DISKUSSION

5 Diskussion

5.1 Sequenzdaten der PS Decarboxylasen von Arabidopsis
thaliana

Die Auswertung der Sequenzdaten von atPSD1, atPSD2 und atPSD3 und der Vergleich
zu den Sequenzen anderer PS Decarboxylasen konnte fir alle drei Sequenzen die bisher
bekannten, sequenztypischen Merkmale der PS Decarboxylasen aufzeigen. So besitzen
alle drei das konservierte GST-Motiv, das als Schnittstelle des Proenzyms fir die Funktion
des Enzyms essentiell ist. Weiterhin konnte in allen Sequenzen eine Reihe konservierter
Aminosauren gefunden werden, die sich auch in neun anderen PS Decarboxylase
Sequenzen aus acht verschiedenen Organismen fanden.

Die Sequenzen von atPSD1 und atPSD2 weisen eine Identitdt von 85,3 % auf
Proteinebene (Methode nach Pearson et al., 1997) auf. Die Exon-Intron-Struktur ist sehr
ahnlich; die Anzahl und GréBe der Exons sind vergleichbar. Beide besitzen ein GGST-
Motiv als PSD-typische Schnittstelle. Es konnten keine eindeutigen Signalpeptide
identifiziert werden (Methode nach Emanuelsson, 2000, http:/www.cbs.dtu.dk
/services/TargetP/). Dahingegen nimmt atPSD3 eine Sonderstellung ein. Die meisten der
bisher bekannten PSD-Sequenzen lassen sich in Bezug auf das GST-Motiv in zwei
Gruppen aufteilen (LGST oder GGST-Motiv). atPSD3 weist jedoch ein MGST-Motiv auf.
Dieses teilt sie mit einer anderen pflanzlichen PSD-Sequenz, die erst vor Kurzem in der
NCBI-Datenbank hinterlegt und verdffentlicht wurde (Rontein et al., 2003). Mit der unter
der Zugriffsnummer AY093689 hinterlegten Sequenz einer ,mitochondrialen
Phosphatidylserin Decarboxylase® (lePSD1) aus Tomate (Lycopersicon esculentum) teilt
atPSD3 64,2 % ldentitat auf Proteinebene. Zu atPSD1 ist diese Sequenz nur zu 36 % und
zu atPSD2 zu 34,2 % identisch ist (Methode nach Pearson et al, 1997,
http://www2.igh.cnrs.fr/bin/lalign-guess.cgi). Damit besteht fir atPSD3 mit dieser Sequenz
eine groBere ldentitat als mit allen anderen, bisher bekannten PS Decarboxylasen;
inklusive der PSD1 aus Saccharomyces cerevisiae. Diese, nachgewiesenermafBen
mitochondrial lokalisierte PSD der Hefe, lieferte durch ihre Identitat von 22 % den ersten
Hinweis, daB es sich auch bei atPSD3 um eine mitochondrial lokalisierte PSD handeln
kdénnte. In dem auf dem Vergleich der letzten 300 Aminosauren basierenden Cladogramm
wird lePSD1 zusammen mit den anderen mitochondrial lokalisierten PS Decarboxylasen
atPSD3 und scPSD1 als distinkte Gruppe dargestellt, die von der aus pflanzlichen,
extramitochondrialen PSDs gebildeten Gruppe weit entfernt liegt (siehe Abb. 44).

Diese beiden bisher als mitochondrial einzuordnenden PS Decarboxylasen sind deutlich
kirzer und weisen andere GST-Motive als die extramitochondrialen PSDs der gleichen
Spezies auf. atPSD3 ist im Vergleich zu den anderen pflanzlichen PSDs (atPSD1,
atPSD2, ppPSD) mit nur 453 Aminosauren relativ kurz. lePSD1 aus Tomate weist 466
Aminosaduren auf und ist damit ebenfalls wesentlich kirzer als die rund 630 Aminosduren-
lange atPSD1 und atPSD2. Die mitochondriale Lokalisierung der atPSD3 erhélt weitere
Unterstiitzung durch die Untersuchung auf Signalpeptide durch die computergestiitzte
Untersuchung mit  TargetP 1.0 (Methode nach  Emanuelsson, 2000,
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). Hierbei wurde mit hoher Zuverlassigkeit flr
atPSD3 eine mitochondriale Lokalisation angegeben. Weitere Hinweise lieferten die
Experimente mit GFP-Fusionsproteinen (siehe 5.3). Untersuchungen an der
sequenzahnlichen [ePSD1 belegten deren mitochondrialen Lokalisation bei der
heterologen Expression in Hefe (Rontein et al., 2003).
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Abb. 44: Cladogramm verschiedener PS Decarboxylasen unter Beriicksichtigung von PSD1 aus
Lycopersicon esculentum. Auf Basis der letzten 300 Aminosauren des C-Terminus verschiedener PSD-
Proteine erstelltes Cladogramm; dabei bedeuten at = Arabidopsis thaliana, cl = Cricetulus longicaudatus
(Chinesischer Hamster), hs = Homo sapiens, bs = Bacillus subtilis, ct = Chlamydia trachomatis, pp =
Physcomitrella patens, ce = Caenorhabditis elegans, ec = Escherichia coli, sc = Saccharomyces cerevisiae,
le = Lycopersicon esculentum (Tomate)

5.2 Heterologe Expression der PS Decarboxylase in
Escherichia coli und Hefe

Die heterologe Proteinexpression zur Komplementation von PSD-defizienten Linien von
Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae mittels verschiedener PSD-
Expressionskonstrukte war nicht erfolgreich. Zwar konnte die Akkumulation des Histidin-
markierten PSD-Proenzms gezeigt werden, aber es gab keine Veranderungen im
Phéanotyp der Linien oder eine in Bezug zum Wildtyp erhéhte PSD-Aktivitat.

Die Komplementation von psd-Mutanten mittels heterologer Genexpression konnte in
anderen Studien bereits gezeigt werden. PSD71-cDNA-Konstrukte von S. cerevisiae
fihrten in der psd-Mutante EH150 von E. coli zu einer rund verdoppelten PSD-Aktivitat
und einer Erhéhung des PE-Gehaltes auf das Niveau des Wildtyps (Clancey et al., 1993).
Die Expression der PSD aus Bacillus subtilis in EH150 flhrte zum Anstieg des PE-
Gehaltes und Komplementation des Wachstumphanotyps (Matsumoto et al., 1997).
Ebenfalls erfolgreich, wenngleich ohne Auswirkung auf den Lipidphanotyp, waren
Experimente zur Uberexpression der scPSD1 und scPSD2 in Hefe (Trotter et al., 1993,
1995, Kitamura et al., 2002). Bei diesen Experimenten wurde gezeigt, daB vollstandige
PSD-Sequenzen die Phéanotypen der psd-Mutanten von E. coli und S. cerevisiae
komplementieren kénnen. Arbeiten an anderen PSDs zeigen jedoch, daB deren
heterologe Expression teilweise nur unter Verwendung chimarer
Proteinexpressionskonstrukie und anderer Expressionssysteme erfolgreich war.

So gelang die Komplementation einer Hefemutante (psd1/psd2-Mutante) mit der
pflanzlichen Phosphatidylserin Decarboxylase lePSD1 erst mittels chimérer Konstrukte
aus dem N-Terminus der scPSD1 und dem C-Terminus von lePSD1 (Rontein et al., 2003).
Dahingegen war mit der vollstandigen Sequenz von [ePSD1 keine Komplementation
moglich. Aus der Gruppe der extramitochondrialen, eukaryontischen PS Decarboxylasen
wurde bisher PSD2 von S. cerevisiae, die im Cladogramm von allen bisher bekannten PS
Decarboxylase-Genen den pflanzlichen PSD-Genen am nachsten steht, erfolgreich
heterolog exprimiert — jedoch nicht in Escherichia coli, sondern in Sf-9-Insektenzellen.
Nach Transformation Uber das Baculovirensystem wurde dort ein zehnfacher Anstieg der
PS Decarboxylase-Aktivitat beobachtet (Trotter et al., 1995).

Diese Experimente zeigen, daB die Expression bestimmter PS Decarboxylasen offenbar
erst in anderen eukaryontischen Expressionssystemen wie Insektenzellen oder Uber
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chimare Fusionsproteine in Hefe mdglich ist. Eine weitere Bedeutung kdnnte in der
Verwendung der psdi/psd2-Hefemutante anstelle der hier verwendeten psd7-Mutante
liegen. So war die Komplementation dieser Ethanolamin-auxotrophen Mutante durch
Expression von atPSD1 moglich (Rontein et al., 2003), was in dieser Arbeit unter
Verwendung der psd7-Mutante nicht erfolgreich war.

Diese Gruppe der offenbar schwer heterolog zu exprimierenden PS Decarboxylasen zeigt
keine auffalligen Gemeinsamkeiten auf DNA-Ebene, die diese besondere Problematik
begrinden kénnten. Sie zeigt auf Proteinebene im C-Terminus keine Abweichungen von
den anderen PSDs. Allerdings besitzen die pflanzlichen PSDs (ausgenommen die
mitochondrialen PSDs /ePSD1 und atPSD3) wie auch PSD2 von S. cerevisiae einen
auffallend langen N-Terminus. Mit Gber 800 Aminoséauren ist der von PSD2 von S.
cerevisiae der langste aller bisher bekannter PSDs. Die pflanzlichen PSDs aus A. thaliana
und P. patens besitzen mit um die 300 Aminosduren ebenfalls wesentlich langere N-
Termini als die PSDs der anderen Gruppe, deren langste PSD, PSD1 von S. cerevisiae,
es auf einen knapp 200 Aminosauren-langen N-Terminus bringt. Bereits der relativ kurze
N-Terminus von [ePSD1 fihrte bei der heterologen Expression in der psdi/psdz-
Hefemutante zu nur sehr geringen PSD-Aktivitaten. Womdglich hat der N-Terminus
entscheidende Auswirkungen auf Lokalisation, Expression und Prozessierung, die die
heterologe Expression erschweren kénnen.

Die bisherigen Erkenntnisse Uber die Prozessierung und Aktivitdt der PSD wurden nahezu
ausschlieBlich durch Untersuchungen an PSD1 aus Hefe und der PSD aus E. coli
gewonnen. So kann nicht ausgeschlossen werden, daB die Prozessierung der pflanzlichen
PS Decarboxylasen komplexer ist als bei den bisher untersuchten Modellen. Da die
Phosphatidylserin Decarboxylase eine posttranslationale Modifikation durchlaufen muB,
um in Form aktiver Untereinheiten mit korrekt gebildetem Cofaktor tatig werden zu kénnen,
ist dieser Schritt besonders kritisch fir den Funktionsnachweis des exprimierten Proteins.
Uber Immunodetektion konnte die akkumulierte Histidin-markierte PSD identifiziert
werden. Die anhand des ProteingréBenstandards ermittelte GréBe des Proteins entsprach
der Lange des je nach eingesetzten Expressionskonstruktes zu erwartenden Proenzyms.
Es war jedoch selbst mit N- und C-terminaler Histidinmarkierung nicht mdglich, die
zugehdrigen, aktiven Untereinheiten nach Spaltung am GST-Motiv (a- und B-Untereinheit)
zu detektieren. Neben dem Problem der starken Verdinnung der Proteinextrakte durch die
erforderlichen  hohen Elutionsvolumen  bei  der  Proteinaufreinigung  Uber
Nickelsdulenchromatographie, kann auch vermutet werden, daB die Prozessierung nicht
oder nur in geringem MaBe ablauft. Hierfir kébnnen diverse Ursachen in Frage kommen.
So kann die fur die Prozessierung des Proenzyms erforderliche Proteinfaltung durch
fehlende Umgebungsbedingungen erschwert sein oder ein Mangel an einem eventuell fur
die Prozessierung erforderlichen Cofaktors die Ursache sein. Im Gegensatz zu
bakteriellen PSDs weisen die hier getesteten, pflanzlichen PSDs einen wesentlich
langeren Aminoterminus auf, was die korrekte Faltung und Prozessierung in den
verwendeten Expressionssystemen zusatzlich erschweren kénnte. Durch die Histidin-
Reste bei Verwendung der pQE-Vektoren sind zudem Stérungen der Prozessierung und
des Poteintransportes zu den korrekten Zellkompartimenten nicht auszuschlieBen. Ein
Hinweis, daB die Prozessierung der pflanzlichen PSDs jedoch im Prinzip analog zu dem
beschriebenen Mechanismus erfolgt, lieferten Untersuchungen der mitochondrialen PSD
in  Mitochondrien-Praparationen  aus  Kartoffeln  (Solanum  tuberosum),  die
verwandschaftlich der Tomate sehr nahe steht (Rontein et al., 2003). In den Mitochondrien
konnte Uber lePSD1-spezifische Antikérper ein 35 kDa-groBes Protein nachgewiesen
werden, was der GréBe nach der anhand der |lePSD1-Sequenz vorhergesagten [-
Untereinheit nach vollstandiger Prozessierung entspricht. Derartige Untersuchungen
stehen fUr extramitochondriale, pflanzliche PS Decarboxylasen noch aus.
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Ein weiteres Problem bei der Expression in EH150 ist die zum Teil erhebliche
Hintergrundaktivitdt durch endogene PSD-Aktivitdt von Escherichia coli. Es war nicht
mdglich, diese selbst noch nach Tagen im Proteinextrakt nachzuweisene Aktivitat durch
entsprechendes Verdinnen des Proteinextraktes oder durch Nickel-Agarose-
Chromatographie ausreichend zu entfernen. Ein Versuch, dieses Problem durch
Verwendung eines in-vitro-Expressionssystems (Roche, Basel, CH) zu umgehen, war
nicht erfolgreich, da das auf Zelllysaten von Escherichia coli basierende System ebenfalls
eine starke, endogene PSD-Aktivitat aufwies.

5.3 Lokalisierung der PSD mittels GFP-Fusionsprotein-

Expression

Die Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen, die mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie in Blattepidermiszellen von Arabidopsis thaliana dokumentiert wurde, zeigt,
daB atPSD3-GFP eine partikuldre Verteilung innerhalb der transformierten Zellen
einnimmt. Aufnahmen von schwach exprimierenden Zellen, die mit dem mitochondrial-
lokalisierten Positivkontrollkonstrukt pre-101-GFP transformiert wurden, zeigen eine
ahnliche Anordnung, so dafB eine mitochondriale Lokalisation angenommen werden kann.
Dies wird zusatzlich durch den Fund entsprechender Signalpeptide bei der
Sequenzanalyse gestitzt. Auch die bereits angesprochene Sequenzédhnlichkeit zu der
mitochondrial lokalisierten lePSD1 unterstitzt diese Annahme (siehe 5.1). atPSD1-GFP
und atPSD2-GFP zeigen eine andere Verteilung, die sich auf Zellkern, Zellrandbereiche
und netzartige Strukturen konzentriert. Fir atPSD1 und atPSD2 wurden nach Abgleich mit
den GFP-Positivkontrollen Hinweise auf eine membrangebundene Position am
Endoplasmatischen Retikulum, dem Zellkern und dem Tonoplasten gefunden. Da alle
bisher naher untersuchten PS Decarboxylasen membranstandige Enzyme darstellen
(Voelker, 1997), was auch in dieser Arbeit gezeigt werden konnte (Proteinexpression und
Enzymaktivitdt in der Pelletfraktion), kénnen diese Zellkompartimente als mdgliche
Wirkungsorte der extramitochondrialen PS Decarboxylasen angeflihrt werden. Eine
Lokalisation in Plastiden, Mitochondrien und Golgi-Apparat 1aBt sich dahingegen fiir diese
Proteine ausschlieBen. Die Expression von GFP-markiertem PSD-Protein aller drei
bekannter PSD-Gene von Arabidopsis thaliana bestétigte damit die bisherigen
Erkenntnisse zur PSD-Lokalisierung in Eukaryonten, die bisher hauptsachlich an Hefe
gewonnen wurden.

Uberraschend war trotz identischen Vektors und gleichen Expressionssystems die stark
unterschiedliche Intensitdt des GFP-Signals. Da diese Beobachtung in mehreren
unabhangigen Versuchswiederholungen mit verschiedenen Plasmidpraparationen
reproduzierbar war, kénnen physiologische Effekte des transformierten Gewebes
(ausgelést  durch  z.B. leicht unterschiedliche Kulturbedingungen) oder der
Versuchsbedingungen weitgehend ausgeschlossen werden. Eventuell haben die
unterschiedlichen Bedingungen des jeweiligen Zellkompartimentes EinfluB auf die Faltung
des Fusionsproteins und damit auf die Intensitdt des GFP-Signals. Weiterhin kénnten
Transkription, Translation und Faltung des GFP-Proteins durch die jeweils verschiedenen
PSD-Sequenzen beeinfluBt werden. Es ist auffallig, daB die Expressionsstarke der GFP-
Fusionsproteine der beobachteten Expressionsstarke der nativen, endogenen PSDs
entsprachen. atPSD1-GFP wies die gr6Bte Signalintensitdt auf und konnte in einer
Vielzahl transformierter Zellen dokumentiert werden. Im Northern Blot mit verschiedenen
Geweben von Arabidopsis thaliana wurde atPSD1 ebenfalls als die offenbar am starksten
exprimierte PSD nachgewiesen. atPSD2-GFP lieferte ein weitaus schwacheres Signal und
es konnten weniger Transformanden dokumentiert werden. Im Northern Blot konnte kein
Signal fur atPSD2 gefunden werden, was fir eine schwache oder nur unter bestimmten
Umsténden eintretende Expression spricht. Fir atPSD3-GFP waren nur sehr schwache
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Signale bei einer sehr geringen Zahl an Transformanden detektierbar. Fir dieses Gen
konnte in dieser Arbeit kein Signal im Northern Blot ermittelt werden. Untersuchungen an
der sequenzahnlichen lePSD1 bestéatigten auch dort die extrem schwache Expression
dieser mitochondrialen PS Decarboxylase, die erst durch quantitative RT-PCR
nachgewiesen werden konnte (Rontein et al., 2003). So kénnte die in Arabidopsis thaliana
herrschende Expressionsregulation der PSD-Gene womdglich trotz des gleichstarken
Promotors auch auf die eingeschleusten Konstrukte wirken.

Bei diesen Betrachtungen ist zu berilcksichtigen, daB die Lokalisierung mittels Expression
von GFP-Fusionsproteinen als unterstiitzender, nicht jedoch als beweisender Ansaiz
herangezogen werden kann, da diese Technik stark von den jeweiligen
Gerateparametern, der Dokumentationsmethodik und der Bewertung durch den
Experimentator abh&ngt. Um fehlerhafte Eindricke aus einzelnen Schnittebenen zu
minimieren, wurden hier grundsatzlich dreidimensionale Bilder erstellt, um die Gesamtheit
aller Bildebenen und damit der gesamten Zelle zu reprasentieren. Zudem wurden von
jedem Ansatz stets mehrere exprimierende Zellen dokumentiert und bewertet. Da diese
Bewertung jedoch durch den rein visuellen Vergleich mit den jeweiligen Positivkontrollen
erfolgte, kann diese Methode nur begrenzt als Nachweisinstrument eingesetzt werden. Ein
weiteres Risiko besteht in der Mdglichkeit, daB das lange GFP-Protein die korrekte
Lokalisation des fusionierten Proteins stért oder abgetrennt wird und damit an anderer
Stelle detektiert wird. Daher sollte die Lokalisation von GFP-Proteinen mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie im Kontext mit anderen Experimenten (z.B. Immunfluoreszenz
Detektion an Gewebeschnitten), anderen Publikationen und Daten (z.B. Uberprifung auf
Signalpeptide) betrachtet werden.

5.4 T-DNA-Insertionsmutanten psd1 und psd2

Die mittels PCR und Southern Blot identifizierten Mutanten wurden durch Sequenzierung
als auch durch die Southern Analyse der genomischen Restriktionsfragmente als
homozygote psd-Mutanten bestéatigt. Wahrend die Southern Analyse und die Ergebnisse
der PCR bei psd1 auf das Vorliegen einer einzelnen T-DNA-Insertion in atPSD1
hinweisen, liegt bei psd2 vermutlich eine konkatamere T-DNA-Insertion vor. Derartige
Insertionsereignisse sind nicht untypisch und haben fir die physiologische
Charakterisierung der Mutanten keine Relevanz. Hinweise auf weitere Insertionen im
Genom liegen gemaB der Segregationsanalyse nicht vor, so daB die Anwesenheit von
weiteren Insertionen und damit von Hintergrundmutationen nicht anzunehmen war. Daher
wurde auf zeitintensive Rickkreuzungen der Einzelmutanten vor der Kreuzung verzichtet.
Durch Untersuchungen anderer psd-Mutanten aus z.B. der Syngenta-Population ist die
unabhangige Bestatigung des Phanotyps zusatzlich méglich.

5.4.1 Welche Bedeutung hat atPSD2 fiir die Gesamt-PSD-Aktivitat bei Arabidopsis
thaliana ?

Uberraschend war die offenbar stark unterschiedliche Expression, die atPSD71 und
atPSD2 unter den Standardkulturbedingungen zeigten. Die mRNA von atPSD1 konnte im
Wildtyp im Gegensatz zu der von atPSD2 in verschiedenen Geweben eindeutig
nachgewiesen werden. In der psdi/psd2-Mutante und in der psd1-Mutante war dieses
atPSD1-Transkript wie zu erwarten nicht mehr detektierbar. Die Abwesenheit des atPSD17-
Transkriptes fUhrte bei der psd1/psd2-Mutante und der psd7-Mutante zu einer rund 83 %
schwacheren PSD-Aktivitat als beim Wildtyp und der psd2-Mutante. Dahingegen konnte
kein Unterschied zwischen den PSD-Aktivitdten des Wildtyps und der psd2-Mutante
gefunden werden. Offenbar wird atPSD2 unter den Kulturbedingungen nicht oder nur sehr
schwach exprimiert und hat damit keinen oder nur einen sehr geringen Anteil an der
Gesamt-PSD-Aktivitdt von Arabidopsis thaliana. atPSD2-cDNA wurde mittels PCR aus
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Einzelstrang-cDNA von Arabidopsis thaliana erfolgreich amplifiziert. Daher kann es sich
nicht um ein Pseudogen handeln, das als nicht-exprimierte Kopie eines Genes definiert
wird (http://www.hospvd.ch/public/chuv/ genmol/ssgm/bul/article/ssgm37d-5.htm).
Womoglich ist die Expressionsstarke von atPSD2 an bestimmte Wachstumskonditionen
oder Entwicklungsschritte gebunden. Zur Uberprifung dieser Annahme sind weitere PSD-
Enzymtests und Northern Blots zur Ermittlung der atPSD2-Expression unterschiedlicher
Entwicklungsstadien und unter Variation der Anzuchtbedingungen (z.B. Lichtstarke,
Temperatur, Feuchte, Nahrstoffe) erforderlich. Eventuell sind auch Expressionsstudien mit
sensibleren Methoden (z.B. RT-PCR) erforderlich um das PSD2-Transkript in den
Mutanten genau zu quantifizieren.

5.4.2 Wodurch erfolgt die noch nachweisbare Decarboxylierung des PS-Substrates
in der psd1/psd2-und psd7-Mutante ?

In dieser Arbeit wurde mittels Northern und Southern Blot sowie Sequenzierung gezeigt,
daB die Gene von atPSD1, bzw. atPSD2 in den psd1- und psd1/psd2-Mutanten durch die
T-DNA-Insertion unterbrochen sind und zumindest das Transkript von atPSD17 in diesen
Mutanten nicht mehr detektierbar ist. Bei den PSD-Enzymtests zeigte sich, daB die
psd1/psd2-Mutante und psd7-Mutante in Bezug auf ihre PSD-Aktivitat nicht voneinander
zu unterscheiden sind. Beide weisen noch eine geringe PS-Substrat-Decarboxylierung
auf, die etwa nur 17 % von der des Wildtyps betragt. Diese Decarboxylierung ist nicht
mehr nachweisbar, wenn die Proteinextrakte vor dem Enzymtest auf 95° C erhitzt werden.
Dies weist auf eine tatsachlich durch enzymatische Aktivitdt verursachte
Substratdecarboxylierung hin, da diese Aktivitat durch das Erhitzen zerst6rt werden kann.
Eine Autodecarboxylierung des Substrates im Rahmen eines chemischen
Zerfallsprozesses kann damit weitgehend ausgeschlossen werden. Mdgliche
Erklarungsansatze fir diese Substratdecarboxylierung sind daher:

1. PSD-Aktivitat der mitochondrialen PSD3
2. Substratdecarboxylierung durch andere zellulare Decarboxylasen
3. Existenz weiterer PS-Decarboxylasen

Die beobachtete Decarboxylierung des Substrates kénnte durch die mitochondriale PSD3
verursacht werden. Diese Annahme 1aB8t sich anhand der vorliegenden
Enzymaktivitdtsdaten nicht stitzen, da diese Tests mit einer microsomalen Fraktion
durchgefihrt wurden, bei der die Mitochondrien weitgehend entfernt wurden. Bei dem
PSD-Enzymtest wird ein mikrosomaler Proteinextrakt aus Gesamtgewebe eingesetzt, der
hauptsachlich Membranbestandteile der Plasmamembran, des Endoplasmatischen
Retikulums, des Golgi Apparates und des Tonoplasten enthalt. Damit wurden mit diesem
Verfahren hauptsachlich die Aktivititen extramitochondrialer PSDs ermittelt. Die in
psd1/psd2 beobachtete Restaktivitat ist dementsprechend nicht oder nur zu geringem Teil
mitochondrialer Herkunft. Dementsprechend ist die Aussagekraft der Enzymaktivitatsdaten
zu psd3 gering da auch hier hauptsachlich extramitochondriale PSD-Aktivitaten ermittelt
wurden. Allerdings wurde jedoch von Rontein et al. (2003) Untersuchungen zur PSD-
Gesamtaktivitat und zur mitochondrialen PSD-Aktivitdt an einer sehr &hnlichen Mutante
durchgeflhrt. Die dort untersuchte Mutantenlinie 508 C12 weist die T-DNA-Insertion 66
bp vor dem Startcodon auf, wahrend die hier verwendete psd3-Mutante mit der
Bezeichnung 508_C10 die Insertion 68 bp vor dem Startcodon aufweist. Die
Untersuchungen zeigten, daBB es sich bei 508 C12 sogar um eine Uberexprimierende
Mutante handelt. Demnach ist die mitochondriale PSD-Aktivitat in dieser Mutante um das
Neunfache gegentber dem Wildtyp gesteigert, wahrend der Lipidphanotyp und die
Gesamt-PSD-Aktivitdt unverandert bleibt. Damit wird die Annahme gestitzt, daB die
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mitochondriale PSD offenbar nur sehr gering an der Gesamt-PSD-Aktivitat bei Arabidopsis
thaliana beteiligt ist.

Weiterer Hinweise daflr ist die in dieser Arbeit bereits vermutete, geringe Expression von
atPSD3, was durch die Untersuchungen von Rontein et al., (2003) bestatigt wird, die fur
dieses Gen eine sehr niedrige Expressionsrate (MRNA Haufigkeit 1:10000) nachwiesen.
Demnach ist PSD3 vermutlich nicht oder nur in sehr geringem MaBe an der bei psd7 und
psdi/psd2 beobachteten Substratdecarboxylierung beteiligt. Nicht auszuschlieBen ist
jedoch, daB es sich zumindest bei einem Teil der Restaktivitat in der psd1/psd2-Mutante
um PSD3-Aktivitat, z.B. durch Verunreinigungen mit Mitochondrien, handelt. Hierzu
besteht weiterer Klarungsbedarf, z.B. durch Enzymtests mit weiter fraktionierten
Proteinextrakten.

Es besteht grundsétzlich die Méglichkeit, daB bei diesem Enzymtest Decarboxylasen aus
anderen Zellkompartimenten aktiv sind, das Substrat umsetzen kénnen. Dieser mégliche
Nebeneffekt wurde bei der Entwicklung des Enzymtests durch Marshall und Kates weder
naher untersucht oder diskutiert. Hinweise auf solche Nebenreaktionen in pflanzlichen
Proteinextrakten in Anwesenheit von Serin und anderen Aminosauren liegen jedoch
bereits vor (Rontein et al., 2001, Birecka et al. 1985). Daher ist dem Enzymtest besondere
Aufmerksamkeit zu schenken.

Der hier verwendete Test unterscheidet sich nur geringflgig von dem fir Hefe etablierten
System. Die psd1/psd2-Doppelmutante von S. cerevisiae zeigt in diesem klassischen
PSD-Enzymtest nach Kanfer und Kennedy (1964) keine nachweisbare PSD-Aktivitat mehr
(Trotter et al., 1995). Bei diesem klassischen Verfahren wird im wesentlichen ein
Kaliumphosphatpuffer (pH 6,8) und eine Detergenz (Triton X-100) eingesetzt, wobei die
Reaktion bei 36° C stattfindet. Als Substrat kommt hauptsachlich Phosphatidyl-[1-"*C]serin
zum Einsatz. Der eigentliche Nachweis des Umsatzes erfolgt im klassischen Enzymtest
durch Auffangen des abgespalteten und radioaktiv markierten CO, durch einen Filter, der
anschlieBend im Szintillationszahler vermessen wird.

Der in dieser Arbeit verwendete PSD-Enzymtest unterscheidet sich im wesentlichen durch
das Substrat 1,2,-dioleoyl-L-3-Phosphatidyl-L-[3-'*C]serin, das damit radioaktiv markiertes
Phosphatidylethanolamin anstelle von CO. liefert, sowie in der Methodik der Detektion
(Dunnschichtchromatographie mit anschlieBender Autoradiographie). Es gibt jedoch
Hinweise, daB3 die Art des Enzymtestes und insbesondere des Substrates eine wichtige
Rolle bei der Ermittlung der PSD-Aktivitat haben.

Bei Studien durch Rontein et al. (2003) ergaben sich bei Verwendung des l6slichen
Substrates  1-acyl-2-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]caproyl-phosphatidyl-[1’-
“Clserin anstatt des membranstandigen Phosphatidyl-L-[1’-'*C]serin deutlich niedrigere
PSD-Aktivitaten. Eventuell ist damit die SensibilitAit und Spezifitat der verschiedenen
Testmethoden fir Untersuchungen pflanzlicher PS Decarboxylasen von Bedeutung. Ob
hier also diese Unterschiede im Substrat oder die komplexe Biochemie des Modellsystems
Arabdopsis thaliana fur die beobachtete Decarboxylierung verantwortlich sind, ist noch
weiter zu untersuchen. So waren Enzymtests mit weiter fraktionierten Proteinextrakten und
eventuell unter den verschiedenen Testsystemen mdgliche Ansétze.

Fir die Existenz weiterer PS Decarboxylase Gene in Arabidopsis thaliana gibt es bisher
keinen Hinweis. Da Arabidopsis thaliana inzwischen vollstandig durchsequenziert wurde,
ist die genomweite Suche mittels Sequenzvergleich mit bekannten PS Decarboxylasen
moglich. Diese ergab mit PSD-Genen aus verschiedenen Organismen keine weiteren
PSD-Gene auBer den drei bisher bekannten Sequenzen. Insbesondere der zum Teil stark
konservierte C-Terminus, der bei allen bisher bekannten PSDs gefunden wurde, sollte
weitere maogliche PSD-Gene mit groBer Sicherheit identifizieren. Daher ist dieser
Erkldrungsansatz eher unwahrscheinlich.
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5.4.3 Welche Bedeutung hat atPSD3 fiir die Gesamt-PSD-Aktivitat in Arabidopdis
thaliana ?

Die Lage der T-DNA-Insertion in der Promotorregion der psd3-Mutante wurde durch
Sequenzierung Uberprift. Es war nicht mdglich, dieses Transkript in der Mutante oder im
Wildtyp Uber Northern Blot nachzuweisen, so daB der Nachweis flir die tatsachlich in der
Mutante unterbundene Expression noch aussteht. Durch den auch far den Wildtyp
fehlenden Nachweis der atPSD3-Expression bleibt ungeklart, ob atPSD3 unter diesen
Bedingungen Uberhaupt exprimiert wird. Damit fehlt wie auch bei atPSD2 der Nachweis,
daB die Insertion im Promotorbereich des PSD3-Genes die Transkription des Genes
tatséchlich unterbindet. Die groBe Ahnlichkeit zu der durch Rontein et al. (2003)
untersuchten Mutante (siehe 5.4.2) kbnnte sogar bedeuten, daB es sich auch hier um eine
Uberexpressionsmutante handelt. Da die Amplifikation der atPSD3-cDNA aus
Einzelstrang-cDNA madglich ist, liegt auch hier wie im Fall von atPSD2 kein Pseudogen
vor. Allerdings ist es mdglich, daB atPSD3 generell nur einen geringen Anteil an der
Gesamt-PSD-Aktivitdt hat oder aber nur unter bestimmten Umstanden
(Entwicklungsstadien, Wachstumsbedingungen) exprimiert wird. Die Studien von Rontein
et al. (2003) zeigten, daB atPSD3 in der von ihnen untersuchten psd3-Mutante noch
exprimiert wird und aktiv ist. Tatsachlich wurde sogar in mitochondrialen Proteinextrakten
eine neunfach stérkere PSD-Aktivitat als im Wildtyp ermittelt. Dabei blieb jedoch der
Lipidphéanotyp und die PSD-Gesamtaktivitat unverandert. Der in der Arbeit von Rontein et
al. (2003) ermittelte PS-Anteil von rund 8,6 %, bezogen auf der Summe aus PS und PE in
der psd3-Mutante und im Wildtyp deckt sich mit den hier ermittelten Werten fir die
Mutante 508_C10. Die im Wildtyp nachgewiesene, geringe Expression der atPSD3 mit
einer Kopienhaufigkeit von 1:10000 durch Rontein et al. (2003) unterstitzt die Deutung,
daB nur ein geringer Anteil der mitochondrialen PSD an der Gesamt-PSD-Aktivitéat beteiligt
ist. Dies Uberrascht insofern, als daB die mitochondriale PSD bei Hefe (scPSD1) dort den
Hauptanteil an der Gesamt-PSD-Aktivitat darstellt. Bis zu 96 % der zellularen Gesamt-
PSD-Aktivitat wird von der mitochondrialen scPSD1 gestellt (Trotter und Voelker, 1994).
Allerdings fehlen weitere Untersuchungen zu der PSD-Aktivitat in anderen Eukaryonten so
daB die Datenlage damit fir allgemeine Aussagen noch unzureichend ist. Die
Anwesenheit einer mitochondrialen PSD in Pflanzen laBt vermuten, daB analog zu den
Hefe-Mitochondrien auch pflanzliche Mitochondrien auf eine interne PE-Versorgung
angewiesen sind, die nicht durch Importe aus extramitochondrialen PE-Pools gedeckt
werden kann. Allerdings sind flr weitere Aussagen noch zusatzliche Experimente wie
Expressionsstudien mittels RT-PCR und PSD-Enzymtests mit mitochondrialen Fraktionen
an der hier verwendeten psd3-Mutante erforderlich. Aufgrund der Ahnlichkeit zu der von
Rontein et al. (2003) untersuchten Mutante besteht das Risiko, daB3 es sich auch hier nicht
um eine PSD3-defiziente Linie handelt, so daB die Durchmusterung anderer
Mutantenpopulationen nach psd3-Mutanten mit T-DNA-Insertionen im ORF ein alternativer
Ansatz waére.

5.4.4 Warum bleiben die PS- und PE-Gehalte in den Mutanten unverandert ?

Bei der physiologischen Charakterisierung der psd-Mutanten waren keine signifikaten
Unterschiede zum Wildtyp festzustellen. Das Gesamtfettsduremuster wie das
Fettsduremuster von PE und PS sind unverandert. Das Mengenverhaltnis von PS zu PE
ist ebenfalls unverandert. Es betragt in etwa 1:12 in allen Linien.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, daB atPSD1 mit Gber 80 % den Hauptanteil an der
extramitochondrialen Gesamt-PSD-Aktivitat bei Arabidopsis thaliana stellt und aufgrund
der geringen PSD3-Aktivitat offenbar auch fir den gréBten Anteil der zellularen PSD-
Gesamtaktivitdt verantwortlich ist. Damit wéare unter der Annahme, daB die
Decarboxylierung des Phosphatidylserins fur einen GroBteil des zellularen PE-Pools
verantwortlicht ist und dieser Stoffwechselweg nicht oder nur unzureichend durch
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alternative Wege kompensiert werden kann, in der psd7- und psd1/psd2-Mutante
zumindest eine Verschiebung des PS-PE-Verhaltnisses zu erwarten. Da dies nicht auftritt,
ist zu vermuten, daB die Decarboxylierung von Phosphatidylserin durch die
Phosphatidylserin  Decarboxylase unter den Standardkulturbedingungen keinen
wesentlichen Beitrag zum Gesamt-PE-Pool liefert.

Damit wlrde dies die bisherige Lehrmeinung stitzen, daB die PE-Synthese Uber CDP-
Ethanolamin (Kennedy und Weiss, 1956) in Eukaryonten wie Hefe (Birner et al., 2001),
Pflanzen (Sparace et al., 1981) und Saugetieren (Henneberry et al., 2002) den Hauptweg
fir die PE-Synthese darstellt. Die Synthese tber die PSD leistet demnach nur einen sehr
kleinen Beitrag oder einen Anteil, der in den psd-Mutanten problemlos durch den CDP-
Ethanolamin-Weg oder anderen Wegen ersetzt werden kann. Um dies zu Uberprifen,
muBte die PE-Synthese vor allem Uber den CDP-Ethanolamin-Weg in den Mutanten und
im Wildtyp quantifiziert werden (z.B. Expressionsstudien und Enzymtests fir die CDP-
ethanolamin:1,2-diacylglycerol ethanolaminphosphotransferase). Es ist weiterhin mdglich,
daB die PE-Synthese Uber die PSD nur unter bestimmten Bedingungen relevant wird.
Unter Stressbedingungen, bei bestimmten Entwicklungsschritten oder unter
Mangelsituationen kénnte dieser Weg eine bedeutendere Rolle bei der Synthese von
Phosphatidylethanolamin einnehmen. So kann der Bedarf, bzw. die Verflgbarkeit von
Ethanolamin eine Rolle spielen, das sowohl {ber die PSD als auch Uber die
Decarboxylierung von freiem Serin synthetisiert werden kann (Mudd und Datko, 1989;
Ronteil et al., 2001). Die Verflgbarkeit von Ethanolamin hat direkten EinfluB auf die
Produktion des osmoprotektiven Agens Glycinbetain und ist damit ein wichtiger
Forschungszweig in der ,griinen® Gentechnik (Rontein et al., 2002; Nuccio et al., 1998). In
der psd3-Mutante 508 C12 zeigten sich dort trotz gesteigerter Expression und PSD-
Aktivitat ebenfalls keine Veranderungen in der Lipidkomposition der Mitochondrien was auf
eine strenge Regulation der Lipidzusammensetzung; womdglich durch Verédnderungen im
PS-Import oder PE-Export, hinweist (Rontein et al., 2003). Eventuell wirkt diese strenge
Regulation nicht nur mitochondrial, sondern betrifft die gesamte Zelle. An Hefe konnte
zudem gezeigt werden, dafB die Stoffwechselwege zum PE nicht redundant sind. Obwohl
auch dort der CDP-Ethanolamin-Weg vorhanden ist, flhrt ein Ausschalten der
mitochondrialen scPSD1 bereits zu einem deutlichen Lipidph&notyp. Allerdings ist in Hefe
der mitochondriale PE-Gehalt generell sehr hoch (Tuller et al., 1999) und die mitochondrial
lokalisierte scPSD1 macht zwischen 88 bis 96 % der gesamten zellularen PSD-Aktivitat
aus (Trotter und Voelker, 1994). In Arabidopsis thaliana, bei der die mitochondriale PSD-
Aktivitat nur einen marginalen Anteil einnimmt, sind derartig drastische Effekte bisher nicht
zu beobachten. Letztlich ware auch hier die Erzeugung einer Dreifachmutante hilfreich, um
kompensatorische Effekte der verschiedenen PS Decarboxylasen untereinander restlos
auszuschlieBen.
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6 Ausblick

Mit dieser Arbeit wurden erste Grundlagen flr die Erforschung eines noch weitgehend
unbekannten Bereiches der pflanzlichen Phospholipidbiosynthese gelegt. Mit den hier
vorgestellten Ergebnissen und Mutanten bieten sich diverse Ansatze, um die Bedeutung
und Funktion dieses Stoffwechselweges weiter zu klaren. So waren Untersuchungen zur
Expression und Aktivitat der am Kennedy-Weg maBgeblich beteiligten Enzyme notwendig
um zu klaren, ob der Ausfall der PSD eine Kompensation bei der PE-Produktion durch
diesen wichtigen Stoffwechselweg zur Folge hat. Die Erzeugung einer Dreifach-Mutante
flr alle PSD-Gene in Arabdiopsis thaliana ware ein weiterer Schritt, der zur Klarung dieser
Fragestellung beitragt. Allerdings ist bisher keine geeignete psd3-Mutante, bei der die
Expression von atPSD3 nachweislich unterbunden ist, bekannt. Die Arbeiten von Rontein
et al. (2003) haben zudem gezeigt, daB3 die heterologe Expression und Komplementation
pflanzlicher PSD-Gene in Hefemutanten grundsatzlich mdglich ist. Auf Basis dieser
Techniken ware dies auch fiir die PSD-Gene von A. thaliana ein geeigneter Ansatz.
Alternativ und erganzend waren Versuche wie die Expression in Insektenzellen oder die
Komplementation der psd-Mutanten von Arabidopsis thaliana moglich. Weitere
Untersuchungen an den in dieser Arbeit beschriebenen psd-Mutanten waéren
Untersuchungen zur PSD-Expression, bzw. PSD-Aktivitéat unter StreBbedingungen, die vor
allem der Frage nach der Bedeutung von atPSD2 nachgehen wirden. Untersuchungen
der PSD-Aktivitat unter den verschiedenen verfligbaren Testsystemen und mit weiter
fraktionierten Proteinextrakten waren moégliche Ansatze um die Ursachen der hier noch
beobachteten Substratdecarboxylierung in der Doppelmutante aufzuklaren.
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