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1. Einleitung

Die CDP-Diacylglycerol : Glycerol-3-phosphat-Phosphatidyltransferase (E.C. 2.7.8.5;
Phosphatidylglycerophosphat-Synthase; PGPS) katalysiert den entscheidenden Schritt zur
Einfiihrung der Kopfgruppe in das anionischen Membranlipid Phosphatidylglycerol (PG).
Dieses Enzym iibertrégt einen Phosphatidylrest (sn-1,2-Diacylglycerol-3-phosphat) aus CDP-
Diacylglycerol (CDP-DAG) auf die Hydroxygruppe in der sn-1 Position des sn-Glycerol-3-
phosphats. Das Produkt dieser Reaktion ist Phosphatidylglycerophosphat (PGP), der
unmittelbare Vorldufer von PG. Durch Dephosphorylierung mittels einer PGP-Phosphatase
wird schlieBlich das fertige Membranlipid PG erhalten (zur Ubersicht, Moore, 1982).

Im folgenden soll die Biosynthese der Phosphodiacylglycerole, ihre subzelluldre Lokalisation
in Pflanzen sowie die Funktion der anionischen Phosphodiacylglycerole in verschiedenen

Biomembranen erldutert werden.

1.1 Biosynthese der Phosphodiacylglycerole

Glycerolipide bilden den dominierenden Teil der Membranlipide in Pflanzen. Hierzu gehdren
die Glycodiacylglycerole, die charakteristischen Membranlipide der Plastiden sowie die
Phosphodiacylglycerole, die Hauptkomponente der extraplastidiren Membransysteme, die

auch in Tieren, Pilzen und Eubakterien tiberwiegen.

Phosphodiacylglycerole konnen durch zwei prinzipiell verschiedene Reaktionswege gebildet
werden (Abb. 1.1; zur Ubersicht, Moore, 1982). Nachdem durch die Wirkung von
Acyltransferasen in zwei Schritten sn-Glycerol-3-phosphat {iber sn-1-Acylglycerol-3-
phosphat in sn-1,2-Diacylglycerol-3-phosphat {iberfiihrt wurde, erfolgt dann im Weiteren die
Einfiihrung der unterschiedlichen polaren Kopfgruppen in die sn-3 Position. Sn-1,2-
Diacylglycerol-3-phosphat (Phosphatidsédure, PA) stellt das zentrale Intermediat in der
Glycerolipidbiosynthese dar. Durch eine PA-Phosphatase kann dieses zu Diacylglycerol
(DAG) umgesetzt werden, welches wiederum der direkte Vorldaufer der
Phosphodiacylglycerole Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) ist. Die
Synthese dieser Membranlipide katalysieren Enzyme aus der Gruppe der "CDP-Alkohol-

Phosphotransferasen". Charakteristisch fiir die Reaktion dieser Enzyme ist die Ubertragung
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der Kopfgruppen aus den aktivierten Vorldufern CDP-Cholin bzw. CDP-Ethanolamin auf
DAG (Abb. 1.1; Reaktionen 6 A und B).

OH
OH G3P

Acyl-CoA / Acyl-ACP ™
1 v\» CoA / ACP

— Acyl

— OH LPA

Acyl-CoA / Acyl-ACP ~

2 v\» CoA / ACP

— Acyl
— Acyl PA
CTP H,O
3 ] 4
PPi P1
— Acyl Acyl
CDP-DAG — Acyl Acyl DAG
cmr—@)— HO
Alkohol ™~ CDP-Alkohol
5; A-D v\ CMP 6; A, B CMP
A: Phosphatidylglycerophosphat A: Phosphatidylcholin
B: Phosphatidylserin B: Phosphatidylethanolamin

C: Phosphatidylinositol
D: Cardiolipin

Abb. 1.1: Biosynthesewege der Phosphodiacylglycerole (G3P, Glycerol-3-phosphat; Acyl-ACP, Acyl-Acyl-
Carrier-Protein; LPA, Lysophosphatidsdure, sn-1-Acylglycerol-3-phosphat; Alkohol, stellvertretend fiir G3P,
Serin, myo-Inositol oder PG; CDP-Alkohol, stellvertretend fiir CDP-Cholin oder CDP-Ethanolamin; Enzyme: 1:
Acyl-CoA / ACP : G3P-Acyltransferase; 2: Acyl-CoA / ACP : LPA-Acyltransferase; 3: CTP : PA-
Cytidyltransferase, CDP-DAG-Synthase; 4: PA-Phosphatase; 5: A, PGPS; B, CDP-DAG : Serin-
Phosphatidyltransferase, Phosphatidylserin-Synthase, PSS; C, CDP-DAG : myo-Inositol-
Phosphatidyltransferase, Phosphatidylinositol-Synthase, PIS; D: CDP-DAG : PG-Phosphatidyltransferase,
Cardiolipin-Synthase, CLS; 6: A, CDP-Cholin : DAG-Cholinphosphotransferase; B: CDP-Ethanolamin : DAG-
Ethanolaminphosphotransferase).
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Die Biosynthese der weiteren Phosphodiacylglycerole erfolgt iiber einen anderen Weg. Hier
wird zundchst das Diacylglycerolgeriist der PA durch die Wirkung einer CDP-DAG-Synthase
in CDP-DAG ftiberfiihrt und damit das Diacylglycerolgeriist der PA aktiviert. Diesen
Vorldufer nutzen eine ganze Reihe sogenannter Phosphatidyltransferasen als
Kopfgruppenakzeptor. Diese Phosphatidyltransferasen {tibertragen entweder Serin, myo-
Inositol, Glycerol-3-phosphat oder PG und bilden dabei Phosphatidylserin (PS),
Phosphatidylinositol (PI), PGP oder Cardiolipin (Abb. 1.1; Reaktionen 5 A bis D).

Diese de novo synthetisierten Phosphodiacylglycerole konnen weiteren Modifikationen
unterliegen. Durch Decarboxylierung entsteht beispielsweise PE aus PS, wihrend PE durch
eine 3-stufige Methylierung in PC {iberfiihrt werden kann. Zudem katalysieren spezielle
Phosphatidyltransferasen den Austausch der Kopfgruppen an PC oder PE gegen Serin unter
Bildung von PS. Nicht alle diese Mechanismen sind in allen Organismen etabliert. Manche
Lipide fehlen in einigen Organismen ganz, in anderen sind lediglich die dominierenden
Biosynthesewege verschieden. So bildet zum Beispiel Escherichia coli kein PC, wohingegen
vor kurzem Geiger und Mitarbeiter zeigen konnten, dass Sinorhizobium meliloti PC in einer
bislang unbekannten CDP-DAG-abhingigen Reaktion synthetisiert (de Rudder et al., 1999;
Sohlenkamp et al., 2000). Tiere synthetisieren PS ausschlieflich {iiber den
Kopfgruppenaustausch aus PC oder PE, wihrend Pflanzen PS zusétzlich auch aus CDP-DAG
bilden konnen (Stone et al., 1998; Stone & Vance, 1999; Delhaize et al., 1999; Vincent et al.,
2001).

Wihrend in Bakterien die Biosynthese der Phosphodiacylglycerole fast ausnahmslos durch
Membranproteine in der Plasmamembran katalysiert wird, findet in Pflanzen und anderen
Eukaryoten die Synthese dieser Lipide in unterschiedlichen Membransystemen statt. Dabei
werden die dominierenden Phosphodiacylglycerole PC und PE {iber unterschiedliche Wege in
der Hauptsache an den mikrosomalen Membranen gebildet (Dennis & Kennedy, 1972;
Moore, 1982; Vance & Vance, 1988; Daum et al.,, 1998). In Pflanzen konnte die
mitochondriale PC-Biosynthese in Einzelfdllen nachgewiesen werden, wihrend bis heute
fraglich ist, ob die Decarboxylierung von PS unter Bildung von PE auch in diesen
pflanzlichen Organellen stattfindet (Moore, 1982). Eine solche PE-Synthese erfolgt in den
Mitochondrien aus Tieren und Hefen, die PS aus bestimmten ER-Doménen importieren und
durch die in der Innenmembran lokalisierten Decarboxylasen in PE {iiberfiihren (Shiao et al.,
1995; Daum et al., 1998). Die Biosynthese von PI und PS ist in allen eukaryoten Zellen
vollstindig auBlerhalb der Organellen lokalisiert (Moore, 1982; Vance & Vance, 1988; Tanaka
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et al., 1996; Daum et al., 1998; Stone et al., 1998; Vincent et al., 2001). Fiir tierische Zellen
sowie fiir die Hefe Saccharomyces cerevisiae konnte allerdings in beiden Féllen ein Import in

die Mitochondrien nachgewiesen werden (zu Ubersicht, Daum & Vance, 1997).

Die de novo-Biosynthese des anionischen Membranlipids PG verlduft in allen Eukaryoten und
Prokaryoten iiber das Zwischenprodukt PGP, welches grundsitzlich aus der Ubertragung des
Phosphatidylrestes aus CDP-DAG auf Glycerol-3-phosphat durch integrale Membranproteine
hervorgeht (Moore, 1974; Hostetler et al., 1975; Hirabayashi et al., 1976; Griebau &
Frentzen, 1994). Die entsprechenden PGPS-Aktivititen wurden in unterschiedlichen
Membransystemen lokalisiert. Wéahrend S. cerevisiae PGP und damit PG ausschlieBlich in der
inneren Mitochondrienmembran synthetisieren kann, sind Tiere zusitzlich in der Lage dieses
Lipid am ER zu bilden (Schlame et al., 1986; Ohtsuka et al., 1993; Daum et al., 1998). In
pflanzlichen Zellen sind neben den Mitochondrien und dem Endomembransystem auch die
Plastiden zur PG-Synthese befdhigt, wobei alle fiir die Synthese dieses Membranlipids
erforderlichen Enzyme in der inneren Hiillmembran lokalisiert sind (Moore, 1974; Andrews
& Mudd, 1985; Griebau & Frentzen, 1994). PG ist das einzige Phosphodiacylglycerol,
welches vollstindig in Plastiden synthetisiert werden kann und das spezifisch von der FAD4-
Desaturase als Substrat genutzt wird. Diese Desaturase fiihrt eine A3-trans-Doppelbindung in
den Palmitoylrest ein, der an der sn-2 Position des PG verestert ist (Dorne & Heinz, 1989;

Tremolieres et al., 1991).

PG dient in Eukaryoten und vielen Prokaryoten als Vorstufe fiir die Biosynthese des
Diphosphatidylglycerols, das sogenannte Cardiolipin (CL; Stuhne-Sekalec & Stanacev, 1989;
Tropp, 1997). Cardiolipin hat eine einzigartige Struktur, in der zwei Phosphatidylreste liber
ein Glycerolmolekiil miteinander verbunden sind. Daher besitzt CL im Gegensatz zu allen
anderen Glycerolipiden 4 Fettsdurereste (Abb. 1.5). CL ist das Markerlipid der
Mitochondrien, da seine Synthese durch die Wirkung der Cardiolipin-Synthase (CLS) in
Eukaryoten ausschlieBlich in der inneren Mitochondrienmembran ablduft (Stuhne-Sekalec &

Stanacev, 1989; Frentzen & Griebau, 1994; Tropp, 1997; Schlame et al., 2000).

Im Folgenden soll auf die Enzyme, die bei der Phosphodiacylglycerol-Synthese den Transfer
eines Phosphatidylrestes katalysieren, ndher eingegangen werden. Phosphatidyltransferasen
lassen sich nach ihren Substrat-Spezifititen in zwei groe Gruppen einteilen. Die eine Gruppe
nutzt, wie oben beschrieben, CDP-DAG als Substrat und iibertragt den Phosphatidylrest aus
CDP-DAG auf eine polare Kopfgruppe. Die zweite Gruppe nutzt dagegen
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Phosphodiacylglycerole als Substrat und tibertrdgt den Phosphatidylrest aus dem Lipid auf

eine andere Kopfgruppe und katalysiert somit einen Kopfgruppenaustausch.

1.2 Phosphatidyltransferasen werden von zwei Genfamilien kodiert

Seit 1981, als Otha et al. das erste Gen fiir eine Phosphatidyltransferase aus dem Bakterium E.
coli isolierten, erfolgte die Charakterisierung einer groBBen Zahl weiterer Sequenzen, die
ebenfalls fiir Phosphatidyltransferasen kodieren. Mit der zunehmenden Zahl der
Proteinsequenzen wurde deutlich, dass die Phosphatidyltransferasen zwei Proteinfamilien
reprisentieren, die untereinander keine Ahnlichkeiten aufweisen. Die erste Familie, die nach
dem stark konservierten CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motiv Dx;DGx;ARxsGx3Dx3D
als DGAR-Familie bezeichnet wird, umfasst Phosphatidyltransferasen, die im allgemeinen
eine molekulare Masse von 20 bis 25 kDa haben (Otha et al., 1981; Nikawa & Yamashita,
1984; Delhaize et al., 1997; Williams & McMaster, 1998). In diese Gruppe gehdren zudem
die Aminoalkohol-Phosphotransferasen, die die Kopfgruppen der Phosphodiacylglycerole,
wie oben beschreiben, aus den aktivierten Vorstufen CDP-Cholin oder CDP-Ethanolamin auf
DAG iibertragen (Abb. 1.1). Die entsprechenden Gene, die fiir Proteine um 45 kDa kodieren,
sind aus Pflanzen, Hefen und Mensch isoliert (Hjelmstad & Bell, 1991; Dewey et al., 1994;
Henneberry & McMaster, 1999). Die HKD-Familie hingegen weist das Sequenzmotiv
Hx;Kx46D auf und enthdlt Enzyme mit molekularen Masse um 60 kDa. Neben
Phosphatidyltransferasen gehdren auch Phospholipasen des D-Typs (Exton, 2000),
Virushiillproteine (Roper & Moss, 1999) sowie bakterielle Nukleasen (Ponting & Kerr, 1996)

in diese Familie.

Die Verteilung prokaryoter und eukaryoter Phosphatidyltransferasesequenzen auf die beiden
Protein-Familien sowie deren katalytische Wirkung soll im Folgenden kurz beschrieben

werden.

Phosphatidylinositol-Synthase (PIS)

PISs katalysieren den Transfer des Phosphatidylrestes aus CDP-DAG auf die Hydroxygruppe
am C-Atom 1 des myo-Inositol unter Abspaltung von CMP (Abb.1.2; Loewus & Murthy,
2000). Nikawa & Yamashita (1984) konnten erstmals eine PIS aus S. cerevisiae durch

Komplementation einer Hefe-PIS-Mutante mit einer genomischen Bank des Wildtyp-
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Stammes isolieren. Diese Mutante wurde ebenfalls genutzt, um eine cDNA fiir die PIS aus
Ratte zu klonieren (Tanaka et al., 1996). Uber die PIS in Bakterien war lange Zeit wenig
bekannt, es konnte aber gezeigt werden, dass Mycobakterien PI besitzen und dass dieses
sogar essentiell ist (Salman et al., 1999; Jackson et al., 2000). Erst kiirzlich gelang die
Isolierung des Gens fiir die PIS aus Mycobacterium smegmatis (Jackson et al., 2000). Aus
Arabidopsis thaliana konnten zwei Labore unabhingig voneinander eine cDNA, die fiir eine
PIS kodiert, klonieren (Collin et al., 1999; Xue et al., 2000). Alle bislang isolierten PISs
gehoren zur Gruppe der DGAR-Enzyme, wobei sich die Sequenzéhnlichkeiten der PISs neben
dem konservierten Motiv auf wenige Aminosédurereste beschrinken. Andererseits zeigen die
Sequenzen dennoch Unterschiede zu denen anderer Phosphatidyltransferasen aus dieser

Familie (Jackson et al., 2000).

Acyl Acyl

Acyl + \%\ —>  Acyl + CMP

CDP-DAG myo-Inositol PI

Abb. 1.2: Reaktion der Phosphatidylinositol-Synthase (die sechs Hydroxygruppen des myo-Inositol sind durch
Striche dargestellt).

Phosphatidylserin-Synthase (PSS)

Fiir Phosphatidylserin-Synthasen sind zwei unterschiedliche Reaktionen beschrieben worden
(Vincent et al., 2001). Wie in Abb. 1.3 dargestellt, kann der auf die Hydroxygruppe des Serins
tibertragene Phosphatidylrest unterschiedlichen Ursprungs sein und stammt entweder aus
CDP-DAG (Abb. 1.3, oben) oder einem Phosphodiacylglycerol (Abb 1.3, unten). PSSs, die
den Phosphatidylrest aus einem Phosphodiacylglycerol {iibertragen, haben zum Teil
unterschiedliche Substrat-Spezifititen. PSS1 aus Maus kann sowohl PE als auch PC
umsetzen, wihrend PSS2 mit PC inaktiv ist und ausschlieBlich PE als Substrat nutzt (Stone et
al., 1998; Stone & Vance, 1999). Die Gene fiir PSS1 und PSS2, die beide Enzyme des HKD-
Typs kodieren, sind bekannt, zeigen allerdings nur geringe Sequenzéhnlichkeiten zu anderen
Enzymen aus dieser Gruppe (Stone et al., 1998; Stone & Vance, 1999). Gene fiir CDP-DAG-
abhéingige PSSs des DGAR-Typs wurden aus Hefe (Yamashita & Nikawa, 1997) und Weizen
(Delhaize et al., 1999) isoliert. Biochemische Daten deuten allerdings darauf hin, dass
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Pflanzen auch iiber den Mechanismus des Kopfgruppenaustausches PS bilden konnen
(Vincent et al., 1999; Manoharan et al., 2000). In Bakterien erfolgt die PS-Synthese
ausschlieflich in einer CDP-DAG-abhingigen Reaktion. Das grampositive Bakterium
Bacillus subtilis besitzt ein integrales Membranprotein aus der DGAR-Gruppe mit
Ahnlichkeiten zu den PSSs aus Eukaryoten, wohingegen die lediglich membranassoziierte
PSS aus E. coli aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten in die Gruppe der HKD-Proteine
einzuordnen ist (Raetz et al., 1977; Okada et al., 1994).

Acyl Acyl
NH,
Acyl + ’——‘»COOH > Acyl NH, + Cmp
OH COOH
P—CMP P
CDP-DAG Serin PS
Acyl Acyl
NH, .
Acyl + ’—LCOOH — Acyl NH, -+  Cholin
OH COOH
P— Cholin P
PC Serin PS

Abb. 1.3: Reaktionen der Phosphatidylserin-Synthasen (die unterschiedlichen Abgangs-gruppen der
Phosphatidyldonatoren sind hervorgehoben).

Phosphatidylglvcerophosphat-Synthase (PGPS)

In Abb. 1.4 ist dargestellt, dass die PGPS den Phosphatidylrest aus CDP-DAG auf die
Hydroxygruppe am C-Atom 1 des Glycerol-3-phosphats iibertrdgt. Unter Abspaltung von
CMP entsteht dabei PGP, dass durch ein weiteres Enzym, die PGP-Phosphatase, an der
Kopfgruppe dephosphoryliert wird, so dass PG entsteht.

Das Gen fiir PGPS wurde zunichst aus E. coli (Otha et al., 1981) und spéter aus Rhodobacter
sphaeroides 1isoliert (Dryden & Dowhan, 1996). Diese und weitere, anhand hoher
Sequenzédhnlichkeiten identifizierte, prokaryote PGPSs gehoren zur DGAR-Familie. 1993

wurde die PGPS aus S. cerevisiae kloniert, allerdings zunichst nicht als solche erkannt
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(Janitor & Subik, 1993). Nachdem man zeitweilig dachte es handle sich dabei um eine PSS
(Janitor et al., 1995; Janitor et al., 1996), stellte sich heraus, dass das in diesen
Veroffentlichungen beschriebene PEL1-Gen eine PGPS aus der HKD-Familie kodiert (Chang
et al., 1998 A; Dzugasova et al., 1998). Das PGPS-Gen aus Hamsterzellen wurde iiber
Homologien zwischen dem PGPS-Gen aus Hefe und der moglichen PGPS aus Mensch
identifiziert und letztlich iiber geeignete PCR-Techniken isoliert (Kawasaki et al., 1999). Zu
Beginn der vorliegenden Arbeit war nicht bekannt, welchen Typ die pflanzlichen PGPSs

reprisentieren.
Acyl Acyl
Acyl + | L —> Acyl + omp
[T 1
P—CMP P P
CDP-DAG Glycerol-3-phosphat PGP

Abb. 1.4: Reaktion der Phosphatidylglycerophosphat-Synthase (die Hydroxygruppen des Glycerol-3-phosphat
sind durch Striche dargestellt).

Cardiolipin-Svnthasen (CLS)

Um eine spezielle Phosphatidyltransferase handelt es sich bei der Cardiolipin-Synthase, da
hier die Kopplung zweier lipophiler Substrate erfolgt. Abb. 1.5 verdeutlicht, dass die CLS als
Donator fiir den Phosphatidylrest, der auf PG iibertragen wird, zwei unterschiedliche Lipide
nutzen kann. Die CLS aus Prokaryoten kondensiert zwei PG-Molekiile unter Abspaltung von
Glycerol, wihrend das eukaryote Enzym aus den Mitochondrien PG mit CDP-DAG zu CL
umsetzt (Hostetler et al., 1971; Otha et al., 1985; Frentzen & Griebau, 1994).

Alle bislang isolierten prokaryoten CLSs gehoren zur HKD-Familie. Das erste Gen, das fiir
ein solches Enzym kodiert, wurde aus E. coli isoliert (Otha et al., 1985). Einige Jahre spéter
konnte aus dem gleichen Organismus ein zweites CLS-Gen charakterisiert werden (Guo &
Tropp, 2000). Zwischenzeitlich gelang die Klonierung von CLS-Genen aus anderen
Bakterien, unter anderem aus dem grampositiven Bakterium Bacillus firmus (Guo & Tropp,
1998). Das einzige Gen einer eukaryoten, und damit CDP-DAG-abhéngigen, CLS wurde

zeitgleich in drei verschiedenen Arbeitsgruppen aus S. cerevisiae isoliert (Jiang et al., 1997;
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Chang et al., 1998 B; Tuller et al., 1998). Dieses Enzym zihlt wiederum zur Gruppe der
DGAR-Proteine und zeigt geringe Sequenzéhnlichkeiten zu den prokaryoten PGPSs.

Acyl
Acyl
HO Y
Acyl
Y HO 5
Acyl + P —> HO +  CcwMmP
P—CMP Acyl ’
Acyl
Acyl &y
Acyl
CDP-DAG PG CL
Acyl
Acyl HO Acyl
Acyl HO P
5 -+ v —> HO -+ Glycerol
P
HO Acyl
Acyl
PG PG CL

Abb. 1.5: Reaktionen der Cardiolipin-Synthasen.

Phosphatidylcholin-Synthase (PCS)

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Biosynthese von PC in Bakterien ausschlieBlich
tiber die schrittweise Methylierung von PE ablduft. Interessanterweise gelangen dann

allerdings Sohlenkamp et al. (2000) die Isolierung einer PCS aus S. meliloti, die den
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Phosphatidylrest aus CDP-DAG auf die freie Hydroxygruppe des Cholins Ttbertragt
(Abb.1.6). Dieses bislang einzige Enzym seiner Art gehort zur DGAR-Familie und weist

schwache Ahnlichkeiten zu den PSSs dieser Familie auf.

Acyl o Acyl
N(CHs); ®
Acyl + ’_l —> Acyl N(CH;); + CMP
OH
P—CMP P
CDP-DAG Cholin PC

Abb. 1.6: Reaktion der Phosphatidylcholin-Synthase.

Tabelle 1.1: Einordnung der verschiedenen Phosphatidyltransferasen aus Bakterien, Hefen, Tieren und Pflanzen
in die DGAR- bzw. HKD-Familie.

Phosphatidyltransferasen
PGPS PIS PSS CLS PCS
Bakterien DGX2AR DGXzAR DGXzAR HXKX4_6D* DGXzAR
HXKX4_6D
Hefe HXKX4_6D DGXzAR DGXZAR DGXZAR
Tiere HxKx4.6D DGx,AR HxKx4.6D"
Pflanzen DGx,AR DGx,AR

*CDP-DAG-unabhingige Enzyme

Tabelle 1.1 gibt eine Ubersicht iiber die Verteilung bekannter Phosphatidyltransferasen auf
die zwei unterschiedlichen Gen-Familien. Darin wird deutlich, dass lediglich die PISs - soweit
bekannt - grundsitzlich zur DGAR-Familie zéhlen. Die mitochondrialen PGPSs aus Hefen
und Tieren gehoren zur HKD-Familie, die bakteriellen Proteine hingegen zur DGAR-Familie.
Grampositive Bakterien besitzen PSSs aus der DGAR-Familie, wdhrend gramnegative
Bakterien membranassoziierte, aber 16sliche PSSs aus der Gruppe der HKD-Enzyme
aufweisen (Okada et al., 1994; Matsumoto, 1997). Bakterielle CLSs gehoren zur HKD-
Familie. Ob hingegen die mitochondrialen CLSs der Eukaryoten alle Mitglieder der DGAR-

Familie sind, ldsst sich schwerlich sagen, da, wie oben beschrieben, bislang nur das
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entsprechende Gen aus S. cerevisiae bekannt ist. Gleiches gilt fiir die PCS, die bisher nur aus

S. meliloti isoliert wurde.

1.3 Physiologische Funktionen von PG

PG ist ein typisches Membranlipid in Bakterien und eukaryoten Zellen. In diesen Membranen
ist PG, wie auch alle anderen Lipide, in erster Linie an der Bildung der Membranstruktur
beteiligt. Anhand einiger Beispiele soll aber gezeigt werden, dass anionische
Phosphodiacylglycerole wie PG und CL mit 16slichen und membranstindigen Proteinen

interagieren und damit Einfluss auf unterschiedliche zellbiologische Vorgiange haben.

1.3.1 Die funktionelle Rolle von PG und CL in der DNA-Replikation in E.

coli

Unter normalen Bedingungen beginnt die Replikation des E. coli-Genoms am oriC. Zwei
Replikationsgabeln bewegen sich von dort in entgegengesetzter Richtung auf den terC-Locus
zu, an dem die Replikation endet. Die bidirektionale Orientierung der Replikation fiihrt
wihrend der Neusynthese des Genoms zur Ausbildung der charakteristischen Theta-Struktur.
Der etwa 250 bp lange oriC enthélt 4 Erkennungsstellen fiir das DnaA-Protein, die jeweils 9
bp lang sind (DnaA-Box), sowie 3 hintereinandergeschaltete AT-reiche Sequenzwieder-
holungen, bestehend aus 13 bp (13-mer-Sequenz). Hinzu kommen noch eine ganze Reihe von
GATC-Wiederholungen, an denen durch Methylierungen die Replikation blockiert werden
kann. Durch Bindung der DnaA-Proteine an die dafiir vorgesehenen Sequenzabschnitte wird
die Replikation eingeleitet. 20 bis 40 DnaA-Proteine sind nétig, um in einer ATP-abhidngigen
Reaktion an den 13-mer-Sequenzen das Genom partiell zu entspiralisieren. An die
entstandene einzelstringige DNA binden dann SSB-Proteine (single strand binding). In der
Folge kommen DnaB (Helikase), DnaC (Hilfsprotein fiir DnaB), DnaG (Primase) und letzten
Endes die DNA-Polymerase III hinzu (zur Ubersicht: Messer et al., 2001).

DnaA ist fiir die Replikation von entscheidender Bedeutung. Ohne dieses Protein kann die
oriC-abhédngige Neusynthese des Genoms nicht eingeleitet werden. DnaA hat eine hohe

Affinitét flir ADP und ATP, jedoch erfolgt ein Austausch der Nukleotide gegeneinander nur
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sehr langsam (Crooke, 2001). Lediglich die DnaA-ATP-Form ist geeignet, die Replikation
einzuleiten, wobei ATP zu ADP hydrolysiert wird (Sekimizu et al., 1987, Yung et al., 1990).
Die Hydrolyse des ATP zu ADP ist interessanterweise zwar DNA- aber nicht zwangslaufig
oriC-abhingig (Sekimizu et al., 1987) und wird durch l6sliche Faktoren, darunter eine
Untereinheit der DNA-Polymerase III, stimuliert (Katayama & Crooke, 1995; Katayama et
al., 1998). Bei der Umwandlung des inaktiven DnaA-ADP-Komplexes in den entsprechenden
aktiven spielen dagegen Phospholipide eine wichtige Rolle. Wie Sekimizu & Kornberg
(1988) zeigten, stimulieren E. coli-Phospholipide die Abgabe von ADP aus dem Komplex.
Diese Stimulierung der ADP-Abgabe war mit CL etwa zehnmal so hoch wie mit PG,
wohingegen PE keinen Effekt zeigte. Die Aufnahme von ATP erfordert hingegen nicht nur
die Gegenwart von Phospholipiden, sondern auch oriC-DNA (Crooke et al., 1992). Aber wie
die ADP-Abgabe wird auch die ATP-Aufnahme nur durch anionische Phospholipide wie CL
oder PG stimuliert (Sekimizu & Kornberg, 1988; Yung & Kornberg, 1988; Castuma et al.,
1993). Offensichtlich sind elektrostatische Interaktionen zwischen den Phospholipid-
kopfgruppen und dem Protein fiir eine Assoziation zwischen DnaA und der Membran
erforderlich (Kitchen et al, 1999). Xia & Dowhan (1995) konnten an einer PGPS-
Nullmutante, die weder PG noch CL besitzt, zeigen, dass diese Lipide essentiell fiir eine
DnaA-basierte Replikation sind. Die beschriebene Nullmutante besitzt eine induzierbare
Kopie des pgsA-Gens (kodiert PGPS). Im nicht-induzierten Zustand stellen die Zellen nach
acht bis zehn Zellzyklen ihr Wachstum ein. Interessanterweise gibt es eine Suppressor-
Mutante, in der das rnhA-Gen defekt ist. Dieses Gen kodiert fiir RNaseH, welche in DNA-
RNA-Hybriden die RNA abbaut. In diesen Stimmen erfolgt die Replikation DnaA- und oriC-
unabhingig nach dem cSDR Mechanismus (constitutive stable DNA replication; Torrey et al.,
1984; von Meyenburg et al., 1987). Dabei werden an mehreren Stellen im Genom vorhandene
RNA-Molekiile als Primer fiir die Neusynthese des Genoms genutzt. Weiter konnte belegt
werden, dass eine E. coli-pgsA-Nullmutante nahezu uneingeschrankt wachsen kann (Kikuchi
et al., 2000, Matsumoto 2001). Diese Mutante ist nicht defekt in rnhA, teilt sich aber fast mit
Wildtyp-Geschwindigkeit. Offensichtlich kdnnen diese E. coli-Zellen die in erstaunlich hohen
Konzentrationen vorhandene PA (4 % der Membranlipide) fiir die Membranassoziation und

ATP-Beladung des DnaA-Proteins nutzen.

Molekulare Analysen haben gezeigt, dass ionische Wechselwirkungen zwischen zwei
amphipatischen o-Helices in der C-terminalen Hélfte des DnaA-Proteins einerseits und
anionischen Phospholipiden andererseits fiir die ADP-Abgabe notwendig sind (Hase et al.,
1998; Yamaguchi et al., 1999; Makise et al.,, 2001; Zheng et al., 2001). Basische
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Aminoséurereste sind fiir diese a-Helices charakteristisch und in DnaA-homologen Proteinen
anderer Bakterien hoch konserviert (Yamaguchi et al., 1999). Die Autoren postulieren, dass
das an DnaA gebundene ADP in einer Tasche gefangen ist. Durch Wechselwirkungen der
genannten o-Helices mit anionischen Phospholipiden, vornehmlich PG und CL, kommt es zu
einer Konformationséinderung des Proteins, wodurch sich die Tasche offnet und das ADP
entlassen wird. Garner et al. (1998) zeigten weiterhin, dass der membranabhidngige ADP-
ATP-Austausch mit dem Eintauchen eines C-terminalen Abschnittes des DnaA-Proteins in
den Phospholipidbilayer einhergeht. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Beobachtung,
dass die Phospholipid-Bilayer, die fiir die DnaA-abhédngige Initiation der Replikation
notwendig sind, sich in der fluiden Phase befinden miissen (Castuma et al., 1993; Suzuki
1998). Wahrscheinlich konnen Teile des DnaA-Proteins nur dann in die Membran eintauchen,
wenn diese einen ausreichend hohen Gehalt an ungesittigten Fettsdureresten in den

Membranlipiden aufweisen.

1.3.2 Funktion von PG in fotosynthetischen Membranen

In den Thylakoidmembranen der Plastiden dominieren die Glykodiacylglycerole
Monogalaktosyldiacylglycerol (MGD), Digalaktosyldiacylglycerol (DGD) und Sulfo-
chinovosyldiacylglycerol (SQD), wihrend ihr Phosphodiacylglycerolgehalt nur etwa 10 % der
Glycerolipide betragt und zum tiberwiegenden Teil aus PG besteht (Block et al., 1983; Dorne
et al., 1990).

Wie die Analyse von Arabidopsis-Mutanten zeigte, haben nicht nur die dominierenden
plastiddren Glykolipide MGD und DGD, sondern auch PG einen wichtigen Einfluss auf die
Plastidenentwicklung und Funktion (Hértel et al., 1998; Hértel et al., 2000; Jarvis et al, 2000).
Beispielsweise besitzt die Arabidopsis phol-Mutante aufgrund eines Defekts im
Phosphattransport im Vergleich zum Wildtyp einen um 50 bis 70 % verringerten PG-Gehalt
in den Blittern, wohingegen die SQD- und DGD-Gehalte ansteigen (Hértel et al., 1998).
Phinotypisch duBlert sich dieser Defekt in einem deutlich verzogertem Wachstum. PG ist in
den Thylakoidmembranen sowohl mit dem Kernkomplex des Fotosystems (PS) II als auch
mit den Lichtsammelkomplexen LHCI (light harvesting complex) und LHCII assoziert
(Nussberger et al., 1993; Makewiecz, 1996; Kruse et al., 2000).
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Der in den Thylakoidmembranen dominierende Lichtsammelkomplex LHCII (auch LHCPII)
stellt ein Trimer aus drei Protein-Pigment-Komplexen dar. Die sehr dhnlichen Polypeptide
von durchschnittlich 26 kDa werden durch eine Genfamilie im Kern der Pflanzen kodiert
(Héder, 1999). Selbst in gereinigter Form enthilt dieses Trimer sowohl DGD als auch PG
(Tremolieres et al., 1994). Das DGD kann aber relativ leicht durch eine Behandlung des
Komplexes mit geringen Konzentrationen eines milden Detergenz entfernt werden, wobei die
trimere Struktur erhalten bleibt. Eine Abtrennung des PGs ist erst durch eine Phospholipase
A2-Behandlung moglich. Dadurch wird der Fettsdurerest aus der sn-2 Position des PG
entfernt und der Komplex zerféllt (Nussberger et al., 1993). Die proteolytische Abspaltung
der 49 N-terminalen Aminosédurereste aus den 26 kDa-Proteinen fiihrt ebenfalls zur
Freisetzung des PGs und damit zum Verlust der trimeren Struktur. Wie gerichtete
Mutaganese- und Deletions-Versuche zeigten, ist ein konservierter Argininrest am N-
terminalen Ende der Proteine fiir die Interaktion mit PG verantwortlich (Hobe et al., 1995;

Flachmann & Kiihlbrandt 1996).

Das funktionelle Fotosystem II der Thylakoidmembranen in hoheren Pflanzen und
Cyanobakterien ist ein Dimer, bestehend aus zwei Multiproteinkomplexen (Hankamer et al.,
1997 A). Zu den Hauptproteinen der monomeren Proteinkomplexe zdhlen D1 und D2 aus
dem Reaktionszentrum, die Antennenproteine CP47 und CP43 sowie die 17 kDa-, 23 kDa-
und 33 kDa-Proteine des wasserspaltenden Komplexes (Hankamer et al., 1997 B). Anhand
gereinigter PSII-Komplexe konnten Kruse et al. (2000) zeigen, das PG das Dimer stabilisiert.
So fiihrte die Behandlung der PSII-Komplexe mit Phospholipase A2 zur Dissoziation der
Komplexe, wohingegen die Zugabe von PG zu PSII-Monomeren deren Dimerisierung
stimulierte. Andere Lipide zeigten bei diesen Versuchen keinen Effekt. In den
Thylakoidmembranen ist PG asymmetrisch verteilt und findet sich iiberwiegend im &dufleren
Monolayer der Membranen (Rawyler & Siegenthaler 1981). Anhand von Phospholipase A2-
Versuchen mit "rightside-out"- und "inside-out"-Vesikeln konnten aber Duchene et al. (2000)
beweisen, dass der geringe PG-Gehalt im inneren Monolayer fiir die Aktivitdt von PSII
entscheidend ist. Dariiber hinaus wiesen Kruse et al. (2000) nach, dass der PSII-Komplex vor
allem durch PG-Spezies stabilisiert wird, die einen A-3-trans-Hexadezenfettsdurerest (16:1°")
in ihrer sn-2 Position enthalten. Dies wird auch durch die Untersuchungen von Dubertret et al.
(1994) an einer Chlamydomonas rheinhardtii-Mutante gestiitzt, die nicht mehr in der Lage ist,
diese Fettsdure zu bilden. Diese Mutante ist sowohl in der PSII-Aktivitdt als auch in der

Oligomerisierung von LHCII beeintrachtigt.
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Synechocystis-Mutanten, die aufgrund eines Defekts in ihrer CDP-DAG-Synthase bzw. PGPS
nicht mehr in der Lage sind PG zu synthetisieren, konnen unter fotoautotrophen Bedingungen
nur dann wachsen, wenn dem Medium PG zugesetzt wird (Sato et al., 2000; Hagio et al.,
2000). Diese Ergebnisse zeigen klar, dass PG fiir Cyanobakterien essentiell ist. Die
Fotosyntheseraten dieser Mutanten sind unter PG-Mangelbedingungen um 40 % reduziert.
Dabei ist auffillig, dass wiederum die PSII- nicht aber die PSI-Aktivitét betroffen ist. Aus der
Beobachtung, dass die Zellen trotz der verbleibenden 60 %igen Fotosyntheserate ihr
Wachstum einstellen, wird deutlich, dass PG nicht nur fiir den fotosynthetischen
Elektronentransport wesentlich ist. Es erscheint denkbar, dass PG, wie oben beschrieben,
auch in Symechocystis fiir andere zellulire Funktionen wie z. B. die DNA-Replikation

erforderlich ist.

1.3.3 Funktion der Membranlipide PG und CL in Mitochondrien

S. cerevisiae ist bislang der einzige eukaryote Organismus, aus dem die Gene sowohl fiir die
PGPS als auch die CLS bekannt sind, so dass gezielt Mutanten erzeugt und analysiert werden
konnten (Jiang et al., 1997; Chang et al., 1998 A; Chang et al., 1998 B; Dzugasova et al.,
1998; Tuller et al., 1998). Im Gegensatz zu Pflanzen und Tieren findet in der Hefe die PG-
Biosynthese ausschlieflich in der inneren Mitochondrienmembran statt (Dzugasova et al.,
1998). Wie Lipidanalysen zeigten, ist PG in S. cerevisiae nur in Spuren nachweisbar. Das
beruht darauf, dass die PG-Biosyntheserate unter fermentativen Bedingungen gering ist,
wiahrend unter nicht-fermentativen Bedingungen die Biosyntheserate zwar ansteigt, dass
gebildete PG aber vollstindig in CI iiberfiihrt wird (Tuller et al., 1998). Dagegen setzt die
pflanzliche CLS lediglich ein Teil des PG zu CL um, so dass in pflanzlichen Mitochondrien
neben CL signifikante Mengen an PG (1-5 %) nachweisbar sind (Bligny & Douce 1980;
Dorne & Heinz 1989).

Es wurde lange Zeit angenommen, dass CL eine besondere Rolle in der Atmung spielen muss.
Fiir eine ganze Reihe mitochondrialer Proteine wurden Beweise erbracht, dass diese mit CL in
vitro assoziiert sind und dieses Lipid benétigen, um ihre katalytisch aktive Konformation
auszubilden (zur Ubersicht: Schlame et al., 2000). Die entsprechenden CLS-Nullmutanten
konnten jedoch selbst unter nicht-fermentativen Bedingungen relativ normal wachsen, wobei
sie allerdings, bedingt durch den Defekt in der CLS, PG akkumulieren (Jiang et al., 1997,
Tuller et al., 1998; Chang et al., 1998 B). Bei Temperaturen oberhalb von 37° C wurde dann
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ein Unterschied deutlich, da die Mutante in Gegensatz zum Wildtyp bei diesen Temperaturen
thre Atmung einstellt (Jiang et al., 1999). Das beruht darauf, dass die Mutante nicht mehr in
der Lage ist das Membranpotential an der inneren Mitochondrienmembran aufzubauen,
wihrend die Entkopplung bei normalen Temperaturen nicht auftritt (Koshkin & Greenberg,
2000). Neben dem Mangel an oxidativer Phosphorylierung zeigen die Mitochondrien unter
diesem Umstidnden einen Defekt im Proteinimport (Schlame et al., 2000) und verlieren ihr
Genom (Jiang et al., 2000). Die Tatsache, dass die CLS-Mutante bei hohen Temperaturen
mitochondriale Defekte aufweist, 1dsst die Autoren postulieren, dass CL fiir die genannten
Funktionen unter diesen Bedingungen notig ist, wohingegen unter normalen Bedingungen die
Funktion des CL durch PG erfiillt werden kann (Jiang et al., 2000; Koshkin & Greenberg,
2000; Schlame et al., 2000).

Die S. cerevisiae PGPS-Mutante zeigt im Vergleich zur CLS-Mutante hingegen wesentlich
stirkere Defekte. Bei den PG-defizienten Stdmmen handelt es sich um sogenannte "petite
negative"-Mutanten. Wihrend man bei Wildtyphefen oder auch der CLS-Mutante durch
Ethidiumbromid-Behandlung einen partiellen oder vollstindigen Verlust des mitochondrialen
Genoms herbeifiihren kann, ist dies bei der PGPS-Mutante unmoglich und damit
hochstwahrscheinlich letal (Janitor & Subik, 1993, Chang et al., 1998 A). Der Mutante ist es
zudem nicht moglich, auf nicht-fermentierbarem Medium oder auf Glukose-Medium oberhalb
von 37° C zu wachsen (Janitor & Subik, 1993; Janitor et al., 1995). Weitere Untersuchungen
belegen, dass die Mutante eine defekte Elektronentransportkette in den Mitochondrien besitzt,
daher weniger ATP produziert und Sauerstoff verbraucht sowie eine stark verdnderte
Morphologie der Mitochondrien aufweist (Ostrander et al., 2001). Diese Daten stehen im
Einklang mit Ergebnissen aus PGPS-defekten Hamsterzellen, die einen vergleichbaren
Phinotyp offenbaren (Ohtsuka et al., 1993 A; Ohtsuka et al., 1993 B). Zudem konnten
Ostrander et al. (2001) darlegen, dass in den Hefezellen das kernkodierte Protein cox4 sowie
die mitochondrial kodierten Proteine coxl, cox2, cox3 und cob fehlen, obwohl deren
Transkripte nachweisbar waren. Fiir eine Reihe anderer mitochondrialer Proteine konnte
hingegen gezeigt werden, dass die Transkription der entsprechenden Gene sowie die
Translation und der Import der Proteine in die Mitochondrien in der Mutante nicht gestort
sind. Die Autoren postulieren, dass der Phanotyp der PGPS-Mutante darauf beruht, dass
bestimmte Gene fiir mitochondriale Proteine nicht translatiert werden. Hierbei sind nicht nur
die mitochondrial kodierten Proteine, sondern auch die kernkodierten Proteine betroffen.
Daher muss sich der Defekt in den Mitochondrien, der auf einer verdnderten Membranlipid-

zusammensetzung, insbesondere der Innenmembran, beruht, in der Weise auf den
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Translationsapparat auswirken, dass in der Folge selektiv die Translation bestimmter mRNAs
verhindert wird. Dass die betroffenen Proteine nicht akkumulieren, konnte allerdings auch
darauf beruhen, dass nicht die Translation, sondern der Import in die Mitochondrien gestort

ist.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass nicht das Markerlipid der Mitochondrien
allein, wie zundchst vermutet, fiir die Funktion der Mitochondrien wesentlich ist, sondern
dass die Funktion des CL partiell durch seine Vorstufe PG erfiillt werden kann. Somit fiihrt
nicht das Fehlen des CL zu starken Einschrdnkungen, sondern erst die Abwesenheit von CL

und PG bewirkt den Verlust der Atmungsaktivitit in den Hefezellen.

1.4 Problemstellung der Arbeit

Die Membranlipide PG und CL sind in vielerlei Hinsicht mit interessanten zelluldren
Funktionen verbunden. Genetische Untersuchungen in E. coli und S. cerevisiae haben gezeigt,
dass beide Lipide fiir einige dieser Funktionen von herausragender Bedeutung sind.
Biochemische Versuche mit Proteinen aus fotosynthetisch aktiven Membranen lassen
ebenfalls auf eine bedeutende Funktion des PG schlieBen. Fiir Synechocystis konnte dariiber

hinaus sogar gezeigt werden, dass dieses Lipid fiir fototrophes Wachstum essentiell ist.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass PG und CL auch fiir die vitalen Funktionen
pflanzlicher Zellen wesentlich sind. Dies wurde aber durch experimentelle Daten bisher nicht
belegt, da pflanzliche Gene, die fiir PGPS oder CLS kodieren, noch nicht kloniert wurden.

Ebenso ist es bisher nicht gelungen, Mutanten mit Defekten in diesen Genen zu identifizieren.

Das vorrangige Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Klonierung und Charakterisierung
pflanzlicher PGPS-Gene. Hierzu sollten die Datenbanken von A4. thaliana, deren Genom Ende
2000 vollstandig sequenziert war, mit den bekannten Sequenzen fiir Phosphatidyltransferasen
aus pro- und eukaryoten Organismen abgesucht werden. Die offenen Leserahmen der bei
diesen Recherchen identifizierten Gene sollten dann mittels PCR aus A. thaliana-cDNA
amplifiziert und in Mikroorganismen funktional exprimiert werden, um durch enzymatische
Untersuchungen die Identitdt der klonierten Sequenzen experimentell zu verifizieren. Neben
der Funktionsanalyse ist auch die Aufklirung der subzelluliren Lokalisation der
Translationsprodukte ein wichtiger Aspekt, da in pflanzlichen Zellen die PGPS in drei

verschiedenen Zellkompartimenten, ndmlich Plastiden, Mitochondrien und ER lokalisiert ist.
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Durch Klonierung und Uberexpression der Gene soll erstmals Zugang zu den pflanzlichen
PGPS-Proteinen erhalten werden, iiber die, abgesehen von ihrer subzelluldren Lokalisation,
nur sehr wenig bekannt ist und deren Charakterisierung noch aussteht. Dartiber hinaus sollte
durch die Klonierung der Gene die Vorraussetzung geschaffen werden, die PG-Synthese
Kompartiment-spezifisch zu hemmen, um somit die Funktion des PG und seines

Folgeproduktes CL in pflanzlichem Gewebe zu analysieren
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2. Material und Methoden

2.1 Gerite, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Chemikalien

Gerite und Verbrauchsmaterial

In der folgenden Liste sind wichtige Gerdte und Verbrauchsmaterialien aufgefiihrt, die bei

dieser Arbeit verwendet wurden.

Elektrophoresekammer 19 cm x 13 cm Eigenbau
Fliissigkeitsszintillationszdhler LS 5000 TD Beckmann
Kieselgel-Platten Kieselgel 60, 0,25 mm Merck
Netzgerit: Power Pack 300 BioRad
Dialyse Rahmen (Durchlass 3500 Da) Pierce
Waring Blendor Waring
pH-Meter HI 9321 Hanna Instruments
Nitrocellulosemembran Protran BA 85, 0,45 um Schleicher & Schiill
Rotoren SS34, HB6, GS3, SLA3000 Sorvall
Fotometer SmartSpec 3000 BioRad
Sterilfilter Minisarf, 0,2 uM Sartorius
Thermocycler Primus 96 MWG Biotech
Western Blot "semi dry" Blotting Aparatur Eigenbau
Ultraschallstab Sonoplus GM70 Bandelin
Dounce Homogenisator B. Braun
UV-Transilluminator UVT-28M Herolab
Zentrifugen:
Kiihlzentrifuge 5810 R Eppendorf
Kiihlzentrifuge 5417 R Eppendorf
Kiihlzentrifuge RC-5B Sorvall
Tischzentrifuge 5417 C Eppendorf
Ultrazentrifuge L-50 Beckmann

Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders vermerkt, stammten alle verwendeten Chemikalien in Analyse-Qualitdt
von den Firmen Biomol (Hamburg), Boehringer Mannheim (Mannheim), Fluka (Neu-Ulm),
Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), sowie Sigma (Deisenhofen). Zum Ansetzen von
Losungen wurde Wasser einer Millipore-Wasseraufbereitungsanlage verwendet (Milli-Q-
Watersystem). Radiochemikalien wurden von Amersham (Braunschweig), NEN (Boston) und
Hartmann Analytic (Braunschweig) bezogen. Restriktionsenzyme und DNA-modifizierende
Enzyme stammten von den Firmen Boehringer Mannheim (Mannheim), Gibco BRL (Neu
Isenburg), MBI Fermentas (Vilnius), New England Biolabs (Schwalbach), Pharmacia Biotech
(Freiburg) und Stratagene (Heidelberg).
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2.2 Biologisches Material

2.2.1 Escherichia coli (E. coli)-Staimme

XL1-Blue MRF’ (Bullock et al., 1987)
A(mcrA) 183, A(merCB-hsdSMR-mrr) 173, endA1, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac,
[F proAB,lac’ZAM15,Tn10(tet)]

TOP10 (Invitrogen)
F’, mcrA, A(mrr-hsdRMS-merBC), ®80lacZAM15, AlacX74, recAl, deoR, araD139, A(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL, (Str™), endA1, nupG

2.2.2 Saccharomyces cerevisiae-Stimme

UTL7A (Warnecke et al., 1999)
MAT a, ura3-52, leu2-3,112, trpl

D2000 (Tuller et al., 1998)
MAT a, ura3-52, trplA63, leu2Al, his3A200, clsl::KanMX4
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2.2.3 Vektoren

Tabelle 3.1: Verwendete Plasmide

Plasmid Selektionsmarker Referenz

pUCI19 Amp® Messing, (1983);
Yannish-Perron et al., (1985)

pBluescript SK(-) Amp" Stratagene

pGemT AmpR Promega

pBAD Amp® Invitrogen

pESC-Leu Amp®, LEU2 Stratagene

pYES2 Amp®, URA3 Invitrogen

pQE70 Amp" Qiagen

Restriktionskarten aller verwendeten Vektoren, soweit fiir das Verstdndnis erforderlich,

finden sich im Anhang.

2.3 Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte nach Standardmethoden. Die Bakterien wurden in

Fliissigkulturen und auf Agarplatten aus LB-Medium (Sambrook et al., 1989) angezogen.

LB-Medium

1 % Bacto-Pepton (w/v) (Duchefa)

0,5 % Hefeextrakt (w/v) (Duchefa)

1 % NaCl (w/v)

pH 7,2 mit NaOH

fiir Festmedien 1,5 % Agar (w/v)

Das Medium wurde autoklaviert

Nach dem Autoklavieren wurden in Abhidngigkeit der verwendeten Vektoren Antibiotika
(Tabelle 2.2) zugegeben, von denen Stammldsungen in Aqua dest. hergestellt, sterilfiltriert

und bei -20° C gelagert wurden.
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Tabelle 2.2: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Stamml&sung Endkonzentration im Medium
Carbenicillin 50 mg/ml 50 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml 25 pg/ml

Zur blau-weil3-Selektion wurden den Festmedien neben dem Antibiotikum folgende Agenzien

zugesetzt:

IPTG
200 uM Isopropyl-p-thiogalaktosid
aus Stammlosung 100 mM in Aqua dest.; bei -20° C gelagert.

X-Gal
80 pg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktosid (X-Gal) aus 2 % (w/v) Stammldsung in
Dimethylformamid; bei -20° C gelagert.

Die Dichtebestimmung einer Bakterienkultur erfolgte fotometrisch bei einer Wellenlédnge von

600 nm (OD(,oo).

2.3.1 Herstellung kompetenter Zellen

Die Préparation der zur Transformation geeigneten kompetenten E. coli-Zellen erfolgte nach
einer Methode von Inoue et al. (1990). Zu diesem Zweck wurde von einer Einzelkolonie eine
Ubernachtkultur in 2 ml SOB-Medium angezogen. Am Morgen wurden 100 ml desselben
Mediums mit 1 ml der Vorkultur angeimpft und die Kultur bis zu einer ODggo von 0,5 bis 0,6
kultiviert. Nach zehnminiitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 5000 x g und 4° C
fiir 10 min sedimentiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Sediment in 40 ml TB-
Puffer resuspendiert. Nach erneuter Inkubation fiir 10 min auf Eis und einem weiteren
Zentrifugationsschritt (s.0.) wurden die Zellen in 8§ ml TB-Puffer resuspendiert und mit 0,56

ml Dimethylsulfoxid zu einer Endkonzentration von 7 % versetzt. Nach einer letzten
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Inkubation fiir 10 min auf Eis wurden die Zellen in Portionen zu 200 ul in Eppendorf-

ReaktionsgefdBen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70° C gelagert.

SOB-Medium

2 % Bacto-Pepton (w/v) (Duchefa)

0,5 % Hefeextrakt (w/v) (Duchefa)

10 mM NaCl

2,5 mM KCl

Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe von sterilfiltrierten Magnesiumsalzen aus
Stammldsungen zu den angegebenen Endkonzentrationen:

10 mM MgCl,

10 mM MgSO;4

TB-Puffer

10 mM Piperazin-N,N'-bis[2-ethansulfonsdure] (PIPES), pH 6,7 mit KOH, sterilfiltriert.
55 mM MnCl,, sterilfiltriert

15 mM CaCl,, sterilfiltriert

250 mM KCl, sterilfiltriert

2.3.2 Transformation

Zur Transformation wurden die in 2.3.1 hergestellten kompetenten Zellen verwendet. Dazu
wurden die Zellen auf Eis langsam aufgetaut. Danach erfolgte die Zugabe der DNA in einem
Volumen von maximal 20 pl und eine Inkubation fiir 30 min auf Eis. Nach einem
Hitzeschock fiir 90 sec bei 42° C im Wasserbad und Zugabe von 800 pul SOC-Medium (SOB-
Medium mit 0,4 % (w/v) Glukose) wurden die Zellen fiir 45 min bei 37° C im Roller
inkubiert. Danach erfolgte die Ubertragung der Zellen auf LB-Platten mit entsprechendem
Antibiotikum. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37° C inkubiert.

2.3.3 Plasmidpraparationen

Je nach bendtigter Reinheit und Menge an Plasmid-DNA wurden zwei unterschiedliche

Plasmidpréparationsmethoden angewandt.
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2.3.3.1 Minipriparation von Plasmiden

Die hier beschriebene Methode zur Plasmidprédparation aus E. coli ist modifiziert nach Riggs
& McLachlan (1986). Zur Plasmid-Minipridparation wurden Einzelkolonien transformierter
Zellen mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und in 2 ml LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum iiber Nacht im Roller bei 37° C angezogen. Am Morgen wurden 1,5 ml der
Kultur in Eppendorf-Reaktionsgefdfe liberfiihrt und die Zellen bei 20.000 x g fiir 15 sec
sedimentiert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurde das Sediment in 200 ul BF-Puffer mit
1 mg/ml Lysozym resuspendiert und fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde die
Suspension fiir eine Minute im Wasserbad aufgekocht, fiir 2 min auf Eis abgekiihlt und
anschlieBend fiir 45 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Aus dem resultierenden Uberstand
wurden in einem sauberen Eppendorf-Reaktionsgefa3 durch Zugabe von 500 pl IS-Mix und
Inkubation bei RT fiir 30 min die Nukleinsduren ausgefillt und anschlieBend bei 20.000 x g
fiir 30 min sedimentiert. Nach einmaligem Waschen der Nukleinsduren mit 70 %igem
Ethanol wurden diese in 50 bis 100 pul Aqua dest. gelost und 3 ul RNAse A (aus einer
Stammlosung von 10 mg/ml RNAse A in Aqua dest.) dazugegeben. Nach 30 min Inkubation
bei RT konnte die Plasmid-DNA fiir weitere Untersuchungen verwendet oder bei -20° C

gelagert werden.

BF-Puffer

8 % Sucrose (W/v)

0,5 % Triton X-100 (w/v)
50 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris/HCL, pH 8,0

Lysozym-Losung

20 mg/ml in Aqua dest., bei -20° C gelagert

IS-Mix
0,83 M Ammoniumacetat in 2-Propanol:Aqua dest. 5:1 (v/v)

vor Gebrauch frisch angesetzt aus 2-Propanol und 5 M Ammoniumacetat in Aqua dest.
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2.3.3.2 Maxipriparation von Plasmiden

Zur Isolierung groBerer Mengen von Plasmid-DNA wurde ein sdulenchromatographisches
Verfahren mittels Ionenaustauschersidulen der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die Reinigung der
Plasmid-DNA beruht auf einer selektiven Bindung der DNA an das Sdulenmaterial unter
hohen Salzkonzentrationen und der Elution der DNA unter Niedrigsalzbedingungen. Im
allgemeinen wurden zu diesem Zweck Kulturen in einem Volumen von 100 ml LB-Medium
mit entsprechendem Antibiotikum iiber Nacht kultiviert und den Angaben des Herstellers

entsprechend aufgearbeitet.

2.4 Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Zur Kultivierung von S. cerevisiae wurden zwei unterschiedliche Medien eingesetzt. Als
Vollmedium diente YPD, wihrend als Minimal-Medien CMdum mit unterschiedlichen
Kohlenstoffquellen (Ausubel et al., 1995) verwendet wurden. Zum normalen Wachstum auf
Platten oder in Flissigkultur enthielt dieses Medium 2 % Glukose (w/v). Im Falle einer
Induktion des galaktoseabhidngigen Promotors des E. coli-S. cerevisiae-shuttle-Vektors
pYES2 wurde dem Medium Galaktose in einer Endkonzentration von 2 % (w/v) zugesetzt.
Als alternative Kohlenstoffquellen wurden 3 % Milchsdure (pH 5,5 mit NaOH), 3 % Glycerol

oder 2 % Raffinose anstelle von Glukose eingesetzt.

YPD

1 % Hefeextrakt (w/v) (Duchefa)

2 % Bacto Pepton (w/v) (Duchefa)

2 % Glukose (w/v)

Die Glukose wurde nach dem Autoklavieren aus einer sterilfiltrierten Stammldsung
zugegeben. Fiir Festmedien wurde vor dem Autoklavieren 2 % Agar (w/v; Duchefa)

zugegeben.

CMdum "complete minimal dropout uracil medium"' (Ausubel et al., 1995)

700 ml Aqua dest. mit 1,16 g DP und einem NaOH-Pliatzchen wurden - fiir Platten
gegebenenfalls mit 2 % Agar (w/v; Duchefa) - autoklaviert.

Danach erfolgte die Zugabe von
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100 ml Yeast Nitrogen Base 6,7 % in Aqua dest. (w/v), sterilfiltriert

8,3 ml Leucin (720 mg/100 ml) in Aqua dest., sterilfiltriert

8,3 ml Histidin (240 mg/100 ml) in Aqua dest., sterilfiltriert

8,3 ml Tryptophan (480 mg/100 ml) in Aqua dest., sterilfiltriert

20 ml Uracil (1 mg/ml) in Aqua dest., sterilfiltriert

Kohlenstoffquelle (s.0.) aus 20 bis 50 %iger Stammldsung in Aqua dest., sterilfiltriert

ad 11 mit sterilem Aqua dest.

Im Falle von Transformationen, in denen beziiglich des Uracils ein Selektionsdruck ausgeiibt

werden sollte, wurde auf die Zugabe von Uracil verzichtet.

DP (Dropout Powder)

Adenin (Hemisulfat) 25¢g
L-Arginin (Hydrochlorid) 12¢g
L-Aspartat (Natriumsalz) 6,0 g
L-Glutamat (Natriumsalz) 6,0 g
L-Lysin (Hydrochlorid) 1.8¢g
L-Methionin 12¢g
L-Phenylalanin 30g
L-Serin 225¢
L-Threonin 120¢g
L-Tyrosin 1,8 g
L-Valin 9.0¢g

2.4.1 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen und zur Transformation von S. cerevisiae wurde die im
"Pichia pastoris Expression Kit Version F" (Invitrogen) beschriebene PEG-Methode
modifiziert. Von einer Einzelkolonie wurde {iber Nacht eine Kultur in 10 ml YPD bei 30° C
inkubiert. Am Morgen wurde aus dieser Kultur die Hauptkultur in 100 ml YPD auf eine
ODgoo von 0,1 angeimpft. Nach einer vierstiindigen Inkubation bei 30° C wurden die Zellen
bei 3000 x g und 4° C fiir 10 min sedimentiert. Nach dem Abgieen des Mediums wurden die

Zellen in 50 ml Puffer A resuspendiert, unter identischen Bedingungen erneut sedimentiert
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und der Uberstand abgegossen. Danach wurden die Zellen in 4 ml Puffer A aufgenommen
und in Portionen von 200 pl in Eppendorf-Reaktionsgefdlen bei -70° C eingefroren und
gelagert.

Puffer A

1 M Sorbitol

10 mM Bicine, pH 8,35 mit NaOH
3 % Ethylenglycol (v/v)

Der Puffer wurde sterilfiltriert.

2.4.2 Transformation

Zur Transformation der kompetenten Zellen (2.4.1) wurden auf die noch gefrorenen Zellen in
einem Volumen von maximal 20 pl bis zu 50 pg DNA gegeben. Dann wurden die Zellen bei
37° C im Wasserbad fiir 5 min inkubiert. Dabei wurde die Suspension mehrfach durch
vorsichtiges Schiitteln gemischt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1,5 ml Puffer B, mit
dem die Zellen vorsichtig gemischt wurden. Nach Inkubieren der Ansétze bei 30° C fiir eine
Stunde im Wasserbad wurden die Zellen bei 2000 x g und RT fiir 15 min sedimentiert. Der
Uberstand wurde entfernt und die Zellen in 1,5 ml Puffer C suspendiert, worauf die Zellen
unter identischen Bedingungen, allerdings fiir nur 10 min, erneut sedimentiert wurden. Der
Uberstand wurde wieder entfernt und die Zellen in 200 ul Puffer C resuspendiert. Die
Suspension konnte dann auf Festmedien mit ausgewdhltem Selektionsdruck ausplattiert

werden.

Puffer B

40 % Polyethylenglycol 4000 (w/v) (Sigma)
0,2 M Bicine, pH 8,35 mit NaOH

Der Puffer wurde sterilfiltriert.

Puffer C
0,15 M NaCl
10 mM Bicine, pH 8,35 mit NaOH

Der Puffer wurde sterilfiltriert.
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2.5 Dauerkulturen

Von allen Mikroorganismen wurden Dauerkulturen hergestellt. Kulturen von E. coli wurden
in 2 ml LB-Medium iiber Nacht bei 37° C unter entsprechendem Selektionsdruck im Roller
inkubiert. Kulturen von §. cerevisiae wurden, ebenfalls unter Selektionsdruck, in CMdum-
Medium fiir 48 h geschiittelt. Von den entsprechenden Kulturen wurde dann jeweils 1 ml mit
1 ml sterilfiltriertem 70 %igem Glycerol (in Aqua dest. (v/v)) gemischt und bei -70° C
gelagert.

2.6 Kultivierung von Arabidopsis thaliana

Sowohl A. thaliana Columbia C24 als auch die Mutante 4. thaliana Columbia C24 JOV
wurden unter sterilen Bedingungen zunéchst auf Agarplatten und dann in Fliissigmedium
kultiviert. Saatgut fiir beide Linien wurde freundlicherweise von Dr. Sergei Kushnir
(Universitdt Gent, Belgien) zur Verfiigung gestellt. Die JOV-Mutante wurde von Dr. Sergei
Kushnir durch die Promotor-Trapping Methode hergestellt. Bislang ist es nicht gelungen, eine
homozygote Linie dieser Mutante herzustellen, da diese Mutante nicht in Erde wachsen kann
und es unter in vitro Bedingungen nicht zur Bliite kommt. Daher spaltet das F1 Saatgut,
welches mir zur Verfligung gestellt wurde, entsprechend dem Mendel'schen Gesetzt 3:1 auf.
Die Mutante hat einen auffilligen Phénotyp, so dass sie anhand ihrer gelben bis blassgriinen
Erscheinung ohne weiteres vom Wildtyp oder heterozygoten Pflanzen unterschieden werden

kann.

Samen dieser Pflanzen wurden zur Oberflichensterilisierung zunédchst mit 70 %igem Ethanol
und dann mit sterilem Aqua dest. gewaschen. Darauf folgte eine Behandlung mit 1 % NaClO
(w/v), 0,2 % Tween 20 (v/v) in sterilem Aqua dest. fiir 5 min unter leichtem Schiitteln.
Anschliefend wurden die Samen 5 bis 6 mal in sterilem Aqua dest. gewaschen. Die so
sterilisierten Samen wurden dann in sterilem Aqua dest. aufgenommen und mit einer Pipette
moglichst einzeln auf MSG-Platten verteilt. Die Platten wurden fiir 12 h bei 4° C im Dunkeln
gelagert und die Pflanzen dann bei 22° C mit 16 h : 8 h Tag-Nacht-Rhythmus kultiviert. Nach
10 bis 14 Tagen wurden die Keimlinge in Fliissigkultur genommen. Hierbei musste
gewihrleistet werden, dass die Kulturen der gelben Mutante nicht mit Wildtyp oder
heterozygoten Pflanzen verunreinigt wurden. Je nach Gréf3e des Erlenmeyerkolbens wurden 5

bis 25 Keimlinge pro Kolben eingesetzt. Es wurde dann soviel MSG-Fliissigmedium
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zugegeben, dass zwar der Kolbenboden, aber nicht die Pflanzen bedeckt wurden. In einem
100 ml Erlenmeyerkolben entsprach das etwa 3,5 ml bei 14 Tage alten Keimlingen. Alle 3
Tage wurde das Medium gewechselt und je nach Wachstum der Pflanzen die Menge erhoht.
Unter sehr langsamem Schiitteln (20-30 upm) wurden die Pflanzen dann unter den oben

genannten Bedingungen kultiviert, wobei es bei Wildtyp-Pflanzen zur Bliite kam.

MSG-Medium:

2,2 g Murashige & Skoog Salz Gemisch, incl. Gamborg Vitamine (Duchefa)
50 g Sucrose

7 g Agar (Duchefa) fiir Platten

ad 1 1 mit Aqua dest. autoklaviert

2.6.1 Priparation von mRNA aus A. thaliana

Priparation von Gesamt-RNA

Pflanzliches Material wurde in fliissigem Stickstoff gemdrsert und dann mit angemessenen,
gleichen Volumina Lysispuffer und Phenol:Trichlormethan 1:1 (v/v) fir 20 min bei RT
geschiittelt. Dabei wurden jeweils 2 ml/g Pflanzenmaterial eingesetzt. Durch Zentrifugation
(10.000 x g, 15 min, RT) wurde eine Phasentrennung erreicht, die wissrige Oberphase wurde
erneut mit Phenol: Trichlormethan 1:1 (v/v) ausgeschiittelt und zentrifugiert. Das Volumen der
Oberphase wurde ermittelt und diese wurde dann mit 0,75 Volumen 8§ M LiCl gemischt und
tiber Nacht bei 4° C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde der Ansatz zentrifugiert
(20.000 x g, 20 min, 4° C), und das Sediment, welches die zellulire RNA représentiert, in
moglichst geringem Volumen Aqua dest. aufgenommen. Nach erneuter Féallung der RNA mit
0,1 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und 3 Volumen Ethanol bei -20° C fiir mindestens 2
h wurde die RNA durch Zentrifugation (20.000 x g, 20 min, 4° C) erneut sedimentiert. Das
Sediment wurde mit 70 % Ethanol (v/v) gewaschen und schlieBlich in Aqua dest.

aufgenommen.
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Lysispuffer
600 mM NacCl

100 mM Tris/HCI, pH 8
20 mM EDTA
4 % SDS (w/v)

Priparation von mRNA aus Gesamt-RNA

Die Priparation von mRNA erfolgte mit den Oligo-dT-Dynabeads der Firma Dynal und

wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.6.2 Membranpriparation aus A. thaliana

Zum Nachweis von Enzymen, die an der Membranlipidsynthese beteiligt sind, mussten aus A.
thaliana Columbia C24 und 4. thaliana Columbia C24 JOV Membranen isoliert werden. Zum

Einen sollten Gesamtmembranen und zum Anderen Differentialsedimente préipariert werden.

2.6.2.1 Priparation von Gesamtmembranen aus A. thaliana

Ganze Pflanzen wurden kurz mit Aqua dest. gespiilt und anschliefend in eiskaltem 10 mM
Tris/H,SOq4, pH 7,4, 1 mM PMSF im Waring Blendor bei maximaler Drehzahl fiir 60 sec
homogenisiert. Das Homogenisat wurde dann mit dem Ultraschallstab fiir 5 min bei
maximaler Leistung mit 2 sec Pulsbetrieb behandelt und schlieBlich bei 7.000 x g und 4° C
fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann zur Ultrazentrifugation (150.000 x g, 4°
C, 60 min, Rotor 50.2 Ti) eingesetzt und das Membransediment in 10 mM Tris/H,SO4, pH 7,4
aufgenommen, mit Glycerol zu einer Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt und bei —20°

C gelagert.
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2.6.2.2 Isolierung von Differentialsedimenten aus A. thaliana

Zur Isolierung von Differentialsedimenten, die Mitochondrien und Plastiden in angereicherter
Form enthalten sollten, wurde wie folgt verfahren. Ca. 20 g Pflanzen wurden zundchst in
Aqua dest. gespiilt und dann fiir 30 sec mit maximaler Drehzahl im Waring Blendor im
Aufschlusspuffer homogenisiert. Das Homogenisat wurde durch Zellstoff filtriert und der
Riickstand erneut homogenisiert und filtriert. Die gesammelten Filtrate wurden bei 3.000 x g,
4° C fiir 10 min zentrifugiert, um verbliebene Zelltriimmer abzutrennen. Aus dem Uberstand
wurden dann bei 10.000 x g, 4° C fiir 15 min intakte Plastiden und Mitochondrien
sedimentiert. Das Sediment wurde einmal mit Aufschlusspuffer gewaschen, in 10 mM
Tris/H,SO4, pH 7,4 aufgenommen, mit Glycerol zu einer Endkonzentration von 50 % versetzt
und als 10.000 x g-Fraktion bei -20° C gelagert. Aus dem 10.000 x g-Uberstand wurden durch
Ultrazentrifugation bei 100.000 x g, 4° C fiir 60 min verbliebene Membranen sedimentiert.
Diese wurden ebenfalls in 10 mM Tris/H,SOs, pH 7,4 und mit Glycerol zu einer
Endkonzentration von 50 % versetzt. AnschlieBend wurden diese Membranen als 100.000 x
g-Fraktionen bei -20° C gelagert. Auf diese Weise konnten die pflanzlichen Organellen

zumindest teilweise von anderen zelluliren Membranen abgetrennt werden.

Aufschlusspuffer:

0,4 M Sorbitol

10 mM Piperazin-N,N'-bis[2-ethansulfonsdure], pH 7,4 mit NaOH
1 mM PMSF

1 mM EDTA

2.6.3 ¥*P-Phosphat in vivo-Markierung von Phospholipiden in A. thaliana

Um festzustellen ob das Phospholipidmuster der 4. thaliana Mutante vom dem des Wildtyps
abweicht, wurde ein in vivo-Markierungsversuch mit Nas[**P]O4 durchgefiihrt. Aus steriler
Anzucht wurden 2 bis 3 Pflanzen in einem 50 ml Plastikr6hrchen in 3 ml MSG-Medium mit
100 uCi Nas[**P]O; fiir 30 bis 480 min inkubiert, wobei lediglich die Wurzeln mit Medium
bedeckt waren. Nach Ablauf der Inkubation wurden die Pflanzen entnommen und in einem 50
ml Plastikrohrchen in ca. 20 ml 0,45 % NaCl (w/v) fir 10 min gekocht, um Lipasen zu

inaktivieren. AnschlieBend wurden die Lipide mit 10 ml Trichlormethan : Methanol 1:2 (v/v)
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fiir 8 h extrahiert. Die Extrakte wurden entnommen und aufbewahrt, wihrend die Pflanzen
mit 10 ml Trichlormethan : Methanol 2:1 (v/v) erneut extrahiert wurden. Die Extrakte wurden
vereinigt und durch Zugabe von 10 ml Trichlormethan und 7 ml 0,45 % NaCl in Aqua dest.
(w/v) wurde das Verhiltnis Trichlormethan : Methanol : 0,45 % NaCl auf 2:1:0,7 (v/v)
eingestellt. Es wurde bis zur Phasentrennung zentrifugiert und die organische Unterphase im
Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt. AnschlieBend wurde der Riickstand in
Trichlormethan : Methanol 2:1 aufgenommen und die enthaltene Radiodktivitit am
Szintillationszdhler festgestellt. Gleiche Mengen Radioaktivitit der unterschiedlichen Proben
wurden mit je 50 ug PG, PA, PI, PC, PE und CL (Sigma) versetzt und zur
diinnschichtchromatographischen Auftrennung auf Kieselgel 60 Platten (Merck; Laufmittel,
Trichlormethan : Methanol : 25 % NH; in H,O, 60:30:3 (v/v)) aufgetragen. Nachdem die
Platten  entwickelt waren, konnten am Bioimager FLA3000 (Raytest) die
Radioaktivitditsmengen visualisiert und verglichen werden, um anschlieBend die

Phospholipide durch Phosphatidreagenz sichtbar zu machen und zuzuordnen.

Phosphatidreagenz (Dittmer & Lester, 1964)
Losung 1: 40,1 g Molybdédnoxid in 1 125 M H,SO4 unter Erhitzen 16sen.

Losung 2: 1,78 g Molybdén in 500 ml Lésung 1 unter Erhitzen 16sen.

1 Volumen Ldsung 1 und 1 Volumen Losung 2 gemischt mit 2 Volumen Wasser ergibt
Phosphatidreagenz. Phosphatidreagenz reagiert spezifisch mit den in den Kopfgruppen der
Phospholipide enthaltenen Phosphatresten und farbt diese blau.

2.7 Reinigung, Fillung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Reinigung

Zur Abtrennung von Proteinverunreinigungen aus Nukleinsdurelosungen wurden diese einer
Phenolextraktion unterzogen. Dazu wurden die Losungen mit 1 bis 2 Volumina Phenol :
Trichlormethan 1:1 (v/v) versetzt, gemischt und bis zur Phasentrennung bei 20.000 x g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der wissrige Uberstand abgenommen und in ein sauberes
Eppendorf-Reaktionsgefdl} tiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis an der
Grenzschicht der zwei Phasen keine weille Interphase aus prézipitierten Proteinen mehr

sichtbar war. Dann wurde, um in der wissrigen Phase verbliebenes Phenol zu entfernen,
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einmal mit Trichlormethan extrahiert, wiederum bis zur Phasentrennung zentrifugiert und die

wiassrige Oberphase abgenommen.

Fillung

Die Fillung von Nukleinsduren erfolgte zur Konzentrierung sowie zur Entsalzung. Zur
Féllung von Nukleinsduren wurden diese mit dem 2,5fachen Volumen von 96 %igem Ethanol
und einem Zehntel Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) versetzt. Nach halbstiindiger
Fillung bei -20° C erfolgte eine Zentrifugation bei 20.000 x g fiir 20 min. Der Uberstand
wurde abgegossen, das Sediment mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen und anschlieBend
getrocknet. Das Sediment wurde dann in einem angemessenen Volumen 10 mM Tris/HCI, pH

8,0 gelost und die Konzentration und Reinheit bestimmt.

Bestimmung von Konzentration und Verunreinigung

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde fotometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm
bestimmt. Fiir Nukleinsdurekonzentrationen besteht folgender Zusammenhang (Sambrook et
al., 1989):

RNA: 1 OD2gp nm =40 pg/ul

DNA: 1 OD260nm = 50 pg/ul

Oligonukleotide: 1 OD2gpnm = 33 pg/ul

Verunreinigungen der Nukleinsdureldsungen mit Proteinen wurden aus dem Verhiltnis OD,¢
am/ODaso nm abgeschitzt. Dieser Quotient sollte bei DNA zwischen 1,8 und 1,9 liegen. Bei
sehr geringen Konzentrationen von Nukleinsduren wurden diese mittels Gelelektrophorese
mit DNA-LGOsungen bekannter Konzentration bestimmt. Parallel zum Marker wurde ein
definiertes Volumen der zu bestimmenden LoOsung aufgetragen und die Menge der

enthaltenen DNA unter UV-Licht abgeschatzt.

2.8 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Molekiilen

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen, deren
Konzentration sich nach den erwarteten Grofen der aufzutrennenden DNA-Fragmente
richtete (Sambrook et al. 1989). Die Losung der Agarose erfolgte durch Aufkochen in TAE-
Puffer. AnschlieBend wurde dem noch fliissigen Gel Ethidiumbromid in einer

Endkonzentration von 3 pg/100 ml zugesetzt und das Gel in einen Geltrager gegossen. Die
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DNA-Proben wurden mit einem Zehntel Vol. 10fach Probenpuffer versetzt und mit einer
Feldstirke von ca. 4 V/cm in horizontalen Agarosegelkammern (19 cm x 13 cm) aufgetrennt.
Die Bestimmung der Fragmentlingen erfolgte durch Vergleich mit unterschiedlichen

Léangenstandards.

TAE-Puffer
40 mM Tris/Acetat, pH 7,5
20 mM Natriumacetat

1 mM EDTA

Ethidiumbromid-Stammloung

1 mg/ml Ethidiumbromid in Aqua dest. (w/v)

10fach-Probenpuffer

250 mM EDTA, pH 8,0

10 % Ficoll (w/v)

0,25 % Bromphenolblau (w/v)
0,25 % Xylenxyanol (w/v)

DNA-Lingenstandard 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas)
10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp

DNA-Lingenstandard 100bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas)
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp

2.9 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Elution von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem Qiaex II-Kit der Firma Qiagen. Die
Durchfiihrung erfolgte entsprechend den Angaben der Hersteller.
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2.10 PCR, Primer und Klonierung von PCR-Fragmenten

Die PCR (Polymerasekettenreaktion) dient der Amplifikation von DNA-Abschnitten.
Zusatzlich zur spezifischen Amplifikation bietet diese Technik Moglichkeiten der
Modifikation, wie gerichtete Mutagenese oder Anheften von Restriktionsschnittstellen an die
amplifizierten Fragmente. Den unterschiedlichen Erfordernissen der Versuche Rechnung
tragend, wurden unterschiedliche Polymerasen genutzt. Die wesentlichen Unterschiede liegen
in Fehlerrate und Prozessivitit der Polymerasen und der Eigenart der Tag-Polymerase, an

jedes 3'-Ende eines neu synthetisierten Stranges ein Adenin anzuhingen.

2.10.1 PCR mit Taq-Polymerase

Tag-Polymerase (Gibco BRL) wurde genutzt um Amplifikationen durchzufiihren, bei denen
die relativ hohe Fehlerrate dieser Polymerase von untergeordneter Bedeutung war. Des
Weiteren wurde diese Polymerase genutzt, um Amplifikationen von DNA-Abschnitten
durchzufiihren, die in einen speziellen Vektor (pGemT, Promega) kloniert werden sollten.
Dieser Vektor besitzt einen 3'-Thymidin-Uberhang, so dass Tag-amplifizierte Fragmente ohne
weitere Modifikation direkt in einen Ligationsversuch eingesetzt werden konnen. Bei der
Amplifikation mit dieser Polymerase wurde von einer Prozessivitit von 1.000 nt/min
ausgegangen. Ein PCR-Ansatz enthielt in einem Gesamtvolumen von 50 ul den Angaben des

Herstellers entsprechend folgende Bestandteile:

1 bis 100 ng Template-DNA

2 uM je Primer

1-2 Units Tag-Polymerase

1/10 Volumen zehnfach PCR-Puffer
0,3 -30 mM MgCl,

je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

2.10.2 PCR mit Pfu-Polymerase

Pfu-Polymerase (Stratagene) wurde genutzt, um offene Leserahmen zu amplifizieren, die in

Hefen oder E. coli exprimiert werden sollten. Diese Polymerase besitzt eine
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Fehlerkorrekturfunktion und hinterldsst glatte Enden. Bei Amplifikation mit dieser

Polymerase wurde von einer Prozessivitit von 500 nt/min ausgegangen. Ein PCR-Ansatz mit

Pfu-Polymerase enthielt im Einzelnen:

1 bis 200 ng Template-DNA

je 0,5 uM Primer

10 ul 10fach Pfu-Polymerase Puffer

5 Units Pfu-Polymerase (Stratagene)
je 100 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
ad 100 pl mit Aqua dest.

2.10.3 PCR-Programme

Ein Standard-PCR-Programm besteht aus drei Phasen. Begonnen wird mit der Denaturierung

des Templates. Diese Denaturierung wurde grundsitzlich fiir 2 min bei 95° C durchgefiihrt.

AnschlieBend beginnt die Amplifikation der gewiinschten DNA. Diese Phase besteht aus zwei

bis drei Einzelschritten, die in 25 bis 35 Zyklen wiederholt werden. Abgeschlossen wird die

PCR durch eine verlidngerte Synthesephase, bei der unvollstindige Kopien vervollstdndigt

werden konnen. Ein normales PCR-Programm durchléuft folgende Schritte:

Schritt Temperatur Zeit

1. 95° C 2 min

2. 95°C 30 sec

3. Annealing 45 sec

4. 68-72° C in Abhingigkeit der Prozessivitit der ein-

zyklische Wiederholung von 2. bis 4.

5. 68-72° C

gesetzten Polymerase und der Lénge des

zu vervielfdltigenden Fragmentes

20 min
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Die Annealing-Temperatur richtete sich nach den eingesetzten Primern und berechnet sich
nach der "4+2-Regel". Hierbei wurden fiir jedes im Primer enthaltene Adenin und Thymidin
2° C und fiir jedes enthaltene Guanin oder Cytidin 4° C addiert. Dabei wurden Uberhiinge wie
zum Beispiel Restriktionsschnittstellen, die an das zu amplifizierende Fragment angefiigt
werden sollten, nicht mitgerechnet. In diesem Fall wurde vielmehr die Amplifikationsphase in
zwei Stufen unterteilt. Zunédchst wurden bei niedriger Annealingtemperatur fiir zumeist sieben
Zyklen die Restriktionsschnittstellen angefiigt, um dann bei entsprechend erhdhter

Annealingtemperatur fortzufahren.

2.10.4 Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR)

Mittels RT-PCR wurde offene Leserahmen von Genen amplifiziert, die durch
computergestiitzte Sequenzanalyse des Genoms von A. thaliana als mogliche Gene erkannt
wurden. Da die genomischen Sequenzen bekannt sind, konnen Fehler die durch die

Amplifikation entstanden sind, leicht gefunden werden.

Zu diesem Zweck wurde der "One Step RT-PCR Kit" der Firma Qiagen genutzt. Die
Anwendung erfolgte gemidll der Angaben des Herstellers und die eingesetzten Primer
entsprachen den durch den Hersteller gegebenen Erfordernissen. In dieser Reaktion wird der
durch reverse Transkription mit MMLV-Polymerase synthetisierte cDNA-Erststrang durch
Tag-Polymerase amplifiziert, so dass die PCR-Produkte in den Vektor pGemT kloniert

werden konnten.

2.10.5 Primer

Tabelle 2.3: Verwendete Primer (Restriktionsschnittstellen sind fett wiedergegeben; Ziel, Bezeichnet zu
amplifizierenden ORF; Mod., angefiigte Schnittstellen oder andere Modifikationen; AAS, deletierte
Aminosduren am N-terminalen Ende kodierten des Genprodukts; Vek., Vektor fiir den das Amplifikat genutzt
werden sollte; Ende, bezeichnet 5'- (5) bzw. 3'-Ende (3) eines ORF, an das der Primer binden soll; Ty;
berechnete Annealing-Temperatur des Oligonukleotids).

Primer Sequenz Ziel/Mod./Vek./Ende Tum
FM1 ATG GCT AAA AAG GAG AGA CCT AG PIS1/-/pBAD/5 66
FM2 TCA AGG CTT CTG CTG CTT CTC PIS1/-/pBAD/3 64
FM11 ATG GCT AAA CAG AGA CCG PIS2/-/pBAD/5 54
FM12 TCA AGG CTT CTT ATG CTG PIS2/-/pBAD/3 52
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FM5 ATG CTC AGA TCC GGT CTG GC PGPS1/-/pBAD/5 64
FM6 CTA CTT CAT TAG TAC TTT CCA TAT C PGPS1/-/pBAD/3 66
4697hisC GCGGCCGCTAATGGTGATGGTGATGATGCTTC |PGPS1/Notl HIS/pYES2/3 | 74
ATTAGTACTTTCC
4696K GGTACCATGCTCAGATCCGGTC PGPS1/Kpnl/pYES2/5 70
4697N GCGGCCGCCTACTTCATTAGTACTTTCC PGPS1/Notl/pYES2/3 86
132yesf GGTACCATGGGTGAAGAAGACACCGCGAC PGPS2/Kpnl/pYES2/5 70
132yesr CTCGAGCTACTTCTTTAGCAGTACTCTCCATAT |PGPS2/Xhol/pYES2/3 68
C
132sph AGCATGCGTGAAGAAGACACCG PGPS2/Pacl/pQE70/5 68
132bgl TAGATCTCTTCTTTAGCAGTACTCTC PGPS2/Bglll/pQE70/3 72
FM3 ATG GCG ATT TAC AGA TCT CTA AG CLS/-/pBAD/5 64
FM4 TTA CCT TAG ATA AGT GAT CCA TG CLS/-/pBAD/3 62
118ECL AGAGCTCATGGCGATTTACAGATCTCTAAG CLS/Sacl/pYES22/5 88
118XHO ACTCGAGTTACCTTAGATAAGTGATCCATG CLS/Xhol/pYES2/3 84
118S1 TGCATGCCGATTTACAGATCTCTAAGAAAG CLS/Pacl/pQE70/5 84
118S2 TGCATGCAAATCAATCACCGGAAAACAAG CLS/Pacl,AlOAS/pQE70/5 | 84
11883 TGCATGCCGTTGTTCCCACATTTCTC CLS/Pael, A39AS/pQE70/5 |78
11854 TGCATGCCTGCGACACCTTTGCACT CLS/Pacl,A74AS/pQE70/5 | 84
118B1 TAGATCTTAGATAAGTGATCCATGTCTG CLS/BglIl/pQE70/3 76
118B2 TGGATCCATGGCGATTTACAGATCTCT CLS/BamHI/pESC-leu/5 78
118H1 TAAGCTTATGGCGATTTACAGATCTCT CLS/HindIIl/pIB4/5 74
118H2 TAAGCTTTTACCTTAGATAAGTGATCC CLS/HindIII/pESC-leu/3 72
118B3 TGGATCCTTACCTTAGATAAGTGATCC CLS/BamHI/pIB4/3 76
118FFL AAGCATGCCGATTTACCGATCTCTAAG CLS/Pael/pQE70/5 78
118F100 AAGCATGCATCTTAGATTGGATCGAATTAG CLS/Pael, AI00OAS/pQE70/5 |82
118F141 AAGCATGCATGTGCCGAATATGATATCAATG | CLS/Pacl, Al41AS/pQE70/5 | 86
118RH AAAGATCTTAGATAAGTGATCCATGTC CLS/BglIl/pQE70/3 72
118d-gl CTCTGTGGTTGGATCCTACCTTGATC CLS/Korrektur 78
118d-g2 GATCAAGGTAGGATCCAACCACAGAG CLS/Korrektur 78
118-del85-ecl | AGAGCTCATGGGCTCTGTTTTGAAAAAAG CLS/Sacl, A85AS/pYES2/5 |82
118hisC ACTCGAGTTAATGGTGATGGTGATGGTGCTTTA | CLS/Xhol,Hisy/pYES2/3 88
GATAAGTGATCC
SynF ATGAATATACCCAACTGGGTAAC Syn.pgsA/-/pBAD/5 64
SynR TTAGCCAGCCTCGACTTTG Syn.pgsA/-/pBAD/3 58
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2.11 Arbeiten mit DNA-modifizierenden Enzymen

2.11.1 Restriktionsenzyme

Zur Restriktion von Plasmid-DNA wurden Enzyme von New England Biolabs und MBI
Fermentas genutzt. Alle Enzyme wurden vom Hersteller mit passenden 10fach Puffern und
gegebenenfalls mit BSA-Losung geliefert. Die Enzyme wurden den Angaben der Hersteller

entsprechend eingesetzt. Ein Restriktionsansatz enthielt im Einzelnen:

- zu schneidende DNA

- 1/10 Volumen 10fach Puffer

- ca. 1 Unit Restriktionsendonuklease pro pg eingesetzter DNA
- 1 mg/ml BSA

- mit Aqua dest. auf 1 Volumen auffiillen

2.11.2 Alkalische Phosphatase

Zur Verhinderung der Religation der zwei Enden eines aufgeschnittenen Vektors wurde
dieser dephosphoryliert. Die Entfernung der Phosphatreste an den 5'-Enden eines DNA-
Fragments wurde enzymatisch mit Alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (MBI Fermentas)
vorgenommen. Dieses Enzym wurde, unabhidngig vom eingesetzten Puffer, 30 min nach
Beginn einer Restriktion zum Reaktionsansatz zugegeben. Des Weiteren wurde den Angaben

des Herstellers gefolgt.

2.11.3 Polynukleotidkinase

T4-Polynukleotidkinase (MBI Fermentas) wurde zur Phosphorylierung von PCR-Produkten
aus Amplifikationen mit Pfu-Polymerase bendtigt, da die Primer in der Regel am 5'-Ende
nicht phosphoryliert sind und die erhaltenen Fragmente folglich nicht in dephosphorylierte
Vektoren ligiert werden konnen. T4-Polynukleotidkinase benétigt ATP zur Phosphorylierung,

das in dem entsprechenden Reaktionspuffer nicht enthalten ist. Daher wurde der bereits ATP
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enthaltene Reaktionspuffer der T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) verwendet. Ansonsten

wurde nach Herstellerangaben vorgegangen.

2.11.4 Ligase

Zur Ligation wurde die T4-DNA-Ligase von MBI Fermentas benutzt. Um eine optimale
Ligation zu gewéhrleisten, muss das Konzentrationsverhiltnis zwischen Vektor- und DNA-
Fragment stimmen. Das zu klonierende Fragment sollte beziiglich der Molaritét etwa dreimal
so hoch konzentriert sein wie der Vektor. In einigen Fillen wurde dieses Verhiltnis auf 2:1
oder 1:1 erniedrigt, um ein optimales Ergebnis zu erreichen. Es wurden grundséitzlich 5 ng
Vektor pro 1 ul Ligationsansatz verwendet. Weitergehend wurde der Vektor, sofern er selbst
hergestellt wurde, an den 5'-Enden dephosphoryliert, um eine Rezyklisierung zu verhindern.
Eine Ligation wird bei 16° C fiir mindestens zwei h oder liber Nacht durchgefiihrt. Der

Reaktionsansatz enthélt die folgenden Bestandteile:

- 1 ul T4-DNA-Ligase (10 Units)

- 1 ul T4-DNA-Ligase-Puffer

- 50 ng Vektor

- entsprechende Menge an DNA-Fragment
- ad 10 pl Aqua dest.

2.12 Funktionale Expression

2.12.1 Expression in E. coli

Zur funktionalen Expression isolierter Gene in E. coli wurden zwei unterschiedliche

Expressionsysteme genutzt. Die jeweiligen Leervektoren wurden als Kontrollen mitgefiihrt.
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2.12.1.1 Expression in pBAD (Invitrogen)

Der Expressionsvektor pBAD (Invitrogen) erlaubt die direkte Klonierung von PCR-
Fragmenten, die einen 3'-Adenin Uberhang besitzen. Die offenen Leserahmen stehen unter
Kontrolle eines durch Arabinose induzierbaren Promotors, der in E. coli TOP10 eine
Expression erlaubt. Zur Expression wurden entsprechend den Angaben des Herstellers
(Invitrogen) Vorkulturen in 2 ml LB-Medium mit Carbenicillin (50 mg/l) iiber Nacht
angezogen. Von der Vorkultur wurde eine Hauptkultur in 50 ml des gleichen Mediums auf
eine ODgpp von 0,1 angeimpft und bei 37° C im Schiittler inkubiert. Nach Erreichen einer
optischen Dichte von 0,5 wurde mit L(+)-Arabinose in einer Endkonzentration von 0,1 % die
Expression bei 30° C induziert. Nach 4 h Inkubation auf dem Schiittler wurde die Expression
abgebrochen und die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 3000 x g sedimentiert. Das
Kulturmedium wurde verworfen und die Zellen in 10 bis 20 ml 10 mM Tris/H,SO4, pH 7,4

gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden dann zur Membranpréiparation genutzt.

Arabinose-Stammloung

20 % L(+)-Arabinose (Sigma) in Aqua dest. (w/v), sterilfiltriert.

2.12.1.2 Expression in pQE70 (Qiagen)

Zur Expression in dem Vektor miissen an die offenen Leserahmen mittels PCR geeignete
Schnittstellen angefiigt werden. Die Umgebung des Startcodons ATG muss in eine Pael-
schnittstelle (GCATGC) iiberfiihrt werden, wihrend unter Eliminierung des Stopcodons am
3'-Ende eine BglIl kompatible Schnittstelle (BamHI, Bcll BglIl) eingefiihrt werden muss. In
diesem Fall wird das zu exprimirende Protein um zwei Aminosédureste in Abhéngigkeit von

der gewdhlten Schnittstelle und eine Extension bestehend aus 6 Histidinresten verldngert.

Der Promotor dieses Vektors ist durch IPTG induzierbar und wird durch das Genprodukt
laclq, codiert durch den Hilfsvektor pREP4, reprimiert. Dieses Expressionssystem wurde in
E. coli XL1Blue eingesetzt. Die Expression erfolgte gemidll den Beschreibungen im
vorhergehenden Abschnitt, mit dem Unterschied, dass den Medien zur stabilen Replikation
von pREP4 Kanamycin in einer Endkonzentration von 25 mg/l zugegeben wurde und die

Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG gestartet wurde.
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2.12.1.3 Membranpriparation aus E. coli-Zellen

E. coli Zellsedimente wurden in 2-3 Volumen eiskaltem 10 mM Tris/H,SO4, pH7,4, 1 mM
PMSF aufgenommen. Dann erfolgte die Zugabe von Glasperlen (durchschnittlicher
Durchmesser: 0,2-0,5 mm). Das Gemisch wurde 5 min kriftig gevortext und anschlieend
gekiihlt. Das Volumen wurde durch Zugabe des genannten Puffers auf 15 Volumen eingestellt
und auf Eis fiir 5 min mit 2 sec Pulsbetrieb mit dem Ultraschallstab behandelt. Glasperlen und
Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation bei 5.000 x g, 4° C fiir 10 min sedimentiert und der
Uberstand zur Ultrazentrifugation bei 150.000 x g (Rotor Beckmann 50.2 Ti) fiir 1h bei 4° C
eingesetzt. Das dabei entstandene Sediment wurde in 10 mM Tris/H,SOs, pH 7,4
aufgenommen, mit Glycerol zu einer Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt, bei -20° C

gelagert und im wird folgenden als Membranfraktion bezeichnet.

2.12.2 Expression in S. cerevisiae

Die S. cerevisiae-Stamme UTL7A (Warnecke et al., 1999) und D2000 (freundlicherweise von
Prof. Dr. G. Daum, Universitit Graz, Osterreich zur Verfiigung gestellt; Tuller et al., 1998)
wurden mit dem Plasmid pYES2 (Invitrogen) und dessen Derivaten transformiert. Dieser
Vektor enthélt den zu exprimirenden offenen Leserahmen unter Kontrolle eines Galaktose-
induzierbaren Promotors. Der Vektor pYES2 ohne Insert wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Die
Hefen wurden in 100-500 ml CMdum mit 2 % Glukose (w/v) fiir 72 h bei 30° C angezogen.
Diese Vorkultur wurde genutzt, um eine Hauptkultur von 1 | bis 10 1 anzuimpfen. Nach 48 h
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 5.000 x g fiir 10 min bei RT sedimentiert und das
Sediment in 2 I bis 121 CMdum mit 2 % Galaktose (w/v) aufgenommen. In diesem Medium
wurden die Zellen fiir weitere 12 h bei 30° C inkubiert, durch Zentrifugation (5.000 x g, RT)

sedimentiert und dann einer Membranpréparation unterzogen.

2.12.2.1 Priparation von Gesamtmembranen aus S. cerevisiae

Das Zellsediment wurde einmal mit eiskaltem 10 mM Tris/H,SO4, pH7,4 gewaschen, in 2
Volumen desselben Puffers aufgenommen und mit 1 mM PMSF versetzt. Zu dieser

Suspension wurde 1 Volumen Glasperlen (s. 0.) gegeben. Das Gemisch wurde fiir 5 min
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kraftig gevortext, 5 min auf Eis gekiihlt und 5 min bei 3.000 x g und 4° C zentrifugiert. Das
Sediment, bestehend aus Zellen und Glasperlen, wurde erneut in Puffer mit PMSF
aufgenommen und der Vorgang insgesamt 5 mal wiederholt. Die gesammelten Uberstinde
wurden am Ultraschallstab auf Eis fiir 5 min mit 2 sec Pulsbetrieb behandelt und anschlie8end
bei 5.000 x g und 4° C fiir 10 min zentrifugiert, um Zelltriimmer zu entfernen. Der Uberstand
wurde dann bei 150.000 x g und 4° C fiir eine Stunde im Rotor 50.2 Ti (Beckmann)
zentrifugiert. Das resultierende Sediment wurde in 10 mM Tris/H>SO4, pH 7,4 aufgenommen,
mit Glycerol zu einer Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt und als

Gesamtmembranfraktion bezeichnet.

2.12.2.2 Praparation von Mitochondrien und Mikrosomen aus S. cerevisiae

Die Methode zur Priparation von Mitochondrien und Mikrosomen wurden grofBtenteils im
Labor von Prof. Dr. G. Daum (Technische Universitit Graz, Osterreich) entwickelt, wo mir
freundlicherweise die Mdglichkeit gegeben wurde, diese Technik zu erlernen. Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der enzymatischen Lyse der Hefezellwand durch Zymolyase
(WAG Chemie, Hamburg) unter leicht hyperosmotischen Bedingungen und einem Aufschluss
der Zellen im Dounce-Homogenisator. Im Anschluss konnen die Organellen durch
Differentialzentrifugation, gewonnen und die mikrosomalen ER- und Golgi-Membranen

durch Ultrazentrifugation sedimentiert werden.

Das Zellsediment wurde mit Aqua dest. gewaschen und die Hefezellen bei RT mit 4.000 x g
fir 5 min sedimentiert. Nach Bestimmung des Zellnassgewicht (ZNG) wurden die Zellen
einmal in Puffer A gewaschen (4.000 x g, 5 min, RT), in 1 ml Puffer A pro g ZNG
aufgenommen und die Suspension mit frisch eingewogenem DTT auf eine Endkonzentration
von 10 mM eingestellt. Die Suspension wurde dann fiir 10 min bei 30° C geschiittelt, die
Zellen geerntet (4.000 x g, 5 min, RT), mit Puffer B gewaschen (4.000 x g, 5 min, RT) und in
Puffer B (5,7 ml/g ZNG) aufgenommen. Zur Kontrolle (Nullprobe) wurden 50 pl des
Gemisches in 5 ml Aqua dest. in einem Reagenzglas verdiinnt, kurz gevortext und auf Eis
aufbewahrt. Danach erfolgte die Zugabe von Zymolyase (2 mg/g ZNG) zum {ibrigen Ansatz
und eine Inkubation bei 30° C unter leichtem Schiitteln. Die Lyse der Zellwand wurde optisch
kontrolliert. 50 pl der Suspension wurden wie oben mit 5 ml Aqua dest. gemischt und dann
mit der Nullprobe (s.0.) verglichen. Ist die Zellwand der Hefen ausreichend abgebaut, so

platzen die Zellen im Wasser. Wihrend die Nullprobe milchig bleibt, klaren die "spéteren”
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Proben immer mehr auf. Die Zellwénde wurde als ausreichend verdaut angesehen, wenn ein
schwarzer Text auf weillem Papier in der Schriftgrole 12 im Vergleich zur Nullprobe deutlich
besser durch das Reagenzrohrchen lesbar erschien. Gewdhnlich war dies nach einer 45
miniitigen Inkubation der Fall. Die Sphiroblasten wurden sedimentiert (4.000 x g, 5 min, 4°
C), einmal in eiskaltem Puffer B und einmal in eiskaltem Puffer C gewaschen (4.000 x g, 5
min, 4° C). AnschlieBend wurden die Sphéroblasten in Puffer C (1 ml/g ZNG) aufgenommen,
mit PMSF zu einer Endkonzentration von 1 mM versetzt und durch 15 Schiibe im Dounce-
Homogenisator aufgebrochen. Die Sphiroblasten wurden sedimentiert (4.000 x g, 5 min, 4°
C), erneut in Puffer C aufgenommen und der Vorgang insgesamt dreimal wiederholt. Die
gesammelten Uberstiinde enthielten nun Mitochondrien und mikrosomale Membranen. Durch
Zentrifugation (10.000 x g, 10 min, 4° C) wurden die Rohmitochondrien sedimentiert und in
Puffer C resuspendiert. Aus dem Uberstand wurden Verunreinigungen durch Zentrifugation
(20.000 x g, 30 min, 4° C) entfernt und aus dem resultierendem Uberstand konnten dann
durch Ultrazentrifugation (150.000 x g, 60 min, 4° C, Rotor 50.2 Ti) die mikrosomalen
Membranen sedimentiert werden, welche in 10 mM Tris/H,SO4, pH 7,4 aufgenommen und
mit Glycerol zu einer Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt wurden. Die
Rohmitochondrien wurden weiter gereinigt. Durch Zentrifugation (3.000 x g, 7-8 min, 4° C)
konnten verbliebene Verunreinigungen mit hoher Dichte sedimentiert werden. Die
Mitochondrien im Uberstand wurden sedimentiert (10.000 x g, 10 min, 4° C), zweimal mit
Puffer C gewaschen (10.000 x g, 10 min, 4° C), in 10 mM Tris/H,SOy4, pH 7,4 aufgenommen
und mit Glycerol zu einer Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt. Die Lagerung erfolgte

bei -20° C.

Puffer A
100 mM Tris/HCI, pH 9,4

Puffer B
1,2 M Sorbitol
20 mM Kaliumphosphat, pH 7,4

Puffer C
0,6 M Mannitol
10 mM Tris/H,SO4, pH 7,4
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2.13 Reinigung von PGPS1 und PGPS2

Puffer 1: Puffer 2:
600 mM NacCl 300 mM NacCl
100 mM Natriumphosphat, pH 7.4 50 mM Natriumphosphat, pH 7,4
20 mM Imidazol 10 mM Imidazol
20 % Glycerol (w/v) 10 % Glycerol (w/v)
4 % Triton X-100 (w/v) 2 % Triton X-100 (w/v)
Puffer 3: Puffer 4:
300 mM NacCl 300 mM NacCl
50 mM Natriumphosphat, pH 7,4 50 mM Natriumphosphat, pH 7,4
30 mM Imidazol 30 mM Imidazol
10 % Glycerol (w/v) 10 % Glycerol (w/v)
2 % Triton X-100 (w/v) 2 % Triton X-100 (w/v)
100 mM EDTA

Die Enzyme PGPS1 und PGPS2 sollten durch Nickelaffinititschromatographie gereinigt
werden. Beide Proteine wurden mit einem C-terminalen His-Domine, bestehend aus 6
aufeinanderfolgenden Histidinresten, exprimiert. PGPS1 wurde in S. cerevisiae und PGPS2 in
E. coli exprimiert. GemidB3 den beschriebenen Methoden wurden grolen Mengen
Gesamtmembranen aus den Organismen isoliert (0,97 g fiir PGPS1; 0,15 g fiir PGPS2). In
Abweichung zu den oben beschriebenen Methoden wurden die Membranen hier allerdings
nicht in einem Tris-Puffer, sondern in 25 mM Natriumphosphat (pH 7,4), 50 % Glycerol zu
einer Proteinkonzentration von ca. 15 mg/ml resuspendiert. Zur Solubilisierung wurden die
Membranfraktionen mit Aqua dest. auf eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml verdiinnt und
anschlieBend mit 1 Volumen Puffer 1 versetzt. Die Solubilisierung erfolgte dann unter
leichtem Riihren des Gemisches auf Eis flir 30 min Darauf wurden die Anséitze bei 150.000 x
g, 4° C fiir 60 min zentrifugiert (Rotor 50.2 Ti). Der Uberstand wurde abgenommen und auf
die Sdule (9 ml, Nickel-NTI-Agarose, Qiagen) aufgetragen, die zuvor nacheinander mit je 50
ml 1 M Nickelsulfat, 50 mM Nickelsulfat und Puffer 2 equilibriert wurde. Die Sdule wurde
mit Puffer 3 gewaschen (50 ml) und anschlieBend die gebundenen Proteine mit Puffer 4
eluiert. Es wurden Fraktionen mit einem Volumen von ca. 3 ml gebildet und die ersten 10

Fraktionen wurden auf PGPS-Aktivitdt liberpriift. Die aktivsten Fraktionen wurden dann iiber
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Nacht in "Slide-A-Lyser" Dialyse-Rahmen (Durchlass 3,5 kDa, Pierce) gegen 10 mM
Tris/H,SO4, pH 7.4, 2 % Triton X-100 (w/v) dialysiert, bei 150.000 x g, 4° C fiir 60 min
zentrifugiert, die Uberstinde in fliissigen Stickstoff gefroren und bei -80° C gelagert.

2.14 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden mit dem Protein Assay Kit (BioRad) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Triton X-100 enthaltende Proben wurden mit dem Protein Assay DC Kit
(BioRad), ebenfalls nach den Angaben des Herstellers, durchgefiihrt. In beiden Féllen diente
BSA (New England Biolabs) als Standard.

2.15 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer vertikalen
Gelelektrophoreseapparatur (Mini-Protean II oder Mini-Protean III, Bio-Rad). Fiir die
Aufbereitung der Gele und Durchfiithrung der Elektrophorese wurden folgende Losungen

verwendet:

Losung Zusammensetzung

A 30 g Acrylamid; 0,8 g N,N'-Bisacrylamid ad 100 ml Aqua dest.
B 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 (Trenngelpuffer)

C 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 (Sammelgelpuffer)

D 20 % (w/v) SDS

E 10 % (w/v) APS (Ammoniumpersulfat, frisch ansetzen)

F TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyldiamin)

Fir zwei Gele wurden die Losungen nach folgendem Schema pipettiert und die

Polymerisation durch Zugabe von TEMED ausgelost.
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Losung Trenngel (12,4 %)  Sammelgel (5 %)
A 4 ml 0,83 ml

B 2,5ml -

C - 1,25 ml

Aqua dest. 3,3ml 2,77 ml

D 50 ul 25 ul

E 100 pl 50 pl

F 10 ul 10 pl

Zur Aufarbeitung der Proteinfraktionen wurde eine definierte Menge Protein in 200 pl Aqua
dest. mit 50 ul 40 % Trichloressigsdure (w/v) flir 15 min auf Eis oder mit 800 ul Aceton iiber
Nacht bei -80° C gefdllt und 15 min bei 20.000 x g sedimentiert. Die Sedimente wurden in 1 x
Probenpuffer aufgenommen und der pH gegebenenfalls durch Zugabe von 1 bis 2 pul 1 M Tris
eingestellt. Anschlieend wurden die Proteine durch 3-5 min Kochen bei 95° C denaturiert.
Von diesen Ansidtzen konnten maximal 20 ul auf ein SDS-Gel aufgetragen werden. Zur
Abschidtzung der Molekulargewichte der aufgetrennten Proteine wurden als
Standardproteingemische der Molekulargewichtsstandard A ("Low Molecular Weight Protein
Standard", Pharmacia) oder B ("Prestained Low Range Molecular Weight Marker", Biorad)
eingesetzt. Die Gelelektrophorese wurde wéhrend des Einlaufens der Proben bis zum
Trenngel bei 35 mA und anschlieBend etwa 1 h bei einer konstanten Spannung von 200 V

durchgefiihrt.

Die Proteine wurden im Gel nach Meyer & Lamberts (1965) durch einstiindige Inkubation in
0,2 % Coomassie Brilliant Blue G-250-Ldsung (w/v) mit 30 % Methanol (v/v) und 10 %
Eisessig (v/v) geférbt, zur Entfarbung des Hintergrundes 1 h in der gleichen Ldsung ohne
Coomassie Brilliant Blue G-250 inkubiert, in Aqua dest. gewaschen und, in Plastikfolie
eingeschweil3t, bei 4° C gelagert.

SDS-Probenpuffer

5,8 ml Aqua dest.

1,2 ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
1 ml 20 % SDS (w/v)

1 ml Glycerol
in 950 pl Aliquots bei - 20° C lagern, vor Gebrauch 50 ul 3-Mercaptoethanol zusetzen
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Elektrophoresepuffer
25 mM Tris/HCI, pH 8,3
192 mM Glycin

0,1 % SDS (w/v)

2.15.1 Elektrotransfer der Proteine auf Nitrocellulosemembranen und Detektion

Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Proteine in einem Semi-Dry-Elektroblotverfahren
(Kyse-Andersen, 1984) auf hydrophobe Nitrocellulosemembranen (Schleicher und Schiill)
transferiert. 6 Filterpapiere (Schleicher & Schiill, GB004) und 2 Nitrocelluosemembranen
wurden auf GelgroBe zurechtgeschnitten. 2 Filterpapiere wurden in Anodenpuffer 1, ein
Filterpapier und die Nitrocellulosemembranen wurden in Anodenpuffer 2 sowie 3
Filterpapiere in Kathodenpuffer equilibriert. Nachdem das Gel kurz in Kathodenpuffer
gewaschen wurde, erfolgte der Aufbau des Blots. Die untenliegende Anode der Blotaparatur
(Eigenbau) wurde mit Anodenpuffer 1 benetzt. Darauf wurden die Filterpapiere, Membranen

und das Gel wie folgt gestapelt:

Kathode (-)
3x Filterpapier (Kathodenpuffer)
Gel (Kathodenpuffer)
2x Nitrocellulosemembran (Anodenpuffer 2)
1x Filterpapier in Anodenpuffer 2
2x Filterpapier Anodenpuffer 1
Anode (+)

Die Blotdauer betrug 1 h bei 2 mA/cm®. Zur Uberpriifung des vollstindigen Transfers wurde
das Gel anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blue G-250 geférbt. Zur Detektion von
Proteinen mit His-Doméne wurde die Nitrocellulosemembran unter Schiitteln bei RT
mindestens 1 h in ca. 30 ml Blockinglosung (10 % (w/v) Milchpulver in TTBS) inkubiert,
bevor anschlieBend die Inkubation mit ca. 20 ml der ersten Antikorperlosung (1 pg
monoklonaler Antikdrper gegen His-Doméne (Qiagen) pro ml Antikorperpuffer) fiir 2-3 h bei
RT bzw. iiber Nacht bei 4° C erfolgte. Nach dreimaligem Waschen fiir 10 min in TTBS-

Puffer wurde die Membran in 20 ml der zweiten Antikorperlosung (Peroxidase-konjugiertes
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"Ziege-anti-Maus"-IgG, Dianova, 1:4000 verdiinnt in Antikdrperpuffer) fiir mindestens 1 h
bei RT inkubiert, erneut in TTBS-Puffer gewaschen und mit Chemolumineszens-Substrat
(Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche) inkubiert, bis spezifische Banden am
Chemolumineszensdetektor (LAS1000, Raytest) sichtbar wurden.

Anodenpuffer 1
0,3 M Tris/HCI, pH 10,4

Anodenpuffer 2
25 mM Tris/HCI, pH 10,4

Kathodenpuffer

40 mM Aminohexansiure

25 mM Tris/HCI, pH 9,4

TTBS-Puffer

20 mM Tris/HCI, pH 7,5
500 mM NacCl

0,05 % Tween 20 (v/v)

Antikorperpuffer
0,5 % Milchpulver (w/v) in TTBS

2.16 Enzymtests

2.16.1 Phosphatidylglycerophosphat-Synthase

Die PGPS katalysiert den Transfer des Phosphatidylrestes aus CDP-Diacylglycerol auf
Glycerol-3-phosphat. Bei dieser Reaktion entsteht Phosphatidylglycerolphosphat. In einem
Volumen von 100 pl wurden 5 ng bis 50 ug Protein eingesetzt. Des Weiteren enthielt der Test

folgende Substanzen:
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100 mM Bis-Tris-Propan/HCI, pH 8,5

10 mM MnCl,

100 uM Glycerol-3-phosphat

5 % Glycerol (w/v)

0,05 uCi [U-"*C] Glycerol-3-phosphat (entspricht 3,2 uM, 154 mCi/mmol, Amersham
Pharmacia)

1 % Triton X-100 (w/v)

100 uM CDP-Diacylglycerol (Sigma)

10 mM DTT

Der Enzymtest wurde bei 30° C fiir maximal 1 Stunde durchgefiihrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1,2 ml Trichlormethan : Methanol 1:1 (v/v) und 0,6 ml Salzlosung
gestoppt. Nachdem kurz gemischt und bei geringer Drehzahl zentrifugiert wurde, konnte die
organische Unterphase direkt zur Szintillationszdhlung in 10 ml Optiphase Hisafe II (Perkin
Elmer) eingesetzt werden. Da keinerlei radioaktives Substrat in der Unterphase auftrat, konnte

auf einen Reinigungsschritt durch Diinnschichtchromatographie verzichtet werden.

Salzl6sung
1 M KClI

0,2 M H3POy4

2.16.2 Phosphatidylinositol-Synthase

Die PIS katalysiert den Transfer des Phosphatidylrestes aus CDP-Diacylglycerol auf myo-
Inositol. In die Reaktion wurden in einem Volumen von 100 pl 5 ng bis 50 pg Protein

eingesetzt. Als weitere Chemikalien wurden zugegeben:

50 mM Tris/HCI, pH 8

2,5 mM MnCl,

5 % Glycerol (w/v)

0,3 % Triton X-100 (w/v)

0,1 mM CDP-Diacylglycerol (Sigma)

47 nM myo—[2—3H]In0sitol (21 Ci/mmol, NEN, Boston)
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Alternativ wurden unmarkiertes myo-Inositol (Endkonzentration 100 uM) und CDP-Diacyl-
[U-MC] glycerol (Endkonzentration ca. 0,02 pCi; freundlicherweise von Prof. Dr. M. Frentzen
zur Verfiigung gestellt) eingesetzt. Der Enzymtest wurde bei 30° C fiir maximal 1 Stunde

durchgefiihrt und anschlieend wie im vorangegangenen Abschnitt gestoppt und ausgewertet.

2.16.3 Phosphatidylserin-Synthase

Die PSS katalysiert den Transfer des Phosphatidylrestes von CDP-DAG auf L-Serin, wodurch
PS entsteht. Diese Reaktion wurde in 100 pl mit 1-20 pg Protein durchgefiihrt. Der
Reaktionsansatz bestand aus den aufgefiihrten Chemikalien und wurde nach Vincent et al.

(2001) modifiziert.

50 mM Tris/HCI, pH 8,5

0,3 % Triton X-100 (w/v)

0,1 mM CDP-Diacylglycerol (Sigma)

10 mM MgCl, oder MnCl,

5 % Glycerol (w/v)

7.6 uM L-[U-"*C]Serin (131 mCi/mmol, Hartmann Analytic)

Der Enzymtest wurde bei 30° C fiir maximal 1 Stunde durchgefiihrt und anschlieBend wie im

vorangegangenen Abschnitt gestoppt und ausgewertet.

2.16.4 Phosphatidylcholin-Synthase

In diesem Enzymtest wird der Transfer des Phosphatidylrestes aus CDP-DAG auf Cholin
tiberpriift. Die Reaktionsbedingungen wurden gemil3 Sohlenkamp et al. (2000) modifiziert.
Dieser Mechanismus der PC-Synthese wurde erst kiirzlich entdeckt (Sohlenkamp et al., 2000)
und unterscheidet sich deutlich von dem bekannten Mechanismus, bei dem der
Phosphocholinrest aus CDP-Cholin auf Diacylglycerol iibertragen wird. Das in diesen
Versuchen eingesetzte CDP-Diacyl-[U-"*C]glycerol wurde aus L-[U-14C]Glycerol-3-

phosphat synthetisiert und freundlicherweise von Prof. Dr. M. Frentzen zur Verfiigung
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gestellt. Bis zu 50 pg Protein wurden in 100 pul Endvolumen mit den folgenden Chemikalien

eingesetzt:

25 mM Tris/HCI, pH 8

0,01 % Triton X-100 (w/v)

3 mM MnCl, oder MgCl,

3 uM CDP-Diacyl-[U-"*C]glycerol (154 mCi/mmol)
1 mM Cholin (Sigma)

Der Enzymtest wurde bei 30° C fiir maximal 1 Stunde durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz
wurde, wie oben beschrieben, gestoppt und die organische Unterphase im Stickstoffstrom bis
zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in ca. 50 pl Trichlormethan : Methanol 2:1
aufgenommen, mit 50 pg PC versetzt und diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel 60
Platten (Merck) im Laufmittel Trichlormethan : Aceton : Methanol : Eisessig : H,O
90:50:20:20:10 (v/v) aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte zum Einen durch Visualisierung
der Radioaktivitdt an einen Bioimager FLA3000 (Raytest) und zum Zweiten durch Bespriihen
der Platte mit Phosphatidreagenz, Abkratzen der sichtbaren PC-Bande und Bestimmung der

darin enthaltenen Radioaktivitdt am Szintillationzahler.

2.16.5 Cardiolipin-Synthase

Dieser Enzymtest ist geeignet, den Transfer des Phosphatidylrestes aus CDP-Diacylglycerol
auf PG nachzuweisen und wurde nach Frentzen & Griebau (1994) modifiziert. Das in diesen
Versuchen eingesetzte CDP-Diacyl-[U-""Clglycerol wurde aus L-[U-14C]Glycerol-3-
phosphat synthetisiert und freundlicherweise von Prof. Dr. M. Frentzen zur Verfiigung

gestellt. Ein Reaktionsansatz beinhaltete die folgenden Reagenzien:

250 uM PG (aus Ei-Lecithin, Sigma)

50 mM Bis-Tris-Propan/HCI, pH 8,8

16 mM MnCl,

3 uM CDP-Diacyl-[U-"*C]glycerol (154 mCi/mmol)
10 mM DTT
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Der Enzymtest wurde bei 30° C fiir maximal 1 Stunde durchgefiihrt, wie bereits beschrieben
gestoppt und mit 50 pg authentischem Cardiolipin (Sigma) versetzt. Die organische
Unterphase wurde im Stickstoffstrom bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 50
ul Trichlormethan : Methanol 2:1 (v/v) aufgenommen und diinnschichtchromatographisch in
Trichlormethan : Aceton : Methanol : FEisessig : H,O 90:50:20:20:10 (v/v) auf
Kieselgelplatten (Kieselgel 60, Merck) aufgetrennt. Nach der Entwicklung wurde die
Kieselgelplatte mit Phosphatidreagenz bespriiht, die sichtbare Cardiolipinbande abgekratzt

und die enthaltene Radioaktivitit durch Szintillationszdhlung (s.o.) bestimmt.

2.16.6 Monogalaktosyldiacylglycerol-Synthase

Dieser Enzymtest ist geeignet, um den Transfer von Galaktose aus UDP-Galaktose auf sn-1,2-
Diacylglycerol nachzuweisen. In Glasrohrchen wurden 0,5 pl UDP-[U-"*C]Galaktose
(entspricht 0,01pCi, 278 mCi/mmol; NEN) bis zur Trockene eingedampft und danach erfolgte
die Zugabe der aufgefiihrten Reagenzien:

50 mM Tris/HCI, pH 8
bis zu 20 pg Membranprotein
ad 100 pl mit Aqua dest.

Die Zugabe des Substrates Diacylglycerol ist nicht notwendig, da in den Membranen bereits
ausreichende Mengen enthalten sind. Der Enzymtest wurde bei 30° C fiir maximal 1 Stunde
durchgefiihrt, wie bereits beschrieben gestoppt und die in der organischen Unterphase

enthaltene Radioaktivitat am Szintillationszahler bestimmt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Phosphatidyltransferasegene im Genom von A. thaliana

Zur  Identifizierung und Isolierung von  Genen fiir ~CDP-DAG-abhingige
Phosphatidyltransferasen aus Pflanzen stehen eine Reihe von Informationen zur Verfligung.
Zum einen wurde die Sequenz des Genoms von A. thaliana im Laufe dieser Arbeit
komplettiert und in internationalen Gendatenbanken zur Verfiigung gestellt, und zum anderen
sind eine ganze Reihe von Phosphatidyltransferasegenen unterschiedlichster Herkunft bereits
beschrieben und kloniert worden. Mit den bekannten Phosphatidyltransferasesequenzen aus
dem Dendrogramm in Abb. 3.1 wurden daher Datenbanken abgesucht und hierbei fiinf A.
thaliana Gene identifiziert. Wie in Abb. 3.1 dargestellt, weisen die abgeleiteten
Aminosiuresequenzen der fiinf A. thaliana-Gene deutlich gréBere Ahnlichkeiten zu
Phosphatidyltransferasen des DGAR-Typs als zu denen des HKD-Typs auf.
Interessanterweise enthilt das Genom von A. thaliana keine Gene, die fiir Proteine aus der
HKD-Gruppe kodieren und gleichzeitig Ahnlichkeiten zu Phosphatidyltransferasen zeigen.
Hingegen finden sich einige Transkriptionsfaktoren der Homoobox-Leucin-Zipper-Klasse,
welche das HKD-Motiv enthalten. HAT3 (Homoobox Arabidopsis thaliana; Abb. 3.1) hat
von allen HAT-Proteinen die hochste Ahnlichkeit zu den Phosphatidyltransferasen. Weitere
Sequenzanalysen lieBen es allerdings fiir duflerst unwahrscheinlich erscheinen, dass diese
Gene Phosphatidyltransferasen kodieren, da HAT3 weitaus hohere Ahnlichkeiten zu anderen
HAT-Proteinen (HAT1 bis HAT7) und Transkriptionsfaktoren besitzt. Eine weitere Klasse
von Proteinen, die ein bis zwei HKD-Motive enthalten, sind die Phospholipasen des D-Typs
(PLD). In gewisser Weise handelt es sich auch bei diesen Enzymen um
Phosphatidyltransferasen, denn diese katalysieren den Transfer des Phosphatidylrestes auf
Wasser oder, unter in vitro-Bedingungen, auch auf Methanol, Ethanol, Propanol oder Butanol
(Munnik et al., 1995). Allerdings beschrinken sich die Ahnlichkeiten der PLDs zu den
Phosphatidyltransferasen allein auf das HKD-Motiv. Alle moglichen
Phosphatidyltransferasen aus A. thaliana gehoren also zu der Gruppe von Proteinen, welche
das sogenannte CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motiv (Dx,DGx,ARx3Gx3Dx3D) enthalten.
Die fiinf identifizierten Gene konnen aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten drei Gruppen
zugeordnet werden. Demnach werden diese Proteine mit PIS1 (AAG52009.1), PIS2
(CAB37513.1), PGPS1 (AAC28995.1), PGPS2 (CAB82698.1) und CLS (AAD03458.1)
bezeichnet (Tab. 3.1).
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S. meliloti PCS

B. subtilis PSS

S. cerevisiae PSS

S. pombe PSS

T. aestivum PSS

A. thaliana CLS

S. cerevisiae CLS

Synechocystis spec. PGPS

B. subtilis PGPS

R. sphaeroides PGPS
E. coli PGPS

— A. thaliana PGPS1

L A thaliana PGPS2
— A. thaliana PIS1

L A thaliana PIS2

S. cerevisiae PIS

S. pombe PIS
— H. sapiens PIS

|y norwegicus PIS
M. musculus PSS2

M. musculus PSS1

H. pylori CLS

E. coli CLS

B. firmus CLS
B. subtilis CLS

A. thaliana Leucin Zipper HAT3

E. coli PSS

C. griseus PGPS

S. cerevisiae PGPS

N. crassa PGPS

DGAR

HKD

Abb. 3.1: Dendrogramm berechnet aus Aminosiduresequenzen ausgewéhlter Phosphatidyltransferasen. Die
Berechnung erfolgte mit ClustalX (Thompson et al., 1997) und die Darstellung mit Treeview (Version 1.5.2;
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk /rod/rod.html). (Accession Nr.: S. meliloti PCS: AF247564.1; B. subtilis PSS:
P39823; S. cerevisiae PSS: P08456; Schizosaccharomyces pombe PSS: g3790257; Triticum aestivum PSS:
U91983; A. thaliana CLS: AF118223; S. cerevisiae CLS: ydl142c; Synechocystis spec. PGPS: D90914; B.
subtilis PGPS : P46322; R. sphaeroides PGPS: U29587; E. coli PGPS: P06978; A. thaliana PGPS1: AC004697,
A. thaliana PGPS2: AL132970; A. thaliana PIS1: AJ000539; A. thaliana PIS2: AL35540; S. cerevisiae PIS:
P06197; S. pombe PIS: Q10153; Homo sapiens PIS: gi2338731; Rattus norwegicus PIS: D82928; Mus musculus
PSS2: AF099053; M. musculus PSS1: AF042731; Helicobacter pylori CLS: AE001456; E. coli CLS: U24197;
Bacillus firmus CLS: U88888; B. subtilis CLS: P45860; A. thaliana Homoobox Leucin Zipper HAT3:
AL138646; E. coli PSS: P23830; Critilegus griseus PGPS: AB016930.1; S. cerevisiae PGPS: ycl004w;

Neurospora crassa PGPS: AL353820.2.)
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Tabelle 3.1: Das Genom von A. thaliana enthdlt 5 Gene, die mogliche Phosphatidyltransferasen des DGAR-
Typs kodieren. Die Gene sind iiber 4 der 5 Chromosomen von A. thaliana verteilt. Accession Nummern fiir
EST-Klone und BAC-Klone als auch die Protein IDs sind genannt. AuBerdem sind die Léngen der
vorhergesagten ORFs und Polypeptide sowie die errechneten Werte fiir deren molekulare Masse (Mol. Masse)
und den isoelektrischen Punkt (pI) gegeben. In der letzten Spalte werden die Proteine anhand ihrer Ahnlichkeiten
zugeordnet.

Chromosom EST BAC ORF [bp] -  Protein ID Mol. Masse pl Mogliche
Polypeptid [kDa] Funktion
[AS]
1 AJ000539  AC012563, 684 AAGS52009.1 25,86 8,58 PIS1
T23K23 227
4 - AL35540, 675 CAB37513.1 25,47 8,58 PIS2
F20M13 224
2 AB048535.1 AC004697, 891 AAC28995.1 32,16 10,65 PGPS1
T16B24, 296
F12L6
3 AF370186.1 AL132970, 702 CABS82698.1 25,22 9,96 PGPS2
T15C9 233
4 - AF118223, 936 AADO03458.1 34,68 10,45 CLS
T4B21 311

Die Einteilung der fiinf Gene in drei Gruppen spiegelt sich ebenfalls in deren Exon-Intron-
Struktur wieder (Abb. 3.2). Es ist ersichtlich, dass die SpleiBmuster der mdglichen PISs auf
der einen Seite und der moglichen PGPSs auf der anderen Seite erstaunliche
Ubereinstimmung aufweisen. PIS1 als auch PIS2 setzen sich jeweils aus 10 Exons zusammen
und in beiden Fillen erstreckt sich das CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motiv der
korrespondierenden Proteine iiber die Exons 3 bis 7. Die Lénge und Verteilung der Exons ist
offenbar konserviert. Im Gegensatz dazu weisen beide mogliche PGPSs 6 kodierende Exons
auf. Mit Ausnahme des ersten Exons sind die iibrigen aus PGPS1 und PGPS2 nahezu
identisch. Auch hier ist die Lage des CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motivs offenbar
konserviert. Das erste Exon des Gens flir PGPS1 ist deutlich ldnger als jenes im Gen fiir
PGPS2. Die mogliche CLS ldsst sich aufgrund seiner Exon-Intron-Struktur keiner der beiden
Gruppen zuordnen. Das Gen besteht aus 7 Exons und das CDP-Alkohol-Phosphotransferase-
Motiv ist auf ein Exon konzentriert. Damit bestehen diesbeziiglich keine offensichtlichen

Zusammenhédnge zwischen CLS und den anderen 4 Genen.
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Abb. 3.2: Malistabsgetreue Darstellung der Exon-Intron-Struktur der moglichen Phosphatidyltransferasen aus 4.
thaliana. Die gepunktete Linie bezeichnet den Bereich, der das CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motiv in den
korrespondierenden Proteinen abdeckt. Die Exons sind mit E1 bis E10 kenntlich gemacht und entsprechen den
Balken, wihrend diinne Linien fiir Introns stehen.

Weitergehende Ahnlichkeiten in der genomischen Organisation zwischen den fiinf
Phosphatidyltransferasegenen aus A. thaliana konnten allerdings nicht festgestellt werden.
Eine Analyse der flankierenden Gene aller fiinf moglichen Phosphatidyltransferasegene
erbrachte keine Hinweise fiir eine moglichen Duplikation der offenbar homologen Genpaare

(Abbildung im Anhang).

3.2 Phosphatidylinositol-Synthasen aus A. thaliana

Wie in Abb. 3.3 dargestellt, besitzen die beiden moglichen PISs aus 4. thaliana hohe
Aminosduresequenzihnlichkeiten. Sie unterscheiden sich nur in 27 Aminosdureresten. Fiir
beide  Proteine wurden mit TM  Predict (http://www.ch.embnet.org/software
/TMPRED_form.html) vier transmembrane Helices in {ibereinstimmenden Positionen
berechnet. Die 4. thaliana-Proteine zeigen Sequenzéhnlichkeiten zu den PISs aus eukaryoten
Organismen (Abb. 3.3) und besitzen fast identische Lingen, Massen und isoelektrische
Punkte (Tab. 3.1), was die Vermutung nahe legt, dass die beiden A. thaliana-Gene fiir PISs

kodieren. Dies sollte durch heterologe Expression in E. coli experimentell verifiziert werden.
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Abb. 3.3: Vergleich der Aminosduresequenzen eukaryoter PISs mit denen der beiden mdglichen PISs aus A.
thaliana, berechnet mit ClustalX. PIS1 stellt die Referenzsequenz dar. Punkte bezeichnen Positionen, in denen
die jeweilige Sequenz mit PIS1 iibereinstimmt. Unterhalb der Sequenzen sind jene Aminosdurereste aufgefiihrt,
die in allen Proteinen enthalten sind (Ac.-Nr. der Sequenzen siche Abb. 3.1).

Hierzu wurden die ORFs durch PCR amplifiziert, in den Vektor pBAD (Invitrogen) kloniert
(Plasmidkarten im Anhang) und in E. coli TOP10 transformiert. Aus den transgenen
Bakterien, die eines der beiden Gene oder den Leervektor enthielten, wurden die Membranen
von der loslichen Proteinfraktion abgetrennt und fiir in vitro-Enzymtests mit radioaktiv
markiertem CDP-DAG und unmarkiertem myo-Inositol, Glycerol-3-phosphat und Serin
genutzt. Die diinnschichtchromatographische Auftrennung der Reaktionsprodukte zeigte, dass

in der Kontrolle CDP-DAG iiberwiegend hydrolytisch gespalten wurde, wohingegen die E.
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coli-Zellen, die die A. thaliana-Konstrukte enthielten, ein markiertes Lipid synthetisierten, das
mit PI kochromatographierte (Abb. 3.4). Diese Ergebnisse deuten daraufthin, dass beide A.
thaliana-Gene fiir PISs kodieren. Durch Enzymtests mit unmarkiertem CDP-DAG und
markiertem Inositol wurden diese Daten weiter abgesichert. Im Unterschied zu den CDP-[U-
“C]DAG-Inkubationen wurden dabei keine markierten Nebenprodukte gebildet, die auf E.
coli-eigenen Enzymaktivititen beruhen. Bei diesen Enzymtests war PIS-Aktivitidt in den
Membranfraktionen der E. coli-Zellen, die ein Konstrukt enthielten, nicht aber in den
l6slichen Proteinfraktionen nachweisbar, was darauf hindeutet, dass sowohl PIS1 als auch
PIS2 Membranproteine darstellen. Damit war der Beweis erbracht, dass es sich bei den beiden
A. thaliana Sequenzen AAG52009.1 und CAB37513.1 um PISs handelt. Fiir PIS1 konnten
diese Ergebnisse durch Collin et al. (1999) und Xue et al. (2000) bestitigt werden.

Front—

- —PG

B o- » Pl
Start— - =
1 2 3

Abb. 3.4: Diinnschichtchromatographische Auftrennung der Reaktionsprodukte eines PIS-Enzymtests in
Trichlormethan : Methanol : Eisessig (65:25:8; v/v). Fiir die Enzymtests wurden je 10 pg Protein der
Membranfraktionen aus E. coli-Zellen, die den Leervektor (Spur 1), pPBAD-PIS2 (Spur 2) oder pBAD-PIS1
(Spur 3) enthielten, eingesetzt. Die Radioaktivitdt wurde an einem Bioimager (FLA-3000, Raytest) detektiert.

3.3 Die mogliche Cardiolipin-Synthase aus A. thaliana

Die einzige eukaryote CLS wurde bislang aus der Hefe S. cerevisiae isoliert (ydl142c; Jiang
et al., 1997; Chang et al., 1998 B; Tuller et al., 1998). Verwendet man die entsprechende
Aminoséduresequenz als Basis fiir Datenbankrecherchen, so findet man in A. thaliana das mit
CLS bezeichnete Gen auf Chromosom 4 (AF118223.1). Die Ahnlichkeit der
Aminoséuresequenzen von AF118223.1 und ydl142c aus Hefe betragt 44 %.



Phosphatidylglycerophosphat-Synthasen aus Arabidopsis thaliana 60

CLS ¢ ——-MAIYRSLEKLVEINHRETRPFFTAATASGGTVELTPPOFSPLFPHF SHELSPLEEWEWE———
vdlldzZe @ MIOMVPIYSCBALLRRTIPE-RPFY--——-——-——-——————————————— HVLEGLTWVREFEWVNEQ
M 3 L E REF HL: L F
CLSG ! LMGPLFLESPPWELLOSAT PLHWRGNGEVLEEVEALNLELDRIRSRTREF PROLGLOSVWVPNILTW
vdlldzZc @ LNYNLFR-—-—-——————-———-— DLTER-———————— EYATHNEP-————— SETPHIESEKELLN--IFNILTL
LM LF L R AN BT L PNILT
CLG . DERNDSEREEDGGRELVESEVHNWENMI GMARLWVEGPVLWIMI SNEMY 3 SAF LGLAVEGASDWVCIEFEL
vdlldZe @ BRIGCTPFIG——————————— LFIITNNLTP-—————————————— ALGLFAFSSITD-————— FM
R = I L A A3 D F
CLa o DEYVARRMEINEWVVGEGEYLDPLADEVLI GCVAVAMVORDLLHPGLYG———-IVLLEDVALVEGAVY L
vdlldZeo @ DEYIARKYGLETIAGTILDPLADELLMITTTLALSVERGPQITIPVEIAATIILGRDVLLAISALET
Di=Y AR = LDPLADE L A W I L RDV L A
CL=2 . R0 ALNLDW-—-—-——-——————————— EVNTVFQLT-LVAGATLOP-——————————
vdlldZc @ RYSTLELEYPGRVAWNEYWDIVRY PEAEVREPEQLEEWNTFFQOMVYLEEGYLLLLYEKEEGCEETE
R AN W E NT FQ2 L & L
CLE . ———EFGENPDTOQTWITYLR--—-———-—-——————————————————
yvdlldzZc : EDFEDREQDFQEAFSYLGYVTATTTIMEGVEYALKRNAFELLE
E D aQ YL

Abb. 3.5: Vergleich der Aminoséduresequenzen der CLS aus S. cerevisiae (ydl142¢) und der moglichen CLS aus
A. thaliana, berechnet mit ClustalX. Unterhalb der Sequenzen sind jene Aminosédurereste aufgefiihrt, die in
beiden Proteinen enthalten sind (Ac.-Nr. der Sequenzen siche Abb. 3.1).

Der Vergleich der Aminosduresequenzen von ydl142c und dem durch AF118223.1 kodierten
Polypeptid zeigt groBe Ubereinstimmungen im zentralen Bereich der Proteine (Abb. 3.5).
Dieser Bereich enthdlt das CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motiv. Sowohl fiir ydl142c¢ als
auch fiir CLS werden im zentralen Bereich drei membranspannende Helices berechnet, die
sich in gleichen Abstinden zueinander und in Bezug auf das DGAR-Motiv befinden (Abb.
3.6). Die N- bzw. C-Termini beider Proteine zeigen hingegen deutlich geringere
Ubereinstimmungen. Auffallend ist, dass beide Proteine im Vergleich zum jeweils anderen
Einschiibe von Aminosiuren besitzen (Abb. 3.8). Bei ydl142c¢ liegen die Einschiibe hinter, bei
der moglichen pflanzlichen CLS vor dem DGAR-Motiv.
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ydl142¢

Abb. 3.6: Vergleich der Hydropathie-Plots, berechnet mit TM Predict. Die Plots besitzen den gleichen Mafstab
in Bezug auf die Linge der Polypeptide und wurden anhand des DGAR-Motivs (senkrechte Linie)
iibereinandergelegt. Der schwarze Balken markiert das gesamte CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motiv und
der gepunktete Balken zeigt die Lage der iibereinstimmenden membranspannenden Doménen beider Sequenzen
an.

Der Vergleich der Hydropathie-Plots ldsst die vermeintlichen Einschiibe als Extensionen
erscheinen (Abb. 3.6). Demnach wiirde die mogliche pflanzliche CLS im Vergleich zu
ydl142c eine N-terminale Extension besitzen. Diese Extension konnte gegebenenfalls als
verlidngertes Transitpeptid fiir den Import in Mitochondrien ausgelegt werden. Berechnungen
mit PSORT (http://psort.nibb.ac.jp:8800/ cgi-bin/) stiitzen diese Vermutung. Demnach wiirde
die mogliche CLS aus A. thaliana unter Abspaltung von 33 Aminosdureresten am N-
Terminus in die Mitochondrien importiert werden. Die Ahnlichkeit, die die Sequenzen im
zentralen Bereich zeigen, ist signifikant und groBer als zu den moglichen PGPSs aus A.
thaliana. Im Vergleich mit PGPS1 und PGPS2 zeigt das durch AF118223.1 kodierte Protein
lediglich 26 % bzw. 33 % Ahnlichkeit.

Die mogliche CLS aus A. thaliana wurde in unterschiedlichen Vektoren und Organismen
exprimiert (Tab. 3.2). Zunéchst sollte der ORF mit Hilfe der Expressionsvektoren pQE70
(Qiagen) bzw. pBAD (Invitrogen) in E. coli exprimiert werden. In beiden Féllen konnte keine
Aktivitit festgestellt werden. Darauthin wurde eine Expression im eukaryoten System Hefe
genutzt. Weder im Vektor pESC-leu (Stratagene) noch im Vektor pYES2 (Invitrogen) konnte
der ORF funktional exprimiert werden. Im Weiteren wurden N-terminale Deletionen des
Proteins in Hefen und E. coli exprimiert. Dabei wurden unterschiedliche Parameter genutzt,

um festzulegen welche Bereiche des Proteins deletiert werden sollten. Im einfachsten Fall
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wurden die Sequenzen von PGPS2 aus A. thaliana und der PGPS aus Synechocystis spec.
PCC6803 jeweils anhand des CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motivs mit der moglichen
CLS {bereinander gelegt, um dann die CLS gewissermallen am Startkodon der
Vergleichssequenz abzuschneiden (A100 und A141). In anderen Fallen wurde direkt zwischen
vorhergesagten o-Helices und B-Faltbléttern geschnitten (A10, A40, A70). Im letzten Fall
erfolgte die Deletion der moglichen CLSin der Form, dass vor dem CDP-Alkohol-
Phosphotransferase-Motiv genau so viele Aminosduren zuriickblieben wie in der CLS aus S.
cerevisiae (A85). In keinem der genannten Félle konnte eine PIS-, PSS-, PGPS-, PCS- oder

CLS-Aktivitit hoher als die der Leervektor-Kontrollen gemessen werden.

Tabelle 3.2: Expressionskonstrukte, die den ORF fiir die mogliche CLS aus A. thaliana oder Teile desselben
enthielten. (Plasmidkarten im Anhang, N-terminal: -10 AS bedeutet, dass das korrespondierende Protein N-
terminal um zehn Aminosduren verkiirzt und die elfte Aminosdure in ein Methionin umgewandelt wurde;
weitere Deletionen entsprechend)

Expressionskonstrukt Modifikation Expressionswirt
pBADI118 gesamter ORF E. coli TOP10
pQE118 gesamter ORF E. coli XL1blue
pQE118A10 N-terminal : -10 AS E. coli XL1blue
pQE118A40 N-terminal : -39 AS E. coli XL1blue
pQE118A70 N-terminal : -70 AS E. coli XL1blue
pQE118A100 N-terminal : -100 AS E. coli XL1blue
pQE118A141 N-terminal : -141 AS E. coli XL1blue

pESC118 gesamter ORF S. cerevisiae UTL7A

und D2000 (ACLS)

pYES118 gesamter ORF S. cerevisiae UTLTA

und D2000 (ACLS)

pYES118A85 N-terminal : -85 AS S. cerevisiae UTLTA

und D2000 (ACLS)

Es bleibt also fraglich, welche Funktion das durch AF118223.1 kodierte Protein besitzt.
Durch heterologe Expression kann diese Frage zur Zeit nicht gekldrt werden. Es sollte
allerdings angemerkt werden, dass die homologe Uberexpression der CLS aus Hefe im selben
Organismus ebenfalls nicht zum Erfolg fiihrte. In den Versuchen, in denen die CLS in
entsprechenden Nullmutanten iiberexprimiert wurde, konnte gewissermaf3en nur die Wildtyp-
Aktivitdt wieder hergestellt werden (Greenberg, personliche Mitteilung). Zudem haben
Greenberg und Mitarbeiter nachgewiesen, dass die CLS aus Hefe Teil eines Proteinkomplexes

in der inneren Mitochondrienmembran ist (Zhao et al., 1998; Schlame et al., 2000).
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Moglicherweise ist die Verfligbarkeit freier Proteinkomplexe der limitierende Faktor.
Allerdings konnte die mogliche CLS aus A. thaliana auch in Nullmutanten der Hefe ( S.
cerevisiae D2000) nicht in katalytisch aktiver Form exprimiert werden. Dieses Ergebnis ldsst
vermuten, dass das Protein aus A. thaliana nicht funktional in den Proteinkomplex der Hefe

integriert werden kann.

Zur Aufklarung der Funktion des Gens AF118223.1 werden zur Zeit Versuche unternommen,
um eine Antisense-Inhibierung in A. thaliana herbeizufiihren (Miiller & Frentzen,

unveroffentlicht).

3.4 Phosphatidylglycerophosphat-Synthasen aus A. thaliana

Die Aminosduresequenzen der beiden moglichen PGPSs aus A. thaliana bestehen aus 296
(PGPS1) und 233 (PGPS2) Aminosiureresten und besitzen hohe Ahnlichkeiten zueinander
(79 % ldentitét). Der Vergleich der Sequenzen in Abb. 3.7 zeigt, dass PGPS1 im Vergleich zu
PGPS2 eine N-terminale Extension aufweist und dass der Grad der Identitit von den N-
Termini zu den C-Termini zunimmt. Auf die Extension folgen in den PGPSs aus A. thaliana
Abschnitte mit 64 % und dann mit 84 % identischen Aminoséureresten. Der Vergleich der
Hydropathie-Plots in Abb. 3.8 verdeutlicht ebenfalls, dass beide Proteine sehr dhnlich sind
und auch hier wird offensichtlich, dass PGPS1 eine N-terminale Extension besitzt, die
moglicherweise ein Transitpeptid darstellt. Signal-P (http://www.cbs.dtu.dk/services/signalp-
2.0/) berechnet fiir PGPS1 eine plastidire und mit geringerer Wahrscheinlichkeit eine
mitochondriale Lokalisation. Fiir beide Proteine kdnnen zwei mogliche membranspannende
Doménen berechnet werden, die sich in gleichen Abstinden zueinander und in Bezug auf das
DGAR-Motiv befinden (Abb. 3.8). Das CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motiv selbst
befindet sich in einem Bereich, der mit geringerer Wahrscheinlichkeit auch eine

membranspannende Doméne darstellt.
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Abb. 3.7: Sequenzvergleich bakterieller PGPS mit den beiden moglichen PGPSs aus A. thaliana, berechnet mit
ClustalX. PGPSI stellt die Referenzsequenz dar. Punkte bezeichnen Positionen, in denen die jeweilige Sequenz
mit PGPS1 {bereinstimmt. Unterhalb der Sequenzen sind jene Aminosdurereste aufgefiihrt, die in allen
Proteinen enthalten sind (Ac-Nr. der Sequenzen siehe Abb. 3.1).

Der Vergleich der Aminosduresequenzen verdeutlicht zugleich, dass PGPS1 mit 32,2 kDa
auch deutlich grofler ist als die bakteriellen Proteine, die eine molekulare Masse von
durchschnittlich 20 kDa aufweisen (Abb. 3.7). PGPS2 hat eine berechnete molekulare Masse
von 25,4 kDa und zeigt darin geringere Abweichungen zu den bakteriellen Enzymen. Die

hohe Ahnlichkeit untereinander und die Ahnlichkeiten von 30 % bis 50 % zu den bakteriellen
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PGPSs stiitzen die Vermutung, dass die hier beschriebenen Proteine aus A. thaliana in der Tat

PGPSs sind. Daher sollten Expressionsstudien und Enzymtests diese Vermutung bestétigen.

| PGPS2 (25,4 kDa)

N-terminale Extension 64 % Identitit 84 % Identitit

Abb. 3.8: Vergleich der Hydropathie-Plots der Aminosduresequenzen von PGPS1 und PGPS2, errechnet mit
TM Predict (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html). Die Plots besitzen den selben Mal3stab
und wurden anhand des CDP-Alkohol-Phosphotransferase-Motivs (gepunktete Linie) iibereinander gelegt. Beide

Proteine besitzen zwei mdgliche Transmembrandominen, die durch schwarze Balken angezeigt werden.

3.4.1 Expression von PGPS1 und PGPS2

Die ORFs der Gene fiir PGPS1 und PGPS2 wurden iiber PCR mit Restriktionsschnittstellen
versehen (PGPS1: Kpnl, Notl; PGPS2: Kpnl, Sacl) und in den entsprechend aufgeschnittenen
Vektor pYES2 kloniert (Invitrogen; Plasmidkarten im Anhang). Dieser Vektor erlaubt die
induzierbare Genexpression in S. cerevisiae-Zellen. Der Stamm S. cerevisiae UTL7A hatte
sich aufgrund seines genetischen Hintergrunds fiir heterologe Expressionsversuche als

geeignet erwiesen (Warnecke et al. 1999; Leipelt et al., 2001).

Aus den S. cerevisiae-Zellen wurden Membranen von den Idslichen Proteinfraktionen
abgetrennt und flir Enzymtests mit radioaktiv markiertem Glycerol-3-phosphat und
unmarkiertem CDP-DAG eingesetzt. Membranfraktionen aus Hefezellen, die entweder

PGPS1 oder PGPS2 iiberexprimierten, zeigten deutlich hohere PGPS-Aktivititen als die
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Kontrollmembranen (Abb. 3.9). Fir PGPS1 wurden spezifischen Aktivititen um 5,5
nmol/min/mg Protein ermittelt, wdhrend der entsprechende Wert fiir PGPS2 bei 7,5
nmol/min/mg Protein lag. Die Kontrollmembranen wiesen dagegen nur minimale Aktivititen
von 0,02 nmol/min/mg Protein auf. In weiteren Versuchen zeigte sich, dass die Isoenzyme aus
A. thaliana weder Serin noch myo-Inositol, Cholin oder PG als Phosphatidylakzeptor nutzen
konnen. Im Unterschied zu den Membranfraktionen war in den entsprechenden
Uberstandfraktionen keine signifikante PGPS-Aktivitit nachweisbar. Somit verhalten sich
sowohl PGPS1 als auch PGPS2 wie Membranproteine, was mit den Hydropathie-Plots der
beiden Proteine iibereinstimmt (Abb. 3.8).

8 &‘\\%}%

Kontrolle pYES-PGPS1 pYES-PGPS2

Abb. 3.9: Spezifische PGPS-Aktivititen der Membranfraktionen aus S. cerevisiae UTL7A, die entweder den
Kontrollvektor pYES2 oder eines der beiden Konstrukte pYES-PGPS1 bzw. pYES-PGPS2 enthielten.

Interessanterweise zeigten die Membranen aus der Hefe kaum endogene Aktivitdt, obwohl
diese bekanntlich eine PGPS enthalten. E. coli-Membranen besallen hingegen unter den
gewidhlten Enzymtestbedingungen deutlich hohere endogene Aktivititen (s. unten). Dieser
Unterschied beruht darauf, dass die beiden Enzyme den unterschiedlichen
Phosphatidyltransferasefamilien zuzuordnen sind. Enzyme, wie die PGPS aus E. coli oder die
hier beschriebenen PGPSs aus 4. thaliana, die zur DGAR-Familie gehdren, benotigen hohe
Triton X-100 Konzentrationen, divalente Kationen und einen alkalischen pH (Hirabayashi et
al., 1976; Carman & Wieczorek, 1980). Mitglieder der HKD-Familie, zu der auch die
mitochondriale PGPS aus Hefe zdhlt, zeigen hingegen ohne divalente Kationen bei neutralem
pH mit deutlich weniger Triton X-100 die hochsten Aktivititen (Minskoff & Greenberg,
1997; Jiang et al., 1998; Schlame et al., 2000; Kawasaki et al., 2001). Die minimalen
Aktivitdten in den Kontrollmembranen der Hefezellen beruhen somit auf den fiir pflanzliche

PGPSs optimierten Reaktionsbedingungen (s. unten).
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Abb. 3.10: Autoradiogramm der diinnschichtchromatographisch getrennten Reaktions-produkte eines PGPS-
Enzymtests mit Membranfraktionen aus Hefezellen, die den Leervektor (Spur 1), pYES-PGPS2 (Spur 2) oder
pYES-PGPS1 (Spur 3) enthielten. Je 20 pg Protein wurden fiir 30 min. in den Enzymtest mit radioaktiv
markiertem Glycerol-3-phosphat und unmarkiertem CDP-DAG eingesetzt. Die Entwicklung der DC-Platte
erfolgte im Laufmittel Trichlormethan : Aceton : Methanol : Eisessig : Wasser, 9:5:2:2:1, v/v; Auftragstelle
(Start) und Laufmittelfront (Front) wurden nach der Entwicklung mit [U"*C]Glycerol-3-phosphat markiert.

In den Enzymtests mit Membranfraktionen aus den Hefezellen, die eine 4. thaliana-PGPS
exprimierten, zeigten sich zwei Reaktionsprodukte mit unterschiedlichen Rf-Werten (Abb.
3.10). Neben PGP, dem direkten Produkt der PGPS-Reaktion, war ebenfalls PG nachweisbar.
Das deutet darauf hin, dass die endogene PGP-Phosphataseaktivitit der Hefen das durch die
Wirkung der A. thaliana-Enzyme gebildete PGP partiell zu PG dephosphoryliert. Die
alternative Mdglichkeit, dass es sich bei den PGPSs aus A. thaliana um bifunktionelle
Enzyme handelt, die neben PGPS auch PGP-Phosphataseaktivitit aufweisen, wurde durch die

Reinigung der Isoenzyme ausgeschlossen (s. unten).

Die Expressionsstudien in Hefezellen zeigen somit klar, dass die beiden A. thaliana-
Sequenzen in dem eukaryoten System funktional exprimiert werden kénnen und PGPS-
Aktivitit aufweisen. Wie bereits erwdhnt, weist PGPS1 im direkten Vergleich zu PGPS2 eine
N-terminale Extension auf, bei der es sich mdglicherweise um ein Transitpeptid fiir
Mitochondrien handelt. Es stellte sich die Frage, ob PGPS1 einer eukaryoten Prozessierung
unterliegt. Daher sollten nun zundchst zwei Fragen geklirt werden. In welchem

Kompartiment der Hefezellen befinden sich die PGPSs und wird PGPS1 prozessiert?
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Abb. 3.11: Subzelluldre Lokalisation der spezifischen PGPS-Aktivitdten in Hefezellen, die PGPS1 und PGPS2
exprimieren. Mitochondrien und Mikrosomen stammen jeweils aus derselben Aufarbeitung. Die Versuche
wurden wiederholt und die Ergebnisse gemittelt.

Abb. 3.11 verdeutlicht, dass PGPS1 im Gegensatz zu PGPS2 in den Mitochondrien der Hefe
lokalisiert ist. PGPS1 zeigte spezifische Aktivititen von 7,5 nmol/min/mg Protein in
Mitochondrien und 0,8 nmol/min/mg Protein in Mikrosomen transgener Hefezellen. PGPS2
erzielte hingegen spezifische Aktivititen von 1,2 nmol/min/mg Protein in Mitochondrien aber
7,6 nmol/min/mg Protein in Mikrosomen transgener Hefezellen. Die Kontrollfraktionen
wiesen wiederum mit 0,02 nmol/min/mg Protein kaum Aktivitét auf. Die spezifische Aktivitét
von PGPS1 ist demnach in Mitochondrien im Vergleich zu den entsprechenden mikrosomalen
Fraktionen neunmal hoher, wihrend sich das sechsfache der mitochondrialen Aktivitdt von
PGPS2 in der mikrosomalen Fraktion befindet. Die vorliegenden Daten deuten darauf hin,
dass es sich bei PGPS1 um ein Priaprotein handelt, dass in Hefemitochondrien importiert und
zu einem katalytisch aktiven Protein prozessiert werden kann, wihrend PGPS2 offensichtlich
ein mikrosomales Enzym darstellt. Dies wird ebenfalls durch die parallel durchgefiihrten
Expressionsstudien in E. coli gestiitzt (Expressionskonstrukte im Anhang). Wie in Abb. 3.12
dargestellt, wurde PGPS2, nicht aber PGPSI1, in diesem prokaryoten System funktional
exprimiert. Auch in E. coli war PGPS2-Aktivitit ausschlieBlich in den Membranfraktionen
nachweisbar. Allerdings wurden deutlich héhere PGPS2-Expressionswerte erzielt, da die
Membranfraktionen der E. coli-Zellen, die PGPS2 {iberexprimierten, mit 56 nmol/min/mg
Protein achtfach hohere spezifische PGPS-Aktivititen aufwiesen als die entsprechenden

Hefemembranen.
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Abb. 3.12: Spezifische PGPS-Aktivititen der Membranfraktionen aus E. coli-Zellen, die PGPS1, PGPS2 oder
den entsprechenden Kontrollvektor pBAD oder pQE70 enthielten.

Im Unterschied zu PGPS2 zeigen die Membranfraktionen der E. coli-Zellen, die ein PGPSI1-
Konstrukt enthielten, mit 4,2 nmol/min/mg Protein spezifische Aktivititen in der gleichen
GroBenordnung wie die Kontrollmembranen, fiir die in beiden Fillen Werte um 4,6
nmol/min/mg Protein ermittelt wurden (Abb. 3.12). Die Aktivitdt beruht somit nicht auf der
Expression der eingebrachten PGPS1, sondern auf der E. coli-eigenen PGPS-Aktivitit. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Annahme, dass es sich bei PGPS1 um ein katalytisch
inaktives Praprotein handelt, das in Hefemitochondrien, nicht aber in E. coli-Zellen, zu einem

katalytisch aktiven Protein prozessiert wird.

Um Hinweise zu liefern, dass die in den Hefemitochondrien gemessene PGPS-Aktivitét in der
Tat mit einem prozessierten PGPSI1-Protein korreliert, wurden als nédchstes die
Expressionsprodukte mittels Western Blot analysiert. Zu diesem Zweck wurden beide
Proteine mit einer C-terminalen Hisg-Doméne versehen. PGPS1 wurde durch PCR mit einer
Hisg-Doméne fusioniert und wie oben in S. cerevisiae UTL7A exprimiert. Fiir PGPS2 wurde
die Hise-Doméne des Vektors pQE70 genutzt, indem der ORF ohne Stop-Kodon in pQE70
eingefiigt wurde. Wie enzymatische Untersuchungen zeigten, beeinflusst die His¢-Doméne
am C-Terminus der Proteine weder die Aktivititen von PGPS1 und PGPS2 noch ihre
subzelluldre Lokalisation in den Wirtsorganismen. Bei Western Blot-Analysen der aus
Hefezellen isolierten mitochondrialen Membranen mit monoklonalen Antikérpern gegen die

Hise-Doméne war allerdings PGPS1 nicht als Bande detektierbar. Selbst die Analyse der E.
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coli-Membranen die, wie oben beschrieben, achtfach hohere spezifische PGPS2-Aktivititen
als die Hefemembranen zeigten, lieferte nur eine sehr schwache PGPS2-Bande. Ein
endgiiltiger Nachweis der Expressionsprodukte mittels Western Blot ist, wie im Folgenden

dargestellt, erst nach Solubilisierung und Anreicherung der Isoenzyme gelungen.

3.4.1.1 Reinigung von PGPS1 und PGPS2

Die Optimierung der Enzymtestbedingungen zeigte (s. unten), dass die Aktivititen von
PGPS1 und PGPS2 selbst durch hohe Konzentrationen des nichtionischen Detergenz Triton
X-100 nicht gehemmt werden. Daher wurden Solubilisierungsversuche mit Triton X-100
durchgefiihrt, bei denen sowohl PGPS1 als auch PGPS2 durch den Einsatz von 2 % Triton X-
100 (v/v) in Gegenwart von 10 % Glycerol aus den Membranen extrahiert werden konnten.
Unter diesen Bedingungen behielten die Isoenzyme ihre Aktivitit und waren durch
Ultrazentrifugation nicht mehr sedimentierbar. Zur Reinigung von PGPS1 wurden
Hefemembranen genutzt, wihrend im Falle von PGPS2 E. coli-Membranen eingesetzt
wurden, da diese, wie bereits erwéhnt, eine deutlich hohere spezifische Aktivitit aufwiesen
als die entsprechenden Hefemembranen. Die Membranen wurden mit 2 % Triton X-100
extrahiert und nicht solubilisierte Proteine durch Ultrazentrifugation abgetrennt. Die PGPS-
Aktivitdten blieben in den Zentrifugationsiiberstinden erhalten, wobei in den Sedimenten
keine signifikanten PGPS-Aktivititen messbar waren. Eine Anreicherung der Isoenzyme aus
A. thaliana erfolgte durch Ni**- Affinitits-Saulenchromatographie. Die
Zentrifugationsiiberstinde wurden auf eine solche Sdule aufgetragen, die Sdule gewaschen
und die gebundenen Proteine mit 0,1 M EDTA eluiert. Unter diesen Bedingungen wurden die
rekombinanten PGPSs von der Sdule gelost und in den dabei gebildeten Fraktionen waren
hohe spezifische PGPS-Aktivititen nachweisbar. Um Verunreinigungen mit EDTA und Ni*'-
Ionen zu entfernen, wurden die Fraktionen mit den hochsten spezifischen Aktivititen mittels
Dialyse entsalzt. Die gereinigten PGPS1- und PGPS2-Fraktionen wiesen spezifische
Aktivitidten um 1,3 pmol/min/mg Protein auf, was fiir PGPS1 einer 170fachen und fiir PGPS2
einer 25fachen Anreicherung entsprach (Tab 3.3).
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Tabelle 3.3: Reinigung der A. thaliana-Proteine PGPSl und PGPS2 iiber Ni**-Affinitits-
Saulenchromatographie.

PGPS1 PGPS2
Spez. Aktivitdt der Membranfraktion [nmol/min/mg Protein] 7,5 56
Spez. Aktivitit der Sduleneluate [nmol/min/mg Protein] 1263 1324
Reinigungsfaktor 168 24

Die Analyse der gereinigten Fraktionen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese zeigte,
dass die PGPS2-Préparation als weitgehend homogen bezeichnet werden kann (Abb. 3.13 A).
Eine deutliche Bande mit einer Masse von 25 kDa korreliert mit der berechneten Masse von
25,4 kDa fir PGPS2. Die PGPSI-Fraktionen waren hingegen noch mit Proteinen
verunreinigt. Allerdings war es jetzt moglich sowohl PGPS1 als auch PGPS2 im Western Blot
nachzuweisen (Abb. 3.13 B). Abb. 3.13 verdeutlicht, dass die PGPS1-Aktivitdit mit einem
Protein korreliert, das nicht die berechnete Masse von 32,2 kDa aufweist, sondern sogar eine

geringere Masse als PGPS2 besitzt.
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Abb. 3.13: A: Reinigung von PGPS2, dargestellt anhand eines SDS-Polyacrylamidgels, gefdarbt mit Coomassie
(Spurbelegung: 1, Membranfraktion, 10 pg; 2, solubilisiertes Protein, 10 pg; 3, nicht solubilisiertes Protein, 10
pg; 4, ungebundenes Protein im Saulendurchlauf, 10 pg; 5, ungebundenes Protein im Waschpuffer, 10 pg; 6-8,
die ersten 3 Fraktionen der Elution mit EDTA, je 100 pl Eluat; M, Marker).

B: Western Blot der gereinigten rekombinanten PGPSs (Spurbelegung: 1, PGPS2; 2, PGPS1; M, His¢-Doménen
Marker).
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Die Ergebnisse zeigen somit deutlich, dass PGPS1 in der Hefe unter Abspaltung eines
Transitpeptids in die Mitochondrien importiert und dadurch in seine katalytisch aktive Form
tiberfiihrt wird. PGPS1 besitzt nach der Prozessierung in etwa die Grofe von PGPS2,
welches, wie bereits geschildert, auch in unprozessierter Form in E. coli aktiv ist. Aus diesen
Versuchen ist daher zu schlieBen, dass PGPS1 die pflanzliche mitochondriale PGPS
reprasentiert, wihrend PGPS2 ein mikrosomales Enzym darstellt. Drei Kompartimente, das
heiit Mitochondrien, Plastiden und Mikrosomen, sind in einer pflanzlichen Zelle zur de novo-
Biosynthese von PG befdhigt (Moore, 1974; Andrews & Mudd, 1985; Griebau & Frentzen,
1994). Es konnten aber lediglich zwei Gene, die PGPSs kodieren, im Genom von A. thaliana
identifiziert werden. Hagio et al. (2001) ist es gelungen, PGPS1 fusioniert mit GFP in A.
thaliana zu exprimieren und zu lokalisieren. Dabei stellten die Autoren fest, dass die GFP-
Aktivitdt in den Plastiden und einem weiteren Kompartiment, bei dem es sich wahrscheinlich
um Mitochondrien handelt, lokalisiert war. Die Tatsache, dass PGPS1 zugleich in den
Plastiden und Mitochondrien detektiert werden konnte, spricht fiir ein sogenanntes "twin-
targeting" dieses Proteins. Ein solches "twin-targeting" ist bereits fiir andere Proteine
beschrieben worden (Fulgosi & Soll, 2001). Kushnir hingegen hat PGPS1, ebenfalls mit GFP
fusioniert, stabil in Tabak transformiert und konnte GFP-Aktivitidt lediglich in den
Mitochondrien nachweisen (Kushnir, personliche Mitteilung). Die voneinander abweichenden
Ergebnisse konnen ihren Ursprung in den unterschiedlichen Pflanzen haben, die fiir die GFP-
Fusionsversuche genutzt wurden. Moglicherweise lassen sich die Unterschiede auch auf die
verwendeten Genkonstrukte zuriickfithren. Es ist nicht bekannt, ob Hagio et al. (2001) das
gesamte PGPS1-Protein C-terminal mit GFP fusioniert haben. Kushnir hat lediglich die N-
terminale Hailfte des Proteins genutzt. Moglicherweise liegen hier Differenzen vor, die die
unterschiedlichen Ergebnisse in Bezug auf den Import von PGPS1 in die Plastiden bedingen.
Fest steht hingegen, dass PGPS1 in drei unterschiedlichen Organismen, von denen zwei

Pflanzen sind, offensichtlich in die Mitochondrien geleitet wird.

3.4.2 Charakterisierung der PGPS-Isoenzyme aus A. thaliana

Zur Charakterisierung der beiden PGPS-Isoenzyme aus A. thaliana wurden vergleichende
Untersuchungen mit den angereicherten Enzymfraktionen und den aus den transgenen

Mikroorganismen isolierten Membranfraktionen durchgefiihrt.
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Das pH-Optimum beider PGPS-Isoenzyme wurde unter Standardbedingungen in Bis-Tris-
Propan-Puffer bestimmt. Abb. 3.18 zeigt deutlich, dass beide Enzyme im pH-Bereich von 8
bis 9 optimale Umsétze aufweisen. Dabei war kein Unterschied zwischen den
membrangebundenen oder angereicherten Enzymen festzustellen. Ein Optimum bei pH 8
wurde ebenfalls fiir die PGPSs aus C. perfringens und E. coli beschrieben (Hirabayashi et al.,
1976; Carman & Wieczorek, 1980). Diese Proteine gehoren, wie die Isoenzyme aus A.
thaliana, zur DGAR-Familie. Mitglieder der HKD-Familie zeigen im allgemeinen ein pH-
Optimum im neutralen Bereich. Die PGPSs aus Hamster und S. cerevisiae fallen in diese
Gruppe und weisen Optima im Bereich von pH 7 auf (Minskoff & Greenberg, 1997;
Kawasaki et al., 2001). Dariiber hinaus sind diese Ergebnisse auch mit denen anderer
Phosphatidyltransferasen vergleichbar. Zum Beispiel zeigen die PSS und die CLS aus Hefe,
die beide zur DGAR-Familie gehoren, ein Optimum bei pH 8 bzw. pH 9, wihrend die CLS
aus B. firmus und die PSS2 aus Maus, die Mitglieder der HKD-Familie darstellen, beide
optimal bei pH 7,5 arbeiten (Yamashita & Nikawa, 1997; Chang et al., 1998 B; Guo & Tropp,
1998; Stone & Vance, 1999)
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Abb. 3.14: pH-Optimum der membrangebundenen Isoenzyme PGPS1 und PGPS2 aus A. thaliana unter
Standardbedingungen in Bis-Tris-Propan-Puffer.

Wie in Abb. 3.15 dargestellt, sind die Aktivititen der beiden membrangebundenen PGPS-
Isoenzyme aus A. thaliana strikt abhingig von divalenten Kationen, wobei mit den
gereinigten Enzymfraktionen vergleichbare Ergebnisse erzielt wurden. Fiir beide Isoenzyme
wurden hochste Aktivititen in Gegenwart von Mn®"-Ionen gemessen. PGPS1 erreicht bereits
bei 2,5 mM Mn*"-lonen ihr Maximum, PGPS2 dagegen erst bei 8 mM. Im Unterschied zu

Mn*"-Tonen stimulieren Mg”"-Tonen die Aktivititen der beiden Isoenzyme nur geringfiigig
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(Abb. 3.15). Selbst bei optimalen Mg* -Ionen-Konzentrationen, die fiir PGPS1 bei 130 mM
und fiir PGPS2 bei 50 mM liegen, werden nur etwa 10 % der Mn*'-Ionen-abhingigen
Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. Ca**-Ionen-Konzentrationen von 0,1 bis 0,5 mM hingegen
inhibieren die Mn*"-Ionen-abhingige Reaktion beider Enzyme um 30 bis 70 %. Biochemische
Daten sprechen dafiir, dass auch die PGPSs anderer Pflanzen mit Mn®"-Ionen hdhere
Aktivitdten erreichen als mit Mg2+—Ionen (Moore, 1974; Griebau & Frentzen, 1994). Die
Abhéngigkeit von divalenten Kationen ist typisch fiir Phosphatidyltransferasen aus der
DGAR-Familie. Die PGPSs aus C. perfringens und E. coli, die beide in die DGAR-Familie
gehoren, erreichen hochste Aktivititen mit 0,1 mM Mg*"-Ionen (Hirabayashi et al., 1976;
Carman & Wieczorek, 1980). Die PSS aus Hefe wird durch Mn*"-Ionen oder Mg*"-Ionen
stimuliert und durch Ca*"-Ionen inhibiert, wihrend die CLS aus Hefe mit Mg”"-Ionen
maximale Aktivitit zeigt (beides DGAR-Enzyme; Yamashita & Nikawa, 1997; Schlame et
al., 2000). Die PGPS aus Hefe hingegen, die zur HKD-Familie gehort, ldsst sich kaum durch
die Zugabe divalenter Kationen stimulieren (Minskoff & Greenberg, 1997), und fiir die PGPS
aus Hamster, ebenfalls ein HKD-Enzym, wurde lediglich eine schwache Steigerung der

Aktivitit durch Ca®'-lonen festgestellt (Kawasaki et al., 2001).
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Abb. 3.15: Abhingigkeit der PGPS1- und PGPS2-Aktivitdten in Hefemembranen von divalenten Kationen. Die
Aktivitdten von PGPSI1 sind in Quadraten und die von PGPS2 in Kreisen dargestellt, wobei gefiillte Symbole die
Mn?*- und offene Symbole die Mg”'-Abhingigkeit anzeigen. Zum Vergleich ist die Mn*"-Abhingigkeit von
PGPS2 exprimiert in E. coli durch graue Kreise dargestellt.

Es bleibt also festzustellen, dass beide PGPSs aus A. thaliana durch Mn**-lonen stimulierbar

sind, ihre maximalen Aktivitdten jedoch bei unterschiedlichen Konzentrationen erreichen. Mit
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diesen FEigenschaften besitzen sie die fiir Enzyme aus der DGAR-Familie typischen

Abhéngigkeiten fiir divalente Kationen.
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Abb. 3.16: PGPS1- und PGPS2-Aktivititen in Abhingigkeit von der Triton X-100 Konzentration. Die Pfeile
kennzeichnen die relativen Enzymaktivititen im Test ohne Triton X-100.

Fiir eine Reihe von Phosphatidyltransferasen wurde gezeigt, dass diese durch die Zugabe von
Triton X-100 stimuliert werden. Die rekombinanten Proteine aus A. thaliana weisen ebenfalls
ein derartiges Verhalten auf (Abb. 3.16). PGPS1 erreicht bei 0,8 % Triton X-100 ein
Maximum, wobei die spezifische Aktivitdt verdoppelt wird. Dagegen wird die PGPS2-
Aktivitdt durch die Zugabe des Detergenz sogar um den Faktor 10 gesteigert. Dieses Enzym

ist im Unterschied zu PGPS1 ohne Triton X-100 im Reaktionsgemisch kaum nachweisbar.

PGPSs sowohl aus der DGAR- als auch aus der HKD-Familie lassen sich durch die Zugabe
von Triton X-100 stimulieren (Hirabayashi et al., 1976; Carman & Wieczorek, 1980;
Minskoff & Greenberg, 1997; Jiang et al., 1998). Die HKD-Enzyme aus Hamster und S.
pombe lieBen sich mit Triton X-100 sogar in katalytisch aktiver Form solubilisieren und
reinigen (Jiang et al., 1998; Kawasaki et al., 2001). Fiir die gereinigte PGPS aus S. pombe
wurde postuliert, dass bei gleichbleibender, absoluter CDP-DAG-Konzentration durch
steigende Triton X-100-Konzentrationen letztlich eine Verdiinnung dieses Substrates eintritt,
da das CDP-DAG in den gemischten Mizellen mit hohem Detergenzanteil nicht verfligbar ist
(Jiang et al., 1998). Eine derartige kooperative Abhingigkeit von Triton X-100 und CDP-

DAG zeigen die Isoenzyme aus A. thaliana nicht.

Die gereinigten sowie die membrangebundenen PGPS-Isoenzyme aus 4. thaliana weisen eine

typische Séittigungskinetik in Bezug auf Glycerol-3-phosphat auf. Die Reaktionen wurden
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unter Standardbedingungen mit 1 % Triton X-100 durchgefiihrt. Die Ky-Werte fiir Glycerol-
3-phosphat liegen zwischen 40 uM und 70 uM, wovon lediglich der Wert fiir PGPS2 ohne
Hisg-Doméne abweicht (Tab. 3.4). Der um einen Faktor von flinf héher liegende Ky-Wert
spricht fiir eine Stabilisierung von PGPS2 durch die angefiigte Hisc-Domédne. Die

Substratbindung von PGPS1 zeigt sich durch die His¢-Doméne unbeeinflusst.

Tabelle 3.4: Ky-Werte der A. thaliana-1soenzyme PGPS1 und PGPS2 fiir Glycerol-3-phosphat (die Berechnung
erfolgte nach den Methoden von Lineweaver & Burk, Woolf und Eadie & Hofstee). Dargestellt sind Mittelwerte
aus drei unabhéngigen Versuchen.

PGPS1 [uM] PGPS2 [uM]
Membrangebunden 50 280
Membrangebunden + HIS¢-Doméne 40 50
gereinigt + HIS¢-Doméne 69 52

Dartiber hinaus liegen alle Ky-Werte in der gleichen Gréfenordnung wie die der PGPSs
anderer Organismen. Fiir pflanzliche PGPSs wurden Glycerol-3-phosphat-Ky-Werte
zwischen 3 uM fiir das mitochondriale Enzym aus der Mung Bohne und 50 pM fiir die
mitochondrialen und mikrosomalen Enzyme aus Rizinus berichtet (Moore, 1974; Griebau &
Frentzen, 1994). Die heterolog exprimierte PGPS aus Symechocystis spec. zeigt einen
Glycerol-3-phosphat-Ky-Wert von 150 uM (Miiller & Frentzen, unveroffentlicht). Die
entsprechenden Werte fiir die PGPSs aus C. perfringens und E. coli sind 100 uM bzw. 320
uM und das mitochondriale Enzym aus S. cerevisiae, welches zur HKD-Familie gehort, hat
einen Ky-Wert von 27 uM fiir Glycerol-3-phosphat (Hirabayashi et al., 1976; Carman &
Wieczorek, 1980; Minskoff & Greenberg, 1997).

Die Sittigungskinetiken der PGPS-Isoenzyme aus A. thaliana fiir unterschiedliche CDP-
DAG-Spezies sind in Abb. 3.17 dargestellt. Diese Ergebnisse wurden mit den gereinigten
Enzymfraktionen erzielt, aber auch die membrangebundenen Isoenzyme lieferten

entsprechende Resultate.
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Abb. 3.17: Spezifische Aktivititen von PGPS1 und PGPS2 in Abhéngigkeit von der Konzentration dreier
unterschiedlicher CDP-DAG-Spezies (M, Dipalmitoyl-Spezies; ®, Dioleoyl-Spezies; A, ein Gemisch, das die
1-Palmitoyl-2-Oleoyl-Spezies als Haupt-Komponente enthilt).

Die Ky-Werte fiir alle molekularen Spezies und beide Enzyme liegen im Bereich von 4 bis 20
uM. Entsprechende Werte zwischen 2 uM und 46 uM sind fiir die PGPSs aus Rizinus, Mung
Bohne, E. coli und S. cerevisiae beschrieben (Moore, 1974; Hirabayashi et al., 1976; Griebau
& Frentzen, 1994; Minskoff & Greenberg, 1994). Dagegen zeigen beide Isoenzyme deutliche
Unterschiede in thren Vyax-Werten. Die hochsten Aktivititen erreichen beide PGPSs mit Ei-
CDP-DAG. CDP-DAG-Spezies, die aus Ei-Lecithin hergestellt sind, enthalten vornehmlich
Palmitinsiure in der sn-1 Position und Olsiure in der sn-2 Position des Glyceringeriistes
(Hostetler et al., 1975). Mit CDP-Dioleoylglycerol weisen beide PGPSs die geringsten Vyax-
Werte auf, wihrend zumindest PGPS1 mit CDP-Dipalmitoylglycerol fast den Vyax-Wert fiir
Ei-CDP-DAG erreicht. Hingegen ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, die PGPS2 mit
CDP-Dipalmitoylglycerol erzielt, deutlich kleiner als die fiir Ei-CDP-DAG. Die Spezies-
Spezifititen der PGPS-Isoenzyme aus A. thaliana spiegeln sich demnach in den
entsprechenden Vyax-Werten wieder (Tab. 3.5). Im Gegensatz zu PGPS2 weist PGPS1 dabei
eine deutlich hohere Differenz zwischen den Werten fiir die Dipalmitoyl-Spezies und die
Dioleoyl-Spezies auf. Umgekehrt ist die Differenz zwischen den maximalen
Geschwindigkeiten fiir Ei-CDP-DAG und CDP-Dipalmitoylglycerol bei PGPS2 ausgeprégter
als bei PGPS1. Ebenso zeigt auch die PGPS aus Mung Bohnen-Mitochondrien wesentlich
hohere Aktivitdt mit CDP-Dipalmitoylglycerol als mit CDP-Dioleoylglycerol, wobei Ei-CDP-
DAG allerdings intermedidre Aktivititen liefert (Griebau & Frentzen, 1994). Wie bei den A.
thaliana-1soenzymen beruhen die CDP-DAG-Spezies-Spezifititen des Mung Bohnen-Enzyms
im wesentlichen auf den unterschiedlichen Vyax-Werten. Dagegen weist auch die

mitochondriale PGPS aus Hamster, wie die Isoenzyme aus 4. thaliana, hohere Aktivitdten mit
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Ei-CDP-DAG auf, wobei, im Unterschied zu den A. thaliana-Enzymen, CDP-
Dipalmitoylglycerol und CDP-Dioleoylglycerol vergleichbare Ergebnisse liefern (Stuhnke-
Sekalec & Stanacev, 1989).

Tabelle 3.5: Kinetische Konstanten der A. thaliana-Isoenzyme PGPS1 und PGPS2 fiir unterschiedliche
molekulare Spezies des Substrats CDP-DAG. Die Berechnung der Werte erfolgte nach Lineweaver & Burk,
Woolf und Eadie & Hofstee. Die Werte fiir die gereinigten Isoenzyme entsprechen denen, die in Abb. 3.17
grafisch dargestellt sind und werden hier zum Vergleich noch mal aufgefiihrt. (n.b., nicht bestimmt; 16:0,, CDP-
Dipalmitoylglycerol; 18:1,, CDP-Dioleoylglycerol; Ei, ein CDP-DAG-Gemisch, das die 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-
Spezies als Hauptkomponente enthlt).

CDP-DAG-Spezies CDP-DAG-Spezies
16:02 18:12 Ei 16:02 18:12 Ei
Kym [pM] Vmax [nmol/min/mg]
Membrangebunden 20 6 n.b. 21 2 n.b.
% Membrangebunden, HIS¢-Domine | 14 5 n.b. 4 0,6 n.b.
A
Gereinigt, HIS¢-Doméne 17 12 13 913 152 1012
Membrangebunden 10 16 n.b. 29 11 n.b.
%
?5 Membrangebunden, HISs-Doméne 5 4 n.b. 50 20 n.b.
(=W
Gereinigt, HIS¢-Doméne 12 7 7,3 871 405 1368

Aufgrund der hohen Sequenzihnlichkeiten von 79 % zwischen den Proteinen PGPS1 und
PGPS2 sollte untersucht werden, ob sich diese Enzyme hinsichtlich ihrer biochemischen
Eigenschaften unterscheiden. Es konnte gezeigt werden, dass PGPS1 beim Import in die
Mitochondrien der Hefe prozessiert wird (Abb. 3.13). Damit weisen beide pflanzlichen
PGPSs in etwa die gleiche molekulare Masse auf. Ebenso werden dadurch die Unterschiede in
der Primérstruktur zwischen beiden Proteinen, die im N-terminalen Bereich konzentriert sind,
weiter minimiert. Die resultierenden sehr hohen Aminosduresequenzdhnlichkeiten spiegeln
sich in den &hnlichen katalytischen Eigenschaften wieder. Beide PGPS-Isoenzyme aus A.
thaliana besitzen ein pH-Optimum im alkalischen Bereich, sind strikt abhidngig von
divalenten Kationen und zeigen die fiir pflanzliche PGPSs typische Spezifitit fiir Mn>"-Ionen.
Sie sind durch Triton X-100 stimulierbar und konnen, wie bereits erldutert, mit diesem

Detergenz in katalytisch aktiver Form aus den Membranen extrahiert werden, wodurch eine
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Reinigung der Proteine ermoglicht wurde. Beide Enzyme zeigen typische Sattigungskinetiken
fiir die Substrate Glycerol-3-phosphat und CDP-DAG. In Bezug auf die CDP-DAG-Spezies-
Spezifititen traten jedoch Unterschiede zwischen den A. thaliana-Isoenzymen auf, die auf
unterschiedlichen Vyax-Werten fiir die verschiedenen molekularen CDP-DAG-Spezies

beruhen.

3.5 Die A. thaliana Columbia C24 JOV-Mutante mit einem Defekt in
PGPS1

Die A. thaliana-Mutante JOV tragt einen Defekt im Gen fiir PGPS1. Die Mutante wurde
durch eine T-DNA-Insertion hergestellt, wobei nach der "Promotor-trapping"-Methode
verfahren wurde (Kushnir, personliche Mitteilung). Molekularbiologische Analysen zeigten,
dass die verwendete Hygromycin-Kassette unmittelbar am Startkodon von PGPS1 in das
Genom integriert wurde (Kushnir, personliche Mitteilung). Die homozygote Mutante ist
blassgelb bis hellgriin und zeigt ein stark verlangsamtes Wachstum (Abb. 3.18). Dieses
Wachstum wird aber nur dann erreicht, wenn die Mutante unter sterilen Bedingungen in MS-
Fliissigmedium, gewissermallen "halb-submers", bei hohen Sucrosekonzentrationen (5-10 %)
kultiviert wird. Zur Bliite ist es unter diesen Bedingungen allerdings noch nicht gekommen,
so dass eine Saatgutvermehrung nur iiber die heterozygote Linie moglich ist, die sich im
Phénotyp nicht vom Wildtyp unterscheidet. Zur Zeit werden Versuche durchgefiihrt, die

Mutante unter sterilen Bedingungen auf MS-Festmedium zur Bliite zu bringen.

.
A B C

Abb. 3.18: Eine Fotografie unterschiedlicher 4. thaliana Linien (A, A. thaliana Columbia C24 JOV; B, A.
thaliana Columbia C24 JOV, komplementiert mit dem genomischen Abschnitt, der fiir PGPS1 kodiert; C, A.
thaliana Columbia C24. Alle Pflanzen aus 7-wochiger in vitro-Kultur).
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Der Phinotyp der JOV-Mutante steht im Einklang mit der bereits diskutierten Hypothese,
dass das PGPS1-Gen nicht nur fiir das mitochondriale, sondern auch fiir das plastidire
Isoenzym kodiert. Mit Hilfe der JOV-Mutante sollte dies experimentell verifiziert werden.
Die Versuche werden parallel in den Laboren von S. Kushnir (Universitdt Gent, Belgien), H.-

P. Braun (Universitdt Hannover) und M. Frentzen (RWTH Aachen) durchgefiihrt.

Wie S. Kushnir und Mitarbeiter zeigten, ist der Phénotyp der Mutante tatséchlich auf die T-
DNA-Insertion in das PGPS1-Gen zurlickzufiihren. Die Transformation der Mutante mit
Konstrukten, die den ORF bzw. den den ORF représentierenden genomischen Abschnitt von
PGPS1 unter Kontrolle eines doppelten 35S-Promotors enthielten, stellten den
Wildtypcharakter der Pflanzen weitgehend wieder her (Abb. 3.18). Im néchsten Schritt wurde
die Symnechocystis-PGPS-Sequenz mit unterschiedlichen Transitpeptidsequenzen fusioniert,
um eine Einschleusung des Expressionsprodukts entweder in die Plastiden oder in die
Mitochondrien zu erzielen. Die chiméren Sequenzen wurden unter der Kontrolle des 35S-
Promotors in die JOV-Mutante transformiert. Die Analyse der Transformanden zeigte
allerdings, dass mit Hilfe der Symechocystis-Konstrukte der Defekt der Mutante nicht
kompensiert wird (Kushnir, Miiller & Frentzen; unverdffentlicht). Zur Zeit wird untersucht,
ob dieses Ergebnis darauf beruht, dass die chiméren Synechocystis-Gene in der A. thaliana-
Mutante nicht funktional exprimiert werden oder ob die Mutante nur dann komplementierbar

ist, wenn die PGP-Synthese in beiden Organellen wiederhergestellt wird.

Um den auffélligen Phinotyp der Mutante aufzukldren, werden im Labor von H.-P. Braun
Suspensionskulturen der Mutante angelegt. Aus den Zellen dieser Kulturen ist es moglich,
intakte Mitochondrien und Plastiden in relativ sauberer Form zu isolieren. Sobald die
Suspensionskulturen etabliert sind, sollen Organellfraktionen isoliert und mittels PGPS-
Enzymtests analysiert werden, um somit direkte Hinweise auf ein "twin-targeting" des

PGPS1-Praproteins in die Mitochondrien und Plastiden zu erhalten.

3.5.1 PGPS-Aktivitaten in der A. thaliana-Mutante C24 JOV

Zur Analyse der PGPS-Aktivitdten in der Mutante wurden zunichst Gesamtmembranen aus
der Mutante und dem Wildtyp fiir enzymatische Untersuchungen isoliert. Da der Anteil
plastiddrer Membranen in Wurzeln und der Anteil von Mitochondrien in den Bléttern im

Vergleich zum jeweils anderen Organ geringer ist (Forde & Steere, 1976), wurden
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Gesamtmembranen aus beiden Organen isoliert. In Enzymtests mit [U'*C]Glycerol-3-
phosphat und unmarkiertem CDP-DAG zeigte sich, dass die PGPS-Aktivitéit in der Mutante
im Vergleich zum Wildtyp deutlich geringer ist (Abb. 3.19). Diese Daten stehen im Einklang
mit den genetischen Untersuchungen, die eine Inaktivierung des PGPS1-Gens in der Mutante
zweifelsfrei nachweisen konnten (Kushnir, personlich Mitteilung). Die Membranfraktionen
aus den Wurzeln und Bléttern der Mutante wiesen PGPS-Aktivitidten von 48 pmol/min/mg
Protein bzw. 76 pmol/min/mg Protein auf. Die entsprechenden Werte fiir die Wildtyp-
Pflanzen lagen bei 183 und 271 pmol/min/mg Protein. Somit ist die PGPS-Aktivitét in den
Membranfraktionen der Mutante im Vergleich zum Wildtyp um ca. 73 % reduziert und zwar
sowohl in den Wurzel- als auch in der Blattfraktionen (Abb. 3.19). Diese Ergebnisse werden
durch die Lipidanalysen von Hagio et al. (2001) gestiitzt, die zeigten, dass eine A. thaliana-
Mutante, die eine Punktmutation im PGPS1-Gen trédgt, einen im Vergleich zum Wildtyp auf
25 % reduzierten Gesamt-PG-Gehalt aufweist. Dass sowohl in den Blittern als auch in den
Wurzeln der Mutante die PGPS-Aktivitét in gleichem Male reduziert ist, deutete darauf hin,
dass neben der plastiddren auch die mitochondriale PG-Biosynthese beeintrachtigt ist, da
sonst nur in dem Organ eine deutliche Reduktion der PGPS-Aktivitit zu beobachten sein
sollte, in dem das jeweilige Organell stirker vertreten ist. Wenn also nur die mitochondriale
PGPS durch die Mutation betroffen wire, sollte dies einen geringeren Einfluss auf die
Gesamtaktivitdt in den griinen Bléttern haben, da hier, wie bereits erwihnt, die plastiddren
Membranen deutlich starker vertreten sind. Wiare hingegen nur die plastiddre PGPS defekt, so
sollten die Unterschiede in den Werten aus den Wurzelfraktionen geringer ausfallen. Daher
deuten diese Daten auf einen Verlust der PGPS-Aktivitét in beiden Organellen und damit auf
ein "twin-targeting" des PGPS1-Préproteins hin. Zusitzlich liefern diese Daten auch erstmals
Hinweise, dass die PGPS2-Aktivitit in den pflanzlichen Geweben fiir ca. 27 % der zelluldren
PGP-Synthese verantwortlich ist. Dieser Anteil spiegelt sich in den PGPS-Aktivititen
mikrosomaler Fraktionen nicht wieder, da diese neben dem Endomembransystem grof3e

Anteile an plastiddren und mitochondrialen Membranen enthalten (siehe unten).
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Abb. 3.19: Spezifische PGPS-Aktivititen in den Gesamtmembranen aus Wurzeln und Blattern der A. thaliana
Wildtyppflanzen (C24) und der A. thaliana-Mutante C24 JOV (JOV).

Um die Ergebnisse weiter abzusichern, wurden zur Anreicherung von Plastiden und
Mitochondrien Differentialsedimente aus Bléttern und Wurzeln isoliert. Die 10.000 x g-
Fraktionen aus Blittern enthielten in der Hauptsache Chloroplasten, wéhrend in den
entsprechenden Fraktionen aus Wurzeln die Mitochondrien angereichert wurden. Die
jeweiligen 100.000 x g-Fraktionen stellen im Gegensatz dazu Anreicherungen der
Endomembransysteme dar, die allerdings, bedingt durch die wihrend der Aufarbeitung
aufgebrochenen semiautonomen Organellen, in erheblichem MalBle mit plastidiren und

mitochondrialen Membranen verunreinigt sind.

In den Wurzelmembranen der Mutante lagen die spezifischen PGPS-Aktivititen bei 40
pmol/min/mg Protein in den 10.000 x g-Membranfraktionen und 32 pmol/min/mg Protein in
den 100.000 x g-Membranfraktionen (Abb. 3.20). Fiir die Wildtyp-Pflanzen wurden Werte
von 129 und 120 pmol/min/mg Protein in den entsprechenden Fraktionen ermittelt. In den
Blatter wies die Mutante spezifische Aktivititen von 54 pmol/min/mg Protein in den 10.000 x
g- und 49 pmol/min/mg Protein in den 100.000 x g-Membranfraktionen auf. Dagegen zeigten
die entsprechenden Fraktionen der A. thaliana-Wildtyp-Pflanzen spezifische Aktivitidten von
202 und 457 pmol/min/mg Protein. Durchschnittlich waren die Aktivititen in der Mutante
wieder um ca. 70 % geringer als die in den Kontrollpflanzen und bestétigten damit die mit

den Gesamtmembranfraktionen ermittelten Ergebnisse.
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Abb. 3.20: Spezifische PGPS-Aktivititen in Differentialsedimenten aus Wurzeln und Blittern der 4. thaliana
Wildtyp-Pflanzen (C24) und der A. thaliana-Mutante C24 JOV (JOV).

Ein abweichendes Ergebnis lieferten die 100.000 x g-Membranfraktionen der Blatter. In den
Fraktionen des Wildtyps wurden die hochsten PGPS-Aktivititen ermittelt, wahrend die
entsprechenden Fraktionen der Mutante nur etwa 11 % der Wildtyp-Aktivitit aufwiesen (Abb.
3.20). Diese hohen Enzymaktivititen in den Wildtyp-Fraktionen spiegeln die
Verunreinigungen mit plastidiren Membranen wieder. Eine entsprechende Kontamination
war in den Wurzelfraktionen der Wildtyp-Pflanzen nicht so stark ausgeprigt, da in
Wurzelzellen der Anteil plastidirer Membranen wesentlich geringer ist als in
fotosynthetischen Zellen, in denen diese etwa 75 % der zelluldren Membranen repridsentieren
(Forde & Steere, 1976). Die unterschiedlich hohe Kontamination der 100.000 x g-
Membranfraktionen mit plastiddren Membranen wurde durch die Aktivitidtsanalyse der UDP-
Galaktose : DAG-Galaktosyltransferase, einem Markerenzym fiir plastiddre Hiillmembranen,
experimentell verifiziert. Die Daten der 10.000 x g-Fraktionen aus Wurzeln zeigen, dass in
der PGPS1-Mutante die mitochondriale PGP-Synthese reduziert ist, wihrend andererseits die
im Vergleich zum Wildtyp geringeren Syntheseraten in den 10.000 x g-Fraktionen aus
Bléttern der Mutante fiir eine plastiddre Lokalisation von PGPS1 sprechen. Somit stiitzen
auch diese Ergebnisse die Annahme, dass in der JOV-Mutante durch die Inaktivierung des

PGPS1-Gens die mitochondriale als auch die plastidire PG-Synthese defekt ist.

3.5.2 ¥P-Markierungsversuche mit A. thaliana Columbia C24 JOV

In einem zweiten experimentellen Ansatz zur Charakterisierung der A. thaliana-PGPS1-
Mutante sollte analysiert werden, ob sich das Phospholipidmuster dieser Pflanzen von dem

der Wildtyp-Pflanzen unterscheidet. Zu diesem Zweck wurden die Phosphodiacylglycerole in
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vivo durch Inkubation der Pflanzen in [*’P]O,> radioaktiv markiert. Nach 0,5, 4 und 8
stiindiger Inkubation wurden die Lipide aus den Pflanzen extrahiert und
diinnschichtchromatographisch in Trichlormethan : Methanol : 25 % NH3 in H,O (60:30:3;
v/v) aufgetrennt. Mit diesem Laufmittel konnen alle Phosphodiacylglycerole voneinander
getrennt werden. Lediglich PI und PS haben sehr dhnliche Rf-Werte. Zur Auswertung wurde
die Radioaktivitit der einzelnen Lipide am Bioimager FLA-3000 und durch

Szintillationszdahlung quantifiziert.

Der Gesamteinbau von [*?P]O4” in die Phosphodiacylglycerole der Wildtyp-Pflanzen als auch
der PGPS1-Mutante stieg mit zunehmender Inkubationszeit deutlich an (Tabelle 3.6). Hierin
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante, da in der
Mutante die Biosynthese der dominierenden Phosphodiacylglycerole PC, PE und PI nicht
gestort ist. Die ermittelten Markierungsmuster korrelieren recht gut mit denen, die bei
Markierungsexperimenten mit unterschiedlichen Substanzen und verschiedenen Pflanzen
erzielt wurden (Roughan, 1970; Williams et al., 1976; Ohnishi & Yamada, 1980; Stobart et
al., 1980; Meijer et al., 2001).

Tabelle 3.6: Phosphodiacylglycerolmarkierungsmuster der PGPS1-Mutante und des 4. thaliana-Wildtyps.

JOV-Mutante

Wildtyp

Inkubationszeit [h]

0,5 4 8

Inkubationszeit [h]

0,5 4 8

Lipidgesamtmarkierung [dpm]

0,2 % 10° 1,210 2,1 %10°

Lipidgesamtmarkierung [dpm]

0,1 % 10° 1,0+ 10° 1,8 «10°

relative Markierung [%]

relative Markierung [%]

CL 0,3 0,4 2,5 0,2 0,3 3,9
PG 0,2 0,3 5,6 0,1 0,2 10,7
PE 4,2 5,1 36,4 11,3 8,8 30,1
PC 71,7 58,9 33,5 76,7 61,7 35,1
PI/PS 17,7 35,4 21,3 11,8 29 19,7
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PC wurde sowohl im Wildtyp als auch in der JOV-Mutante als Hauptprodukt markiert. Die
Radioaktivitdt im PC nahm mit zunehmender Inkubationszeit in Relation zu den anderen
Lipiden aber nicht absolut ab. Das ist darauf zurlickzufiihren, dass PC das priméren
Hauptprodukt der mikrosomalen Phosphodiacylglycerolbiosynthese darstellt, das mit den
hochsten Syntheseraten am ER gebildet wird (Williams et al., 1976). Vom ER wird PC zu den
verschiedenen Organellen transportiert und dient in den Plastiden als Substrat fiir die
Synthese der dominierenden Glycodiacylglycerole (Williams et al., 1976). Da bei dieser
Glycodiacylglycerolsynthese aus PC die radioaktiv markierte phosphathaltige Kopfgruppe
abgespalten wird, nimmt die prozentuale PC-Markierung mit zunehmender Inkubationszeit

ab.

Die PE-Markierung stieg im Wildtyp und in der Mutante im Vergleich zu PC erst sehr spét
an. Auch dies steht im Einklang mit anderen Versuchen (Roughan, 1975) und ist ein
Anzeichen dafiir, dass ein Teil des PE durch Decarboxylierung des mikrosomal
synthetisierten PS hergestellt wird. Die Markierung von PI und PS zeigte ein relatives
Maximum nach 4 Stunden, wihrend die Gesamtmarkierung dieser Lipide zwischen 4 und 8

stiindigen Inkubationszeiten relativ konstant blieb.

Die Markierung von PG und CL erfolgte dagegen sehr spdt und war erst nach einer 8
stiindigen Inkubation zweifelsfrei nachweisbar. Aus dem Vergleich der Daten fiir den Wildtyp
und die JOV-Mutante wird allerdings deutlich, dass in der PGPS1-Mutante der PG-Anteil im
Vergleich zum Wildtyp um ca. 50 % reduziert ist. Diese Daten bestitigen die Ergebnissen aus
3.5.1 und spiegeln deutlich die reduzierte Biosyntheserate fiir PG in der Mutante wieder.
Ebenso war die Markierung von CL, das in Mitochondrien CDP-DAG-abhingig aus PG
synthetisiert wird, in der Mutante klar beeintrachtigt. Geht man allerdings davon aus, dass in
der JOV-Mutante, wie oben beschrieben, die mitochondriale PG-Synthese vollstindig
inaktiviert ist, so sollte kein Substrat fiir die mitochondriale CLS verfiigbar sein und somit
kein CL akkumulieren. Dies wurde an den PGPS-Mutanten der Hefen und Hamsterzellen
beobachtet, in denen kein CL nachweisbar war (Ohtsuka et al.1993A; Ohtsuka et al.1993B;
Janitor et al., 1996; Dzugasova et al., 1998). Somit stellte sich die Frage, warum die 4.
thaliana-PGPS1-Mutante in ihren CL-Gehalten lediglich reduziert ist. Dies kann verschiedene
Griinde haben. Fiir eine E. coli CLS-Mutante konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
PSS in einer Nebenreaktion geringe Mengen CL synthetisiert (Nishijima et al., 1988).
Allerdings erreicht diese Mutante bei weitem nicht die CL-Gehalte des Wildtyps, so dass es

auch im Falle der 4. thaliana-Mutante als unwahrscheinlich angesehen werden kann, dass
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eine solchen Nebenreaktion ausreicht, um die ermittelten PG- und CL-Gehalte zu erreichen
(Tabelle 3.6). Wahrscheinlicher scheint ein PG-Import aus dem ER in die Mitochondrien der
Mutante zu sein. Ein solcher Import ist bislang nur anhand von in vitro-Versuchen mit
permeabilisierten Rattenherzzellen gezeigt worden (Cao & Hatch, 1995). Somit besitzt die A.
thaliana-Mutante durch ihren Defekt im PGPS1-Gen nicht nur einen komplexen Phénotyp,
sondern liefert dariiber hinaus auch Hinweise auf einen fiir Pflanzen bislang unbekannten

Lipidtransfermechanismus.

4. Fazit und Aussicht

Ziel dieser Arbeit war die Klonierung von Genen fiir CDP-Diacylglycerol : Glycerol-3-
phosphat-Phosphatidyltransferasen (E.C. 2.7.8.5; Phosphatidylglycerophosphat-Synthase;
PGPS) aus Arabidopsis thaliana.

Durch das wiederholte Absuchen der Datenbanken von A. thaliana, deren Genom Ende 2000
vollstindig sequenziert war, wurden fiinf Gene identifiziert, die aufgrund von
Sequenzvergleichen fiir drei unterschiedliche Phosphatidyltransferasen kodieren. Diese
Einteilung wurde durch funktionale Expressionsstudien in Escherichia coli und
Saccharomyces cerevisiae bestdtigt. Die Translationsprodukte der Gene ACO012563 und
AL35540 katalysieren den Transfer eines Phosphatidylrestes aus CDP-Diacylglycerol (CDP-
DAG) auf myo-Inositol. Demnach handelt es sich bei diesen Genen um CDP-DAG : myo-
Inositol-Phosphatidyltransferasen. Das Gen AF118223.2 kodiert vermutlich fiir eine
Cardiolipinsynthase. Da die Sequenz in Mikroorganismen nicht funktional exprimierbar war,
soll der im Rahmen dieser Arbeit klonierte offene Leserahmen dieses Gens dazu verwendet
werden, die Expression in A. thaliana zu hemmen und somit die Identitit des Gens
experimentell zu verifizieren. Die beiden Gene AC004697.2 und AL132970.2 wurden als
PGPS-Gene identifiziert, da ihre Translationsprodukte spezifisch den Transfer des
Phosphatidylrestes aus CDP-DAG auf Glycerol-3-phosphat katalysieren. Die abgeleiteten
Aminosiuresequenzen zeigen hohe Ahnlichkeiten in ihren zentralen und C-terminalen
Bereichen. Sie unterscheiden sich aber im N-terminalen Bereich, in dem PGPS1 im
Unterschied zu PGPS2 eine Extension aufweist. Funktionale Expressionsstudien in S.
cerevisiae lieferten Hinweise, dass PGPS2 ein mikrosomales Enzym ist, wohingegen es sich
bei PGPS1 um ein Prédprotein handelt, das unter Abspaltung der N-terminalen Extension in

Hefemitochondrien importiert und in seine katalytisch aktive Konformation iiberfiihrt wird.
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Sowohl PGPSI als auch PGPS2 konnten durch den Einsatz des Detergenz Triton X-100 in
ithrer katalytisch aktiven Form aus den Membranen der Expressionswirte extrahiert werden.
Mit den rekombinanten Membranproteinen, die C-terminal mit einer Hisc-Doméne fusioniert
waren, ist es gelungen, die A. thaliana-Isoenzyme in einem einzigen Schritt zu reinigen und

eine fast homogene PGPS2-Fraktion zu gewinnen.

Mit diesen gereinigten Proteinfraktionen sowie mit den membrangebundenen Formen der
Isoenzyme wurden vergleichende biochemische Untersuchungen durchgefiihrt, um
herauszufinden, ob sich die PGPSs nicht nur in ihrer subzelluldren Lokalisation, sondern auch
in ihren katalytischen Eigenschaften unterscheiden. Die biochemische Charakterisierung
zeigte deutlich, dass beide Proteine vergleichbare Eigenschaften in Bezug auf pH-Optimum,
Detergenz-Stimulierung und Kationen-Abhingigkeit besitzen. Ebenso weisen die Isoenzyme
fiir beide Substrate fast gleiche Ky-Werte auf. Sie unterscheiden sich aber in ihren Vyax-
Werten fiir CDP-Dioleoylglycerol und CDP-Dipalmitoylglycerol, was darauf hindeutet, dass
in den verschiedenen Zellkompartimenten der Pflanze durch die Wirkung der PGPS-
Isoenzyme Phosphatidylglycerolmolekiile mit unterschiedlichen Fettsduremustern als

Hauptkomponenten synthetisiert werden.

Das erarbeitete Reinigungs-Protokoll fiir die PGPS-Isoenzyme erdéffnet dariiber hinaus die
Moglichkeit, Antikorper gegen die pflanzlichen Enzyme zu gewinnen und ihren Gehalt in den
verschiedenen Kompartimenten sowie in den verschiedenen Pflanzengeweben und

Entwicklungsstadien zu analysieren.

Anhand einer A. thaliana-Mutante, die eine T-DNA-Insertion im PGPS1-Gen trigt, wurde
zum cinen demonstriert, dass dieses Gen fiir ca. 70 % der PGPS-Aktivitdt in der Pflanze
verantwortlich ist. Zum Zweiten konnte die Annahme, dass das PGPS1-Préprotein in
pflanzlichen Zellen nicht nur in Mitochondrien, sondern auch in Plastiden transportiert und zu
einem katalytisch aktiven Protein prozessiert wird, durch Enzymtests mit Membranfraktionen
aus der Mutante und durch radioaktive Markierung der Phosphodiacylglycerole bekréftigt
werden. Dariliber hinaus deuten die erzielten Ergebnisse auf einen bislang in Pflanzen
unbekannten Import des Lipids Phosphatidylglycerol aus den Endomembranen in die

Mitochondrien hin.

Durch die Klonierung der PGPS-Gene aus A. thaliana und die Identifizierung der Mutante

eroffnet sich nun die Moglichkeit, die Funktion der anionischen Membranlipide
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Phosphatidylglycerol und Cardiolipin in den unterschiedlichen Kompartimenten der

pflanzlichen Zelle zu analysieren.
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6. Anhang Chromosom
n.b. HSTF CMT CMT PIS1 HPR T6PS  n.b. 1
“— 44— > P —> P 11 > &+
UFDP B-Gal MBP PIS2 PL PL MO2 PI-PLC

> < “« Pt —— “— 4

n.b. AD  CLS b GKE MSR
«— —> P < “— 4

n.b. AK nb.  PGPSI1 n.b. MyBP n.b.
“—F— P> — =P — <1 <« 2
PFGL n.b. PGPS2 In2-1 PP2C CenP n.b.

—> — » — «— <« > 3

1&) 1 AT reiche Wiederholungen

Die Umgebungen der Gene fiir mogliche PTs aus A. thaliana in malstabsgetreuer
Darstellung. AuBlerhalb der transkribierten Regionen der moglichen PTs sind keine
Ahnlichkeiten zwischen diesen zu finden. Dargestellt sind die benachbarten Gene (n.b., Gen
mit nicht bekannter Funktion; T6PS, Trehalose-6-Phosphat Synthase, putativ; HPR,
Hydroxypyruvat Reduktase, putativ; CMT, S-Adenosylmethionin : trans-Caffeoyl-CoA 3-O-
Methyltransferase, putativ; HSTF, &hnlich zu "heat shock" Transkriptionfaktor; PI-PLC,
Phosphoinositid spezifische Phospholipase C, putativ; MO2, Monooxygenase 2; PL,
Phospholipase, putativ; MBP, Metal Binde Protein, putativ;, B-Gal, 3-Galaktosidase; UFDP,
Ubiquitin-Fusion Degradations Protein, putativ; AD, Adenin Deaminase, putativ; GKE,
Gluthathion reguliertes K’ Efflux System Protein, putativ; MSR, Methioninsulfoxid
Reduktase, putativ; AK, Adenylat Kinase, putativ; MyBP, Myrosinase Binde Protein, putativ;
PFGL, Phosphoribosylformylglycinamidin Cyclo-Ligase, putativ; In2-1, homolog zu In2-1
aus Zea mays; PP2C, Protein Phosphatase 2C, putativ; CenP, Centromer Binde Protein,
putativ)
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Plasmidkarten der Klonierungsvektoren pGemT, pBluescript SK(-) und pUC19 (ColEl,
Replikationsursprung; Amp, Gen fiir B-Laktamase).
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Plasmidkarten der S. cerevisiae-Expressionsvektoren

PGALI10, Galaktose

induzierbare

Promotoren,

pYES2 und pESC-Leu (PGALI,
TTCYCI, TTADH,

Transkriptionsterminatorsequenzen; ColEl, Replikationsursprung in E. coli; URA3,LEU2,
Selektionsmarker in S. cerevisiae; 2, Replikationsursprung in S. cerevisiae; Amp, B-

Laktamase).
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Der E. coli-Expressionsvektor pBAD (PARA, Arabinose-abhéngiger Promotor; Amp, B-
Laktamase; ColE1, Replikationsursprung; araC, an PARA bindender Transkriptionsfaktor).
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Der E. coli-Expressionsvektor pQE70 und Hilfsplasmid pREP4 (Amp, B-Laktamase; neo,
Neomycinphosphotransferase; Ori, Replikationsursprung, Laclq, Transkriptionsfaktor der den
IPTG-induzierbaren Promotor auf pQE70 reprimiert).
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Plasmidkarten der E. coli-Expressionskonstrukte pBAD-PIS1 und pBAD-PIS2. Die ORFs der
Gene stehen unter Kontrolle eines Promotors (PARA), der durch Zugabe von Arabinose zum
Medium induziert werden kann. araC kodiert fiir einen Transkriptionsfaktor, der den
Promotor bei Zugabe von Arabinose einschaltet. ColE1 reprédsentiert den
Replikationsursprung aus dem Plasmid ColE1. Amp kodiert fiir eine B-Lactamase und verleiht
Resistenz gegen Penicillinderivate.
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Plasmidkarten der S. cerevisiae-Expressionskonstrukte pYES-PGPS1 und pYES-PGPS2. Die
ORF stehen in diesem Plasmid unter Kontrolle des durch Galaktose induzierbaren Promotors
PGALI1. (URA3, Selektionsmarker in Hefen, komplementiert entsprechende Nullmutanten;
Amp, B-Lactamase; ColE1, Replikationsursprung; TTCYCI1, Transkriptionsterminator; 2,
Replikationsursprung des Hefeplasmides 2p)
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Plasmidkarten der E. coli-Expressionskonstrukte pPBAD-PGPS1 und pQE-PGPS2. Der ORF
von PGPS1 steht unter Kontrolle des Promotors PARA. Dieser Promotor wird unter anderem
durch einen Transkriptionsfaktor, kodiert durch araC, reguliert. Durch Zugabe von Arabinose
wird PARA induziert. PGPS2 steht unter Kontrolle des Promotors PLacZ (nicht
eingezeichnet) dieser Promotor ist durch Zugabe des Laktose-Analogons Isopropyl-B,D-
thiogalaktosid induzierbar. Ein Transkriptionsfaktor, welcher diesen Promotor im nicht-
induzierten Zustand reprimiert, wird durch den Hilfsvektor pREP4 kodiert. (ColE1, der
Replikationsursprung aus dem gleichnamigen Plasmid; Amp, B-Laktamase-Gen).
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Plasmidkarten der E. coli-Expressionskonstrukte pQE-118 und pBAD-118, die den ORF der
moglichen CLS aus A. thaliana unter Kontrolle unterschiedlicher Promotoren enthalten
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Plasmidkarten der S. cerevisiae-Expressionskonstrukte pYES-118 und pESC-118, die den
ORF der moglichen CLS aus A. thaliana unter der Kontrolle des durch Galaktose

induzierbaren Promotors PGAL1 enthalten.
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Plasmidkarten der E. coli-Expressionskonstrukte die unterschiedliche Teile des ORF der
moglichen CLS aus A4. thaliana enthalten (Fiir die Deletionen wurden die Vektoren pQE70
und pYES2 genutzt; die Zahl hinter dem "d" der jeweiligen Plasmidbezeichung gibt an, wie
viele Aminosdurereste am N-Terminus des Korrespondierenden Proteins deletiert wurden).
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