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4  Ergebnisse

Das Thema dieser Arbeit umfal3t einen biochemischen und einen physiologischen Teil. Der
biochemische Teil untersucht die Biosynthese von UDP-Sulfoquinovose. Der physiologische
Teil befal3t sich mit der Regulation und der Rolle von Sulfolipid in der Thylakoidmembran.
Einleitend wird in den Ergebnissen zuerst &3D21Gen, die Expression und Aufreinigung
des SQD1-Proteins sowie die AntikGrperherstellung beschrieben (Abschnitt 4.1). Um erste
Informationen tGber SQD1 zu sammeln, wurde vor der biochemischen Charakterisierung eine
umfangreiche Computeranalyse durchgefiihrt, die in der Herstellung eines Homologiemodells
von SQD1 mindete (Abschnitt 4.2). In Abschnitt 4.3 ist die biochemische Charakterisierung
des SQD1-Proteins beschrieben, seine Kristallisation wird in Abschnitt 4.4 vorgestelit.

Im zweiten, physiologischen Teil wird mit Hilfe der gereinigten AntikGrper die
Regulation der Sulfolipidbiosynthese untersucht (Abschnitt 4.5). Um den Zusammenhang
zwischen Regulation und Funktion von Sulfolipid zu erdrtern, wurde in Abschnitt 4.6 die

pholMutante aurabidopsisals Untersuchungsobjekt hinzugezogen.

4.1. DasSQDXGen

Um den ersten Schritt der Sulfolipidbiosynthese zu untersuchen, die Bildung von UDP-
Sulfoquinovose, wurde ein genetischer Ansatz verfolgt. Von den unterschiedlichen an der
Sulfolipidbiosynthese beteiligten Genen verschiedener Organismen bot sich fur diese
Untersuchung daSQDZXGen ausArabidopsis thalianaan. SQD1wurde am Anfang der
Arbeit von Dr. Sinan Gduler (Doktorarbeit, 1996) aus einer cDNA Bank isoliert und war
somit das erste verfugbare pflanzliche Sulfolipidgen. Die abgeleitete Aminosauresequenz des
Gens zeigte unter anderem Sequenzahnlichkeit zu Zuckernukleotid-modifizierenden
Enzymen, was einen Hinweis auf die zu untersuchende Reaktion liefert. Orthologe Gene (die
bakteriellensqgdBGene) waren vorhanden, um eventuelle Gemeinsamkeiten in der Funktion
zu vergleichen. In Nullmutanten des orthologesgydBGens von R. sphaeroides
akkumulierten keine schwefelhaltigen Substanzen (Benning, 1998), was auf eine Rolle von
SQD1/SQDB in der Biosynthese von UDP-Sulfoquinovose schlief3en liel3. Die Gruppe der
SQD1/sqdBGene ist die einzige bisher bekannte Gruppe von Sulfolipidgenen, die innerhalb
der unterschiedlichen Organismen konserviert ist. Dies a3t vermuten, daf} ihr eine besondere

Bedeutung zukommt. Schliel3lich eignet sich die ModellpflaAzabidopsisaus erwahnten
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Grunden vortrefflich, um eine allgemeine Funktion von Sulfolipid in der Thylakoidmembran
zu untersuchen.

Durch Datenbankvergleich wurde die Position d@@DXtGens im Genom von
Arabidopsislokalisiert (Abb. 4-1). Hierbei wurde eine 100%ige Sequenz-Ubeiginsing
des BAC Klons F26P21.150 in den Exon-Bereichen mit der isolie®€yD1 cDNA
festgestellt. F26P21 kartiert auf Chromosom 4 und weist ein 82 bp groRRes Intron auf. Uber

Southern Blot wurde auch gezeigt, d&®QD1 nur in einer einzigen Kopie im Genom
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Abb. 4-1: Kartierungsposition desSQD1-Gens im ArabidopsisGenom
DasSQD21Gen kartiert auf Chromosom 4, BAC Klon F26P21SEAIl Projekt)

vorliegt.

4.1.1 Klonierung desSQD1Gens in einen Expressionsvektor

Die Klonierung dessQDZ1Gens erfolgte Uber eine PCR-Strategie. Das gewiinschte Genstiick
(1199 bp) wurde aus der cDNA amplifiziert und subkloniert (pBE1). Hierbei wurden die
ersten 252 Basenpaare, die vermutlich fur ein Signalpeptid kodieren (Essigiralnri998)

und die Enzymaktivitat und Faltung beeintrachtigen kénnten, fir die ExpressiocbQie%

Gens nicht amplifiziert. Daraufhin wurde d88QD21Gen in den pQE-30 Vektor kloniert. Die

korrekte Orientierung und das richtige Leseraster wurden durch Restriktionanalyse bestatigt.
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Abb 4-2: Klonierung des SQD1-Expressions Konstrukts

VP und RP bezeichnen die Primer im PCR-Ansatz, der graue Kasten steht fiir das Signalpeptid, der gestreifte
Kasten entspricht dem 6xHis-TAG. Die Zahlen geben die Aminoséaureresteldesigth-Klones an.

4.1.2 Expression und Aufreinigung desSQD1Genproduktes

Die Expression des SQD1-Proteins erfolgte @hAexpressionisSystem von Qiagen, das

vor allem die Aufreinigung des Proteins stark erleichtern sollte. Nach Induktion wurden die

Zellen geerntet, aufgebrochen, die Zelltrimmer abzentrifugiert und der Uberstand mit dem
exprimierten SQD1-Protein Uber eine Ni-NTA Saule gegeben. Es folgten einige

Waschschritte, bevor das SQD1-Protein in hoher Reinheit eluiert werden konnte (Abb. 4-3)
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Abb. 4-3: SDS/PAGE der Aufreinigung des rekombinanten SQD1-Proteins

Das Coomassie-gefarbte Gel zeigt 16sliche Proteinextrakte. Spur 1. Protein Marker (kDa); 2. pQE-30 Vektor
ohne Insert als Kontrolle; 3. pQE-30 + SQD1 vor der Aufreinigung und 4. aufgereinigtes SQD1-Protein
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4.1.3 Produktion und Aufreinigung von Antikorpern

Zur  Produktion von Antikdrpern wurde das Uber die Ni-NTA Saule
affinitdtschromatografisch gereinigte SQD1-Protein genutzt. Etwa 2 mg des hochreinen
Proteins dienten der FirmBurogenteczur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern in
Kaninchen. Da das erhaltene SQD1 Antikdrperserum eine relativ breite Spezifitdt aufwies,
wurde es Uber eine Antigen-Affinitdtssaule gereinigt. Die so erhaltenen SQD1 Antik6rper
waren hoch spezifisch, sie zeigten keine Kreuzreaktion mit den homologen bakteriellen
SQDB Proteinen und konnten zur Detektion von SQDJAmabidopsiseingesetzt werden
(Abb. 4-4).

-SQD1
(45 kDa)

Abb. 4-4: Western Blot zur Aufreinigung des SQD1 Antiserums

Loslicher Arabidopsis Proteinextrakt wurde mit 1. nicht aufgereinigten und 2. aufgereinigd@D1
Antikdrpern inkubiert.
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4.2  Homologiemodell von SQD1

Um Informationen Uber unbekannte Proteine wie SQD1 zu erhalten, kann die

Aminoséauresequenz mit Hilfe von Datenbankvergleichen und Computerprogrammen
analysiert werden. Die aufschlu3reichste Analyse kann hierbei beim Vorhandensein eines
Homologiemodells durchgefihrt werden.

Grundlage fir die Konstruktion eines Homologiemodells sind Untersuchungen der
Beziehung von Sequenzidentitdt und Strukturéhnlichkeit. Vergleiche zwischen tber 300
Proteinen haben gezeigt, dafl} eine Sequenzidentitat von 24,8% Uber eine Lange von mehr als
80 Aminosauren sowohl eine funktionelle als auch eine strukturelle Ahnlichkeit beinhalten
kann (Sanders & Schneider, 1991). Bei Vorhandensein einer geeigneten Kristallstruktur
solite diese Ahnlichkeit ausreichen, um ein dreidimensionales Modell zu erstellen und zu
analysieren. Dieses Homologiemodell kann dann herangezogen werden, um mdgliche
mechanistische Gemeinsamkeiten zwischen den Proteinen sowie Anhaltspunkte fir mogliche
Cofaktoren festzustellen. Um Hinweise auf die Funktion von SQD1 in der
Sulfolipidbiosynthese zu erhalten, wurde ein dreidimensionales Modell erstellt. Dieses Modell
solite bei der Charakterisierung des Proteins behilfich sein und erlauben, eventuelle

Ruckschliisse auf den Mechanismus der Reaktion zu ziehen, die von SQD1 katalysiert wird.

4.2.1 Sequenzahnlichkeit von SQD1 zu Epimerasen und Dehydratasen

Ein Sequenzvergleich der Aminosauresequenz, die von 8&D1Gen ausArabidopsis
abgeleitet wurde, mit demonredundant translated GenBablatenbank (NCBI) ergab eine
offensichtliche Sequenzahnlichkeit von SQD1 zu Zuckernukleotid-modifizierenden Enzymen
(Abb. 4-5 A). Der Vergleich zeigt, dal3 die ersten 84 Aminosauren von SQD1 zu den
orthologen bakteriellen SQDB Proteinen sowie zu unterschiedlichsten UDP-Glucose 4-
Epimerasen und Dehydratasen keine Ahnlichkeit aufweisen. Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dall dieser Bereich fir ein mogliches Signalpeptid von SQD1 fir den
Chloroplastenimport kodiert. Die Anwesenheit eines Signalpeptides (~ 5 kDa) konnte durch
in vitro Translation und Chloroplastenimport-Experimente bestatigt werden (Linke,
Diplomarbeit, 1996).

Die Sequenzidentitat zwischen SQD1 und den orthologen bakteriellen Genen liegt zwischen
40% und 68%. Die Identitdt in der Aminoséduresequenz zu den am nadchsten verwandten
Proteinen, UDP-Glucose 4-Epimerase und dTDP-Glucose 2,4-Dehydratase, liegt bei bis zu
28%, abhangig vom Organismus (Abb. 4-5 A).
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Abb. 4-5: Sequenzahiichkeit von SQD1 zu Epimerasen und Dehydratasen

A.Vergleich der Aminosauresequenz vB®QD1 ausArabidopsiszu den &hnlichsten Proteinen dawon-
redundartDatenbank (mit dem SINbequence alignmeRrogramm und der Matrix BLOSUMG62).

I. SQD1 Sequenz. Il. Beich, der die hochste Sequenzidentitat zwiscB€D1 und den bakteilen
SQDB Praeinen aufweist (68% Identitat zBynechocystisp., 41% zuR. sphaeroidesind 40% zu
Synechococcusp.). lIl. Bereich der Ahnlichkeit zwischeBQD1 und Epmerasen diverser Organismen
(28% ldentitat mitUDP-Glucose Epnerasen vorPasteurella haemolytica27% zu Aquifex aeolicus
27% zuSacchromyces cerevisig27% zu Neisseria meningitidis26% zuHaemophilus influenza®6%

mit Yersinia enterocolitica26% mit Lactobacillus casei 26% mit Kluyveromyces lactjs25% mit
Bacillus subtilisund 27% ldentitdt mit CDP-Tyvelose Epimerase voersinia pseudotuberculojisv.
Bereich derSQD1 Idenitat mit Dehydratasen unterschiedlicher Organismen (26% zu der dTDP-Glucose
4,6-Dehydratase ausalmonella typhimuriugi26% zuE. col, 25% zuRhizobiumsp. NGR234, 25% zu
Haemophilus influenzaend 24 % zuNeisseria meningitidjs

B. Vergleich der Bereiche der Aminosiuresequenz v8®D1 von Arabidopsis mit der
Aminoséuresequenz von UDP-Glucoseragrase au&. coli und Arabidopsissowie der dTDP-Glucose
4,6-Dehydratase (mit dem SIBequence alignmefrogramm und der Matrix BLOSUM30).

I. Bereiche deSQD1 Sequenz, die die hochste Aibhkeit zu Epimerasen und Dehydratasen aufweisen.
II. Bereich derE. coli und ArabidopsisUDP-Glucose Ejmerase, der eine Identitat von 26% aufweist.
Die Identitat Gber die vollstandige Sequenz (Reste 84-469) betragt 23% bEi deli und 22% bei der
ArabidopsisEpimerase. Ill. Der Bereich in dekrabidopsisdTDP-Glucose 4,6-Dehydratase weist 32%
Identitéat firSQD1 auf. Die Idetitat zur gesamteArabidopsisSequenz (Reste 84-469) liegt bei 25 %.

Ein genauerer Sequenzvergleich der N- und C-terminalen Enden von SQD1 mit denen der
UDP-Glucose 4-Epimerase und dTDP-Glucose 2,4-Dehydratase-SequenzZsmabaopsis
ergab, dal} die Regionen hochster Sequenzidentitdt mit der Epimerase im N-terminalen

Bereich des SQD1-Proteins liegen. Dagegen findet man die héchste Sequenzidentitat zu
Dehydratasen im C-terminalen Bereich (Abb. 4-5 B).
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Diese Ergebnisse weisen auf eine Ahnlichkeit von SQD1 zu beiden Typen von
Enzymen hin, die ihrerseits untereinander Homologien aufweisen (27% Identitat). Um die
funktionelle Relevanz der Ahnlichkeit dieser Enzyme zu evaluieren, wurde ein
Strukturmodell von SQD1 erstellt, das auf der Kristallstruktur Bercoli UDP-Glucose 4-
Epimerase beruht. Kristallographische Daten der Epimerase Arabidopsisoder von

Dehydratasen waren zu diesem Zeitpunkt nicht veroffentlicht.

4.2.2 Dreidimensionales Strukturmodell von SQD1

Das dreidimensionale Strukturmodell désbidopsisSQD1-Proteins wurde, basierend auf
seiner Sequenzahnlichkeit (Abb. 4-6) mit Hilfe der in 1,8 A Aufldsung vorliegenden
Kristallstruktur der UDP-Glucose 4-Epimerase &u<oli (Thodenet al., 1996, PDB Code:

1xel) erstellt.

Putative Chloroplast Targeting Seq

SQD1 MAHLLSASCPSVISLSSSSSKNSVKPFVSGQTFFNAQLLSRSSLKGLLFQEKKPRKSCVFRATAVPITQQAPPEBTSTNNSSSKPKRVMVIGGDGYCGUAT 100
SQD1M VMVIGGDGYCGWAT 100
Epim VLVTGGSGYIGSHT
Dehyd ILITGGAGFIGSAL

SQD1 ALHLSKKNYEVCIVDNLVRRLFDHQLGLESLTPIASIHDRISRWRALTGKSIELYVGDICDFEFLABSFKSFEPDSVVHFGEQRSAPYSMIDRSRAVYTQ 200
SQD1M ALHLSKKNYBVCIVDNLVR------- GLESLTPIASIHDRISRWKALTGKS IELYVGDICDFEFLAESFKSFEPDSVVHFGEQRSAPYSMIDRSRAVYTG 200
Epim CVQLLQNGHDVIILDNLCN SKRSVLPVIERLG KHPTFVEGDIRNEALMTRILHDHAIDTVIHFAGLKAVGESY QKPLEYYD
Dehyd VRYIINTSDAVVVVDKLTA GNLMSLAPVAQ SERFAFEKVDICDRAELARVFTEHQPDCVMHLAAESH  VDRS PAAFIET

SQD1 HNNVIGTLNVLFAIKEFGEECHLVK GEYGTPNIDIEEGYITITHNGRTDTLPYPKQASSFYHLSKVHDSHNIAFTCKAWGIRATDLNQGVVYGVKT 300
SQD1M HNNVIGTLNVLFAIKEFGEECHLVKLGEMGEYGTPNIDIEEGYIT--~~~] RTDTLPEPK--———=-~. SKVHDSHNIAFTCKAWGIRATDLNQGVVYHVKT 300
Epim NNGTLRLISAMRAAN VKNFIFSSHATVYGDNKIPYVESFPT GTPQSPYGK SKLMVEQILTDLQ WSIALLRYFNPVGAHPSG
Dehyd NVGTYTLLEAARAYWNEDKKFRFHHIS§DEVYGDL DFFTETTPY A PSSP§sA SKASSDHLVRAWL LPTLITNCSNNYGP

$QD1  DRTEMHERLRNRLDYDAVFGTALNRFCVQAAVGHPLTVYGKGGQTRGYLDIRDTVQCVEIAIANPAKAGEFRVFNQFTEQFSVNELASLVTRAGSKLGLD 400
SQD1M DETEMHEELRNR-~——-==--~] LNRFCVQAAVGHPLTVYGKGGQTRGYLDIRDTVQCVEIAIANPAKAGEFRVFNQFTEQFSVNELASLVTRKAGSKLGLD 400
Bpim DMGEDPQGIPNN LMPYIAQVGRRDSLAIFGNDYPTEDGTGVRDY IHVMDLADGHVVAMEKLANKP GVHIYNLGAGVGNSVL D
Dehyd  YHFP EK LIPLMILNAAGKSLPVYGN GQQIRDWLYVEDHARALYCVATTG VGETYNIGGHNERKNL D

SQD1 VKKMTVPNPRVEAREHYYNAKHTKLMELGLEPHYLSDSLLDSLLNFAVQFKDRVDTKQIMPSVSWKKIGVKTKSMTT 477
SQD1M VKKMTVPNPRVEAEBHYYNAKHTKLMELGLEPHYLSDSLLDSLLNFAV-~--~~ VDTKQIMPSVSWRKIGVKTKSMTT 477
Epim VVN AFSKACGKPVNYHFAPR REGDLPAYWADASKADRELNWRY TRTLDEMAQDTWHWQSRHPQGYPD
Dehyd VVE TICELLEERDLITF RYAIDASKIARELGCVP QETFESGMRKTVQWYLANESW

Abb. 4-6: Sequenzverggich von SQD1, dem Bereich des 3-dimensionalen Modells (SQD1M), dEr coli
UDP-Glucose Epimerasen (Epim) und deiE. coli dTDP-Glucose Dehydratase (Dehyd).

Die katalytisch wichtigen Aminosauren (s. Diskussion) sind grau unterlegt. Der Sequenzvergleich wurde mit
Dali structural alignmentdurchgefiihrt. Fir SQD1M bezeichnet “-” Bereiche mit sehr niedriger Homologie
zur Epimerase die nicht in das Modell einbezogen wurden. “ " weist auf die Bereiche in Epimerase und
Dehydratase hin, die strukturell nicht "8QD1 Ubereingmmen.

Das verfeinerte Modell wurde abschlielend mit dem PrograPnotheckbewertet. Ein
Ramachandran-Plot des Strukturmodells, der als Hinweis auf die Glaubwirdigkeit des
Modells dient, ist in Abb. 4-7 dargestellt. Hierbei fallen alle Aminoséurereste in sterisch
erlaubte und bevorzugte Bereiche. Bei der Konstruktion des Modells wurden hauptsachlich
die aktiven Zentren des Proteins bearbeitet und analysiert. Das Strukturmodell von SQD1,
das Ahnlichkeiten zur Struktur der Epimerase hat, weist auch mdgliche Bindungsstellen fiir
NAD™ und UDP-Glucose auf (Abb. 4-8 A).
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Abb. 4-7: Ramachandran Plot des SQD1 Modlls

Alle Aminosaurereste (auBer Glycin) liegen in den stark bevorzugten (dunkel grauen) oder bevorzugten
(grauen) Regionen des Plot. Glycine, die keine sterische Behinderung aufweisen, sind als Dreiecke

dargestellt

4.2.3 Analyse der NAD-Bindungsstelle

Als Vorlage zur Konstruktion der NABBindungsstelle im SQD1 Modell diente die NAD
Bindungsstelle der Epimerase. In der Struktur der Epimerase liegen 31 Aminosaurereste in
der ndheren Umgebung (5,0 A) von NARntfernt (Tab. 4-1 A). Die entsprechenden
Aminoséaurereste im SQD1-Modell sind in 42% der Falle identisch mit denen der Epimerase
und in weiteren 13% handelt es sich um hoch konservierte Substituenten. Zwei der tbrigen
Aminosaurereste interagieren mit NADber Atome der Polypeptidkette. Tatsachlich kann
diese Rossman foldStruktur (Creighton, 1996) zusammen mit der Nukleotid-Bindung als
Beispiel fur einen strukturellen und funktionellen Erhalt eines aktiven Zentrums gelten, trotz

der relativ niedrigen Sequenzahnlichkeit.
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Tab. 4-1: Vergleich der Aminosaurereste in der Epimerase- und der SQD1-Struktur

A. Innerhalb der NAD-Bindungsstelle sind 42% der Aminosaurereste identisch (fett) und 13% konserviert.
B. In der UDP-Glucose-Bindungsstelle sind 24% der Reste identisch (fett) und zusatzlich 29% konservierte
Substituenten.

A NAD"-Bindungsstelle B | UDP-Glucose-Bindungsstelle
Epimerase SQD1 Epimerase SQD1
GLY 7 GLY:91 Lys:84 ARG:184

GLY:10 GLY :94 VAL:86 ALA:186
TYR:11 TYR:95 THR:124 THR:228
ILE:12 CYS:96 ALA:125 MET:229
GLY :13 GLY :97 THR:126 GLY:230
LEU:30 VAL:114 TYR:149 TYR:257
ASP:31 ASP:115 TYR:177 LEU:290
ASN:32 ASN:116 PHE:178 ASN:291
CYS:34 VAL:118 ASN:179 GLN:292
ASN:35 ARG:119 TYR:203 PHE:326
GLY :57 GLY :157 LEU:215 LEU:336
ASP:58 ASP:158 ALA:216 THR:337
ILE :59 ILE :159 ILE:217 VAL:338
ARG:60 CYS:160 PHE:218 TYR:339
PHE:80 PHE:180 GLY:229 ASP:350
ALA81 GLY:181 ARG:231 ARG:352
GLY:82 GLU:182 TYR:233 THR:354
LEU:83 GLN:183 VAL:269 LEU:397
LYS:84 ARG:184 ASP:295 GLY:420
ASN:99 GLN:200 LEU:296 LEU:430
SER:122 LEU:226 TYR:299 HIS:433
SER:123 GLY:227

SER:124 THR:228

TYR:149 TYR:257

LYS:153 LYS:269

TYR:177 LEU:290

PHE:178 ASN:291

PRO:180 GLY:293

GLU:191 GLU:304

ASN:199 ARG:312

Die Uberlagerung des Peptidriickgrates (RMSD 0,33A) des SQD1 Modells mit dem
der Epimerase in der Region der NABindungsstelle erlaubt es, Riickschlisse auf die
Bindung eines Cofaktors zu ziehen. Wasserstoffbriicken-Bindungen und Seitenketten-
Konformationen, die starke Ahnlichkeit zwischen dem Modell und der Epimerase aufwiesen,
wurden der Konformation der Epimerasestruktur angepaldt. Bis auf eine konnten alle
Wasserstofforiicken-Bindungen, die von der Epimerase mit Ngébildet werden, mit dem
SQD1 Modell reproduziert werden. Aul3erdem bildete sich in SQD1 zusétzlich eine neue
Wasserstoffbriicken-Bindung mit Arg119. Die Uberprufung dem der WaaldJberlappung

zwischen den Atomen von NADund SQD1 weisen keine sterischen Unstimmigkeiten auf.
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Daraus laRt sich schluRfolgern, daR NAD SQD1 die gleiche Konformation wie in der

Epimerase annehmen kann.

4.2.4 Analyse der UDP-Glucose-Bindungsstelle

Wie im Falle der NAD-Bindungsstelle wurden die Aminosaurereste von SQD1, die eine
mdgliche Bindung zu UDP-Glucose ausbilden, durch Vergleich mit entsprechenden Resten
der Epimerase analysiert. Im Falle der UDP-Glucose Bindungsstelle wurden 21
Aminosaurereste, die im Abstand von 5A die UDP-Glucose umgeben, ausfindig gemacht
(Tab. 4-1 B). Die Uberlagerung der Polypeptidriickgrate (RSMD 0,31A) zeigte, daR mit
SQD1 9 der 10 Wasserstofforicken-Bindungen der Epimerase zu UDP-Glucose
reproduzierbar waren. Aul3erdem wurde auch hier eine zusétzliche Bindung, die in der
Epimerase nicht vorhanden war, gefunden. Auch wenn die Konformation der UDP-Glucose,
wie sie in der Epimerase vorliegt, ohne sterische Uberlappungen in das SQD1 Modell
eingefugt werden kann, zeigt der Unterschied einiger Aminosaurereste, die die UDP-Glucose
umgeben, dal} das Molekll auch weitere mdgliche Konformationen einnehmen kénnte. Alle
Unterschiede in der Konformation von UDP-Glucose scheinen den Befund des
Sequenzvergleiches zu bestatigen, dall die UDP-Glucose Bindungsstelle hohere
Sequenzahnlichkeit zu Dehydratasen als zu Epimerasen aufweist.

Dall UDP-Glucose ein mogliches Substrat fur SQD1 ist, wird durch den Enzymtest
(Abschnitt 4.3.3), sowie durch die Beobachtung unterstitzt, dal3 Zugabe von UDP-Glucose
auf SQD1 eine stabilisierende Wirkung hat (Abschnitt 4.4.1). Des weiteren erfordert die
postulierte Reaktion einen Schwefel-Donor, was bedeuten konnte, dafld einige der
Aminoséaurereste fur die Bindung dieses Donors verantwortlich sind. So kénnte man
postulieren, dal3 die konservierten Aminosaurereste der Bindungsstelle an der Bindung von

UDP-Glucose, die nicht konservierten an der Bindung des Schwefel-Donors beteiligt sind.



Ergebnisse 43

LIDP-elucose

B LYS 269 L
GLN 200 YR 257 IHR 33

PHE 180 ) \SP TS

‘_‘H/ o, fif SN 201

I'Y R 339
ARG TTY

€ i
| | e ASP 330
\RG 184 TyR oS GLY 94

\RG 352

Abb. 4-8: Uberlagerung des SQD1 Homologiemodells mit der Struktur der UDP-Glucose 4-Epimerase.

A. Uberlagerung des Polypeptidriickgrates des SQD1 Modells (Aminosaurereste 87-239, rot; 240-323, grau;
324-441, rosa) mit dem der UDP-Glucose Epimerase (Thetlah, 1996; PDB file: 1xel), grin.

B. Darstellung der NAD (goldgelb) Bindungsstelle von SQD1 (rot). Gezeigt sind nur diejenigen

Aminoséaurereste, die Wasserstofforiickenbindungen (gelbe Linien) zum Cofaktor ausbilden kénnen. Die
entsprechenden Reste der Epimerase sind grin.
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C. Darstellung der UDP-Glucose (blau) Bindungsstelle von SQD1 (rot), wobei nur diejenigen Reste
dargestellt sind, die Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden; die Reste in der Epimerase sind grin
dargestellt.
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4.3  Biochemische Charakterisierung von SQD1

Die biochemische Analyse sollte zur Aufklarung der Reaktion, die das SQD1-Protein
katalysiert, beitragen. Ausgangspunkt der Charakterisierung waren Informationen, die
anhand der Sequenzahnlichkeit von SQD1 zu anderen Proteinen und aus dem Homologie-

modell erhalten wurden.

4.3.1 Identifizierung von NAD" als Cofaktor von SQD1

Um die durch das dreidimensionale Modell von SQD1 vorhergesagte "Ngiilung zu
Uberprifen, wurde eine biochemische Analyse des SQD1 durchgefiihrt. Zu diesem Zweck
wurde das rekombinante, gereinigte Protein dialysiert und denaturiert, danach abzentrifugiert
und der Uberstand mittels HPLC analysiert. Das Chromatogramm zeigte einen
Hauptbestandteil, der bei 22 min eluiert (UV Absorption bei 254 nm). Die Injektion von
NAD" Standard (99,9% rein, Boehringer Mannheim) ergab eine einzige Komponente bei

gleicher Retentionszeit (Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: Bestimmung von NAD als Cofaktor von SQD1 mittels HPLC

A. UV Detektion nach Injektion des Uberstandes des denaturi@@D1-Proteins. B. UV Detektion von NAD
Standard in Protein Puffer.
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Dies Ergebnis lieR vermuten, daR es sich bei der Verbindung im Protein-Uberstand
um ehemals gebundenes NADandelt. Um die Struktur der freigesetzten Verbindung zu
bestatigen, wurde die HPLC-Fraktion des entsprechenden Signals aufgefangen und mit Hilfe
von MALDI-MS analysiert. Das MALDI-MS Spektrum dieser Probe zeigte ein
vorherrschendes Signal, das dem Masseion” Mbh m/z=664,2 entspricht (Abb. 4-10). Als
Kontrolle wurde reines NAD mit MALDI-MS untersucht, was ein identisches Spektrum

ergab.

664.2

Felative Intensity

G20 G0 G600 GE0 o0 720 740
mez
Abb. 4-10: Identifizierung von NAD" mittels MALDI/MS

MALDI-Massenspektrum (im hohen Massenbereich) des aufgefangenen HPLC Signals.

4.3.2 Bestimmung der NAD:SQD1 Stochiometrie

Zusatzlich zu der Charakterisierung von NADittels HPLC wurde das stochiometrische
Verhaltnis von NAD zu dem aufgereinigten SQD1-Protein bestimmt. Dazu wurde das
denaturierte Protein abzentrifugiert und der Uberstand mit einem photometrischen Enzymtest
untersucht. Aufgrund dieser Messungen wurde ein Verhéltnis von 0,5 = 0,1 Equivalenten
NAD" pro Mol SQD1-Protein errechnet. Im Gegensatz dazu konnte mit nicht denaturiertem
Protein mit dem gleichen Verfahren kein NADachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, daR" MADSQD1 assoziert ist und
auBerdem denaturierende Bedingungen notwendig sind, um *NADs dem Protein
loszulosen. Diese Tatsache ist dahingehend zu interpretieren, dafd der Cofaktor relativ stark
an SQD1 gebunden ist.
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4.3.3 Untersuchung der Enzymaktivitat des SQD1-Proteins

Ein entscheidender Beitrag zur Aufklarung des letzten Schrittes der Sulfolipidbiosynthese
konnte mittels Nullmutanten verschiedener Sulfolipidgenig.isphaeroidegeleistet werden
(Rossaket al, 1995; Rossaket al, 1997). Die entsprechenden Mutanten wurden mit
radioaktivem Sulfat markiert und die wasserloslichen Bestandteile der Zellextrakte
aufgetrennt. Uber Autoradiographie konnten, im Vergleich zu Wildtypzellen,
schwefelmarkierte, akkumulierende Substanzen sichtbar gemacht werden. Diese wurden
aufgereinigt und charakterisiert.

Die Identifikation von Intermediaten, die an der Biosynthese von UDP-
Sulfoquinovose beteiligt sind, kann mit einem entsprechenden Ansatz nicht verfolgt werden.
Mutanten in Genen, die an der Biosynthese von UDP-Sulfoquinovose beteiligt sind, kbnnen
nicht mit radioaktivem Sulfat markiert werden, da keine schwefelmarkierte Substanz
akkumulieren wirde. Eine entsprechende Markierung mit radioaktivem Kohlenstoff wirde
an der sich ergebenden Komplexitat der entstehenden Produkte scheitern.

Um den Nachweis zu erbringen, daf} es sich bei SQD1 tatséachlich um ein Protein
handelt, das am ersten Schritt der Sulfolipidbiosynthese beteiligt ist, wurde versucimt, ein
vitro ,Enzymassay” zu entwickeln.

Sowohl Proteinextrakte des gereinigten SQD1-Proteins, als auch Proteinextrakte des
orthologen SQDB (rekombinante Expression s. Essigmann, Diplomarbeit, 1995) wurden bei
der Untersuchung der Enzymaktivitdt eingesetzt. Um mogliche entstehende
Reaktionsprodukte  oder Intermediate zu trennen  wurden unterschiedliche
Dunnschichtchromatographie- und HPLC-Systeme getestet. Das erfolgversprechendste
Verfahren war die Trennung von radioaktiv markierten Zuckernukleotiden Uberesiaesed

PhaseSaule mittels lonenpaar-HPLC.

4.3.3.1 UDP-Glucose ist das Substrat fir SQD1/SQDB

Mit Hilfe des erwdhnten Detektionssystems war es madglich, UDP-Glucose als Substrat der
SQD1/SQDB-Reaktion zu identifizieren. Die Enzymreaktion wurde bei 37 °C durch Zugabe
radioaktiver UDP-Glucose gestartet und durch Denaturierung des Proteins abgebrochen. Das
denaturierte Protein wurde abzentrifugiert und der Uberstand in die HPLC injiziert. Die
Untersuchung zeigt, dal3 sowohl in dem Enzymansatz, in dem das gereinigte SQD1-Protein
eingesetzt wurde, als auch im Ansatz mit dem rekombinanten SQDB Gesamtprotein-Extrakt

die Entstehung einer neuen Verbindung zu beobachten ist. In beiden Enzymreaktionen weist
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die entstandene Verbindung die gleiche Retentionszeit von etwa 28 min auf. Dies kann als
Beweis der funktionellen Homologie der beiden Proteine interpretiert werden (Abb. 4-11).
Dagegen zeigt ein Reaktionsansatz mit einer Kontrolle (ProteinextraktEvaroli) unter

gleichen Bedingungen nur das Signal von UDP-Glucose.

Abb. 4-11 : HPLC-Auftrennung der Enzymreaktionen mit UDP-Glucose

Oben, Reaktion deE. coli Kontrollextrakts, mitte, Proteinextrakt, in dem dsgdBGen exprimiert wurde,
unten Enzymreaktion mit dem aufgereinigten und dialysieB@D1-Protein. Die Detektion erfolgte mittels
on line Messung der Radioaktivitat in einem Festphasenisotopendetektor.
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Bei dem beschriebenen Reaktionsansatz konnte kein wirklicher Enzymassay etabliert
werden, da sowohl das gereinigte SQD1-Protein als auch der SQDB Proteinextrakt kein
.Klassisches* Verhalten aufwies. Es konnte festgestellt werden, dal3 wahrend der Reaktion
kein Produkt freigesetzt wird. Die Freisetzung der neu auftretenden Substanz erfolgt erst
durch die Denaturierung des Proteins, ein Hinweis, dal3 eine nicht vollstandig abgelaufene
Reaktion vorliegt. Ein weiterer Hinweis, dal3 es sich bei der beobachteten ,Umsetzung“ um

eine Teil- oder Halbreaktion handelt, ist die Beobachtung, dal3 die ,umgesetzte* Menge an
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UDP-Glucose in der Grél3enordnung der vorliegenden Proteinmenge liegt. So konnte auch
durch eine Erhdhung der Substratkonzentration keine Produkterh6hung erzielt werden.

Um mogliche Nebenreaktionen andekeicoli Proteine auszuschlieRen, wurde fur die
weiteren Untersuchungen vornehmlich das gereinigte SQD1-Protein eingesetzt. Bei der
weiteren Charakterisierung des Enzyms wurde festgestellt, dal3 sich mit zunehmender
Reaktionsdauer eine zweite unbekannte Substanz bildet (Abb. 4-12). Die Entstehung dieser
zweiten Substanz lauft mit der Abnahme der ersten einher, was auf ein Zerfallsprodukt oder

eine Folgereaktion der ersten Substanz schliel3en laft.
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Abb. 4-12 : Zeitlicher Verlauf der SQD1 Enzymreaktionen mit UDP-Glucose

SQD1-Reaktion, die nach 10 min, 20 min und 40 min abgestoppt wurde. Auch hier erfolgte die Detektion
mit Hilfe eines Festphasenisotopendetektors.
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Diese Ergebnisse wurden so interpretiert, da? SQD1 und S@D&8ro durch die
Bildung des ,Reaktionsproduktes” fur einen weiteren Umsatz von UDP-Glucose gehemmt
wird. Hierfur bieten sich unterschiedliche Erklarungsmaoglichkeiten an: Einerseits kdnnte ein
zweiter Reaktionspartner fur ein UDP-Glucose Intermediat von No6ten sein, um die
Enzymreaktion zu Ende zu fuhren und freigelassen zu werden. Diese Vermutung stdnde in
Einklang mit einem flr die Bildung von UDP-Sulfoquinovose postulierten Schwefel-Donor.
Andererseits kénnte die Bildung von UDP-Sulfoquinovose auch 8bbstrat channeling
von statten gehen, was ein oder mehr weitere Proteine benottigen wirde. Es sollte betont
werden, daf’ in unabhangigen Expressionssystemen sowohl mit dem gereinigten SQD1 als

auch fur SQDB eine stark begrenzte Reaktionsfahigkeit beobachtet wurde.

4.3.3.2 Zugabe von NAD oder Sulfit haben keinen EinfluR auf die Reaktivitat

Um die vermutete Teil- oder Halb-Reaktion mdglicherweise doch volistandig ablaufen zu
lassen, wurde der Einflu3 von Cofaktoren sowie potentielle Schwefel-Donoren getestet. Die
Zugabe von NAD, ATP, FADH und MgC} (e 1uM, 10uM, 1mM) und auch Sulfat,

Thiosulfat oder Sulfit zeigte keinen Einflul3 auf den ,Umsatz” des SQD1 Enzyms.

4.3.3.3 UDP-Galactose ist kein kompetitiver Inhibitor

Aufgrund der Sequenzahnlichkeit von SQD1 zu Epimerasen wurde vermutet, dal? UDP-
Galactose neben UDP-Glucose ein mogliches Substrat des Proteins sein konnte. Einen
weiteren Hinweis liefern Berichte, in denen auch UDP-Galactose die Biosynthese von
Sulfolipid stimulieren soll (Puglet al., 1995b).

Die Durchfihrung des Enzymassays mit radioaktiv markierter UDP-Galactose wies
kein Umsetzungsprodukt auf. Auch der Versuch der Inhibition der UDP-Glucose-Reaktion
durch 20fachen Uberschu? an kalter UDP-Galactose zeigte keinen EinfluB von UDP-
Galactose. Dieses Ergebnis belegt die hohe Selektivitat von SQD1 bezlglich seines

Substrates UDP-Glucose.
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4.3.4 Aufreinigung des Reaktionsproduktes

Bei dem durchgefiihrten Reaktionsansatz handelt es sich unineingo Reaktion, bei der

die erhaltenen Daten darauf hinweisen, dal3 es sich bei dem beobachteten Reaktionsprodukt
um ein mogliches Intermediat der UDP-Glucose handelt. Die radioaktive Verbindung wurde
aus mehreren HPLC Laufen isoliert, vereinigt und wiederum Uber HPLC gereinigt. Die so

gereinigte Substanz wurde dann zur Strukturaufklarung eingesetzt.

4.3.5 Strukturaufklarung des Reaktionsproduktes

Zur Charakterisierung des Reaktionsproduktes wurde dieses massen- und NMR-
spektroskopisch untersucht. Die massenspektroskopische Analyse fuhrte im Rahmen der
Arbeit zu keinem Ergebnis, da weder MALDI/MS noch negative oder positive HAS:-(

atom bombardmentppektrometrie in dem erwarteten Massenbereich von m/z 500 bis m/z
700 ein signifikantes Signal aufwiesen. Die Analyse #&MNMR-Spektren sowie der DQF-
COSY-Spektren (Abb. 4-13) konnte Uber einen grol3en Teil des Molekils Aufschlufd geben.
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Abb. 4-13: Cosy Spektrum des SQD1 Reaktionsproduktes

Das Spektrum wurde freundlicher Weise von Dr. Schéafer, FU Berlin aufgenommen.
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Hierfur wurde die chemische Verschiebung des SQD1 Reaktionsproduktes mit den
Daten von chemisch synthetisierter UDP-Sulfoquinovose verglichen (efoah 1989). Die
Auswertung des'H-NMR-Spektrums belegt, daR der GrofRteil des Reaktionsproduktes
identisch mit dem der UDP-Sulfoquinovose ist. So kdnnen die Signale des UDP-Teils sowie
die H-1 bis H-3 des Zuckerteils eindeutig zugeordnet werden (Tab. 4-2). Eine vollstandige
Charakterisierung des Reaktionsproduktes konnte jedoch nicht durchgefiuihrt werden, da die
restlichen Signale des Zuckeranteils durch die des HPLC Laufmittels verdeckt werden.
Bisher war es nicht mdglich, das im Laufmittel vorhandene Tetrabutylammonium von der zu

untersuchenden Substanz zu trennen.

Tab. 4-2: Auswertung des'H-NMR des SQD1 Reaktionsproduktes

Vergleich der chemischen Verschiebung und der Kopplungskonstanten des SQD1 Reaktionsproduktes mit
denen, die fir UDP-Sulfoquinovose (Hoehal., 1989) ermittelt wurden. J, Kopplungkonstante; n. d., nicht
bestimmt oder nicht bestimmbar

SQD1 Reaktionsprodukt UDP-Sulfoquinovose
Proton chem. Verschie- Kopplungs- chem. Verschie- Kopplungs-
bung (ppm) konstante (Hz) bung (ppm) konstante (Hz)
Uridin-
H-5 5,81-5,84 n. d. 5,80-5,82 n. d.
H-6 7,82 }68,0 7,80 368,1
Ribose-
H-1 5,81-5,84 n. d. 5,80-5,82 n. d.
H-2 4,21 n. d. 4,23 n. d.
H-3 4,21 n. d. 4,23 n. d.
H-4 4,02-4,15 n. d. 4,04-4,14 n. d.
H-5 4,02-4,15 n. d. 4,04-4,14 n. d.
H-5" 4,02-4,15 n. d. 4,04-4,14 n. d.
Sulfoquinovose
H-1 5,41 J23,6 5,45 n. d.
H-2 3,30-3,41 n. d. 3,34-3,42 24 9,5
H-3 3,58-3,63 349,6 3,61 3495
H-4 n. d. n. d. 3,34-3,42 n. d.
H-5 n.d n. d. 4,04-4,14 n. d.
H-6 n.d n. d. 3,04 36 14,9
H-6* n. d. 3,22
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Zusammenfassend kann man sagen, dal3 es sich bei dem Reaktionsprodukt der
SQD1/SQDB katalysierten Reaktion um ein Derivat der UDP-Glucose handeln muf3. Sowohl
das Laufverhalten, als auch das Absorptionsvermégen und schlieRlich'HiaBVIR

Spektrum weisen darauf hin, dal3 bei dem Reaktionsprodukt ein Nukleotid-Zucker vorliegt.

4.4  Kristallstruktur von SQD1

Als weiterer Ansatz, Daten Uber den moglichen Reaktionsmechanismus von SQD1 zu
sammeln, wurde das SQD1-Protein kristallisiert. Durch die Kristallstruktur sollte einerseits
die Qualitat des Homologiemodells bestatigt, andererseits aber auch wertvolle Informationen

bezuiglich der Umsetzungsprodukte gewonnen werden.

4.4.1 Kristallisation
Da eine Kristallisation von SQD1 oder homologer Proteine noch nicht durchgefiihrt wurde,
mufdten die Kristallisationsbedingungen neu ausgelotet werden. In Vorversuchen wurde die
Reinheit des Proteins auf einer Gelfiltrationsséule bestatigt. Da fir Proteinkristallisation
Proteinkozentrationen von 5-25 mg rém erfolgversprechendsten sind, wurde versucht,
SQD1 so weit wie mdglich zu konzentrieren. Fir diese Versuche wurden unterschiedliche
Puffersysteme bei unterschiedlichen pH-Bedingungen, verschiedene Salzkonzentrationen
sowie unterschiedliche Detergentien getestet. Die Bedingung, bei denen sich das SQD1-
Protein am weitesten konzentrieren liel3, war eine Pufferlosung, die 300 mM NaCl, 50 mM
HEPES pH 7,5 enthielt. Unter diesen Bedingungen war eine 7 MgS@D1-Lsg. bei 4°C
Uber mehrere Tage stabil, bevor das Protein auszufallen begann. Hierbei konnte auch
festgestellt werden, dal3 UDP-Glucose (10 mM) das Protein stabilisierte. Des Weiteren
schien das Protein bei Raumtemperatur stabiler als bei 4°C zu sein. Mit diesen Informationen
wurde ein erster grober Kristallisationsversuch in einem Kristallisationsraum bei 22°C, mit
einer frischen 5 mg il Proteinldsung (in 300 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5)
durchgefiihrt. Dabei wurde das Prinzip des Uberdampfensaiging dropMethode mit
demCrystal Screen undCrystal Screen Ider FirmaHampton Researcangewandt.

In 32 von 98 dieser Ansatze wurde Kristallvachstum beobachtet. In den meisten
Fallen handelte es sich um Mikrokristalle, in einigen Fallen konnten jedoch auch Kristalle bis
zu 0,2 mm gezogen werden (Abb. 4-13). Die Zugabe von Additiven (z.B. Dioxan oder
Glycerin) sowie eine Erh6hung der Salzkonzentration flhrten zu keinem grof3eren

Kristallwuchs.
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Abb. 4-14: SQD1-Proteinkristalle

Die groRten Kristalle (0,4-0,5 mm) wurden mit der Optimierung der
Wachstumsbedingungen und Anwendung dédting dropMethode erhalten, wobei die
Mutterlauge aus 0,1 M MES (pH 6,5), 0,75 bis 2,0 M Ammoniumsulfat und die gefilterte
(0,22 um) Proteinlésung 0,4 mg MBQD1 in 300 mM NaCl, 50 mM HEPES (pH 7,5), 10
mM UDP-Glucose, 5 mM NAD betrug. Nach Mischen von 10 pl Mutterlauge und 10 pl
Proteinlésung setzte ein sichtbares Kristallwachstum ab dem 3. Tag ein. Es dauerte etwa 1
Monat, um 0,4-0,5 mm grof3e Kristalle zu erhalten. Fir Schwermetallderivate wurden die
Kristalle mit unterschiedlichen Schwermetallverbindungen (s. Methoden) inkubiert. Bei der
Kristallisation von SQD1 zeigt sich zudem, daf3 ein zusatzlicherTidgdie Kristallbildung

nicht zwangslaufig erschwert.
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4.4.2 Datenaufnahme und Auswertung
Zur Vermessung der SQD1 Kristalle, die typischerweise 0,3 mm in der ersten und zweiten
und 0,1 mm in der dritten Dimension waren, sowie der unterschiedlichen Schwermetall-
derivate wurden diese in 25% Glycerin/Mutterlauge fir einen Tag inkubiert und blitzartig
eingefroren. Die Aufnahme der rontgenkristallographischen Daten und ihre Bearbeitung
wurden von Michael J. Thiesen und Prof. Dr. R. Michael Garavito durchgefuhrt. Die
Auswertung der Daten liel3 auf die ergebene tetragonale RaumgligiieschlieRen. Die
Bestimmung der asymmetrischen Einheit ergab, daf’ es sich um ein Dimer pro Elementarzelle
handelt, deren Dimensionen 159,5 x 159,5 x 99,8 A in einem Winkel von 90° sind.

Rontgenbeugung der Kristalle konnte bis zu einer Aufldsung von 1,7 A beobachtet
werden. Des weiteren wurden Schwermetallderivate von SQD1 erzeugt und vermessen. Mit
Hilfe der zusatzlichen Datensatze der Schwermetallderivate war es Dr. Garavito moéglich,
eine vorlaufige Struktur des SQD1-Proteins zu erstellen (Abb. 4-15). Die Struktur zeigt, dal3
SQD1 im Kristall als Dimer vorliegt.

Die vollstandige Strukturaufklarung wird in Kiirze beendet sein und an anderer Stelle

veroffentlicht .

Abb. 4-15 : Vorlaufige Kristallstruktur des SQD1-Proteins
NAD" ist in griiner Farbe, UDP-Glucose in blauer Farbe dargestellt.
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4.5 Untersuchungen zur spezifischen Funktion von Sulfolipid in héheren

Pflanzen
In bisherigen Arbeiten wurde die Funktion von Sulfolipid vor allem in Bakterien untersucht.
Es konnte von Benninget al, 1993 in R. sphaeroidesund Guler et al, 1996 in
Synechococcugezeigt werden, dafld das Fehlen von Sulfolipid die Photosynthese nicht oder
kaum zu beeinflussen scheint. Diese Untersuchungen belegen jedoch auch, daf3 in Sulfolipid-
Mutanten das Bakterienwachstum unter Phosphatmangel-Bedingungen beeintréachtigt ist.

Der Prozel3 der oxygenen Photosynthese in Pflanzen ist dem der Cyanobakterien
grundsatzlich gleich, es gibt jedoch zwei wichtige Unterschiede. Zum einen unterscheiden
sich Aufbau und Pigmentzusammensetzung der Antennenkomplexe des PS Il, zum anderen
befindet sich die photosynthetische Membran der Pflanze in einem Kompartiment, dem
Chloroplasten. In dieser Arbeit sollte die Rolle von SulfolipidArabidopsisuntersucht und
mit den Ergebnissen aus Bakterien verglichen werden. Ein Hinweis, dal3 der Sulfolipidgehalt
in diesen Organismen tatsachlich die Photosynthese beeinflussen kann, wurde vor kurzem
von Satoet al, 1995b verdffentlicht. Mit der Verfugbarkeit deSQDXGens besteht
auRerdem erstmals die Gelegenheit, auch die Regulation von Sulfolipidgenen unter
unterschiedlichen Wachstumsbedingungen zu studieren. Eine weitere Madoglichkeit der
Untersuchung besteht im Vergleich vdkrabidopsis Mutanten, die mehr oder weniger
Sulfolipid als der Wildtyp enthalten. Deswegen wurden einerseits transgene Pflanzen

konstruiert und untersucht, andererseitsphiel Mutante ausArabidopsisherangezogen.

4.5.1 Diepho 1Mutante von Arabidopsis thaliana

Die pholMutante (Abb. 4-16) weist eine Stérung in der Phloem/Xylemladung von Phosphat
auf, so daf’ der Anteil anorganischen Phosphats in Blattern auf etwa 5% des Wildtyp-Anteils
reduziert ist (Poirieret al. 1991). Aul3erdem wurde mit dieser Mutante gezeigt, dal} die
Expression vorRNS1,einem Gen, das fir eine RNase kodiert, in gleichem Mal3e induziert
wird wie in Wildtyppflanzen unter Phosphatstre3. Dadurch eignet sich diese Mutante
besonders als genetisches Modell, um einen Zusammenhang zwischen vermindertem
Phosphatgehalt in Blattern und subzellularen Prozessen, die auf diese Verminderung
anschlagen, zu studieren. Um den Einflu3 von vermindertem Phosphat in Blattern auf die
Lipidzusammensetzung zu untersuchen, wurden Lipidextrakte von WildtyphlhadL Gber

DC aufgetrennt und mittels GC quantifiziert (Tab. 4-3). Der relative Gehalt an

Phospholipiden in depho 1 Mutante ist um etwa 50% verringert, wahrend der Gehalt des
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nicht-phosphathaltigen Sulfolipides sowie Digalactosyldiacyl-glycerin auf etwa 250%
beziehungsweise 160% ansteigt. Dagegen &ndert sich der Gehalt des dritten nicht-

phosphathaltigen Lipides, dem Monogalactosyl-diacylglycerin, kaum.

Abb. 4-16: Arabidopsiswildtyp und pholMutante

Tab. 4-3 Quantitative Lipidanalyse aus Blattextrakten vom

Arabidopsis

Wildtyp und der phol Mutante von

Lipide Wildtyp phol
MGDG 50.4+5.2 56.9+4.0
PG 75204 3.5+04
DGDG 143+1.0 23.3+x1.3
SQDG 1.8+0.3 45+0.2
PE 8.6+1.7 41+0.4
PC 17.4+4.2 7.7+0.8

Die Werte sind in Mol % angegeben und der Standardfehler stammt aus mindestens drei unabhangigen
Messungen. DGDG, DagjactosyldiacylglycerinMGDG, Monoglactosyldiacylglycerin; PC, Phosphatidyl-
cholin; PE, Phosphatidylethanolamin; PG, Phosphatidylglyc&@DG, Sulfoquinvosyldiacylglycerin.
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4.5.2 Vergleich vonArabidopsisWildtyp, pholMutante und SQDZLantisensePflanzen

Um den Einflu von Sulfolipid auf das Pflanzenwachstum zu untersuchen, und
nachzuweisen, dall d&QDZXGen tatsachlich an seiner Biosynthese beteiligt ist, wurden
transgeneSQDZantisenselLinien konstruiert. Diese transgeneantisenselinien sowie
ArabidopsisWildtyp und phol Mutante wurden bezlglich Expression d@@D1Gens auf
RNA- und Protein-Ebene sowie auf ihren Lipidgehalt hin untersucht (Abb. 4-17).
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Abb. 4-17 : Expression desSQD1Gens in Blattern von Arabidopsis

Gezeigt sind die starkste SQhtisenselinie AS1, Wildtyp und diephol Mutante. (Oben) Northern
Blot, der mit derSQD1 cDNA hybridisiert wurde. (Mitte) Western Blot. (Unten) Teil eines mit lod
angefarbten Lipid-Chromatogramms. RNA, Proteine und Lipide wurden von dem gleichen
Pflanzenmaterial isoliert und in gleichen Mengen aufgetragen

Das Ergebnis sollte eine indirekten Beweis dafur liefern, dalSfaietGen tatséchlich an

der Sulfolipidbiosynthese imrabidopsis beteiligt ist. Im Northern Blot der starksten
antisensd.inie AS1 ist dasSQD1mRNA Signal (1,4 kB) im Vergleich zum Wildtyp kaum
detektierbar. Dagegen kann ein deutliches Signal beobachtet werden, dasisEmseRNA

(0,7 kB) zuzuordnen ist, die erwartungsgemal kirzer als die mRNA ist. Die immunologische
Untersuchung mit affinitdtsgereinigten Antikdrpern weist in Protein-extrakten von
ArabidopsisWildtyp zwei Banden ahnlicher molekularer Masse (45 kDa) auf. Diese beiden

Banden représentieren vermutlich zwei Formen des SQD1-Proteins in unterschiedlichen
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Modifikationen. Der Immunoblot deantisenseLinie zeigt vor allem in der unteren der
beiden Banden eine deutliche Reduktion an SQD1-Protein im Vergleich zum Wildtyp.

Die DC-Lipidanalyse derantisenselinie weist auf H6he von Sulfolipid eine
schwache, aber noch immer detektierbare Bande auf. Die Quantifizierung dieser Bande Uber
GC ergibt eine 30%ige Reduktion von Sulfolipid in der Linie AS1 im Vergleich zum
Wildtyp. Der relative Gehalt von Phosphatidylglycerin blieb innerhalb der statistischen
Grenzen unverandert. Als unabhangige Gegen-Kontrolle, eine Pflanze mit deutlich erh6htem
Sulfolipidanteil, wurde digohol Mutante untersucht. Diese zeigt eine starke Erh6hung der
SQD2XGen Expression sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse eindeutig die Beteiligung von SQD1 an

der Sulfolipidbiosynthese.

4.5.3 Regulation der Sulfolipidbiosynthese durch Phosphat

Die Ergebnisse mit demphol Mutante weisen auf eine drastische Veranderung des
Lipidmusters inArabidopsisunter Phosphatstrel3 hin. Zur genaueren Untersuchung dieses
Effekts wurdenArabidopsisWildtyppflanzen auf definiertem Medium unter verschiedenen
Phosphatkonzentrationen angezogen. Lipide wurden extrahiert, tber DC aufgetrennt und
mittels GC quantifiziert. Die Verdnderungen im Lipidmuster sind in Abb. 4-18 dargestellit.

Es zeigte sich, dal3 mit abnehmender Phosphatkonzentration im Medium der relative
Gehalt an Digalactosyldiacylglycerin und Sulfolipid zunimmt, wobei der Gehalt aller
Phospholipide abnimmt. Einzig im Gehalt von Monogalactosyldiacylglycerin ist im Rahmen
der Messgrenzen keine Veranderung zu beobachten. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit
den Lipiddaten demphol Mutante. Dartber hinaus zeichnet sich eine inverse Beziehung
zwischen dem relativen Lipidgehalt der beiden anionischen Thylakoidlipide
Phosphatidylglycerin und Sulfolipid ab. Die Summe beider Lipide lag unter den gewdahlten

Bedingungen, unabhangig der Phosphatkonzentration, bei etwa 16%.
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Abb. 4-18: Anderung der Lipidkomposition mit abnehmender Phosphatkonzentration.

Diese Messung wurde freundlicherweise von Prof. C. Benning durchgefiihrt. Die Werte sind in mol %
angegeben und der Standardfehler stammt aus mindestens drei unabhéngigen MesBGEN.
Digalactosyldiacylglycerin; MGDG, Monoglactosyldiacylglycerin; PC, Phosphatidylcholin; PE,
Phosphatidylethanolamin; PG, PhosphatidylglyceB®DG, Sulfoquinvosyldiacylglycerin.

Um die molekularen Grundlagen des Anstiegs an Sulfolipid in den phosphatgestref3ten
Arabidopsis Pflanzen zu untersuchen, wurden sowohl der mRNA-Gehalt als auch der Gehalt
an SQD1-Protein in den Pflanzen bestimmt. Abb. 4-19 zeigt, wieSEgD1mRNA Gehalt

unter Verringerung des Phosphatgehalts im Medium drastisch zunimmt.

Die Quantifizierung der mRNA tbdPhosphorimagingergab eine 15fache Erhdhung
desSQD1mRNA Gehalts in Pflanzen bei 0,01 mM Phosphat, im Vergleich zu Pflanzen bei 1
mM Phosphat. Aul3erdem konnte ein paralleler Anstieg im Proteingehalt anhand von
Western-Blots festgestellt werden. Die Lipidanalyse der Blattextrakte, die auch fir den
Northern- und Western-Blot verwendet wurden, weisen einen Anstieg an Sulfolipid bei
sinkendem Phosphatgehalt auf.

Diese enge Korrelation zwischen dem SQD1-Proteingehalt und dem relativen

Sulfolipidgehalt lalt vermuten, dall SQD1 eine der limitierenden Reaktionen in der Sulfo-
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lipidbiosynthese katalysiert.. Die Regulation dieser Reaktion scheint auf der Ebene der RNA

stattzufinden, die wiederum von der Verfligbarkeit von Phosphat im Blatt gesteuert wird.

PO.2- 1,0 0,5 0,1 0,0 0,0

..
SQD] RN

' ' ﬂ Protein

SQD1 -
(45

DGDG -
SQDG

Lipid

PC —

#
Abb. 4-19: Phosphatregulation vonSQD1

ArabidopsisWildtyp wurde 7 Tage auf MS Medium gezogen und dann fir 7 Tage in Mineral Medium mit
unterschiedlichen Phosphatbedingungen umgesetzt. (Oben) Northern Blot, der m8Qdxr cDNA
hybridisiert wurde. (Mitte) Western Blot. (Unten) lod angefarbtes Lipid-Chromatogramm. F, Lauffront, O,
Auftragspunkt, DGDG, DiglactosyldiacylglycerinMGDG, Monoglactosyldiacylglycerin; PC, Phosphati-
dylcholin; PE, Phosphatidylethanolamin; PG, Phosphatidylglyc&@DG, Sulfoquinvosyldiacylglycerin.
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4.5.4 Einflul von Phosphat auf das Wachstum degQDZX-antisenselinien

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, obS{gD tantisensd.inie im Vergleich

zum Wildtyp unter den unterschiedlichen Phosphatkonzentrationen (1; 0,5 ; 0,1; 0,05 und
0,01 mM) ein vermindertes Wachstum aufweist. Ausgangspunkt dieser Vermutung sind
Beobachtungen mit bakteriellen Sulfolipidmutanten, die einen Wachstumsnachteil unter
Phosphatstrel3 aufweisen. Bei diesen Experimenten konnte beAddrdopsis SQDL
antisensePflanzen im Vergleich zum Wildtyp kein Unterschied beobachtet werden. Zwar
konnte ein allgemeiner Einfluld des Phosphatmangels beobachtet werden, jedoch waren die
SQDzZantisensePflanzen von denen des Wildtyps weder phanotypisch (Abb. 4-20) noch im

Frischgewicht zu unterscheiden.

Abb. 4-20: Vergleich von Wildtyp und SQDZXantisenseLinien von Arabidopsisunter Phosphatmangel
Bedingungen Hier handelt es sich um 15 Tage alte Pflanzen, die auf 0,1 mijeBogen wurden. In der
oberen Halfte der Petrischale wachsen Wildtyp-, in der untg@bZlantisensdflanzen.

Dieses Experiment ist ein weiteres Beispiel dafur, dald mittels eingsenseAnsatzes oft
nur eine graduelle Verringerung eines Genproduktes mdglich ist. Im Fall&Q&s-Gens
fuhrt dies zu einer Erniedrigung des Sulfolipidgehaltes um 30%. Die semi-quantitative
Detektion der Lipide tber DC ergab, dal3 auch bei astisenselinie die Regulation von
Sulfolipid unter Phosphatmangel stattfindet (&hnlich wie beim Wildtyp). Eine eindeutige
Aussage laldt sich vermutlich erst beim Vorliegen eifesibidopsisSulfolipid-Nullmutante

treffen.
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4.6  Untersuchungen zur Rolle von Lipiden bei der Photosynthese anhand d@hol

Mutante von Arabidopsis

Wie in Abschnitt 4.5 gezeigt, kann der Phosphatgehalt die Lipidzusammensetzung der
Thylakoidmembran in hohem Mal3e beeinflussen und zu einer drastischen Reduktion der
Phospholipide fihren. Vor allem PG wird eine besondere Rolle beim Zusammenbau
(assembly)und der richtigen Funktion der Thylakoidmembran zugeschrieben (Paulsen,
1995). Diese Beobachtung wirft die Frage auf, inwieweit SQDG und DGDG zur Substitution
von PG im photosynthetischen Apparat befahigt sind.@hiel Mutante eignet sich fir diese
Frage in besonderem Mal3e als Untersuchungsobjekt.

Um Informationen Uber die Rolle der Lipide beziglich ihrer strukturellen und
funktionellen Integritdt im photosynthetischen Apparat zu erhalten, wudbidopsis
Wildtyp und phol Mutante unter normalem Tageslicht (LL), Photonenflu3dichte (PPFD)
von 75umol m? s* und hoher Lichtintensitat (HL), mit einer PPFD von 4@@ol m? s*,
gezogen. Hintergrund dieser Untersuchungen ist es, weitere strukturelle Anderungen des
photosynthetischen Apparates zu erzwingen, da bekannt ist, dal3 seine Zusammensetzung
hoch sensitiv auf langzeitige Lichtanderungen reagiert. So weil3 man, daf3 sich das Wachstum
unter unterschiedlichen Lichtintensitaten in dramatischen Anderungen der Chloroplasten-

architektur widerspiegeln kann (Andersenal., 1988; Walters & Horton, 1994).

4.6.1 Lipidanalyse unter verschiedenen Lichtbedingungen

In einer ersten Untersuchung wurde eine genaue Quantifizierung der Lipidkomposition von
Wildtyp und pholMutante, die unter HL und LL gezogen wurden, durchgefiihrt. Die Daten
sind in Tab. 4-4 dargestellt.
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Tab. 4-4 : Lipidzusammensetzung vorArabidopsisWildtyp und phol Mutante, die unter normaler (LL)
und hoher Lichtintensitat (HL) gezogen wurden. Die Werte sind in mol % angegeben. Der
Standardfehler stammt aus mindestens drei unabh&ngigen Messungen.

LL HL

Lipide Wildtyp phol Wildtyp phol
MGDG 50.4+5.2 56.9+4.0 48.4 + 3.5 53.8+5.1
PG 75204 3.5+04 7.1+04 25%0.3
DGDG 143+1.0 23.3+x1.3 15.5+0.7 28.1+3.0
SQDG 1.8+0.3 45+0.2 19+04 57+0.2
PE 8.6+1.7 41+0.4 10.0+14 3.0+04
PC 17442 7.7+0.8 17123 6.9+15

Die Ergebnisse zeigen, dal3 die Lipidzusammensetzung des Wildtyps unter
wechselnden Lichtbedingungen weitgehend unveréndert bleibt. Dagegen reagiehniodlie
Mutante auf die veranderten Lichtbedingungen: Der Gehalt an PG verringert sich von 45%
unter LL Bedingungen auf etwa 35% unter HL Bedingungen, wahrend SQDG und in
geringerem MaRe DGDG ansteigen. Unabhangig von den Anderungen in der
Lipidzusammensetzung bleibt die Summe von SQDG und PG fast unverdndert. Vergleicht
man die Summe dieser Lipide im Wildtyp und danol Mutante, ergeben sich Werte von
9,3%versus8,0% unter LL und 9,0%ersus3,2% unter HL Bedingungen.

Die quantitative Analyse des Fettsauremusters von PG und SQDG ergab nur leichte
Unterschiede in den relativen Verhaltnissen (Tab. 4-5 A und 4-5 B). Bei SQDG ist eine
geringe Erh6hung der dreifach ungesattigten Fettsdure 1®i3ohunter HL zu beobachten.

Das Fettsauremuster der beiden neutralen Lipide, MGDG und DGDG, zeigte weder im

Wildtyp noch in der Mutante Veranderungen unter den verschiedenen Lichtintensitaten.
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Tab. 4-5 A: Fettsdurezusammensetzung von PG ausrabidopsisWildtyp und phol Mutante, die unter
normaler (LL) und hoher Lichtintensitat (HL) gezogen wurden. Die Werte sind in mol % angegeben. Der
Standardfehler stammt aus mindestens drei unabh&ngigen Messungen.

LL HL
Fettsauren Wildtyp phol Wildtyp phol

16:0 26.7+1.8 25.8+1.3 24.6 £0.6 21.7+4.9
16:1 284 +49 27.2+6.0 25.6+3.8 26.8+5.0
16:2 19+0.9 28+14 n.4. 24+0.7

16:3 2.7+18 25+1.2 34+11 34+16
18:0 1.3+0.3 3.3+x0.7 1.3+0.3 3.2+1.3
18:1 6.2+1.6 12.0x24 7.5+1.8 12.1+4.3
18:2 7.1+0.6 7.4+17 6.1+20 6.1+1.3
18:3 25.7+4.0 19.0+3.8 31.5+1.4 24.3+5.0

L nicht detektierbar

Tab. 4-5 B: Fettsdaurezusammensetzung von SQDG ausrabidopsisWildtyp und phol Mutante, die
unter normaler (LL) und hoher Lichtintensitat (HL) gezogen wurden. Die Werte sind in mol % angegeben.
Der Standardfehler stammt aus mindestens drei unabhangigen Messungen.

LL HL

Fettsauren Wildtyp phol Wildtyp phol
16:0 545+7.2 51.8+0.6 48.8 £ 3.5 47.8+2.4
16:1 6.3+x1.1 6.7+14 7.8+21 5820
16:2 34+1.2 24+0.9 41+1.4 2.3%0.6
16:3 n.d n.d. n.d. n.d.
18:0 3.9+1.6 3.5+0.3 49+1.6 3.1+04
18:1 8.1+15 5.6+0.6 8.3+1.6 56+1.2
18:2 41+22 55+0.9 6.1+29 4.8+0.9
18:3 19.3+4.9 24.4+3.0 20.1+5.9 30.6 +6.3

L nicht detektierbar
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4.6.2 Sauerstoffentwicklung unter verschiedenen Lichtbedingungen

Die Messung der Sauerstoffentwicklung in Abhangigkeit von der Photonenflu3dichte ergab
im wesentlichen identische Lichtsattigungskurven fiur Wildtyp w1l Mutante (Abb. 4-

21). Jedoch zeigen HL akklimatisierte Pflanzen im Vergleich zu den LL Pflanzen eine etwa
2-fach erhdohte maximale £Entwicklungsrate. Dieses Ergebnis belegt, dal3 sich sowohl
Wildtyp als auchphol Mutante durch Erhdhung der photosynthetischen Effizienz an die

hohere PPFD in gleichem Mal3e anpassen kénnen.

10t
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Abb. 4-21 : Sauerstoffentwicklung von Wildtyp und pho 1 Mutante

Sauerstoffentwicklung als Funktion der Photonenflu3dichte aus BlatterrAkednidopsisWildtyp (A) und

phol (O) die unter normaler (LL, schwarze Symbole) oder hoher (HL, weie Symbole) Lichtintensitéat
kultiviert wurden. Die Werte reprasentieren Mittelwerte von mindestens acht unabhéngigen Messungen. Die
Messungen wurden freundlicherweise von Dr. H. Lockstein durchgefthrt.



