wurde bei 3.000 rpm fiir 10 min abzentrifugiert und der
Zellniederschlag in 500 pl des Uberstandes resuspendiert. Mit dieser Zellsuspension wurde
eine 100 ml YPAD-Kultur inokuliert und bei 30 °C und 250 rpm bis zu einer ODggo von
0,6 kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3.000 rpm geerntet und in 20 ml
Losung A gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden sie in 2 ml
Losung A resuspendiert und in 100 pl Aliquots zuerst bei - 20 °C in einem
Styroporbehélter eingefroren und dann bei - 70 °C gelagert. Die Zellen konnten mehrere

Monate gelagert werden ohne einen wesentlichen Verlust ihrer Kompetenz.
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Transformation von Hefezellen:

* Ldsung B (autoklavieren)
200 mM Bicine
40 % Polyethylenglycol 1000 (w/v)
pH 8,35 (KOH)

* Losung C (autoklavieren)
10 mM Bicine
150 mM NacCl
pH 8,35 (KOH)

Zur Transformation der kompetenten Hefezellen wurde 0,1 - 1 pg Plasmid-DNA mit 50 ug
einer Trager-DNA (Lachssperma-DNA, 2 mg/ml) gemischt und auf ein 100 ul Aliquot der
gefrorenen, kompetenten Hefezellen pipettiert. Nach dem Auftauen der Hefezellen bei
37 °C fiir 3 min wurde 1 ml Losung B zugegeben, gemischt und 1 h bei 30 °C und 250 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 12.000 rpm fiir 30 sec
geerntet und in 800 pl Losung C gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
wurden sie in 100 pl Losung C resuspendiert und auf einer SD-Selektionsplatte mit
geeigneter ,,Drop-in-Losung® (siehe 3.3.1.2) ausplattiert, um den Transformationserfolg zu
iiberpriifen. Nach 3 Tagen konnten die transformierten Kolonien fiir weitere Versuche

verwendet werden.

3.3.3 Protein-Protein Interaktion im Split-Ubiquitin System

Um Proteininteraktionen im Hefesystem zu analysieren wurde das Split-Ubiquitin System
(DUALmembrane kit 3; Dualsystems Biotech, Ziirich, CH) verwendet. Es handelt sich
hierbei um ein speziell fiir Membranproteine entwickeltes Hefezweihybridsystem. Der
Vorteil dieses Systems liegt darin, dass die interagierenden Membranproteine nicht selbst
in den Zellkern gelangen miissen um dort bestimmte Reportergene zu aktivieren, da ein
Transkriptionsfaktor diese Aufgabe erfiillen kann.

Mittels der ,,bait*- und ,,prey“-Vektoren des Systems (sieche 2.3.4 - 2.3.7) werden die zu
untersuchenden Proteine als Fusionen mit einer C-terminalen (Cub) bzw. einer mutierten
N-terminalen (NubG) Hilfte von Ubiquitin in Hefe exprimiert (siche Abb. 3.3-1). Cub ist
auerdem mit einem Transkriptionsfaktor (LV), bestehend aus einer DNA-Bindedoméne
LexA und einer Aktivierungsdoméne VP16, verbunden. Kommt es zur Interaktion der
beiden Proteine lagern sich die Ubiquitinhdlften zum sogenannten Split-Ubiquitin
zusammen. Dieser Komplex wird von Ubiquitin-spezifischen Proteasen (UBPs) erkannt,

woraufhin der Transkriptionsfaktor abgespalten wird.
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Abb. 3.3.-1: Interaktion von ,bait“-Protein und ,,prey“-Protein im Split-Ubiquitin Hefezweihybrid-
system (www.dualsystems.com).

Der Transkriptionsfaktor wandert in den Zellkern, bindet an den LexA4 Operator der DNA
und aktiviert die Transkription der Reportergene HIS3 bzw. lacZ.

3.3.3.1 Qualitativer Test einer Protein-Protein Interaktion
Mit Hilfe des HIS3 Reportergens ldsst sich eine Proteininteraktion im Hefe-System
qualitativ bestimmen, indem man co-exprimierende Hefen auf Selektionsmedien anzieht
und deren Wachstum analysiert. Die zu untersuchenden Proteine mussten hierfiir zuerst in
die entsprechenden ,,bait“- und ,,prey“-Vektoren (DUALmembrane kit 3; Dualsystems
Biotech, Ziirich, CH) (siehe 2.3.4 - 2.3.7) kloniert und gemeinsam in den Hefestamm
NMYS5I (siehe 2.2.4) co-transformiert werden. Anschlieend wurden 5 ml Fliissigkulturen
in entsprechendem SD-Selektionsmedium {iber Nacht angezogen. Beim Erreichen einer
ODggo von > 1,0 wurden die Kulturen mit sterilem H,O auf eine ODgyy von 0,1 verdiinnt.
Diese Verdiinnungen wurden in 3 ul Aliquots auf SD- bzw. SD/3-AT-Selektionsplatten
(siche 3.3.1.2) aufgetropft, welchen auller den vom Plasmid kodierten Aminosduren auch
noch Histidin fehlt. Histidin wird bei erfolgreicher Interaktion durch Aktivierung des
Reportergens HIS3 verfiigbar gemacht. Nach 3-tdgiger Inkubation bei 30 °C konnte das

Wachstum der Hefen analysiert werden.
3.3.3.2 Quantitativer Test einer Protein-Protein Interaktion

¢ Z-Puffer (autoklavieren)
60 mM NazHPO4 x 7 Hzo
40 mM NazHPO4 X HQO
10 mM KCI
1 mM MgSO4
pH 7,0 (mit NaOH)

Mit Hilfe des lacZ Reportergens lédsst sich ein quantitativer Test der Interaktion zweier
Proteine im Hefe-System durchfiihren. Dies beruht darauf, dass die Aktivitéit des von lacZ
codierten Enzyms B-Galaktosidase proportional zur Affinitdt der interagierenden Proteine

ist. Die Verbindung O-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid (ONPG) dient dabei als Substrat
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der [-Galaktosidase. Fiir den quantitativen Interaktionstest wurde eine 5 ml
Ubernachtkultur co-transformierter Hefen, wie schon beim qualitativen Interaktionstest
beschrieben (siche 3.3.3.1), in SD-Selektionsmedium bis zu einer ODgyp von 1,0 - 1,5
kultiviert. Mit 1 ml dieser Kultur wurde zundchst die ODgoy bestimmt. Anschlieend
wurden 700 ul abgenommen und fiir 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Zur Lyse der
Hefezellen wurde der Zellniederschlag in 100 pl Z-Puffer resuspendiert und fiir 1 min in
fliissigen Stickstoff getaucht, um die Zellen anschlieBend im Wasserbad bei 37 °C wieder
aufzutauen. Dieses Vorgehen wurde dreimal wiederholt. Danach wurden 700 pl
Z-Puffer/B-Mercaptoethanol (2,7 ml p-Mercaptoethanol/l1 1 Z-Puffer) zugegeben. Ein
Ansatz ohne Hefezellen wurde parallel als Nullprobe angesetzt. Nach Zugabe von 160 pl
frisch angesetzter ONPG-Ldsung (4mg/ml) wurden die Reaktionsansétze bei 30 °C und
250 rpm inkubiert und der Startzeitpunkt vermerkt. Bei Expression des Reportergens lacZ
wird das Substrat ONPG durch die B-Galaktosidase in ein gelbes Endprodukt umgesetzt.
Nach wenigen Minuten bis zu 2 Stunden kann die Farbreaktion durch Zugabe von 400 pl
NayCOs-Losung (1 M) abgestoppt werden. Der Zeitpunkt des Abstoppens der Reaktion
musste auch vermerkt werden. Nach 5-miniitiger Zentrifugation der abgestoppten
Reaktionen bei 12.000 rpm wurde die OD4y des gelb gefirbten Uberstandes bestimmt.

Die Enzymaktivitét der f-Galaktosidase berechnet sich wie folgt (MILLER, 1972):

Miller — Einheiten

1000 x 0D420 / (t xVx ODG()(])

t = Reaktionszeit/Zeit der Inkubation (min)
A% = 700 ul (Volumen der verwendeten Zellsuspension)
ODs0 = Zelldichte der verwendeten Ubernachtkultur

3.3.4 Hefewachstum unter H,O,-Einfluss

Um die Auswirkung verschiedener heterolog exprimierter Proteine bzw. Protein-
Kombinationen auf die Sensitivitit von Hefezellen gegeniiber H,O, zu untersuchen,
wurden zundchst Hefezellen (NMY51, siehe 2.2.4) mit den entsprechenden Protein-
Vektorkonstrukten transformiert (siehe 3.3.2). Hierzu wurden die Vektoren bzw. Protein-
Vektorkonstrukte des Split-Ubiquitin-Systems verwendet (siehe 2.3.4 und 2.3.6). Es
mussten immer ein ,bait“-Vektor und ein ,,prey“-Vektor co-transformiert werden. Bei
alleiniger Expression eines Proteins wurde das entsprechenden Protein-Vektorkonstrukt
(z. B. ,bait“-Vektor pBT3-C:NtTIP1;1) mit dem =zugehorigen leeren Vektor ohne
eingebrachtes Transgen (z. B. ,,prey“-Vektor pPR3-N) transformiert. Bei der Expression
von Protein-Kombinationen wurden die beiden entsprechenden Protein-Vektorkonstrukte

(z. B. pBT3-C:NtTIP1;1 und pPR3-N:NtAQI1) co-transformiert. Als Kontrolle wurden
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Hefezellen mit beiden leeren Vektoren (pBT3-C und pPR3-N) co-transformiert. Die
Transformanten wurden fiir 2-3 Tage in selektivem SD-Fliissigmedium angezogen (sieche
3.3.1.2). AnschlieBend wurden die Kulturen einheitlich in einem Volumen von 5 ml
frischem  SD-Flissigmedium auf eine ODgyp von 0,008 verdiinnt. Pro
Transformationsansatz wurden 6 Verdiinnungen angesetzt, wobei dreimal 2 mM H,O,
zugefiigt wurde. Diese Fliissigkulturen wurden nun fiir 3 Tage bei 30 °C und 250 rpm
inkubiert, wobei in regelméfBigen Abstinden die ODggp bestimmt wurde, um das Wachstum

der Hefen unter H,O,-Einfluss vergleichend zu analysieren.

3.4 Oozyten-Expressionssystem (Xenopus laevis)

Das Xenopus laevis Expressionssystem nach LUDEWIG (2004) und MAYER et al. (20006)
bietet die Moglichkeit, die Funktion von Transportproteinen oder Poren durch heterologe
Expression in Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) zu
charakterisieren. Im speziellen Fall der Expressionsanalyse von Wasserkanalproteinen
(Aquaporinen) kann ein ,,Schwell-Assay* eingesetzt werden. Dieser basiert darauf, dass
Aquaporin-exprimierende Oozyten unter osmotischem Druck anschwellen, da durch die
Uberexpression von Wasserkanilen mehr Transportméglichkeiten fiir Wassermolekiile
durch die Zellmembran vorhanden sind. Somit kann mehr Wasser pro Zeiteinheit in
Richtung des osmotischen Gefilles in die Oozyten einstromen. Die Volumenzunahme der
Oozyten iiber einen definierten Zeitraum ldsst sich experimentell bestimmen. Dies macht
es moglich mittels Vergleichsanalysen die eingebrachten Transportproteine beziiglich ihrer
Funktion und Transportféhigkeit zu untersuchen.

Der gesamte Versuchsablauf wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ludewig und
Dr. Neuhéuser des Instituts fiir Kulturpflanzenwissenschaften, Fg. Erndhrungsphysiologie
der Kulturpflanze (340 h), Universitdt Hohenheim, durchgefiihrt.

3.4.1 Plasmid Midi-Priparation & In vitro Transkription

Die kodierende cDNA fiir die zu untersuchenden Proteine, wurde mittels £. coli DH5a in
den Expressionsvektor pOO2 kloniert (sieche 2.3.10). Um Plasmid-DNA in einer moglichst
hohen Konzentration in die in vitro Transkription einsetzen zu kdnnen, wurde diese zuerst
mit dem NucleoBond® Xtra Midi Kit (siche 2.4.3) aus den Bakterien isoliert und
aufgereinigt. Im néchsten Schritt erfolgte die Linearisierung der Plasmid-DNA durch
Restriktionsverdau mit dem Enzym Mlul, welches im Expressionsvektor pOO2 eine

singuldre Schnittstelle an Position 1314 aufweist. Mit der vollstindig linearisierten DNA
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erfolgten nacheinander ein ProteinaseK Verdau (200 ng/ul), eine Phenol/Chloroform
Aufreinigung und eine Prézipitation mit anschlieBender Konzentrationsbestimmung der
DNA. Die in vitro Transkription des linearisierten Plasmids erfolgte im Anschluss unter
Verwendung des Ambion® mMESSAGE mMACHINE® High Yield Capped RNA
Transcription SP6 Kits (siehe 2.4.3). Das verwendete Kit enthilt ein Cap-Analogon
(m'G(5")ppp(5°)G), welches aufgrund seiner Struktur ausschlieBlich an erster Stelle des
5’-terminalen Guanins des Transkripts eingegliedert wird, um die gebildete mRNA vor
Abbau durch 5'-Exonukleasen zu schiitzen. Die Konzentration der mit Hilfe von SP6-

RNA-Polymerase synthetisierten RNA wurde abschlieend mittels SYBR Green bestimmt.

3.4.2 Operative Oozyten-Entnahme

* ND96 (- Ca)
82,5 mM NaCl
2 mM KCl
1 mM MgCl,
5 mM HEPES/NaOH (pH 7,4)

Die Oozyten eines weiblichen erwachsenen Krallenfrosches (Xenopus laevis) wurden
mittels eines chirurgischen Eingriffs gewonnen. Die gesamte Operation fand unter sterilen
Bedingungen statt. Zu Beginn erfolgte die Betdubung des Frosches mit dem Narkosemittel
Tricaine (0,03 %) mittels Tauchbadnarkose. Um die Oozyten zu gewinnen musste die
Bauchhohle im Bereich der Leistengegend gedffnet werden. Hierzu wurden die dufere
Hautschicht, sowie die inneren Haut- und Fettschichten, mit einem ca. 4 mm grofen
Schnitt aufgetrennt. Die Ovarien konnten mit Hilfe einer Pinzette durch den Schnitt
herausgezogen werden, bis die gewlinschte Anzahl an Oozyten erreicht war (nie mehr als
400 Stiick). Die gewonnenen Oozyten wurden auf Eis in vorgekiihlter ND96 (- Ca) Losung
bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Nun wurden zuerst die inneren Hautschichten
mit selbstauflosendem Operationsgarn und mindestens 2 Stichen vernédht. Anschlieend
wurde die dullere Hautschicht mit nicht-auflésendem Garn und 2 - 4 Stichen verschlossen.
Nach vollendeter Operation wurde der Frosch griindlich unter flieBendem Wasser
abgespiilt und danach bis zum Wiedererlangen des Bewusstseins in eine Box, gefiillt mit
Leitungswasser, gesetzt. Aufgrund gesetzlicher Vorschriften diirfen chirurgische Eingriffe
nur von speziell geschulten Personen durchgefiihrt werden.

Dies wurde von Herrn Dr. Neuhduser, Institut fiir Kulturwissenschaften,
Fg. Erndhrungsphysiologie der Kulturpflanze (340 h), Universitdit Hohenheim,

ubernommen.
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3.4.3 Oozyten-Priaparation

* ND9Y6
96 mM NaCl
2 mM KCl
1 mM MgCl,
1,8 mM CaCl,
2,5 mM Na-Pyruvat
5 mM HEPES/NaOH (pH 7,4)

* Kollagenase-Losung
10 mg Kollagenase (type [A)
5 mg Trypsin-Inhibitor (TyplII-0)
ad. 5 ml ND96 (- Ca)

Die gewonnenen Oozyten mussten zum weiteren Gebrauch mit Kollagenase (2 mg/ml) und
Trypsin-Inhibitor (1 mg/ml) fiir 60 - 90 min bei RT defollikuliert werden. AnschlieBend
wurden die Oozyten in Petrischalen iiberfiihrt und 5 - 6 Waschschritten mit ND96-Losung,
versetzt mit 0,1 % BSA, unterzogen. Wihrenddessen wurden unbrauchbare Oozyten
aussortiert. Als unbrauchbar galten solche, die entweder eine ungleichmédflige Form
aufwiesen, geplatzt waren, oder bei denen kein vollstindiger Kollagenaseverdau

stattgefunden hatte. Die sortierten Oozyten wurden in ND96 bei 4 °C iiber Nacht gelagert.

3.4.4 RNA-Mikroinjektion

Jede zu injizierende RNA wurde zuerst auf eine Konzentration von 500 ng/ul mit RNase
freiem H,O verdiinnt. Bei Co-Injektion zweier verschiedener RNA-Konstrukte, wurden die
Verdiinnungen zu gleichen Teilen gemischt. AnschlieBend wurden 3 ul der RNA-Losung
in eine sehr feine Glaskapillare, welche zuvor mit Ol gefiillt wurde, aufgezogen. Hierbei
durften keine Luftblasen erzeugt werden. Die Oozyten wurden auf einem feinen Nylon-
Gitter platziert um ein Verrutschen wihrend der Injektion zu vermeiden. Unter
Verwendung eines Mikromanipulators wurden die Oozyten einzeln, unter einem
Stereomikroskop, mit je 50 nl RNA-Losung (= 25 ng RNA) injiziert. Als Kontrolle wurden
Oozyten mit der gleiche Menge H,O injiziert. Die injizierten Oozyten wurden in ND96-
Losung fiir 2 - 3 Tage bei 16 °C inkubiert, um optimale Bedingungen fiir die Expression

der Proteine zu gewihrleisten.

3.4.5 ,,Schwell-Assay“
Nach Expression der Proteine erfolgte zunéchst eine erneute Selektion der Oozyten unter
dem Stereomikroskop (Leica MZ-Series; Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar),

wobei alle geplatzten Oozyten aussortiert wurden. Nur Oozyten die noch ihre natiirliche
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runde Form und Farbe besaBen, wurden in den ,,Schwell-Assay* eingesetzt. Hierfiir
wurden sie aus ihrer Aufbewahrungslosung ND96 (200 mosm) in eine hypoosmolare
Losung (50% ND96, 100 mosm) tiberfiihrt. Das Schwellen der Oozyten wurde dann unter
mikroskopischer Kontrolle (Zeiss Stemi 2000-C Stereomikroskop mit Axio Cam MRm
und Durchlichteinheit S mit Lichtleiter 1500, 8/1000 mm; Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena) beobachtet und in definierten Zeitabschnitten dokumentiert (1 Bild/min). Fiir die
Aufnahme dieser Bilderserien wurde das Programm Axio Vision Special Edition 64 Bit
(Version 4.8.3 SP1) der Firma Zeiss verwendet. Mit dem Bildbearbeitungsprogramm
Image] wurde dann zuerst die Graustufen-Féarbung der Oozyten-Aufnahmen in schwarz-

weill konvertiert, um dann die Oozytenfliche in Pixeln zu berechnen. Die ermittelten

Werte wurden zur weiteren Auswertung in Excel tibertragen.

3.5 Experimente mit Pflanzen

3.5.1 Aufzucht und Kultur von Pflanzen

Die Aufzucht von nicht transgenen Pflanzen (siehe 2.2.1) erfolgte im Gewéchshaus, mit
mindestens 16 h natiirlicher oder kiinstlicher Belichtung pro Tag, bei Temperaturen
zwischen 22 °C und 28 °C. Die Samen wurden auf feuchter Einheitserde (Typ P, 05216;
Patzer GmbH, Sinntal-Jossa) in Pikierschalen ausgelegt und zur Keimung sofort ins Licht
gestellt. Nach dem Auskeimen wurden die Pfldnzchen in Einzeltopfe mit geddmpfter Erde

umgetopft.

3.5.1.1 Selektion transgener Samen

* ' MS-Medium (autoklavieren)
2,15 g MS-Salze (Murashige & Skoog, Basal Salt Mixture; Duchefa, NL)
10 g D(+)-Saccharose
6 g Phytoagar (Duchefa, NL)
ad. 1 IHQO
pH 5,7 (KOH)

Bei der Aufzucht transgener Tabakpflanzen (siehe 2.2.1.1) war es moglich, anhand einer
eingebrachten Kanamycin-Resistenz, eine Vorselektion der transgenen Samen
durchzufiihren, um spéter auch sicher nur transgene Pflanzen anzuziehen. Die Selektion
mittels Antibiotika ist bei Pflanzen aufgrund der Antibiotika-sensitiven Chloroplasten
moglich. Die Samen mussten zunéchst sterilisiert werden. Hierzu wurden sie fiir 30 sec in

70 % Ethanol gewaschen und anschliefend in 5 % Natrium-Dichlorisocyanurat Dihydrat
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fiir 20 min inkubiert. Danach wurden sie dreimal mit sterilem H,O gewaschen. Nun
wurden die Samen auf sterilem 2 MS-Medium mit Kanamycin (400 ug/ml) ausgelegt und
zur Stratifikation fiir 2 Tage bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden sie in einen
Klimaschrank tiberfiihrt und bis zur Keimung bei 24 °C und 16 h kiinstlicher Belichtung
pro Tag angezogen. Die Keimlinge konnten dann im Gewichshaus pikiert und wie unter

3.5.1 beschrieben in Erde kultiviert werden.

3.5.1.2 Untersuchung des Hypokotyl Streckungswachstums von Keimlingen

Die Samen der zu untersuchenden Pflanzen wurden auf Filterpapier mit unterschiedlichem
Wasserangebot (750 ul, 1000 ul, 1500 ul) ausgelegt. Um die Keimung zu synchronisieren
wurden die ausgelegten Samen zuerst fiir 3 Tage im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Danach
folgte die Initialisierung der Keimung durch 6-stiindigen Lichteinfluss. AnschlieBend
wurden die Samen wieder fiir 5 Tage im Dunkeln inkubiert, jedoch bei normalen
Temperaturen (Tag/Nacht Rhythmus 22 °C/18 °C). An Tag 5 wurde die Lénge der
gewachsenen Hypokotyle gemessen.

Der gesamte Versuchsablauf wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ludewig und
Dr. Neuhéuser des Instituts flir Kulturpflanzenwissenschaften, Fg. Erndhrungsphysiologie
der Kulturpflanze (340 h), Universitdt Hohenheim, durchgefiihrt

3.5.2 Agrobakterien-vermittelte Transformation von Pflanzenzellen

Um Genkonstrukte transient in planta exprimieren zu kdnnen, mussten diese zunéchst in
den bindren Vektor pTAK35S (siche 2.3.11) kloniert und zur Analyse in E. coli
transformiert (siehe 3.1.2) werden. AnschlieBend wurde die aus E. coli aufgereinigte (siche
3.1.3) Plasmid-DNA per Elektroporation in Agrobacterium tumefaciens (siche 2.2.3)
eingebracht. Durch Infiltration der transformierten Agrobakterien in Bldtter von
N. benthamiana, wurden die Fremdgene in das Pflanzengenom integriert und von der

Pflanze exprimiert.

3.5.2.1 Anzucht von Agrobakterienkulturen
Agrobakterien wurden bei ihrer Optimaltemperatur von 30 °C in Minimalmedium

(1x Min-A) kultiviert.

* 5 x Min-A Salze (autoklavieren) 1 x Min-A Fliissigmedium
52,5 g KoHPOg4 20 ml 5 x Min-A Salze (autoklaviert)
22,5 g KH,PO4 100 ul 20 % MgSOy (steril filtriert)
5 g (NH4)2SOq4 1 ml 20 % Glukose (steril filtriert)
2,5 g Tri-Natriumcitrat (x 2 H,0) ad. 100 ml H,O (autoklaviert)
ad. 1 IHQO

73



* Min-A Agarplatten
Flissiges 1 x Min-A-Medium wurde vor Zugabe von Glukose und MgSO4 mit
1,5 % Micro-Agar versetzt und autoklaviert. Erst unmittelbar vor dem Gieflen der
Platten wurden die entspechenden Antibiotika, Glucose und MgSO, zugegeben.
Rifampicin wurde immer bendtigt, die anderen Antibiotika je nach
Agrobakterienstamm und enthaltenem Plasmid. Es wurden 25 ml pro Platte

gegossen.

¢ Antibiotika-Konzentrationen fiir Selektionsmedien

Tab. 3.5-1: Antibiotika-Konzentrationen fiir Min-A-Selektionsmedien.

Antibiotika Stammlésung Fliissigmedien Agarplatten
Gentamycin 50 mg/ml in H,O 100 pg/ml 50 pg/ml
Kanamycin 100 mg/ml in H,O 100 pg/ml 50 pg/ml
Spectinomycin 50 mg/ml in H,O 50 ug/ml 25 ug/ml
Rifampicin 50 mg/ml in DMSO 100 pg/ml 50 pg/ml

3.5.2.2 Transformation von A. tumefaciens durch Elektroporation

Die Elektroporation wurde nach MERSEREAU ef al. (1990) durchgefiihrt.

Herstellung elektrokompetenter Agrobakterienzellen:

Mit dem Agrobakterienstamm GV3101 (siche 2.3.1) wurde eine 50 ml Min-A-

Fliissigkultur (Rifampicin, 100 ug/ml) angeimpft und bis zu einer ODgo9 von 0,6 inkubiert.
Anschliefend wurden die Bakterien fiir 10 min bei 5.300 rpm und 4 °C abzentrifugiert und
in 50 ml eiskaltem, sterilem H,O resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde dreimal
wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation wurden die Bakterien in 1 ml Glycerinlosung
(10 %) aufgenommen und in Aliquots von 50 ul in vorgekiihlte ReaktionsgefiaBe pipettiert.
Durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff wurden die elektrokompetenten Zellen

schockgefroren und bis zum Gebrauch bei - 70 °C gelagert.

Elektroporation:

Die Elektroporation wurde mit einem Gene Pulser’™ und Pulse Controller (Bio-Rad,
Miinchen) durchgefiihrt. Ein Aliquot (50 ul) der elektrokompetenten Agrobakterienzellen
wurde auf Eis aufgetaut und zusammen mit 200 ng Plasmid-DNA in eine vorgekiihlte

Elektroporationskiivette (Spaltbreite 2 mm; Bio-Rad, Miinchen) pipettiert. Die Elektro-
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poration erfolgte bei 2,0 kV mit einer Kapazitdt von 25 pF, einem Widerstand von 200 Q
und einer Zeitkonstante von 4 - 5 ms. Unmittelbar nach dem elektrischen Impuls wurden
die Zellen in 1 ml LB-Medium ohne jeglichen Zusatz von Antibiotika aufgenommen und
in ein 1,5 ml Reaktionsgefdf3 liberfiihrt. Die Regeneration der Zellen erfolgte fiir 2 h bei
30 °C und 225 rpm. Anschlieend wurden 10 % bzw. 90 % der transformierten Zellen auf
Min-A-Selektivagarplatten ausplattiert und im Wérmeschrank bei 30 °C fiir 2 - 3 Tage
inkubiert. Gewachsene Kolonien wurden anschlieBend per ,,Colony Screen™ (sieche
3.1.11.2) auf die Anwesenheit des bindren Vektors mit enthaltenem Transgen iiberpriift.

Mit positiven Kolonien wurden Glycerin-Stammkulturen erzeugt (siehe 3.1.13).

3.5.2.3 Agrobakterien-Infiltration von N. benthamiana

* Infiltrationspuffer (steril filtrieren; 0,2 uM)
10 mM MgCl,
100 uM Acetosyringon in 70 % Ethanol

Zundchst wurden die Agrobakterienstimme mit den entsprechenden Plasmiden aus
Glycerin-Stammbkulturen auf Min-A-Selektivagarplatten ausplattiert und fiir 2 - 3 Tage bei
30 °C inkubiert. Gewachsene Einzelkolonien wurden in 5 ml selektives Min-A-
Fliissigmedium iiberfiihrt und ebenfalls fiir 2 Tage bei 30 °C kultiviert. Anschliefend
wurde von jeder Bakterienkultur die ODgop gemessen und die Bakterien fiir 10 min bei
5.300 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Um eine einheitliche ODgop von 0,7 zu erhalten,
wurden alle Bakterienkulturen in der entsprechenden Menge Infiltrationspuffer
aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. Die Bakteriensuspensionen wurden fiir 2 h bei
RT im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Kulturen entsprechend der
gewiinschten Co-Expression so zusammengemischt, dass im Endvolumen der
Infiltrationslosung immer die gleiche Konzentration an Agrobakterien eines Konstrukts
vorlag. Um immer dasselbe Endvolumen zu erreichen, wurde mit Infiltrationspuffer
aufgefiillt. Agrobakterienkulturen die mit dem Gen fiir den ,,Silencing Suppressor P19
transformiert waren, wurden immer beigemischt. Die fertig gemischten
Infiltrationskulturen wurden in 1 ml Spritzen (ohne Kaniile) aufgezogen und in Blétter von
N. benthamiana infiltriert. Hierzu wurde die Spritze im rechten Winkel an der
Blattunterseite angesetzt und mit dem Finger ein leichter Gegendruck erzeugt, um die
Losung ohne Luftblasen vorsichtig infiltrieren zu kdnnen. Die Pflanzen wurden fiir eine
Woche im Gewichshaus kultiviert und anschlieBend analysiert. Die sichtbare Expression

des Reportergens GFP konnte schon nach 3 - 4 Tagen detektiert werden.
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3.5.3 ,,Cyanamidhydratase-Assay“

Das Enzym Cyanamidhydratase (CAH) (siehe 2.8.1.6) wurde als Marker verwendet, um
die Expression von transgenen CAH-Fusionsproteinen nachweisen zu konnen. Hierzu
wurde die CAH-Enzymaktivitit in transgenen Tabakpflanzen oder nach
Agrobakterieninfiltration von CAH-Fusionsproteinen gemessen. Der hier verwendete
,»Assay” beruht darauf, dass CAH das Substrat Cyanamid in Harnstoff umsetzen kann
(MAIER-GREINER et al., 1991). Nicht gespaltenes Cyanamid bildet mit
Pentacyanoamineferroat einen eisenhaltigen violetten Komplex, welcher photometrisch
nachgewiesen werden kann. Dies bedeutet je mehr CAH-Aktivitét, desto mehr Cyanamid
kann in der Probe umgesetzt werden und je niedriger ist die gemessene Absorption.

Aus 50 mg der zu untersuchenden Pflanzenproben wurden Proteinextrakte mit 100 ul
Natrium-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) hergestellt (siche 3.2.1). Nach Zentrifugation
enthielt der Uberstand alle 18slichen Proteine. Um auch die Membranproteinfraktion
erfassen zu konnen, wurden die abzentrifugierten Pflanzenreste ebenfalls in den folgenden
,»Assay* eingesetzt. 100 pl des Proteinextraktes, bzw. die abzentrifugierten Pflanzenreste
versetzt mit 100 ul H,O, wurden mit 2 pl Cyanamid (1 M) bei 37 °C fiir 24 h inkubiert.
Als Negativkontrolle wurden gekochte Proteinextrakte verwendet. AnschlieBend konnte
das durch die Cyanamidhydratase umgesetzte Cyanamid quantitativ bestimmt werden.

Hierfiir wurde folgender Reaktionsansatz pipettiert:

60 ul Protein-Ansatz (nach 24 h Inkubation mit Cyanamid)

400 pl Na,CO3(0,2 M)

50 ul 4 % Pentacyanoamineferroat

490 pl H,O
Als Nullwert wurde in den Ansatz 60 ul Natrium-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0) statt
Proteinextrakt eingesetzt. Die Reaktion erfolgte fiir 10 min bei RT im Dunkeln.
Anschlieend wurde die Absorption bei 530 nm im Photometer gemessen. Die
Absorptionsabnahme, im Vergleich zur Negativkontrolle, konnte mit der CAH-Aktivitit

gleichgesetzt werden.

3.5.4 Visualisierung von H;O; in pflanzlichem Gewebe (DAB-Firbung)

Um H,O, in Blittern sichtbar zu machen, wurden diese mit einer
3,3‘-Diaminobenzidinlésung (DAB) behandelt. Hierzu wurde DAB in Tris-Acetatpuffer
(50 mM, pH 5,0) gelost (0,5 mg/ml) und die Blitter {iber Nacht bei RT darin inkubiert.
DAB wird durch H,0,, welches vor allem bei biotischem und abiotischem Stress in

Pflanzengewebe akkumuliert, zu einem braunen unldslichen Farbstoff oxidiert.
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Anschliefend folgte die Entfirbung mittels Ethanol/Aceton (4:1), wobei die
Entfarbelosung mehrmals gewechselt wurde, bis das Chlorophyll der Blatter vollig entfernt

und nur noch das braune unldsliche Prizipitat zu sehen war.

3.5.5 Visualisierung von Zelltod in pflanzlichem Gewebe (Trypanblau-Firbung)

* Trypanblau-Farbelosung
30 ml Ethanol
10 ml Phenol
10 ml Glycerin
10 ml Milchsdure
10 mg Trypanblau

* Entfiarbelosung
Chloralhydrat in H,O (2,5 g/ml)

Um tote Zellen in nekrotischem Blattgewebe sichtbar zu machen, wurden Blitter mit
Trypanblau angefarbt. Trypanblau wird von lebenden Zellen nicht aufgenommen. Nur
abgestorbene, perforierte Zellen nehmen den Farbstoff auf und werden dadurch dunkelblau
angefarbt. Die Bldtter wurden in Trypanblau-Férbelosung eingelegt und fiir 10 min bei
100 °C gekocht. AnschlieBend wurde fiir 3 min bei RT inkubiert, die Férbelosung
entnommen und durch Entfarbelosung ersetzt. Es wurde nochmals fiir 3 min bei 100 °C
gekocht. Die Entfarbelosung wurde mehrmals gewechselt, bis das Blatt vollig entféarbt und

nur noch die toten, blau angeférbten Zellen zu sehen waren.

3.5.6 Virus-Inokulation von Pflanzen

Die in dieser Arbeit verwendeten Viren (siehe 2.2.2) sind mechanisch {ibertragbar. Dies
bedeutet, dass die Viren iiber verletzte Epidermiszellen in die Pflanze eindringen konnen.
Um dies zu gewihrleisten, wurde eine kleine Menge Graphitschleifstaub (Carborund) auf
ein einzelnes Blatt gestreut und 50 ul (bei Infektion von N. tabacum und S. alba) bzw.
10 ul (bei Infektion von A. thaliana) einer Virussuspension (1:50 bzw. 1:10) in Tris/HCI,
50 mM, pH 7,5) dazu pipettiert. Dieses Gemisch wurde vorsichtig mit dem Finger in das
Blatt eingerieben. Carborund bewirkte hierbei eine leichte Verletzung der Blattepidermis,
wodurch die Viren leichter ins Blatt gelangen konnten. Als Kontrolle (mock) wurden 50 ul
virusfreies Tris/HCI (50 mM, pH 7,5) nach gleichem Verfahren inokuliert. Nach ca. 1

Woche konnten die Symptome der Virusinfektion analysiert werden.
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3.5.7 Behandlung von Pflanzen mit Pelargonsiure

Um die Reaktion von Pflanzen auf chemisch erzeugten Zelltod analysieren zu konnen,
wurden Tabakpflanzen mit Pelargonsdure behandelt. Pelargonséure ist eine Fettsdure aus
Pelargonien, die als nicht-selektives Kontaktherbizid in der Unkrautbekdmpfung eingesetzt
wird. Sie dringt in die Membran der Pflanzenzellen ein und zerstort diese, wodurch es zur
Ausbildung von nekrotischem Gewebe kommt. Um dies fiir Versuchszwecke zu nutzen,
wurde Finalsan® Konzentrat (W. Neudorff GmbH KG, Emmerthal) 1:10 mit H,O
verdiinnt und 50 ul pro Blatt eingerieben. Nachdem die Nekrose deutlich zu erkennen war,

konnten die Blatter analysiert werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Interaktion von AQI1 mit Aquaporinen im Split-Ubiquitin-System

In vorangegangenen Arbeiten (ROTH, 2003; HocCH, 2011) konnte gezeigt werden, dass
bestimmte pflanzliche Aquaporine als H,O,-Kanéle fungieren konnen und durch diese
Eigenschaft eine Schliisselrolle bei der Zelltodregulation spielen. Das Aminoacylase 1-
homologe Protein AQUAPORIN INTERACTOR 1 (AQI1) aus Arabidopsis wurde als
Interaktionspartner und somit potentieller Regulator dieser Aquaporine isoliert (HOCH,
2011). Im Folgenden wurde unter Zuhilfenahme des Split-Ubiquitin-Systems (siehe 3.3.3)
die Protein-Protein-Interaktion verschiedener pflanzlicher Aquaporine mit Aminoacylasen
bzw. Aminoacylase-homologen Proteinen aus Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana

und Homo sapiens néher charakterisiert.

4.1.1 Interaktion von AQI1 aus A4. thaliana mit Aquaporinen

Um die zelluldre Interaktion des Arabidopsis Proteins AQI1 mit den Aquaporinen TIP1;1
und PIP2;2 aus Tabak und Arabidopsis und dem humanen AQUAPORIN 1 (hAQP1) in
Hefe zu untersuchen, wurde die Deletionsmutante AQI1A1-94 verwendet. Diese Mutante
zeichnet sich durch das Fehlen der Aminosduren 1 - 94 aus und wurde in dieser Form bei
einem vorrangegangenen cDNA-Screening mit Aquaporinen isoliert (HOCH, 2011). Daher
kann von einer Irrelevanz des N-Terminus bei der Protein-Protein Interaktion von AQI1
mit Aquaporinen ausgegangen werden. Da AQI1A1-94 aus der von Dualsystems
bezogenen A. thaliana cDNA-Bank stammt, liegt der Klon im ,,prey*“-Vektor pDSL-Nx
(siche 2.3.7) vor. Bei Expression in Hefe entsteht eine Fusion von AQI1A1-94 mit der
N-terminalen Hélfte von Ubiquitin (NubG), die vom ,,prey“-Vektor codiert wird. Die
Aquaporine wurden fiir die Interaktionsstudien in den ,,bait* Vektor pBT3-N (siche 2.3.5)
kloniert. Im ,,bait“-Vektor entstehen Fusionen der Proteine mit einer C-terminalen Halfte
des Ubiquitins (Cub) und einem Transkriptionsfaktor aus LexA und VP16 (LV). Als
Positivkontrolle (+) wurde die Interaktion von BHRF1 (pPR3-N:BHRF1; siehe 2.3.6) mit
PIP2;2 aus Tabak (pBT3-N:PIP2;2, siche 2.3.5; pBT3-C:PIP2;2, siche 2.3.4) dargestellt, da
diese schon mehrfach mit zuverldssiger Stirke bewiesen wurde (MAsST, 2000; HOCH,
2011). Als Negativkontrolle (-) wurde die Interaktion von AQI1A1-94 mit dem leeren
,bait“-Vektor iiberpriift, wobei der Transkriptionsfaktor (LV) des Vektors pBT3-N zuvor
entfernt werden musste, da es sonst zu félschlicherweise positiv deutbarem Hefewachstum

kommt (HocH, 2011).
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Qualitative Interaktionsstudien (siehe Abb. 4.1-1):

Ein qualitativer Test der Protein-Protein Interaktion zwischen AQI1 und den Aquaporinen
wurde unter Verwendung des im Hefestamm NMY51 vorliegenden HIS3-Reportergens
durchgefiihrt (siehe 3.3.3.1).

Es konnte eine deutliche Interaktion des Arabidopsis Proteins AQI1A1-94 mit den
Arabidopsis Aquaporinen AtTIP1;1 und AtPIP2;2 festgestellt werden (siche Abb. 4.1-1,
Sektor 3 + 4). Auch NtTIP1;1 aus Tabak zeigte Interaktion mit AQI1A1-94
(siche Abb. 4.1-1, Sektor 1), wohingegen NtPIP2;2 nicht mit AQI1A1-94 interagierte
(siche Abb. 4.1-1, Sektor 2). Die Positivkontrolle wurde in zwei Varianten verwendet
(siche Abb. 4.1-1, Sektor 7 + 8), wobei die im ,,bait“-Vektor codierte Ubiquitinhdlfte mit
Transkriptionsfaktor (CubLV) einmal C-terminal und einmal N-terminal an NtPIP2;2
fusioniert war. Hierbei zeigte sich, dass die C-terminale Fusion in diesem Falle die
Interaktion begiinstigt. Daher wurde in folgenden Interaktionstests nur noch diese Variante

als Positivkontrolle (+) verwendet.

SD/-L,TH

SD/-L,T,H+5mM 3-AT
8 1

5 4

NubG-AQI1(A1-94) "
NubG-BHRF1 "
NubG-BHRF1 "

Cub-Vektor (-)
CubLV-NtPIP2;2  (+)
NtPIP2;2-CubLV  (+)

NubG Fusion CubLV Fusion
1: NubG-AQI1(A1-94) Il CubLV-NtTIP1;1
2: NubG-AQI1(A1-94) /! CubLV-NtPIP2;2
3: NubG-AQI1(A1-94) /! CubLV-AtTIP1;1
4: NubG-AQI1(A1-94) /! CubLV-AtPIP2;2
5: NubG-AQI1(A1-94) /! CubLV-hAQP1
6:
7.
8:

Abb. 4.1-1: Interaktionsanalyse von NubG-AQI1(A1-94) Fusionsproteinen mit CubLV-Aquaporin-
fusionen im Hefe Split-Ubiquitin-System unter Verwendung des HIS3-Reportergens. Um die
Interaktion zu verifizieren wurden Konzentrationen von 0 und 5 mM 3-AT eingesetzt. Die Interaktion von
BHRF1 mit NtPIP2;2 diente als positive Kontrolle (+). Als negative Kontrolle (-) wurde NubG-AQI1(A1-94)
mit dem leeren ,,bait“-Vektor ohne Transkriptionsfaktor kombiniert.
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Quantitative Interaktionsstudien (siche Abb. 4.1-2):

Um die Stéirke der Protein-Protein Interaktionen auch quantifizieren zu kénnen, wurde das
lacZ-Reportergen des verwendeten Hefestammes NMYS51 zu Hilfe genommen (siche
3.3.3.2).

Die Quantifizierung des Interaktionstests (siche Abb. 4.1-2) entsprach dem Ergebnis des
qualitativen Tests (siche Abb. 4.1-1). Die Interaktion von AQI1A1-94 mit AtTIP1;l1,
AtPIP2;2 und NtTIP1;1 konnte auch hier nachgewiesen werden. Laut der quantitativen
Interaktionsstudien lie} sich sogar eine geringe Wechselwirkung zwischen dem humanen

AQP1 und AQIT1A1-94 messen.

NubG-AQI1(A1-94)

180
160 I
140
120
100

Miller Einheiten

Abb. 4.1-2: Darstellung der Interaktionsstirke von NubG-AQI1(A1-94) Fusionsproteinen mit
CubLV-Aquaporinfusionen im Hefe Split-Ubiquitin-System unter Verwendung des lacZ-
Reportergens. Die Interaktion von BHRF1 mit NtPIP2;2 diente als positive Kontrolle (+). Als negative
Kontrolle (-) wurde NubG-AQI1(A1-94) mit dem leeren ,,bait“-Vektor ohne Transkriptionsfaktor kombiniert.
(n=3)

4.1.2 Interaktion von NtAQI1 aus N. fabacum mit Aquaporinen

Um die zellulédre Interaktion des Tabak Proteins NtAQI1 mit den Aquaporinen TIP1;1 und
PIP2;2 aus Tabak und Arabidopsis und dem humanen AQUAPORIN 1 in Hefe zu
untersuchen, wurde das Vollldngenprotein NtAQI1, welches aus einer N. tabacum cDNA-
Bank (pAD-GAL4-2.1; ZWICKER et al., 2007) amplifiziert wurde, verwendet. NtAQI1 lag
im ,,prey“-Vektor pPR3-N vor (siche 2.3.6). Die Aquaporine lagen im ,bait“ Vektor
pBT3-C (siehe 2.3.4) vor. Als Positivkontrolle (+) wurde wie bei 4.1.1 die Interaktion von
BHRF1 mit PIP2;2 aus Tabak dargestellt. Als Negativkontrolle (-) wurde die Interaktion

von NtAQI1 mit dem leeren ,,bait*“-Vektor pBT3-C (siche 2.3.4) iiberpriift.
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Qualitative Interaktionsstudien (siehe Abb. 4.1-3):

Ein qualitativer Test der Protein-Protein Interaktion zwischen NtAQIl und den
Aquaporinen wurde unter Verwendung des im Hefestamm NMYS51 vorliegenden HIS3-
Reportergens durchgefiihrt (siehe 3.3.3.1).

Es konnte eine deutliche Interaktion des Tabak Proteins NtAQIl mit den Tabak
Aquaporinen NtTIP1;1 und NtPIP2;2 festgestellt werden (siche Abb. 4.1-3, Sektor 1 + 2).
Auch die Interaktion von NtAQIl mit dem artfremden Aquaporin AtPIP2;2 lieB sich
nachweisen (siche Abb. 4.1-3, Sektor 4). Ebenso konnte im qualitativen Interaktionstests
eine Wechselwirkung zwischen dem humanen AQP1 und NtAQI1 gezeigt werden (siche

Abb. 4.1-3, Sektor 5).

SD/-L,T,H SD/-L,T,H+5mM 3-AT
1

NubG Fusion CubLV Fusion

NubG-NtAQI1 /I NtTIP1;1-CubLV
NubG-NtAQI1 /I NtPIP2;2-CubLV
NubG-NtAQI1 /I AtTIP1;1-CubLV
NubG-NtAQI1 /I AtPIP2;2-CubLV
NubG-NtAQI1 /I hAQP1-CubLV
NubG-NtAQI1 /I Vektor-CubLV (=)
NubG-BHRF1 /I NtPIP2;2-CubLV (+)

NoaR®N 2

Abb. 4.1-3: Interaktionsanalyse von NubG-NtAQI1 Fusionsproteinen mit Aquaporin-CubLV-
Fusionen im Hefe Split-Ubiquitin-System unter Verwendung des HIS3-Reportergens. Um die
Interaktion zu verifizieren wurden Konzentrationen von 0 und 5 mM 3-AT eingesetzt. Die Interaktion von
BHRF1 mit NtPIP2;2 diente als positive Kontrolle (+). Als negative Kontrolle (-) wurde NubG-NtAQI1 mit
dem leeren ,,bait“-Vektor kombiniert.
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Quantitative Interaktionsstudien (siche Abb. 4.1-4):

Um die Stéirke der Protein-Protein Interaktionen auch quantifizieren zu kénnen, wurde das
lacZ-Reportergen des verwendeten Hefestammes NMYS51 zu Hilfe genommen (siche
3.3.3.2).

Die Quantifizierung des Interaktionstests (siche Abb. 4.1-4) entsprach dem Ergebnis des
qualitativen Tests (siche Abb. 4.1-3). Die Interaktion von NtAQI1 mit NtTIP1;1, NtPIP2;2
und AtPIP2;2 konnte auch hier nachgewiesen werden. Zusdtzlich konnte eine schwache

Interaktion zwischen NtAQI1 und AtTIP1;1 detektiert werden.

NubG-NtAQI1
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Abb. 4.1-4: Darstellung der Interaktionsstirke von NubG-NtAQI1 Fusionsproteinen mit Aquaporin-
CubLV-Fusionen im Hefe Split-Ubiquitin-System unter Verwendung des lacZ-Reportergens. Die
Interaktion von BHRF1 mit NtPIP2;2 diente als positive Kontrolle (+). Als negative Kontrolle (-) wurde
NubG-NtAQI1 mit dem leeren ,,bait“-Vektor ohne Transkriptionsfaktor kombiniert. (n = 3)

4.1.3 Interaktion von ACY1 aus H. sapiens mit Aquaporinen

Da sowohl AQI1 als auch NtAQIl eine hohe Sequenzhomologie zur humanen
AMINOACYLASE 1 (ACY1) aufweisen (Aminosdure-Identitdt 45 % bzw. 41 %), wurde
auch die Féahigkeit von ACY1 iiberpriift mit pflanzlichen Aquaporinen wechselwirken zu
konnen.

Hierzu wurde ACY1 mittels spezifischer Oligonukleotide (siche 2.7) aus einer humanen
cDNA-Bank (,,human adult kidney cDNA*; Dualsystems Biotech AG, Ziirich) amplifiziert
und in den ,prey“-Vektor pPR3-N kloniert (siche 2.3.6). Fiir die Interaktionsstudien
wurden die Aquaporine NtTIPI;1 und NtPIP2;2 herangezogen, welche in den
,bait“-Vektoren pBT3-C und pBT3-N (siche 2.3.4 und 2.3.5) vorlagen. Positivkontrollen
(+) und Negativkontrollen (-) wurden verwendet wie gehabt (siche 4.1.1 und 4.1.2).
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Qualitative Interaktionsstudien (siehe Abb. 4.1-5):

Ein qualitativer Test der Protein-Protein Interaktion zwischen ACY1 und den Tabak
Aquaporinen wurde unter Verwendung des im Hefestamm NMYS51 vorliegenden HIS3-
Reportergens durchgefiihrt (siehe 3.3.3.1).

Auch zwischen der humanen AMINOACYLASE 1 und dem pflanzlichen Aquaporin
NtTIP1;1 konnte eine Interaktion nachgewiesen werden (siche Abb. 4.1-5, Sektor 2 + 4).
Die Interaktion zwischen ACY1 und NtPIP2;2 konnte nicht gezeigt werden (siche Abb.
4.1-5, Sektor 1 + 3).

SD/-L,TH SD/-L,T,H+1mM3-AT

NubG Fusion CubLV Fusion

NubG-ACY1  //  CubLV-NtPIP2;2
NubG-ACY1  //  CubLV-NtTIP1;1
NubG-ACY1  //  NtPIP2;2-CubLV
NubG-ACY1  //  NtTIP1;1-CubLV
NubG-ACY1  //  Vektor-CubLV (-
NubG-ACY1  //  Cub-Vektor -)
NubG-BHRF1 //  CubLV-NtPIP2;2 (+)
NubG-BHRF1 //  NtPIP2;2-CubLV (+)

XN RrON2

Abb. 4.1-5: Interaktionsanalyse von NubG-ACY1 Fusionsproteinen mit CubLV-Fusionen der
Tabakaquaporine TIP1;1 und PIP2;2 im Hefe Split-Ubiquitin-System unter Verwendung des HIS3-
Reportergens. Um die Interaktion zu verifizieren wurden Konzentrationen von 0 und 1 mM 3-AT
eingesetzt. Die Interaktion von BHRF1 mit NtPIP2;2 diente als positive Kontrolle (+). Als negative Kontrolle
(-) wurde NubG-ACY 1 mit den leeren ,,bait“-Vektoren kombiniert.
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Quantitative Interaktionsstudien (siche Abb. 4.1-6):

Um die Stéirke der Protein-Protein Interaktionen auch quantifizieren zu kénnen, wurde das
lacZ-Reportergen des verwendeten Hefestammes NMYS51 zu Hilfe genommen (siche
3.3.3.2).

Die Quantifizierung des Interaktionstests (siche Abb. 4.1-6) entsprach dem Ergebnis des
qualitativen Tests (siche Abb. 4.1-5). Die Interaktion von ACY 1 mit NtTIP1;1 konnte auch
hier nachgewiesen werden, wohingegen eine Interaktion zwischen ACY1 und NtPIP2;2

auch hier nicht gemessen wurde.
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Abb. 4.1-6: Darstellung der Interaktionsstirke von NubG-ACY1 Fusionsproteinen mit Aquaporin-
CubLV-Fusionen im Hefe Split-Ubiquitin-System unter Verwendung des lacZ-Reportergens. Die
Interaktion von BHRF1 mit NtPIP2;2 diente als positive Kontrolle (+). Als negative Kontrollen (-) wurde
NubG-ACY 1 mit den leeren ,,bait“-Vektoren kombiniert. (n = 3)
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4.2 Funktionelle Analyse der Wechselwirkung zwischen AQI1 und

pflanzlichen Aquaporinen

Da eine Protein-Protein Interaktion der Aminoacylase 1-homologen Proteine aus Pflanzen
(AQI1 und NtAQIl) mit den pflanzlichen Aquaporinen TIP1;1 und PIP2;2 bewiesen
werden konnte (siehe 4.1.1 und 4.1.2), folgte nun die Charakterisierung der zelluldren

Funktion dieser Wechselwirkung.

4.2.1 Einfluss von (Nt)AQI1 und ACY1 auf die H,O,-Kanalaktivitit von NtTIP1;1
in planta

Aus frilheren Arbeiten war bekannt, dass eine Uberexpression des viralen anti-
apoptotischen Proteins BHRF1 (Protein der Bcl-2 Familie) in transgenen Pflanzen eine
pro-apoptotische Wirkung zeigt. Es kommt zu verstirkten Zelltodreaktionen, wenn diese
Pflanzen in Stresssituationen geraten, z.B. bei Kontakt mit nekrotischen Pathogenen
(RoTH, 2003). Mittels des Hefezweihybrid-Systems konnte eine Interaktion zwischen
BHRF1 und den pflanzlichen H,O,-transportierenden Aquaporinen PIP2;2 und TIP1;1
bewiesen werden. Die hierbei relevante Interaktionsdoméne der Aquaporine (TM1, TM2,
NPA) entspricht derjenigen, die auch fiir die Interaktion von NtPIP2;2 mit NtAQI1
identifiziert wurde (HOCH, 2011; siche Abb. 5.4-1). Dieses Ergebnis lieferte Hinweise
darauf, dass BHRF1 zu einer Fehlregulation der Aquaporine fithren konnte, wodurch
vermehrtes Einstromen von H,O, und folglich verstirkter Zelltod zustande kommt. Im
Folgenden wurde untersucht, ob es sich bei (Nt)AQIl um den natiirlicherweise

vorkommenden Regulator der H,O,-Kanalfunktion von Aquaporinen in planta handelt.

4.2.1.1 Zelltod Inhibition durch transiente Uberexpression von (Nt)AQI1 und

ACY1
Um den Einfluss von (Nt)AQII bzw. ACY1 auf den H,O,-Transport durch Aquaporine in
Pflanzen zu untersuchen und (Nt)AQI1 somit eine Regulatorfunktion zuschreiben zu
konnen, wurden die zu analysierenden Proteine transient in N. benthamiana Bléttern
exprimiert. Hierzu wurde die Methode der Agrobakterieninfiltration (siche 3.5.2)
angewandt (verwendete Vektorkonstrukte siehe 3.2.11 und 3.2.12). Es wurden zum einen
Agrobakterien infiltriert, welche N¢TIPI;1 als GPF-Fusion exprimieren. Dies fiihrt an der
Infiltrationsstelle zu Zelltod, in Form einer deutlich sichtbaren Nekrose (siche Abb. 4.2-1,
A3, B3, C3). Dieser Zelltod ist auf vermehrte H;O,-Aufnahme in die Zelle
zurlickzufiihren, welche durch die iiberexprimierten Aquaporin-GFP Fusionen zustande

kommt (HocH, 2011). Zum anderen wurden Co-Infiltrationen mit diesen Agrobakterien
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(NtTIP1;1-GFP) und (Nt)AQII bzw. ACYI exprimierenden Agrobakterien durchgefiihrt,
um den Einfluss dieser Proteine auf die Zelltodinduktion zu untersuchen. Allen
Infiltrationsansdtzen wurden auflerdem Agrobakterien beigemischt, welche den viralen
»Silencing Suppressor® P19 exprimieren. Dies verhindert den Abbau der mRNA der
gewiinschten transgenen Proteine in planta durch den pflanzlichen Mechanismus des
»gene silencing®.

Durch die Co-Expressionsexperimente konnte gezeigt werden, dass durch NtTIP1;1-GFP
verursachter Zelltod von (Nt)AQI1 inhibiert werden kann (siche Abb. 4.2-1, A4, B4).
Sogar die humane AMINOACYLASE 1 kann durch ihre Wechselwirkung mit dem Tabak-

Aquaporin TIP1;1 inhibierenden Einfluss auf die Zelltodauspragung nehmen (siche Abb.
4.2-1, C4).

ACY1

NtAQI1

1: 1: AQl1 1:

2: P19 2: P19 2: P19

3: NtTIP1;1-GFP 3: NtTIP1;1-GFP 3: NtTIP1;1-GFP

4: NtTIP1;1-GFP 4: NtTIP1;1-GFP 4: NtTIP1;1-GFP
+ NtAQI1 + AQI1 + ACY1

Abb. 4.2-1: Symptome von Blittern einer N. benthamiana Pflanze, 7 Tage nach Agrobakterien-
infiltration. Uberexpression von NtTIPI1;I-GFP induziert Zelltod (A3, B3, C3), welcher durch
Co-Expression von NtAQII (A4), AQIl (B4) und ACYI (C4) inhibiert werden kann. Als ,Silencing
Suppressor” wurde das Protein P19 verwendet.

Um die Spezifitit der (Nt)AQI1 bedingten Zelltod-Inhibition zu untersuchen, wurden
Agrobakterieninfiltrationen (siehe 3.5.2) mit anderen Zelltod auslosenden Proteinen
durchgefiihrt. Die Induktion der Nekrosen wurde zum einen mit Bax, einem pro-
apoptotischen Protein der Bcl-2 Familie (siehe 2.8.1.3) ausgeldst. Zum anderen wurde
NIMINTI, ein Schliisselenzym der ,,systemic acquired resistance” (SAR) (siehe 2.8.1.5)
eingesetzt, von dem laut neuester Studien auch eine Zelltod induzierende Wirkung bekannt
ist (MASROOR, 2013). Als Kontrolle wurden die Nekrosen mit dem Bax-Inhibitor AtBI1
(siche 2.8.1.4) aus A. thaliana inhibiert. Mittels Co-Infiltration von NtAQI1 wurde auch

hier die Einflussnahme auf die Zelltodauspragung tiberpriift.
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Allen Infiltrationsgemischen wurde der ,Silencing Suppressor® P19 (siche 2.8.1.2)
zugefiigt (verwendete Vektorkonstrukte siehe 2.3.11).

Es konnte gezeigt werden, dass NtAQI1 nicht in der Lage ist, Zelltod der aufgrund von
Uberexpression der Proteine Bax und NIMIN1 entsteht, zu inhibieren (siche Abb. 4.2-2, A
und 4.2-3, A). Der Bax-Inhibitor aus Arabidopsis (AtBIl) hingegen, konnte in beiden
Féllen den Zelltod verhindern (sieche Abb. 4.2-2, B und 4.2-3, B).

—_

Bax 1: Bax
2: Bax + NtAQI1 2: Bax + AtBI1

Abb. 4.2-2: Symptome von Blittern einer N. benthamiana Pflanze, 7 Tage nach
Agrobakterieninfiltration. Uberexpression von Bax induziert Zelltod (A1, B1). Die Co-Expression von
NtAQII (A 2) kann diesen Zelltod nicht inhibieren. Durch den spezifischen Bax-Inhibitor aus Arabidopsis
(AtBI1) ist es moglich die Nekrose zu verhindern (B 2). Als ,,Silencing Supressor” wurde das Protein P19
verwendet.

1: NtAQI1 1 AtBI1

2: P19 2: P19

3: NIMIN1 3: NIMIN1

4: NIMIN1 + NtAQI1 4: NIMIN1 + AtBI1

Abb. 4.2-3: Symptome von Blittern einer N. benthamiana Pflanze, 7 Tage nach
Agrobakterieninfiltration. Uberexpression von NIMINI induziert Zelltod (A3, B3). Die Co-Expression von
NtAQII (A 4) kann diesen Zelltod nicht inhibieren. Durch den Bax-Inhibitor (AtBI1) ist es auch hier moglich
die Nekrose zu verhindern. Als ,,Silencing Suppressor” wurde das Protein P19 verwendet.
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4.2.1.2 Visualisierung von Zelltod und H,O;
Um den durch Uberexpression von NtTIP1,1-GFP verursachten Zelltod bzw. die Zelltod-
Inhibition durch Co-Expression von NtAQII deutlicher darzustellen, wurden abgestorbene
Zellen mittels Trypanblau (siehe 3.5.5) angefarbt (siche Abb. 4.2-4, A).
Zum Nachweis von Zelltod-bedingter H,0O,-Akkumulation in den Blittern nach
Agrobakterieninfiltration wurde H,O, mittels 3,3’-Diaminobenzidin (DAB) detektiert
(siche 3.5.4). DAB reagiert in Gegenwart von Peroxidasen mit dem gebildeten H,O, zu

einem unloslichen braunen Prézipitat (siche Abb. 4.2-4, B).

1:  NtAQN 1: NtTIP1;1-GFP

2: P19 2: P19

3:  NtTIP1;1-GFP 3: NtTIP1;1-GFP

4:  NtTIP1;1-GFP + NtAQI1 4: NtTIP1;1-GFP + NtAQI1

Abb. 4.2-4: N. benthamiana Bliitter 7 Tage nach Agrobakterieninfiltration. Tote Zellen wurden mittels
Trypanblau angeféirbt (A), H,0, wurde mittels DAB detektiert (B).

Durch die Blaufirbung der toten Blattzellen (siche Abb. 4.2-4, A), konnte die
NtTIP1;1-GFP induzierte Nekrose (3) als totes Gewebe identifiziert werden. Die Inhibition
des Zelltods durch NtAQIl konnte verdeutlicht werden, da die Blaufirbung an der
entsprechenden Infiltrationsstelle (4) viel geringer ausfiel. Das bedeutet, dass der Zelltod
hier noch nicht so weit fortgeschritten war.

Mittels DAB (siche Abb. 4.2-4, B) wurde die H,O,-Akkumulation nach Infiltration von
NtTIP1;1-GFP anhand einer starken Braunfiarbung der Infiltrationsstelle (3) detektiert. An
der Infiltrationsstelle der Co-Expression von NtTIPI;I-GFP und NtAQII (4) kam es
jedoch zu genau der selben Braunfarbung. Offensichtlich akkumuliert hier dieselbe Menge
an H,0,, obwohl der Zelltod in Form einer Nekrose noch nicht sichtbar ist. Dies macht
deutlich, dass nicht die bei Stress entstehende H,O,-Akkumulation ausschlaggebend fiir
das Auslosen von Zelltod ist. Vielmehr ist die H,O,-Aufnahme in die Zelle, welche bei
Co-Expression des Aquaporins NtTIP1;1 mit NtAQII inhibiert wird, der entscheidende
Faktor.
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4.2.1.3 Nachweis transient exprimierter Proteine

Um die Expression von infiltrierten Proteinen beweisen zu konnen, wurden verschiedene
Nachweisverfahren angewandt. Es wurden je 4 Blétter von N. benthamiana mit
Agrobakterienkulturen infiltriert (siehe 3.5.2), welche die Proteine ACY1 oder
NtAQI1-CAH (schematische Darstellung von NtAQII-CAH sieche Abb. 4.4-12)
exprimieren. GFP und der ,Silencing Suppressor P19 wurde immer beigemischt
(verwendete Vektorkonstrukte siehe 2.3.11).

Die Expression von GFP und ACY1 konnte 7 Tage nach erfolgter Infiltration mittels
Immunodetektion (Western Blot) (siehe 3.2.7.2) nachgewiesen werden, da fiir die
genannten Proteine spezifische Antikorper (siehe 2.6.1) verfiigbar waren. Als Kontrolle
wurde ein uninfiltriertes Blatt (-) eingesetzt (siche Abb. 4.2-5, A).

GFP konnte auBerdem visuell anhand von Fluoreszenz unter einer UV-Lampe detektiert

werden (siche Abb. 4.2-5, B).

A) B) NtAQI1-CAH + GFP
GFP ;

NtAQI1-CAH  ACY1

12341234 -

25kDa-| mEmmEamWmEe (< GFP

40 kDa - - P eS == < ACY1

Abb. 4.2-5: Nachweis transient exprimierter Proteine in Blittern von N. benthamiana, 7 Tage nach
Agrobakterieninfiltration. Immunodetektion der Proteine GFP und ACY1. Als negative Kontrolle wurde
ein uninfiltriertes Blatt (-) verwendet (A). Fluoreszenzaufnahme eines mit NtAQI1-CAH und GFP co-
infiltrierten Blattes (B).

Der Nachweis von NtAQI1 mittels Immunodetektion war nicht mdglich, da die speziell
produzierten Antikorper (siehe 2.6.1.4) zu stark mit dem endogenen Protein AQI1 aus
N. benthamiana wechselwirkten und deshalb keine spezifischen Proteinbanden detektiert
werden konnten. Daher wurde eine andere Methode zu Hilfe genommen. Hierfiir wurde
NtAQI1 als Fusionsprotein mit einer Cyanamidhydratase (CAH) (siehe 2.8.1.6) infiltriert.
Die Aktivitéit dieser Cyanamidhydratase ist mittels eines einfachen ,,CAH-Assays* (siche
2.5.3) messbar. Als Kontrollen wurden mit Infiltrationspuffer infiltrierte Blitter (mock),
und Blitter die nur mit dem Aquaporin NtTIP1;1-GFP infiltriert wurden, verwendet. Die
CAH-AKktivitdt wurde in Blittern nach Co-Infiltration von NtAQI1-CAH mit NtTIP1;1 und
in Bléttern nach alleiniger Infiltration von NtAQI1-CAH gemessen.
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Die Expression des Fusionsproteins NtAQI1-CAH konnte anhand der CAH-Aktivitét in
allen entsprechend infiltrierten Bléttern nachgewiesen werden (siche Abb. 4.2-6).
Allerdings war die Aktivitdt hauptsdchlich in der Membranprotein-Fraktion messbar. In
den Proteinextrakten welche ausschlieBlich die 16slichen Proteine enthielten, war kaum
CAH-Aktivitdit vorhanden. Dieser Befund lieferte erste Hinweise auf eine
Membranassoziation von NtAQI1, welche in spiteren Versuchen (siche 4.4.2.1) noch

bestdtigt werden konnte.

Cyanamidhydratase-Aktivitat

|6sliche Proteinfraktion ® membrangebundene Proteinfraktion
1,6

1,4
1,2

pkat

0,8
0,6

I
04 :I:
0,2 x -
0 =] 1
mock NtTIP1;1 NtTIP1;1 + NtAQI1-CAH
NtAQI1-CAH

Abb. 4.2-6: Nachweis der Aktivitiit des Enzyms Cyanamidhydratase (CAH), 7 Tage nach
Agrobakterieninfiltration von N. benthamiana mit NtAQI1-CAH Fusionsproteinen. Dargestellt ist die
CAH-Aktivitét in der 16slichen und der membrangebunden Proteinfraktion von infiltrierten Bléttern. (n = 3)

4.2.2 Einfluss von NtAQI1 auf die H,O,-Kanalaktivitit von NtTIP1;1 in S. cerevisiae

Da die funktionelle Analyse der Protein-Protein Interaktion von (Nt)AQIl mit dem
Aquaporin NtTIP1;1 in planta Hinweise auf eine regulatorische Funktion von (Nt)AQI1
beziiglich des H,O,-Transports lieferte, wurde dies nun auch heterolog im Hefesystem
iiberpriift (siehe 3.3.4). Hierfiir konnten die Protein-Vektorkonstrukte (siehe 2.3.4 und
2.3.6) herangezogen werden, welche in Kapitel 4.1 fiir die Interaktionsstudien im Split-
Ubiquitin-System verwendet wurden. Im Hefestamm NMYS51 (siche 2.2.4) wurde zum
einen das Aquaporin NtTIPI;I alleine exprimiert (Vektorkonstrukt pBT3-C:NtTIP1;1,
sieche 2.3.4). Zum anderen wurde NtAQII (Vektorkonstrukt pPR3-N:NtAQI1, siehe 2.3.6)
alleine exprimiert. Um die Auswirkung der Protein-Protein Interaktion zu untersuchen,
wurde NtTIP1;1 mit NtAQI1 co-exprimiert. Als Kontrolle wurden auBerdem Hefen mit
den beiden leeren Vektoren (pBT3-C, siehe 2.3.4 und pPR3-N, siehe 2.3.6) co-

transformiert.
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Unter normalen Bedingungen, ohne Zugabe von H,0,, zeigten alle Hefetransformanten
anndhernd  gleiche = Wachstumsraten  (siche = Abb. 4.2-7, A). Signifikante
Wachstumsunterschiede lieen sich erst durch Zugabe von 2 mM H,O, feststellen (sieche

Abb. 4.2-7, B).

A) B)
Hefewachstum - H,0, Hefewachstum + 2mM H,0,
2,5 2,5

=&—Kontrolle

g g NtAQI1
a a
(o] o %
1 1
NtTIP1;1
0,5 0,5 —<=NtAQI + NtTIP1;1
0 0
Tag0 Tag1 Tag2 Tag3 Tag0 Tag1 Tag2 Tag3

Abb. 4.2-7: Wachstum verschiedener Hefe-Transformanten iiber 3 Tage, ohne (A) und mit 2 mM H,0,
(B) (n = 3). Die Hefezellen exprimieren die entsprechenden Proteine als Fusionen mit Split-Ubiquitin. Als
Kontrolle wurden die leeren ,,bait” und ,,prey* Vektoren des Split-Ubiquitin Systems transformiert.

Es konnte beobachtet werden, dass die Zugabe von H,O, ins Medium das Wachstum aller
Hefekulturen beeintrachtigt. Jedoch konnten sich die Kontrollen, die NtAQII-
exprimierenden Hefekulturen und auch die Hefekulturen welche NtTIPI;1 mit NtAQII
co-exprimierten nach 2 Tagen erholen. Sie erreichten am dritten Tag noch einen
ODgpo-Wert von ca. 1,5. Lediglich bei den Hefekulturen welche nur das Aquaporin
NtTIP1; 1 exprimierten, konnte kein Wachstum gemessen werden (siche Abb. 4.2-7, B).
Dadurch wurde deutlich, dass die Uberexpression von Aquaporinen, welche als
H,0,-Kanile fungieren konnen, die Sensitivitit von Hefezellen gegeniiber H>O, erhoht.
AufBlerdem wurde die Annahme bestitigt, dass die Wechselwirkung zwischen NtAQI1 und
NtTIP1;1 reguatorischen Einfluss auf die H,O,-Aufnahme durch Aquaporine nimmt. Bei
einer Co-Expression lie} sich eine Art ,,Rescue-Effekt* beobachten. Das Wachstum der
Hefen wurde unter H,O,-Einfluss nur in dem Mall beeintrichtigt, wie es bei den
Kontrollen ohne Aquaporin-Expression der Fall war. Auch dieser Befund lieferte Hinweise

auf eine Blockierung der Aquaporine durch (Nt)AQII.
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4.2.3 Einfluss von (Nt)AQI1 auf die H,O-Kanalaktivitit von NtTIP1;1 bzw. AtTIP1;1
in X. laevis Qozyten

In 4.2.1 und 4.2.2 wurde der regulatorische Einfluss von (Nt)AQI1 auf die H,O»-
Kanalfunktion von Aquaporinen untersucht und bestdtigt. Nun sollte iiberpriift werden, ob
durch die Interaktion zwischen (Nt)AQI1 und den Aquaporinen auch der Wassertransport
beeinflusst werden kann. Hierzu wurde das Oozyten-Expressionssystem (siche 3.4) zu
Hilfe genommen, welches eine Mdglichkeit zur heterologen Expression von Proteinen
bietet. Membranproteine, wie z. B. Transportproteine oder Poren, kénnen in Oozyten
exprimiert werden, um mittels elektrophysiologischer Messungen oder ,,Schwell-Assays*
deren Funktion ndher zu charakterisieren. Der afrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis
(siche Abb. 4.2-8, A) wird fiir diesen Zweck als bevorzugter Modellorganismus eingesetzt,
da seine Embryonen leicht zuginglich und einfach zu halten sind. Zudem sind
Krallenfrosche duBerst robust, weswegen die fachgerechte Entnahme der Oozyten (sieche
Abb. 4.2-8, B) in einem Intervall von 6 Monaten kein Problem darstellt.

A)

Abb. 4.2-8: Xenopus laevis (afrikanischer Krallenfrosch). Ausgewachsener Krallenfrosch mit natiirlicher
Farbgebung (A) (Foto: BRIAN GRATWICKE, 2007). X. laevis Oozyten, Durchmesser ca. 1,0 — 1,2 mm (B)
(www.diacleanshop.com).

Im Falle von Aquaporinen ist es mdglich anhand eines ,,Schwell-Assays* (siche 3.4.5)
deren H,O-Transportfdhigkeit zu verifizieren. Oozyten schwellen bei heterologer
Uberexpression von H,O-Kanélen messbar an, sobald sie in eine hypoosmolare Losung
iiberfiihrt werden (LUDEWIG, 2004; MAYER, 2006).

Die cDNA-Sequenzen der Gene 7/P1;1 und AQII aus N. tabacum und A. thaliana wurden
in den Oozyten-Expressionsvektor pOO2 kloniert. Mittels dieser Vektorkonstrukte (siche
2.3.10) wurde RNA erzeugt (siche 3.4.1). Um die gewiinschten Proteine zu exprimieren
wurde die entstandene RNA in die vorher isolierten Oozyten injiziert (siche 3.4.2, 3.4.3,
3.4.4). Die Oozyten wurden wéhrenddessen die ganze Zeit in einer osmotischen Losung
gehalten. Als Referenz wurden Oozyten mit H,O injiziert. Fiir den ,,Schwell-Assay*

wurden nun die Referenz-Oozyten (H,O), Oozyten welche nur das Aquaporin TIPI;1
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alleine exprimierten und Oozyten welche 77P1;1 und AQII co-exprimierten gleichzeitig in
eine hypoosmolare Losung iiberfiihrt. AuBerdem wurde je eine uninjizierte Oozyte (-) als
Verfahrenskontrolle mitgefiihrt, welche jedoch nicht in die spitere Auswertung mit
aufgenommen wurde. Die Volumenzunahme der Oozyten wurde in regelmiBigen
Absténden anhand einer Bilderserie unter dem Mikroskop dokumentiert (siche Abb. 4.2-9).
Die Bilderserien wurden ausgewertet, indem die relative Flachenzunahme der Oozyten in

% berechnet wurde.
‘ t=0 min ‘ ‘ ‘

t=18 min
Abb. 4.2-9: Versuchsanordnung der Oozyten im ,,Schwell-Assay“. Schematische Darstellung der
Versuchsanordnung (links). Mikroskopische Aufnahme der Oozyten zu Beginn des ,,Schwell-Assays*,
t =0 min (mitte) und am Ende des ,,Schwell-Assays*, t = 18 min (rechts). Die Volumenzunahme der Oozyten
am Ende des ,,Schwell-Assays* ist mit bloBem Auge kaum sichtbar. Wenn eine Oozyte platzt, lasst sich
jedoch der Austritt des Oozyten-Inhalts erkennen.

Anhand von Vergleichsanalysen beziiglich der gemessenen Flachenzunahme der
jeweiligen Oozyten konnte gezeigt werden, dass (Nt)AQI1 nicht nur regulatorisch auf den
H,0,-Transport durch das Aquaporin TIP1;1 einwirkt, sondern in gewissem Malle auch
den H,O-Transport beeinflussen kann. Oozyten welche T/P1;1 und AQII co-exprimierten,
zeigten eine 20 - 30 % geringere Zunahme, als Oozyten die nur das Aquaporin 77PI; ]
exprimierten (siche Abb. 4.2-10). Dieses Ergebnis konnte sowohl fiir die Proteine aus
Tabak (siehe Abb. 4.2-10, A), als auch fiir die entsprechenden Proteine aus Arabidopsis
(siche Abb. 4.2-10, B) gezeigt werden.
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Abb. 4.2-10: Auswertung des Oozyten ,,Schwell-Assays“ bei heterologer Expression der Proteine
NtTIP1;1 und NtAQI1 aus Tabak, n = 6 (A) bzw. AtTIP1;1 und AQI1 aus Arabidopsis, n = 21 (B).
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4.3 Expressionsanalyse von AQI1 in planta

Um Naheres beziiglich des molekularen Mechanismus der Aminoacylase-homologen
Proteine AQI1 und NtAQI1 in Pflanzen zu erfahren, wurden im Folgenden verschiedene
Expressionsanalyseverfahren angewandt. Dies diente dazu, Fragen zu Enzymaktivitt,
Vorkommen und Regulation von (Nt)AQIl zu kldren und Proteineigenschaften zu

charakterisieren.

4.3.1 Untersuchung der Aminoacylase-Enzymaktivitiit von (Nt)AQI1

Da es sich bei (Nt)AQI1 laut Sequenzvergleich (NCBI, Blast-Programm; ALTSCHUL et al.,
1990) um ein Aminoacylase 1-homologes Protein handelt, konnten die fiir Acyl bekannten
Eigenschaften fiir die Analyse der Enzymaktivitit der entsprechenden Pflanzenproteine
AQII und NtAQI1 genutzt werden. Es ist bekannt, dass Aminoacylasen die Hydrolyse
N-terminal acylierter Aminosduren zu einer freien Aminosdure und einer Acylgruppe
katalysieren (ENDO, 1980; PITTELKOW et al., 1998; PERRIER et al., 2005). Demzufolge
wurde ein Aminoacylase-Aktivitétstest (,,Ninhydrin-Assay*, siche 3.2.8) angewandt, mit
dessen Hilfe die chemische Reaktion der Deac(et)ylierung einer N-Ac(et)ylaminosédure
detektiert werden kann. Als Substrat wurde N-Acetyl-L-Methionin verwendet. Durch
Einsatz der Substanz Ninhydrin in den Reaktionsansatz konnten freie Aminogruppen nach
erfolgreicher Deacetylierung mittels eines Farbumschlags nachgewiesen werden (EBEL &
RoTH, 1987). Die spezifische Enzymaktivitit wurde anhand der ermittelten Menge

umgesetzten Substrats errechnet.

4.3.1.1 Enzymaktivitit von rekombinant exprimiertem NtAQI1
Der Nachweis der Aminoacylase-Enzymaktivitdt von NtAQI1 erfolgte zundchst in vitro,
mittels rekombinanter Expression von NtAQI1 in E. coli. Hierzu wurde die cDNA-Sequenz
des Volllangenproteins NtAQII im Expressionsvektor pGEX-3X verwendet (siche 2.3.8
und Abb. 4.3-1). Bei Expression des Zielproteins entsteht mit Hilfe dieses Vektors ein
Fusionsprotein, wobei eine Glutathion-S-Transferase (GST) an den N-Terminus des
Zielproteins fusioniert wird. Dies dient dazu bei Bedarf rekombinant exprimierte
Zielproteine einfach mittels Affinitdtschromatographie aufreinigen zu kénnen, wobei GST
als Affinititsepitop genutzt wird. Der Vektor verfiigt auBerdem tiiber einen regulierbaren
tac-Promotor. Dieser ermoglicht die Induktion der Expression des Fusionsproteins durch

Zugabe des kiinstlichen Induktors Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG).
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Abb. 4.3-1: Schematische Darstellung von pGEX-3X:NtAQI1. Durch Induktion des regulierbaren fac-
Promotors entsteht ein Fusionsprotein aus NtAQI1 und einer Glutathion-S-Transferase (GST).

Das Vektorkonstrukt pGEX-3X:NtAQI1 wurde in den E. coli Expressionszellstamm
BL21-CodonPlus® (siehe 2.2.3) transformiert, der sich besonders gut zur rekombinanten
Expression von eukaryotischen Genen eignet.

Zuerst wurde die Expression des GST-Fusionsproteins nach erfolgter IPTG-Induktion
(siche 3.2.5) mittels SDS-PAGE (sieche 3.2.7) nachgewiesen. Die hierfiir notige
denaturierende Proteinextraktion erfolgte wie unter 3.2.5.1 beschrieben.

In allen induzierten Proteinproben konnte das Fusionsprotein aus NtAQI1 (ca. 50 kDa) und
GST (26 kDa) deutlich nachgewiesen werden (siche Abb. 4.3-2). Aullerdem konnte ein
gewisser Teil an freiem GST nachgewiesen werden, was auf einen Abbau des

Fusionsproteins hindeutet.
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Abb. 4.3-2: Nachweis des rekombinant exprimierten Fusionsproteins NtAQI1-GST (ca. 76 kDa).
Immunodetektion mit GST-Antikérperserum (siehe 2.6.1.2) (A) und Coomassie-Farbung des Proteingels (B)
mit (+) und ohne (-) Induktion der Expression mittels IPTG.

Die Aufreinigung des nativen rekombinant exprimierten Proteins mit Hilfe des GST-
Affinititsepitops war nicht mdglich. Das Protein konnte nach erfolgter
Sdulenchromatographie nicht wieder aus der Saulenmatrix eluiert werden, was vermutlich
in der Bildung schwer ldslicher Proteinaggregate begriindet liegt.

Um das rekombinant exprimierte Protein trotzdem fiir Aktivititsanalysen nutzen zu
konnen, wurden die Expressionskulturen einer nativen Proteinextraktion unterzogen (siche
3.2.5.1). Die extrahierten Proteine wurden in einen Aminoacylase-Aktivitdtstest (siche
3.2.8) eingesetzt. Als negative Kontrolle wurden Bakterienkulturen verwendet, welche
zuvor mit dem leeren Expressionsvektor pGEX-3X (siche 2.3.8) ohne Zielgen

transformiert wurden.
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Die Aminoacylase-Aktivitit des rekombinant exprimierten Tabakproteins NtAQI1 konnte
eindeutig bewiesen werden (siche Abb. 4.3-3). Die Aktivitdit in mit NtAQIl
transformierten Bakterienlysaten war deutlich messbar, wohingegen in Bakterienlysaten
welche mit dem leeren Expressionsvektor pGEX-3X transformiert wurden keine

Aminoacylase-Aktivitdt detektiert werden konnte.

A) B)
Aminoacylase-Aktivitat von Aminoacylase-Aktivitat von
NtAQl1 (- IPTG) NtAQI1 (+ IPTG)
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PGEX-3X PGEX-3X:NtAQl1 PGEX-3X pGEX-3X:NtAQl1

Abb. 4.3-3: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von rekombinant exprimiertem NtAQI1. Uninduziert
(A) und mit Induktion mittels IPTG (B). Der leere Vektor pPGEX-3X wurde als negative Kontrolle eingesetzt.
(n=3)

Allerdings war auffdllig, dass die Enzymaktivitit nach einer Induktion mittels IPTG
deutlich geringer war (siche Abb. 4.3-3, B), als ohne Induktion der Expression mittels
IPTG (siche Abb. 4.3-3, A). Dies spricht dafiir, dass eine zu starke Expression des
rekombinanten Proteins zur Bildung von intrazelluliren Einschlusskorperchen,
sogenannten ,,Inclusion bodies* fiihrt, was vor allem fiir regulatorische Proteine nicht
untypisch ist. ,Inclusion bodies* sind dichte, granuldre Strukturen, die meist bei der
heterologen Expression von Fremdproteinen in einer Zelle entstehen. Bei extrem hoher
lokaler Proteinkonzentration kdnnen die hydrophoben Bereiche der Proteine miteinander in
Kontakt treten, was dann zur Aggregation dieser Proteine und Deponierung in
Einschlusskorpern fiihrt (PROUTY & GOLDBERG, 1972; BANEYX & MuUJAcCIC, 2004).
Hiermit lieBen sich auch die Probleme bei der Aufreinigung und Elution des rekombinant
exprimierten Proteins erkldren.

Die messbare Aminoacylase-Aktivitdt der uninduzierten (- IPTG) Proteinproben (siche
Abb. 4.3-3, A) kommt zustande, da auch ohne Induktion eine schwache Expression des
Zielgens (NtAQII) stattfindet. Diese ist wohl fiir den sehr empfindlichen ,,Ninhydrin-
Assay* ausreichend. Fiir den Nachweis von NtAQI1 mittels Immunodetektion (siche Abb.

4.3-2) ist die Proteinmenge jedoch zu gering.
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4.3.1.2 Enzymaktivitit von (Nt)AQI1 in planta
Nachdem bewiesen war, dass es sich bei dem pflanzlichen Protein NtAQI1 nicht nur laut
Sequenzvergleich, sondern auch aufgrund seiner Enzymaktivitit in vitro um ein
Aminoacylase-homologes Protein handelt, wurde nun die Enzymaktivitit von (Nt)AQI1
auch in planta analysiert. Hierfiir wurde der in 4.3.1.1 schon genannte Aminoacylase-
Aktivititstest (sieche 3.2.8) zu Hilfe genommen. Die Extraktion von Proteinen aus
pflanzlichem Material erfolgte wie unter 3.2.1 beschrieben. Mittels einer Kinetik wurde
der ,,Assay“ zundchst fiir Pflanzenproben (N. ftabacum NN) standardisiert (siche
Abb. 4.3-4). Hierbei zeigte sich, dass eine Inkubation der Reaktionsansitze fiir 24 h bei
37 °C und der Einsatz von 40 ul des Proteinextraktes optimale Bedingungen darstellen.

Diese Bedingungen wurden fortan standardgeméif angewandt.

A) 1h 2h 3h 4h 5h 7h 24h 72h

B) Aminoacylase-Aktivitidt (NtAQI1)
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Abb. 4.3-4: Kinetik des Aminoacylase-Aktivititstests mit einem Proteinextrakt von N. fabacum NN
und Reaktions-Inkubationszeiten von 1-72 h. Ninhydrin-basierte Farbreaktion freier Aminogruppen (A)
und Quantifizierung des deacetylierten L-Methionins (B) nach erfolgtem Aminoacylase-Aktivitétstest mit N-
Acetyl-L-Methionin als Substrat.

Da es sich bei den pflanzlichen Proteinextrakten immer um Proteingemische des gesamten
pflanzlichen Proteins handelt, musste sichergestellt werden, dass die gemessene
Aminoacylase-Aktivitit auch wirklich auf das Protein (Nt)AQIl zuriickzufiihren ist. Es
musste ausgeschlossen werden, dass nicht andere pflanzliche Proteasen fiir die
nachgewiesene Hydrolyse der acetylierten Aminosduren verantwortlich sind. Beweise
hierfiir ~lieferten verschiedene, im Folgenden auch noch ndher erliuterte
Versuchsergebnisse, wie die Aminoacylase-Aktivitit von NtAQIl nach rekombinanter
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Expression in E. coli (sieche 4.3.1.1), die Ubereinstimmung der Aktivititsstirke mit der
Proteinakkumulation von NtAQI1 (siehe 4.3.1.7) und das Fehlen der Aminoacylase-
Aktivitit bei AQI/-Nullmutanten (siche 4.4.3.1).

Um falsch positive Ergebnisse durch den Nachweis von frei vorliegenden Aminogruppen
in den Pflanzenextrakten zu verhindern wurden verschiedene Kontrollansétze
durchgefiihrt. Zum einen wurden gekochte Pflanzenextrakte in den Aktivitétstest
eingesetzt, zum anderen wurden Ansdtze ohne Zugabe des Substrats (acetylierte
Aminosdure) und auch ohne Zugabe des Proteinextrakts durchgefiihrt. Bei diesen
Kontrollen wurde nie Aminoacylase-Aktivitit gemessen.

Des Weiteren stellte sich heraus, dass das Einfrieren der pflanzlichen Proteinextrakte bei
- 20 °C volligen Aktivitdtsverlust von NtAQIl hervorruft und auch das Lagern der
Proteinextrakte bei 4 °C zum Sinken der Aktivitét fiihrt. Deshalb wurden Proteinextrakte

immer frisch angesetzt und unmittelbar in den ,,Assay‘ eingesetzt.

4.3.1.3 Substratspezifitit von (Nt)AQI1

Uber die Substratspezifitit der Aminoacylase 1 aus Sdugern ist bekannt, dass sie sowohl
was den Aminosdure- als auch den Acylrest angeht, gering ist (CHENAULT ef al., 1989).
Bevorzugte Substratkomponenten sind neutrale, unverzweigte, aliphatische Aminosduren
mit einem kurzkettigen Acylrest, vor allem N-Acetyl-L-Methionin (BIRNBAUM et al., 1952;
GREENSTEIN & WINITZ, 1961).

Aufgrund dieser Erkenntnisse iiber die Substratspezifitit der Aminoacylase 1 aus Sdugern
wurde nun die Substratspezifitit der pflanzlichen Aminoacyalse-homologen Proteine
NtAQI1 aus Tabak und AQI1 aus Arabidopsis untersucht. Hierzu wurden verschiedene
potentielle Substrate in einer Konzentration von 10 mM in den Aminoacylase-
Aktivititstest (siehe 3.2.8) mit frischen Proteinextrakten (siehe 3.2.1) aus N. tabacum NN
und A. thaliana Col-0 eingesetzt. Als potentielle Substrate wurden die Substanzen
N-Acetyl-L-Methionin, Hippursidure (N-Benzoylglycin), N-Acetylglycin, N-Acetyl-L-
Asparaginsdure und N-Acetyl-D-Sphingosin ausgewdhlt. Mit Ausnahme von N-Acetyl-D-
Sphingosin waren sie alle als Substrate fiir tierische Aminoacylasen beschrieben worden.
N-Acetyl-D-Sphingosin hétte man als pflanzliches Substrat von (Nt)AQI1 vermuten
konnen, da es sich hierbei um eine wichtige zelluldre Signalsubstanz handelt, die aufgrund
ihres strukturellen Aufbaus eine Deacylierung zulieBe. In tierischen Zellen nimmt man
eine Verwicklung von Sphingosin in Apoptose-Ereignisse an. Auflerdem wird eine
Interaktion zwischen Aminoacylase 1 und Sphingosin-Kinase 1 im tierischen System

postuliert (MACEYKA et al., 2004).
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Es zeigte sich, dass die pflanzlichen Proteine NtAQI1 und AQII im Gegensatz zu ihrem
tierischen Homolog Acyl eine hohe Substratspezifitit beziiglich der getesteten Substanzen
aufweisen. Thnen war lediglich der Umsatz des Substrats N-Acetyl-L-Methionin in
detektierbarem MaBle mdglich (siehe Abb. 4.3-5). Der Substratumsatz von Hippurséure,
N-Acetylglycin, N-Acetyl-L-Asparaginsdure und im Falle von NtAQI1 auch N-Acetyl-D-

Sphingosin konnte fiir beide Pflanzenproteine nicht bzw. kaum detektiert werden.
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Abb. 4.3-5: Deac(et)ylierung verschiedener potentieller Substrate durch die Aminoacylase 1-
homologen Proteine NtAQI1 aus Tabak (A) und AQI1 aus Arabidopsis (B).
4.3.1.4 Zink-Ion Abhéngigkeit von NtAQI1

Es ist bekannt, dass Aminoacylasen der Familie der M20-Metallopeptidasen angehoren
(RAWLINGS & BARRETT, 1995). Bei der Aminoacylase 1 aus Sdugern handelt es sich um
ein Zink-II-Ion bindendes Metalloprotein (PALM & ROHM, 1995; LINDNER et al., 2003).

Im Folgenden wurde iiberpriift, ob die Aminoacylase-Enzymaktivitdt des pflanzlichen
Proteins NtAQI1 abhédngig von der Bindung eines Zink-II-lons ist. Hierzu wurde ein
Proteinextrakt (sieche 3.2.1) aus Blittern von N. tabacum NN erzeugt. Durch verschiedene
Behandlungsschritte wurde proteingebundenes Zink entfernt und spéter wieder zugegeben.
Alle Behandlungsschritte wurden in den Aminoacylase-Aktivitétstest (siche 3.2.8)
eingesetzt, um das Vorhandensein der Enzymaktivitit mit und ohne Zink zu iiberpriifen.
Als erste Probe (P 1) wurde das unbehandelte Proteinextrakt in den Aktivitétstest
eingesetzt, um die Ausgangsaktivitit zu erfassen. Um Zink-II-Ionen zu entfernen, wurde
dem Proteinextrakt der Chelator EDTA (10 mM) zugesetzt. Nach einer 30 miniitigen
Inkubation bei RT wurde eine zweite Probe (P 2) genommen und in den Aktivititstest
eingesetzt. In dieser Probe sollte proteingebundenes Zink durch den Chelator verdringt
worden sein. Nun erfolgte eine Dialyse des Extraktes iiber Nacht (siehe 3.2.6.2), um den
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Chelator EDTA wieder zu entfernen. Anschlieend konnte das Zink-II-Ion in Form von
ZnCl, (10 mM) durch 20 miniitige Inkubation bei RT wieder riickgefiihrt und auch diese
Probe (P 3) im Aktivitétstest gepriift werden.

Die Abhingigkeit der Aminoacylase-Aktividt des Enzyms NtAQI1 von der Bindung eines
Zink-II-Ions konnte bewiesen werden (siche Abb. 4.3-6). Nach Entfernen von
proteingebundenem Zink mittels EDTA ging die Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1
nahezu vollstindig verloren. Durch erneute Zugabe von Zink konnte die Aktivitit teilweise

wieder riickgefiihrt werden.

Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)
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Abb. 4.3-6: Zn’*-Abhiingigkeit der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1. Mittels eines ,,Ninhydrin-
Assays“ wurde die Aminoacylase-Aktivitdt in Proteinextrakten von N. tabacum NN unbehandelt (P 1), nach

entfernen der proteingebundenen Zink-II-Ionen mittels EDTA (P 2) und nach Riickfithrung der Zink-II-Ionen
(P 3) gemessen.

Dasselbe Ergebnis ezielten KUHNS ef al. mit dem Acyl-homologen Protein L-ACY-1 aus
Heliothis virescens (KUHNS et al., 2012). Dieses Resultat liefert Hinweise darauf, dass
gebundenes Zink bei Proteinen der Acylase-Familie eine wichtige Rolle bei der Katalyse

spielt.

4.3.1.5 FPLC-Analyse
Es wurde mehrfach nachgewiesen, dass Proteine des Aminoacylase 1-Typ als Homodimere
vorliegen (COOK et al., 1993; D'AMBROSIO et al., 2003). Um dies auch fiir das pflanzliche
homologe Protein NtAQI1 aus Tabak zu {iberpriifen, wurde ein Proteinextrakt aus
N. tabacum NN mittels ,,Fast Protein Liquid Chromatography* (FPLC) (siche 3.2.3)
analysiert. Hierbei wurden die Proteine des Proteingemisches der Grofle nach aufgetrennt
und in einzelnen Fraktionen portioniert. Um den Proteinfraktionen die richtigen Grofen
zuordnen zu konnen, wurde eine Bezugskurve mit BSA erstellt. AnschlieBend wurde in
den Proteinfraktionen nach NtAQII gesucht, indem die einzelnen Fraktionen in den
,Ninhydrin-Assay“ (siehe 3.2.8) eingesetzt wurden, mit dem sich die Aminoacylase-
Aktivitdt von NtAQI1 nachweisen ldsst.
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Aminoacylase-Aktivitdt konnte in den Fraktionen 63 - 65 nachgewiesen werden, wobei der

Aktivitits-Peak eindeutig bei Fraktion 64 lag (siche Abb. 4.3-7).
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Abb. 4.3-7: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit in Proteinfraktionen von N. fabacum NN nach
Auftrennen der Proteine mittels FPLC.

Proteine der Fraktion 64 haben laut Eichung mit BSA eine Grofe von ca. 180 kDa. Dies
wiirde bedeuten, dass NtAQIl (45 kDa) in seiner Acylase-aktiven Form in 16slichen

Proteinextrakten von N. tabacum als Tetramer vorliegt.

4.3.1.6 Enzymaktivitit von NtAQI1 in verschiedenen Pflanzenorganen von

N. tabacum
Da die Expression fiir AQIl laut ,Microarray“-Daten (siche Abb. 1.3-5) fiir alle
Pflanzenorgane bestétigt ist und bisher immer nur Pflanzenblitter in den Aminoacylase-
Aktivitdtstest eingesetzt wurden, sollte nun iiberpriift werden, ob NtAQI1 auch in Bliiten
und Wurzeln von Tabakpflanzen aktiv ist. Hierzu wurden Proteinextrakte (siehe 3.2.1) aus
Bliiten und Wurzeln von N. tabacum NN erstellt und diese im ,,Ninhydrin-Assay* (siche
3.2.8) auf Aminoacylase-Aktivitit untersucht. Um die Proteine besser aus den Wurzeln
extrahieren zu konnen, wurde vor dem Morsern der Proben eine kleine Menge

Graphitstaub zugefiigt.
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Abb. 4.3-8: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in Bliiten und Wurzeln von N. tabacum
NN.(n=3)
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Es konnte gezeigt werden, dass NtAQI1 sowohl in Bliiten, als auch in Wurzeln von
N. tabacum aktiv ist (siche Abb. 4.3-8).
Die gemessene Aminoacylase-Aktivitit der Wurzeln war vergleichbar mit der von jungen

Blittern. Die Aktivitit in den Bliiten tibertraf diese um ein Vielfaches.

4.3.1.7 Enzymaktivitit von (Nt)AQI1 in Blittern unterschiedlichen Alters

Im Folgenden wurde die Enzymaktivitit von NtAQI1 in Blittern unterschiedlichen Alters
untersucht. Dies sollte dazu dienen zu iiberpriifen, ob ein Zusammenhang zwischen
NtAQI1 und Seneszenz bzw. Vitalitit von Pflanzenorganen besteht. Die Blattseneszenz ist
eine besondere Form des programmierten Zelltods (PCD) (GRAY & JOHAL, 1998; LiM et
al., 2003), die immer mit einer erhdhten H,O,-Produktion bzw. -Akkumulation einher geht
(PETROV & BREUSEGEM, 2012). Da eine Regulatorfunktion von NtAQI1 beim H,O,-
Transport durch Aquaporine vermutet wird, ist eine Beteiligung von NtAQIl an
Seneszenzprozessen denkbar. Es wurden Proteinextrakte (siche 3.2.1) aus unterschiedlich
alten Blittern einer N. tabacum NN Pflanze in einen ,,Ninhydrin-Assay* (siche 3.2.8)
eingesetzt und auf Aminoacylase-Aktivitdt iberpriift.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Aminoacylase-Aktivitit von NtAQIl einem
deutlichen Altersgradienten unterliegt, wobei die Enzymaktivitdt im jlingsten Blatt am
stiarksten ist und mit dem &lter werden der Blatter stark nachldsst (siche Abb. 4.3-9). Die
Aktivitdt von NtAQI1 korreliert also mit der Vitalitit der Blétter.

A) B)
Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)

pkat/mg
Gesamtprotein
[(6)]

] I

1 ] I

0 B R sis MW
1 2 3 4 5 6

Proteinextrakte von N.tabacum (Blattalter zunehmend)

Abb. 4.3-9: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in unterschiedlich alten Bléittern von
N. tabacum NN (n = 3)
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Ob auch das Alter der Pflanze hierbei eine Rolle spielt und in wie weit sich dieser
Aktivitdtsgradient bei Pflanzen hoherer Blattstadien verschiebt, wurde mit unterschiedlich
alten N. tabacum NN Pflanzen analysiert. Es wurden Pflanzen herangezogen, die sich im
4-, 6-, 10-, 12-, und 15-Blattstadium befanden. Alle Blatter dieser Pflanzen wurden zu
Proteinextrakten verarbeitet (sieche 3.2.1). AnschlieBend wurde die Aminoacylase-Aktivitét
aller Extrakte im ,,Ninhydrin-Assay* (siche 3.2.8) gemessen.

Der NtAQIl Aktivitits-Gradient wurde bei allen Pflanzen, also in jeder Altersstufe
gefunden (siche Abb. 4.3-10). Die Aktivititsstirke im jiingsten Blatt war bei allen Pflanzen
anndhernd gleich, unabhéngig davon in welchem Blattstadium sich die Pflanzen befanden.
Innerhalb der 4 jlingsten Blétter konnte bei allen Pflanzen ein &hnlich starker
Aktivitdtsabfall gemessen werden. Ab dem 5. Blatt war kaum noch Enzymaktivitét

messbar, unabhéngig davon wie viele Blitter noch folgten.

Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)

10
9
c 8
3 ! .
2% g 4-Blattstadium
E Pl
%E— 5 6-Blattstadium
=
2 g g 10-Blattstadium
© 2 == 12-Blattstadium
1 =>=15-Blattstadium
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
Proteinextrakte von N. tabacum (Blattalter zunehmend)

Abb. 4.3-10: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in unterschiedlich alten BLittern von
Pflanzen (V. tabacum NN) unterschiedlicher Blattstadien.

Das Gesamtalter der Pflanze hat also keinen Einfluss auf den Aktivititsgradienten der

Blitter. Dieser spiegelt sich immer in den 4 - 5 jlingsten Blittern der Pflanze wieder.

Nun sollte auch AQI1 aus A. thaliana beziiglich seiner Enzymaktivitdt in unterschiedlich
altem Blattgewebe untersucht werden. Da es sich bei Arabidopsis um eine Rosettenpflanze
handelt, war es nur schwer mdglich alle Blitter einem Altersgradienten folgend zu
untersuchen. Deshalb wurden 3 Rosettenblitter einer Pflanze ausgewihlt, denen eindeutig
die Altersstufen jung (1), mittel (2) und alt (3) zugeordnet werden konnten. Diese Blatter
wurden vor Sprosswachstum und Ausbildung des Bliitenstandes geerntet (siche
Abb. 4.3-11, A).
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AuBlerdem wurde die AQI1-Enzymaktivitit der Gesamtheit der Rosettenblitter mit der
Aktivitdt der Gesamtheit an Bléttern des Bliitenstandes/Sprosses verglichen. Hierbei
konnen die Rosettenblitter als alte und die Blétter des Bliitenstandes/Sprosses als junge
Blatter betrachtet werden (siche Abb. 4.3-11, B).

Es zeigte sich, dass auch die Aktivitdt von AQI1 in Arabidopsis einem altersabhingigen
Gradienten folgt. Vor Ausbildung des Bliitenstandes, solange die Pflanzen noch keinen
Spross gebildet hatten, war in den Rosettenbléttern noch Aminoacylase-Aktivitdt messbar.
Auch diese folgte einem leichten Aktivititsgradienten von jung nach alt (siche
Abb. 4.3-11, A).

Sobald es aber zum Sprosswachstum und somit zur Ausbildung des Bliitenstandes und zur
Seneszenz der Rosettenblétter kam, nahm die AQI1-Enzymaktivitit der Rosettenblétter ab.
In den jungen Blittern des Bliitenstandes hingegen war die Aminoacylase-Aktivitét

deutlich messbar (siche Abb. 4.3-11, B).

Aminoacylase-Aktivitat (AQI1) Aminoacylase-Aktivitat (AQI1)
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7 7
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255 255
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0 [ [ 0 m—
1 2 3 Rosette Bliitenstand
Proteinextrakte aus Rosettenblattern von A. thaliana Proteinextrakte aus Blattern von A. thaliana

(Blattalter zunehmend)

Abb. 4.3-11: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von AQI1. Aminoacylase-Aktivitit in
Rosettenbléttern von A. thaliana mit zunehmendem Blattalter, noch vor Sprosswachstum bzw. Ausbildung
des Bliitestandes (A). Vergleich der Aminoacylase-Aktivitdt von AQI1 in Rosettenbléttern und Bléttern des
Bliitenstandes/Sprosses (n=3) (B).

Hier ldsst sich ein Zusammenhang zur H,O,-Akkumulation herstellen. Misst man die
Konzentration von H,0O, in verschieden alten Arabidopsis Pflanzen, steigt sie in Bléttern
genau zum Zeitpunkt der Spross- und Bliiteninduktion an (MIAO et al., 2004;
ZIMMERMANN & ZENTGRAF, 2006), also genau dann, wenn die Enzymaktivitit von AQII

abnimmt.
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4.3.2 Untersuchung der Genexpression von NtAQI1 in planta

Die Ergebnisse der Aktivititsstudien beziiglich (Nt)AQI1 (siehe 4.3.1) warfen einige
Fragen auf. Vor allem die Frage der Regulation des Enzyms stand hier im Fokus. Nachdem
nachgewiesen wurde, dass die Aminoacylase-Aktivitit von (Nt)AQIl entlang eines
altersabhédngigen Gradienten verlduft und in élteren Bldttern kaum noch vorhanden ist,
sollte zunéchst geklart werden, auf welcher Ebene die Regulation dieser Enzymaktivitat
statt findet. Als Erstes wurde die Moglichkeit der Regulation auf Transkriptebene
iiberpriift. Transkriptomanalysen zeigen, dass 12 - 16 Prozent aller Arabidopsis Gene
wihrend der Blattseneszenz umprogrammiert und entweder aktiviert oder abgeschaltet
werden (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 2003, 2005; GUO et al., 2004; ZENTGRAF et al.,
2004).

4.3.2.1 Transkriptakkumulation von NtAQII in verschiedenen Pflanzen-

organen von N. tabacum
Bei A. thaliana wurde das hochste Expressionslevel fiir AQIl mittels ,,Microarray*-
Analysen in der Wurzel detektiert (Arabidopsis eFP Browser, bar.utoronto.ca, WINTER et
al., 2007, siche Abb. 1.3-5). Jedoch konnte bei N. tabacum in den Bliiten eine stirkere
NtAQI1-Enzymaktivitidt gemessen werden, als in Blédttern und Wurzeln (siehe 4.3.1.6). Im
Folgenden wurde untersucht ob dieser Aktivititsunterschied mit einer unterschiedlichen
Transkriptakkumulation von NtAQI1 in den einzelnen Pflanzenorganen iibereinstimmt.
Hierzu wurde zunidchst RNA aus Bliiten, Blattern und Wurzeln von N. tabacum NN isoliert
(sieche 3.1.14). Diese diente dazu mittels RT-PCR (siehe 3.1.14.1 und 3.1.11) die Menge an
NtAQII-Transkripten der einzelnen Pflanzenorgane zu vergleichen. Da die Aminoacylase-
Aktivitit von NtAQI1 in Bliiten deutlich erhoht war, wiirde man im Falle der
Proteinregulation auf Transkriptebene eine sichtbar groBere Menge des Transkripts in
Bliiten, im Vergleich zu Blittern und Wurzeln erwarten.
Es konnte gezeigt werden, dass die gesteigerte Enzymaktivitit in Bliiten nicht mit einer
verstirkten Transkriptakkumulation iibereinstimmt (siche Abb. 4.3-12).

Blite Blatt Waurzel

1 2 1 2 1 2 +
1350 bp -| (D S S AN o e B | NiAQIM

750 bp -| (D W S - w0 N(T/P1;1

Abb. 4.3-12: Transkriptanalyse von Nt4QI! in Bliiten, Bléittern und Wurzeln von N. tabacum NN. Die
Analyse erfolgte mittels RT-PCR. Als Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte Aquaporin NtTIPI;1
detektiert. Als Positivkontrolle fiir die PCR-Reaktion (+) diente Plasmid-DNA, welche die cDNA-Sequenzen
von NtAQII bzw. NtTIP1, 1 enthilt.
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NtAQII scheint dhnlich wie N¢tTIPI;1 in allen Pflanzenorganen exprimiert zu werden. Die
etwas schwichere Detektion der NtAQII-Transkripte in Wurzeln ldsst sich durch
gewebebedingte Schwierigkeiten bei der RNA-Isolation aus Wurzeln erkldren. Dies ist
auch anhand der Transkriptmenge von N¢TIPI;] in Wurzeln zu sehen.

Da sich die Transkriptmenge von NtAQI!I in Bliiten und Bléttern nicht mit der Stirke der
Enzymaktivitdt deckt, konnte die Proteinregulation auf Transkriptebene in diesem Fall

ausgeschlossen werden.

4.3.2.2 Transkriptakkumulation von NtAQI1 in Blittern unterschiedlichen
Alters
Aufgrund des altersabhéngigen Aktivitdtsgradienten von NtAQII (siehe 4.3.1.7) wurde
auch die Transkriptakkumulation von NtAQII in unterschiedlich alten Blittern einer
N. tabacum NN Pflanze untersucht. Mittels RT-PCR (siehe 3.1.14.1) wurde iiberpriift, ob
der Aktivititsabfall in dlteren Bldttern mit einer verminderten NtAQII-
Transkriptakkumulation in diesen Bléttern tibereinstimmt.
Auch hier stimmte die Enzymaktivitit von NtAQI1 nicht mit der Transkriptmenge {iberein.
NtAQII-Transkripte konnten in Blittern jeden Alters in gleichem Mafle gefunden werden
(siche Abb. 4.3-13). Ein altersabhéngiger Transkriptgradient wurde nicht gefunden.
Lediglich im jiingsten Blatt wurde eine etwas geringere Transkriptakkumulation von
NtAQI1 detektiert, welche keinesfalls mit der Aminoacylase-Aktivitdt tibereinstimmt, die

in diesem Blatt am stirksten war.
N. tabacum Bléatter

1 2 3 4 5 +
1350 bp | s EEED SN S—— ‘ NtAQI1

750 bp - AP S S P WAy NiTIP1;1

600 bp { cumms GEED GEES GENS S NtSSU

5
C

Blattalter zunehmend

Abb. 4.3-13: Transkriptanalyse von Nt4QI1 in Blittern unterschiedlichen Alters von V. tabacum NN.
Die Analyse erfolgte mittels RT-PCR. Als Kontrollen wurden das konstitutiv exprimierte Aquaporin
NtTIPI;1 und die kleine Untereinheit von RuBisCo (NtSSU) detektiert. Als Positivkontrolle fiir die PCR-
Reaktion (+) diente Plasmid-DNA, welche die cDNA-Sequenzen von NtAQII bzw. NtTIP1;1 enthilt.

Somit konnte auch hier die Regulation von NtAQII auf Transkriptebene ausgeschlossen
werden. NtAQI1 wird in allen Pflanzenorganen und in Blittern jeden Alters konstitutiv

exprimiert.
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4.3.3 Untersuchung der Proteinakkumulation von NtAQI1 in planta

Wie gezeigt werden konnte, wird die Enzymaktivitit von NtAQIl nicht per
Transkriptakkumulation reguliert. Diese Erkenntnis warf die Frage nach einer post-
translationalen Reguation von NtAQIl auf. Im Folgenden wurde dies in Form von
Proteinanalysen und Charakterisierung von mdglichen post-translationalen Modifikationen

des nativen Enzyms NtAQII in planta geklart.

4.3.3.1 Herstellung eines spezifischen anti-NtAQI1-Antikorperserums
Um die Proteinakkumulation von NtAQI1 in planta analysieren zu kdnnen, musste zuerst
ein spezifisches anti-NtAQI1 Antiserum hergestellt werden. Hierzu wurde NtAQI1
rekombinant in E. coli exprimiert und nach anschlieender Extraktion und Aufreinigung zu
einer Antikorper produzierenden Firma (Davids Biotechnologie GmbH, Regensburg)
geschickt. Dort wurde mittels Injektion der Proteinlosung in Kaninchen ein spezifisches

Antiserum erstellt.

Rekombinante Expression von NtAQI1APWW als MBP-Fusionsprotein in E. coli:

In einem vorrangegangenen Versuch war es nicht mdglich das Volllingenprotein NtAQI1
nach heterologer Expression in E. coli im Expressionsvektor pGEX-3X in seiner nativen
Form zu isolieren. Das entstandene GST-Fusionsprotein konnte wihrend der Aufreinigung
mittels Sdulen-Affinitdtschromatographie nicht wieder aus der Affinitits-Matrix eluiert
werden (siehe 4.3.1.1). Dies lag vermutlich an einer verstirkten Aggregatbildung des
Proteins.

Aus diesem Grund wurde dieses Mal nur eine Deletion von NtAQI1 exprimiert, bei der die
beiden in Aminoacylasen konservierten PWW-Motive (PWW = AS;;9-AS;; und
VWW = AS359-ASs61) entfernt wurden (NtAQIIAPWW), fiir die eine Beteiligung bei der
Proteinaggregation vermutet wird. Durch die Deletion der PWW-Motive sollte die
hydrophobe Wechselwirkung zwischen einzelnen Proteinmolekiilen vermieden werden,
mit dem Ziel die Aggregation von NtAQIl zu verhindern. Statt dem Expressionsvektor
pGEX-3X wurde dieses Mal der Expressionsvektor pMAL-c2X (siehe 2.3.9) verwendet.
Bei Expression entsteht ein 66,5 kDa groBes Fusionsprotein aus der Deletionsmutante
NtAQITAPWW (654 bp, ca. 24 kDa) und einem Maltose-Bindeprotein (MBP, 42,5 kDa)
aus E. coli (Vektorkonstrukt siche 2.3.9 und Abb. 4.3-14).
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Abb. 4.3-14: Schematische Darstellung von pMAL-c2X:NtAQIIAPWW. Durch Induktion des
regulierbaren fac-Promotors entsteht ein Fusionsprotein aus NtAQIIAPWW und einem Maltose-
Bindeprotein (MBP, codierendes Gen malE).

AnschlieBend wurde das Konstrukt in E. coli DH5a (siche 2.2.3) transformiert (siche
3.1.2). Zur Kontrolle des Expressionserfolgs des MBP-Fusionsproteins erfolgte eine
Induktion der Proteinexpression mit IPTG (siehe 3.2.6) und anschlieBend der Nachweis
von exprimiertem Fusionsprotein mittels SDS-PAGE (siehe 3.2.7). Die hierfiir notige
denaturierende Proteinextraktion erfolgte wie unter 3.2.5.1 beschrieben.

In allen induzierten Proteinproben konnte das Fusionsprotein aus NtAQIIAPWW
(ca. 24 kDa) und MBP (42,5 kDa) deutlich nachgewiesen werden (siche Abb. 4.3-15).

pMAL-c2X:NtAQI1APWW

IPTG: + + -

70 KDa

< NtAQIMAPWW-MBP

_ * Fusionsprotein (66,5 kDa)
Ry

Abb. 4.3-15: Nachweis des rekombinant exprimierten Fusionsproteins aus NtAQIIAPWW und MBP
(66,5 kDa). SDS-PAGE und Coomassie-Farbung des Proteingels mit (+) und ohne (-) Induktion der
Expression mittels IPTG.

1|
.
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Aufreinigung von NtAQIIAPWW-MBP mittels Sdulen-Affinitdtschromatographie:

Um ein spezifisches Antikorperserum mit rekombinant exprimierten Proteinen herstellen
zu koOnnen, miissen diese in einer Konzentration von 0,3 - 2 mg/ml in einer
physiologischen, nicht toxischen Losung vorliegen. Um dies zu gewéhrleisten wurde eine
GroBexpression (sieche 3.2.6) mit einer der erfolgreich induzierten Bakterien-
Expressionskulturen angesetzt. Die Aufreinigung groler Mengen des MBP-gekoppelten
Fusionsproteins erfolgte per Sédulen-Affinitidtschromatographie (siehe 3.2.6.1) iiber eine

Amylose Matrix. Hierbei macht man sich die Affinitit von MBP gegeniiber Maltose zu
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Nutze. Der Erfolg dieser Proteinaufreinigung wurde mittels SDS-PAGE (siehe 3.2.7)
analysiert. Noch vor Beginn der Affinitdtschromatographie wurden zwei Proben
genommen, um den Expressionserfolg nochmals zu tiberpriifen. Minus (-) kennzeichnet
die Bakterienprobe vor Induktion mit IPTG, Plus (+) die Probe nach erfolgter
IPTG-Induktion. Die Proben P1 - P3 stellen die einzelnen Waschschritte wéhrend der
Affinitatschromatographie dar. E1 - E5 sind die Eluate, in welchen das gereinigte
Fusionsprotein enthalten sein sollte. GH kennzeichnet einen letzten Waschschritt mit
Guanidin-Hydrochlorid, der gegebenenfalls aggregiertes Protein, welches sich mittels
Maltose-Elutionspuffer nicht aus der Affinititsmatrix 16sen lieB, denaturieren und somit
herausldsen sollte.

Anhand des Proteingels war der Erfolg der Affinitdtschromatographie ersichtlich (siehe
Abb. 4.3-16). Die Expression konnte mittels IPTG (+) induziert werden. Die Waschschritte
P1 und P2 enthielten noch bakterielles Protein, wohingegen im Waschschritt P3 kein
Protein mehr nachweisbar war. In den Eluaten E2 und E3 konnte dann das gereinigte
Fusionsprotein detektiert werden. Aulerdem wurden bei einer GroBe von ca. 40 kDa

Proteinbanden detektiert, welche vermutlich Bruchstiicke des Fusionsproteins darstellen.

IPTG
N P2 P3 E1 E2 E3 E4 E5 GH
70 kDa - S ‘:. = s & NtAQIMAPWW-MBP
40 kDa - & ": = Fusionsprotein (66,5 kDa)
= & MBP (42,5 kDa)
25 kDa - '

Abb. 4.3-16: SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Firbung des Proteingels einer Siulen-
Affinititschromatographie von rekombinant exprimiertem NtAQIIAPWW-MBP Fusionsprotein.
Dargestellt ist der Nachweis der Proteinexpression vor (-) und nach (+) Induktion der Expression mit IPTG,
die einzelnen Waschschritte wéhrend der Affinitdtschromatographie (P1 - P3), die Proteineluate (E1 - ES)
und ein letzter denaturierender Waschschritt mit Guanidin-Hydrochlorid (GH).

Die Eluate E2 und E3 wurden vereint, gegen Natrium-Phosphatpuffer dialysiert und
anschlieBend mittels PEG 6000 aufkonzentriert (siche 3.2.6.2), um die bendétigte
Proteinkonzentration fiir die Antikorper-Produktion zu erreichen. Die erzielte
Endkonzentration der Proteinldsung betrug 0,8 mg/ml. Diese Proteinlosung wurde zu
Davids Biotechnologie GmbH nach Regensburg geschickt, um einen Monat spéter ein

polyklonales anti-NtAQI1 Antikorperserum (anti-NAQ); siehe 2.6.1.4) zu erhalten.
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4.3.3.2 Analyse der Proteinakkumulation von NtAQI1 in Blittern

unterschiedlichen Alters
Nach Erhalt des spezifischen anti-NtAQI1 Antikorperserums (siehe 2.6.1.4), wurde dieses
fiir Proteinanalysen in planta eingesetzt. Da das Ergebnis des altersabhéngigen
Aktivitatsgradienten von (Nt)AQII (siehe 4.3.1.7) nicht mit der Transkriptakkumulation
des Proteins korreliert, sollte nun die Proteinakkumulation von NtAQI1 untersucht und
eine post-translationale Regulation iiberpriift werden. Es wurden Proteine aus Blittern
zunehmenden Alters einer N. tfabacum NN Pflanze extrahiert. Da aufgrund der
konservierten PWW-Motive die Mdoglichkeit einer Membranassoziation von NtAQI1 in
Erwigung gezogen wurde, mussten Proteinextrakte erstellt werden, die zum einen die
16sliche Proteinfraktion und zum anderen die membrangebundene Proteinfraktion
enthielten (sieche 3.2.1). Die fertigen Proteinextrakte wurden mittels SDS-PAGE (siehe
3.2.7) aufgetrennt und anschlieBend mittels Immunodetektion (siche 3.2.7.2) mit dem anti-
NtAQI1 Antikorperserum analysiert.
Sowohl in der Membranproteinfraktion, als auch in der 16slichen Proteinfraktion konnte
das NtAQIl-Monomer (45 kDa) nachgewiesen werden (siche Abb. 4.3-17). Laut
Nukleotid- bzw. Aminosdure-Sequenz des Volllingenproteins (sieche 5.1) wiirde man fiir
NtAQI1 eine Grofe von 50 kDa erwarten. Allerdings besitzt NtAQI1 am N-Terminus eine
ER-Lokalisationssequenz. Solche ER-Signale werden bei der Prozessierung von Proteinen
abgespalten, nachdem sie ins ER gelangt sind und bevor sie an ihren endgiiltigen Standort
weiter geleitet werden. Daher wird fiir das native NtAQI1-Monomer in planta eine Grof3e
von ca. 45 kDa angenommen. Weitere Proteinbanden konnten mit GréBen von 60 kDa und
groBer detektiert werden. Die ca. 60 kDa groBen Proteinbanden stellen eine ubiquitinierte
Form von NtAQI1 dar, was in spéteren Versuchen (siche 4.3.4.2) noch gezeigt werden
konnte. Bei den groBeren Proteinbanden, ab ca. 90 kDa handelt es sich vermutlich um
Oligomere von NtAQIl. In der Membranproteinfraktion wurde eine deutlich stirkere
Proteinakkumulation fiir NtAQI1 (45 kDa) gefunden, als in der Fraktion der 16slichen
Proteine. Dieser Befund bestirkt die Annahme, dass es sich bei NtAQIl um ein
membranassoziiertes Protein handelt, wie es auch filir Proteine vom Aminoacylase 1-Typ

angenommen wird (PALM & ROHM, 1995).

111



Membranproteinfraktion |6sliche Proteinfraktion

1 2 3 4 1 2 3 4
140 kDa - ! ——— X o
1 ’ ! ? ~ g : 7| € NtAQI1 Oligomere
—— -
60 kDa t S AR | e e e’ | < NtAQIT ubiquitiniert
45 kDa - — | — < NtAQI1 Monomere
. m1
& »
20 kDa | s o ] i
. it @F & "
Blattalter zunehmend - | cLsu

Abb. 4.3-17: Immunodetektion (anti-NtAQI1) von membrangebundenem und léslichem NtAQI1
(45 kDa) in Blittern zunehmenden Alters von N. tabacum NN. Eine Ponceau S Féarbung wurde als
Ladekontrolle mitgefiihrt und die grole Untereinheit von RuBisCo (LSU) als Referenz genutzt.

Ein weiteres wichtiges Resultat dieses Versuchs war die Analyse der Proteinakkumulation
in unterschiedlich alten Blittern. Es konnte gezeigt werden, dass die Menge an NtAQI1
(45 kDa) mit dem Alter der Blitter deutlich abnahm (sieche Abb. 4.3-17). Gleichzeitig
nahm die Menge an Abbauprodukten des Proteins zu, was sich in Form von Proteinbanden
mit GroBen zwischen 20 und 45 kDa zeigte, die mit dem &lter werden der Blétter vermehrt
auftraten. Es besteht also auch beziiglich der Proteinakkumulation ein altersabhéngiger
Gradient. Wie hier gezeigt werden konnte, kommt dieser durch Proteinabbau in dlteren
Bléttern zustande. Der Gradient korreliert mit der Enzymaktivitdt von NtAQII und der
Vitalitit der Blitter. Die post-translationale Regulation von NtAQI1 gilt somit als bestétigt.
Wodurch der Proteinabbau in dlteren Blittern gesteuert wird war jedoch noch unklar. Eine
denkbare Moglichkeit wire die Steuerung des Proteinabbaus durch Ubiquitinierung von

NtAQII.

4.3.4 Charakterisierung post-translationaler Modifikationen von NtAQI1 in planta

Bei der Immunodetektion von NtAQII in Proteingelen tauchten Proteinbanden auf, die
aufgrund ihrer Grofe (60 kDa und groBer) nicht eindeutig zuzuordnen waren (siche
Abb. 4.3-17). Da auch die Frage der Regulation des Proteinabbaus in élteren Bléttern noch
nicht geklirt war, sollte iiberpriift werden, ob NtAQI1 post-translational modifiziert und

somit eventuell reguliert wird.

4.3.4.1 Uberpriifung einer Glycosylierung von NtAQI1
Eine Vielzahl eukaryotischer Proteine werden post-translational glykosyliert. Dies dient
sehr unterschiedlichen Funktionen, wie der Proteinstabilitit, der Proteinkonformation oder

auch dem ,,Proteintargeting® (BROOKS, 2006).
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Bei der Aminoacylase 1 aus Schweineniere wurden zwei potentielle
Glykosylierungsbereiche beschrieben, wobei bisher allerdings noch keine Kohlenhydrate
im gereinigten Enzym nachgewiesen werden konnten (PITTELKOW et al., 1998). Per
Sequenzanalyse mit dem ,,Expert Protein Analysis System* (ExPASy; YinOYang 1.2
Server, Technical University of Denmark, CBS) wurde auch fiir NtAQII eine mdgliche
Glykosylierung vorhergesagt. Im Folgenden wurde dies in Proteinextrakten der lslichen
und der Membranproteinfraktion einer N. tabacum NN Pflanze untersucht. Mit Hilfe von
deglycosylierenden Enzymen sollte festgestellt werden, ob sich Saccharidgruppen von
NtAQII I6sen lassen. Dies liee sich anhand eines Gréf3enverlusts der Proteinbande im
SDS-Gel detektieren. Die Proteinextrakte wurden in einen Reaktionsansatz mit einem
Protein Deglycosylierungs-Mix eingesetzt (siche 3.2.4). Als Kontrolle wurde das
Glycoprotein Fetuin verwendet. Der Erfolg der Deglycosylierung wurde mittels SDS-
PAGE (siehe 3.2.7) kontrolliert.

Eine Glycosylierung von NtAQIl konnte anhand dieses Ergebnisses ausgeschlossen
werden. Die GroBe der Proteinbanden verdnderte sich auch nach Behandlung der
Proteinextrakte mit deglycosylierenden Proteinen nicht (siche Abb. 4.3-18). Das bedeutet,
dass keine Saccharidreste vom Protein abgespalten wurden. Sowohl in der l6slichen, als
auch in der Membranprotein-Fraktion blieben die 45 kDa und die 60 kDa grof3en
Proteinbanden unverdndert. Der GroBenverlust des Glykoproteins Fetuin bestitigte den

Erfolg der Deglykosylierungs-Reaktion.

(m) (1)
Fetuin  NtAQI1 NtAQIl1
-+ - + - +  Deglycosylierung
70 kDa A
55 kDa R T
40 kDa - - ) o o
Coomassie
70 kDa - v
B5kDa- | ™= e| ¢ NtAQI1 ubiquitiniert
40 kDa -| . S W < NtAQI1 Monomer

Western Blot

- < LSU

Ponceau$S

Abb. 4.3-18: Analyse einer moglichen Glycosylierung von NtAQI1. Dargestellt sind Proteingele nach
Coomassie-Farbung bzw. Immunodetektion. Aufgetragen wurden membrangebundene (m) und 16sliche (1)
Proteinextrakte von N. tabacum, vor (-) und nach (+) Behandlung mit deglykosylierenden Enzymen. Das
Glykoprotein Fetuin diente als Kontrolle. Eine Ponceau S Farbung der Nitrozellulosemembran wurde als
Ladekontrolle mitgefiihrt und die groe Untereinheit von RuBisCo (LSU) als Referenz genutzt.
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4.3.4.2 Uberpriifung einer Ubiquitinierung von NtAQI1

In jlingsten Proteomik-Studien mit A4. thaliana Keimlingen konnten fast 950
Ubiquitinierungs-Ziele gefunden werden. Darunter befindet sich auch das Aminoacylase 1
homologe Protein AQI1 (KiM et al., 2013). Aufgrund dieses Befundes wurde auch NtAQI1
hinsichtlich der Mdglichkeit einer post-translationalen Modifikation durch Ubiquitinierung
iiberpriift.

Es wurden Proteinextrakte der 16slichen (I) und der Membranprotein-Fraktion (m) von
N. tabacum NN Blittern hergestellt. Auch hier wurden die Blétter einem Altersgradient
folgend ausgewihlt. Mittels SDS-PAGE (siehe 3.2.7) und Immunodetektion (sieche 3.2.7.2)
mit einem anti-Ubiquitin-Antkorperserum (siehe 2.6.1.6) wurde die Ubiquitinierung von
NtAQI1 analysiert.

In den Blattproben von N. tabacum konnten eindeutig ubiquitinierte Proteinbanden
detektiert werden (siche Abb. 4.3-19). Diese waren hauptsédchlich in der Membranprotein-

Fraktion mit einer Grof3e von ca. 53,5 und 62 kDa zu finden.

70 kDa

1 2 3 4 5
] B | < NtAQIT 2fach-Ub
(m) 55kpa | SR .’ W < NAS)1 3Ee
| r ; e 3
0 250 kDa !_.i- g‘ ¢ “ < NtAQI1 Oligomere x-Ub

e < LSU

v

Blattalter zunehmend
Abb. 4.3-19: Immunodetektion von ubiquitiniertem NtAQI1 in der léslichen (I) wund
membrangebundenen (m) Proteinfraktion von Blattproben einer N. tabacum NN Pflanze (Blattalter
zunehmend). Eine Ponceau S Féarbung der Nitrozellulosemembran wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt und
die groBe Untereinheit von RuBisCo (LSU) als Referenz genutzt.
Da die Ubiquitinierung von AQI1 aus A. thaliana von KiM et al. (2013) bestitigt wurde
und die Proteinbanden von ca. 62 kDa auch mit dem spezifischen NtAQII-
Antikorperserum gezeigt werden konnten (siehe Abb. 4.3-17), ist mit hdochster
Wabhrscheinlichkeit davon auszugehen, dass es sich bei den hier detektierten Proteinbanden
um das ubiquitinierte Protein NtAQI1 handelt. Die hier gefundene Doppelbande konnte
einfach (NtAQI1 45 kDa + Ub 8,5 kDa = 53,5 kDa) und zweifach (NtAQI1 45 kDa +
2xUb 17 kDa = 62 kDa) ubiquitiniertes NtAQI1 darstellen. In der 16slichen Proteinfraktion
konnten mittels des anti-Ubiquitin-Antikdrpers Proteinbanden bei einer Gréfe von
= 250 kDa gezeigt werden (siche Abb. 4.3-19). Hierbei kdnnte es sich um ubiquitinierte
Proteinaggregate handeln. Diese Proteinbanden wurden dem Altersgradienten folgend nur

in den beiden jiingsten Bléttern mit deutlicher Stirke detektiert.
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4.4 Physiologische Funktion von AQI1 in planta

Auf proteinbiochemischer Ebene konnten schon einige interessante Gegebenheiten
beziiglich der molekularen Mechanismen von (Nt)AQIl gefunden werden. Die
physiologische Funktion des Proteins in planta blieb dabei allerdings noch unklar.

Einen wichtigen Hinweis lieferte bisher der Befund der Protein-Protein-Interaktion
zwischen (Nt)AQI1 und Aquaporinen. In tierischen Zellen fiihrte die Uberexpression von
(Nt)AQI1 zu einem verminderten Wassertransport durch Aquaporine (siche 4.2.3). In
Hefen zu einer geringeren Sensitivitit gegeniiber H,O, (siche 4.2.2). Im pflanzlichen
System konnte mittels transienter Uberexpression von (Nt)AQI1 Zelltod inhibiert werden,
was hochstwahrscheinlich auch durch Beeinflussung des H,O,-Signaltransduktionswegs zu
Stande kommt (siche 4.2.1). Die Blockierung bzw. Regulation der Kanalfunktion von
Aquaporinen stellt eine mogliche physiologische Funktion von (Nt)AQI1 dar, die vollig

unabhingig von der Acylase-Funktion des Enzyms ablaufen konnte.

4.4.1 Reaktionen von NtAQI1 auf Stress

Um die Rolle von NtAQI1 als Schliisselregulator bei der Ausbreitung von H,O; in
Pflanzen zu kldren, wurde im Folgenden das Verhalten des Enzyms in unterschiedlichen
Stresssituationen analysiert. H,O, wird vermehrt bei der abiotischen und biotischen
Stressabwehr gebildet. In niedrigen Konzentrationen fungiert H,O, als Signalmolekiil
verschiedener physiologischer Prozesse. In groen Mengen hingegen wirkt H,O, in den
Zellen toxisch und verursacht Zelltod. H,O,-induzierter Zelltod ist vor allem bei der Blatt-
Seneszenz und der hypersensitiven Abwehrreaktion (HR) als Folge von Pathogenbefall
essentiell (BETHKE & JONES, 2001; GECHEV & HILLE, 2005). In folgenden Versuchen sollte
die Rolle von NtAQI1 in Stresssituationen analysiert werden. Besonderes Augenmerk

wurde hierbei auf H>O,-induzierte Zelltodereignissen gelegt.

4.4.1.1 Analyse der Proteinakkumulation von NtAQI1 als Folge einer

hypersensitiven Abwehrreaktion (HR)
Um die Rolle von NtAQII bei programmiertem Zelltod (PCD) zu charakterisieren, wurde
mittels Virusinfektion (siche 3.5.6) eine hypersensitive Reaktion (HR) in Tabakpflanzen
ausgelost. Da das verwendete Tabakkultivar (N. tabacum Samsun, NN), das
N’-Resistenzgen (WHITHAM et al., 1994) gegen das Tabakmosaikvirus (TMV) aufweist,
kommt es bei Infektion dieser Pflanzen mit TMV zu einer hypersensitiven Abwehrreaktion
(HR) verbunden mit lokalen nekrotischen Reaktionen an der Viruseintrittsstelle. Diese

biotische Stressabwehr geht immer mit vermehrter H,O,-Akkumulation einher.
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H,0, induziert das lokale Absterben der infizierten Zellen, um so die Ausbreitung des
Pathogens zu verhindern (LEVINE ef al., 1994).

Um die HR-bedingte H,0O,-Akkumulation zu visualisieren, wurden die mit TMV
infizierten Tabakblétter 7 Tage nach Virus-Inokulation (7 dpi) mit 3,3 Diaminobenzidin
(DAB) behandelt (sieche 3.5.4). DAB wird durch H,O, zu einem braunen unldslichen
Farbstoff oxidiert, der nach Entfernung des Chlorophylls aus den Bléttern deutlich sichtbar
ist (siche Abb. 4.4-1).

+ Inokulation

- Inokulation

Abb. 4.4-1: H,0,-Akkumulation bei einer durch TMV-Infektion ausgelésten hypersensitiven Reaktion
(HR) in jungen Blittern von N. tabacum NN. Die Visualisierung von H,0, erfolgte mittels DAB (7 dpi).
Als Kontrolle diente ein mit Tris-HCI1 Puffer inokuliertes Blatt (mock).

Die H,0O,-Akkumulation infolge der virusinduzierten hypersensitiven Abwehrreaktion
(HR) konnte verdeutlicht werden. Das im Bereich der TMV-Nekrosen gebildete H,O,

reagierte mit DAB zu einem braunen unldslichen Prézipitat (siche Abb. 4.4-1).

In der Folge war zu untersuchen, inwieweit sich diese Stresssituation auf die
Aminoacylase-Aktivitit bzw. Proteinakkumulation von NtAQI1 auswirkt. Da im Zuge der
HR eine vermehrte H,O,-Akkumulation gezeigt werden konnte und NtAQI1 vermutlich
bei der H,O,-Ausbreitung durch Aquaporine eine wichtige Rolle spielt wiren
Verdnderungen dieser Art durchaus denkbar. Zuerst wurde die Aminoacylase-Aktivitét
von NtAQI1 in TMV-infizierten Blatthilften im Vergleich zu uninfizierten Blatthélften
und im Gegensatz zum Puffer-inokulierten Kontrollblatt (mock) untersucht. Hierzu wurde
der Aminoacylase-Aktivitétstest (siche 3.2.8) angewandt, bei dem N-Acetyl-L-Methionin
als Substrat dient. Als Kontrolle wurde der Versuchsansatz auch mit anderen acetylierten
Aminoséduren als Substrate durchgefiihrt, die von NtAQI1 nicht umgesetzt werden kdnnen.
So konnte sichergestellt werden, dass eine Verdnderung der gemessenen Aminoacylase-
Aktivitdt tatsdchlich auf NtAQI1 zuriickzufiihren ist und die freien Aminogruppen nicht

durch Induktion anderer Proteasen verursacht werden.
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Im Zuge der durch TMV ausgelosten HR konnte ein deutlicher Anstieg der Aminoacylase-
Aktivitit von NtAQI1 gemessen werden (siche Abb. 4.4-2). Die Aktivititssteigerung
betrug ca. 100 %. Beim Kontrollblatt (mock) war dies nicht zu beobachten.

Bei Einsatz der Kontrollsubstrate konnten auch im Falle einer HR keine freien

Aminogruppen detektiert werden.

Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)

pkat/mg
Gesamtprotein

®mock
:[ TMV

- Inokulation + Inokulation
Proteinextrakte aus jungen Blattern (N. tabacum NN)

Abb. 4.4-2: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in uninfizierten (- Inokulation) und mit
Tabakmosaikvirus (TMYV) infizierten (+ Inokulation) Blatthilften von TMV-resistenten
Tabakpflanzen (N. tabacum NN), 7dpi. Als Kontrolle (mock) wurden mit Tris-HCl Puffer inokulierte
Blétter eingesetzt. (n=6)

Die gesteigerte Enzymaktivitit von NtAQIl wurde als Messwert fiir einen gesteigerten
Bedarf an NtAQIl gesehen. Dieser Befund weist auf eine Funktion von NtAQII bei

programmierten Zelltodereignissen hin.

Um auch Verdnderungen beziiglich der Expression von NtAQIl zu tiiberpriifen und
festzustellen wo der gemessene Aktivititsanstieg reguliert wird, wurde auBerdem die
Transkript- und Proteinakkumulation von NtAQI1 infolge der HR untersucht. Zum einen
wurde mittels RT-PCR (siehe 3.1.14, 3.1.14.1, 3.1.11) die Transkriptmenge von NtAQI!I
aus TMV-infizierten (+ TMV) und uninfizierten (- TMV) Blatthélften von 4 unabhéngigen
N. tabacum NN Pflanzen verglichen (sieche Abb. 4.4-3, A). Zum anderen wurden mittels
Immunodetektion (siehe 3.2.7.2) unter Einsatz des spezifischen NtAQI1-Antikorpers
(siche 2.6.1.4) mogliche Verdnderungen der Proteinakkumulation als Folge der HR
analysiert (siche Abb. 4.4-3, B). Hierzu wurden Proteinextrakte der 16slichen und der

Membranprotein-Fraktion eingesetzt (siche 3.2.1).
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Abb. 4.4-3: Expressionsanalyse von NtAQI1 in uninfizierten (- TMV) und mit Tabakmosaikvirus
infizierten (+ TMYV) Blatthilften von TMYV-resistenten Tabakpflanzen (V. tabacum NN), 7 dpi.
Vergleichende RT-PCR-Analyse der NtAQI! RNA-Transkripte mit (+ TMV) und ohne (-TMV) TMV-
Infektion von 4 unabhdngigen Tabakpflanzen (1-4). Das Tabakaquaporin N¢TIPI;] und die kleine
Untereinheit von RuBisCo NtSSU dienten als Referenzgene. Aullerdem wurde die isolierte RNA in den PCR-
Ansatz eingesetzt um eine Verunreinigung mit genomischer DNA auszuschlieBen (RNA Kontrolle). Als
Positivkontrolle der PCR-Reaktion (+) wurde entsprechende Plasmid-DNA mit den jeweiligen spezifischen
Oligonukleotiden eingesetzt (A). Immunodetektion von NtAQI1 in 16slichen (I) und membrangebundenen
(m) Proteinextrakten aus Bléttern von N. tabacum NN, ohne (-) und mit (+) TMV-Infektion. Als Kontrolle
diente ein mit Tris-HCl Puffer inokuliertes Blatt (mock). Eine Ponceau S Farbung der
Nitrozellulosemembran wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt und die groe Untereinheit von RuBisCo (LSU)
als Referenz genutzt. Verdnderungen im Proteinbandenmuster von NtAQI1 infolge einer TMV-Infektion sind
mit roten Pfeilen markiert (B).

Die Transkriptanalyse zeigte keinerlei Verdanderungen der Transkriptmenge von NtAQII
im Laufe einer durch TMV ausgeldsten hypersensitiven Reaktion (HR) (siche Abb. 4.4-3,
A). Obwohl die NtAQI1-Enzymaktivitét als Folge einer HR um das doppelte anstieg (siche
Abb. 4.4-2), verdnderte sich hinsichtlich der Transkriptakkumulation nichts. Dies war zu
erwarten, da die Aktivitdtsabnahme von NtAQI1 im Laufe der Blatt-Seneszenz ebenfalls
nicht auf Transkriptebene reguliert wird (siche 4.3.2.2). Bei der Analyse der
Proteinakkumulation (B) hingegen konnte eine deutliche Verdnderung des
Proteinbandenmusters festgestellt werden (siehe Abb. 4.4-3, B). In der Membranprotein-
Fraktion (m) nahm die Detektionsstirke des 20 kDa grof8en NtAQI1-Abbauproduktes nach
TMV-Infektion (+) und daraus resultierender HR, deutlich ab. Im Gegenzug wurde in der
16slichen Proteinfraktion (1) eine starke Zunahme zweier Proteinbanden mit Gréfen von
45 kDa und ca. 80 kDa gefunden. Bei der 45 kDa groflen Proteinbande handelt es sich um
das NtAQII-Monomer. Bei der ca. 80 kDa groen Proteinbande konnte es sich um ein

NtAQI1 Homodimer handeln.
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Diese Befunde weisen sehr stark darauf hin, dass im Zuge einer HR der Proteinabbau von
NtAQI1 enorm verlangsamt wird. Auch die schwichere Detektion der 60 kDa grof3en
Proteinbande, die mit groBer Wahrscheinlichkeit die ubiquitinierte Form von NtAQII
darstellt (siehe 4.3.4.2), konnte ein Hinweis fiir die Inhibition des Proteinabbaus sein.

Um diese Hypothese zu bestdrken, wurde erneut eine Immunodetektion (siche 3.2.7.2)
unter Einsatz eines spezifischen anti-Ubiquitin Antikdrpers (siehe 2.6.1.6) durchgefiihrt. Es
wurden Membranprotein-Extrakte aus Blédttern zunehmenden Alters (1-3) von
uninfizierten (- TMV) und mit TMV infizierten (+ TMV) Blatthélften einer resistenten
Tabakpflanzen (N. tabacum NN) analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Detektionsstirke der ubiquitinierten Form von NtAQI1

nach einer TMV-Infektion tatsdchlich deutlich abnimmt (siche Abb. 4.4-4).

mock  +TMV - TMV
+ - 1 2 3 1 2 3
60 kDa{ “ % s 11- % . | < NtAQI1 ubiquitiniert

Abb. 4.4-4: Immunodetektion von ubiquitiniertem NtAQI1 aus uninfizierten (- TMV) und mit
Tabakmosaikvirus infizierten (+ TMV) Blatthilften von TMV-resistenten Tabakpflanzen (N. tabacum
NN), 7 dpi. Es wurden Membranprotein-Extrakte aus Bléttern zunehmenden Alters (1-3) analysiert. Als
Kontrolle diente ein mit Tris-HCI Puffer inokuliertes Blatt (mock +/-).

Dies bestiarkt die Annahme, dass NtAQI1 durch Ubiquitinierung zum Abbau markiert
wird. Dieser Prozess konnte bei einer HR inhibiert werden, um den Proteinabbau zu
verlangsamen.

Die Ergebnisse zeigten, dass sich die Proteinakkumulation von NtAQI1 als Folge von
biotischem Stress verdndert. Allerdings galt noch zu kldren, ob dies tatséchlich als
spezifischer Effekt als Reaktion auf eine hypersensitive Reaktion, also auf programmierten
Zelltod (PCD) gewertet werden kann, oder ob NtAQI1 auch auf biotischen Stress reagiert,
wenn es dabei nicht zum Auslésen einer HR kommt. Deshalb wurde ein weiterer
Infektionsversuch  durchgefiihrt, allerdings mit einem anderen Tabakkultivar
(N. tabacum Samsun nn; siehe 2.2.1), welches kein Resistenzgen gegeniiber TMV besitzt.
Bei Infektion dieser Pflanzen mit TMV wird keine Abwehrreaktion in Form einer HR
ausgelost. Es kommt zur systemischen Infektion der ganzen Pflanze. Junge Blitter
mehrerer Tabakpflanzen wurden mit einer infektiosen TMV-Losung inokuliert (siche
3.5.6). Als Kontrolle wurden uninfizierte Pflanzen im gleichen Entwicklungsstadium unter

denselben Bedingungen gehalten. 10 Tage spiter war die systemische Infektion in Form
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der typischen mosaikartigen Symptome sichtbar. Von jeder der Pflanzen wurde ein junges
Blatt geerntet, zu einem Proteinextrakt verarbeitet (siehe 3.2.1) und in den Aminoacylase-
Aktivitdtstest (sieche 3.2.8) eingesetzt. Die NtAQI1-Enzymaktivitét der infizierten Pflanzen
wurde mit der Enzymaktivitdt der Kontrollpflanzen verglichen.

Es konnte keine Beeinflussung der Aminoacylase-Aktivitdt von NtAQI1 als Reaktion auf
eine systemische Infektion von Tabakpflanzen mit Tabakmosaikvirus (TMV) festgestellt
werden (siche Abb. 4.4-5). Die NtAQIl spezifische Aminoacylase-Aktivitit verdnderte
sich durch die systemische Infektion der Tabakpflanzen mit TMV nicht.

Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)

pkat/mg
Gesamtprotein
O =~ N W d OO N

-TMV + TMV

Proteinextrakte aus systemisch infizierten Blattern
(N.tabacum nn)

Abb. 4.4-5: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in jungen Blittern von uninfizierten
(- TMYV) und systemisch infizierten (+ TMV) N. tabacum nn Pflanzen, 10 dpi. (n=3)

Um sicher zu gehen, dass sich auch auf Proteinebene keine Verdanderungen hinsichtlich der
Akkumulation bzw. des Abbaus von NtAQI1 zeigen, wurden Proteinextrakte der 16slichen
(I) und membrangebundenen Proteinfraktion (m) mittels SDS-PAGE (siehe 3.2.7) und
anschlieBender Immunodetektion (siehe 3.2.7.2) analysiert.

Auch im Proteinbandenmuster konnten nach einer systemischen Infektion der
Tabakpflanzen mit TMV keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (siche

Abb. 4.4-6).

- TMV-Infektion

o sl & NtAQI1 ubiquitiniert
W < NtAQI1 Monomer

< LSU

Ponceau S

Abb. 4.4-6: Immunodetektion von NtAQI1 in léslichen (I) und membrangebundenen (m)
Proteinextrakten aus Blittern von N. fabacum nn, ohne (-) und mit (+) systemischer TMV-Infektion,
10 dpi. Eine Ponceau S Férbung der Nitrozellulosemembran wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt und die
grof3e Untereinheit von RuBisCo (LSU) als Referenz genutzt.
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Sowohl im loslichen (1), als auch im Membranprotein-Extrakt (m) wurde die NtAQI1-
Akkumulation mit anndhernd gleicher Stirke detektiert. Es konnte lediglich eine leichte
Abschwichung der NtAQI1-Proteinbande (Monomer, 45 kDa) als Folge der TMV-
Infektion beobachtet werden (siche Abb. 4.4-6). Die Resultate der Aminoacylase-
Aktivitditsmessung stimmten mit der Proteinakkumulation {iiberein. Dieses Ergebnis
bestirkt die Annahme, dass tatsdchlich die hypersensitive Reaktion (HR) der
ausschlaggebende Faktor fiir die Verdnderungen der Proteinakkumulation von NtAQI1 im
vorherigen Versuch (siche Abb. 4.4-2 und 4.4-3) ist. NtAQII wird also nicht in jedem Fall
durch biotischen Stresseinfluss induziert, sondern nur im speziellen Fall von PCD-

beziehungsweise HR-ausldsenden Faktoren.

4.4.1.2 Analyse der Proteinakkumulation von NtAQI1 als Folge von chemisch

induziertem Zelltod
Der vorherige Versuch (siche 4.4.1.1) lieferte Hinweise darauf, dass NtAQI1 wohl eine
Rolle bei der pflanzlichen hypersensitiven Abwehrreaktion (HR) auf Pathogenbefall
zuzuschreiben ist. Die Annahme, es konnte sich hierbei um einen allgemeinen Effekt als
Reaktion auf biotischen Stress handeln konnte verworfen werden. Dieser Befund sollte nun
auch beziiglich moglicher proteinbiochemischer Verdnderungen von NtAQI1 als Reaktion
auf chemisch erzeugten Zelltod untersucht werden. Um chemisch Nekrosen zu erzeugen,
wurden einzelne Blitter von N. tabacum NN mit Pelargonsidure behandelt (siche 3.5.7).
Der durch Pelargonsdure hervorgerufene Zelltod ist ein vollig unphysiologischer Effekt,
der nichts mit dem H,O, Einstrom durch Aquaporine zu tun hat. Er wird allein durch die
membranzerstorende Wirkung der Pelargonséure hervorgerufen. Jedoch tritt auch bei
dieser chemisch erzeugten Stresssituation eine vermehrte Akkumulation von H,0O, auf.
Um dies nachzuweisen wurden die leicht nekrotischen Blétter mit DAB behandelt (sieche
3.5.4). 24 h nach Behandlung der Blétter mit Pelargonsdure konnten in den behandelten
Blatthilften schon groflere Mengen H,O, detektiert werden (siche Abb. 4.4-7).

+ Pelargonsaure

- Pelargonsaure

Abb. 4.4-7: H,0,-Akkumulation bei chemisch erzeugtem Zelltod in Blittern von N. fabacum NN. Die
Visualisierung von H,0,; erfolgte 24 h nach Pelargonsdure-Behandlung mittels DAB.
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Nun wurde tiiberpriift, ob dieser chemisch erzeugte Zelltod ebenfalls Einfluss auf die
Proteinakkumulation von NtAQI1 hat, wie es beim programmierten Zelltod in Form einer
HR der Fall war. Zuerst wurden Verdanderungen der Enzymaktivitdt von NtAQI1 24 h nach
Pelargonsdurebehandlung iiberpriift. Hierzu wurden Proteinextrakte (siehe 3.2.1) aus
behandelten (+) und unbehandelten (-) Blatthélften in einen Aminoacylase-Aktivitdtstest
(siehe 3.2.8) eingesetzt.

Ganz im Gegensatz zu dem wihrend einer HR beobachteten Aktivitdtsanstieg von NtAQI1

(siche Abb. 4.4-2), konnte hier eine verminderte Enzymaktivitit gemessen werden (siche
Abb. 4.4-8).

Aminoacylase-Aktivitdt (NtAQI1)

P
o N b
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Gesamtprotein
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- Pelargonsaure + Pelargonséaure

Proteinextrakte aus Blattern von N. tabacum vor und
nach Behandlung mit Pelargonséure

Abb. 4.4-8: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in jungen Blittern von . tabacum NN.
Dargestellt ist der Aktivitdtsvergleich einer unbehandelten Blatthilfte (- Pelargonsdure) und einer Blatthélfte
nach chemisch erzeugtem Zelltod (+ Pelargonsdure).

Um dies auch hinsichtlich der Proteinakkumulation zu untersuchen, wurden 16sliche (1)
und Membranprotein-Extrakte (m) der behandelten Blétter mittels SDS-PAGE (siehe
3.2.7) aufgetrennt und anschlieBend mittels Immunodetektion (siehe 3.2.7.2) analysiert.

Das  FErgebnis  zeigte, dass der  Aktivititsverlust von  NtAQIl  nach
Pelargonsdurebehandlung mit einer geringeren Proteinakkumulation {ibereinstimmt (sieche
Abb. 4.4-9). Dies war besonders deutlich in der membrangebundenen Proteinfraktion (m)

zu sehen.

(m) ()
- + - +  Pelargonsaure

60 kDa | Ml e ||l U | ¢ NtAQIT ubiquitiniert
45kDa | @S~ = || " s | < NtAQIT Monomer

—— | < | SU

Abb. 4.4-9: Immunodetektion von NtAQI1 in loslichen (I) und membrangebundenen (m)
Proteinextrakten aus Blittern von N. tabacum NN, ohne (-) und mit (+) chemisch erzeugtem Zelltod
mittels Pelargonsidure. Eine Ponceau S Fiarbung der Nitrozellulosemembran wurde als Ladekontrolle
mitgefiihrt und die groe Untereinheit von RuBisCo (LSU) als Referenz genutzt.

122



Dieses Ergebnis war nicht {iberraschend, da es sich bei NtAQIl, wie gezeigt werden
konnte, um ein groftenteils membranassoziiertes Protein handelt (siehe 4.3.3.2). Der
Verlust des Enzyms durch die zellmembranzerstorende Wirkung von Pelargonséure ist
daher naheliegend.

Die Annahme es konnte sich bei NtAQIl um ein allgemein stressinduziertes Protein

handeln konnte somit verworfen werden.

4.4.1.3 Analyse der Proteinakkumulation von NtAQI1 als Folge von H,0;-
Stress
Die Spezifitidt der NtAQI1-Induktion als Reaktion auf eine HR wurde in einem weiteren
Experiment analysiert. Hier ging es darum zu kldren, ob es sich bei NtAQIl
moglicherweise um einen H,O,-Sensor handelt. Hierzu wurden Blattstiicke von
N. tabacum NN fiir 24 h in H,O; (20 mM) inkubiert. Um dem H;O;-Abbau durch
Katalasen entgegen zu wirken, wurde dem Ansatz 3-AT (5 mM) beigemischt, welches als
Hemmstoff flir Katalasen bekannt ist. Nach 24-stiindiger Inkubation wurden die
Blattstiicke im Vergleich zu unbehandelten Blattstiicken in einen Aminoacylase-
Aktivitdtstest (siche 3.2.8) eingesetzt. So sollte tlberpriift werden, ob sich durch den
Einfluss von H,O, Anderungen beziiglich der Enzymaktivitit von NtAQII ergeben.
Aufgrund des Aktivitdtsanstiegs im Zuge einer HR (siche Abb. 4.4-2) hitte man eine
Induktion der Enzymaktivitit durch H,O, erwarten konnen.
Der Aktivititstest zeigte, dass sich eine Inkubation von Blattstiicken in H,O, (20 mM)
nicht auf die Aminoacylase-Aktivitdt von NtAQI1 auswirkt (siche Abb. 4.4-10).
Es konnte lediglich eine schwach reduzierte Aktivitit in den mit H,O, behandelten
Blattstiicken gemessen werden.

Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

pkat

-H,0, + H,0, (20mM)

Abb. 4.4-10: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitiit von NtAQI1 in Blattstiicken von N. fabacum NN.
Die Enzymaktivitat wurde vor (- H,0,) und nach (+ H,0,) 24-stiindiger Inkubation in H,O, (20mM) + 3-AT
(5 mM) gemessen. (n=3)

Eine Induktion der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 durch H,O, konnte somit

ausgeschlossen werden.

123



Dieser Befund wurde auch beziiglich der Proteinakkumulation von NtAQI1 untersucht.
Hierzu wurden die in H,O, inkubierten Blattstiicke im Vergleich zu unbehandelten
Blattstiicken mittels Immunodetektion (siehe 3.2.7.2) analysiert. Die Akkumulation von
NtAQI1 wurde in Proteinextrakten (siehe 3.2.1) der 16slichen (1) und der Membranprotein-
Fraktion (m) detektiert.

Auch hier konnten keine signifikanten Verdnderungen der Proteinakkumulation von

NtAQII durch den Einfluss von H,O; beobachtet werden (siche Abb. 4.4-11).

(m) ()

- ¥ H,0, (20mM)
60 kDa | h. “ =- < NtAQI ubiquitiniert
45 kDa - , e _ S < NtAQI1 Monomer

< LSU

&

Abb. 4.4-11: Immunodetektion von NtAQI1 in léslichen (I) und membrangebundenen (m)
Proteinextrakten von N. tabacum NN, vor (-) und nach (+) Inkubation von Blattstiicken in H,O,
20mM) + 3-AT (5 mM) fiir 24 h. Eine Ponceau S Farbung der Nitrozellulosemembran wurde als
Ladekontrolle mitgefiihrt und die grole Untereinheit von RuBisCo (LSU) als Referenz genutzt.

Die Funktion von NtAQI1 als H,O,-Sensor bzw. als H,O,-induziertes Protein konnte somit

ausgeschlossen werden.

4.4.2 Auswirkungen einer Uberexpression von NtAQI1-CAH Fusionsproteinen in
N. tabacum

Durch die heterologe Uberexpression von (Nt)AQII in Hefezellen und tierischen Zellen
(siche 4.2.2 und 4.2.3), sowie die transiente Uberexpression in Pflanzen (siche 4.2.1)
konnte die Hypothese einer Blockierung der Kanalfunktion von Aquaporinen (TIP1;1 und
PIP2;2) durch das Enzym (Nt)AQII bestirkt werden. Die untersuchten Aquaporine sind
fiir den Transport von H,O und H,O, durch Biomembranen bekannt (HocH, 2011).

Nun galt es noch die Frage der physiologischen Funktion von NtAQIl in planta
hinsichtlich dieses Befundes zu kldren. Im Vordergrund stand hierbei die Rolle von
NtAQI1 bei der H,O,-abhdngigen Pathogenantwort in Pflanzen. Um einer Antwort auf
diese Frage ein Stiick ndher zu kommen, wurden die Auswirkungen einer stabilen

Uberexpression von NtAQI1 in N. tabacum (NN) untersucht.
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Zu diesem Zweck wurden transgene Linien charakterisiert, welche mit dem Vektor-
Konstrukt pTAK35S:NtAQI1-CAH (siehe 2.3.11 und Abb. 4.4-12) transformiert wurden.
Bei Expression des Transgens entsteht ein Fusionsprotein aus NtAQIl und einer

Cyanamidhydratase (CAH).

BamHI BamHI/Bglil Sacl

1,5 kb *l« 1,35 kb l 0,7 kb *l«

35S NtAQI1 CAH

Abb. 4.4-12: Schematische Darstellung von pTAK35S:NtAQI1-CAH. Bei Expression entsteht ein
Fusionsprotein aus NtAQI1 und einer Cyanamidhydratase (CAH).

Fiir alle weiteren Experimente wurde eine Pflanzenlinie mit konstitutiv hoher Expression

von NtAQI1-CAH ausgewihlt (70H1; siehe 2.2.1.1).

4.4.2.1 Nachweis der Uberexpression von NtAQII-CAH anhand der CAH-

Aktivitiit in transgenen Pflanzen
Um die stabile Expression des Transgens NtAQII-CAH zu beweisen, machte man sich die
Fusion mit dem Enzym Cyanamidhydratase (CAH) (siehe 2.8.1.6) zu Nutze. Wie auch
schon bei der transienten Expression von NtAQII-CAH Fusionen in N. benthamiana
beschrieben (siche 4.2.1.3), kann die Aktivitit der Cyanamidhydratase mittels eines
einfachen ,,CAH-Assays* (siehe 3.5.3) gemessen werden. Die Messung der CAH-Aktivitét
erfolgte vergleichend fiir Wildtyp-Tabakpflanzen (N. tabacum NN, Wt) und die transgene
Linie, welche das Fusionsprotein NtAQI1-CAH exprimiert (N. tabacum NN, 70HI1). Als
positive Kontrolle wurde auch die CAH-Aktivitit in transgenen Pflanzen gemessen,
welche ausschlieBlich 35S::CAH als Transgen tragen (N. tabacum NN, 44H2; siehe
2.2.1.1). Alle Pflanzen befanden sich zum Zeitpunkt der Messung im 10-Blattstadium. Es
wurde immer die CAH-Aktivitdt der 16slichen und der Membranprotein-Fraktion eines
jungen Blattes erfasst.
Die stabile Expression des Fusionsproteins NtAQI1-CAH in der transgenen Pflanzenlinie
70H1 konnte anhand der CAH-Aktivitit nachgewiesen werden (siche Abb. 4.4-13). Auch
die transgene Linie 44H2, welche ausschlieBlich CAH als Transgen exprimiert, war positiv
beziiglich der CAH-Aktivitit und somit der Expression ihres Transgens. Interessanterweise
war auch in diesem Versuch die CAH-Aktivitit der Linie 70H1 (35S::NtAQI1-CAH)
hauptséchlich in der Membranprotein-Fraktion zu finden. Die 16sliche Proteinfraktion wies

eine deutlich geringere CAH-Aktivitdt auf.
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Dieser Befund wurde schon bei der transienten Uberexpression von NtAQII-CAH
Fusionen in N. benthamiana beobachtet (siche 4.2.1.3). Bei der Kontrolllinie 44H2
(35S::CAH) wurde die CAH-Aktivitdt der 16slichen und der Membranprotein-Fraktion mit

gleicher Starke gemessen.

Cyanamidhydratase-Aktivitat

H|@sliche Proteinfraktion membrangebundene Proteinfraktion
1,6
1,4 I —
1,2
1
208
o
0,6
0.4 I
0‘2 -
0
Wt 70H1 44H2

Abb. 4.4-13: Nachweis der Aktivitit des Enzyms Cyanamidhydratase (CAH) in transgenen
Tabakpflanzen (N. tabacum, NN). Wt: untransformiert; 70H1: eingebrachtes Transgen 35S::NtAQI1-CAH;
44H2: eingebrachtes Transgen 35S::CAH. Dargestellt ist die CAH-Aktivitit der l9slichen und der
Membranprotein-Fraktion in jungen Blattern. (n = 3)

Die Ursache fiir die bevorzugte Membranassoziation von NtAQI1-CAH bzw. das
verminderte Vorkommen in der l6slichen Proteinfraktion liegt somit mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auf Seiten von NtAQIl. Die Annahme, CAH konnte das
Fusionsprotein durch vermehrte Aggregationsbereitschaft aus der lslichen Proteinfraktion
abziehen ist unwahrscheinlich, da CAH alleine (44H2) in 16slicher und Membranfraktion
gleichermaflen zu finden ist (siche Abb. 4.4-13).

4.4.2.2 Expressionsanalyse von Nt4QI1 in transgenen Pflanzen
Die Expression des Transgens NtAQI1-CAH sollte im Folgenden auch auf Transkriptebene
iiberpriift werden. Hierzu wurde mittels RT-PCR (siehe 3.1.14, 3.1.14.1, 3.1.11) die
Transkriptmenge von transgenen Tabakpflanzen (70H1) und Wildtyp Tabakpflanzen (Wt)
verglichen. Die zu analysierende RNA wurde aus Bléttern, einem Altersgradienten folgend
von jung nach alt, isoliert (Blatt 2, 4, 6, 8, 10). Es wurde immer die gleiche Menge an
RNA (0,05 ng) in den RT-PCR Ansatz eingesetzt. Die anschliefende Standard-PCR
erfolgte unter Einsatz von 1 ul der gewonnenen cDNA als ,template” und spezifischen

Oligonukleotiden (siehe 2.7) fiir das entsprechende Gen.
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Im Fall des NtAQII-Nachweises wurde die Standard-PCR mit einer gréferen Menge
cDNA (3 ul) wiederholt, um das Ergebnis zu verdeutlichen.

In den Bléttern der transgenen Pflanzen (70H1) konnte eine stirkere Akkumulation von
NtAQII-Transkripten detektiert werden, als in Bldttern von Wildtyp Tabakpflanzen (Wt)
(siche Abb. 4.4-14). Bei Einsatz von 1 ul cDNA waren beim Wildtyp noch keine NtAQI1-
spezifischen Banden detektierbar wohingegen bei der transgenen Linie (70H1) klare
Banden detektiert werden konnten. Beim Einsatz von 3 ul cDNA konnten auch beim
Wildtyp die spezifischen Banden detektiert werden. Bei den transgenen Pflanzen waren
diese jedoch deutlich stirker. Die Transkriptakkumulation der Kontrollgene NtTIP1;1 und
NtSSU fiel fiir Wt und 70H1 gleich stark aus.

N. tabacum Blatter
70H1 Wit

246810 246 810 +

1350 bp - y j NtAQIT (1 pl cDNA)
' | -“! NtAQI1 (3 pl cDNA)

600 DD | - - | - \SS(
> >
Blattalter zunehmend

Abb. 4.4-14: Transkriptanalyse von NtAQI1 in Blittern unterschiedlichen Alters von transgenen
(70H1; 35S::NtAQI1-CAH) und untransformierten (Wt) N. tabacum NN Pflanzen. Die Analyse erfolgte
mittels RT-PCR, mit Einsatz unterschiedlicher Mengen cDNA (1 ul bzw. 3 ul). Als Kontrollen wurden die
Transkripte des Aquaporins NtTIPI;] und die kleine Untereinheit von RuBisCo NtSSU detektiert. Als
Positivkontrolle fiir die PCR-Reaktion (+) diente Plasmid-DNA, welche die Gene NtAQI1 bzw. NtTIP1;1
enthilt.

Dieses Ergebnis bewies erneut den Erfolg der Uberexpression von NtAQII-CAH in der

transgenen Pflanzenlinie 70H1.

127



Im nidchsten Schritt sollte die Protein-Akkumulation der transgenen Linie (70H1)
analysiert werden. Hierzu diente die Messung der Aminoacylase-Aktivitit (siehe 3.2.8)
von NtAQI1 in transgenen Tabakpflanzen (70H1) im Vergleich zu Wildtyp Tabakpflanzen
(Wt). Zuerst wurden Blattextrakte der 16slichen Proteinfraktion (siehe 3.2.1) untersucht.
Die Blitter wurden wieder einem Altersgradient folgend, von jung nach alt, ausgewihlt
(Blatt 2, 4, 6, 8, 10) (siche Abb. 4.4-15, A und B). Anschlieend wurde die Aminoacylase-
Aktivitit in Bliiten und Wurzeln verglichen (siche Abb. 4.4-15, C).

A) Wit 70H1

B . . C ; I
) Aminoacylase-Aktivitit (NtAQI1) ) Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)
12 35
c 10 30
o =
m‘g 8 7] 25
E5 @0 9o
TE 6 % s Wi
< g =Wt 8 E 15 t
g 4 70H1 2§ 10 - _ 70H1
L e
O 5
O - 0 A
2 4 6 8 10 12 Bliten Wurzeln
I6sliche Proteinfraktion aus Blattern von N. tabacum I6sliche Proteinfraktion aus Bliiten
(Blattalter zunehmend) und Wurzeln von N. tabacum

Abb. 4.4-15: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in transgenen (70H1; 35S::NtAQI1-
CAH) und untransformierten (Wt) N. tabacum NN Pflanzen. Vergleich der Aminoacylase-Aktivitét in
Bldttern unterschiedlichen Alters (A) und quantitative Darstellung der Aminoacylase-Aktivitdt in der
16slichen Proteinfraktion dieser Blatter (B). Quantitativer Vergleich der Aminoacylase-Aktivitdt von NtAQI1
in Bliiten und Wurzeln (C).

Trotz der erhdhten Transkriptakkumulation von NtAQIl in Bléttern der transgenen
iiberexprimierenden Pflanzen (70H1) (siche Abb. 4.4-14), konnte kaum Aminoacylase-
Aktivitit bei diesen Pflanzen gemessen werden (siche Abb. 4.4-15, A und B). Die Blitter
der Wildtyp Pflanzen zeigten den typischen altersabhingigen Aktivititsgradienten. In
Bléttern der transgenen Pflanzen war kaum Aktivitdt messbar, unabhingig davon in
welchem Alter sich die Blatter befanden.

Auch die Aminoacylase-Aktivitdt in Bliiten und Wurzeln war bei der transgenen Linie

(70H1) um ein Vielfaches geringer als beim Wildtyp (Wt) (siche Abb. 4.4-15, C).
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Da jedoch die Messung der CAH-Aktivitdt in transgenen Pflanzen schon eine begiinstigte
Membranassoziation des Fusionsproteins NtAQI1-CAH vermuten liel (siche 4.4.2.1),
wurde nun auch die Aminoacylase-Aktivitit der Membranprotein-Fraktion analysiert.
Hierzu wurden die bei der Proteinextraktion verbliebenen Pflanzenreste (20 mg) in der
entsprechenden Menge H,O (40 ul) aufgenommen und ebenfalls in den Aminoacylase-
Aktivititstest (siehe 3.2.8) eingesetzt.

Bei der Aktivitits-Messung der Membranprotein-Fraktion konnte auch im Falle der
transgenen Linie (70H1) Aminoacylase-Aktivitit gemessen werden (siche Abb. 4.4-16).
Die Aminoacylase-Aktivitét der transgenen Pflanzen unterschied sich jedoch kaum von der
Aktivitit des Wildtyps. Eine verstirkte Aktivitit, wie man aufgrund von Uberexpression

vermuten wiirde, konnte nicht gefunden werden.

Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)
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Abb. 4.4-16: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in Blittern unterschiedlichen Alters
von transgenen (70H1; 35S::NtAQI1-CAH) und untransformierten (Wt) N. tabacum NN Pflanzen.
Dargestellt ist die Aminoacylase-Aktivitit der membrangebundenen Proteinfraktion pro 20 mg Blattgewebe.
Warum jedoch bei den transgenen ,Uberexprimierern (70H1) keine verstirkte
Aminoacylase-Aktivitit messbar war und warum sogar die Aminoacylase-Aktivitit des
endogenen NtAQII in der lslichen Proteinfraktion schwindet, gilt es noch zu kléren.

Die Stilllegung der Genexpression durch ,gene silencing® kann aufgrund des
Transkriptnachweises (siche Abb. 4.4.14) ausgeschlossen werden. Auch die Annahme, das
transgene Fusionsprotein NtAQI1-CAH konnte aufgrund von Fehlfaltung oder dergleichen
komplett abgebaut werden, kann aufgrund der gemessenen CAH-Aktivitét (siche 4.4.2.1)
in den transgenen Pflanzen verworfen werden. Jedoch war auch die CAH-Aktivitat
hauptséchlich in der Membranprotein-Fraktion zu finden. Es ist denkbar, dass das
Fusionsprotein NtAQI1-CAH durch Wechselwirkung mit dem 16slichen endogenen
Protein NtAQI1 Mischkomplexe eingeht. Durch das Vorhandensein von SH-Gruppen und
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die mehrfach bestétigte Bereitschaft zur Bildung von Dimeren und Tetrameren wiére eine
solche Wechselwirkung naheliegend. Aufgrund der Aggregation konnten die
Enzym-Aktivitit des transgenen Fusionsproteins NtAQI1-CAH, sowie des l6slichen
endogenen Proteins in diesen Mischkomplexen verloren gehen. Moglicherweise behindert
die Fusion mit CAH das aktive Zentrum von NtAQI1, bzw. die Bindung an das Substrat.
Des Weiteren konnte das Fusionsprotein NtAQI1-CAH als fremd bzw. fehlgefaltet erkannt
werden, was dafiir sorgt, dass die Mischkomplexe (transgenes Fusionsprotein NtAQI1-
CAH + endogenes NtAQI1) abgebaut werden. Solche Prozesse laufen generell in der
16slichen Proteinfraktion schneller ab. In der Membranproteinfraktion sind die Proteine
stabiler und bleiben lénger erhalten. Daher kann hier das Fusionsprotein NtAQI1-CAH
anhand der CAH-Aktivitit nachgewiesen werden. Auflerdem bilden sich hier nicht so
leicht Mischkomplexe, sodass ein Teil des endogenen NtAQIl aktiv beziiglich seiner
Aminoacylase-Aktivitdt bleibt. Dies wiirde den Nachweis der CAH- und Aminoacylase-
Aktivitdt in der Membranfraktion und das Fehlen von CAH- und Aminoacylase-Aktivitit
in der 16slichen Proteinfraktion erkléren.

Mit dem spezifischen NtAQIl-Antikorperserum (sieche 2.6.1.4) konnte die
Proteinakkumulation des transgenen Fusionsproteins NtAQII-CAH nicht detektiert
werden. Die Proteinbandenmuster von transgenen (70H1) und Wildtyp Tabakpflanzen
zeigten keine auffalligen Unterschiede. Bei den Proteinproben der transgenen Linie konnte
keine zusitzliche Bande detektiert werden, welche der erwarteten Grofle von ca. 70 kDa
fiir das Fusionsprotein (45 kDa NtAQI1 + 25 kDa CAH) entsprach. Entweder stort die
Fusion mit CAH die Antikérperbindung an NtAQI1, oder es war zu wenig vom Transgen

vorhanden um iiberhaupt detektiert werden zu kénnen.

4.4.2.3 Phinotypologische Untersuchungen transgener Pflanzen

Die Keimung, das Wachstum und die Entwicklung der transgenen Pflanzenlinie 70H1
(358::NtAQI1-CAH), wurde 1iber einen lidngeren Zeitraum unter konstanten
Standardbedingungen (siehe 3.5.1.1) beobachtet.

Im Vergleich zum Wildtyp (V. tabacum NN) zeigten sich phinotypisch keine signifikanten
Auftilligkeiten bzw. Unterschiede (siche Abb. 4.4-17). Die transgenen Pflanzen (70H1)
verhielten sich genau wie die wildtypischen Tabakpflanzen (Wt). Es konnte kein Vor- oder
Nachteil beziiglich der Keimung, des Wurzelwachstums oder auch des Sprosswachstums
unter Standardbedingungen festgestellt werden. Wéhrend der gesamten Wachstumsphase
waren die Habitus beider Pflanzen von gleicher Gestalt. Auch beziiglich der Floreszenz

und Seneszenz waren keine phanotypischen Unterschiede bemerkbar.
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Abb. 4.4-17: Wachstumsvergleich der transgenen Tabaklinie 70H1 (35S::NtAQII-CAH) und der
Wildtyp Tabaklinie (Wt; N. tabacum NN) unter Standardbedingungen. Die abgebildeten Pflanzen
befinden sich in unterschiedlichen Entwicklungsstadien, vom Keimling bis zur adulten Pflanze.

Beim Versuch die Tabaksamen auf Salzstress (150 mM NaCl) keimen zu lassen, konnten
ebenfalls keine Unterschiede zwischen transgenen und wildtypischen Pflanzen beobachtet
werden. Die Samen der jeweiligen Pflanzen wurden zunéchst sterilisiert (siche 3.5.1.1),
dann auf sterilem Medium +/- 150 mM NaCl ausgesét und zur Stratifikation fiir 2 Tage bei
4 °C inkubiert. Ein Teil der Keimlinge wurde erst nach Stratifikation auf salzhaltiges
Medium (150 mM NaCl) umgesetzt, der andere Teil war dem Salzstress schon von Anfang
an ausgesetzt. AnschlieBend wurde die Keimung und das Wachstum in einem
Klimaschrank unter konstanten Bedingungen beobachtet (siche. 3.5.1.1).

Keimung und Wurzelwachstum beider Pflanzenlinien liefen annidhernd synchron ab. Es

konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.

4.4.2.4 Reaktionen NtAQII-transgener Pflanzen auf eine hypersensitive
Abwehrreaktion (HR)
Bisher konnte gezeigt werden, dass die Aminoacylase-Aktivitit von endogenem NtAQII
durch die Uberexpression von NtAQII-CAH in transgenen Pflanzen (70H1) (siehe 2.2.1.1)

nicht wie erwartet ansteigt, sondern zumindest in der ldslichen Proteinfraktion stark
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vermindert wird (siche Abb. 4.4-15). Allerdings zeigte dieser Befund bisher keine
phénotypischen Auswirkungen auf die Entwicklungsprozesse der transgenen Pflanzen.
Neben der Aminoacylase-Aktivitdt konnten mittels verschiedener Experimente Hinweise
auf eine zweite, moglicherweise unabhéngige Funktion von (Nt)AQI1 erhalten werden:
Die Blockierung der Kanalfunktion von Aquaporinen. Somit ist (Nt)AQI1 mdglicherweise
an der Regulation des H,O,- und eventuell auch H,O-Transportes durch Aquaporine
beteiligt.

Ob die Uberexpression von NtAQII-CAH bei der transgenen Pflanzenlinie 70H1 Einfluss
auf diese Blockierung von Aquaporinen in der Membran nimmt war bisher noch nicht
geklirt. Deshalb wurde der Einfluss der Uberexpression von NtAQI1-CAH auf die H,O,
abhéngige Pathogenantwort in Pflanzen iiberpriift. Wie bei 4.4.1.1 schon mit Wildtyp
Tabakpflanzen durchgefiihrt, wurden jetzt Blétter von transgenen Tabakpflanzen (70HI1)
mit Tabakmosaikvirus (TMV) infiziert (siehe 3.5.6). Da auch die transgene Tabaklinie
70HI1 (siche 2.2.1.1) das N’-Resistenzgen (WHITHAM et al., 1994) gegen TMV aufweist,
kommt es auch hier zu einer hypersensitiven Abwehrreaktion (HR) verbunden mit lokalen
nekrotischen Reaktionen. Die Ausprigung der HR von transgenen Tabakpflanzen (70H1)
wurde mit der HR bei Wildtyp Tabakpflanzen (Wt) verglichen. Die infizierten Blitter
befanden sich immer im gleichen Alter und die Pflanzen wurden unter denselben
Bedingungen gehalten.

Bei mehrfacher Wiederholung dieses Experiments konnte in den meisten Féllen ein
vermindertes Auftreten von Nekrosen bei Pflanzen der transgenen Linie 70H1 beobachtet

werden (siche Abb. 4.4-18).

Nekrosen nach Infektion von
N. tabacum NN mit TMV

600
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Wt 70H1

Nekrosenanzahl

Abb. 4.4-18: Vergleich der Nekrosenanzahl im Zuge einer durch TMV Infektion ausgelosten HR,
7 dpi. Nekrosen wurden bei transgenen (70H1; 35S::NtAQII-CAH) und untransformierten (Wt)
Tabakpflanzen (N. tabacum NN) ausgezéhlt. (n=6)
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Dieses Ergebnis war jedoch nicht in jedem Fall reproduzierbar und somit nicht eindeutig.
Manche der untersuchten Pflanzen unterschieden sich nicht in der Auspriagung der lokalen
nekrotischen Reaktion. Es konnten jedoch nie mehr Nekrosen bei der transgenen Linie
70H1 im Gegensatz zum Wildtyp gezéhlt werden.

Die transgenen Tabakpflanzen zeigten also eine leichte Tendenz zur reduzierten
Ausbildung von Lokalldsionen im Zuge einer HR. Dieses Ergebnis lieferte erste Hinweise
darauf, dass sich die Uberexpression von NtAQII-CAH in der Membranprotein-Fraktion
bemerkbar machen konnte. Moglicherweise kann die lokale nekrotische Reaktion bei
diesen Pflanzen etwas besser unter Kontrolle gehalten werden. Das wiirde bedeuten, dass
das Fusionsprotein NtAQI1-CAH trotz des Verlusts der Acylase-Aktivitét, die Fahigkeit
zur Blockierung der Aquaporine beibehdlt und so den H,O,-Einstrom in die Zelle
verringern kann. Auch die transiente Expression von NtAQII-CAH in N. benthamiana
bestirkt diese Annahme, da die Inhibition des Aquaporin (NtTIP1;1-GFP)-induzierten
Zelltods mit NtAQI1-CAH Fusionen genauso moglich war, wie es bei NtAQI1 ohne CAH
der Fall war (siehe 4.2.1).

Da sich bei Wildtyp Tabakpflanzen eine Steigerung der Aminoacylase-Aktivitdt nach
Virusinfektion verbunden mit einer HR feststellen liel (siche Abb. 4.4-2), wurde dies auch
bei den transgenen Pflanzen (70H1) iiberpriift. Trotz der sehr geringen Ausgangs-
Enzymaktivitdt bei Blattproben der transgenen Linie (70H1), konnte ein deutlicher

Aktivitdtsanstieg im Zuge der HR gemessen werden (siche Abb. 4.4-19).

Aminoacylase-Aktivitat (NtAQI1)
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Proteinextrakte aus jungen Blattern (N. tabacum NN,
transgen, 70H1)

Abb. 4.4-19: Nachweis der Aminoacylase-Aktivitit von NtAQI1 in uninfizierten (- Inokulation) und
mit TMV infizierten (+ Inokulation) Blatthilften von transgenen N. fabacum NN Pflanzen
(70H1; 35S::NtAQI1-CAH), 7 dpi. Als Kontrolle (mock) wurden mit Tris-HCI Puffer inokulierte Blatter
eingesetzt. (n=5)

Dieses Ergebnis wies erneut auf eine Inhibierung des Proteinabbaus von NtAQI1 als Folge

einer hypersensitiven Reaktion hin.

133



Nun wurde tlberpriift, ob sich der Aktivititsanstieg im Falle der transgenen Pflanzen nicht
im Transkript-, aber im Proteinlevel von NtAQI1 bemerkbar macht, wie es beim Wildtyp
der Fall war (siche Abb. 4.4-3). Zum einen wurde die Transkriptmenge von NtAQII in
TMV-infizierten (+ TMV) und uninfizierten (- TMV) Blatthélften von 4 unabhéingigen
transgenen Tabakpflanzen (70H1) mittels RT-PCR (siehe 3.1.14, 3.1.14.1, 3.1.11)
verglichen (siche Abb. 4.4-20, A).

Zum anderen wurden mittels Immunodetektion (siehe 3.2.7.2) mogliche Verdnderungen
der Proteinakkumulation von NtAQIl als Folge einer HR analysiert. Hierzu wurden
Proteinextrakte der loslichen (I) und der Membranprotein-Fraktion (m) (siehe 3.2.1)

eingesetzt (siche Abb. 4.4-20, B).
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Abb. 4.4-20: Expressionsanalyse von NtAQI1 in uninfizierten (- TMV) und mit TMV infizierten
(+ TMYV) Blatthiilften von TMV-resistenten transgenen Tabakpflanzen (70H1; 35S::NtAQI1-CAH),
7 dpi. Vergleichende RT-PCR-Analyse der NtAQI! RNA-Transkripte mit (+ TMV) und ohne (-TMV)
TMV-Infektion von 4 unabhéngigen Tabakpflanzen (1 - 4). Das Tabakaquaporin NtTIPI;] und die kleine
Untereinheit von RuBisCo NtSSU dienten als Referenzgene (A). Immunodetektion von NtAQII in 16slichen
(1) und membrangebundenen (m) Proteinextrakten aus Blittern ohne (-) und mit (+) TMV-Infektion. Als
Kontrolle diente ein mit Tris-HCI Puffer inokuliertes Blatt (mock). Eine Ponceau S Fiarbung der
Nitrozellulosemembran wurde als Ladekontrolle mitgefiihrt und die groe Untereinheit von RuBisCo (LSU)
als Referenz genutzt. Verdnderungen im Proteinbandenmuster von NtAQI1 infolge einer TMV-Infektion sind
mit roten Pfeilen markiert (B).

Genau wie beim Infektionsversuch mit Wildtyp Tabakpflanzen (siche 4.4.1.1) konnten
auch bei den transgenen Pflanzen keinerlei Verdnderungen der Transkriptmenge von
NtAQIl im Laufe einer durch TMV ausgelosten hypersensitiven Abwehrreaktion (HR)
beobachtet werden (siche Abb. 4.4-20, A).

134



Obwohl die NtAQI1-Enzymaktivitdt auch hier anstieg, verdnderte sich hinsichtlich der
Transkriptakkumulation nichts. Dies bestdtigte erneut den bisher beobachteten Befund,
dass die Regulation der Enzymaktivitdt von NtAQI1 sowohl im Laufe der Blatt-Seneszenz
als auch als Reaktion auf programmierten Zelltod nicht auf Transkriptebene ablduft.

Bei der Analyse der Proteinakkumulation hingegen, konnte auch bei den transgenen
Pflanzen eine deutliche Verdnderung des Proteinbandenmusters festgestellt werden (siche
4.4-20, B). In der 16slichen Proteinfraktion (1) wurde auch hier eine starke Zunahme zweier
Proteinbanden mit GroBen von 45 kDa und ca. 80 kDa gefunden. Dies entspricht genau
dem Ergebnis des Infektionsversuches von Wildtyp Tabakpflanzen (siche Abb. 4.4-3). Es
ist davon auszugehen, dass es sich bei der 45 kDa groflen Proteinbande um das endogene
NtAQI1-Monomer und bei der ca. 80 kDa groBen Proteinbande um ein NtAQII
Homodimer handelt. Ein spezifischer Nachweis des transgenen Fusionsproteins
NtAQI1-CAH (angenommene Grofle ca. 70 kDa) war mit dem NtAQI1-Antikdrperserum
nicht moglich (siehe auch 4.4.2.2). Allerdings treten im Fall der transgenen Pflanzen in der
Membranprotein-Fraktion nach erfolgter TMV-Infektion Proteinbanden von ca. 80 kDa
und 120 kDa auf. Diese wurden beim Wildtyp nicht detektiert. Es konnte sich hierbei um
Mischkomplexe aus endogenem NtAQIl und transgenem Fusionsprotein NtAQII-CAH

handeln, welche durch den verlangsamten Proteinabbau verstérkt vorzufinden sind.

4.4.3 Auswirkungen einer AQI1 ,,knock-out* Mutation in A. thaliana
Komplementierend zu den Uberexpressions-Experimenten mit N. tabacum wurde nach
einer A. thaliana ,knock-out“ Mutante gesucht, die keine Expression fiir AQI/] aufweist.
Nach der Analyse von verschieden Mutanten aus der Kollektion des ,,Arabidopsis Stock
Center, NASC* konnte eine Mutante identifiziert werden, die eine homozygote T-DNA
Insertion im Promotor des Gens At4g38220 (AQII) enthélt und folglich kein AQII-
Transkript bilden sollte. Diese Mutante wurde fortan als agil-1 (sieche 2.2.1.1) bezeichnet.

4.4.3.1 Expressionsanalyse von AQI1 in aqil-1 Mutanten
Zur Charakterisierung der potentiellen ,.knock-out™ Linie aqil-1 (siehe 2.2.1.1) musste
iiberpriift werden, ob tatsdchlich keine Expression von AQI] statt findet. Es wurde eine
Transkriptanalyse durchgefiihrt um das Fehlen von AQII-Transkripten zu beweisen.
Hierzu wurde RNA aus Rosettenblittern (R) und Bléttern des Bliitenstandes/Sprosses (Bl)
von A. thaliana (Col-0) Wildtyp Pflanzen (siehe 2.2.1) und der A. thaliana Mutante aqil-1
isoliert (siche 3.1.14).
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Mittels RT-PCR (siche 3.1.14.1, 3.1.11) wurden die AQII/-Transkripte amplifiziert und
detektiert (siche Abb. 4.4-21, A).

AuBlerdem wurde die Aminoacylase-Aktivitit (siche 3.2.8) aus Blittern der Mutante aqil-1
im Vergleich zum Wildtyp gemessen (siche Abb. 4.4-21, B). Bei fehlender Expression von

AQI1 sollte auch keine AQI1-spezifische Aminoacylase-Aktivitit zu messen sein.

A) B) Aminoacylase-Aktivitit (AQI1)
5
Wit aqi1-1 £ 4
Q
+ R BI R Bl R Bl R BI 25
Egs
1300bp.~-- AQI1 SE -
¢8
- — I aqi1-1
750 bp P---“.. AtTIP1:1 1
0 L - I

Rosette Bliitenstand

Proteinextrakte aus Blattern von A.thaliana Col-0
Wildtyp (Wt) und ,,knock-out“ Mutante (aqi7-17)

Abb. 4.4-21: Expressionsanalyse der ,knock-out“ Mutante aqil-1. Transkriptanalyse (A) und Nachweis
der Aminoacylase-Aktivitit (n = 3) (B) von AQII/AQIl in Rosettenblattern (R) und Blittern des
Bliitenstandes (Bl) von A. thaliana Col-0 Wildtyp Pflanzen (Wt) und der ,.knock-out“-Mutante agil-I. Die
Transkriptanalyse erfolgte mittels RT-PCR. Als Kontrolle wurden die Transkripte des Aquaporins AtTIP1;1
detektiert. Als Positivkontrolle fiir die PCR-Reaktion (+) diente Plasmid-DNA, welche die cDNA-Sequenzen
von AQII bzw. AtTIP1;1 enthilt.

Anhand der gewonnenen Ergebnisse konnte agil-I eindeutig als ,.knock-out“-Mutante
identifiziert werden. Die RNA-Proben aus Rosettenblittern (R) und Blittern des
Bliitenstandes (Bl) von agil-1 enthielten keine AQII-spezifischen Transkripte, wihrend
beim Wildtyp die konstitutive Expression von AQI! in allen Blittern nachgewiesen wurde
(siche Abb. 4.4-21, A). Auch die AQI1-spezifische Aminoacylase-Aktivitit konnte bei der
Mutante agil-1 nicht gemessen werden (siche Abb. 4.4-21, B). Beim Wildtyp hingegen
wurde vor allem in Proteinextrakten aus Bléttern des Bliitenstandes (BlI) Aminoacylase-
Aktivitdt gemessen. Dies beruht auf der altersabhéngigen Proteinregulation von AQI1, wie

auch schon in Kapitel 4.3.1.7 gezeigt wurde.
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4.4.3.2 Phinotypologische Untersuchungen der ,,knock-out*“ Mutante aqil-1

Da die Arabidopsis Mutante aqil-1 (siche 2.2.1.1) als positiv beziiglich der ,,knock-out*
Mutation identifiziert wurde, folgte nun die physiologische Charakterisierung der mutanten
Linie. Zunédchst wurden Keimung, Wachstum und Entwicklung von agil-1 iiber einen
langeren Zeitraum unter konstanten Standardbedingungen (siehe 3.5.1) beobachtet.

Im Aufbau des Habitus von agil-1 im Vergleich zum Wildtyp (4. thaliana, Col-0) zeigten
sich phinotypisch keine signifikanten Auffilligkeiten (siche Abb. 4.4-22). Beim direkten
Vergleich von etwa gleich gro8 gewachsenen Pflanzen beider Linien konnten keine

duBerlich sichtbaren Unterschiede festgestellt werden.

Wit aqit1-1

Abb. 4.4-22: Vergleich des Habitus von A. thaliana Col-0 Wildtyp (Wt, links) und der ,,knock-out*
Mutante aqil-1 (rechts).

Wenn man jedoch die Entwicklung beider Pflanzenlinien von der Keimung, bis zur
Seneszenz synchron beobachtete, konnte man eine leichte Tendenz beziiglich
unterschiedlicher Entwicklungsgeschwindigkeiten beobachten (sieche Abb. 4.4-23). In den
meisten Féllen war das Wachstum der agi/-/ Mutanten etwas verzdgert. Die Ausbildung
des Bliitenstandes setzte bei aqil-1 spéter ein. Somit wurde auch erst spéter Energie in die

Samenbildung gesteckt und die Seneszenz trat etwas verspétet auf.
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Abb. 4.4-23: Wachstumsvergleich von ,knock-out“ Mutante aqil-1 und A. thaliana Col-0 Wildtyp
(Wt) unter Standardbedingungen. Die abgebildeten Pflanzen befinden sich in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien, vom Keimling iiber die adulte Pflanze, bis hin zur Seneszenz.

Es folgte ein Versuch die Arabidopsis-Samen auf Salzstress (150 mM NaCl) keimen zu
lassen, um so eine mdgliche physiologische Funktion von AQI1 bei der Wasseraufnahme,
bzw. beim Wassertransport ndher zu charakterisieren. Die Samen der jeweiligen Pflanzen
wurden zunéchst sterilisiert (siehe 3.5.1.1), dann auf sterilem Medium +/- 150 mM NaCl
ausgesit und zur Stratifikation fiir 2 Tage bei 4 °C inkubiert. Ein Teil der Keimlinge wurde
erst nach Stratifikation auf salzhaltiges Medium (150 mM NaCl) umgesetzt, der andere

Teil war dem Salzstress schon von Anfang an ausgesetzt. AnschlieBend wurden Keimung
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und Wachstum in einem Klimaschrank unter konstanten Bedingungen beobachtet (sieche
3.5.1.1).

Es konnten jedoch keine reproduzierbaren signifikanten Unterschiede oder Auffilligkeiten
beobachtet werden. In den meisten Fillen liefen Keimung und Wurzelwachstum beider
Pflanzenlinien anndhernd gleich, bzw. entsprechend dem Wachstumsverhalten unter

Standardbedingungen ab.

4.4.3.3 Reaktionen der ,. knock-out* Mutante aqil-1 auf Virusinfektionen

Wie auch mit den transgenen Tabakpflanzen (70H1; 35S::NtAQII-CAH) durchgefiihrt,
wurde nun die Reaktion der Arabidopsis ,.knock-out“-Mutante aqgil-1 auf biotischen Stress
untersucht. Hierzu wurden Virusinfektionen durchgefiihrt (siehe 3.5.6). Die verwendeten
Virenstimme CaMV (Cauliflower Mosaik Virus) und ApTV (Alliaria petiolata
Tymovirus) (siehe 2.2.2) wurden zunichst auf Sinapis alba (siehe 2.2.1) angezogen. Beide
Virenstimme verursachen hier eine systemische Infektion.

Im Fall von CaMV zeigten sich 7 Tage nach Infektion (7 dpi) deutliche Symptome in Form
von hellen Flecken und deformierten, eingerollten Bléttern (siche Abb. 4.4-24).

Abb. 4.4-24: Systemische Infektion von S. alba mit Cauliflower Mosaic Virus (CaMV), 7 dpi.

ApTV hingegen verursachte keine duferlich sichtbaren Symptome.

139



Die Blitter der virusinfizierten Pflanzen wurden nun geerntet und durch Mdrsern in der
doppelten Menge (2 ul pro 1 mg Pflanzenmaterial) Tris-HCl (50 mM, pH 7,5) zu
Virusextrakten verarbeitet. Diese Virusextrakte dienten zur Infektion von A. thaliana
,knock-out“-Mutanten (aqil/-1) und Wildtyp Pflanzen (Wt). Pro Pflanze wurden 2
Rosettenblitter mit einer 1:10 Virusverdiinnung inokuliert (siehe 3.5.6). Die Pflanzen
wurden 28 Tage lang beobachtet.

Die Infektion der Arabidopsis-Pflanzen blieb in beiden Féllen iiber den kompletten
Beobachtungszeitraum (28 Tage) symptomlos. Weder die Infektion mit CaMV, noch mit
ApTV verursachte duBlerlich sichtbare Symptome (siche Abb. 4.4-25, A).

A
) CaMV (7 dpi) ApTV (28 dpi)

aqit-1 Wit

B)
130 kDa { 20 kDa
45kDa{ '™ ‘
' |¢eLsu
nceauS

Abb. 4.4-25: Virusinfektionen von A. thaliana Col-0 Wildtyp (Wt) und ,,knock-out* Mutante (aqil-1).
Infektion mit Cauliflower Mosaic Virus (CaMV, links, 7 dpi) und Alliaria petiolata Tymovirus (ApTV,
rechts, 28 dpi) (A). Immunodetektion der Capsidproteine von CaMV (45 kDa) und ApTV (20 kDa) in
infizierten A. thaliana Col-0 Wildtyp Pflanzen (Wt) und ,knock-out“ Mutante (agil-1), 28 dpi. Eine
Ponceau S Férbung der Nitrozellulosemembran wurde als Ladekontrolle mitgefithrt und die grof3e
Untereinheit von RuBisCo (LSU) als Referenz genutzt (B).
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Um die Viren dennoch nachzuweisen und eventuelle Unterschiede beziiglich der
Infektionsstarke zwischen Wildtyp (Wt) und Mutante (aqil-I) feststellen zu konnen,
wurde 28 Tage nach Infektion (28 dpi) eine Immunodetektion durchgefiihrt (siehe 3.2.7.2).
Da durch Ausbleiben der phénotypischen Symptome die Verbreitung der Viren in den
Pflanzen nicht sichtbar war, mussten die ganzen Pflanzen zu Proteinextrakten verarbeitet
werden. Pro Infektionsansatz wurden 2 infizierte Pflanzen verwendet. Nach erfolgter SDS-
PAGE (siehe 3.2.7) wurden die Capsidproteine der Viren mittels spezifischer Antikorper
nachgewiesen. Das CaMV-spezifische Antikorperserum (siehe 2.6.1) weist das ca. 45 kDa
groBe Capsidprotein von CaMV nach. Im Fall von ApTV wurde ein TYMV (Turnip
Yellow Mosaic Virus) spezifisches Antikorperserum (siehe 2.6.1) verwendet. Da die
Virenstimme ApTV und TYMYV nahe verwandt sind, ist der Nachweis des ca. 20 kDa
groflen Capsidproteins von ApTV mit diesem Antikdrperserum moglich.

Mittels dieser Immunodetektion konnte gezeigte werden, dass die Infektion der
Arabidopsis-Pflanzen trotz Ausbleiben sichtbarer Symptome erfolgreich war (siche
Abb. 4.4-25, B). Sowohl in Wildtyp Pflanzen (Wt), als auch in den Mutanten aqil-1
konnten Capsidproteine der jeweiligen Viren detektiert werden. Im Fall von CaMV kam es
auflerdem zur Detektion von mehreren Proteinbanden mit GroBen zwischen 45 kDa und
130 kDa. Dies liegt daran, dass bei der Genexpression von CaMV zuerst ein 216 kDa
groBBes Polyprotein entsteht, welches proteolytisch in die vier Produkte Capsidprotein,
Aspartatproteinase, Reverse Transkriptase und ein Zell-zu-Zell-Bewegungsprotein
gespalten wird (FUTTERER, 2001; OLSZEWSKI & LOCKHART, 2001).

Beziiglich der Infektionsstirke der beiden Viren konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante festgestellt werden. Die Menge der
detektierten Virusproteine war in beiden Pflanzen annéhernd gleich, sowohl im Fall von

CaMV-Infektionen als auch bei ApTV-Infektionen.

4.4.3.4 Untersuchung des Hypokotyl Streckungswachtums der ,,knock-out*

Mutante aqil-1
Im folgenden Experiment wurde die physiologische Rolle von AQI1 bei der
Wasseraufnahme durch Aquaporine nédher analysiert. Es wurde iiberpriift, ob sich die
,knock-out* Mutante agil/-I hinsichtlich der Hypokotylstreckung unter Lichtausschluss
vom Wildtyp unterscheidet. Das Hypokotyl Streckungswachstum bei Pflanzenkeimlingen
kommt durch Wasseraufnahme zustande. Es beruht nicht auf Zellteilung, sondern wird
durch die Streckung der Pflanzenzellen durch VergroBerung des Zellsaftraums unter

Wasseraufnahme verursacht. Aufgrund der fehlenden ,,Stopselwirkung®™ von AQII bei den
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,knock-out*“ Mutanten wire ein gesteigertes Hypokotyl Streckungswachstum durch
vermehrte Wasseraufnahme denkbar.

Die Samen von A. thaliana Col-0 Wildtyp und ,.knock-out“ Mutante aqi/-1 wurden auf
Filterpapier mit unterschiedlichem Wasserangebot (750 ul, 1000 ul, 1500 ul) ausgelegt.
Zur Initialisierung des Hypokotyl Streckungswachstums wurde wie unter 3.5.1.2
beschrieben vorgegangen. Nach 5 Tagen wurde die Linge der gewachsenen Hypokotyle
gemessen und verglichen.

Sowohl beim Wildtyp als auch bei agil-I konnte die maximale Hypokotylstreckung bei
der hochsten Wasserkonzentration (1500 ul) beobachtet werden (siche Abb. 4.4-26). Bei
aqil-1 nahm die Hypokotylstreckung parallel mit der Wasserkonzentration kontinuierlich
zu. Beim Wildtyp hingegen konnte bei niedrigeren Wasserkonzentrationen (750 ul und
1000 ul) eine prozentual schwéchere Streckung der Hypokotyle im Vergleich zu agil-1
beobachtet werden, welche sich als signifikant erwies. Bei der hochsten
Wasserkonzentration (1500 ul) war diese Differenz jedoch wieder ausgeglichen und kaum

ein Unterschied der Hypokotylstreckung zwischen Wildtyp und Mutante zu sehen.
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Abb. 4.4-26: Vergleich des Hypokotyl Streckungswachstums von A. thaliana Col-0 Wildtyp (Wt) und
,knock-out“ Mutante aqgil-1 bei unterschiedlichem Wasserangebot. Die Linge der Hypokotyle wurde
5 Tage nach Initialisierung der Keimung gemessen. (n = 200)

Da die Hypokotylstreckung durch Wasseraufnahme zu Stande kommt, kdnnte man davon
ausgehen, dass das gesteigerte Hypokotylwachstum der Mutanten (agi/-1) mit dem Fehlen
von AQI1 zusammenhéngt. Moglicherweise wird vermehrt H,O durch die Aquaporine
aufgenommen, da diese nicht mehr von AQI1 reguliert bzw. blockiert werden kdnnen, wie

es beim Wildtyp der Fall ist.
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5 Diskussion

Der programmierte Zelltod (PCD) ist fiir Pflanzen von enormer Wichtigkeit. Zum einen fiir
Entwicklung und Seneszenzprozesse, zum anderen fiir die Pathogenabwehr in Form der
hypersensitiven Abwehrreaktion (HR).

Die Induktion von PCD bei Pflanzen erfolgt iiber komplexe interaktive Signalwege.
Hierbei spielen reaktive Sauerstoffspezies, wie H,O, als Signalsubstanzen eine
wesentliche Rolle. Diese Signalsubstanzen miissen iiber Zellmembranen hinweg
kontrolliert transportiert werden. Der Transport von H,O, erfolgt iiber Aquaporine
(BIENERT et al., 2007; HocH, 2011), welche ihre Kanalfunktion betreffend reguliert
werden miissen.

Als zelluldrer Interaktionspartner der H,Oj-transportierenden Aquaporine wurde das
pflanzliche Enzym AQUAPORIN INTERACTOR 1 (AQI1) identifiziert. AQIl besitzt
eine hohe Sequenzhomologie zur Aminoacylase 1 (Acyl) aus Sdugern. In dieser Arbeit
wurden die physiologische Funktion von AQIl als potentieller Regulator von

Aquaporinen, sowie die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen analysiert.

5.1 Identifizierung von AQI1 als Aminoacylase

Die erste Frage die es zu kldren galt war, ob es sich bei AQIl tatsdchlich um eine
pflanzliche Aminoacylase handelt, wie aufgrund der Aminosduresequenz vermutet wurde.
AQIl wurde als Interaktionspartner des Aquaporins AtTIP1;1 aus einer Arabidopsis
thaliana cDNA Bank isoliert (HoCH, 2011). Die Aminoséduresequenzen von AQI1, sowie
dem entsprechenden Tabakprotein NtAQIl, weisen eine starke Homologie zu
Aminoacylase 1 aus Sdugern auf. Wenn man die Sequenzen der pflanzlichen Enzyme mit
der Sequenz der humanen AMINOACYLASE 1 (ACY1) vergleicht, betrdgt die
Aminosédure-Identitit fiir AQII/ACY1 = 45 %, fir NtAQII/ACY1 = 42 % und fiir
AQII/NtAQI1 = 69 % (NCBI, Blast-Programm; ALTSCHUL et al., 1990).

Das ,,Alignment® (siche Abb. 5.1-1) der Aminosduresequenzen aller drei Enzyme macht
deutlich, wie groB die Ahnlichkeit vor allem beziiglich konservierter Dominen und Motive
ist. Die beiden PWW(VWW)-Motive (siche Abb. 5.1-1, griin) kommen in allen drei
Enzymen vor und sind hdchstwahrscheinlich fiir eine Membranassoziation der Proteine
verantwortlich (siche auch 5.2). Fiir das humane Protein ACY1 konnten das aktive
Zentrum (siehe Abb. 5.1-1, rosa), die Zinkbindestelle (sieche Abb. 5.1-1, rot) und eine an
der Substratbindung beteiligte Aminosdure (sieche Abb. 5.1-1, blau) anhand von
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Experimenten mit ACY1-Mutanten identifiziert werden (LINDNER et al., 2003, 2005).
Diese Motive scheinen konserviert zu sein und liegen in den pflanzlichen homologen
Proteinen AQIl und NtAQIl in selber Weise vor. Daher liegt nahe, dass die

entsprechenden Aminosduren der pflanzlichen Proteine auch dieselbe Funktion erfiillen.

ACYl ——mmmmmmmmmmm e MTSKGPEEEHPSVTLFRQYLRIRTVQPKPDYGAAV 35
AQI1  ————————————— MSLLR DDAIVSRFQEYLRINTVQPNPEYYKAV 47
NtAQI1 MSFCGGRRDKHNSYHYSHECHS T EE STIISRFQQYLQINTAQPQPNYYEAA 60

ekkeok k kkokok *

AQI1 DFIISQAKPLSLESQTIEFVKGKPLLLLKWVGSDPTLPAFLLNSHT PFEDSKWTHHP 107
NtAQI1 EFITSQAKSLNLESQTLELVKGKPLILLKWAGKDPSLPSVLLNSHT PSEHHKWAHPP 120

e , ke Kk K*  Kk ok, . * H ek ok Kk ekek o khkkkhkkhkhkkk . skosk %

ACY1 AFFEETARQLGLGCQKVEVAPGYVVTVLTWPGTNPTLSSILLNSITIggPVFKEHWSHDP 95

ACY1 FEAFKDS-EGYIYARGAQBMKCVSIQYLEAVRRLKVEGHRFPRTIHMTFVPDEEVGGHQOG 154
AQI1 LOAHMDH-HGDIYARGSQBMKCVGMQYLEAIRKLOASGFKPLRSVYLSFVPDEBIGGHDG 166
NtAQI1 FSAHLDPASGNIYARGSQOBMKCVGLQYLEAIRKLKASGFQPTRTVYLSFVPDEEIGGDDG 180

* * * kkkkkekkkkkhkk eskkkkkekeoeke * koo e o0 khkkhkkokk  o%

ACY1 MELFVQRPEFHALRAGFALDEGIANPTDAFTVFYSERSPWWVRVTSTGRPGHASRFMEDT 214
AQI1 AEKFAESQLFKSLNIAIVLDEGLPSPTESYRVFYGERSPWWLVIKAKGPPGHGAKLYDNS 226
NtAQI1 AGKFVDSDVFVKMNVGIVLDEGLPSPTENYRAFYGERSPWWLVVKAVGAPGHGAKLYDNT 240

* e * . e kkkk e kkhkeo o kkhk Khkhkhkhkhkhke o o k khkhkk oo oo

ACY1 AAEKLHKVVNSILAFREKEWQRLOSNPHLKEGSVTSVNLTKLEG=-==--- GVAYNVIPAT 268
AQI1 AMENLLKSIESIRRFRASQFDLLKAG-GIAEGDVVSVNMAFLKAGTPSPTGFVMNLQPSE 285
NtAQI1 ATENLLKSIETIRRFRAAQFDLVKAG-LKAEGEVISVNMVFLKAGTPSPSGFVMNLQPSE 299

* kek Kk gask k¥ g3 ss3: Kk Kk kkkg, kg, k.. k3 K3

ACY1 MSASFDFRVAPDVDFKAFEEQLQSWCQAAGEGVTLEFAQK—————— WMHPQVTPTDDSNP 322

AQI1 AEAGFDIRVPPSVDAEALERRLVEEWAPAARNMSFEFKQKLT-———-— GKQFLTAADDSNP 340

NtAQI1 AQAGFDIVPPTADQASLEKRIAEEWAPASRNMTFEFKQKVSVNDKFGRPAITAVDSSNV 359
Lk kkgkk Kk gak s * tiikk kK : ck LKk kK

ACY1 WWAAFSRVCKDMN-LTLEPEIMPAATDNRYIRAVGVPALGFSPMNRTPVLLEDHDERLHE 381
AQI1 WWGLLENAVKEAGGRTSKPEIFPASTDARYFRKAGVPAFGFSPISNTPSLLEDHNEYLGK 400
NtAQI1 WWALLEESIVKANAGVGKPEIFPASTGARYFRERGLPAIGFSPMANTPILLEDHNEFLNK 419

**k, e sekkkokk ok *k ok kekkoekkkhkeo %k khkhkkkkoek Kk o

ACY1 AVFLRGVDIYTRLLPALASVPALPSDS—==—=-— 408
AQI1 AEYLKGIEVYVSIIKAYASYESKSGS---RDEL 430
NtAQI1 DEYLKGIDVYESIIKTYASYIEHPRDEASREEL 452

HEJHRHHE R HE A

Abb. 5.1-1: Vergleich der Aminosiuresequenzen (NCBI) des humanen Proteins ACY1 (NP_000657.1)
mit den pflanzlichen Proteinen AQI1 aus A. thaliana (NP_568036.2) und NtAQI1 aus N. tabacum
(EB448218.1), (,Alignment®, www.uniprot.org, CLUSTAL O). Vbéllige Ubereinstimmung der
Aminosduren (gelb hinterlegt und *), sehr dhnlich (:), dhnlich (.). Konservierte Motive mit bekannter
Funktion sind farbig hinterlegt: PWW-Motive (griin), aktives Zentrum (rosa), Zink-Bindestelle (rot),
Substratbindestelle (blau), ER-Exportsignale (N-terminal) und ER-Lokalisationssignale (C-terminal) (tiirkis),
typische Eigenschaften des N-terminalen ER-Export-Signals: hydrophober Kern (blaugriin); typische
angrenzende Aminosduren (hellgrau); potentielle Schnittstellen (oliv).
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In Tabelle 5.1-1 sind die Aminosdure(positione)n aller bekannten Motive von ACY1 und
die entsprechenden Aminosdure(positione)n der pflanzlichen Proteine AQI1 und NtAQI1

aufgelistet.

Tab. 5.1-1: Auflistung bekannter Motive des humanen Proteins ACY1 mit den zugehérigen
Aminosidurepositionen (LINDNER ef al., 2003, 2005). Aufgrund von Homologie kann den entsprechenden
Bereichen der pflanzlichen Proteine AQI1 und NtAQI1 dieselbe Funktion zugeordnet werden.

ACY1 AQI1 NtAQT1

P, Prol93 P, Prol05 P, Pro2l9
W, Trpl94 W, TrplO06 W, Trp220
W, Trpl95 W, Trpl07 W, Trp221
P, Pro322 P, Pro340 V, Val359
W, Trp323 W, Trp341 W, Trp360
W, Trp324 W, Trp342 W, Trp361
D, Asp82 D, Asp94 D, Aspl07
E, Glul4d7? E, Glul59 E, Glul73
H, His80 H, His92 H, Hisl05
D, Aspll3 D, Aspl25 D, Aspl39
E, Glul4s E, Glulé6o0 E, Glul74
E, Glul75 E, Glul87 E, Glu201
H, His373 H, His392 H, His4l1ll
R, Arg276 R, Arg293 R, Arg308

Der Unterschied der vollstdndigen Aminoséuresequenzen liegt zu einem grof3en Teil in den
ER-Export- und ER-Lokalisationssequenzen (tiirkis) begriindet, die sich am N- und
C-Terminus der pflanzlichen Proteine AQI1 und NtAQIl, jedoch nicht am N- und
C-Terminus des humanen Proteins ACY 1 befinden.

C-terminale ER-Lokalisationssequenzen wie RDEL bzw. REEL sind weit verbreitet und
konnen auf die Grofle von vier Aminosduren mit variabler, jedoch bekannter Reihenfolge
begrenzt werden. Sie sorgen flir die Retention von Proteinen im ER und verhindern den
Wiedereintritt ins Zytoplasma (DENECKE ef al., 1992, VITALE et al., 1993).
ER-Export-Signale am N-Terminus sorgen dafiir, dass Proteine nach oder wihrend ihrer
Synthese aus dem Zytoplasma ins ER exportiert werden. Bei hydrophoben
Signalsequenzen, wie es bei (Nt)AQI1 der Fall ist, findet dieser Transport oft
co-translational, also wéahrend der Proteinbiosynthese am rauen ER statt.

Die exakte Grofle der Export-Signale am N-Terminus von (Nt)AQI1 ist nicht bekannt. N-
terminale Signalsequenzen dieser Art haben {iiblicherweise eine Lénge von 15 - 50
Aminosduren. Die genaue Abfolge der einzelnen Aminosduren ist weniger wichtig als
deren physikalischen Eigenschaften. Ein hydrophober Kern wird N-terminal von positiv

geladenen Aminoséduren und C-terminal von polaren Aminoséuren flankiert.
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Der C-terminale Bereich enthélt oft helixbrechende Aminosduren wie Prolin und Glycin.
Meistens wird die N-terminale Signalsequenz vom Protein abgespalten bevor es an seinen
endgiiltigen Standort gelangt. Die Schnittstelle wird durch kleine, ungeladene
Aminosidurereste in der C-terminalen polaren Region der Signalsequenz definiert (BLOBEL
& DOBBERSTEIN, 1975; MARTOGLIO & DOBBERSTEIN, 1998).

Aufgrund dieser bekannten Eigenschaften, konnten bei AQI1 die Aminosduren 2 - 20 und
bei NtAQI1 die Aminoséduren 2 - 35 ein solches Export-Signal darstellen (siche Abb. 5.1-1,
tiirkis). Beide Bereiche enthalten einen hydrophoben Kern aus Valin und Leucin und die
entsprechenden positiv geladenen (R/Arginin bzw. H/Histidin) und polaren (S/Serin bzw.
T/Threonin) Aminosduren (hellgrau), welche den Kern (blaugriin) flankieren. Die
Aminosduren G/Glycin und A/Alanin konnten die Schnittstellen bzw. helixbrechende
Aminosduren darstellen (oliv). Aufgrund dieser variablen Signalsequenz ist der
N-terminale Bereich der Proteine am wenigsten konserviert.

Geht man davon aus, dass diese N-terminalen Signalsequenzen auch bei (Nt)AQI1
abgespalten werden, entspricht die molekulare Masse der pflanzlichen Proteine in etwa der
Molekularmasse der humanen ACY1 (45 kDa) (Cook et al., 1993). Mittels
Immunodetektion konnte NtAQIl mehrfach mit einer Grofle von ca. 45 kDa detektiert
werden (siche Abb. 4.3-17, 4.3-18, 4.4-3, 4.4-6, 4.4-9, 4.4-11).

Sucht man nach weiteren ACY1 bzw. AQI1-dhnlichen Sequenzen bei Tieren und Pflanzen
stellt man fest, dass jede Art Aminoacylase 1-homologe Gene besitzt. Aminoacylasen sind
hoch konservierte Proteine, die in allen Organismengruppen vertreten sind (SAKANYAN ef
al., 1993; ISHIKAWA et al., 2001; STORY et al, 2001). Durch phylogenetische
Gegentiberstellung verschiedener beispielhafter Aminosdure-Sequenzen, kann man den
hohen Verwandtschaftsgrad zwischen pflanzlichen und tierischen Acyl-(homologen)
Proteinen konkretisieren (siche Abb. 5.1-2).

Die Verwandtschaftsbeziechung und Sequenzhomologie der pflanzlichen und tierischen
Proteine reichen jedoch nicht aus, um AQI1 eindeutig als Aminoacylase zu identifizieren.
Obwohl die Stirke der Homologie und die gemeinsamen konservierten Motive von ACY 1
und (Nt)AQI1 dafiir sprechen, waren noch weitere Nachweise ndtig um (Nt)AQII auch
funktionell den Aminoacylasen zuordnen zu konnen. Bisher war noch keines der
Aminoacylase-homologen Proteine aus Pflanzen beziiglich seiner Funktion als

Aminoacylase identifiziert worden.
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Drosophila melanogaster

Homo sapiens | ACY1
0,68
Sus scrofa
|— Mus musculus
— Arabidopsis thaliana

Nicotiana tabacum
1

Nicotiana benthamiana

Solanum tuberosum
0,91

Solanum lycopersicum

Zea mays
%5
Oryza sativa

0.2

Abb. 5.1-2: Phylogenetische Gegeniiberstellung verschiedener Acyl-(homologer) Proteine aus Tieren
und Pflanzen (erstellt mit www.phylogeny.fr; DEREEPER & GUIGNON, 2008). Die Grundlage dieses
Stammbaums bildet ein ,,Alignment* (MUSCLE Algorithmus) der Aminosdure-Sequenzen (NCBI: Homo
sapiens NP_000657.1, Mus musculus NP_079647.1, Sus scrofa NP_999061.1, Drosophila melanogaster
NP_650004.1, Arabidopsis thaliana NP_568036.2, Nicotiana tabacum EB448218.1, Nicotiana benthamiana
BAQ98754, Solanum lycopersicum XP_004231104.1, Solanum tuberosum XP_006064339.1, Oryza sativa
EECS83866.1, Zea mays NP _001148589.1) von Acyl bzw. Acyl-homologen Proteinen verschiedener
Spezies. Die phylogenetische Analyse erfolgte mit dem ,Maximum-Likelihood“ Verfahren (WAG-
Methode). Die ,bootstrap“-Analyse wurde mit 500 Wiederholungen durchgefiihrt. Die Lénge des
Distanzbalkens mit dem Wert 0,2 entspricht 20 % Aminosdureaustausch pro Position im Sequenz-
»Alignment”. Die Werte an den Knotenpunkten geben an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit der Abgrenzung
eines Clusters ist (1 = 100 %).

Eine typische Eigenschaft der bisher beschriebenen Aminoacylasen aus Séugern ist die von
ihnen katalysierte chemische Reaktion: Die Hydrolyse von N-terminal ac(et)ylierten
L-Aminosduren zu einer freien L-Aminosdure und einer Ac(et)ylgruppe (ENDO, 1980;
PITTELKOW et al., 1998; PERRIER et al., 2005).

Diese Funktion der Deacetylierung von Aminosduren konnte in der vorliegenden Arbeit
mittels eines spezifischen Aminoacylase-Aktivititstests (,,Ninhydrin-Assay*) auch fiir
AQII und NtAQI1 nachgewiesen werden. Sowohl in vitro nach rekombinanter Expression

in E. coli (sieche 4.3.1.1), als auch in planta (sieche 4.3.1.2) erfiillte (Nt)AQI1 diese fiir
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Aminoacylasen typische Aufgabe. Die Beteiligung anderer Proteasen bei der Hydrolyse
der N-acetylierten Aminosduren im Aminoacylase-Aktivitdtstest konnte mittels
verschiedener Kontrollversuche ausgeschlossen werden.

Das heif}t, es besteht nicht nur eine Sequenzhomologie zwischen den pflanzlichen
Proteinen (Nt)AQI1 und Acyl aus Sdugern, sondern auch eine Homologie beziiglich der
Enzymaktivitit.

Zudem ist die Enzymaktivitdt der Aminoacylase 1 aus Sédugern nachweislich abhingig von
der Bindung eines Zink-II-lons (GILLES et al., 1984; HEESE et al., 1990; WU & Tsou,
1993). Diese Abhingigkeit wurde in dieser Arbeit auch fiir NtAQI1 gefunden. Durch
Entfernung von Zn®" verlor das Enzym nahezu vollstindig seine Fahigkeit zur
Deacetylierung von N-acetyliertem L-Methionin. Im Gegenzug konnte die Acylaseaktivitét
durch erneute Zinkgabe, zumindest zu einem Teil, wieder zuriick erlangt werden (sieche
4.3.1.4).

Bei Analysen der Protein-Protein-Interaktion mit den pflanzlichen Aquaporinen TIP1;1
und PIP2;2 aus Arabidopsis und Tabak wurde eine weitere Gemeinsamkeit der humanen
ACY1 und der pflanzlichen homologen Proteine AQIl1 und NtAQI1 festgestellt. Im
Hefesystem konnte die Interaktion mit NtTIP1;1 sowohl fiir (Nt)AQI1, als auch fiir die
humane ACY1 bewiesen werden (siche 4.1). Auch die physiologische Funktion der
Inhibition von Zelltod, welcher durch die Uberexpression von Aquaporin-GFP-Fusionen
(NtTIP1;1-GFP) ausgelost wurde, konnte sowohl von den pflanzlichen Proteinen
(Nt)AQI1, als auch von der humanen ACY1 gleichermalen erfiillt werden (siehe 4.2.1.1).
Diese Inhibition ist auf die zelluldre Interaktion von (Nt)AQI1 und ACY1 mit dem
Aquaporin NtTIP1;1 zuriickzufiihren.

Die Gemeinsamkeiten der pflanzlichen Proteine (Nt)AQIl und der humanen ACY1
bestdtigen die Hypothese, dass es sich bei den Proteinen AQI1 und NtAQI1 um pflanzliche
Aminoacylasen handelt. Auch funktionell konnte eine Homologie der Proteine bestétigt

werden.

Somit gelten AQI1 und NtAQI1 als die ersten in Pflanzen identifizierten Aminoacylasen.
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5.2 Subzelluliire Lokalisation von AQI1

Die subzelluldre Lokalisation der bisher beschriebenen Aminoacylasen aus Sdugern wird
in der Literatur kontrovers diskutiert. Einige Forschungsarbeiten vertreten die Hypothese,
dass es sich bei Aminoacylasen vorwiegend um zytosolische Enzyme handelt
(SCHMIEDEBERG, 1881; COOK et al., 1993; GIARDINA et al., 1999). Die erste Aminoacylase
wurde in den wissrigen Gewebsausziigen der Schweineniere identifiziert (SCHMIEDEBERG,
1881). Jedoch wird auch iiber eine Membranassoziation der tierischen Aminoacylase 1
diskutiert. HEESE et al. zeigten, dass in situ ein erheblicher Teil der ACY 1-Enzymaktivitat
der Nierenrinde an der Membran zu finden ist. Auch eine ausgeprigte Tendenz zur
Assoziation mit Membranvesikeln konnte nachgewiesen werden (HEESE et al., 1988; PALM
& ROHM, 1995; GIARDINA et al., 1997).

In dieser Arbeit konnte das Vorkommen der pflanzlichen Proteine (Nt)AQI1, sowohl in
16slichen Proteinextrakten, als auch in Membranprotein-Extrakten von Tabak und
Arabidopsis nachgewiesen werden. Jedoch wurde die Proteinakkumulation von NtAQII in
der Membranproteinfraktion deutlich stirker detektiert, als in der 16slichen Proteinfraktion
(siche 4.3.3.2), was eindeutig fiir eine Membranassoziation des pflanzlichen NtAQI1
spricht.

In der Membranproteinfraktion wurde NtAQI1 hauptsdchlich als Monomer (45 kDa)
gefunden, wohingegen in der I6slichen Proteinfraktion eher grofere Proteinbanden
vorlagen, die verschiedene multimere Formen von NtAQI1 darstellen konnten.
Moglicherweise verliert das in der Membranproteinfraktion vorliegende NtAQI1 durch
seine Assoziation an die Membran und die Interaktion mit den membranintegralen
Aquaporinen die Féhigkeit zur Bildung von Multimeren, da es andersweitig gebunden ist.
Die l16sliche Form von NtAQI1 besitzt jedoch die Fahigkeit zu komplexieren und
Multimere zu bilden. Das Vorkommen von tierischen Aminoacylasen als Homodimere und
Homotetramere ist bekannt (CHO et al., 1987; YANG et al., 1994; PALM & ROHM, 1995).
Auch die Ergebnisse einer FPLC-Analyse mit Proteinextrakten aus Tabak weisen darauf
hin, dass NtAQII in l6slichen Proteinextrakten als Homotetramer vorliegt (siche 4.3.1.5).
Bei genauerem Betrachten der Aminosduresequenzen von AQI1 und NtAQI1 stellt man
fest, dass beide Sequenzen iiber zwei hoch konservierte PWW(VWW)-Motive verfiigen
(siche Abb. 5.1-1). Diese charakteristischen Motive sind in allen bisher identifizierten
Proteinen vom Acyl Typ enthalten. PWW-dhnliche Motive sind normalerweise typisch fiir
integrale Membranproteine. Sie sind in fast allen bisher kristallisierten Membranproteinen

zu finden. Die Motive liegen am Ende von Transmembranhelices und tauchen dabei mit
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den Ringebenen der Aromaten senkrecht in den unpolaren Anteil der Membran ein. Der
Sinn dieser Motive wird somit in einer transversalen Verankerung integraler
Membranproteine in der Membran gesehen (COWAN & ROSENBUSCH, 1994; PALM &
ROHM, 1995; MARSH, 1996). ROHM et al. stellten die Hypothese auf, dass auch eine
periphere Membranverankerung durch PWW-Motive zu Stande kommen kann. Die stark
polaren Reste die den Motiven iiblicherweise vorangehen, konnten darauf hindeuten, dass
diese Sequenzen Oberflichenschleifen bilden, die eine Membranassoziation vermitteln
(JAKOB et al., 1992; PALM & ROHM, 1995). Bei der humanen ACY1 befinden sich die
PWW-Motive in zwei Trypsin-resistenten Bereichen, der N-terminalen Hilfte
(Aminosdure 6 - 196) und dem C-terminalen Viertel (Aminosdure 307 - 406) des
Molekiils. Es wird vermutet, dass diese beiden Bereiche zwei unabhdngig voneinander
gefaltete Doménen bilden (siehe Abb. 5.2-1). Die polaren Reste, die den PWW-Motiven
bei ACY1 vorausgehen, konnten auf eine periphere Membranverankerung {iber

Oberflachenschleifen hindeuten (PALM & ROHM, 1995).

N
|
4 C )
307406
1.1 kDa
P - )
[ |
6~186 | |
21.8 kDa : :
[ 97-306 ) SH
; 108 kDa 1
SHY SHo | s ||
' 1
;/ (_.-_-_-_§;.._” k_)
=y D=
PWW PWW

Abb. 5.2-1: Faltungsmodell eines ACY1-Monomers (PALM & ROHM, 1995). Die beiden PWW-Motive
befinden sich in Oberflichenschleifen, wodurch eine periphere Membranverankerung vermittelt wird.

Genau wie die tierischen Aminoacylasen sind auch die pflanzlichen Proteine AQI1 und
NtAQI1 keine integralen Membranproteine. Sie haben keine Transmembrandoménen oder
Membrananker. Eine Membranassoziation in Form einer durch PWW-Motive vermittelten
peripheren Membranverankerung wire jedoch auch fiir die pflanzlichen Proteine NtAQI1

und AQI1 gut vorstellbar.
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AufBlerdem wire eine Membranassoziation von (Nt)AQIIl aufgrund der Protein-Protein-
Interaktion mit Aquaporinen (siehe 4.1) von Vorteil, da es sich bei Aquaporinen um
integrale Membranproteine handelt. Eine periphere Membranverankerung von (Nt)AQI1
konnte die Interaktion mit den Aquaporinen begiinstigen.

Ein weiterer Befund, der die subzelluldre Lokalisation der pflanzlichen Proteine AQI1 und
NtAQI1 charakterisiert, ist das Vorhandensein der ER-Export- und ER-
Lokalisationssignale am C- und N-Terminus der Proteine (siche Abb. 5.1-1).
Signalsequenzen dieser Art sind bei Proteinen zu finden, deren Bestimmungsort sich
aullerhalb der Zelle, in Biomembranen oder in Kompartimenten befindet (LEVITAN ef al.,
2005). Durch das Vorhandensein dieser ER-Signale kann ausgeschlossen werden, dass es
sich bei (Nt)AQI1 um ein zytoplasmatisches Protein handelt.

Das am N-Terminus der Aminosduresequenz von (Nt)AQII vorliegende Exportsignal ist
fiir den Export von Proteinen aus dem Zytoplasma ins ER verantwortlich. Uber Vesikel-
Transport gelangen solche Proteine dann entweder direkt oder via Golgi-Apparat an ihren
Bestimmungort (BLOBEL & DOBBERSTEIN, 1975; MARTOGLIO & DOBBERSTEIN, 1998).

Am C-Terminus von (Nt)AQI1 befinden sich die typischen ER-Lokalisationssignale
RDEL bzw. REEL. Aufgrund solcher Signalsequenzen wird der Wiedereintritt von
Proteinen ins Zytoplasma verhindert. Diese C-terminalen Signale kennzeichnen
hauptséchlich ER-Proteine, deren Bestimmungsort auch das ER darstellt. Diese Proteine
verlassen das ER also nie. Es ist jedoch auch mdglich, dass Proteine anhand dieser
Signalsequenzen fiir den Transport zur Vakuole markiert werden. Als Beispiel sei der
Vakuolen-Transport des Enzyms Sulthydryl-Endopeptidase genannt, welcher {iber
sogenannte KDEL-Vesikel (KV) erfolgt (OKAMOTO et al., 2003). Zudem ist es moglich,
dass diese Sequenzen bei sekretorischen Proteinen durch Proteolyse abgespalten werden,
um bei Bedarf das Zuriickhalten der Proteine zu verhindern (DENECKE et al., 1992, VITALE
etal., 1993).

Es ist vorstellbar, dass (Nt)AQIl aufgrund der ER-Lokalisationssequenzen auf
extrazelluldrer Seite an die Plasmamembran, oder in die Vakuole bzw. an den Tonoplasten
gelangt.

Bei einer Analyse des Vakuolenproteoms von A. thaliana konnte AQII in der Vakuole
gefunden werden (CARTER et al., 2004). Aullerdem interagieren sowohl AQI1, als auch
NtAQI1 mit den Aquaporinen PIP2;2 und TIPI;1 (siehe 4.1), die sich in der
Plasmamembran und im Tonoplasten pflanzlicher Zellen befinden. Dies passt sehr gut zu
der Annahme, dass sich auch der Bestimmungsort von (Nt)AQIl an diesen Membranen

befindet.
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Der Transportweg der integralen Aquaporine in die Membran und an ihren
Bestimmungsort ist bisher nicht bekannt. Folgendes Modell (siche Abb. 5.2-2) beziiglich
des Transports und der Lokalisation von (Nt)AQI1 und ihrer zelluldren Interaktionspartner

PIP2;2 und TIP1;1 wire denkbar:

Golgi-Apparat Cytoplasma

N G —_—
Zellwand = | . TIP1;1 —

Membran |__J
ER
Vakuole
Nukleus
AQl1
Chloroplast "ER mit
Ribosomen

3\
) 1" Mitochondrium \\

Abb. 5.2-2: Hypothetisches Modell des Transportwegs und der Lokalisation von AQI1 und der
interagierenden Aquaporine PIP2;2 und TIP1;1 (modifiziert, www.testedich.de, pic_1321649589_2).
Die Bildung von AQI1 (rot) verlduft aufgrund des relativ hydrophoben ER-Exportsignals am N-Terminus co-
translational am rauen ER. Im ER findet dann die korrekte Faltung von AQI1 statt. AuBerdem kommt es
moglicherweise schon im ER zur Assemblierung von AQIl und den Aquaporinen (griin) PIP2;2 bzw.
TIP1;1. Auch eine Einlagerung der integralen Aquaporine in vom ER produzierte Membranstiicke findet
statt. Die ER-Lokalisationssequenzen am C-Terminus von AQI1 verhindern den Wiedereintritt von AQII ins
Cytoplasma und sorgen fiir den Transport zu einem Bestimmungort aulerhalb der Zelle, z. B. im Apoplasten
oder in der Vakuole. Der Komplex aus AQI1, PIP2;2 bzw. TIP1;1 und einem Stiick der ER-Membran wird
mittels Vesikeltransport an den jeweiligen Bestimmungsort dirigiert. Bei PIP2;2 zur Plasmamembran, bei
TIP1;1 zum Tonoplasten. Dies geschicht entweder auf direktem Weg, oder {iber den Golgi Apparat. Am
Bestimmungsort angelangt kommt es zur Verschmelzung der Lipiddoppelschicht mit dem Komplex aus neu
generierter Membran, integralem Aquaporin und AQIl. AQI1 befindet sich hierbei auf der nicht-
zytoplasmatischen Seite der entsprechenden Membranen, also im Apoplasten oder in der Vakuole. Durch
Interaktion mit den Aquaporinen und durch periphere Membranverankerung iiber die beiden PWW-Motive,
findet die Membranassoziation von AQII1 statt. Bei Bedarf kann sich (Nt)AQI1 von den Aquaporinen bzw.
der Membran 16sen und in der Vakuole bzw. im Apoplasten in die 16sliche Form iibergehen, oder es erfolgt
der Abbau von AQIL.

Ausgehend von dieser Hypothese wire die messbare Aminoacylase-Aktivitit sowie die

Detektion der spezifischen Proteinbanden in der 16slichen Proteinfraktion auf geldstes

(Nt)AQII in der Vakuole bzw. im Apoplasten zuriickzufiihren.
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Die ER-Export- und Lokalisationssequenzen wie sie bei (Nt)AQIl gefunden wurden,
machen einen bedeutenden Unterschied zwischen den pflanzlichen Aminoacylase-
homologen Proteinen und den tierischen Aminoacylasen aus. Tierische Aminoacylasen
verfiigen nicht {liber solche Signalsequenzen. Die Homologie zwischen (Nt)AQII und der
Aminoacylase 1 aus Sdugern beginnt erst nach der N-terminalen ER-Export-Sequenz.

AuBerdem fillt beim Vergleich verschiedener Acyl-homologer Proteine aus Pflanzen und
Tieren auf, dass alle pflanzlichen Proteine eine ER-Lokalisationssequenz der Form
REEL/RDEL/RAEL besitzen. Keines der tierischen Proteine verfiligt {iber ein solches
Signal am C-Terminus (siche Abb. 5.2-3). Tiere besitzen also im Gegensatz zu Pflanzen

keine ER-lokalisierte Acyl, sondern nur eine zytoplasmatische Form des Proteins.

H. sapiens (ACY1) . .HDERLHEAVFLRGVDIYTRLLPALASVPALPSDS———=—=—-— 408
M. musculus (Acyl) . .HNERLHEDIFLRGVDIYTGLLSALASVPTLPGES———=—---— 408
S. scrofa (Acyl) . .HDERLHEAVFLRGVDIYTQLLSALASVPALPSES————=-— 407
D. melanogaster . .HDEFIQADIYLRGVQIFQKIISNIANV—-=————————— —— 401
A. thaliana (AQIl) . .HNEYLGKAEYLKGIEVYVSIIKAYASYESKS---GSRDEL 430
N. tabacum (NtAQI1l) .HNEFLNKDEYLKGIDVYESIIKTYASYIEHPRDEASREEL 452
N. benthamiana . .HNEFLNKDEYLKGIDVYGSIIKTYASYIEHPRDEAPREEL 452
S. lycopersicum . .HNEFLNKDEYLKGIDVYESIIKTYASYIQYQRDDASREEL 448
S. tuberosum . .HNEFLNKDEYLKGIDVYESITIKTYASYIQYQRDDASREEL 452
0. sativa . .HNEFLSKDEYLKGIGIYESITIRTLATLKDSNVDYESRAEL 457
Z. mays .HNEFLSKDEYLKGIGIYESITRALATHEDGGKDDESRAEL 457

*e* 2 HEJH R B HH *,

Abb. 5.2-3: Vergleich der Aminosiuresequenz des C-Terminus einiger Acyl-(homologer) Proteine aus
Tieren und Pflanzen. (,,Alignment®, www.uniprot.org, CLUSTAL O; Sequenzen NCBI: Homo sapiens
NP_000657.1, Mus musculus NP_079647.1, Sus scrofa NP_999061.1, Drosophila melanogaster
NP_650004.1, Arabidopsis thaliana NP_568036.2, Nicotiana tabacum EB448218.1, Nicotiana benthamiana
BAQ98754, Solanum lycopersicum XP_004231104.1, Solanum tuberosum XP_006064339.1, Oryza sativa
EECS83866.1, Zea mays NP_001148589.1). Alle pflanzlichen Proteine weisen eine ER-Lokalisationssequenz
(RDEL/REEL/RAEL) am C-terminalen Ende auf. Tierische Proteine verfiigen nicht iiber eine solche
Sequenz. Vollige Ubereinstimmung der Aminosiuren (*), sehr dhnlich (:), dhnlich (.).

Bei A. thaliana sind neben AQII (At4g38220) noch zwei weitere Acyl-homologe Gene
bekannt (Atlg44180 und At1g44820). Die Aminosduresequenzen dieser zusétzlichen Gene
weisen, genau wie die tierischen Acyl-Sequenzen, keine ER-Lokalisationssignale am
C-Terminus auf. Es handelt sich hier also hdchstwahrscheinlich um zytoplasmatische
Acyl-homologe Proteine. Trotz des Fehlens der ER-Signalsequenzen ist die Homologie
der Aminosduresequenzen zwischen diesen Proteinen und Acyl aus Sdugern geringer, als
die Homologie zwischen AQI1 und Acyl. Die Homologie der beiden Proteine zueinander

ist jedoch mit 85 % Aminosdure-Identitdt sehr hoch.
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Das Vorkommen zusidtzlicher Acyl-homologer Proteine bei Arabidopsis machte sich
wiahrend dieser Arbeit auch bei Experimenten mit AQI1-, knock-out“ Mutanten (agil-1)
bemerkbar. Im standardisierten Aminoacylase-Aktivititstest zum Nachweis der
Enzymaktivitit von AQI1 wurde bei diesen Pflanzen aufgrund der fehlenden Expression
von AQII keine Aminoacylase-Aktivitdt gemessen. Setzte man jedoch etwa die dreifache
Menge an Proteinextrakt in den ,,Assay* ein, war auch hier eine schwache Aminoacylase-
Aktivitdt messbar. Allerdings konnte im Unterschied zur Substratspezifitidt von AQI1 auch
eine schwache Umsetzung der Substrate N-Acetylglycin und N-Acetyl-L-Asparaginsdure
gemessen werden. Dies weist darauf hin, dass die gemessene Aminoacylase-Aktivitit von
einem anderen Enzym mit einer anderen Substratspezifitit stammen muss.

Es stellt sich natiirlich die Frage, warum bei Pflanzen eine ER-lokalisierte Form von
Acy1-Proteinen notwendig ist, wahrend bei Tieren anscheinend kein Bedarf dafiir besteht.
Dies konnte auf das Vorkommen von Vakuolen in Pflanzenzellen zuriickzufiihren sein.
Aufgrund der ER-Signalsequenzen, der Interaktion mit den im Tonoplasten lokalisierten
Aquaporinen (TIP1;1) und den Studien des Vakuolenproteoms von 4. thaliana (CARTER et
al., 2004) spricht alles fiir eine Lokalisation von AQII in der Vakuole. Die Vakuole ist fiir
Pflanzenzellen ein besonders wichtiges Kompartiment. Thre Hauptaufgabe ist die
osmotische Wasseraufnahme bei Wachstumsvorgingen und zur Erhaltung des Zellturgors.
Zudem dienen Vakuolen als Stoffspeicher von Proteinen, Aminosduren, organischen
Verbindungen und Ionen. Uber diese Speicherfunktion schiitzen sie die Zelle vor Stoffen
die giftig wirken oder den Stoffwechsel storen konnten (HOFFMANN-THOMA, 2001). Wenn
man davon ausgeht, dass die Funktion des pflanzlichen (Nt)AQI1 zu einem grofen Teil in
der Regulation von Aquaporinen besteht (sieche 5.4) verwundert es nicht, dass
Pflanzenzellen auch einen Regulator fiir die im Tonoplasten befindlichen Aquaporine
(z. B. TIP1;1) benétigen. Der enorme Wassertransport durch den Tonoplasten, aber
moglicherweise auch der Abtransport von schiddlichen Mengen H,O, aus der Zelle sowie
der Riickhalt in der Vakuole, konnten das Vorkommen von vakuoldarem AQI1 erkléren.

Bei Sdugern spielt die Regulation der Kanalfunktion von Aquaporinen vermutlich keine
derart groBe Rolle. Sie miissen keinen Turgor aufrechterhalten und auch beziiglich der
Signaliibertragung ist der Molekiiltransport {iber Aquaporine nicht von solch groBer
Bedeutung, wie es bei Pflanzen angenommen wird. Daher ist bei Siugern eine

zytoplasmatische Aminoacylase 1 ausreichend.
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5.3 Altersabhingige Akkumulation von AQI1

Ein duBerst interessanter Befund ist die altersabhingige Akkumulation von (Nt)AQII.
Obwohl (N#)AQII laut RT-PCR-Analysen in Pflanzengeweben jeden Alters konstitutiv
exprimiert wird (sieche Abb. 4.3-13), konnte beziiglich der Aminoacylase-Aktivitit der
Enzyme ein deutlicher Altersgradient gemessen werden (sieche 4.3.1.7). Es konnte gezeigt
werden, dass die Aminoacylase-Aktivitit von NtAQIl in den jiingsten Blittern von
Tabakpflanzen am stérksten ist und mit dem é&lter werden der Blitter stark nachlésst. Die
Aktivitit von NtAQI1 korreliert also mit der Vitalitdit der Blitter. Auch fiir das
Arabidopsis-Protein  AQI1 konnte eine vergleichbare Beobachtung beziiglich der
Enzymaktivitit gemacht werden. Da Arabidopsis eine Rosettenpflanze ist, war es nicht
ohne weiteres moglich die Blétter einem Altersgradienten zuzuordnen. Jedoch konnte auch
hier die hochste Aminoacylase-Aktivitit in den jungen Blittern des Bliitenstandes/Sprosses
gemessen werden. Die dlteren Rosettenbldtter zeigten kaum messbare Aminoacylase-
Aktivitdt. In frithen Pflanzenstadien, noch vor Ausbildung des Sprosses bzw.
Bliitenstandes, war auch in den Rosettenblittern Aminoacylase-Aktivitdt messbar. Diese
ging jedoch verloren, sobald es zur Ausbildung des Bliitenstandes kam (siche Abb 4.3-11).
Genau zu diesem Zeitpunkt steigt auch die H,O,-Konzentration in den Rosettenbléttern an
(MIAO et al., 2004; ZIMMERMANN & ZENTGRAF, 2005; ZIMMERMANN et al., 2006). Dies
kann als Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen AQI1 und H,O, betrachtet werden.
Da sich der altersabhéngige Aktivitdtsgradient nicht in der Transkriptakkumulation von
NtAQI1 widerspiegelte und somit eine Regulation auf Transkriptebene ausgeschlossen
werden konnte, stellte sich natiirlich die Frage, wie (Nt)AQI1 dann beziiglich seiner
Enzymaktivitit reguliert wird. Die Regulation auf Proteinebene wurde mittels
Immunodetektion analysiert. Auch die Moglichkeit einer post-translationalen Modifikation
von NtAQI1 durch Glykosylierung oder Ubiquitinierung wurde iiberpriift. Es stellte sich
heraus, dass NtAQI1 (45 kDa) in jungen Bléttern akkumuliert und die Menge an NtAQII
mit zunehmendem Blattalter deutlich abnimmt. Dies konnte auf eine Degradation des
Proteins in &lteren Bléttern zuriickgefiihrt werden. Die Proteinbanden des vollstdndigen
Proteins (45 kDa) wurden immer schwicher, wohingegen Abbauprodukte in Form
kleinerer Proteinbanden zwischen 20 und 45 kDa mit zunehmender Stirke detektiert
wurden, je dlter die beprobten Blitter waren (siche Abb. 4.3-17). Es konnte also auch
beziiglich der Proteinakkumulation von NtAQII ein altersabhdngiger Gradient gefunden
werden. Dieser korreliert mit der Enzymaktivitdt und der Vitalitdt der Blétter und kommt

durch Proteinabbau in dlteren Blattern zustande.
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Der pflanzliche Lebenszyklus ist von der Samenkeimung bis zur Seneszenz von
kontinuierlichem Proteinabbau geprdgt (VIERSTRA; 1993). Dieser essentielle Vorgang
ermOglicht der Pflanze den Bedarf an Proteinen in bestimmten Entwicklungsprozessen
oder an verschiedenste Umweltbedingungen anzupassen. Es gibt bei Pflanzen mindestens
zwei hochkonservierte, proteolytische Prozesse des Proteinabbaus. Zum einen den Abbau
durch das Proteasom, zum anderen den Abbau durch Autophagie (REGGIORI & KLIONSKY,
2002; SMALLE & VIERSTRA, 2004). Was ist jedoch der ausschlaggebende Faktor fiir die
Initiation des post-translationalen Abbaus von Proteinen, wie z. B. (Nt)AQII in &lteren
Blattern?

Eine Moglichkeit wie Proteine fiir den Abbau markiert werden, ist das Anhdngen von
Ubiquitin. Ubiquitin (Ub) ist ein 8,5 kDa groBes ubiquitir vorkommendes Protein, das an
andere Proteine bindet um diese zu markieren. Es ist eines der wichtigsten Signalmolekiile,
welches der post-translationalen Modifikation von Proteinen dient. Durch Ubiquitinierung
verdndern sich die Eigenschaften von Proteinen. Je nach Art und Anzahl der Ubiquitin-
Bindungen werden dadurch deren Halbwertszeit, Funktion oder Lokalisation in der Zelle
reguliert (PEARCE et al., 2008). Es wird zwischen Mono-, Oligo-, Multi- und Poly-
Ubiquitinierung unterschieden (MUKHOPADHYAY & RIEZMAN, 2007). Ubiquitin selbst
besitzt 7 funktionelle Lysine (6, 11, 27, 29, 33, 48, 63) iiber die eine Bindung mit anderen
Ubiquitin-Molekiilen bewerkstelligt werden kann (HICKE et al., 2005; DIKIC et al., 2009).
Ubiquitin-Rezeptoren konnen zwischen den spezifischen Lédngen, oder der Art der
Ubiquitinketten unterscheiden (DIKIC et al., 2009).

Bei einer Polyubiquitinierung ist die Funktion abhingig vom Lysin-Rest iiber den die
Bindung zwischen den Ubiquitinen erfolgt. Bei ,Lys-11 und Lys-48-linked*
Polyubiquitinketten werden die so modifizierten Zielproteine hauptséchlich dem Abbau
durch das 26S Proteasom zugefiihrt. Bei ,,Lys-29- und Lys-63-linked Polyubiquitinketten,
aber auch beim Anhédngen von einzelnen Ubiquitin-Molekiilen, wird vermutet, dass die so
markierten Proteine lysosomal bzw. vakuolédr degradiert werden (selektive Autophagie).
AuBerdem erfolgt Autophagie bei oligomeren und aggregierten Proteinen, fiir die die
Kapazitit des Proteasoms nicht ausreicht (KIRKIN et al, 2009). Sowohl der autophagische
Abbau, als auch der Abbau durch das Proteasom, dienen der regulatorischen Proteolyse
von metabolischen, regulierenden und fehlerhaften Proteinen (CALLIS, 1995; THROWER et
al., 2000; HICKE, 2001; WING, 2003).

Mono- und Multi-Ubiquitinierungen beeinflussen auch oft die intrazelluldre Verteilung
von Proteinen und konnen die Interaktion mit anderen Proteinen ermodglichen (POLO et al.,

2002).

156



Bei der Analyse moglicher post-translationaler Modifikationen konnte eine
Ubiquitinierung von NtAQI1 nachgewiesen werden. Bei der Immunodetektion mit einem
Ubiquitin-spezifischen Antikorperserum wurden Proteinbanden der gleichen Grof3e
detektiert, wie sie auch bei der Immunodetektion mit dem spezifischen NtAQII-
Antikorperserum zu sehen waren (sieche Abb. 4.3-19). Die GroBe der Banden von
ca. 53,5 kDa und 62 kDa entspricht der GroBe von einfach und zweifach ubiquitiniertem
NtAQI1 (45 kDa NtAQIl + 8,5 kDa Ubiquitin + 8,5 kDa Ubiquitin). Diese Ubiquitin-
spezifischen Proteinbanden waren hauptsichlich in der Membranproteinfraktion zu finden.
In der 16slichen Proteinfraktion konnten nur in den jlingsten Bléttern Ubiquitin-spezifische
Proteinbanden nachgewiesen werden, welche allerdings bei einer Gréfle von = 250 kDa
detektiert wurden. Was die Annahme bestédrkt, dass es sich hierbei um ubiquitiniertes
NtAQI1 handelt, sind Ergebnisse jlingster Proteomik-Studien mit 4. thaliana Keimlingen.
Hierbei konnten fast 950 Ubiquitinierungs-Ziele gefunden werden, unter denen sich auch
AQII befindet (KiM et al., 2013).

Da Mono- und Multi-Ubiquitinierungen oft die intrazelluldre Lokalisation und Interaktion
von Proteinen mit anderen Proteinen beeinflussen (POLO et al., 2002), konnte man hiermit
das fast ausschlieBliche Auftreten der ein- und zweifach ubiquitinierten Proteinform
(53,5 kDa und 62 kDa) in der Membranprotein-Fraktion erkldren. Auch bei der Interaktion
von NtAQIl mit den membranintegralen Aquaporinen konnte dieser Befund von
Bedeutung sein.

Der altersabhingige Gradient von (Nt)AQI1 kommt, wie gezeigt werden konnte, durch
Proteinabbau in é&lteren Bléittern zustande. Daher wire auch die Funktion der
Ubiquitinierung, NtAQI1 zum autophagischen Abbau zu markieren durchaus denkbar. Da
es sich bei (Nt)AQI1 um ein extrazelluldres Protein handelt ist der autophagische Abbau
wahrscheinlicher, als der Abbau am Proteasom.

Es ist vorstellbar, dass NtAQI1 wenn es sich in der Membranproteinfraktion befindet, mit
den integralen Aquaporinen interagiert oder zumindest membranassoziiert vorliegt. Sobald
es abgebaut werden soll, z. B. wenn Blitter anfangen zu altern, wird es durch
Ubiquitinierung markiert. Bei Anhdngen von 1 - 2 Ubiquitinmolekiilen wird die
Membranassoziation und Interaktion mit den Aquaporinen noch gewdhrleistet. Sobald
mehrere Ubiquitinmolekiile angehidngt werden, ist NtAQII fiir den autophagischen Abbau
markiert. Bei in der Vakuole vorliegendem (Nt)AQI1 kann die Autophagie direkt vor Ort
durch Hydrolasen erfolgen (OsHUMI, 2001; LEVINE & KLIONSKY, 2004). Liegt (Nt)AQI1
im  Apoplasten vor kommt es zum autophagosomalen Transport iiber

membranumschlossene Vesikel. Diese expandieren letztendlich zu einem grofen,
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doppelmembrandsen Autophagosom, welches wiederum in die Vakuole tiberfiihrt wird, wo
Hydrolasen fiir den Abbau des Inhalts sorgen (MARTY, 1999; KiM & KLIONSKY, 2000;
KLIONSKY & EMR, 2000). Bei Pflanzen beginnt der Abbau von Proteinaggregaten auch
schon im Autophagosom (TOYOOKA et al., 2006).

Da die Ubiquitin-spezifischen Proteinbanden der 16slichen Proteinfraktion bei einer Grof3e
von = 250 kDa detektiert wurden, konnte es sich hier um polyubiquitinierte
Proteinaggregate in den Autophagosomen, oder im Proteasom handeln.

Da auch die Autophagie bei Pflanzen einen Prozess darstellt, der durch oxidativen Stress
aktiviert wird (XIONG ef al., 2007 a + b), ldsst sich eine Verbindung zur altersabhidngigen
Akkumulation von (Nt)AQII herstellen. In &lterem Blattgewebe steigt die ROS-
Konzentration an, folglich kommt es zur Verstirkung der Autophagie, welche zum Abbau
von (Nt)AQI1 in dlteren Bléttern fiihrt. Ebenso legt der interessante Befund des
altersabhingigen Gradienten von (Nt)AQI1 die Hypothese einer mafigeblichen Beteiligung
von (Nt)AQI1 an der Blattalterung bzw. Blattseneszenz von Pflanzen nahe. (Nt)AQII
konnte fiir die Jungerhaltung von Blittern bzw. Pflanzengeweben von grofBer Bedeutung
sein. In welcher Form man sich diese Funktion als ,Jungbrunnenprotein® vorstellen

konnte, wird in Kapitel 5.4.1 nédher erlautert

5.4 Physiologische Funktion von AQI1

Ein sehr wichtiger Gesichtspunkt den es in dieser Arbeit zu kldren galt, war die Frage nach
der physiologischen Funktion von AQIl in Pflanzen. Da bisher noch kein pflanzliches
Enzym mit Acyl-Homologie beschrieben wurde, ist noch weitgehend unklar, welche Rolle
diese hoch konservierten Proteine in Pflanzen spielen. Selbst die physiologische Funktion
der tierischen Aminoacylase 1 konnte bis heute nicht vollstindig geklart werden. Die
chemische Reaktion welche von Aminoacylasen katalysiert wird, die Hydrolyse
N-acylierter Aminoséuren, ist bekannt (ENDO, 1980; PITTELKOW et al., 1998; PERRIER et
al., 2005). Welchem Zweck dies dient, und ob Acyl neben der Katalyse dieser chemischen
Reaktion noch weitere Aufgaben erfiillt, bleibt auch bei Tieren noch ein Ritsel. Jedoch
spricht das hoch konservierte und weit verbreitete Vorkommen von Acyl fiir eine
bedeutende Rolle des Enzyms.

Diskutiert wird vor allem die Funktion von Acyl bei der Deacetylierung von N-terminal
blockierten Aminosduren im Aminosdure-Metabolismus (PALM & ROHM, 1995) (siche

auch 1.3).
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Seit 2005 wird die humane ACY1 als Schliisselenzym einer vererbbaren
Stoffwechselstorung (ACY1-Mangel) betrachtet. Hierbei kommt es zu hohen
Konzentrationen von N-acetylierten Aminosduren im Urin verbunden mit pathologischen
Verdnderungen im Gehirn. Die klinischen Anzeichen der Patienten sind jedoch sehr
variabel und reichen von motorischen Entwicklungsstdrungen, iiber Fieberkrdmpfe bis hin
zu leichten geistigen Behinderungen (VAN COSTER et al., 2005; SASS et al., 2000).
AuBerdem wird ACY1 mit onkologischen Fragestellungen in Zusammenhang gebracht.
Neueste Untersuchungen zeigen, dass die humane ACY1 in Neuroblastomzellen
exprimiert wird (LONG ef al., 2011). Bei einigen Karzinomen lassen sich Verdnderungen
im ACYI-Gen nachweisen Es wird angenommen, dass ACY1 als Tumorsuppressor in
verschiedenen Karzinomen wirken soll (COOK et al., 1998; ZHONG et al., 2009). Eine
Beteiligung von Acyl an Zelltodprozessen im tierischen System wire daher durchaus
denkbar.

Die Fakten beziiglich der Funktion der tierischen Acy1 lassen sich jedoch nicht einfach auf
die pflanzlichen homologen Proteine (Nt)AQI1 iibertragen. Schon die Tatsache der ER-
Lokalisation des pflanzlichen (Nt)AQI1 spricht fiir eine gesonderte Bedeutung des Proteins
in Pflanzen.

Im Zuge dieser Promotionsarbeit konnte neben der Katalyse der Deacetylierung von
Aminoséduren eine weitere Funktion des pflanzlichen Acyl-homologen Proteins (Nt)AQI1
gefunden werden. Durch Protein-Protein-Interaktion mit den Aquaporinen (TIP1;1,
PIP2;2) (siehe 4.1) reguliert (Nt)AQI1 die Kanalfunktion dieser Aquaporine. AQI1 nimmt
dabei FEinfluss auf den H,O-, aber vor allem auf den H,O,-Transport durch diese
Aquaporine (siche 4.2.1, 4.2.2, 4.2.3).

H,O; stellt eine wichtige Signalsubstanz bei pflanzlichen Zelltodprozessen dar. Aufgrund
der Funktion als Regulator des H,O,-Transports wird dem pflanzlichen (Nt)AQI1 daher
eine bedeutende Rolle bei der Zelltodregulation in Pflanzen zugesagt (ndhere Erlduterung
folgt in Kapitel 5.4.1).

Vermutlich stellen die Hydrolyse acetylierter Aminosduren und die Regulation der
Kanalaktivitit von Aquaporinen zwei vollig unabhingige Funktionen des pflanzlichen

Enzyms (Nt)AQII dar.
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5.4.1 AQI1 als Regulator der Kanalaktivitit von Aquaporinen

Das pflanzliche Acyl-homologe Protein AQIl wurde als potentieller Regulator der
Kanalaktivitit von pflanzlichen Aquaporinen (TIP1;1, PIP2;2) isoliert. Vorangegangene
Studien lieferten erste Hinweise darauf, dass AQI1 durch diese Regulatorfunktion eine
wichtige Rolle beim pflanzlichen Zelltod spielen konnte. Dem liegt zugrunde, dass die
Aquaporine TIP1;1 und PIP2;2 als H,O,-Kanile identifiziert wurden (HocH, 2011). Eine
Fehlregulation dieser Kanile durch Protein-Protein-Interaktion mit heterolog exprimiertem
BHRF]1 in transgenen Pflanzen fiihrte zur Aufnahme toxischer Mengen H,0O, in die Zelle
und folglich zu Zelltod (sieche 1.3.1). Da BHRFI1 in Pflanzen normalerweise nicht
vorkommt, wurde nach dem zelluldren pflanzlichen Gegenspieler gesucht, der die Aufgabe
der Aquaporin-Regulation erfiillt und somit natiirlicherweise an Zelltodprozessen beteiligt
ist. Hierbei wurde AQI1 als endogener Interaktionspartner der Aquaporine und somit
potentieller Regulator selbiger identifiziert.

Wie bei Experimenten mit Deletionsmutanten gezeigt wurde, binden NtAQI1 und BHRF1
an genau denselben Bereich der Aquaporine: Transmembrandoméne 1 und 2 und das erste

der beiden NPA-Motive (HOCH, 2011; siche Abb. 5.4-1).

Aquaporin-Deletionen Interaktionsstarke (Miller units)
NtAQI1 BHRF1
™1 T™2 3,4 24,4
[ m1 | Tm2 [neol 32,5 35,6

[ ™1 | ™ _ 0,4 1,2
5 |nea] Tme | 0,5 0,5
_ 5 [neal Twe | 0,4 5,8

[ Tms |NPA| T™6 I 0,4 0,4

Abb. 5.4-1: Schematische Darstellung der Aquaporin-Deletionen (PIP2;2) und der Stirke der
gemessenen Interaktion mit NtAQI1 und BHRF1 (verindert nach HOCH, 2011).

Dieser Bereich stellt die Poren-formende Region der Aquaporine dar. Die Beeinflussung
des Stofftransports durch eine Bindung von Interaktionspartnern an diesen Bereich ist
daher duferst wahrscheinlich. Die dhnliche Bindungsweise bestirkt die Annahme, dass es
sich bei (Nt)AQI1 um das endogene pflanzliche ,,Pendant zu BHRF1 handelt. Bei der
Uberexpression von BHRF1 in transgenen Pflanzen konnte es zu einer
Konkurrenzsituation zwischen BHRF1 und dem endogenen NtAQI1 um die Bindungsstelle
an den Aquaporinen kommen. Wenn BHRF1 aufgrund der starken Expression die
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Uberhand gewinnt und das endogene NtAQIl von seiner Bindungsstelle an den
Aquaporinen verdringt, kommt es zur Storung der Regulation dieser H,O,-Kanéle und
folglich zu Zelltod.

Bei ausfiihrlichen Protein-Protein-Interaktionstests mit einem speziell fiir Membran-
proteine entwickelten System, konnte die Interaktion zwischen AQI1 aus Arabidopsis und
NtAQI1 aus Tabak mit den Aquaporinen TIP1;1 und PIP2;2 aus Arabidopsis und Tabak
eindeutig bestitigt werden (siche 4.1).

Fiir (Nt)AQI1 konnte der Interaktionsbereich auf den mittleren Teil des Proteins (AQIL:
ASo7- ASy03; NtAQIL: ASi10- ASyi6) eingegrenzt werden (HOCH, 2011). Innerhalb dieses
Bereichs befinden sich fiir M20-Metallopeptidasen, zu denen auch Aminoacylasen zihlen,
charakteristische Sequenzhomologien (AQI1: ASi;s - ASie; NtAQIL: ASi3; - ASi7),
welche Interaktionsdoménen darstellen konnten. Die Interaktions-Beteiligung des N- und
C-Terminus, sowie der beiden hoch konservierten PWW-Motive und der konservierten
Sequenz LLNSHTCVV (AQIl: ASgs - ASos; NtAQILl: ASio1 - ASip) konnte
ausgeschlossen werden.

Die zelluldre Funktion der Wechselwirkung zwischen (Nt)AQI1 und den pflanzlichen
Aquaporinen wurde anhand verschiedener Experimente analysiert (4.2). Angenommen
wurde die Regulation des H,O,-Transports durch Aquaporine, um das Eindringen von
toxischen Mengen H,O, in die Zelle zu verhindern bzw. unter Kontrolle zu halten.
AuBerhalb der Zelle wird H,O; als Folge von abiotischem und biotischem Stress von
Plasmamembran-lokalisierten ~Enzymen, wie NADPH-Oxidasen, oder Zellwand-
peroxidasen gebildet (SAGI & FLUHR, 2001; TORRES et al., 2002; BOLWELL et al., 2002).
Die Aquaporine TIP1;1 und PIP2;2 kommen in Plasmamembran und Tonoplast vor. Auch
das Vorkommen von (Nt)AQIl wird an bzw. in der Ndhe dieser Membranen vermutet
(siche Abb. 5.2-2). Zum einen konnte (Nt)AQI1 den H,O,-Transport vom Apoplasten in
die Zelle durch die in der Plasmamembran lokalisierten Aquaporine (PIP2;2) regulieren.
Zum anderen wére vorstellbar, dass iiberschiissiges HO, durch im Tonoplasten lokalisierte
Aquaporine (TIP1;1), aus der Zelle in die Vakuole abtransportiert wird, um es dort
unschédlich zu machen. In der Vakuole sind Peroxidasen zur Entgiftung von H,O,
lokalisiert (YAMASAKI et al., 1997). Da H,O, unter anderem fiir seine Zelltod-induzierende
Wirkung bekannt ist, wire (Nt)AQIl somit an der Regulation von Zelltodprozessen
beteiligt. Diese Hypothese konnte anhand transienter Expression der Proteine in Pflanzen
bestdarkt werden. Es konnte gezeigt werden, dass (Nt)AQIl Zelltod inhibieren kann,
welcher durch die Uberexpression des Aquaporins NtTIP1;1-GFP zustande kommt (siche

4.2.1.1). Dieser Zelltod liegt im vermehrten und unkontrollierten H,O,-Einstrom in die
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Zelle durch NtTIP1;1-GFP begriindet. Es ist naheliegend, dass die Inhibition dieses
Zelltods mit der Kontrolle des H,O,-Transports zusammenhingt. Durch gleichzeitige
Expression von (Nt)AQIl und NtTIP1;1-GFP ist die Regulation des
Transportmechanismus offenbar wieder ausreichend gewihrleistet, um fiir eine optimale
H,0,-Menge innerhalb der Zelle zu sorgen und das Uberleben der Zelle zu sichern. Im
Rahmen dieses Experiments konnte auch die Spezifitit der Zelltod-Inhibition durch
(Nt)AQI1 bewiesen werden. Es zeigte sich, dass (Nt)AQI1 nicht in der Lage ist Zelltod,
der aufgrund von Uberexpression anderer zelltodausldsender Proteine (Bax und NIMIN1)
entsteht, zu inhibieren (siehe 4.2.1.1). Dies weist darauf hin, dass die Inhibition des
NtTIP1;1-GFP induzierten Zelltods durch (Nt)AQI1 ein spezifischer Effekt ist, der auf die
Wechselwirkung mit den H,O,-transportierenden Aquaporinen zuriickzufiihren ist.

Anhand der in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse, kristallisierte sich ein Modell
heraus (siche Abb. 5.4-2), durch welches sich die Regulation der Kanalaktivitdt von
Aquaporinen erkldren ldsst. (Nt)AQI1 blockiert durch Wechselwirkung mit den
Aquaporinen die Pore der Aquaporine und macht diese fiir H>O,, und in gewissem Malle

auch fiir H,O, undurchlissig.

Aquaporin

intrazellular

vvvvvvvvvvvvvvv

extrazellular

vvvvvvvvvvvvvvv

vvvvvvvvvvvvvvvv

Abb. 5.4-2: Modell der Regulation der Kanalaktivitit von Aquaporinen durch AQI1. AQI1 verschliefit
die Aquaporine um den Transport von H,O und H,0O, bei Bedarf zu blockieren. Sobald die Blockade nicht
mehr nétig ist wird AQI1 ubiquitiniert. Bei ein- und zweifach ubiquitiniertem AQI1 besteht die Interaktion
mit den Aquaporinen noch. Sobald mehrere Ubiquitinmolekiile gebunden sind wird AQI1 abgebaut. Der
Abbau erfolgt moglicherweise autophagisch. Die Aquaporin-Kanéle sind jetzt gedffnet und durchldssig fiir
H,0 und H,0,.
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(Nt)AQI1 fungiert also als eine Art ,,Stopsel”, der die Aquaporinkanile bei Bedarf
verschlieBen kann, um diese in ihrer Transporteigenschaft zu regulieren. So wird die
Aufnahme von toxischen Konzentrationen H,O; in die Zelle verhindert und dem Absterben
der Zellen entgegengewirkt.

Die Hypothese dieses Modells konnte unter anderem anhand von Experimenten im
Hefesystem bestédrkt werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass NtAQI1 in der Lage ist,
der erhohten Sensitivitdt von NtTIP1;1-liberexprimierenden Hefezellen gegeniiber H,0,,
entgegen zu wirken (siche 4.2.2). Der regulatorische Einfluss der Wechselwirkung
zwischen NtAQI1 und NtTIPI;1 auf die H,O,-Aufnahme durch die Aquaporine galt somit
als bestétigt. Auch die Annahme, dass diesem regulatorischen Einfluss die Blockierung der
Aquaporine durch NtAQI1 zugrunde liegt und (Nt)AQI1 wahrscheinlich als ,,Stopsel auf
den Aquaporinen sitzt, passt sehr gut zu diesem Befund.

Ein weiteres Experiment zeigte, dass auch der Wassertransport durch die Interaktion der
Aquaporine mit (Nt)AQI1 beeinflusst werden kann. Bei heterologer Uberexpression von
TIP1,1 in X. laevis Oozyten kam es durch vermehrte Wasseraufnahme zum deutlich
messbaren Anschwellen der Oozyten, sobald sie in eine hypoosmolare Losung iiberfiihrt
wurden. Wurde jedoch TIP1;1 mit (Nt)AQI1 co-exprimiert, fiel die Schwellung der
Oozyten deutlich geringer aus (siche 4.2.3), was auf eine verminderte Wasseraufnahme
zurlickzufithren ist, welche mit groBer Wahrscheinlichkeit in der Blockade der
Aquaporinpore durch (Nt)AQI1 begriindet liegt.

Auch die Untersuchungen von AQI1-, knock-out“-Mutanten (agil-1) lieferten Hinweise
auf einen Einfluss von AQII auf den H,O-Transport durch Aquaporine. Das Fehlen von
AQII bei aqil-1 @uBerte sich durch ein gesteigertes Hypokotyl Streckungswachstum im
Gegensatz zu Wildtyppflanzen (siehe 4.4.3.4). Da die Hypokotylstreckung durch
Wasseraufnahme erfolgt, weist dieser Befund darauf hin, dass aufgrund der fehlenden
Blockade der Aquaporine die Wasseraufnahme bei aqil-1 verstdrkt von statten geht.

Die Resultate dieser Experimente bestirken nachdriicklich die Annahme, dass die
regulatorische Wirkung von (Nt)AQI1 tatséchlich im VerschlieBen der Aquaporin-Pore
begriindet liegt und somit der Transportweg fiir H,0 und H,O; blockiert werden kann.

Wie schon mehrfach erwidhnt, stellt H,O, eine wichtige Signalsubstanz im Rahmen von
pflanzlichen Zelltodprozessen dar. Durch die Regulation des H,O,-Transports durch
Aquaporine konnte (Nt)AQI1 also maBigeblich an Zelltodprozessen in Pflanzen beteiligt
sein. Einer der wichtigsten programmierten Zelltodprozesse bei Pflanzen ist die
hypersensitive Abwehrreaktion (HR) als Antwort auf Pathogenbefall. Die Beteiligung von

(Nt)AQI1 an der hypersensitiven Abwehrreaktion ist d&ullerst wahrscheinlich.
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Diese Annahme wurde durch die Analyse von mit Tabakmosaikvirus (TMV) infizierten
resistenten Tabakpflanzen (N. tabacum NN) bestirkt. Als Folge der Infektion wurde bei
diesen Pflanzen eine HR ausgeldst, welche mit einer bis zu 100% erhohten Aminoacylase-
Aktivitdt von NtAQI1 einher ging (siche Abb. 4.4-2). Dieser enorme Aktivititsanstieg
wurde von deutlichen Verdnderungen der NtAQII1-Proteinakkumulation begleitet. Es
konnte gezeigt werden, dass der post-translationale Proteinabbau von NtAQI1 nach TMV-
Infektion und daraus resultierender HR, deutlich verlangsamt wird. Dies duB3erte sich durch
eine schwichere Detektion der NtAQI1-Abbauprodukte, wihrend die Proteinbanden des
vollstindigen NtAQI1 deutlich an Stirke gewannen (siche Abb. 4.4-3). Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Ubiquitinierung von NtAQI1, welche hochstwahrscheinlich als
Markierung des Proteins fiir den autophagischen Abbau dient, als Folge einer HR nachldsst
(siche Abb 4.4-4). Vermutlich besteht im Zuge der HR ein erhohter Bedarf an NtAQII,
welcher durch verlangsamten Proteinabbau geregelt wird. Es konnte gezeigt werden, dass
es sich hierbei um einen HR- bzw. PCD-spezifischen Effekt handelt, da NtAQII nicht
allgemein auf Stressreize reagierte. Bei einer TMV-Infektion von Tabakpflanzen
(N. tabacum nn), welche nicht iiber das N'-Resistenzgen verfiigen und folglich auch keine
hypersensitive Abwehrreaktion (HR) bzw. keinen PCD ausbilden, konnten keine
Auffilligkeiten beziiglich NtAQI1 beobachtet werden. Sowohl die Enzym-Aktivitdt, als
auch die Proteinakkumulation verdnderten sich nicht (siche Abb 4.4-5, 4.4-6). Das gleiche
galt auch bei chemisch erzeugtem Zelltod (siche 4.4.1.2). Auch hier konnte keine
Ubereinstimmung mit den HR-bedingten Auswirkungen auf NtAQI1 festgestellt werden.
NtAQI1 stellt also kein stressinduziertes Protein dar. Es wird nicht in jedem Fall durch
abiotischen und biotischen Stress beeinflusst.

Auch eine Funktion von NtAQIl als H,O,-Sensor konnte widerlegt werden, da keine
signifikanten Verdnderungen der Proteinakkumulation von NtAQIl durch den reinen
Einfluss von H,O, beobachtet wurden (siche 4.4.1.3).

Der ausschlaggebende Faktor fiir Verdnderungen der Proteinakkumulation von NtAQI1 ist
also die hypersensitive Abwehrreaktion (HR) bzw. der programmierte Zelltod (PCD).
Neben der HR gibt es noch weitere Moglichkeiten der Zelltodbeteiligung von (Nt)AQI1.
Laut Microarray-Analysen wird AQI! in Arabidopsis am stéirksten in der Wurzel, und hier
vor allem in der Wurzelhaarzone, exprimiert (Arabidopsis eFP Browser, bar.utoronto.ca,
WINTER et al., 2007; siche Abb. 1.3-5). In dieser Wurzelzone findet neben der Wasser- und
Mineralstoffaufnahme, auch die Ausdifferenzierung der Gewebe, wie z. B. Phloem und
Xylem statt. Die Tracheenzellen des Xylems miissen fiir die Erfiillung ihrer Aufgabe, dem

Wassertransport, zuerst absterben (Xylogenese). Dies geschieht in Form von
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programmiertem Zelltod (PCD) in den sich differenzierenden Xylemzellen. Dieser PCD
wird durch hohe H,0O,-Konzentrationen eingeleitet (GREENBERG, 1996; FUKUDA, 1996).
Auch die Aquaporine TIP1;1 und PIP2;2 werden hauptsichlich in der Wurzel exprimiert,
wobei neben Cortex und Endodermis auch die Leitblindel als Ort mit hoher Expression
beschrieben werden (DANIELS et al., 1996; QUIGLEY et al., 2001; JAVOT et al., 2003).
Daher ist die Beteiligung dieser Aquaporine und (Nt)AQIl an der Xylogenese durchaus
denkbar.

Auch in die Xylemlignifizierung, welche zwar nichts mit PCD zu tun hat, fiir die aber auch
groBBere Mengen an H,O, bendtigt werden, konnte (Nt)AQI1 involviert sein. Da das Xylem
einem hohen Innendruck standhalten muss, ist hier die Lignifizierung besonders wichtig
(PETER & NEALE, 2004). Aullerdem kann Lignin durch seinen hydrophoben Charakter das
Austreten von Wasser aus den Leitblindeln in das umgebende Gewebe verhindern (SITTE
et al., 2002). Die Synthese von Lignin erfolgt spontan iiber eine Oxidations-
Polymerisations-Reaktion. Einzelne Monolignole werden dabei zu Radikalen oxidiert und
dann in das Ligninmolekiil integriert (ADLER, 1977). Fiir diese radikalische Polymerisation
dient H,O, als Substrat (FRIAS et al., 1991; MARJAMAA et al., 2006). Der von (Nt)AQI1
kontrollierte Transport von H,O, konnte also auch hier von Bedeutung sein.

Eine weitere Form des programmierten Zelltods, bei der (Nt)AQIl von Belang sein
konnte, stellt die Blattseneszenz dar. Die Regulationsmechanismen von Seneszenz-
prozessen werfen noch viele Fragen auf. Es ist zwar bekannt, dass die beiden
Pflanzenhormone Salicylsdure (SA) und Jasmonséure (JA) eine Rolle spielen, sie sind aber
vermutlich nicht die einzigen Inputsignale. Auch H,O, geriet in Verdacht, in die
Regulationsprozesse bei Seneszenzvorgingen involviert zu sein. Es ist bekannt, dass die
Blattseneszenz mit erhohten H,O,-Konzentrationen im Blattgewebe einhergeht (PETROV &
BREUSEGEM, 2012). H,O, wirkt hierbei als Signalmolekiil fiir den Start der Seneszenz.
Verschiedene seneszenzabhingige Gene (z. B. Transkriptionsfaktoren, WRKY53) werden
durch H,0; induziert (ZENTGRAF, 2008; ZENTGRAF et al., 2012). Bei A. thaliana steigt die
H,0,-Konzentration in den Rosettenblittern genau zu dem Zeitpunkt an, wenn es zur
Ausbildung des Bliitenstandes/Sprosses kommt (MIAO et al., 2004; ZIMMERMANN ef al.,
2006). Zu diesem Zeitpunkt ist in den Rosettenblittern auch keine AQI1-Aminoacylase-
Aktivitdt mehr detektierbar (sieche Abb. 4.3-11). Das heifit der H>O,-Anstieg geht mit dem
Verlust von AQII in den Rosettenbldttern einher. Da die Akkumulation von (Nt)AQI1
auch bei Tabakpflanzen mit zunehmendem Blattalter stark nachldsst, wie anhand des
Enzymaktivitdtsgradienten und mittels Immunodetektion gezeigt werden konnte (siche

auch 5.3), wire ecine Rolle von (Nt)AQIl bei Seneszenz- bzw. Senszenz-
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entgegenwirkenden Prozessen durchaus denkbar. Man konnte sich vorstellen, dass die
H,Os-transportierenden Aquaporine in jungen Blittern durch (Nt)AQI1 blockiert werden,
um die Zellen vor H,O, bzw. vor verfrilhten Seneszenzerscheinungen zu schiitzen. In
dlteren Bléttern wird (Nt)AQI1 abgebaut. Der Verlust von (Nt)AQI1 fiihrt zum vermehrten
H,0,-Eintritt in die Zelle und somit zur Einleitung der Seneszenz. (Nt)AQI1 konnte somit
an der Jungerhaltung der Blitter beteiligt sein, indem es hilft den Eintritt von H,O; in die
Zelle zu verhindern.

Durch die Blockade der Aquaporine TIP1;1 und PIP2;2 mit dem Zweck der Regulation des
H,0,-Transports wird in gewissem Malle auch der H,O-Einstrom in die Zelle beeinflusst.
Bei der H,O-Aufnahme durch Aquaporine spielt (Nt)AQI1 jedoch vermutlich keine derart
grofle Rolle, da es fiir den Wassertransport noch eine ganze Reihe weiterer Aquaporine
gibt, die vermutlich nicht alle durch (Nt)AQI1 beeinflusst werden kdnnen. In gewissem
Male konnte sich jedoch auch schon die Blockade von TIPI;1 und PIP2;2 beziiglich der
Wasseraufnahme bemerkbar machen. Dies konnte sich in der GroBenzunahme élterer
Blétter wiederspiegeln, welche ab einem bestimmten Zeitpunkt nicht mehr tiiber
Zellteilung, sondern liber Wasseraufnahme und dessen Einlagerung in die Vakuole erfolgt.
TIP1;1 ist als im Tonoplasten lokalisiertes Aquaporin bekannt, welches Wasser, Harnstoff
und H,0, transportiert (MAUREL ef al., 1993; LiU et al., 2003; MA et al., 2004; BIENERT et
al., 2007, HocH, 2011). TIP1;1 und (Nt)AQI1 kdnnten somit eine wichtige Rolle bei der
Erhaltung des Zellturgors und beim Zellwachstum durch Wasseraufnahme spielen. Der
Verlust von (Nt)AQI1 als Interaktionspartner der Aquaporine in Plasmamembran und
Tonoplast konnte in dlteren Blittern eine vermehrte Wasseraufnahme begiinstigen, die
Zellstreckungswachstum und somit Blattwachstum zur Folge hat.

(Nt)AQI1 konnte also in seiner Funktion als ,,Stopsel” der Aquaporine eine Rolle bei
Seneszenzprozessen von Blittern spielen, indem es den H>O,-Transport reguliert. Ebenso
konnte es regulierend auf den Wassertransport durch Aquaporine wirken und so Einfluss
auf das Streckungswachstum &lterer Blétter nehmen. AQI1 konnte neben seiner Funktion
als Regulator bei der pflanzlichen hypersensitiven Abwehrreaktion (HR) einen
altersabhédngigen Regulator der Kanalaktivitit von Aquaporinen darstellen und somit an
der Seneszenz beteiligt sein. Sowohl HR als auch Seneszenz stellen Formen des PCD dar.
Ebenso die Xylogenese. Von einer Funktion von (Nt)AQI1 bei der Regulation von
programmierten Zelltodprozessen (PCD) ist daher mit groBer Wahrscheinlichkeit

auszugehen.
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5.4.2 Aminoacylase-Aktivitit von AQI1

Die Erkenntnis der Wechselwirkung von (Nt)AQI1 und Aquaporinen, mit dem Zweck der
Regulation der Aquaporine beziiglich ihrer Kanalaktivitdt, 14sst die Frage nach dem Sinn
der Aminoacylase-Aktivitit von (Nt)AQI1 offen. Die Hydrolyse N-acetylierter
Aminosduren ist definitiv eine von (Nt)AQIl ausgefiihrte Aufgabe, wie mehrfach im
Aminoacylase-Aktivitdtstest (,,Ninhydrin-Assay*) gezeigt werden konnte (sieche 4.3.1). Ob
es sich bei der Wechselwirkung von (Nt)AQIl mit den Aquaporinen und der
Aminoacylase-Aktivitdt um zwei vollig unabhingige Funktionen des Proteins handelt ist
unklar, wird aber angenommen.

Es gibt einige Beispiele, bei denen die Acylase-Aktivitit von (Nt)AQI1 von Bedeutung
sein konnte. Wie bei allen eukaryotischen Zellen sind auch bei Pflanzen ca. 85 % der
Proteine N-terminal acetyliert (POLEVODA & SHERMAN, 2000) und miissen um abgebaut
werden zu konnen wieder deacetyliert werden. Wie es auch bei Tieren angenommen wird,
konnte die Aminoacylase-Aktivitét des pflanzlichen (Nt)AQI1, beim Recycling acetylierter
Aminosduren im Aminosdure-Metabolismus eine Rolle spielen. Die Lokalisation von
AQII wird in der Vakuole postuliert (CARTER et al., 2004). Auch Aminosduren werden
zum raschen Zugriff in der Vakuole gespeichert, da zu hohe Konzentrationen im Zytosol
den pH-Wert stark absenken wiirden. Andererseits werden sie bendtigt, sobald die
Syntheserate bestimmter Enzyme aufgrund duflerer Faktoren wie z. B. programmiertem
Zelltod, sprunghaft ansteigt. Wéhrend die membranassoziierte Form von (Nt)AQII
vermutlich mit der Regulation der Aquaporine beschéftigt ist, konnte die 19sliche Form
von (Nt)AQI1 die Aufgabe der Deacetylierung von gespeicherten acetylierten
Aminoséduren in der Vakuole iibernehmen, um diese der Zelle bei Bedarf wieder bereit zu
stellen.

Einen Hinweis fiir die Rolle von AQI1 beim Recycling von Aminosduren, konnte die
leichte Wachstumsverzogerung von AQI1-, knock-out“-Mutanten (agil-1) im Gegensatz
zu A. thaliana Wildtyp Pflanzen darstellen (siche Abb. 4.4-23). Angenommen, die
Acylase-Aktivitit von AQII ist fiir das Recycling acetylierter Aminosduren notwendig,
konnte sich das Fehlen dieses Recyclings durchaus im Pflanzenwachstum widerspiegeln.
Ebenso konnte sich die fehlende Deacetylierung von acetyliertem Methionin, welches das
Substrat von AQI1 darstellt, auf den Ethenspiegel auswirken. Ethen wird durch Kopplung
von Adenosin an freies Methionin gebildet. Es entsteht zuerst S-Adenosylmethionin und
dann 1-Aminocyclopropancarbonsidure. In einem weiteren Schritt wird diese durch
ACC-Oxidasen zu Ethen umgewandelt. Ethen beeinflusst die Seneszenz, Frucht- und

Bliitenreife, den Blattabwurf, sowie das Absterben von Pflanzenteilen (BLEECKER &
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KENDE, 2000). Es wire moglich, dass zu geringe Konzentrationen an freiem Methionin
eine reduzierte Bildung von Ethen bewirken und somit auch die Pflanzenentwicklung
beeinflussen.

Eine weitere Moglichkeit wire die Funktion von (Nt)AQI1 als Protease oder Peptidase bei
der Aktivierung oder Inhibierung von am Zelltod beteiligten Proteinen. Dies konnte man
sich dhnlich vorstellen, wie es im tierischen System bei Apoptose-Prozessen bekannt ist.
Hier fiihrt die Spaltung von Caspasen zu deren Aktivierung. Am programmierten Zelltod
in Pflanzen sind Proteasen wie Aspartat-, Metallo-, Serin- und Threoninproteasen beteiligt
(CHEN & FooLAD, 1997, MURAKAMI, 2000; VERHAGEN et al., 2002; THORBURN et al.,
2003). Daher besteht ebenso die Moglichkeit, dass auch die Metalloprotease (Nt)AQI1 hier
mitwirkt. Diese Funktion wiirde eine Beteiligung an Zelltodprozessen bedeuten, die mit
der Regulation des H,O,-Transports durch Aquaporine ,,Hand in Hand*“ gehen konnte.
Jedoch spricht gegen diese Hypothese, dass bisher noch keine Proteine bzw. Peptide als
Substrate fiir Aminoacylasen gefunden wurden. Die bisher bekannten Aminoacylasen
konnten immer nur einzelne freie acetylierte Aminoséuren hydrolysieren.

Auch eine direkte Verkniipfung zwischen der Aminoacylase-Aktivitit von (Nt)AQI1 und
der Regulation von Aquaporinen wére vorstellbar. Einen Hinweis darauf liefern Befunde
die zeigen, dass manche Aquaporine am Start-Methionin acetyliert vorliegen (PIETRO ef
al., 2013). Dies konnte ein mogliches Ziel von (Nt)AQI1 darstellen, mit dem Zweck diese
Aquaporine in ihrer Funktion zu regulieren. Auch die in dieser Arbeit untersuchten
Aquaporine AtTIP1;1 und AtPIP2;2 liegen am Start-Methionin N-acetyliert vor. Bei
AtPIP2;2 betrifft dies sogar das Start-Methionin und das Alanin an zweiter Position. Es
gibt jedoch zwei schwerwiegende Gesichtspunkte die gegen diese Hypothese sprechen.
Zum einen die eben genannte Tatsache der Substratspezifitdt von Aminoacylasen, die sich
bisher nur auf freie Aminosduren beschrinkt. Zum anderen die angenommene
extrazelluldre Lokalisation von (Nt)AQI1 im Apoplasten bzw. in der Vakuole. Da sich der
N-Terminus der Aquaporine auf zytoplasmatischer Seite befindet, hat (Nt)AQII

vermutlich keinen Zugang zu diesem Bereich.
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Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit folgende Funktionen des
Aminoacylase 1-homologen Proteins (Nt)AQI1 in Pflanzen ermittelt werden:

(Nt)AQI1  reguliert den  HOr-Transport durch  Aquaporine. Dies  wird
hochstwahrscheinlich iiber eine Blockade der Aquaporinpore bewerkstelligt. Daher wird
auch der H,O-Transport durch diese Aquaporine von (Nt)AQI1 beeinflusst. Durch die
Regulation des H,0,-Transports spielt (Nt)AQI1 eine bedeutende Rolle bei
programmierten Zelltodprozessen. Beispiele sind bei der hypersensitiven Abwehrreaktion
(HR) als Folge von Pathogenbefall und der Xylogenese zu finden. Durch die
altersabhiangige Akkumulation ist (Nt)AQIl ebenso an der Regulation von

Seneszenzprozessen beteiligt.
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Zusammenfassung

Der programmierte Zelltod (PCD) stellt einen wichtigen Prozess bei der Entwicklung,
Seneszenz und Pathogenabwehr von Pflanzen und Tieren dar. Zum Wohle des
Gesamtorganismus kommt es zum genetisch regulierten und gezielten Selbstmord
einzelner Zellen. Bei Pflanzen ist PCD vor allem im Rahmen der ,hypersensitiven
Abwehrreaktion (HR) von enormer Wichtigkeit. Sie schiitzen sich vor schédlichen
Eindringlingen, indem infizierte Pflanzenzellen durch PCD gezielt getdtet werden. So wird
eine rdumliche Barriere zwischen Wirt und Pathogen geschaffen und die systemische
Ausbreitung von biotrophen Pathogenen verhindert. Die Induktion von PCD erfolgt {iber
komplexe Signalwege. Als Signalsubstanzen spielen reaktive Sauerstoffspezies (ROS), vor
allem H,0O,, eine wesentliche Rolle. Der Transport von H,O, iiber Zellmembranen hinweg
erfolgt iber Aquaporine. Da intrazelluldre H,O,-Konzentrationen dariiber entscheiden wie
vital eine Zelle ist, ist die rdumliche und zeitliche Kontrolle dieses H,O,-Transports
unabdingbar. Als potentieller Regulator der Kanalfunktion der Aquaporine wurde das
Protein AQUAPORIN INTERACTOR 1 (AQI1) isoliert. Bei AQI1 handelt es sich um ein
pflanzliches Protein mit Homologie zu Aminoacylase 1 aus Siugern. Uber Aminoacylasen
ist bekannt, dass sie die Hydrolyse acylierter Aminosduren katalysieren. Die
physiologische Funktion dieser Enzyme ist bisher jedoch kaum verstanden.

In dieser Arbeit erfolgte erstmals die Charakterisierung einer Aminoacylase (AQIl) aus
Pflanzen. Es wurde die physiologische Funktion von AQIl1 als Regulator von
Aquaporinen, sowie die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen analysiert. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass das pflanzliche Protein AQI1, neben der Deacetylierung von
Aminosduren, eine weitere Aufgabe erfiillen kann. Durch Protein-Protein Interaktion
nimmt AQIl Einfluss auf die Kanalaktivitit von Aquaporinen. AQI1 kann den H,O,-
Einstrom, sowie den H,O-Einstrom durch Aquaporine inhibieren. Dies erfolgt vermutlich
in Form einer Blockade der Aquaporinpore. Durch diese Funktion ist AQI1 wesentlich an
der Zelltodregulation in Pflanzen beteiligt. Im Zuge der HR kommt es zur vermehrten
Akkumulation von AQII. Dies verhindert den FEintritt toxischer Mengen H,O, in die
Nachbarzellen, um so die lokale Kontrolle des PCD zu gewéhrleisten. Zudem scheint
AQIIl an der Regulation von Seneszenzprozessen beteiligt zu sein. Es konnte gezeigt
werden, dass AQIl einem Altersgradienten folgend, in jungem Blattgewebe stark
akkumuliert, wohingegen es in dlterem Blattgewebe abgebaut wird. Durch diese
altersabhédngige Akkumulation kénnte AQI1 zur Vitalitdt von Bléttern beitragen, indem es

in jungen Blittern den Eintritt zu hoher H,O,-Konzentrationen in die Zellen verhindert.
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Summary

Programmed cell death (PCD) is an important process during development, senescence and
pathogen defence in plants and in animals. It is a genetically regulated and targeted cell
suicide of single cells, for benefit of the whole organism. In plants, PCD is of great
importance, especially in the course of the “hypersensitive response” (HR). For protecting
themselves against harmful intruders, infected plant cells are directly deposed of by PCD.
The developing local lesions act as a barrier between host plant and pathogen. This
prevents the systemic expansion of biotrophic pathogens within the whole plant. The
induction of PCD involves complex signal transduction pathways. Reactive oxygen species
(ROS), in particular H,O,, play an important role as signal molecules during PCD. The
transport of H,O, across cell membranes is conducted by aquaporins. As the vitality of
cells depends on intracellular H,O»-levels, a spatiotemporal control of this H,O,-transport
is indispensable.

AQUAPORIN INTERACTOR 1 (AQI1) was isolated as a potential regulator of the
channel function of aquaporins. AQI1 is a plant protein with sequence homology to the
mammal aminoacylase 1. It is known, that aminoacylases catalyse the hydrolysis of
acyl-amino acids. However, the physiological function of these enzymes is still unclear.
This study represents the first characterisation of an aminoacylase (AQI1) in plants. The
physiological function of AQI1 as a regulator of aquaporins, as well as the underlying
molecular mechanisms, have been analysed. In addition to deacetylation of amino acids, a
second function of the protein AQIl was discovered. AQI1 interferes with the channel
activity of aquaporins by protein-protein interaction. In this way, AQI1 is able to inhibit
the H,O,-, and to a certain extent also the H,O-influx, through aquaporins. Probably, this
happens by blocking the aquaporinpore. Due to this function, AQI1 is a major component
in cell death regulation in plants. During the ,hypersensitive response (HR), which is
induced as a result of pathogen attack, AQI1 accumulates to high levels to prevent the
influx of toxic amounts of H,O, into neighbouring cells. This ensures a local control of
PCD. In addition, AQI1 seems to be involved in regulation of senescence processes. It
could be demonstrated, that AQIl accumulates in a gradient from juvenile to senescent
leaves, due to degradation in older tissues. By this age-dependent accumulation, AQI1
could contribute to the vitality of leaves, by preventing the influx of excessive amounts of

H,0, into the cell.
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Anhang

I. DNA-Sequenzen

AQI1 (4Arabidopsis thaliana, Aminoacylase 1-Homolog, cDNA, NM 119983.2)

ATGAGTCTTCTTCGTCTTCTCCTCGTTGTTGTTGTTCTTCATCTTTCTGCGGTGGCCGGC
GACGACGCCATCGTCTCCAGATTCCAGGAGTACCTCCGAATCAACACGGTTCAGCCCAAC
CCGGAATACTACAAAGCCGTTGACTTTATAATATCTCAGGCGAAACCACTGTCCCTCGAA
TCTCAGACGATCGAATTTGTAAAAGGAAAGCCGCTTCTCCTCCTCAAATGGGTTGGCTCC
GACCCAACCCTACCTGCCTTTCTCCTCAACTCCCACACCGATGTCGTTCCCTTCGAGGAC
TCCAAGTGGACTCACCATCCGCTCCAAGCTCACATGGACCACCATGGCGACATCTATGCC
AGGGGTTCCCAGGACATGAAGTGCGTCGGGATGCAGTACCTCGAGGCCATACGCAAGCTC
CAGGCTTCTGGCTTCAAGCCACTCCGATCCGTCTATCTCTCCTTCGTCCCCGATGAAGAG
ATTGGCGGCCACGATGGCGCAGAGAAGTTTGCTGAATCCCAATTATTCAAGAGCTTGAAC
ATCGCAATCGTGCTCGACGAAGGCCTGCCATCGCCTACTGAGAGTTACAGAGTATTCTAT
GGAGAGAGGAGTCCCTGGTGGCTGGTGATTAAGGCTAAAGGTCCACCTGGCCACGGTGCC
AAGCTCTATGACAACTCTGCCATGGAGAATCTGCTCAAAAGCATTGAGAGTATTCGCAGA
TTCAGAGCTTCTCAGTTCGATCTTCTCAAAGCTGGTGGGATAGCTGAAGGCGATGTTGTC
TCTGTGAACATGGCCTTCCTCAAGGCTGGCACACCTTCTCCAACTGGTTTCGTAATGAAT
CTGCAACCATCTGAGGCAGAAGCTGGTTTCGACATTCGTGTTCCACCCAGCGTTGATGCT
GAAGCACTCGAAAGACGTTTAGTGGAGGAATGGGCTCCAGCAGCACGAAACATGTCCTTT
GAGTTCAAGCAGAAGCTTACGGGGAAGCAATTCCTTACAGCAGCAGATGATTCAAATCCT
TGGTGGGGGCTCTTGGAAAATGCTGTTAAGGAAGCCGGAGGTAGGACCAGTAAGCCTGAG
ATTTTCCCTGCATCAACGGATGCTCGCTACTTTCGCAAGGCTGGCGTGCCTGCCTTTGGG
TTCTCTCCCATATCAAACACCCCGAGTCTGCTTCATGACCACAATGAGTATTTGGGTAAA
GCTGAGTACTTGAAAGGCATTGAGGTGTATGTTTCAATCATCAAAGCTTATGCATCATAT
GAAAGCAAAAGTGGTTCACGAGATGAGTTATGA

NtAQI1 (Nicotiana tabacum, Aminoacylase 1-Homolog, cDNA, EB448218.1)

ATGAGTTTTTGCGGCGGTAGGCGAGACAAGCACAACTCTTATCATTACTCTCTGTGTCTG
TCGGTCTTGTTGTTGGTCACAGCGACGGCCGCGGAAGAAGCGTCGACAATCATATCAAGA
TTCCAACAGTACCTTCAGATCAATACAGCCCAACCTCAGCCCAACTACTATGAAGCCGCC
GAGTTTATAACCTCACAGGCGAAGTCGCTAAACCTCGAATCCCAGACCCTGGAGCTGGTG
AAGGGCAAGCCTTTAATTCTCCTGAAATGGGCAGGCAAGGACCCCAGCCTCCCTTCCGTC
CTACTCAACTCACATACCGACGTTGTCCCTTCCGAGCATCACAAGTGGGCCCACCCACCT
TTCTCCGCCCACTTAGATCCCGCTAGCGGCAACATCTACGCCCGGGGTTCTCAGGACATG
AAGTGCGTGGGCTTGCAGTACCTGGAGGCCATTCGCAAGCTCAAGGCTTCTGGCTTCCAA
CCAACGCGCACTGTCTACCTCTCCTTCGTCCCCGACGAGGAAATCGGCGGAGACGATGGT
GCCGGAAAGTTTGTCGATTCCGATGTCTTCGTGAAGATGAATGTTGGGATTGTACTTGAC
GAGGGCTTGCCTTCTCCCACCGAAAACTATCGTGCATTCTATGGGGAGAGGTCCCCCTGG
TGGCTGGTCGTTAAAGCTGTAGGTGCTCCTGGACACGGGGCTAAGCTCTATGATAATACT
GCCACGGAGAATCTACTTAAAAGCATCGAAACTATAAGGAGATTCAGGGCTGCGCAGTTC
GATTTAGTTAAGGCGGGATTGAAAGCTGAAGGCGAGGTCATTTCTGTTAATATGGTCTTC
TTGAAAGCTGGCACCCCTTCTCCCTCTGGTTTTGTCATGAACCTGCAGCCATCTGAAGCC
CAAGCAGGATTTGACATCAGAGTACCGCCAACTGCAGATCAAGCATCCTTGGAGAAGAGA
ATAGCTGAGGAATGGGCACCTGCTTCACGAAACATGACTTTTGAGTTCAAGCAGAAGGTG
TCTGTGAATGACAAGTTTGGAAGGCCAGCCATTACAGCTGTTGACAGTTCCAATGTTTGG
TGGGCACTGTTAGAAGAATCTATCGTCAAAGCTAATGCCGGAGTTGGAAAACCAGAAATA
TTTCCTGCATCGACAGGTGCACGCTATTTTCGGGAGCGAGGCCTGCCAGCAATAGGATTT
TCTCCAATGGCAAACACTCCGATTCTTCTTCACGACCACAACGAGTTCTTGAACAAGGAT
GAGTATTTGAAAGGTATTGATGTTTATGAGTCAATAATCAAAACTTATGCATCTTATATT
GAGCATCCAAGAGATGAGGCTTCGAGGGAAGAATTGA
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ACY1 (Homo sapiens, Aminoacylase 1, cDNA, NM_000666.2)

ATGACCAGCAAGGGTCCCGAGGAGGAGCACCCATCGGTGACGCTCTTCCGCCAGTACCTG
CGTATCCGCACTGTCCAGCCCAAGCCTGACTATGGAGCTGCTGTGGCTTTCTTTGAGGAG
ACAGCCCGCCAGCTGGGCCTGGGCTGTCAGAAAGTAGAGGTGGCACCTGGCTATGTGGTG
ACCGTGTTGACCTGGCCAGGCACCAACCCTACACTCTCCTCCATCTTGCTCAACTCCCAC
ACGGATGTGGTGCCTGTCTTCAAGGAACATTGGAGTCACGACCCCTTTGAGGCCTTCAAG
GATTCTGAGGGCTACATCTATGCCAGGGGTGCCCAGGACATGAAGTGCGTCAGCATCCAG
TACCTGGAAGCTGTGAGGAGGCTGAAGGTGGAGGGCCACCGGTTCCCCAGAACCATCCAC
ATGACCTTTGTGCCTGATGAGGAGGTTGGGGGTCACCAAGGCATGGAGCTGTTCGTGCAG
CGGCCTGAGTTCCACGCCCTGAGGGCAGGCTTTGCCCTGGATGAGGGCATAGCCAATCCC
ACTGATGCCTTCACTGTCTTTTATAGTGAGCGGAGTCCCTGGTGGGTGCGGGTTACCAGC
ACTGGGAGGCCAGGCCATGCCTCACGCTTCATGGAGGACACAGCAGCAGAGAAGCTGCAC
AAGGTTGTAAACTCCATCCTGGCATTCCGGGAGAAGGAATGGCAGAGGCTGCAGTCAAAC
CCCCACCTGAAAGAGGGGTCCGTGACCTCCGTGAACCTGACTAAGCTAGAGGGTGGCGTG
GCCTATAACGTGATACCTGCCACCATGAGCGCCAGCTTTGACTTCCGTGTGGCACCGGAT
GTGGACTTCAAGGCTTTTGAGGAGCAGCTGCAGAGCTGGTGCCAGGCAGCTGGCGAGGGG
GTCACCCTAGAGTTTGCTCAGAAGTGGATGCACCCCCAAGTGACACCTACTGATGACTCA
AACCCTTGGTGGGCAGCTTTTAGCCGGGTCTGCAAGGATATGAACCTCACTCTGGAGCCT
GAGATCATGCCTGCTGCCACTGACAACCGCTATATCCGCGCGGTGGGGGTCCCAGCTCTA
GGCTTCTCACCCATGAACCGCACACCTGTGCTGCTGCACGACCACGATGAACGGCTGCAT
GAGGCTGTGTTCCTCCGTGGGGTGGACATATATACACGCCTGCTGCCTGCCCTTGCCAGT
GTGCCTGCCCTGCCCAGTGACAGCTGA

AtTIP1;1 (Arabidopsis thaliana, Aquaporin, cDNA, NM _129238.3)
ATGCCGATCAGAAACATCGCCATTGGCCGTCCAGATGAAGCCACCCGTCCCGATGCCTTA
AAGGCGGCGTTGGCTGAGTTCATTTCAACTTTGATCTTTGTCGTCGCCGGTTCAGGCTCT
GGCATGGCTTTCAACAAGCTCACTGAAAACGGAGCCACCACTCCTTCTGGTCTCGTAGCT
GCTGCAGTGGCTCATGCCTTTGGACTCTTCGTCGCTGTCTCAGTTGGTGCCAACATCTCT
GGTGGACACGTTAACCCTGCCGTCACTTTCGGTGCTTTCATTGGTGGTAACATCACTCTC
CTCCGTGGTATCCTCTACTGGATTGCTCAGCTTCTCGGCTCCGTCGTCGCTTGCCTCATC
CTTAAATTCGCCACCGGTGGCTTGGCTGTGCCGGCTTTTGGTCTCTCTGCTGGAGTAGGA
GTGTTGAACGCTTTCGTTTTCGAGATCGTGATGACATTCGGGCTTGTTTACACCGTCTAC
GCTACAGCCATTGACCCCAAAAACGGGAGTCTTGGAACAATTGCTCCCATCGCAATCGGT
TTCATTGTTGGAGCCAACATCTTAGCTGGAGGAGCTTTCTCTGGAGCCTCCATGAATCCC
GCCGTGGCTTTCGGACCAGCGGTGGTGAGCTGGACATGGACCAACCACTGGGTCTACTGG
GCCGGACCTCTCGTCGGCGGTGGAATCGCTGGACTCATCTACGAAGTTTTCTTCATCAAC
ACCACACACGAGCAGCTCCCAACCACAGACTACTGA

AtPIP2:2 (Arabidopsis thaliana, Aquaporin, cDNA, NM 129273 .4)
ATGGCCAAAGACGTGGAAGGACCTGAGGGATTTCAGACAAGAGACTACGAAGATCCGCCA
CCAACTCCGTTTTTCGATGCGGACGAGCTTACCAAGTGGTCTTTATACAGAGCCGTCATT
GCCGAGTTCGTAGCCACTCTCCTCTTCTTGTACATCACCGTTTTAACTGTCATCGGTTAC
AAGATTCAGTCCGACACAAAAGCCGGTGGAGTTGACTGCGGCGGCGTCGGAATCCTTGGC
ATCGCGTGGGCTTTTGGTGGCATGATCTTCATCCTTGTCTACTGCACCGCCGGTATCTCA
GGTGGTCACATAAACCCTGCGGTGACGTTTGGTTTGTTCTTAGCCCGGAAGGTATCGCTG
ATTAGGGCGGTGCTTTACATGGTGGCTCAGTGTTTGGGTGCTATTTGTGGAGTTGGTTTC
GTCAAAGCCTTTCAAAGCTCTTACTATGATCGTTACGGTGGAGGAGCCAACTCTCTAGCA
GACGGCTACAACACAGGCACCGGACTAGCCGCAGAGATCATTGGAACATTCGTTCTCGTC
TACACAGTCTTCTCCGCTACTGATCCCAAACGTAACGCTAGAGACTCCCACGTTCCGGTT
TTGGCGCCACTTCCGATTGGGTTTGCGGTGTTTATGGTACATTTGGCCACTATTCCGATC
ACCGGAACCGGCATCAACCCGGCTAGGAGTTTCGGAGCTGCCGTAATCTATAACAAGAGC
AAGCCATGGGATGACCACTGGATATTCTGGGTGGGACCATTCATTGGAGCTGCGATAGCT
GCATTTTATCACCAATTTGTCCTAAGGGCTTCAGGTTCCAAGTCACTTGGATCCTTCAGA
AGTGCAGCCAACGTTTGA
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NtTIP1;1 (Nicotiana tabacum, Aquaporin, cDNA, Y08161.1)

ATGCCGATCCACCAAATTGCTGTTGGAAGCCATGAGGAACTCCGCCAATCAGGGACGCTC
AAGGCGGCCTTGGCGGAGTTCATCTGTACCCTGATCTTCGTTTTCGCAGGTCAGGGTTCT
GGCATGGCTTTCAACAAGCTATCAGCTGACGGTACCGCTACTCCCGCCGGCCTCATCTCT
GCCTCTATAGCGCATGCCTTCGGGCTGTTTGTGGCCGTCTCCGTCGGTGCTAACATCTCC
GGCGGCCATGTTAATCCCGCCGTTACCTTCGGTGCTTTCGTTGGTGGAAACATCACTTTG
TTCCGTGGCATTCTCTACATTGTCGCACAGTTGCTTGGATCCACTGTTGCTTGCTTCCTC
CTTGAATTTGCCACTGGTGGCATGAGCACAGGAGCATTTGCTTTGTCAGCTGGTGTATCA
GTATGGAATGCATTTGTCTTTGAAATAGTGATGACTTTTGGACTTGTTTACACTGTGTAT
GCCACTGCTGTTGACCCAAAGAAGGGAGACTTGGGTGTAATTGCACCAATTGCCATTGGT
TTTATTGTTGGTGCCAACATTTTAGCTGGTGGGGCCTTTACTGGAGCTTCAATGAACCCT
GCTGTCTCATTTGGGCCAGCTTTGGTTAGCTGGACCTGGACCCACCAATGGGTCTACTGG
GCTGGACCCCTTGTTGGTGGTGGGATTGCTGGTGTTGTCTATGAACTCATCTTCATCAAC
CACTCCCATGAGCCACTCCCCAGTGGAGATTTTTAA

NtPIP2;2 (Nicotiana tabacum, Aquaporin, cDNA, EB426354.1)

ATGACTAAAGAAGTAGAGGTAGCAACAGAGCAACCAACAGAGTTTTCAGCAAAAGACTAT
ACTGACCCTCCACCAGCTCCTTTAGTAGACTTTGAGGAGCTGGCACAATGGTCACTTTAC
AGAGCTGTTATTGCTGAGTTCATTGCCACTTTGCTTTTCCTTTATGTTACTGTTTTGACT
GTGATTGGGTATAAGGTCCAGTCAGATGTCAAAGCCGACGGTGATATCTGTGGCGGCGTT
GGTATTCTTGGTATTGCTTGGGCTTTTGGTGGCATGATTTTCATTCTTGTTTACTGCACC
GCCGGTATCTCCGGAGGACACATAAACCCAGCAGTGACATTTGGGCTGTTTTTGGCAAGG
AAAGTATCATTGATCAGAGCAGTATTGTACATGGTGGCACAGTGTTTGGGTGCAATCTGT
GGTGTGGGTTTTGTGAAGGCATTCCAGAGTGCTTATTATGTTAGGTATGGTGGAGGTGCT
AATGTCATGGCTCCTGGCCATACCAAAGGTGTTGGATTAGCTGCTGAAATTATTGGTACT
TTTGTTTTGGTTTACACTGTCTTCTCTGCCACTGACCCTAAGAGAAATGCTAGAGACTCC
CATGTCCCTGTGTTGGCACCACTTCCAATTGGATTTGCTGTGTTCATGGTTCACTTAGCC
ACCATACCAATTACTGGAACTGGCATCAATCCTGCTAGAAGTTTTGGTGCAGCAGTTATT
TACAATCATGACAAAGCTTGGGATGAACACTGGATTTTCTGGGTGGGTCCCTTCATCGGA
GCCTTTGCCGCCGCCGTCTACCACCAGTTCATCCTCCGTGCTGGTGCCATCAAAGCTCTT
GGTTCCTTCAGGAGCAATGCCAGG

AQP1 (Homo sapiens, Aquaporin, cDNA, NM_198098.2)
ATGGCCAGCGAGTTCAAGAAGAAGCTCTTCTGGAGGGCAGTGGTGGCCGAGTTCCTGGCC
ACGACCCTCTTTGTCTTCATCAGCATCGGTTCTGCCCTGGGCTTCAAATACCCGGTGGGG
AACAACCAGACGGCGGTCCAGGACAACGTGAAGGTGTCGCTGGCCTTCGGGCTGAGCATC
GCCACGCTGGCGCAGAGTGTGGGCCACATCAGCGGCGCCCCACCTCAACCCGGCTGTCACA
CTGGGGCTGCTGCTCAGCTGCCAGATCAGCATCTTCCGTGCCCTCATGTACATCATCGCC
CAGTGCGTGGGGGCCATCGTCGCCACCGCCATCCTCTCAGGCATCACCTCCTCCCTGACT
GGGAACTCGCTTGGCCGCAATGACCTGGCTGATGGTGTGAACTCGGGLCCAGGGCLCTGGGC
ATCGAGATCATCGGGACCCTCCAGCTGGTGCTATGCGTGCTGGCTACTACCGACCGGAGG
CGCCGTGACCTTGGTGGCTCAGCCCCCCTTGCCATCGGCCTCTCTGTAGCCCTTGGACAC
CTCCTGGCTATTGACTACACTGGCTGTGGGATTAACCCTGCTCGGTCCTTTGGCTCCGCG
GTGATCACACACAACTTCAGCAACCACTGGATTTTCTGGGTGGGGCCATTCATCGGGGGA
GCCCTGGCTGTACTCATCTACGACTTCATCCTGGCCCCACGCAGCAGTGACCTCACAGAC
CGCGTGAAGGTGTGGACCAGCGGCCAGGTGGAGGAGTATGACCTGGATGCCGACGACATC
AACTCCAGGGTGGAGATGAAGCCCAAATAG
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BHRF1 (Epstein Barr Virus, Bcl-2-Homolog, cDNA, DQ 279927.1)

ATGGCCTATTCAACAAGGGAGATACTGTTAGCCCTGTGTATACGGGACAGTCGTGTGCAT
GGAAATGGTACCCTGCATCCTGTGTTGGAGCTAGCAGCAAGAGAAACACCTCTCCGCCTT
TCGCCAGAGGACACTGTAGTTCTGCGTTATCATGTGTTGCTTGAGGAGATAATTGAACGA
AATTCAGAGACATTTACAGAAACTTGGAACAGATTTATAACACACACCGAACATGTGGAC
CTGGATTTTAACTCAGTATTTTTAGAGATATTTCACCGTGGAGACCCAAGCCTTGGGCGC
GCGTTGGCCTGGATGGCCTGGTGCATGCATGCCTGCAGGACATTGTGTTGTAACCAGTCT
ACTCCTTACTATGTTGTGGACCTGTCAGTTCGTGGGATGTTAGAAGCCAGCGAAGGCCTG
GATGGTTGGATTCATCAACAGGGCGGCTGGTCTACATTAATTGAAGACAACATTCCTGGA
TCCAGAAGGTTTAGCTGGACTTTGTTTCTTGCTGGACTGACTTTGAGTCTGTTAGTTATA
TGTAGTTATTTATTTATCTCCAGAGGAAGACACGAATTCTAA

I1. Vektor-Karten

pUC18/19

Multiple cloning sites of pUC18

pstl Hincll

M137pUC sequencing primer (-20, 17-mer R —— Sal
(*50100) a.' Hindlll Pael Sdal Bvel Xmil Xbal

5/ G TAR AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG A
3’ C ATT TTG CTG CCG GTC ACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC T
LacZ «<— Val Val Ala Leu Ala Leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu

Cirsl Ecl136ll
Ecossl  AccBbl Eco24! EcoRl
BamHl _ Smal___ Kenl  ‘guy Xapl 4%

GG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT 2AT CAT GGT CAT AGC TGT TIC CTG 3/
CC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TARA GCA TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5/
Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn Thr lle Met Thr Met

M13/pUC reverse sequencing primer (-26), 17-mer #50101)

Multiple cloning sites of pUC19

Ect1381 E"EI
MIZ/PUC sequencing pdmer (201, 17-mer ggq  ECOR Eco24! AcchSl  EC
(¥50100) e _Xapl  Sacl Kpnl ___Smal ___  BamHI Xbal
5’ G Taa AAC GAC ceC cac TGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC TAG A
3’ C ATT TTG CTG CCG GTC ACT TAA GCT CGA GCC ATG GGC CCC TAG GAG ATC T
LacZ «— Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp Glu Leu
Hincll
sall —Pstl
Xmil ___Bvel Sdal —Pael Hindn %52

GT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT TGG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 3/
CA GCT GGA CGT CCG TAC GTT CGA ACC GCA TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5*
Thr Ser Arg Cys Ala His Leu Ser Pro Thr lle Met Thr Met

MAPUC reverse ssauencing pomer (-26), 17-mer (#50101)

Abb. II-1: pUC18/19 (www.thermoscientificbio.com
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pBluescript II KS (+) / pBluescript/T-Vektor

— i1 (+) ori
ampicillin | lacZ
_—Sacl
pBluescript Il KS+ MCS
3.0kb “~Kpnl
\ P lac
pUC ori

pBluescript 11 KS (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Not|

BssH Il T7 Promoter i Sluc | I?sl)( | ?oc I | I[ug | )l(bo |
| f =
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGC TCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA. . .
M13 -20 primer binding site” T7 primer binding site - SK primer binding site...
Hinc Il Apall
‘ ) Bsp106 | Acc | EcoO109 |
Spe | ?amH | 3|mo | Pst 1 ﬁcoR | [!coR\/ Ifmd 1] (T'lq | Sal | Xho | rall ITpn |

|
.. .ACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACC. . .

<

...5K primer binding site KS primer binding site

e T3 Promoter BssH |l | o-fragment

- 1
.. .CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

<

13 primer binding site “M13 Reverse primer binding site

Abb. 11-2: pBluescript II KS (+) / pBluescript/T-Vektor (www.xenbase.org). Der rote Pfeil markiert die
Stelle, an der die T-Uberhénge bei pBluescript/T-Vektor angefiigt sind.
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pBT3-C

Sl
SFiI (2

SmaI (S451)

ClaI (3281)

EcoRT (3766)
Xba I Sfi I

atc tag acg gcc att acg gcc aaa ctc gect cge ccg ggc cga acc agt ggc tgc agg gcc gcc tcg gec
I > T A I T A K L A R P G R ¢ R A A S

T S G A

Hind III

aaa ggc ctc cat ggg tat atc tgc agg aat tcg ata tca agec tta tcg ata ccg tcg acc atg tcg ggg

K & L H &G Y I C R N S I S S L S I P S T M S G

Abb. 11I-3: pBT3-C (www.dualsystems.com)

Xhol (110) xeal (353)
BamHI (558)
Nhel (2) oyl Sall (662)
EcoRT (971)
CEN/ARS | Smal (978)
7 Smal (1110)
) NotI (1225)
85 Lexh
P> ort ” BanHI (1242)
veis Sall (1384)
a
cug
ClaT (5883) Clal (1394)
Yhol (5732 /\ ;
(5732) DBT3-N o HindIII (1399)
Clal (5641) \ FcoRT (1411)
7614bp +
Smal (5462) pstl (1420)
SFIT (1430)
KanR SFT (1457)
HindIII (5212) Neol (1463)
SacTl (1483)
LEUZ
EcoRT (3775) Clal (3290)
Pst I

________ Sfi I Sfi I Nco I

aat tcc tgc agg gcc att acg gecc agg cct tta att aag gcc gec tcg gec cca tgg taagta gct aac cgc gga
N S C R A I T A R P L I K A A& S A P W ¥ v A N R G
>

Cub reading frame

Abb. 11-4: pBT3-N (www.dualsystems.com)
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Xhol (116)

SacIl (5)

pBS ori

pPR3-N

coqbp

2micron

Xbal (3206)

Sfi I

CYClp  Xbal (353)

Spel (359)

NubG

HA tag
BamHI (512)

/ SFT (548)
Smal (554)
SF1 (577)
Xhol (584)
£coRT (589)
CYciterm HindIII (601)

Clal (608)
Sall (616)
Khol (622)

HindIIT (1794)

TRP1

Yoal (2223)

gct gga tcc aag cag tgg tat caa cgc aga gtg gcc att acg gcc cgg gaa aaa aca tgt cgg ccg cct cgg
A

G s K Q W Y Q R R v A I T
>

NubG-HA reading frame

Cla I Sal I

aat tcg ata tca agc tta tcg ata ccg teg acc
N S I s S L S I P s T

Abb. II-5: pPR3-N (www.dualsystems.com)

A R E K T o

Xbal (403)

HA tag

cYc1

BamH| (562)
Sfil (598)
Sfil (627)
EcoRl (639)
Hindlll (851)

Hindlil (1844)

Xpal (2273)

Xbal (3256)
Multiple cloning site

Sfil

TAC GCT GGA TCC AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA

GTG GCC ATT ACG GCC

Tyr Ala Gly Ser Lys Gln Trp Tyr Gln Arg Arg Val Ala Ile Thr Ala

—>
HA tag

Smal Sfil EcoRI

ClaI

cct
R P P R P

Sall

CGG GAA AAA ACA TGT CGG CCG CCT CGG CCT CTC GAG AAT TCG ATA TCA AGC TTA TCG ATA CCG TCG ACC
Arg Glu Lys Thr Cys Arg Pro Pro Arg Pro Leu Glu Asn Ser Ile Ser Ser Leu Ser Ile Pro Ser Thr

Abb. I1I-6: pDSL-Nx (www.dualsystems.com)
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pGEX-3X
PGEX-3X (28-9546-54)

Factor Xa

lle Glu Gly ArgGly lle Pro Gly Asn Ser Ser
ATC GAA GGT CGT GIGG ATCICICC GGG AAT TCATCG TGA CTG ACT GAC

BamHI _,Smol EcoRl Stop codons

Tth111l
Aatll

Ball ‘Soﬂ‘ﬁe’,os&
-Dc&‘)’
\°§‘
Ptac > B
e pSj10ABam7Stop? ?'oa
Pstl
pGEX
~4900 bp
Narl
ECORV D p4.s AlwNI
BssHII
Apc”BstEll pBR322
Miul ori
Abb. II-7: pGEX-3X (www.fishersci.ca)
MAL-c2X
lylinker
malE lacZ o
mB
P termunator
tac
vectors
lact?

7

pBR on M13 on

pMAL-c2, -p2 polylinker:

rSacl-]
malE  TCG AGC TCG AAC AAC AAC AAC AAT AAC AAT AAC AAC AAC CTC GGG

——Xmnl—— rEcoRl - rBamH | Xbal~ [-Sall-j rPst!— Hind il
ATC GAG GGAAGG ATT TCAGAATTC GGA TCC TCT AGAGTC GACCTG CAG GCAAGC TTG  lacZa

lie Glu Gly Arg
\/ Factor Xa cleavage site

Abb. 11I-8: pMAL-c2X (link.springer.com)
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ColE1 origin 2154_.2782

1001...561 Fion

W75, 1103 Amp prom

Smal
Apal | Spel
Eind3 SpAcc polya BamEl PspOM | | Hpal |
| | | | | (| ||
aagcttgettgttetttttgrcagaagetcagaataaacgetcaactttggeagggateecgggeceecgggttaact
1 ———————— Fmm——————— Fmmm—————— e ———— e ———— e Fmm tm———
ttcgaacgaacaagaaaaacgtettegagtettatttgegagttgaaaccgteectaggeccggggeccaattga
BstE2
Xpnl |
Bgl2 Agel| |
Ncol Sacl | RecbS || |
EcoR1 ECoRV | Xhol| | Pvu2 | I
Xbal | Clal | | Sall Ecl2| | | Pstl| | 1|
| I | | | el [ O N
agtctagaattcatcgatatccatggtcgacgagetegagatectgecagetggtaceggttacea
————t e fmmmm fmmm Fommm tommmm - to———————— 139

16
tcagatcttaagtagetataggtaccagetgetegagetetagacgtegaccatggecaatggt

Abb. 11-9: pOO2 (Sequenz, LUDEWIG et al., 2002)
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EcoRlI EcoRl
*
HindIll Ecl13611"
BamHl
LB
Kanf —----------- MCS/Zielgen
-— >
Abb. I1I-10: pTAKS3S5S (verindert nach SCHORG, 2013)
pPK7FWG2C
Xba!(11871) Apai (1)
Smal (11862)\ | Aatii(7)
Xmal (11860) )
Sachi (11736) b— T Sacii (245
Kan Egfp
e - attR2
S Xmal (1359)
Sm/SpR N\ Smat (1361)
. CmR-ccdB

pKTFWG2,0

11880 byp \

‘Spel (2636)
. P35S
\, Saci(3751)

) Hingiiii (3753)
Ciai (7007) RB

Abb. II-11: pK7FWG2C (www.lenaturaliste.net)
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