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1 Einleitung

1.1 Vitamin B6

1.1.1 Entdeckung und Struktur von Vitamin B6

Vitamin B6 wurde in den 1930er Jahren im Zusammenhang mit Untersuchungen an
,Pellagra“, einer humanen Hautkrankheit, gefunden (Gyorgy 1934; Kuhn und Wendt 1938).
Zunachst als rat pellagra prevention factor (Gyorgy 1934) bezeichnet, wurde es nach der
Aufklarung der Struktur 1939, aufgrund der Ahnlichkeit zu Pyridin, in Pyridoxin umbenannt
(Gyorgy und Eckardt 1939). Weitere Studien zeigten, dall zu dem physiologisch aktiven
Vitamin B6 nicht nur Pyridoxin, sondern auch dessen Derivate Pyridoxal und Pyridoxamin zu
zahlen sind (Snell et al. 1942; Snell 1944). So umfal3t der heute geladufige Begriff Vitamin B6
eine Gruppe von Pyridoxinderivaten, die sich in den Substituenten an 4" Position
folgendermaRen unterscheiden: Pyridoxin (PN) tragt eine Hydroxylgruppe (CH,-OH),
Pyridoxal (PL) eine Aldehydgruppe (CH-O) und Pyridoxamin (PM) eine Aminogruppe (CH,-
NH;) (Abbildung 1.1). Desweiteren kénnen die Vitamin B6 Derivate auch als phosphorylierte

Versionen vorliegen.

OH NH, _0
o e "
Ho” 2o e H HO” ‘Hl‘(‘/ N O HO” L.Hz‘('/ C‘*\‘('/ OH
[ | [l | I |
HC. _-C HC._ _-C HC._ _-C
N \CH3 \N/ \CHj \.N/ \CH3
Pyridoxin (PN) Pyridoxamin (PM) Pyridoxal (PL)
OH NH 0
2 ~
0. PH H:<|3/ 0. OH H:(lf/ ’ 0. OH H(I:/
=~ >~ NS
~ C OH P CH, ¢ OH p CH C OH
Ho/ ~0” 2‘(‘/ Secd HO/ ~0~ Z.C./ e Ho/ ~0” 1‘(‘/ S
I | I | [l |
HC_ _C HC._ _-C HC. _-C
\N/ \CHR \N/ \CH3 \N/ \CH3

Pyridoxin 5°-Phosphat (PNP) Pyridoxamin 5’-Phosphat (PMP) Pyridoxal 5°-Phosphat (PLP)

Abbildung 1.1: Strukturelle Darstellung der Vitamin B6 Derivate. Pyridoxin, Pyridoxamin und
Pyridoxal in ihrer unphosphorylierten sowie phosphorylierten Form, verandert nach Mooney
und Hellmann (2010).
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1.1.2 Funktion von Vitamin B6

1.1.2.1 PLP-abhdngige Enzyme

Nach der Entdeckung von Vitamin B6 wurden in den ersten Studien ausschlieRlich tber die
Funktion der Pyridoxinderivaten im tierischen Wachstum berichtet (Gyorgy 1934; Snell et al.
1942). Seit diesen friihen Untersuchungen ist die wahre Bedeutung von Vitamin B6 besser
erkannt worden und es konnte aufgeklart werden, daR Vitamin B6 in deutlich mehr
Prozessen eine wichtige Rolle spielt. So erfillt z.B. Vitamin B6 in Form von
Pyridoxal 5°-Phosphat (PLP) seine primdre Funktion als Kofaktor fiir viele essentielle
enzymatische Reaktionen in diversen Stoffwechselwegen und ist damit unverzichtbar fir alle
Organismen. Dies ist insbesondere hervorzuheben, da nur Pflanzen, Pilze, Archaeen und
einige Bakterien die Fahigkeit besitzen, Vitamin B6 selbst herzustellen. Tierische
Organismen, der Mensch eingeschlossen, kénnen dagegen Vitamin B6 nicht neu
synthetisieren und sind auf dessen Aufnahme durch die Nahrung angewiesen.

Enzyme, welche PLP als Kofaktor bendtigen, faBt man aufgrund ihrer hohen Anzahl zu einer
eigenen PLP-abhdngigen Enzymgruppe zusammen. Zu ihnen gehoéren lGber 140 verschiedene
Enzyme, die nach dem ,Enzyme Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology” (www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme) zu 5 von 6
Enzymklassen gehoéren (Oxidoreduktasen EC1, Transferasen EC 2, Hydrolasen EC 3, Lyasen EC
4, bzw. Isomerasen EC 5).

Die Uberwiegende Mehrheit der PLP-abhdngigen Enzyme erfillt ihre Funktion im
Aminosauremetabolismus und wird beispielsweise bei Transaminierungs-, Racemisierungs-,
Decarboxylierungs-, B/y-Eleminierung- sowie Ausstauschreaktionen bendtigt (Drewke und
Leistner 2001; Eliot und Kirsch 2004). Trotz der Vielfalt liegt bei allen diesen Reaktionen ein
Grundprinzip vor: PLP-abhadngige Enzyme binden den Kofaktor PLP, in der Regel an eine
konservierte e-Aminogruppe eines katalytischen Lysinrestes, und formen so eine Schiff’sche
Base oder internes Aldimin. Durch eine Verdrangung des Lysinrestes mittels einer
Substrataminosdaure kann diese im Weiteren durch die Bildung eines externen Aldimins
kovalent an PLP gebunden werden (Abbildung 1.2 A). Hierbei agiert der protonierte
Pyridinring von PLP als Elektronenfalle und stabilisiert die negative Ladung am a-C-Atom der
Aminosaure. Abhangig von der Spezifitat des Enzyms folgen die oben genannten Reaktionen.

Zum Beispiel wandeln Transaminasen o-Ketosduren zu Aminosduren um, wahrend



Einleitung Seite |3

Racemasen den Schritt von D- zu L-Aminosauren katalysieren (Grogan 1988). In anderen
Reaktionen wie Eliminierungs- oder Austauschreaktionen kénnen die Seitenketten (R) der
Aminosauren durch andere Substituenten ersetzt (Abbildung 1.2 B) oder abgespalten
werden (Abbildung 1.2 C). Die letztgenannte Reaktion kann z.B. auch eine

Decarbarboxylierungsreaktion sein, bei der CO, von der Aminosaure abgespalten wird.

A .
coo Transammlerung

Racemisierung

B- /y- Eliminierungs- bzw.
l\ Austauschreaktionen

3@*
O\III

coo”
o
H N ~H Ho N~ H
5 5
AN | ]
N N
h A
Decarboxylierung Seitenkettenabspaltung

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der verschiedenen im Aminosauremetabolismus von
PLP-abhangigen Enzymen katalysierten Reaktionen. PLP-abhadngige Enzyme bilden mit PLP eine
Schiff’'sche Base aus (internes Aldimin). Eine Substrat-Aminosdure kann dann durch Bildung
eines externen Aldimins durch PLP gebunden werden (A). Je nach Spezifitdt der Enzyme kann
nun die gebundene Aminosdure durch Transaminierung, Racemisierung, Eliminierung (B),
Decarboxylierung (C) und Seitenkettenabspaltung (D) verdndert werden. P-Phosphatrest,
R-Seitenkette; verdndert nach Percudani und Peracchi (2009)

PLP-abhangige Enzyme sind auch am Fettsdauremetabolismus beteiligt. Hier spielt das Enzym
5-6-Desaturase eine wichtige Rolle bei der Umsetzung von Linolsdure zu y-Linolsaure
(Nakamura und Nara 2004; Cabrini et al. 2005). Dieser Schritt ist limitierend bei der Synthese
von mehrfach ungesattigten Fettsduren und damit auch fir die Bildung von Phospholipiden.
Die Komposition von ungesattigten zu gesattigten Fettsauren in Phospholipiden ist letztlich
verantwortlich fiir die Fluiditat von Zellmembranen (Stubbs und Smith 1984).

Andere Enzyme wie die PLP-abhdngige Glykogen- und Glukan-Phosphorylase zeigen, dal? PLP
auch eine wichtige Rolle beim Glykogen und Starkeabbau spielt (Palm et al. 1990; Helmreich

1992). Die Enzyme vermitteln die Freisetzung von Glukose-1-P beim Abbau von Glykogen
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bzw. Starke und sind somit unmittelbar in die Regulierung des Energiehaushaltes bei
tierischen und pflanzlichen Organismen involviert.

Dariiber hinaus sind PLP-abhdngige Enzyme in der Hamoglobin Bildung bzw. in der
Chlorophyllbiosynthese aktiv. Bei beiden Biosynthesewegen ist die Bildung von
O-Aminolavulinatsdure als direkte Synthesevorstufe der reaktionsbestimmende Schritt. In
Sdugern und Vogeln wird &-Aminolavulinatsaure durch das Enzym &6-Aminolavulinat
Synthase gebildet. In Pflanzen und Algen wird die Saure durch Glutamat-1-semialdehyd 2,1-
Aminomutase gebildet (Cheltsov et al. 2003). Beide genannten Enzyme bendtigen PLP als
Kofaktor.

Ein weiteres Beispiel fiir die Bedeutung von PLP-abhangigen Enzymen ist die pflanzliche
Biosynthese des Phytohormons Ethylen. Hierbei wird 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure
(ACC), die direkte Vorstufe von Ethylen, von der Aminocyclopropan-carbonsadure Synthase

(ACS) aus S-Adenosylmethionin gebildet (Rottmann et al. 1991).

1.1.2.2 Antioxidative Wirkung und weitere Funktionen von Vitamin B6

Neben der Funktion als Kofaktor fiir enzymatische Reaktionen erfillt Vitamin B6 auch eine
direkte Rolle als Antioxidant (Bilski et al. 2000; Chen und Xiong 2005; Denslow 2005). Es
konnte gezeigt werden, dafl} Vitamin B6 im Vergleich zu Vitamin C und E eine dhnliche oder
sogar hohere antioxidative Wirksamkeit aufweist (Daub und Ehrenshaft 2000; Bilski et al.
2002). Dies ist bemerkenswert, da man diese Aktivitdt bei strukturell &hnlichen
Pyridinderivaten bisher nicht beobachten konnte. Im Speziellen bietet Vitamin B6 einen
besonders effektiven Schutz vor Singulett-Sauerstoff. Diese reaktive Sauerstoffspezies ist
energiereich und wird z.B. in lichtabhangigen Reaktionen von sogenannten Photosensitizern,
wie z.B. bei Pflanzen den zelleigenen Chlorophyllen aus dem light-harvesting antenna
complex der Photosynthese oder anderen chemischen Verbindungen, wie beispielsweise
Rose Bengal und Cercosporin gebildet (Triantaphylides und Havaux 2009). Singulett-
Sauerstoff ist ein besonders starkes Oxidationsmittel und ist fiir viele photooxidative
Schaden in Pflanzen verantwortlich (Triantaphylides et al. 2008). Singulett-Sauerstoff dient
auBBerdem pflanzlichen Zellen zur Pathogenabwehr und wird von ihnen selber zu diesem
Zweck mit Hilfe von z.B. Phytoalexinen freigesetzt (Flors und Nonell 2006). In welcher Weise
Vitamin B6 als Antioxidant schitzend fungiert ist im Detail noch nicht bekannt. Zur Zeit wird

diskutiert, ob Vitamin B6 direkt als Radikalfanger gegen Singulett-Sauerstoff aktiv wirkt
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(Bilski et al. 2000). Moglicherweise vermindert Vitamin B6 die Produktion von Singulett-
Sauerstoff, beispielsweise durch Reduktion von photoaktiviertem Cercosporin und
verhindert unter Bildung von Peroxiden die Anreicherung von Singulett-Sauerstoff.

Zusatzlich zu der antioxidativen Aktivitat ist Vitamin B6 nicht nur als Kofaktor direkt an
Stoffwechselwegen beteiligt, sondern wird z.B. in Saccharomyces cerevisiae, aber auch in
anderen Organismen, als direkte Vorstufe fiur die Thiamin (Vitamin B1) Biosynthese
verwendet (Rodriguez-Navarro et al. 2002; Nosaka 2006). Vitamin B1 ist als Kofaktor wichtig
fir die Verwertung von Zucker als Energiequelle, im Speziellen jedoch bei der Vergarung von
Zuckern. Es hat sich sogar gezeigt, daBR Hefestimme mit einem intrazelluldr erhéhten
Vitamin Bl sowie Vitamin B6 Gehalt besonders geeignet fir industriellen
Fermentationsanlagen sind, wie sie z.B. in der Bioethanolgewinnung eingesetzt werden
(Stambuk et al. 2009).

Ein Einsatz von Vitamin B6 in der Humanmedizin wird ebenfalls diskutiert, da das Vitamin
eine mogliche positive Wirkung bei Erkrankungen wie zum Beispiel diabetis melitus,
Bluthochdruck, Depressionen und Schizophrenie besitzt (siehe Ubersicht in Mooney et al.
2009 sowie Hellmann und Mooney 2010).

Die hier in Auszligen dargestellte Funktion von PLP-abhdngigen Enzymen sowie die
aufgefiihrte direkte antioxidative Funktion zeigen deutlich, welch breites Aktionsspektrum
das Vitamin B6 in den unterschiedlichsten Stoffwechselwegen bzw. zelluldren Prozessen

umfaBt und wie essentiell das Vorhandensein von PLP fiir lebende Organismen ist.

1.1.3 Vitamin B6 Derivate

Waéhrend die Funktion von PLP sehr gut erfaBt ist, gibt es zusatzlich noch eine ganze Reihe
weiterer Vitamin B6 Derivate, deren Funktion nur ansatzweise oder noch nicht bekannt sind.
Zu ihnen gehoren z.B. N-Hexanoylpyridoxamin (HAPM), N-Nonandioylpyridoxamin
Monoamid (NDAPM), N-Pentanedioylpyridoxamin Monoamid (PDAPM),
N-Formylpyridoxamin (FAPM). Das bekannteste Beispiel ist 4’-O-Methylpyridoxin, das
sogenannte Ginkgotoxin. Es wird von den Baumen Ginkgo biloba (Leistner und Drewke 2010)
bzw. verschiedenen Albizia Spezies (Fiehe et al. 2000) gebildet und ist ein nicht funktionales
Vitamin B6 Derivat. 4’-O-Methylpyridoxin inhibiert die Phosphorylierung von Pyridoxal durch
eine kompetitive Hemmung des Enzyms PDXK aus dem Vitamin B6 salvage Syntheseweg

(siehe Abschnitt 1.2.2). Man spricht beim Ginkgotoxin auch von einem Antivitamin. Die
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Aufnahme des Toxins kann bei Menschen zu epileptischen Krampfen, neuronalen Stérungen
und zu einem sehr komplexen Krankheitsbild, dem sogenannten Gin-nan-sitotoxismus,
fihren (Wada et al. 1985).

Eine weiteres Vitamin B6 Derivat ist die glykosylierte Form 5'-0-(B-D-Glucopyranosyl)
Pyridoxin. Glykosyliertes Vitamin B6 konnte unter anderem in Sojabohnen, Reis und Ginkgo
nachgewiesen werden (Suzuki und Uchida 1998; Scott et al. 2000; Opassiri et al. 2004) und
macht in vielen Friichten und Gemiuse 5-80% des gesamt Vitamin B6 Gehaltes aus (Gregory
und Ink 1987). Es wird angenommen, dal} die glykosylierten Formen als Speicherform
dienen, die mobilisiert werden kénnen, wenn Vitamin B6 von der Pflanze gebraucht wird.

Ein weiteres, nicht funktionales Vitamin B6 Derivat ist 4-Pyridoxin Saure, welche als
katabolisches Produkt aus der Oxidation von PN zu PL bzw. aus der Transamination von PM

zu PL gebildet wird (Stanulovic et al. 1976) .

1.2  Vitamin B6 Biosynthese

Es gibt grundsatzlich verschiedene Wege des Vitamin B6 Aufbaus. Zum einen wird Vitamin
B6 de novo neu synthetisiert und zum anderen gibt es den salvage Aufbauweg, eine Art
Recyclingweg, indem aufgenommene Pyridoxinderivate in PLP umgewandelt werden
(Abbildung 1.3).

Man unterscheidet bei den de novo Aufbauwegen den Deoxyxylose-5-Phosphat-(DXP)
abhangigen Weg, welcher bei Eubakterien wie Escherichia coli vorliegt und den DXP-
unabhangigen Weg, der in Archaeen, in Eukaryoten und in einigen Bakterien wie Bacillus
subtilis vorkommt. Es ist besonders interessant festzustellen, daR die beiden de novo
Aufbauwege jeweils in unterschiedlichen Organismen auftreten und nicht parallel ablaufen
(Ehrenshaft et al. 1999a). Wie bereits erwadhnt, gibt es jedoch auch Organismen wie den
Menschen, die keine Neusynthese mehr betreiben und die auf eine direkte Aufnahme von
Vitamin B6 durch die Nahrung angewiesen sind.

Im Gegensatz zu der Neusynthese ist der salvage Syntheseweg bisher in allen untersuchten
Organismen mit Ausnahme von Archaebakterien gefunden worden, unabhangig davon, ob
sie einen der beiden de novo Syntheseweg nutzen kdnnen oder nicht (Tanaka et al. 2005). Im

Folgenden werden die de novo und salvage Biosynthesewege im Detail beschrieben.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der verschiedenen Vitamin B6 Biosynthesewege. De
novo DXP-unabhdngiger sowie DXP-abhangiger Biosyntheseweg und salvage Syntheseweg;

verdndert nach Mooney et al. (2009).

1.2.1 Die de novo Vitamin B6 Biosynthese

1.2.1.1 Der DXP-abhdngige Syntheseweg

Der Vitamin B6 de novo DXP-abhangige Syntheseweg ist am besten in E. coli charakterisiert

worden. Es konnte gezeigt werden, dal} die beiden E. coli Enzyme PDXJ und PDXA fir die

Synthese von Vitamin B6 in Form von Pyridoxin 5°-Phosphat (PNP) verantwortlich sind

(Abbildung 1.3). Die beiden Enzyme verwenden 4-Phosphohydroxy L-Threonin (4HPT) und

DXP, die wiederum beide Vorstufen aus der Isoprenoid bzw. Thiamin Biosynthese sind (Zhao

und Winkler 1996; Cane et al. 1998; Laber et al. 1999). 4HPT wird durch eine Oxidations-

sowie Transaminierungsreaktion aus D-Erythrose 4-Phosphat gebildet und DXP wird durch

die Aktivitdt der DXP-Synthase aus Pyruvat und D-Glycerinaldehyd 3-Phosphat aufgebaut

(Sprenger et al. 1997). Bei der Vitamin B6 Synthese katalysiert nun das Enzym PDXA die

Oxidation von 4HPT zu 3-Amino 1-Hydroxyaceton 1-Phosphat (AHAP) und PDXJ formt PNP
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aus den Zwischenprodukten AHAP und DXP. PDXA bildet bei der Synthesereaktion strukturell
ein Proteindimer aus, welches an der Interaktionsflache eine Bindungsflache fir 4HPT formt
(Sivaraman et al. 2003), wahrend PDXJ sich im Gegensatz dazu zu einem Oktamer aus vier
Dimeren organisiert. An den Interaktionsflichen der PDXJ Dimere werden Taschen
ausgebildet, in dem DXP und das frei gewordene AHAP zu PNP umgewandelt wird (Franco et
al. 2001). Im AnschluB daran kann (iber den salvage Syntheseweg (siehe 1.2.2) PNP durch die
Aktivitat von PDXH zu PLP oxidiert werden (Notheis et al. 1995) (Abbildung 1.3).

1.2.1.2 Der DXP-unabhdngiger Syntheseweg

Der zweite bekannte de novo Vitamin B6 Syntheseweg ist der DXP-unabhangige Weg. Dieser
Syntheseweg ist weit verbreitet und sein Vorhandensein konnte bereits in Pflanzen, Pilzen,
dem Malariaerreger Plasmodium falciparum und diversen Bakterien wie Bacillus subtilis,
Geobacillus stearothermophilus sowie Thermotoga maritima nachgewiesen werden. Der
Vitamin B6 Aufbau beruht in diesem Syntheseweg auf der Aktivitdt der beiden Proteine
PDX1 und PDX2 (steht fur Pyridoxin Biosynthese Proteine und diese sind ortholog zu
B. subtilis YaaD und YaaE, G. stearothermophilus PDXS und PDXT, S. cerevisiae SNZ und SNO)
(Ehrenshaft et al. 1999a; Burns et al. 2005; Tambasco-Studart et al. 2005; Zhu et al. 2005;
Gengenbacher et al. 2006; Zein et al. 2006). PDX1 und PDX2 Proteine synthetisieren PLP aus
den Vorstufen Ribose 5-Phosphat bzw. Ribulose 5-Phosphat, Glycerinaldehyd 3-Phosphat
bzw. Dihydroxyacetonphosphat und Glutamin (Tambasco-Studart et al. 2005) (Abbildung
1.3). Hierbei agiert PDX2 als Glutaminase (Raschle et al. 2005; Gengenbacher et al. 2006;
Tambasco-Studart et al. 2007), die Glutamin zu Glutamat hydrolisiert und dadurch Stickstoff
fir den PLP-Heterozyklus zur Verfiigung stellt. PDX1 arrangiert im Anschlul dann mit
Stickstoff und den C3 sowie C5 Korpern uUber diverse Zwischenschritte die Bildung des
Ringschlusses (Burns et al. 2005; Hanes et al. 2008). Detaillierte Kristallisationsstudien in
P. falciparum, B. subtilis, G. stearothermophilus und S. cerevisiae haben gezeigt, dal} beide
Proteine einen hochmolekularen Synthesekomplex ausbilden (Strohmeier et al. 2006; Zein et
al. 2006; Flicker et al. 2007; Neuwirth et al. 2009). Hierbei formen die PDX1 Proteine ein
Dodekamer, das aus zwei kronenférmigen ineinander verzahnt angeordneten Hexameren
besteht (Abbildung 1.4 c¢). An den 12 PDX1 Proteinen des Dodekamerkomplexes sind an der
AuBenseite weitere 12 PDX2 Proteine einzeln gebunden und bilden so eine zahnradahnliche

Struktur aus (Abbildung 1.4 e).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Assemblierung des PLP-Synthasekomplexes in
B. subtilis. Dargestellt ist die Proteinstruktur des PDX1 Monomers (blau; a), Hexamers (b),
Dodekamers (c) und des PDX1 Dodekamers (blau/griin; e) mit 12 weiteren einzeln gebundenen
PDX2 Proteinen (rot/orange; e). Die Proteinkomplexstruktur ist in der Aufsicht (Abbildung oben)
und Seitenansicht (Abbildung unten) gezeigt; nach Strohmeier et al. (2006).

1.2.2 Der salvage Syntheseweg

Neben der Neusynthese Uber die de novo Synthesewege kdnnen die Vitamin B6 Derivate
Uber den salvage Syntheseweg in ihre phosphorylierte Form sowie auch in PLP Uberfiihrt
werden. Die Umwandlung wird durch die Aktivitat von Kinasen und Oxidasen ermdoglicht. In
E. coli konnte gezeigt werden, daR hierfiir eine Oxidase PDXH und zwei verschiedene Kinasen
PDXK bzw. PDXY aktiv sind (Abbildung 1.3). Die beiden Kinasen PDXY und PDXK
unterscheiden sich dabei in ihrer Substratpraferenz. PDXK phosphoryliert unspezifisch alle
drei unphosphorylierten Vitamin B6 Derivate (PN/PL/PM), hingegen wandelt PDXY spezifisch
nur PL zu PLP um. Das Vorhandensein von zwei Kinasen im salvage Weg scheint allerdings
auf Prokaryoten beschrankt zu sein. Bisherige Studien deuten darauf hin, daR Eukaryoten
nur eine aktive PN/PL/PM Kinase besitzen (Safo et al. 2006). PDXH agiert im salvage Weg als
PNP/PMP Oxidase und ist so flr die Bildung von PLP aus PNP/PMP verantwortlich (Yang et
al. 1996; Yang et al. 1998). Kristallisationsstudien haben gezeigt, daB die beiden Kinasen aus
E. coli als Dimere agieren, bei denen jedes Protein einzeln eine aktive Reaktionsdomane
besitzt (Safo et al. 2004; Safo et al. 2006). PDXH agiert ebenfalls als Dimer und bendtigt fir
die Aktivitat den Kofaktor Flavinmononukleotid (FMN) (di Salvo et al. 2003).
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1.3  Vitamin B6 Biosynthese in Arabidopsis thaliana

1.3.1 Funktion der Arabidopsis thaliana PDX Proteine

Die Vitamin B6 Biosynthese in Arabidopsis thaliana ist durch diverse Studien gut untersucht
worden. Wie bei allen anderen analysierten Pflanzen wird auch in A. thaliana PLP direkt
durch den DXP-unabhangigen de novo Syntheseweg gebildet. Im Gegensatz zu den ebenfalls
gut erforschten Organismen B. subtilis, P. falciparum oder C. nicotiana, die je ein PDX1 und
ein PDX2 Protein besitzen, existieren in A. thaliana drei PDX1 Proteine und ein PDX2 Protein,
welche als AtPDX1.1 (At2g38230), AtPDX1.2 (At3g16050), AtPDX1.3 (At5901410) und
AtPDX2 (At5g60540) bezeichnet wurden (Tambasco-Studart et al. 2005). Die AtPDX1
Proteine weisen eine stark konservierte Aminosauresequenz auf. AtPDX1.1 ist mit AtPDX1.3
zu 89,0 %, AtPDX1.2 ist mit AtPDX1.3 zu 61,3 % und AtPDX1.1 ist zu 59,7 % identisch mit
AtPDX1.2 (Tabelle 1.1). Durch in vitro Aktivitats- und Hefe- Komplementationsstudien konnte
nachgewiesen werden, dal} die Proteine AtPDX1.1, AtPDX1.3 sowie AtPDX2 in der Vitamin
B6 Biosynthese aktiv sind. AtPDX1.2 zeigte dagegen in diesen Studien keine Aktivitat und es
wird angenommen, daf} dieses Protein keine aktive Rolle in der Biosynthese spielt. Auch

konnte bisher keine andere Funktion fiir AtPDX1.2 nachgewiesen werden.

Tabelle 1.1: Vergleich der Aminosiduresequenz von AtPDX1 Proteinen in Ahnlichkeit (grau unterlegt)
und Identitdt; angegebene Werte in Prozent. Analyse der Sequenzen mit dem MatGat v2.0
Programm unter Verwendung der Blossum62 Matrix (Campanella et al. 2003).

AtPDX1.1 AtPDX1.2 AtPDX1.3
AtPDX1.1 59,7 89,0
AtPDX1.2 79,0 61,3
AtPDX1.3 96,4 80,6

Wie bereits erwadhnt, beruht die Aktivitdt der PDX1 Proteine auf der Umwandlung von C3
und C5 Koérpern sowie von Stickstoff zu PLP (siehe 1.2.1.). Tambasco-Studart et al. (2005)
konnte durch in vitro Aktivitatsstudien zeigen, daR dies sogar dann der Fall ist, wenn kein
AtPDX2 Protein vorliegt und Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle zur Verfligung steht.
Allerdings konnte auch nachgewiesen werden, daR bei Glutamin als alleiniger
Stickstoffquelle nur dann PLP synthetisiert werden kann, wenn AtPDX2 zusatzlich zu den
AtPDX1 Proteinen anwesend ist. Weiterflihrende und vergleichende Studien zeigten dariber

hinaus, daR die AtPDX1 Proteine unter bestimmten Bedingungen eine Substratspezifitat bei
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den verwendeten C3 und C5 Koérpern zeigten. Im direkten Vergleich dazu wurde in allen
Versuchen bei Zugabe von Ribose 5-Phosphat deutlich mehr und schneller PLP gebildet, als
bei zugegebenem Ribulose 5-Phosphat. Bei den C3 Kdrpern zeigten die Proteine nur dann
eine Substratpraferenz, wenn Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle verwendet wurde. Bei
der Zugabe von Glycerinaldehyd 3-Phosphat und in Abwesenheit von AtPDX2 konnte so eine
bis zu ca. 30 % hohere PLP-Synthaseaktivitat im Vergleich zu Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) gezeigt werden. Durch Zugabe von AtPDX2 war es moglich bei Verwendung von
DHAP die Synthaseaktivitdt wieder anzugleichen (Tambasco-Studart et al. 2007). Das
Zusammenspiel von AtPDX2 Proteinen mit den AtPDX1 Proteinen scheint also einen grof3en
EinfluR auf die Nutzung von DHAP als Substrat fiir die Bildung von PLP zu haben. AtPDX1 hat
auch einen EinflufR auf die Aktivitdit von AtPDX2. Das zeigt sich in der generell
angenommenen Hauptfunktion von AtPDX2 als Glutaminase. So konnte fiir AtPDX2 eine
AtPDX1 abhédngige Aktivitdat nachgewiesen werden (Tambasco-Studart et al. 2007). Wahrend
bei Abwesenheit von AtPDX1 das AtPDX2 Protein nur eine recht schwache Glutaminase-
Grundaktivitat aufweist, ist die katalytische Aktivitdt in Anwesenheit von AtPDX1, eine 1:1
Stéchiometrie vorausgesetzt, um das 4-fache erhoht. Die signifikante Erh6hung konnte nur
durch die Vitamin B6 biosynthetisch aktiven AtPDX1 Proteine erzielt werden. Bei Zugabe von

AtPDX1.2 stieg die Glutaminaseaktivitat dagegen nicht an (Tambasco-Studart et al. 2005).

1.3.2 Expression, Lokalisation und Interaktionsmuster der AtPDX Proteine

Die AtPDX Gene werden, mit Ausnahme von AtPDX1.2, in der Pflanze in allen Organen gut
exprimiert. Die biosynthetisch aktiven Proteine AtPDX1.1, AtPDX1.3 und AtPDX2 zeigen in
Transkriptanalysen deutlich Gberlappende Expressionsmuster an und sind stark in Blattern,
Bliten, Sténgel, aber nur schwach in der Wurzel exprimiert (Leuendorf 2006; Wagner et al.
2006). Insgesamt wird AtPDX2 jedoch deutlich schwéacher transkribiert als AtPDX1.1 und
AtPDX1.3 (www.bar.utoronto.ca/efp [eFP-Browser]; Titiz et al. 2006). Das Uberlappende
Expressionsmuster der letztgenannten Gene geht mit einer vergleichbaren enzymatischen
Aktivitat einher und die bisherigen Studien deuten auf eine starke funktionale Redundanz
von AtPDX1.1 und AtPDX1.3 hin. Allerdings weisen beide Gene in bestimmten Organen
Expressionsunterschiede auf. So konnte in Promotor:GUS Studien gezeigt werden, daf}
AtPDX1.1 nicht aber AtPDX1.3 im Endosperm von jungen Samen exprimiert wird (Leuendorf
2006; Wagner et al. 2006). Ein weiterer Unterschied zwischen AtPDX1.1 und AtPDX1.3 ist in
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der generellen Expressionsstarke zu sehen. So wird AtPDX1.3 insgesamt starker exprimiert
als AtPDX1.1 (Titiz et al. 2006). AtPDX1.2 jedoch wird im Gegensatz zu den biosynthetisch
aktiven AtPDX Proteinen nur sehr schwach in den oberirdischen Pflanzenorganen exprimiert.
Die starkste Expression von AtPDX1.2 ist in der Wurzel und dort in der Wurzelspitze zu
finden (Leuendorf 2006; Wagner et al. 2006). Weiterhin konnte fiir AtPDX1.2 eine
stressinduzierte Expression beobachtet werden. Hier ist besonders die durch Hitze und
durch das Herbizid Norflurazon induzierte Expression zu erwdhnen, welche eine Erhéhung
der Transkriptionsrate von bis zum 18-fachen des Normalniveaus zur Folge hat (eFP-Browser;
Leuendorf 2006).

Die subzelluldre Lokalisation der AtPDX1 und AtPDX2 Proteine wird kontrovers beschrieben.
Wahrend in allen Arbeiten mit transienten und stabilen Lokalisationsstudien mittels AtPDX
green fluorescent protein (GFP) Fusionsproteinen von einer cytosolischen Lokalisation der
Proteine gesprochen wird (Chen und Xiong 2005; Tambasco-Studart et al. 2005; Denslow et
al. 2007), gehen Chen und Xiong (2005, 2009) ebenfalls von einer Membran-assoziierten
Lokalisation des AtPDX1.3 sowie des AtPDX2 Proteins aus. Hierbei wurde die Lokalisation in
der Kernhillmembran und der dufleren Chloroplastenmembran beschrieben. Eine Membran
gebundene Lokalisation wird ebenfalls fiir das AtPDX2 Protein von Denslow et al (2007)
beschrieben und unterstiitzt die Arbeiten von Chen und Xiong insoweit, daR eine Assoziation
der AtPDX Proteine mit der duBeren Chloroplasten- und Kernmembran wahrscheinlich
erscheint.

Die AtPDX Proteine zeigen in durchgefiihrten Interaktionsstudien unter Verwendung des
Yeast two Hybrid (Y2H) System und in vitro Pulldown Ansdtzen ein interessantes
Bindungsbild. AtPDX1 Proteine kdnnen demnach mit sich selbst, aber auch untereinander
mit jedem anderen AtPDX1 Protein interagieren (Abbildung 1.5). Dartiber hinaus kénnen nur
die biosynthetisch aktiven AtPDX1 Proteine, AtPDX1.1 und AtPDX1.3, an AtPDX2 binden,
wahrend AtPDX1.2 keine Interaktion mit AtPDX2 zeigt (Leuendorf 2006; Wagner et al. 2006)
(Abbildung 1.5). Dies ist insofern hervorzuheben, da hier erneut ein Unterschied zwischen
den Vitamin B6 biosynthetisch aktiven AtPDX1 Proteinen und dem AtPDX1.2 Protein zu
finden ist. Zusatzlich zu der Fahigkeit untereinander binden zu kdnnen zeigen AtPDX1

Proteine in Y2H Interaktionsscreens ebenfalls Bindungen mit anderen, zum Teil bisher



Einleitung Seite |13

& & -

Abbildung 1.5: Ubersicht der Interaktionen zwischen den AtPDX Proteinen, wie sie durch
Interaktionsstudien mit dem Yeast two Hybrid System und mit in vitro Pulldownansatzen
nachgewiesen werden konnten. Graue Pfeile symbolisieren AtPDX1 homomere (gestrichelt)
bzw. heteromere Interaktion (durchgezogen), schwarze Pfeile symbolisieren die AtPDX1 AtPDX2
Interaktion.

uncharakterisierten, Proteinen an (Leuendorf 2006; Liese 2007; Rueschhoff 2010). Eine
Auswahl an gefundenen Bindungspartnern ist in Tabelle 1.2 gezeigt. Allerdings fehlen bisher
eine Bestdtigung sowie eine Aufklarung des funktionellen Hintergrundes der
Proteininteraktionen und so bleibt es unklar, ob die Bindungen eine biologische Relevanz

haben.

Tabelle 1.2: Beispiele putativer AtPDX1 Interaktoren gefunden in verschiedenen Y2H Screens

Putativer Interaktor Identifiziert durch

1-Aminocyclopropan-1-carboxylsdure-Synthase 10 |Y2H Screen gegen das AtPDX1.1 Protein

(AtACS10, At1g62960) (Leuendorf 2006)
uncharakterisiertes exprimiertes Protein Y2H Screen gegen das AtPDX1.1 und AtPDX1.2
(At5g65840) Protein(Leuendorf 2006; Liese 2007)

uncharakterisiertes Zink-bindende Oxidoreduktase | Y2H Screen gegen das AtPDX1.3 Protein
(At3g28670) (Rueschhoff 2010)
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1.3.3 Arabidopsis PDX loss-of-function Mutanten

Loss-of-function Studien anhand von Insertionsmutanten in A. thaliana bestatigen zusatzlich
zu den beschriebenen in vitro Aktivitatsstudien die Wichtigkeit der AtPDX Enzyme fir die
Vitamin B6 Biosynthese und damit letztlich fiir die pflanzliche Entwicklung. Die analysierten
AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Insertionsmutanten (atpdx1.1, atpdx1.3; Tabelle 2.2) zeigen ein
verlangsamtes Wachstum des Triebes und der Wurzel (Chen und Xiong 2005; Titiz et al.
2006). AulRerdem zeigen sie einen leicht verminderten Vitamin B6 Gehalt (Titiz et al. 2006)
sowie erhohte Sensibilititen gegenlber Photo-, Osmo- und Salzstress. Hierbei zeigt die
atpdx1.3 Mutante im Vergleich zu der atpdx1.1 Mutante konstant einen ausgepragteren
Phanotyp. Ebenfalls kann nur in der atpdx1.3 Mutante ein geringerer Chlorophyll und
Vitamin B6 Gehalt gemessen werden. Kreuzt man allerdings die beiden Insertionsmutanten
miteinander, so ist im doppelt homozygoten Stadium (atpdx1.1+/+, atpdx1.3 +/+) ein
embryonal letaler Phdnotyp zu beobachten. Doppelmutanten, die noch wenigstens ein
funktionales AtPDX1 Allel tragen, sind dagegen lebensfahig. Im Vergleich zu den atpdx1.1
bzw. atpdx1.3 Einzelmutanten zeigt die atpdx1.1 +/-, atpdx1.3 +/+ Doppelmutante die
deutlich starkeren Defekte im Wachstum, der Vitamin B6 Biosynthese, sowie erhohte
Stresssensitivitat und einen verringerten Chlorophyligehalt. Die atpdx1.1 +/+, atpdx1.3 +/-
Doppelmutante ist ebenfalls kleinwliichsiger als die Einzelmutanten und weist einen
geringeren Chlorophyllgehalt auf. Allerdings zeigt sie unter Gewachshausbedingungen einen
hoheren Vitamin B6 Gehalt als die atpdx1.3 Einzelmutante (Titiz et al. 2006). Das AtPDX1.3
Protein scheint demnach in der Vitamin B6 Biosynthese im Gegensatz zu dem AtPDX1.1
Protein eine gewichtigere Rolle zu spielen.

Eine Analyse von AtPDX1.2 Insertionsmutanten ist bisher nicht durchgefiihrt worden, da
keine effektiven Insertionsmutanten verfiigbar waren. Das Vorhandensein funktionaler
AtPDX1.2 Allele in der embryonal letalen atpdx1.1/1.3 Doppelmutante macht aber deutlich,
dafl das AtPDX1.2 Protein nicht die Funktion von AtPDX1.1/1.3 Uibernehmen kann. Wie in
den Aktivitatsstudien bereits angedeutet, erscheint es daher unwahrscheinlich, dal3
AtPDX1.2 direkt an der Vitamin B6 Biosynthese beteiligt ist.

AtPDX2 wurde ebenfalls anhand einer T-DNA Insertionsmutante untersucht und es konnte
im homozygoten Stadium vergleichbar zu den atpdx1.1/1.3 Doppelmutanten ein embryonal
letaler Phanotyp festgestellt werden (Tambasco-Studart et al. 2007). Atpdx2 Mutanten

bleiben in der embryonalen Entwicklung stehen und sterben anschlieBend ab. Der
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embryonal letale Phanotyp 1aBt sich jedoch durch externe Zugabe von Vitamin B6
komplementieren, was bestadtigt, daB die hier vorliegenden Defekte in der
Embryonalentwicklung auf einen zu niedrigen Vitamin B6 Gehalt in den Mutanten
zurlickzufiihren sind (Tambasco-Studart et al. 2007).

Eine weitere interessante Mutante der de novo unabhangigen Vitamin B6 Biosynthese ist die
reduced sugar response4-1 (rsr4-1) Mutante, welche in einem EMS-Mutageneseansatz an
Arabidopsis C24 Pflanzen gefunden wurde (Martin et al. 1997). Die rsr4-1 Mutante tragt eine
Punktmutation im AtPDX1.3 Gen, die im Protein zu einem Aminosidureaustausch von
Glycin (54) zu Serin fiihrt (Wagner et al. 2006). Das Protein ist in der Konsequenz nicht mehr
in der Lage mit den anderen Mitgliedern der AtPDX1 Familie oder mit dem AtPDX2 Protein
zu interagieren. Phanotypisch zeigt die Mutante sehr dhnliche Merkmale wie die bekannten
atpdx1 Insertionsmutanten auf. Die Blatter der Mutante sind deutlich kleiner im Vergleich
zum Wildtyp, was eine geringere RosettengroBe zur Folge hat. Die rsr4-1 Mutante zeigt
auBerdem einen verspateten Blihzeitpunkt und ein deutlich verkiirztes Langenwachstum
der Primarwurzel. Messungen der Metabolite zeigten aulRerdem, dall rsr4-1 einen um
ca. 25 % geringeren Chlorophyllgehalt und reduzierte Gehalte an Vitamin B6 aufweist. Durch
Zugabe von Vitamin B6 kann das Wachstum der rsr4-1 Mutante normalisiert werden

(Wagner et al. 2006).

1.3.4 Der salvage Syntheseweg in Arabidopsis thaliana

In A. thaliana findet die Umwandlung der Vitamin B6 Derivate, vergleichbar zu E. coli, (iber
den salvage Syntheseweg statt. Es sind bisher zwei verantwortliche Enzyme, die als Oxidase
bzw. als Kinase wirken, charakterisiert worden. Das Protein AtPDX3/AtPPOX ist ein PDXH
Homolog und vermittelt die Oxidation von PNP bzw. PMP zu PLP (Abbildung 1.3). Die
Aktivitdt von AtPDX3/AtPPOX als PDXH Oxidase konnte durch die Komplementation der
S. cerevisiae pdx3 Mutante (PDXH Homolog) und der E. coli pdxH Mutante bestatigt werden
(Gonzalez et al. 2007; Sang et al. 2007). Das zweite bisher bekannte Enzym, SOS4, ist ein
PDXK Homolog und fungiert als PN/PL/PM Kinase, welche die Phosphorylierung zu
PNP/PLP/PMP gewahrleistet (Abbildung 1.3). Ein direkter Nachweis der Kinaseaktivitat
konnte hier ebenfalls (iber einen Komplementationsansatz in der E. coli pdxk Mutante
nachgewiesen werden (Shi et al. 2002). Es konnte jedoch bisher in A. thaliana kein

homologes Protein zu PDXY, der spezifischen E. coli PL Kinase, gefunden werden.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit und Arbeitsablauf

Diverse Untersuchungen in A. thaliana und in anderen Organismen haben gezeigt, dal3 die
PDX Proteine eine entscheidende Funktion in der Vitamin B6 Biosynthese erfiillen. Die
Analysen konzentrierten sich bisher auf die Untersuchungen der Expression, der in vitro
Vitamin B6 Syntheseaktivitat sowie der Charakterisierung von atpdx Nullmutanten. Hierbei
zeigten die AtPDX Proteine, mit Ausnahme von AtPDX1.2, eine direkte biosynthetische
Aktivitdat und in der Untersuchung von atpdx Mutanten eine verminderte Produktion von
Vitamin B6.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte als Fortfihrung zur bekannten Nullmutantenanalyse die
Funktion der einzelnen AtPDX Proteine Uber einen gain-of-function Ansatz weiter untersucht
werden. Hierfiir sollten die AtPDX Gene unter der Kontrolle eines P35S Blumenkohl-Mosaik-
Virus Promotors in A. thaliana lberexprimiert werden, und die Auswirkungen anhand des
Phanotyps, der Komposition der pflanzlichen Metabolite sowie des Vitamin B6 Gehaltes
analysiert werden.

AnschlieBend sollte der Frage nachgegangen werden, inwieweit die AtPDX Proteine in planta
miteinander interagieren und einen Synthasekomplex ausbilden kénnen, wie er bereits flr
P. falciparum, B. subtilis, G. stearothermophilus und S. cerevisiae beschrieben wurde.

Im dritten Teil der Arbeit sollte die Vitamin B6 Biosynthese im Baum G. biloba anhand des
GbPDX1 Proteins untersucht werden. Die Existenz von G. biloba wurde bereits schon in der
Triasperiode nachgewiesen, weshalb der Baum oft als lebendes Fossil bezeichnet wird.
Evolutionsgeschichtlich hat sich G. biloba relativ friih entwickelt und ist ein interessantes
Untersuchungsobjekt um die Vitamin B6 Biosynthese in einem fiir Pflanzen evolutionar
urspringlichen Stadium zu analysieren. Der Baum ist ebenfalls attraktiv fir die
pharmazeutische Industrie, da er eine groe Anzahl an wirkungsspezifischen
Sekundarpflanzenstoffe bildet. Jedoch synthetisiert G. biloba das Antivitamin Ginkgotoxin,
welches ein Vitamin B6 Derivat ist und in vielen Geweben des Baumes nachgewiesen werden
konnte. Ein Verstdndnis der Zusammenhange von der Vitamin B6 Biosynthese und der
Bildung von Ginkgotoxin ist demnach wiinschenswert. In einem Kooperationsprojekt wurde
das GbPDX1 Gen von der Gruppe Eckhard Leistner/Christel Drewke (Institut fur
Pharmazeutische Biologie, Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitdt, Bonn, D) anhand von

Sequenzhomologien identifiziert und kloniert. Nachfolgend wurde in der vorgelegten Arbeit
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eine detailierte Analyse der Expression, Interaktion sowie der Funktionalitat des GbPDX1
Gens angefertigt.

Wie schon erwdhnt sind die Arabidopsis Proteine AtPDX1.1, AtPDX1.3 und AtPDX2 bereits
durch diverse Arbeiten gut charakterisiert worden. Allerdings fehlen bisher Analysen der
Funktion des AtPDX1.2 Proteins sowie eine Charakterisierung neuer Interaktoren, die auf
bislang unbekannte Funktionen der AtPDX Proteine hinweisen kdnnten. In den beiden
letzten Teilen dieser Arbeit wurde deshalb versucht sich, wie nachfolgend beschrieben, einer
Charakterisierung des AtPDX1.2 Proteins sowie neuer Interaktoren anzunahern.

Fir das AtPDX1.2 Protein ist bekannt, dal} es nicht aktiv Vitamin B6 synthetisiert, jedoch
stressabhangig exprimiert wird und mit den anderen AtPDX1 Proteinen interagieren kann.
Die Zielsetzung dieser Untersuchung sollte hier die Erzeugung einer loss-of-function Mutante
fir AtPDX1.2 bzw. die Findung einer effektive T-DNA Insertionsmutante sein, deren
Charakterisierung dann im Weiteren eine Bestimmung der biologischen Funktion fir
AtPDX1.2 ermdglichen kdnnte. Ebenfalls sollte durch organspezifische Lokalisationsstudien
versucht werden, eine bestimmte Wirkungsstéatte fir das AtPDX1.2 Protein zu finden.

Fir eine Analyse von neuen Interaktoren sollten die beiden bereits identifizierten
Bindungspartner exprimiertes Protein (At5g65840) sowie die ACC-Synthase 10 (AtACS10,
At1g62960) aus Y2H Screen Ansatzen mit dem AtPDX1.1 und dem AtPDX1.2 Protein auf ihre
Bindungsfahigkeit zu den AtPDX Proteinen erneut untersucht und im Anschlu® daran durch

diverse Studien eine funktionelle Charakterisierung vorgenommen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Die verwendeten Enzyme, Chemikalien sowie andere Verbrauchsmaterialien wurden von

folgenden Firmen bezogen:
Applichem (Darmstatt)
Bio-Rad (Miinchen)

Bioline (Luckenwalde)
Eppendorf (Hamburg)
Fermentas (St. Leon-Rot)

GE Healthcare (Miinchen)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Radioaktives **P Isotop:

Millipore (Schwalbach)
Merck (Darmstadt)
Peglab (Erlangen)
Roth (Karlsruhe)
Sarstedt (Nimbrecht)

Sigma Aldrich (Steinheim)

Stratagene (Amsterdam, Niederlande)

Hartmann Analytic (Braunschweig)

2.2 Verwendete Organismen

2.2.1 Verwendete Bakterien- und Hefe-Stamme

Tabelle 2.1: Ubersicht {iber die verwendeten Bakterien- und Hefe-Stamme

Organismus/Stamm

Genotyp

Firma/Referenz

Escherichia coli

F- gyrA462 endAl A(srl-recA) mcrB mrr

(Hanahan 1983)

DB3.1 hsdS20(rB-mB-) supE44 arald galK2 lacY1
proA2 rpsL20(Smr) xyI5 Aleu mtil
E. coli recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, (Stratagene)
XL1-Blue supE44, relAl, lac[F proABlacl"ZAM15
Tn10(Tet")]
E. coli F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 (Hanahan 1983; Grant
DH5a recAl endAl hsdR17(rk—, mk+) supE44 thi— | et al. 1990)
1 gyrA96 relAl \—
E. coli F— ®80/acZAM15 AlacX74 recAl endAl (Grant et al. 1990)
DH108B mcrA AmrrhsdRMS-

mcrBC) araD139 A(ara, leu)7697 galU galK
A—=rpsL nupG
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Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterien- und Hefe-Stimme (2. Teil)

Organismus/Stamm

Genotyp

Firma/Referenz

E. coli
BL21(DE3) pLysS

gal\(DE3) [pLysS Cm"]

E.coli B, F, dcm, ompT, hsdS(rg'mg’),

1999)

Agrobacterium tumefaciens

GV3101::pMP90

Gm" Rif*;

pMP90 (pTiC58_T-DNA)

(Koncz und Schell 1986)

A. tumefaciens
GV3101::pMP90RK

Gm®, Riff, Km";

pMP9ORK (pTiC58_T-DNA)

(Hellens et al. 2000)

Saccharomyces cerevisiae
L40ccU3 (A-Stamm)

MATa, his3-delta200, trp1-901, leu2-
3, 112ade2LYS2::(lexAop)4-HIS3,
URA::(lexAop)8-lacZ, GAL4, gal80

(Goehler et al. 2004)

2.2.2 Verwendete Pflanzenspezies

Tabelle 2.2: Ubersicht {iber die verschiedenen verwendeten Pflanzen aufgefiihrt nach Organismen,

Okotypen und Mutanten

Organismus Okotyp/Mutante Identifikationscode/Referenz
Arabidopsis thaliana Wildtyp Col0
atpdx1.1, N40665; JIC SM_3.22664
pdx1.1-1 (Tissier et al. 1999; Titiz et al. 2006)
AtPDX1.2 GABI_468B06/-019015
T-DNA-Insertionslinie (Rosso et al. 2003)
AtPDX1.2 N875564; SAIL_640_D11
T-DNA-Insertionslinie (Sessions et al. 2002)
AtPDX1.2 N548199; SALK_148199.19.20.x
T-DNA-Insertionslinie (Alonso et al. 2003)
atpdx1.3, N586418; SALK_086418
pdx1-1, (Alonso et al. 2003; Chen und Xiong
pdx1.3 2005; Titiz et al. 2006)
At5g65840 N518173; SALK_018173

T-DNA-Insertionslinie

(Alonso et al. 2003)

Wildtyp Landsberg erecta

AtPDX1.2 N174646; JIC GT_5.712
DS-Insertionslinie (Sundaresan et al. 1995)
Wildtyp C24

rsr4-1 AtPDX1.3%°* Punktmutante

(Wagner et al. 2006)

Nicotiana benthamiana

Ginkgo biloba

Stratagene, (Lopez et al.
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2.3 Verwendete Vektoren
Tabelle 2.3: Ubersicht Giber die verwendeten Vektoren

Vektor gzavt:‘f(’; it:;?hialt\lllt::esl Referenz Resistenz
Klonierungsvektoren

pDONR221 GW Invitrogen Kan
pCR2.1 kl. MCS Invitrogen Kan/Carb
E. coli Proteinexpressionsvektoren

pDEST15 GW Invitrogen Carb
pET21b kl. MCS Novagen Carb

Y2H Hefeexpressionsvektoren

PACT2-GW GW Clontech Carb
pBTM116 D9-GW GW (Goehler et al. 2004) Tet

Bindre Pflanzenvektoren

pCB302-1 kl. MCS (Xiang et al. 1999) Kan
pCB302-3 kl. MCS (Xiang et al. 1999) Kan
pGWB14 GW (Nakagawa 2002) Kan/Hyg
pGWB17 GW (Nakagawa 2002) Kan/Hyg
pGWB18 GW (Nakagawa 2002) Kan/Hyg
PPDX1.2pGWB18 GW modifiziert nach Nakagawa (2002) | Kan/Hyg
PPDX1.3pGWB18 GW modifiziert nach Nakagawa (2002) | Kan/Hyg
pK7WGF2 GW (Karimi et al. 2002) Spec/Strep
pK7FWG2 GW (Karimi et al. 2002) Spec/Strep
pK7FWG2 ohne P35S GW modifiziert nach Karimi (2002) Spec/Strep
PE-SPYNE-GW GW W. Droge-Laser Carb
pE-SPYCE-GW GW W. Droge-Laser Carb

2.4 Untersuchte Gene

Die untersuchten Gene werden in den Datenbanken ,,GenBank”, ,,DDBJ, und ,EMBL"” unter

den nachfolgenden Akzessionsnummern gefiihrt:

AtPDX1.1

(NM_129380),

AtPDX1.2

(NM_112475),

AtPDX1.3

(NM_112475),

AtPDX2

(NM_125447), AtACS10 (NM_104974), At5g65840 (NM_125981), GbPDX1 (AAK18310)
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2.5 Anzucht und Transformation der verwendeten Organismen

2.5.1 Anzuchtvon E. coli und A. tumefaciens

E. coli Bakterien und Agrobakterien wurden, wenn nicht speziell erwahnt, auf Fest- sowie
Flussig- LB-Medium (Tabelle 2.4) mit geeigneten Antibiotika (Tabelle 2.7) bei 37 °C bzw. 28 °C

im Warmeschrank oder im Schttler kultiviert.

Tabelle 2.4: Wachstumsmedien fiir die Anzucht von E. coli und A. tumefaciens

Bezeichnung Zusammensetzung

Lubria Broth-Medium 25 % Difco™ LB
(LB-Medium) Fiir die Verwendung als Festmedium wurde 1 % Agar hinzugegeben

Super Broth-Medium 32 g Trypton,
(SB-Medium) 20 g Hefeextrakt
5 g NacCl

1,25 mL NaOH 4N

SOC-Medium 2 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

10 mM NacCl

2,5 mM KCI

Nach dem Autoklavieren zugegeben:
10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glukose (separat autoklaviert)

2.5.2 Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens und E. coli Zellen

Die bei - 80 °C gelagerten elektrokompetenten Zellen, hergestellt nach Sambrook und Russel
(2001), wurden schnell auf Eis aufgetaut. Je 20 pL elektrokompetenter A. tumefaciens bzw.
E. coli Zellen wurden fiir eine Transformation genutzt und mit ca. 150 ng aufgereinigter
Plasmid DNA vermengt. Der Ansatz inkubierte fiir 10-15 Minuten auf Eis und wurde mit
60 uL sterilem bi-destilliertem, kaltem Wasser komplettiert. Der Transformationsansatz
wurde in vorgekihlte Kiivetten (Peqlab) tberfiihrt und mit einem Elektroschock von 2,5 kV
(Bio-Rad E. coli Pulser) behandelt. AnschlieRend wurde der Transformationsansatz mit
500 pL kaltem SOC-Medium (Tabelle 2.4) versetzt und max. 1 % Stunden bei 28 °C
(A. tumefaciens) bzw. 37 °C (E. coli) unter Schitteln angezogen. Der Transformationsansatz

wurde zu 1/4 auf LB-Festmedium mit geeigneten Antibiotika ausplattiert.
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2.5.3 Anzucht von S. cerevisiae

S. cerevisiae wurde auf YPD- oder selektiv fir den Y2H Ansatz (siehe 2.8.2) auf SD-Fest und
Flissigmedium (Tabelle 2.5) mit geeigneten Aminosauren (Tabelle 2.6) bei 30°C im

Warmeschrank bzw. im Schiittler angezogen.

Tabelle 2.5: Wachstumsmedien fir die Anzucht von S. cerevisiae

Bezeichnung (Referenz) Zusammensetzung

1 % (w/v) Hefeextrakt

2 % (w/v) Pepton

Nach dem Autoklavieren zugegeben:

2 % (v/v) von einer separat autoklavierten 40 % (w/v) Glukose
Losung

Fiir Festmedium wurde 1% Agar hinzu gegeben

YPD-Medium

SD-Medium 6,7 g Difco™ Yeast Nitrogene Base Amino Acids pro Liter

Nach dem Autoklavieren zugegeben:

2 % (v/v) von einer separat autoklavierten 40 % (w/v) Glukose
Losung

Fiir Festmedium wurde 2 % Agar hinzugegeben

2.5.4 Aminosauren

Tabelle 2.6: Verwendete Aminosauren und deren Konzentration im SD-Medium

Aminosiure Konzentration der Finale Konzentration
Stammlésungen (mg/mL) im Medium (pg/mL)

Uracil 0,2 20

L-Tryptophan 1,0* 20

L-Histidin HCI 1,0* 20

L-Leucin 1,0* 100

Die Stammldsungen der Aminosduren wurden in sterilem Wasser angesetzt, steril filtriert
und dem autoklaviertem SD-Medium kurz vor dem Gebrauch zugegeben (*Lagerung bei
4°C).

2.5.5 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach der Methode von Gietz und Woods
(2002). Hierfur wurde der Hefe A-Stamm bei 30 °C auf YPD-Festmedium Uiber zwei Tage
angezogen und damit eine 5mL YPD-Flissigkultur angeimpft. Nachdem die Vorkultur
weitere 2 Tage unter Schitteln bei 30 °C dicht gewachsen war, wurde damit die 50 mL
Hauptkultur angeimpft und auf eine optische Dichte von ODgyp 0,2 eingestellt. Die

Hauptkultur inkubierte in einem Schikanekolben bei 30°C unter Schiitteln bis zu einer ODggg
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von 0,6-0,9. Nach Zentrifugation der Hauptkultur wurde das Zellpellet in 7 mL Mix 1 (0,1 M
LiAc, 1,0 M Sorbitol, 5 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,5 mM EDTA) unter Schiitteln resuspendiert und
erneut abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, das erhaltene Zellpellet in 1 mL Mix
1 mit der Pipettenspitze resuspendiert und fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
In der Zwischenzeit wurde Lachsspermien Trager-DNA (10 mg/mL, Aldrich) in einem
Heizblock bei 95 °C aufgekocht und anschlieBend auf Eis gestellt. 1ug der zu
transformierenden Plasmid DNA wurde mit 15 pL Lachsspermien Trager-DNA, 700 pL Mix 2
(0,1 M LiAc, 40 % PEG, 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM EDTA) und 100 pL der aufbereiteten
Hefezellen in einem 1,5 mL Mikrozentrifugengefdld vermengt. Dieser Ansatz inkubierte
30 Minuten bei 30 °C, wurde danach mit 30 uL DMSO versetzt und gut gevortext. Die Hefen
wurden dann fir 20 Minuten einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Der
Transformationsansatz wurde drei Minuten bei 4000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet
in 200 pL sterilem destilliertem Wasser aufgenommen. Anschlielend wurden die Hefezellen

auf SD-Medium ausplattiert.

2.5.6 Antibiotika bzw. Herbizide

Tabelle 2.7: Verwendete Antibiotika bzw. Herbizide und deren Konzentration im Medium

Antibiotikum Konzentration der Finale Konzentration
Stammlésungen (mg/mL) im Medium (ug/mL)

Carbenicillin (Carb) 50 50

Chloramphenicol (Cm) 34 in EtOH abs. 34

Gentamycin (Gm) 25 25

Hygromycin (Hyg) 25 25

Kanamycin (Km) 50 50

Rifampicillin (Rif) 50 in DMSO 50

Spectinomycin (Spec) 30 30

Tetracyclin (Tet) 10 in EtOH abs. 10

Phosphinothricin (PPT) 10 10

Die Stammlosungen der Antibiotika bzw. Herbiziden wurden, wenn nicht anders bezeichnet,
in sterilem Wasser angesetzt, steril filtriert und bei - 20 °C gelagert.
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2.6  Molekularbiologische Methoden - DNA/RNA

2.6.1 E. coli Plasmid-DNA Minipraparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen erfolgte zum einen mit Hilfe des Invitec
Plasmid Miniprep Kit und wurde nach Hersteller Angaben durchgefiihrt.

Zum anderen wurde Plasmid-DNA aus E. coli mit Hilfe eines Protokolls aufgereinigt, welches
auf der Methode von Birnboim und Doly (1979) basiert. Hierfiir wurde eine 2 mL E. coli
Ubernachtkultur bei 16000 rcf abzentrifugiert und das Zellpellet in 150 mL Lésung 1 (50 mM
Tris/HCl pH 8, 10 mM EDTA, 20 pg/mL RNase A) resuspendiert. Nach der Zugabe von 500 uL
Losung 2 (200 mM NaOH, 1% SDS v/v) und vorsichtiger Inversion wurde im Anschluss
Losung 3 (3 M KAc pH 5,2) hinzugegeben. Nach Invertieren und Inkubation fiir zehn Minuten
auf Eis folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur funf Minuten bei 16000 rcf. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5mL MikrozentrifugationsgefaR uberfiihrt und mit
0,8 Volumen lIsopropanol vermischt. Der Ansatz wurde mind. 20 Minuten bei 16000 rcf
abzentrifugiert und anschliefend das Pellet mit 70 % Ethanol zweimal gewaschen. Nach
abschlieender Zentrifugation und Trocknung wurde das Pellet in 50 uL bidest. Wasser

aufgenommen.

2.6.2 Aufreinigung von DNA aus Pflanzenmaterial
2.6.2.1 Schnelle Aufreinigung von DNA (Weigel und Glazebrook 2001)

Fisches Pflanzenmaterial wurde mit Extraktionspuffer (200 mM Tris/HCl pH 7,5; 250 mM
NaCl; 25 mM EDTA, 0,5% SDS v/v) versetzt, in der Schwingmuihle zerkleinert und
abzentrifugiert. Daraufhin wurde die DNA durch Isopropanol aus dem Uberstand gefillt.
Nach zweimaligem Waschen mit 95 % Ethanol wurde das Pellet in 1 x TE (10 mM Tris pH 8,0;

1 mM EDTA) aufgenommen.
2.6.2.2 Aufreinigung fiir saubere DNA (Fulton et al. 1995)

Frisches Pflanzenmaterial wurde mit Aufreinigungspuffer, bestehend aus Extraktionspuffer
(350 mM Sorbit; 100 mM Tris; 5 mM EDTA pH 8), Kernlysepuffer (200 mM Tris; 50 mM EDTA
2 M NaCl; 2% CTAB), 5 %iger Sarcosyllosung (Verhaltnis 2,5:2,5:1) und Natriumdisulfit

(0,33 % w/v), in der Schwingmihle zerkleinert und eine Stunde bei 65 °C inkubiert. Im
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AnschluB folgte eine Chlorophorm/Isoamylalkohol (24:1; v/v) Aufreinigung und eine
Prazipitation der DNA mit Isopropanol. Das erhaltene DNA Pellet wurde zwei Mal mit 75 %

Ethanol gewaschen und nach Trocknung in sterilem bidest. Wasser aufgenommen.

2.6.3 Aufreinigung von RNA aus Pflanzenmaterial
2.6.3.1 RNA Aufreinigung fiir semiquantitative RT-PCR

Flir Expressionsanalysen mittels semiquantitativer RT-PCR wurde die RNA aus A. thaliana
Col0 Pflanzen aus verschiedenen Geweben extrahiert. Das Pflanzenmaterial wurde mit
Wasser kurz abgespiilt, die Feuchtigkeit mit einem Papiertuch abgestreift, in fllissigem
Stickstoff eingefroren und die RNA mit dem NucleoSpinRNA Plant Kit (Macherey-Nagel, D)

nach Herstellerangaben aufgereinigt.
2.6.3.2 RNA Aufreinigung fiir cDNA Synthese und quantitative Real Time PCR

Gesamt RNA aus A. thaliana Pflanzenmaterial (Wachstum im Kurztag) wurde nach der
Methode von Brenner et al. (2005) extrahiert. Eine cDNA Synthese erfolgte von 5 pg Gesamt

RNA durch Superscript™ Il Reverse Transkriptase (Invitrogen) nach Herstellerangaben.
2.6.3.3 RNA Aufreinigung von A. thaliana Pflanzenmaterial fiir Northern Blot

0,5-2 g Pflanzenmaterial wurde im Morser unter fliissigem Stickstoff zu Pulver zerrieben und
in ein Reaktionsgefa® mit vorgelegten 4 mL Phenol/Tris/HCI (1,0 M; pH9,0) Gemisch
(1:1; v/v) Uberfihrt. Die Suspension wurde mind. eine Minute gevortext, bei 4°C
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefaR iberfiihrt. Nach Zugabe von 1,5 mL
3 M Natriumacetat (pH 5,6) wurde die Losung auf 15 mL mit 96 %igem Ethanol aufgefillt,
gemischt und fur mind. eine Stunde bei - 20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation und Abnahme
des Uberstandes trocknete das Pellet bei Raumtemperatur und wurde dann in 600 pL
sterilem bidest. Wasser aufgenommen. AnschlieBend prazipitierte die RNA erneut unter
Zugabe von 200 pL 10 M LiCl bei 4 °C Gber Nacht. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
RNA Pellet zweimal in 70 %igem Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 40 pL sterilem

bidest. Wasser aufgenommen.
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2.6.3.4 RNA Aufreinigung von G. biloba Pflanzenmaterial fiir Northern Blot

Die Isolierung der RNA aus G. biloba Pflanzenmaterial erfolgte in Anlehnung an das
Aufreinigungsprotokoll von (Wang et al. 2005). Hierzu wurden 5 g Pflanzenmaterial unter
flissigem Stickstoff im Morser zu Pulver zerrieben, in Extraktionspuffer (2% CTAB w/yv,
100 mM Tris/HCl pH 7,4, 2 M NaCl, 25 mM EDTA pH 8.0, 2 % Polyvinylpolypyrrolidone w/v,
4 % 2-Mercaptoethanol v/v) aufgenommen und zehn Minuten bei 65 °C inkubiert. Das
Gemisch wurde anschlieBend abgekuhlt und mit Chlorophorm/Isoamylalkohol (24:1; v/v)
versetzt. Nach Zentrifugation wurde die wadssrige Phase abgenommen und eine
Phenol/Chlorophorm/Isoamylalkohol (25:24:1; v/v) Aufreinigung durchgefiihrt. Die wassrige
Phase wurde erneut abgenommen und die RNA durch Mischen mit 1 Volumen
3 M Natriumacetat pH 5,2, 2 Volumen 95 % Ethanol mit folgender Inkubation in -20°C
prazipitiert. Das Prazipitat wurde durch vorsichtige Zentrifugation pelletiert und
anschlieBend in 3 M Natriumacetat pH 5,6 aufgenommen, kurz geschwenkt und erneut
abzentrifugiert. AnschlieRend wurde das Pellet in 500 pL bidest. Wasser aufgenommen in ein
1,5 ml EppendorfgefaR Gberfihrt und erneut mit einer Phenol/Chlorophorm/Isoamylalkohol
(25:24:1; v/v) aufgereinigt. Die wassrige Phase wurde mit 50 uL 3 M Natriumacetat pH 5,6
sowie 2 Volumen 95 % Ethanol versetzt und nach einer 1 stliindigen Inkubation in - 70 °C
abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 500 pL bidest. Wasser gelost und mit 200 pL
10 M Lithiumchlorid vermischt. Das Gemisch inkubierte fiir mind. 30 Minuten bei 4 °C. Nach
der Zentrifugation wurde das Pellet zweimal in 70 %igem Ethanol gewaschen, anschliefend

getrocknet und in 30 pL bidest. Wasser aufgenommen.

2.6.4 Polymerase Ketten Reaktion

Die mittels Polymerase Ketten Reaktion (PCR) erfolgte Amplifikation von DNA Fragmenten
wurde mit einem Standardmix (siehe Tabelle 2.8) sowie einem Cycler Standard Protokoll
durchgefiihrt (Tabelle 2.9). Dieses Protokoll wurde je nach PCR Ansatz in der spezifische
Primerannealingtemperatur und Elongationszeit variiert. Hierbei ist die Tag (Fermentas)
Polymerase fiir Test PCR Ansatze verwendet und die Pfu (Stratagene) Polymerase, welche
eine 3’-5" Exonukleaseaktivitat besitzt und damit ein Korrekturlesen bewerkstelligt, zur

fehlerfreien Vervielfaltigung von DNA Fragmenten eingesetzt worden.
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Tabelle 2.8: PCR Standardansatze fiir die Tag und Pfu Polymerase

Taq Standard PCR Ansatz Pfu Standard PCR Ansatz

10 x Taq Puffer 1x 2uL 10 x Pfu Puffer (Promega) | 1 x 10 uL
MgCl, 50 mM 2mM 0,8 uL

dNTP Mix, je 5 mM 0,15mM |0,6 pL dNTP Mix, je 5 mM 02mM |4pL
Oligonukleotide 5 uM | 0,5 uM 2uL Oligonukleotide 5 uM 0,5 uM 10 uL
DNA Template 100 ng* | X DNA Template 100 ng X
(Tlcaeir:‘;'r‘:gslrisj |05 Units |05 fg;’o:’éygr:’e;;i Al 1,5 Units | 0,5 pL
Steriles dest. H,0 auf 20 uL | Steriles dest. H,0 auf 100 pL

* Fir PCR Reaktionen auf Flissigkultur wurde 1 pL gewachsene Bakterienkultur verwendet

Tabelle 2.9: Cycler Standard Protokoll fiir PCR

Cycler Programm Dauer des Schrittes | Temperatur
Aufschmelzen des DNA Doppelstranges 3 Minuten 95 °C

Aufschmelzen des DNA Doppelstranges 30 Sekunden 95 °C

Annealing der Oligonukleotide 45 Sekunden 55°-65 °C | 15-25 Zyklen
Elongation durch die DNA-Polymerase X Minuten 72°C

Finaler Elongationsschritt 8 Minuten 72°C

2.6.5 Reverse Transkriptase Polymerase Ketten Reaktion

Die Reverse Transkriptase Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) wurde in dieser Arbeit fir
eine semiquantitative Analyse der Genexpression in A. thaliana genutzt. Die RT-PCR wurde
mit einem One Step RT-PCR Kit (Qiagene) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir die
Untersuchung der gewebespezifischen Expressionen wurde pro RT-PCR Ansatz 50 ng RNA

eingesetzt.

2.6.6 Quantitative Real Time PCR

Fir die quantitative Analyse der Genexpression in den P35S5:myc:AtPDX A. thaliana Pflanzen
wurde die quantitative Real time PCR (qRT-PCR) genutzt. Hierbei wurde die RNA nach dem
Protokoll von Abschnitt 2.6.3.2 aufgereinigt und in cDNA umgeschrieben. In den 20 uL PCR-
Reaktionsansatz wurde 0,2 uL der erhaltenen cDNA, 0,1 x SYBR Green | (Sigma Aldrich),
50 nM ROX (5-Carboxy-X-rhodamine, Sigma Aldrich), 2 mM MgCl (Sigma Aldrich), 0,01 U
Immolase (Kat. Nr. 21047; Bioline) 400 uM dNTP-Mix (Fermentas) und genspezifische Primer
in der finalen Konzentration von 300 nM eingesetzt. Fir die Untersuchung des AtPDX1 bzw.

AtPDX2 Gesamtexpressionslevel, die Expression von transgenem und endogenem AtPDX,
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wurden die jeweiligen AtPDX spezifischen Primer qRTAtPDXFW und qRTAtPDXRW aus der
Arbeit von Gonzales et al. (2007) verwendet (Anhang Tabelle 12.1). Um die Expression von
endogenen AtPDX1.3 mit der Expression von transgenen myc:AtPDX1.3 in den beiden
P35S5:myc:AtPDX1.3 Pflanzenlinien vergleichen zu kdnnen, wurden zwei verschiedene
gRT-PCR Ansatze mit den Primerpaaren AtPDX1.33'UTRFW-AtPDX1.33'UTRRW (Anhang
Tabelle 12.1) und gRTAtPDX1.3RW-mycRW durchgefiihrt. Alle gRT-PCR Reaktionen wurden
in technischen Triplikaten unter der Verwendung des gRT-PCR Protokolls (Tabelle 2.10), mit
dem Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, D) durchgefiihrt. Von jeder transgenen
Linie wurden zwei biologische Replikate parallel analysiert und die Expression anhand des
Referenzgens At3g25800, die regulatorische Untereinheit 2A der Ser/Thr Protein
Phosphatase (Czechowski et al. 2005) normalisiert. Die AtPDX Genexpression sowie
Standardfehler (RQ™" & RQ™) wurden mit der Applied Biosystems 7500 Software v2.0.3

ermittelt.

Tabelle 2.10: Cycler Standard Protokoll fiir gRT-PCR

Cycler Programm Dauer des Schrittes | Temperatur
Primares Aufschmelzen des DNA Doppelstranges | 10 Minuten 95 °C
Aufschmelzen des Doppelstranges 5 Sekunden 95 °C

- - 40 Zyklen
Annealing und Elongation 30 Sekunden 60 °C

2.6.7 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA Fragmenten in Agarosegelen erfolgte nach der Standardmethode

von Sambrook und Russel (2001) in TBE Pufferbedingungen.

2.6.8 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und aus PCR-Ansatzen

Die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und PCR-Ansdtzen wurde mit dem Nucleo Spin

Kit (Machery & Nagel) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.6.9 Denaturierende Agarosegelelektrophorese von RNA

Fiir die Auftrennung der RNA wurde ein 1,2 %iges Agarosegel in 1 x MEN Puffer (20 mM
MOPS, 5 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA pH 7,0)/20 % Formaldehyd verwendet. Fiir den
Lauf wurde die RNA mit 1 Volumen Formamid, % Volumen Formaldehyd, % Volumen

1 x MEN und 0,2 puL Ethidiumbromidlosung versetzt, fir 15 Minuten bei 55 °C denaturiert
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und anschlieRend bis zur Auftragung auf Eis gelagert. Nach dem Auftragen der Proben wurde

die RNA bei konstanter Amperzahl aufgetrennt.

2.6.10 Northern Blot

Der Transfer der RNA aus einem denaturierendem Agarosegel auf eine positiv geladene
Nylonmembran (Applichem) erfolgte in 10x SSC Transferpuffer (1,5M NaCl; 0,15M
Natriumcitrat pH 7,2 - mit Citrat eingestellt) Uber Saugkraft. Nach dem Transfer wurde zur
Fixierung der RNA die Membran in noch feuchtem Zustand mit UV-Licht bestrahlt, was zur

kovalenten Bindung zwischen Membran und RNA fihrte.

2.6.11 Herstellung einer radioaktiv markierten DNA-Sonde und Hybridisierung

Die Herstellung von radioaktiv markierter DNA (Sonde) fiir die spezifische Detektion der zu
untersuchenden mRNA von GbPDX1, AtPDX1.1 und AtPDX1.2, erfolgte nach der Methode
von Thomas (1980) mit 50 uCi a-[*P]-dCTP (3000 Ci/mmol) und einem Prime-It Il Random
Primer Labeling Kit (Stratagen) nach Angaben des Herstellers. Hierbei wurde die DNA des
gesamten GbPDX1 Gens (930bp), eines AtPDX1.1 Gen-Fragmentes (436 bp; Position cDNA
Base 464-930) sowie eines AtPDX1.2 Gen-Fragmentes (445 bp; Position cDNA Base 500-945)
verwendet. Die radioaktiv markierte Sonde wurde mittels einer Sephadex G-50 Saule
(GE-Healthcare) aufgereinigt. Fiir die Pra-Hybridisierung wurde die Membran fiir eine Stunde
in Hybridisierungslosung (7 % SDS; 1 mM EDTA pH 8,0; 1 % BSA in 0,5 M Natriumphosphat-
Puffer pH 7,0) bei 65 °C geschwenkt. Anschliefend erfolgte die Hybridisierung mit der bei
95 °C denaturierten Sonde und mit frischer Hybridisierungslosung bei 65 °C (iber Nacht.
Nicht gebundene Sonden wurde mit je einem zwei-stliindigen Waschschritt mit Waschlésung
I (1x SSC; 0,5% SDS; 1 mM EDTA) und Waschlésung 1l (0,5x SSC 0,5% SDS 0,5 %,
1 mM EDTA) bei 65 °C entfernt. Die Detektion erfolgte mit einem Réntgenfilm bei - 80 °C.

2.6.12 Generierung der DNA Konstrukte
2.6.12.1 Klassische Klonierung

Bei der klassischen Klonierung wurden an die Gen- bzw. DNA-Fragmente spezielle
Restriktionsschnittstellen mittels geeigneten Primern Gber PCR angefligt. Hiernach wurde

das DNA-Fragment durch eine ungerichtete TA-Klonierung (Invitrogen) nach
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Herstellerangaben in den Vektor pCR2.1 vorkloniert und das Insert durch
Kontrollsequenzierung mit Standard M13 Primern auf Richtigkeit Gberprift. Aus diesem
Vektor erfolgte dann der fiir die Klonierungsstrategie angepasste Restriktionsverdau und
eine Ligation in den vorbereiteten Zielvektor (Tabelle 2.3, Anhang Abbildung 12.6) nach

einem Standard Ligationsansatz (Tabelle 2.11) mit T4-DNA Ligase (Fermentas).

Tabelle 2.11: Standard Ligationsansatz

Ansatz eingesetzte Menge
DNA-Fragment aus pCR2.1 300 ng
Geschnittener Zielvektor 200 ng

10 x T4 DNA Ligase Puffer (+ATP, Fermentas) 1,5uL

T4 DNA Ligase (1 weiss U/uL, Fermentas) 1uL

Steriles bidestilliertes Wasser auf 15 pL aufgefiillt

2.6.12.2 Gatewayklonierung

An die zu klonierenden Gen- bzw. DNA-Fragmente wurden mittels zweistufiger PCR die
attachment- oder Rekombinationsseiten (attB-sites) angefligt. Hierbei wurden spezielle
Primer verwendet (Anhang Tabelle 12.1), die durch das Anhangen von Platzhalterbasen bzw.
das Eleminieren des Stopcodons das Leseraster fiir eine N- bzw. C-terminale Fusionierung
der Gene mit Epitopen (z.B. myc-Epitop) einstellen. Die so modifizierten DNA-Fragmente
wurden im AnschluR Uber Gateway BP Klonierung in den Vektor pDONR221 nach
Herstellerangaben (Invitrogen) eingefiigt. Der erhaltene Entry Klon wurde mit Standard M13
Primern auf Richtigkeit des inserierten DNA-Fragmentes hin Gberprift und die Inserts im
Anschlul® daran in unterschiedliche Gateway-kompatible Zielvektoren (Tabelle 2.3, Anhang

Abbildung 12.6) per LR Klonierung nach Herstellerangaben tGberfihrt.
2.6.12.3 Generierung der bindren Expressionskonstrukte

. P35S:myc:AtPDX1, P355:myc:AtPDX2, P355:myc:At5g65840 und P35S:At5g65840:myc

Die untersuchten AtPDX Gene sowie das At5g65840 Gen standen aus vorangegangenen
Arbeiten (Leuendorf 2006; Liese 2007) bereits im Gateway Vektor pDONR221 fiir N- und
C-terminale Fusionierungen zur Verfiigung. Fiir die Uberexpression von AtPDX1, AtPDX2 und
At5g65840 in A. thaliana wurden die untersuchten Gene entsprechend dem Zielvektor tber
LR Gatewayklonierung in den binaren Vektor pGWB18 und im Fall von At5g65840 auch in
pGWB17 kloniert (Abbildung 12.6). In beiden Vektoren stehen die Gene unter die Kontrolle
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des 35S Blumenkohl Mosaik Virus Promotors (P35S), und sind translational mit einem

myc-Epitop N-terminal (pGWB18) bzw. C-terminal (o GWB17) fusioniert.

Il. P35S:AtPDX1.3

Fiir eine AtPDX1.3 Uberexpression ohne fusioniertem Epitop wurde das Gen in den biniren
Vektor pGWB14 Uber Gatewayklonierung eingebracht. Hierbei wurde das AtPDX1.3 Gen
full length, d.h. mit geneigenem Stopcodon, eingebracht. In der Konsequenz wird das im
pGWB14 Vektor vorgesehene C-terminale HA-Epitop nicht translational mit dem AtPDX1.3
Gen fusioniert (Tabelle 2.3, Anhang Abbildung 12.6).

Ill. PPDX1.2:myc:AtPDX1.2 und PPDX1.3:myc:AtPDX1.3

Zur Untersuchung der genspezifischen Expression von AtPDX1.2 und AtPDX1.3 wurde der
Vektor pGWB18 folgend modifiziert: Der P35S Promotor wurde durch eine Xbal/Hindlll
Restriktion ausgeschnitten und gegen den AtPDX1.2 (PPDX1.2, 1,8 kb) bzw. den AtPDX1.3
Promotor (PPDX1.3, 1,1 kb) ausgetauscht (Tabelle 2.3, Anhang Abbildung 12.6). Hierfir sind
die Promotorfragmente mit den Primern PPDX1.2FW und PPDX1.2RW (Anhang Tabelle 12.1)
bzw. PPDX1.3FW und PPDX1.3RW (Anhang Tabelle 12.1) amplifiziert worden. Im Weiteren
wurden die fur N-terminale Fusionen vorbereiteten AtPDX1.2 und AtPDX1.3 Gene in die
Vektoren PPDX1.2pGWB18 und PPDX1.3pGWB18 per Gatewaytechnik eingefuigt.

IV. PPDX1.2:AtPDX1.2pK7FWG2

Fir eine Untersuchung der organspezifischen subzellularen Lokalisation des AtPDX1.2
Proteins wurde der Vektor pK7FWG2 modifiziert (Tabelle 2.3, Anhang Abbildung 12.6). Der
P35S Promotor wurde durch eine Hindlll/Pstl Restriktion ausgeschnitten und der Vektor
nach Auffillen bzw. Verdau der Basenlberhdnge der Schnittstellen wieder religiert. Im
Anschluf daran wurde ein AtPDX1.2 Promotor:Gen Fragment (verwendete Primer
PPDX1.2FW und AtPDX1.2nSRW sowie attB1PPDX1,2FW und attB2AtPDX1,2nSRW (Anhang
Tabelle 12.1); GroRe des amplifizierten Fragmentes war 2,8 kb) durch Gatewayklonierung in

den promotorfreien pK7FWG2 Vektor eingebracht.

V. P35S5:At5965840:GFP

Fir die subzellulare Lokalisation von At5g65840 wurde ein At5g65840:GFP Fusionsprotein im
binaren Vektor pK7FWG2 (Tabelle 2.3, Anhang Abbildung 12.6) generiert.
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VI. P355:GbPDX1

Das G. biloba GbPDX1 Expressionskonstrukt wurde im bindaren Vektor pCB302-1 durch
Klonierung von GbPDX1 in Smal/BamH!| Schnittstellen der pCB302-1 MCSII (Tabelle 2.3,
Anhang Abbildung 12.6) generiert.

Alle bindren Konstrukte wurden Uber Agrobakterien vermittelte Transformation in

A. thaliana Pflanzen stabil eingebracht.

2.7 Molekularbiologische Methoden — Protein

2.7.1 Proteinaufreinigung aus Pflanzenmaterial

Fir die Extraktion von Gesamtprotein aus A. thaliana bzw. N. benthamiana Blattgewebe
wurde das Pflanzenmaterial in gekiihlten Mdérsern bzw. in einer Schwingmihle zusammen
mit 4 °C kalten Aufschlusspuffer (100 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM MG132;
1 mM PMSF) zerkleinert und nachfolgend fir mindestens 20 Minuten auf Eis inkubiert. Das
Gemisch wurde im AnschluB abzentrifugiert, der Uberstand in ein frisches
MikrozentrifugationsgefaB Uberfiihrt und die enthaltene Proteinmenge nach Bradford

bestimmt.

2.7.2 Heterologe Genexpression in E. coli und Aufreinigung von GST- und

His-Fusionsproteinen

In dieser Arbeit ist durch die Verwendung von GST-Fusionsproteinen bzw.
His-Fusionsproteinen eine Moglichkeit geschaffen worden mit einer groRen Menge an
aufgereinigtem Protein zu arbeiten. Daflir wurden die bearbeiteten Gene Uber die Gateway
Klonierungstechnik in den Vektor pDEST15 (N-terminal GST) sowie Uber klassische
Klonierung Uber Ndel/Xhol Schnittstellen in den Vektor pET21b (C-terminal 6xHis)
eingebracht und in den E. coli Stamm BL21 (DE) pLysS transformiert. Resultierend kénnen
GST- und HIS-Fusionsproteine unter der Kontrolle des Lac-Operons, IPTG induzierbar, in
E. coli Uberexprimiert und im Anschlull Uber reduzierte Glutathionagarose bzw.
Nickelaffinitatschromatographie aufgereinigt werden. Bei der GroRe des GST Epitopes von
ca. 26 kDa sind Proteine der ungefdahren GroRe GST:AtPDX1.1/GST:AtPDX1.2/GST:AtPDX1.3
von 60 kDa, GST:AtPDX2 von 54,5 kDa, GST:At5g65840 von 55,5 kDa, zu erwarten. Bei der
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Fusion mit einem 6-fach HIS Epitop vergroRern sich die zu fusionierten Proteine um
ca. 1,5 kDa. Dies liegt daran, dald aufgrund der gewahlten Klonierungsstrategie zusatzlich zu
den angehdngten 6 HIS Aminosauren ein weiterer Spacerbereich mit angehangt wurde. Es
sind hier Proteine der GroRRe AtPDX1.1:HIS/AtPDX1.3:HIS von 35 kDa und AtPDX1.2:HIS von

36 kDa zu erwarten.
2.7.2.1 Heterologe Genexpression in E. coli fiir GST-Fusionsproteine

Mit den pDEST15 Konstrukten transformierte BL21 Zellen wurden in einer 5mL
Ubernachtkultur (LB-Fliissigmedium, 2 % Glukose, Chloramphenicol, Carbenicillin) bei 37 °C
unter Schiitteln angezogen. Mit dieser Ubernachtkultur wurde eine gréoRere Hauptkultur
20-50 mL 1:20 angeimpft. Die Bakterienkulturen wurden im Kolben auf dem Schiittler zu
einer ODggp von ca. 0,4 kultiviert und mit 1 mM final IPTG induziert. Nach weiteren zwei
Stunden Inkubation wurden die Bakterienkulturen bei 4 °C und zehn Minuten 4000 rcf

abzentrifugiert.
2.7.2.2 Heterologe Genexpression in E. coli fiir HIS-Fusionsproteinen

Die AtPDX1:pET21b tragenden Bakterien wurden in einer 10 mL Ubernachtkultur
(LB-Flussigmedium, 2% Glukose, Chloramphenicol, Carbenicillin) angezogen. Mit der
Ubernachtkultur wurde eine 100 mL Hauptkultur in SB-Medium (mit Chloramphenicol,
Carbenicillin, 0,5% Glycerin und 2% Glucose; Tabelle 2.4) 1:20 angeimpft und im
Schikanekolben bei 37 °C bis zu einer ODggg von 0,4-0,6 unter Schiitteln angezogen. Hierauf
erfolgte eine Induktion der Proteinexpression mit final 1 mM IPTG. Im Anschluld wurde die
Kultur weitere 3-4 Stunden bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Die Zellen wurden bei 4 °C

und 4000 rcf abzentrifugiert.
2.7.2.3 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Das Zellpellet wurde in 1 mL GST-Lysepuffer (50 mM Tris pH 8, 250 mM KCI, 1 mM EDTA,
0,2 % v/v, TritonX-100, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) resuspendiert und der ZellaufschluR® erfolgte
durch Sonifizierung. Das erhaltene Lysat inkubierte anschlieBend mind. 20 Minuten auf Eis
und wurde zehn Minuten bei 16000 rcf abzentrifugiert. Der Uberstand wurde zusammen mit

50 uL Glutathionagarose in ein 1,5 mL MikrozentrifugationsgefaR tberfihrt und fir eine
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Stunde unter Schwenken inkubiert. Im Anschluss wurde das Gemisch bei 4000 rcf
abzentrifugiert, das Glutathionagarosepellet dreimal mit 1 mL Lysepuffer gewaschen und

final 1:1 in Lysepuffer aufgenommen.
2.7.2.4 Aufreinigung von HIS-Fusionsproteinen

Das AufschlieBen der Zellen erfolgte durch Sonifizierung in 5 mL HIS-Bindepuffer
(0,5 M NaCl; 0,02 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.4; 0,03 mM Immidazol). Das Zelllysat
wurde mit einer Spatelspitze DNase versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Das Gemisch
wurde bei 16000 rcf abzentrifugiert und in ein frisches SammelgefalR Uberfihrt. Die
Aufreinigung von 50 mL Hauptkultur ergab ca. 10 mL aufgereinigtes Probevolumen aus
welchem die HIS-Fusionsproteine mit Nickelaffininitatssaule HisTrap™ HP (GE Healthcare)
mittels Akta purifier fast protein liquid chromatography (FPLC) im AnschluR herausgereinigt
wurden. Das Aufreinigungsprogramm wurde mit einer stufenweise ansteigender Immidazol
Konzentration durchgefiihrt und ist nachfolgend aufgefiihrt.

10 mL Proteinprobe wurden in die Probeschleife gegeben und auf die 1 mL HisTrap™ HP
Saule injiziert. Im direkten AnschluR wurde die Probeschleife mit 30 mL Bindepuffer gespult
und es erfolgte ein 10 mL Waschschritt (A1) mit 85 % Bindepuffer/ 15 % Elutionspuffer
(0,5 M NaCl; 0,02 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4; 0,5 mM Immidazol). Die spezifische
Elution der HIS- Fusionsproteine erfolgte dann mit 50 % Bindepuffer/ 50 % Elutionspuffer in
den 2 mL Elutionsfraktionen A2-A4. Die Durchfiihrung der Aufreinigung wurde so designed,
dal jedem neuen Schritt ein Vorwaschschritt der Pumpen und des Systems voraus ging. Ein
Vorwaschschritt hat den Vorteil, daR die Saule unmittelbar mit den neuen
Pufferbedingungen, hier z.B. verdanderten Elutionspufferkonzentrationen, ausgesetzt wird
und dadurch eine verzogerte bzw. verlangerte Elution der Proteine unterbunden werden
kann. Das HIS-Fusionsprotein eluiert konzentrierter und kann so in wenigen
Elutionsfraktionen gesammelt werden. Fiir die Kontrolle der Aufreinigung erfolgte eine
Auftrennung der gesammelten Fraktionen auf einem SDS-Gel. Exemplarisch fir die
AtPDX:HIS Proteine ist in Abbildung 2.1 die Aufreinigung von AtPDX1.2:HIS mittels
Nickelaffininitdtssaule (Abbildung 2.1 A) abgebildet. Zusatzlich zeigt das abgebildete SDS-Gel
(Abbildung 2.1 B) die verschiedenen Schritte der AtPDX1.2:HIS Proteinaufreinigung.
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Abbildung 2.1: Aufreinigung von HIS-Fusionsprotein; Beispielhaft anhand von AtPDX1.2:HIS
gezeigt. Aufreinigung mittels fast protein liquid chromatography tber eine Nickelaffinitatssaule
HisTrap™ HP (GE Healthcare). (A) Chromatogramm der Aufreinigung mit stufenweise
ansteigendem Elutionspuffer-Gradienten (grine Linie) (Details siehe Beschreibung Methodik).
Elution (A2-A4) der HIS:Fusionsproteine erfolgte mit 0,25 mM Immidazol. (B) 10 %iges SDS-
Kontrollgel der HIS Aufreinigung, Coomassie gefarbt. (C) Entsalzung der Elutionsfraktionen
A2/A3 Uber HiTrap Sephadex G25 Entsalzungssdule (GE Healthcare). In den beiden
Chromatogrammen (A) und (C) gezeigte blaue Linie reprasentiert die lber UV 280 nm
detektierte Absorbtion der Proteine in der relativen Gréfe mAU am Ausgang der
Aufreinigungssaule. Sterne in (B) markieren die AtPDX1.2:HIS Proteinbande.
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Nach der Kontrolle der Aufreinigung wurden die AtPDX:HIS Proteine aus der Elution A2 und
A3 (Abbildung 2.1 B) vereinigt und 2 mL Proteinlésung lber eine 5 mL HiTrap Sephadex G25
Siule (GE Healthcare) mit der Akta purifier FPLC entsalzt (Abbildung 2.1 C). Dieser Vorgang
wurde notwendig, da eine zu hohe Salzkonzentration die weitere Verwendung der Proteine
im Blue Native Page (siehe 2.7.9) nicht zuldRt. Die Entsalzung erfolgte gegen Protein
AufschluBpuffer (100 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl). Aufgereinigte AtPDX:HIS Proteine
wurden aus den Fraktionen A3 und A4 gesammelt (Abbildung 2.1 C) und fiir die Analyse im

Blue Native Page weiter verwendet.

2.7.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Bradford-Reagenz. Fir die
Proteinmessung wurden die Proben mit einer 1:4 verdiinnten Bradfordl6sung (Bio-Rad)
versetzt. Die Verdiinnung der Proben lag dabei bei 1:1000 — 1:500. AnschlieBend wurden die
Proben gevortext, jeweils zehn Minuten ruhen gelassen und danach photometrisch bei

595 nm gemessen. Als Referenz wurde eine Eichreihe mit 0 bis 2 mg/mL BSA verwendet.

2.7.4 SDS Polyacrylamidgelelektrophorese

Die betrachteten Proteine wurden durch eine denaturierende SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese in ihrer GrofRe analysiert. Hierfiir wurde SDS-Polyacrylamidgel (SDS-Gel) mit
einem Sammel- und Trenngel von einer Acrylamid Konzentration von 4 % bzw. von 8-15 %
verwendet. Ein Grundansatz fiir die Herstellung der Gele ist in Tabelle 2.12 gezeigt. Die
SDS-Gele  wurden mit dem  Hoefer-Mighty-Small-lI-System  angefertigt.  Die
auspolymerisierten SDS-Gele wurden im Anschlul} direkt verwendet oder bei 4 °C gelagert.

Fir den Lauf wurden die Proteinproben in Lammlipuffer (62,5 mM Tris/HCI pH 6,8; 2 % SDS
w/v; 0,1 % Orange G w/v; 40 % Glycerin v/v, 5 % B-Mercaptoethanol v/v) aufgenommen und
fir mindestens zehn Minuten bei 95 °C aufgekocht. Nach kurzem Abklhlen wurden die
Proben auf das SDS-Gel aufgetragen und mit SDS-Laufpuffer (1,5 % Glycin w/v, 0,3 % TRIS
(v/v), 0,1 % SDS v/v) bei konstanter Stromstarke (20 mA pro Gel) fur ca. 1,5 Stunden laufen
gelassen. Die SDS-Gele wurden im Anschluf? direkt mit Coomassie gefarbt oder fiir einen

Westen Blot verwendet.



38|Seite

Material

und Methoden

Tabelle 2.12: Ansatze fir die Fertigung von SDS-Polyacrylamidgelen

50 mL Trenngel (ca. 5 Gele) | 10 % Acrylamid | 50 mL Sammelgel (ca. 5 Gele) | 4 % Acrylamid
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 12,5 mL 1 M Tris/HCl, pH 6,8 1,875 mL

40 % Acryl-Bisacrylamid 12,5 mL 40 % Acryl-Bisacrylamid 2mL

H,0 24,5 mL H,0 16 mL

20 % SDS 250 pL 20 % SDS 75 pL

10 % APS 250 pL 10 % APS 75 uL

TEMED 25 uL TEMED 12 uL

2.7.5 Coomassiefarbung von Proteingelen

Durch Farbung mit Coomassie-Brillant-Blau kénnen Proteine in Proteingelen sichtbar
gemacht werden. Hierflir wurden SDS-Gele zehn Minuten in Coomassie-Farbeldsung
(0,1 % Coomassieblau G-250 w/v, 50 % Methanol v/v, 10 % Eisessig v/v) geschwenkt und
anschlieBend mehrere Stunden mit Entfarberlosung (5% Methanol v/v, 9 % Eisessig v/v)

gewaschen. Bei Bedarf wurde die Entfarberldsung ausgetauscht.

2.7.6 Western Blot

Fir den Western Blot wurde das zu analysierende SDS-Gel in kaltem Blotpuffer
(192 mM Glycin, 25 mM Tris) mit einer passenden Immobilon -P Transfer Membran
(PVDF PorengrofRe 0,45 um; Millipore) in Laufrichtung belegt und mit Whatmanpapier von
beiden Seiten abgedeckt. Der Transfer der Proteine erfolgte mit dem Mini Trans-Blot
Electrophoresis Transfer Cell System von Bio-Rad bei konstanter Stromstarke (40 mA) und

variierender Spannung lGiber Nacht bei 4 °C.

2.7.7 Immunodetektion

Die Detektion von bestimmten Proteinen wurde nach einem Western Blot auf einer PVDF
Membran mit spezifischen Antikorpern durchgefihrt. Hierzu wurde die Membran fiir eine
Stunde in mit 6 % fettfreier Trockenmilch in T-PBS-Puffer (137 mM NaCl; 27 mM KCI; 10 mM
Na2HPO4; 17 mM KH,POg4; nach Kontrolle des pH-Wertes von 7,4 erfolgte die Zugabe von
0,1 % Tween-20 v/v) unter leichtem Schwenken eine Stunde geblockt. Nach Abschiitten der
Trockenmilchlésung wurde der spezifische primdre Antikorper (Tabelle 2.13) 1:1000
verdlinnt, in 4 mL T-PBS Puffer aufgenommen und direkt auf die Membran gegeben. Nach

weiteren zwei Stunden Inkubation wurde der primare Antikérper abgeschittet und die
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Membran zwei Mal fiinf Minuten in T-PBS Puffer gewaschen. Der sekundare HR-Peroxidase
gekoppelte Antikorper (Tabelle 2.13) wurde 1:2000 in 4 mL T-PBS-Puffer aufgenommen, auf
die Membran gegeben und ebenfalls zwei Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die
Losung abgegossen und die Membran vier Mal in T-PBS Puffer zehn Minuten gewaschen.
Hierauf folgte der Nachweis des sekundaren HR-Peroxidase gekoppelten Antikdrpers durch
Chemolumineszenz. Dazu wurde auf die Membran in feuchtem Zustand mit den ECL Western
Blotting Detection System Losungen nach Herstellerangaben behandelt und nach Inkubation
ein Film (Kodak X-Omat) fir einen, je nach Intensitdt der Chemolumineszenz, variablen

Zeitraum aufgelegt. Im Anschluss wurde der Film entwickelt und fixiert.

Tabelle 2.13: Verwendete Antikorper

Typ Antikorper Wirtsorganismus |Referenz (Firma)

a-GFP Kaninchen Kat. # sc 8334; SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGIE Y.INC
a-myc Maus Kat. # 05-724, Millipore

a-HA Maus Kat. # MMS 101P, HISS Diagnostics

a-Kaninchen IgG-HRP |Rind Kat. # sc 2370; SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGIE Y.INC
a-Maus IgG-HRP Ziege Kat. # sc 2005; SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGIE Y.INC

2.7.8 Ponceaufarbung von PVDF Proteinmembranen

Flir eine Kontrolle der Proteinbeladung auf einer PVDF Membran wurde eine Ponceau
Farbung der Membran durchgefiihrt. Die PVDF Membran wurde hierfiir in Ponceau
Farbelosung (2 g Ponceau S; 1,83 M Trichloressigsaure; 1,37 M Sulfosalicylsdure) mindestens
finf Minuten bei Raumtemperatur geschwenkt und mit dest. Wasser abgespllt bis

ausschlieBlich die Proteinbanden zu sehen waren.

2.7.9 Blue Native Page

Die Methode der Blue Native Page (BNP) wurde zur nativen Auftrennung von Proteinen im
Gel genutzt. Hierbei bleiben Proteinkomplexe intakt und kénnen in ihrer nativen Grof3e
studiert werden. Das denaturierende Natriumdodezylsulfat (SDS), welches in SDS-Gelen
verwendet wird, um die Proteine negativ zu laden und so eine ladungsgerichtete,
grofRenselektive Auftrennung zur Annode zuzulassen, ist bei der Methode der BNP durch
Coomassie (Serva Blue G250) ersetzt. Dieser negativ geladene Farbstoff ermoglicht ebenfalls

einen ladungsgerichteten Lauf der Proteine, jedoch ohne diese zu denaturieren.
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Die Durchfiihrung der BNP erfolgte in Anlehnung an Wittig et al. (2006). Das Gradienten-
Trenngel ist mit dem in Tabelle 2.14 gezeigten Standardprotokoll unter zu Hilfenahme eines
Gradientenmischers angefertigt worden. Uber dem Gradienten-Trenngel wurde ein

niederprozentiges Vorlaufgel in gleichen Pufferbedingungen gegossen.

Tabelle 2.14: Ubersicht Standardprotokoll zur Anfertigung von einem Gradienten-Trenngel fiir BNP

GelgroRe 20 x 20 cm
1 mm diinner Spacer

Trenngel 18 mL
5 % Acrylamid

Trenngel 18 mL
12 % Acrylamid

Vorlaufgel 15 mL
4 % Acrylamid

3 x Gelpuffer

6 mL

6 mL

5,1 mL

40 % Acylamid/Bisacrylamid 2,25 mL 5,4 mL 1,5mL
75 % Glycerin 1,2 mL 4,2 mL /
bidest. Wasser 8,55 mL 2,4 mL 8,4 mL
10 % APS 30 uL 30 uL 100 pL
TEMED 8 L 8 L 40 pL

3 x Gelpuffer: 150 mM BisTris-HCI, 1.5 M 6-Amino-caproic Acid, pH 7.0 (HCl), Lagerung 4 °C

Die Proteinproben wurden fir den Lauf mit 10 x BN-Probenpuffer (58,5 mM Serva G 250;
100 mM BisTris-HCI, 0,5 M 6-amino-caproic acid, pH 7,0; 30 % Sucrose w/v) versetzt und in
die Probentaschen eingeflillt. Fir den Lauf des BN Page Gels wurden die hier beschriebenen
Kathodenpuffer (50 mM Tricine, 15 mM BisTris, 0,05 % Serva G 250 w/v) und Annodenpuffer
(50 mM BisTris-HCI; pH 7,0) verwendet. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei

konstanter Spannung (110 V) ca. 24 Stunden im auf 4 °C gekiihlten Gel.

2.8 Interaktionsstudien und Komplexanalyse

2.8.1 Pulldown (Affinitdtsaufreinigung)

Eine Methode zur Charakterisierung von Proteininteraktionen ist der Nachweis Uber in vitro
Pulldown einer Affinitatsaufreinigung. Hierfir wurden GST-Fusionsproteine wie in Abschnitt
2.7.2 beschreiben aufgereinigt und zusammen mit aus Pflanzen isoliertem Gesamtprotein
(siehe 2.7.1) von myc:AtPDX exprimierenden Pflanzen mind. 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im direkten AnschluR erfolgte eine Aufreinigung der GST-
Fusionsproteine durch funf Waschschritte in Pulldownpuffer (50 mM Tris/HCl pH 7,4;
150 mM NaCl; 5 mM MgCl; 1 mM PMSF; 0,2-0,6 % Igepal v/v) und eine Analyse mittels SDS-
Gel; Western Blot und Immunodetektion gegen madgliches Coprazipitiertes myc:AtPDX1.1

Protein mittels a-myc Antikorper.
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2.8.2 Yeast Two-Hybrid Assay

Der Yeast two-hybrid (Y2H) Assay wurde fiir eine Untersuchung von moglichen Protein-
Protein Interaktionen verwendet. Y2H basiert auf der Koexpression von zwei moglichen
Interaktoren in den Vektoren pBTM116-GW (basiert auf Goehler et al. 2004) und pACT2-GW
(basiert auf Clontech) in S. cerevisiae, welche zu Fusionsproteinen mit einem E. coli lexA
Repressorprotein bzw. mit einer Hefe GAL4-Aktivierungsdomadne (GAL4-AD) fihren.
Kommen die beiden Fusionsproteine in raumliche Ndhe, so werden Reportergene fiir
Histidin- bzw. Uracilaminosduresynthese abgelesen. Unter Selektionsbedingungen auf
synthetic dextrose IV (SDIV) Medium (SD-Medium ohne Histidin, Uracil, Tryptophan und
Leucin) kann nun die Interaktion der beiden untersuchten Proteine durch Wachstum
nachgewiesen werden (Weber et al. 2005). Die Anzucht der transformierten Hefen auf SDII
Medium (SD-Medium mit Histidin und Uracil aber ohne Tryptophan und Leucin) dient als
Transformationskontrolle. Alle untersuchten Gene wurden Uber Gatewayklonierung in die
beiden Y2H Vektoren pBTM116-GW sowie pACT2-GW eingebracht und in S. cerevisiae
transformiert. Die Interaktionen der getesteten Proteine wurden zusatzlich durch einen Test

auf Autoaktivitat mit einem leeren Vektor abgesichert.

2.8.3 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation, Split-YFP Analyse.

Die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) bzw. auch Split-YFP System genannt
(Walter et al. 2004) stellt eine in planta Interaktionsanalyse dar. In diesem System werden zu
untersuchende Proteine mit einer C- bzw. N-terminalen Halfte des yellow fluorescent
proteins (YFP) fusioniert. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Konstrukte in
Tabakblattern transient exprimiert. Interagieren die beiden Fusionsproteine miteinander,
kommen die beiden YFP Halften in rdaumliche Nahe und bilden gegebenenfalls ein
funktionales YFP aus, was bei entsprechender Anregung fluoresziert.

Die AtPDX Gene sowie das AtBPM4 Gen wurden in die bindren BiFC Vektoren pE-SPYNE-GW
(P35S:myc:N-terminal YFP" (AS 1-155)) und pE-SPYCE-GW (P35S:HA:N-terminal YFPS,
(AS 156-239)) (Dankenswerter Weise zur Verfligung gestellt von W. Droge-Laser; Sequenz
Informationen unter www.ubpb.gwdg.de/wdllab/attorfex.html) tGber LR Gatewayklonierung
eingebracht und in den A. tumefaciens Stamm GV3101::pMP90RK transformiert. Es folgte

eine Agrobakterien vermittelte transiente Transformation von N. benthamiana Blattern nach
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Sparkes et al. (2006). Die Fluoreszenz wurde 60 Stunden nach Infiltration mit einem Laser
Scanning Mikroskop Leica TCS SP5 abgenommen. Einstellungen des Mikroskops fir eine
Detektion von spezifische YFP Fluoreszenz waren: Anregung bei 514nm und
Fluoreszenzabnahme bei 525-600 nm. Als Kontrolle fiir die Proteinexpression wurden von
den infiltrierten Blattern Proben genommen und das Gesamtprotein wie bei Methode 2.7.1
beschrieben aufgereinigt. Die Proteinproben wurden anschlieBend liber SDS-Gel aufgetrennt

und iber Western Blot sowie Immunodetektion mit a-myc und a-HA Antikorpern analysiert.

2.8.4 GroBenausschluBchromatographie; FPLC Analyse

Die in planta Analyse von grolReren Proteinkomplexen wurde mittels einer
GroRenausschluflichromatographie durchgefiihrt. Gesamtprotein wurde aus Blattmaterial
der verschiedenen myc:AtPDX exprimierenden Linien unter nativen Bedingungen, wie bei
2.7.1 beschrieben aufgereinigt. Davon wurden 6-8 mg Gesamtprotein in 2 mL Tris/SalzPuffer
(100 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl) als Probe fiir die GréRenausschluBchromatographie
verwendet. Die Auftrennung der Probe erfolgte auf einer kalibrierten HiLoad™ 16/60
Superdex 200 Sadule (GE Healthcare) bei einer FluBrate von 1 mL pro Minute. Das System
wurde durch AKTA Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) (Amersham Pharmacia
Biotech; Schweden) gesteuert, und es erfolgte eine 1 mL Fraktionierung des Durchflusses
von 40 mL bis 85 mL DurchfluBvolumen. 20 pL jeder Fraktion wurde im AnschluR (iber ein
denaturierende 12 %ige SDS-Page aufgetrennt und mittels Western Blot sowie

nachfolgender Immunodetektion mit a-myc Antikorper gegen myc:AtPDX Protein analysiert.

Tabelle 2.15: Standardisierung der HiLoadTM 16/60 Superdex 200 Siule mit Standard Proteinen.
Anhand der jeweiligen Chromatogramme wurde fiir jedes Protein das Retentionsvolumen ermittelt.
Aufgefiihrt ist neben den Retentionsvolumina auch das Verhéltnis von Retentionsvolumen (Ve) zu
Nullvolumen (V0), welches fiir die Eichgerade verwendet worden ist (Abbildung 2.2).

Standardproteine kDa Retentionsvolumen (mL) Ve/VO0
Lysozym 14,7 106,6 2,961
Ovalbumin 43 80,1 2,225
BSA 67 74,3 2,063
Catalase Dimer 120 64,4 1,788
BSA Dimer 132 64,3 1,756
Ferritin 440 55,3 1,536
Thyroglobulin 670 48,7 1,352
Ferritin Dimer 880 43,9 1,219
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Die Kalibrierung der verwendeten HiLoadTM 16/60 Superdex 200 S&ule erfolgte mit
Standard Proteinen bekannter GroRe. Hierbei wurde das Retentionsvolumen (Ve) der
Proteinen Lysozym, Ovalbumin, BSA, Catalase, Ferritin und Thyroglobulin bestimmt (Tabelle
2.15) und in Relation zum Nullvolumen (VO) der Saule (36 mL) gegen die ProteingroRe in kDa
logarithmisch aufgetragen (Abbildung 2.2). Daraus ergibt sich die in Abbildung 2.2
dargestellte Funktion mit der man Proteinkomplexe unbekannter Grofle anhand des

experimentell ermittelten Ve bestimmen kann.
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Abbildung 2.2: Standardisierung der HiLoadTM 16/60 Superdex 200 Saule fur die
GrolRenausschluBchromatographie per FPLC. Aufgetragen ist das Verhaltnis von
Retentionsvolumen der Standardproteine (Ve) zu Nullvolumen der verwendeten Saule (VO0),
Ve/VO0, gegen die bekannte molekulare GréRe der Standardproteine in kDa (Tabelle 2.15).
Funktion der Trendgerade ist neben dem Graphen gezeigt.

2.9 Untersuchung pflanzlicher Parameter

2.9.1 Pflanzenanzucht und Pflanzentransformation

Die Anzucht von A. thaliana Okotypen Col0 und C24 sowie Nicotiana benthamiana erfolgte
unter Standardbedingungen im Gewachshaus (Langtagbedingungen; 16 h Licht zu 8h
Dunkelheit, Lichtintensitat ca. 150 - 300 uE), in der Klimakammer (Kurztagbedingungen; 8 h
Licht zu 16 h Dunkelheit, Lichtintensitdt ca. 150 uE) und in vitro im Lichtregal
(Langtagbedingungen; 16 h Licht zu 8 h Dunkelheit, Lichtintensitat ca. 150 uE).

Fiir die sterile Kultivierung von A. thaliana Pflanzen wurden die Samen mit

Sterilisationslésung (1,2 % Natriumhypochloridlésung mit 0,1% (v/v) Triton) an der
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Oberflache sterilisiert, bei 4 °C mind. 24 h stratifiziert, anschlielend auf MS (Murashige und
Skoog 1962) bzw. ATS (Estelle und Sommerville 1987) Festmedium ohne Zusatz von
Vitaminen und Zucker (Tabelle 2.16) ausgelegt und in vitro im Lichtregal wachsen gelassen.
Die Selektion transgener Pflanzen erfolgte mit geeigneten Antibiotika bzw. Herbizid
(Tabelle 2.7) auf sterilem Wachstumsmedium.

Die Transformation von A. thaliana Pflanzen erfolgte mittels A. tumefaciens vermittelter
Bliten Dipp Methode (Clough und Bent 1998).

Flr transiente Split YFP Interaktions- und GFP Lokalistionsuntersuchungen (Abschnitt 2.8.3)

wurden die Blatter nach der Methode von Sparkes et al. (2006) transformiert.

Tabelle 2.16: Wachstumsmedien fir eine sterile Anzucht von A. thaliana

Bezeichnung (Referenz) Zusammensetzung
MS-Medium 4,302 g MS pro Liter
(Murashige und Skoog 1962) Es wurde ein pH-Wert von 5,7-5,8 eingestellt
1 % Agar (Merck KGaA, D) flur Festmedium
Ats-Medium 5 mM KNO3
(Estelle und Sommerville 1987) 2,5 mM KPOQ, ( 2,25 mM KH,PQ,, 0,25 mM K,HPO,)
2 mM MgSO,

2 mM Ca(NOs),

0,5 mM Fe-EDTA

Spurenelemente:

70 uM H3BOs3, 14 uM MnCl,, 0,5 uM Cu SO,
1 uM ZnS0O,, 20 MM Na,Mo0,4, 10 mM Nacl
10 mM CoCl,

1 % Agar (Merck KGaA, D) fir Festmedium

2.9.2 Analyse der untersuchten Arabidopsis thaliana Insertionslinien

Die Identifizierung der in dieser Arbeit untersuchten Insertionslinien erfolgte mittels PCR auf
genomische DNA bzw. bei transkriptioneller Kontrolle mittels RT-PCR auf RNA unter

Verwendung von Gen- sowie Insertionsspezifischen Primern (Tabelle 2.17 und Tabelle 12.1).

Tabelle 2.17: Auflistung der fir die Identifizierung der Insertionslinien verwendeten Primerpaare

Insertionslinie Genspezifische Primer Insertionsspezifische Primer
atpdx1.1/JICSM_3.22664 AtPDX1.1FW - AtPDX1.1RW AtPDX1.1FW - JIC Spm32
atpdx1.2-1 / SAIL_640_D11 AtPDX1.2FW1 - AtPDX1.2RW945 | AtPDX1.2FW1 - SAIL LB1
SALK_148199.19.20.x AtPDX1.2FW1 - AtPDX1.2RW945 | AtPDX1.2FW1 - SALK Lbal

AtPDX1.2FW1 - JIC Spm32
AtPDX1.2RW945 - JIC Spm32

atpdx1.3 / SALK_086418 AtPDX1.3FW - AtPDX1.3RW AtPDX1.3FW - SALK Lbal
at5g65840-1 / SALK_018173 | At5g65850FW - At5g65840RW At5g65840RW - SALK Lbal

JICGT_5.712 AtPDX1.2FW1 - AtPDX1.2RW945
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2.9.3 Analyse des Frischgewichtes von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Die Analyse des Frischgewichtes erfolgte an 35 Tage alten, unter Kurztagbedingungen
angezogenen Pflanzen. Fir die Messung wurden alle oberirdischen Pflanzenteile einer
Pflanze abgeschnitten und sofort das Gewicht in Gramm ermittelt. Je Pflanzenlinie wurden
mindestens 21 Einzelpflanzen untersucht und aus den Einzelmessungen der Mittelwert

errechnet.

2.9.4 Wurzellangenwachstumsassay

Fir die Bestimmung des primdaren Wurzellangenwachstums wurden Wildtyp Col0 und
P35S:myc:AtPDX1.3°“" Samen sterilisiert und zwei Tage im Kihlschrank bei 4 °C
stratifiziert. Die Samen wurden auf Vitamin B6 haltigem MS Sterilmedium (25 mM PN) in
vitro ausgelegt. Die Platten mit den Samen wurden aufrechtstehend im Lichtschrank unter
Langtagbedingungen kultiviert (Chen und Xiong 2005; Titiz et al. 2006). Vier Tage nach der
Keimung wurden die Keimlinge auf MS Medium ohne Vitamin B6 bzw. mit Vitamin B6 in
Kombination mit NaCl tberfiihrt (25 uM PN; 110 mM NaCl; 25 uM PN mit 110 mM NacCl).

Zehn Tage nach dem Transfer wurde die Lange der Wurzeln gemessen und analysiert.

2.9.5 Hitzeschock

A. thaliana Col0 Wildtyp bzw. mit PPDX:myc:AtPDX1.2 tranformierte Pflanzen wurden auf
sterilem ATS Medium unter Langtagbedingungen bei 22 °C fir zehn Tage angezogen. Der
Hitzeschock wurde bei 45 °C (fir 90 Minuten) bzw. 39 °C (flir 60 Minuten) appliziert.

Fir die Expressionsanalyse der Proteine wurden die Pflanzen nach einem 60 Minuten
Hitzeschock wieder zurick in Langtagbedingungen bei 22 °C gestellt und fir weitere

120 Minuten in regelmaBigen Abstanden beprobt.

2.9.6 Phéanotypische Analyse der Arabidopsis thaliana Samen- bzw. Embryonenentwicklung

Fir die phanotypische Analyse der Samen- bzw. Embryonenentwicklung wurden aus
verschieden alten Arabidopsis Schoten die Samen vorsichtig herausprapariert und durch
Inkubation in Ethanol/Essigsaure (6:1) geklart. Nach Abnahme der Losung wurden die Samen
in Chloralhydrat/Glycerin/Wasser (8:1:2) aufgenommen und mit Hilfe eines Lichtmikroskops

(Zeiss) untersucht.



46 |Seite Material und Methoden

2.9.7 Lokalisationsstudien von AtPDX1.2 und At5g65840

Die Lokalisation des AtPDX1.2 Proteins in A. thaliana Samen wurde mit Hilfe eines
AtPDX1.2:GFP-Fusionsproteins unter der Kontrolle des endogenen AtPDX1.2 Promotors
(PPDX1.2; 1,8 kb) untersucht. Das PPDX1.2:AtPDX1.2:GFP Konstrukt (siehe 2.6.12.3,
Abbildung 12.6) wurde per Agrobakterien vermittelter Transformation in Arabidopsis
eingebracht. Transgene Pflanzen wurden nach der Selektion auf Kanamycin haltigem
Sterilmedium in Erde gebracht und im Gewdchshaus unter Standardbedingungen zur
Samenreife wachsen gelassen. Es erfolgte eine mikroskopische Analyse der GFP Fluoreszenz
in verschieden alten Arabidopsis-Samen mit Hilfe eines konfokalen Leica TCS SP5
Mikroskops.

Die Analyse der At5g65840 Proteinlokalisation erfolgte ebenfalls mit Hilfe eines
At5g65840:GFP Fusionsproteins, das unter der Expressionskontrolle des P35S Promotors
stand. Das P35S:At5g65840:GFP Expressionskonstrukt wurde zum einen stabil in A. thaliana
Col0 Pflanzen eingebracht und zum anderen mittels Agrobakterium vermittelter
Transformation in N. benthamiana Blattern infiltriert. In beiden Ansdtzen wurden
Blattmaterial auf die GFP Fluoreszenz mit Hilfe des konfokalen Leica TCS SP5 Mikroskops
untersucht.

Einstellungen des Mikroskops fiir eine Detektion von spezifische GFP Fluoreszenz (GFP Kanal)
und unspezifischen Fluorszenzsignalen wie z.B. Chloroplastenfluoreszenz (RED Kanal) waren:
GFP Kanal - Anregung bei 488 nm und Fluoreszenzabnahme bei 500-600 nm

RED Kanal - Anregung bei 488nm; Fluoreszenzabnahme bei 651-721 nm.

2.9.8 Messung der Vitamin B6 Gehalte und Metabolitprofiling

Die Messungen der Vitamin B6 Gehalte und Bestimmung des Metablitprofils wurden von
den Kooperationspartnern Dr. Agnieszka Szewczyk (Pharmaceutical Faculty of the Collegium
Medicum, Jagiellonian University, Krakow, Polen) und Dr. Alisdair R. Fernie (Max-Planck
Institute for Molecular Plant Physiology, Golm, Deutschland) durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurde fiir die Analysen A. thaliana Pflanzen unter Kurztagbedingungen fiir
35 Tage angezogen und geerntete Rosettenblatter in flissigem Stickstoff schockgefroren,

bevor sie im gekiihlten Morser zu feinem Pulver zerrieben wurden.
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Fir die Analyse des Vitamin B6 Gehaltes wurden 3 x 12 g (Frischgewicht) Pflanzenmaterial je
Pflanzenlinie an Dr. Agnieszka Szewczyk nach Polen gesendet. Dabei verwendete
Dr. Szewczyk eine an Arabidopsis angepaBte Vitamin B6 Extraktionsmethode basierend auf
Bognadr und Velimatti (1996) und Gonzalez et al. (2007) sowie eine modifizierte HPLC
Detektionsmethode von Arenz et al. (1996).

Das Metabolitprofiling wurde mit 100 mg (Frischgewicht) Pflanzenmaterial von Dr. Alisdair R.
Fernie mittels einer gekoppelten Gas Chromatographie/Massenspektroskopie (GC-MS) nach
einem Standard Protokoll von Roessner et al. (2000) und Roessner-Tunali et al. (2003)
durchgefiihrt. Die Auswertung der Metabolite erfolgte mit Hilfe der ,Golm Metabolome

Database” (Kopka et al. 2005; Schauer et al. 2005).
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse von AtPDX1 und AtPDX2 Uberexpressionspflanzen

Das bisherige Wissen Uber die Funktion der AtPDX1 und AtPDX2 Proteine basiert unter
anderem auf der Untersuchung von in vitro Aktivitatsstudien und der Charakterisierung von
loss-of-function Mutanten. Wahrend die atpdx2 Nullmutante einen embryonal letalen
Phanotyp zeigte, wiesen die atpdx1.1 und atpdx1.3 Einzelmutanten (Tabelle 2.2) schwache
Defekte im Wurzelwachstum auf (Chen und Xiong 2005; Titiz et al. 2006; Tambasco-Studart
et al. 2007). Dies ist bemerkenswert, da die beiden AtPDX1 Gene ausschlieBlich in den
oberirdischen Geweben stark exprimiert werden (Wagner et al. 2006). Auch 1aRt der Vitamin
B6 Gehalt der atpdx1.1 und atpdx1.3 Mutanten, der je nach Wachstumsbedingungen nur
leicht verringert ist, keine direkten Riickschliisse auf den gezeigten Wurzelphanotyp zu. Die
geleisteten Arbeiten konnten demnach nicht alle Hintergriinde der atpdxl Phanotypen
aufklaren. Ebenso fehlte weiterhin eine genaue Analyse der Funktion von AtPDX1.2.

Aus diesem Grund konzentrierten sich die Untersuchungen in dieser Arbeit verstarkt auf
einen gain-of-function Ansatz, bei dem die AtPDX Proteine in Arabidopsis liberexprimiert
wurden. Hierfir wurden die Gene mit einem myc-Epitop N-terminal fusioniert und in
A. thaliana ColO Pflanzen unter der Kontrolle eines 35S Blumenkohl Mosaik Virus Promotors
(im Weiteren als P35S:myc:AtPDX benannt; siehe 2.6.12.3 ) transformiert. In den folgenden
Untersuchungen sind die Effekte der Uberexpression anhand veridnderter Phianotypen, des
Vitamin B6 Gehaltes und der Zusammensetzung von pflanzlichen Metaboliten untersucht

worden.

3.1.1 Phanotypische Analyse von AtPDX1 und AtPDX2 (iberexprimierenden Pflanzen

Die P35S:myc:AtPDX Primartransformanten (T1 Generation) wurden nach der in vitro
Selektion auf kanamycin-hygromycin-haltigem Sterilmedium in Erde umgesetzt und zunachst
auf phanotypische Veranderungen hin untersucht.

Der (berwiegende Teil der transgenen P35S:myc:AtPDX Pflanzen zeigte unter

Langtagbedingungen keine Veranderungen im Phénotyp. P35S:myc:AtPDX1.2 und
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Abbildung 3.1: Phanotypische Analyse von 35 Tage alten myc:AtPDX exprimierenden Pflanzen
(T4 Generation) im Vergleich zum Wildtyp Col0 angezogen unter Kurztag- (A,C) und
Langtagbedingungen (B). Im Falle des eingebrachten P35S5:myc:AtPDX1.3 Konstruktes konnten
unterschiedliche Phdnotypen mit normalem (-normal-) und gedrungenem (-stunted-) Wachstum
beobachtet werden. (B, C) P355:myc:AtPDX1.3"*? im direkten Vergleich zum Wildtyp ColO.
WeiRe Referenzstriche in (B) reprasentierten die Ldnge von 2 cm.

P35S5:myc:AtPDX2 Pflanzen entwickelten sich ausschlieBlich Wildtyp ahnlich. Hingegen
konnte bei den P35S:myc:AtPDX1.1 Pflanzen in einer sehr geringen Frequenz (2 von 55
Pflanzen; 3,6 %) der Primartransformanten, ein leicht reduzierter Wuchs und leicht gelbliche
Blatter beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die Merkmale waren jedoch nicht sehr
stark ausgepragt und deshalb wurde nicht weiter verfolgt, wie sich diese leichten
Wuchsverdanderungen in den ndachsten Generationen auspragten. In der weiteren Arbeit
konzentrierten sich die Untersuchungen stattdessen auf Wildtyp &hnliche
P35S5:myc:AtPDX1.1 Pflanzen. Im Gegensatz zu den anderen P355:myc:PDX Linien zeigten
P35S:myc:AtPDX1.3 tragende Pflanzen unter Langtagbedingungen einen ausgepragten
Phanotyp, mit einem sehr kleinen Wuchs und hellgelben jlingeren sowie leicht lila gefarbten,
dlteren Blattern (Abbildung 3.1 B). Dieser Phadnotyp konnte bei 56 von 200 (28 %)

Primartransformanten beobachtet werden. Aufgrund der Prdgnanz und des relativ hohen
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Auftretens des gesehenen Phanotyps wurde beschlossen zusatzlich zu den Wildtyp dhnlichen
P35S:myc:AtPDX1.3 Linien ebenfalls phanotypisch auffallige P355:myc:AtPDX1.3 Linien in die
weiteren Studien mit einzubeziehen. Daflir wurde jeweils Linien mit gedrungenem
(-stunted-) Wuchs (P35S:myc:AtPDX1.3°"“"°) sowie Linien mit Wildtyp dhnlichem (-normal-)
Wuchs (P35S:myc:AtPDX1.3""™") ausgewdihlt und parallel mit den anderen P35S:myc:AtPDX
Pflanzenlinien bis zur T4 Generation angezogen. Auffillig bei P35S:myc:AtPDX1.3°""
Pflanzen war, dal} sie bei unterschiedlichen Lichtbedingungen in ihrem Wuchs variierten.
Wahrend die Pflanzen unter Langtagbedingungen den beschriebenen drastischen Phanotyp
zeigte, war der Phanotyp unter Kurztagbedingungen deutlich schwacher. Hier konnte im
Vergleich zum Wildtyp eine kleinere Rosette und gelbliche, leicht deformierte Blatter
gesehen werden (Abbildung 3.1 A, C). Diese starke Lichtsensitivitit konnte bei
P35S:myc:AtPDX1.3"™ Pflanzen sowie Pflanzen der anderen P35S:myc:AtPDX Linien nicht
beobachtet werden. Sie zeigten unter Kurztagbedingungen einen normalen Wildtyp
ahnlichen Wuchs.

Da fir die weiteren Analysen eine grofRere Menge an Pflanzenmaterial bendétigt wurde und
zudem die Effekte bei den P35S:myc:AtPDX1.3°“"*? Pflanzen unter Langtagbedingungen zu
pleiotrop erschienen, wurden die weiteren Untersuchungen der P35S:myc:AtPDX Linien
unter Kurztagbedingungen erstellt. Desweiteren wurden die Untersuchung an je einer
reprasentativen Pflanzenlinie pro Konstrukt, bei AtPDX1.3 exprimierenden Linien ebenfalls
pro -stunted- und -normal- Phanotyp, durchgefiihrt. Ein phdnotypischen Vergleich an

35 Tage alten P35S5:myc:AtPDX Pflanzen der T4 Generation ist in Abbildung 3.1 A gezeigt.

Zusatzlich zu der phanotypischen Beobachtung wurde eine Quantifizierung des
Frischgewichtes der Blattrosette von im Kurztag angezogenen P35S:myc:AtPDX1 bzw.
P35S:myc:AtPDX2 Pflanzen durchgefihrt (siehe 2.9.3). Die Messungen bestatigten, dafl}
P35S:myc:AtPDX1.3°“™? Pflanzen einen verringerten Wuchs mit signifikant geringerem
Frischgewicht aufwiesen, wihrend P35S:myc:AtPDX1.3"™ Pflanzen ein Wildtyp dhnliches
bzw. in der Tendenz leicht erhohtes Frischgewicht aufzeigten (Abbildung 3.2). Die
P35S:myc:AtPDX1.1 Pflanzen hatten im Vergleich dazu ein etwas geringeres Frischgewicht,
jedoch nicht signifikant verdandert zum Wildtyp. P35S:myc:AtPDX1.2 Pflanzen zeigten
ebenfalls keine Veranderung, wohingegen die Pflanzen der P35S:myc:AtPDX2 Linie sogar

signifikant mehr Rosettenmasse ausbildeten (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Frischgewichtanalyse an 35 Tage im Kurztag angezogenen P35S:myc:AtPDX
Pflanzen der T4 Generation. Die gestrichelte Linie reprasentiert das Wildtyp ColO Frischgewicht.
Signifikante Unterschiede zum Wildtyp Col0 P< 0,01 (Ttest) sind mit einem (*) gekennzeichnet.

In vorausgegangenen Arbeiten konnte beobachtet werden, daR atpdxl Mutanten Defekte
im Wurzelwachstum auf MS Normalmedium bzw. auf salzhaltigem Medium ausbildeten. In
der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine Untersuchung der Wurzellainge von den
phanotypisch interessanten P35S:myc:AtPDX1.3*“" Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp
Col0 vorgenommen. Dabei wurde das Wurzelwachstum auf MS Normalmedium, sowie auf
MS Medium, dem entweder 25 uM Pyridoxin (Vitamin B6), 110 mM NaCl oder eine
Kombination von 25 uM Pyridoxin und 110 mM NacCl zugegeben worden waren, untersucht
(siehe 2.9.4). Die Zugabe von Salz zum Medium sollte zeigen, ob es einen vergleichbaren,
durch Salzstress ausgelosten Wurzelphanotyp gibt, wie er bei der atpdx1.1 bzw. atpdx1.3
Mutante zu beobachten war. Die Kombination von Vitamin B6, in diesem Fall Pyridoxin, im
Medium wurde verwendet, um abzuklaren, inwieweit das Vitamin einen Effekt auf die
Wurzelldnge hat und den Salzstress kompensieren kann.

stunted

Die Bestimmung der Wurzelldnge von P355:myc:AtPDX1.3 Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp ColO zeigte auf MS Normalmedien bzw. MS Medium mit Vitamin B6 ein nur leicht
reduziertes, aber nicht signifikant verandertes Wurzelwachstum (Abbildung 3.3). Salzhaltiges
Medium hatte einen negativen Effekt auf das Wurzelwachstum von P35S:myc:AtPDX1.35"¢
und Wildtyp Col0 Pflanzen, jedoch konnten keine Unterschiede zwischen den

beiden Pflanzenlinien beobachtet werden. Sie zeigten nahezu eine identische Reduktion im
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Abbildung 3.3: Wurzellingenanalyse von P35S:myc:AtPDX1.3°“" Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp Col0. Das Wachstum der Pflanzen erfolgte auf MS Medium, bzw. auf MS Medium mit
zugegebenem 25 uM Pyridoxin (Vitamin B6), 110 mM NaCl oder 25uM Pyridoxin plus 110 mM
NaCl. Fehlerbalken reprasentieren Standardfehler (SE).

Wurzelwachstum. Vitamin B6 war nicht in der Lage, die salzabhdngige Reduktion des

Wurzellingenwachstums bei P35S:myc:AtPDX1.3°“" und ColO Pflanzen aufzuheben.

3.1.2 Analyse der AtPDX Expression in P35S:myc:AtPDX Pflanzenlinien

Im AnschluR an die phanotypische Analyse erfolgte eine Untersuchung der AtPDX1 und
AtPDX2 Expression in den verschiedenen transgenen P35S5:myc:AtPDX Pflanzenlinien. Hierbei
wurde die Expression des endogenen AtPDX und des eingebrachten myc:AtPDX Transgens
durch entsprechende Primerwahl (Tabelle 12.1) als eine Gesamtexpression ermittelt. Die
Quantifizierung der RNA mittels gRT-PCR sollte zeigen, inwieweit die Transgene
Uberexprimiert werden und ob dies die Expression endogener AtPDX Gene beeinflusst.

Die Transkriptanalyse liber qRT-PCR (siehe 2.6.6) zeigte eine Steigerung der AtPDX1.1,
AtPDX1.2 und AtPDX2 Gesamtexpression in den jeweiligen P35S:myc:AtPDX1.1,
P35S:myc:AtPDX1.2, und P35S5:myc:AtPDX2 Pflanzenlinien (Abbildung 3.4 A-E). Wahrend
P35S5:myc:AtPDX1.1 Pflanzen eine Erhohung der AtPDX1.1 Expression um das 7-fache
(Abbildung 3.4 A) aufwiesen, konnte in P35S:myc:AtPDX1.2 Pflanzen sogar eine etwa 17-fach
erhohte AtPDX1.2 Expression nachgewiesen werden (Abbildung 3.4 B). P35S:myc:AtPDX2
Pflanzen zeigten dagegen nur eine Steigerung der AtPDX2 Expression um den Faktor 2

(Abbildung 3.4 E).



54 |Seite Ergebnisse

24 -

1 A [] Col0 B [ ] Colo
s | B P35S:myc:AtPDX1.1 22 P35S8:myc:AtPDX1.2
20 A
g7 g
2 2 18
8 g
o (=9
2 i z
R e 4
1 5
AtPDX1.1  AtPDX1.2 AtPDX1.3 AtPDX2 AtPDX1.1  AtPDX1.2 AtPDX1.3 AtPDX2
2 4 [] colo 18 - [] Colo
18 W P35S:myc:AtPDX]. 3sunted 16 [ P35S:myc:AtPDX1.3mormal
&1 812
2 1.2 2
g g 1
g 1 &
Hog & 08 7
E; 0,6 - T;_’ 0.6 1
0.4 - 04 1
0,2 0,2 -
0 0 ,
AtPDX1.1  AtPDX1.2 AtPDX1.3 AtPDX2 AtPDX1.1  AtPDX1.2  AtPDX1. 3 AtPDX2
2,4 - 14 -
’ Col0 ;
2,2 - E O Co 1,4 F G
;] O P35S:myc:AtPDX2 ‘} N 12
1,8 - ’
, =) g 14
816 1 210 4 R
% 1,4 4 § s 0,8 -
812 50"8 1 g‘
o 0,8 A = =
06 04 1 041
0,4 02 - 02 -
0,2
0 T T T d 0,0 - — 0
AtPDX1.1  AtPDX1.2 AtPDX1.3 AtPDX2 myc:AtPDX1.3 AtPDX1.3-UTR
\
o o L] Colo
H 7@\\ ‘lﬁ 0$\50$\5 0 B P35S-myc:AtPDX].3mmed
»‘? h b‘? A0 O P35S:myc:AtPDX1.3romat
S S
o sVt o A
MR DR COMP LCMR L

& - |

Ponceau

Abbildung 3.4: Expressionsanalyse der AtPDX Gene in P35S:myc:AtPDX Pflanzen der T4
Generation im Vergleich zum Wildtyp Col0. (A-E) QRT-PCR, dargestelltes Transkriptlevel
entspricht Gesamtexpression von AtPDX und myc:AtPDX Expression in Relation zum
Wildtyplevel Col0 (=1). Col0 und P35S:myc:AtPDX1.1 (A), P35S:myc:AtPDX1.2 (B),
P35S:myc:AtPDX1.3°"“"*? (C), P35S:myc:AtPDX1.3™"™ (D), P35S:myc:AtPDX2 (E). (F, G) QRT-PCR,
Expressionsanalyse von transgenem myc:AtPDX1.3 (F) und endogenem AtPDX1.3 (AtPDX1.3-
UTR, G) in Col0, P35S:myc:AtPDX1.3°"“" und P35S:myc:AtPDX1.3"™" Pflanzen in Relation zu
P35S:myc:AtPDX1.3"™" (=1) (F) und zu Col0 (=1) (G). Fehlerbalken reprasentieren
Standardfehler. (H) Western Blot, Expressionsanalyse von myc:AtPDX Protein in den
verschiedenen P35S:myc:AtPDX1 und P35S:myc:AtPDX2 Pflanzen mit a-myc Antikdrper. Die
Ponceaufarbung diente als Ladungskontrolle. Alle untersuchten Pflanzen wurden jeweils
35 Tage unter Kurztagbedingungen angezogen.
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Erstaunlicherweise konnte keine Steigerung der AtPDX1.3 Expression in den beiden Linien
P35S:myc:AtPDX1.3™™" und P35S:myc:AtPDX1.3°""® detektiert werden. Sie zeigten sogar
eine Reduktion der AtPDX1.3 Gesamtexpression auf 60 % bzw. 28 % des Wildtypniveaus
(Abbildung 3.4 C, D). Eine reduzierte AtPDX1.3 Expression war ebenfalls in den
P35S5:myc:AtPDX1.1 und P355:myc:AtPDX1.2 Linien zu beobachten. Die AtPDX1.3 Expression
lag bei 45 % bzw. 33 % des Wildtypniveaus (Abbildung 3.4 A, B). Dariber hinaus zeigten
P35S:myc:AtPDX1.3"™" Pflanzen ebenfalls eine Reduktion in der AtPDX1.1 Expression
(umca. 55 %), welche sogar starker war als die beobachtete Reduktion in
P355:myc:AtPDX1.3$t“”tEd Pflanzen (um ca. 33 %). Einzig die AtPDX2 Expression war in den
beiden P35S:myc:AtPDX1.3 Linien leicht erhoht (Abbildung 3.4 C, D). Eine Erh6hung der
AtPDX2 Expression konnte in den Linien P355:myc:AtPDX1.1 und P35S5:myc:AtPDX1.2 nicht
beobachtet werden. Auffallend war, dal} die beiden P355:myc:AtPDX1.3 Linien nahezu keine
Expression des endogenen AtPDX1.3 Genes (AtPDX1.3-UTR) aufwiesen (Abbildung 3.4 G).
Die stirkere AtPDX1.3 Gesamtexpression in den P35S:myc:AtPDX1.3"™ im Vergleich zu
den P35S:myc:AtPDX1.3*"*? Pflanzen kommt demnach ausschlieRlich durch den erhéhten
Transkriptlevel des myc:AtPDX1.3 Transgens zustande (Abbildung 3.4 F).

Die Expression der eingefiihrten Konstrukte wurde anschliefend ebenfalls auf der
Proteinebene untersucht. Hierflir wurde aus den Pflanzen Gesamtprotein aufgereinigt
(siehe 2.7.1.) und Uber einen Western Blot (siehe 2.7.6) mit anschlieBender
Immunodetektion gegen das myc-Epiotp analysiert (siehe 2.7.7). Die Analyse diente zur
Bestdtigung der Expression von mit myc-Epitop fusionierten AtPDX1 und AtPDX2 Proteinen
in den jeweiligen transgenen Pflanzenlinien. Hierbei konnte mit einem spezifischen a-myc
Antikorper in allen Linien eine Expression des entsprechenden myc:AtPDX1 bzw.
myc:AtPDX2 Proteins detektiert werden (Abbildung 3.4 H). Besonders stark war die
Expression von myc:AtPDX1.1 in der P35S5:myc:AtPDX1.1 Linie. Es konnte auch in dieser
Analyse eine deutlich stirkere myc:AtPDX1.3 Expression in den P35S:myc:AtPDX1.3"™
Pflanzen im Vergleich zu den P35S:myc:AtPDX1.3°"“"* Pflanzen beobachtet werden.

3.1.3 Funktionalitdtsanalyse der P355:myc:AtPDX Konstrukte

Ein allgemeines Problem bei der Verwendung von Fusionsproteinen ist, dal} das fusionierte
Epitop die Funktionalitat der Proteine beeintrachtigen kann. Um den Effekt des myc-Epitops

zu untersuchen, wurde ein Komplementationsansatz der rsr4-1 Mutante durchgefiihrt.
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Abbildung 3.5: Komplementationsansatz der rsr4-1 Mutante mittels eingebrachter AtPDX1
Expressionskonstrukte. (A) Phdanotypische Ansicht des C24 Wildtyps, der rsr4-1 Mutante (C24
Hintergrund) sowie unabhangige Linien der verschiedenen Priméartransformanten, exprimierend
myc:AtPDX1.1, myc:AtPDX1.2 bzw. myc:AtPDX1.3 im rsr4-1 Hintergrund. Die Fusionsproteine
standen unter transkriptioneller Kontrolle des P35S Promotors und im Falle von myc:AtPDX1.3
auch unter der Kontrolle des endogenen AtPDX1.3 Promotors (PPDX1.3, 1.1 Kb Fragment). (B)
Nachweis der Proteinexpression in den verschiedenen rsr4-1 Komplementationslinien Uber
Western Blot und Immunodetektion mit a-myc Antikérper. Eine Ponceaufarbung diente als
Ladungskontrolle. Alle untersuchten Pflanzen wurden 20 Tage unter Langtagbedingungen
angezogen.
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Die rsr4-1 Mutante (C24 Hintergrund) besitzt eine Punkmutation im AtPDX1.3 Gen, welche

G545 protein fiihrt.

zu einem Aminosdureaustausch und zu einem unfunktionalem AtPDX1.3
Aufgrund der Mutation haben rsr4-1 Pflanzen einen stark verringerten Vitamin B6 Gehalt,
einen verminderten Wuchs und leicht gelbliche Blatter mit einem reduzierten
Chlorophyllgehalt (siehe dazu Abschnitt 1.3.3.). Durch das Einbringen der verschiedenen
P35S:myc:AtPDX1  Expressionskonstrukte  sollte  untersucht werden, ob eine
Komplementation des beschriebenen rsr4-1 Phanotyps moglich ist und somit eine
Funktionalitat der myc:AtPDX Fusionsproteine nachgewiesen werden kann.

Nach den Transformationen von rsr4-1 Pflanzen konnten fiir jedes der drei P355:myc:AtPDX1
Konstrukte transgene P35S:myc:AtPDX1/rsr4-1 Linien erhalten werden, die jeweils das
entsprechende myc:AtPDX1 Protein exprimierten (Abbildung 3.5 B). Eine Reversion des
rsr4-1 Phanotyps konnte bei myc:AtPDX1.1 und myc:AtPDX1.3 exprimierenden rsr4-1
Pflanzen beobachtet werden (Abbildung 3.5 A). Die Pflanzen entwickelten in der
RosettengrofRe sowie in der Blattfarbung wie der Wildtyp C24. Dariber hinaus konnte
ebenfalls eine Komplementation durch ein AtPDX1.3 Konstrukt unter der Kontrolle des
endogenen AtPDX1.3 Promotors (PPDX1.3:myc:AtPDX1.3; siehe 2.6.12.3 Ill) erzielt werden.
Die Normalisierung des Phanotyps war in allen Ansdtzen abhdngig von der Starke der
myc:AtPDX1.1 bzw. myc:AtPDX1.3 Expression (Abbildung 3.5 B). So war bei schwacher bis
gar keiner myc:AtPDX1.1 bzw. myc:AtPDX1.3 Proteinexpression keine Veranderung des
rsr4-1 Phanotyps erkennbar. Im Gegensatz zu AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Ansdtzen konnte die
starke Expression von myc:AtPDX1.2 keine Komplementation des rsr4-1 Phanotyps bewirken
(Abbildung 3.5).

Die Untersuchung der Funktionalitat der myc:AtPDX1 Expressionskonstrukte anhand des
Komplementationsansatz der rsr4-1 Mutante deuten an, daRB die eingebrachten myc-Epiotp
fusionierten AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteine funktional waren. Allerdings war bei der
Verwendung von myc-Epitop fusionierten Proteinen nicht auszuschlieBen, daRR die
vorhandene phanotypische  Veridnderung der  P35S:myc:AtPDX1.3*™  Pflanzen
moglicherweise direkt mit dem verwendeten myc-Epitop zusammenhangt. Um dies
abzukldren wurden A. thaliana Col0 Pflanzen mit einem unfusioniertem AtPDX1.3
(P35S:AtPDX1.3; siehe 2.6.12.3 1lI) Expressionskonstrukt transformiert. Die Primar-

transformanten wurden mit dem Wildtyp Col0 und den zwei phanotypisch verschiedenen
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Abbildung 3.6: Phanotypischer Vergleich von mit myc-Epitop fusionierten und unfusionierten
AtPDX1.3 exprimierenden Pflanzenlinien. Das in den transgenen Pflanzen eingebrachte
P35S:AtPDX1.3  Konstrukte verursachte ebenfalls, wie bei dem eingebrachten
P355:myc:AtPDX1.3 Konstrukt, zwei unterschiedliche Phanotypen mit einem verkiimmerten
(-stunted-) und einem Wildtyp ahnlichen (-normal-) Wachstum. Abgebildet sind P35S:AtPDX1.3
Primartransformanten  der T1  Generation sowie  P35S:myc:AtPDX1.3°“"  und
P35S:myc:AtPDX1.3""™" Pflanzen der T4 Generation. Alle Pflanzen wuchsen 35 Tage unter
Kurztagbedingungen.

P35S:myc:AtPDX1.3 Pflanzenlinien 35 Tage unter Kurztagbedingungen angezogen und
verglichen. Hierbei konnte beobachtet werden, daB zwei von zehn (20 %) P35S:AtPDX1.3

stunted  pflanzenlinie  dhnlichen

Primartransformanten einen zu der P35S:myc:AtPDX1.3
gedrungenen Wuchs mit kleineren, leicht gelben Blattern aufzeigten (Abbildung 3.6).

Die Mehrzahl der Primartransformanten (80 %) zeigte einen Wildtyp &ahnlichen bzw.
P35S:myc:AtPDX1.3™™" vergleichbaren Phinotyp. Die beiden eingebrachten AtPDX1.3
Expressionskonstrukte bewirken demnach vergleichbare Phanotypen. Auch kommen die
beiden hier auftretenden Phanotypen bei beiden Expressionskonstrukten ahnlich haufig vor.
Daher erscheint es unwahrscheinlich, daR das myc-Epitop in P35S:myc:AtPDX1.3°"e?
Pflanzen den verdanderten Wuchs verursacht hat. Allerdings muR man festhalten, dal} die
analysierten P35S:AtPDX1.3 Phanotypen nur bei einer sehr geringen Anzahl an
Primartransformanten untersucht werden konnten. Eine sichere Aussage Uber deren
Verteilung lieRe sich nur mit einer deutlich hoheren Stichprobenanzahl treffen, wie dies bei

P35S:myc:AtPDX1.3 Primartransformanten der Fall war. Die Ergebnisse aus den hier

dargestellten beiden Ansdtzen lielen auf eine Funktionalitdt der verwendeten myc:AtPDX
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Fusionsproteine schlieBen. Die Untersuchungen an den P35S:myc:AtPDX Pflanzen wurden

daraufhin weitergefiihrt.

3.1.4 Effekt der P355:myc:AtPDX Expression auf den Vitamin B6 und Metabolit Gehalt von

Arabidopsis thaliana

Im folgenden Teil der Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluf die ektopische Expression
der myc:AtPDX1 bzw. myc:AtPDX2 Proteine auf den Metabolismus der entsprechenden
transgenen Pflanzen hat. Wegen des sehr starken Phinotyps der P35S:myc:AtPDX1.3°"
Pflanzen unter Langtagbedingungen wurden generell alle Pflanzen fiir die Untersuchung der
Vitamin B6 Gehalte und der Metabolitananlysen 35 Tage unter Kurztagbedingungen
angezogen. Die Messungen der Vitamin B6 Gehalte bzw. das Metabolitprofiling mittels
Gaschromatographie gekoppelter Massenspektroskopie (GCMS) wurden von den
Kooperationspartnern Dr. Agnieszka Szewczyk (Pharmazeutische Fakultdt des Collegium
Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakdw, Polen) und Dr. Alisdair R. Fernie (Max-Planck
Institut fir Molekulare Pflanzen Physiologie, Golm, Deutschland) durchgefiihrt (siehe 2.9.8).

Die Analyse der Vitamin B6 Derivate Pyridoxal, Pyridoxamin und Pyridoxin in den
verschiedenen transgenen Linien ergab in den P35S:myc:AtPDX1.1 Pflanzen eine leichte
Reduktion der Pyridoxamin Werte (70 % des Wildtyplevel), aber eine Erhéhung der Pyridoxal
und Pyridoxin Werte (Abbildung 3.7 A). Hierbei zeigten die Pyridoxin Werte sogar eine
signifikante Erhohung an. Addiert man die Werte der drei Vitamin B6 Derivatgehalte, so
zeigte sich bei der P35S5:myc:AtPDX1.1 Linie eine Erhéhung des Gesamtgehaltes um das
ca. 1,3-fache bezogen auf die Col0 Werte (Abbildung 3.7 B). Die P35S:myc:AtPDX2
Pflanzenlinie zeigte bis auf eine leichte Reduktion der Pyridoxamin Werte kaum eine
Veranderung zum Wildtyp. Im Gegensatz dazu konnte bei der P355:myc:AtPDX1.2 Linie eine
Tendenz zu einem geringeren Vitamin B6 Gehalt (80 % vom Wildtyplevel) nachgewiesen
werden (Abbildung 3.7 B). P35S:myc:AtPDX1.3™™ Pflanzen zeigten einen reduzierten
Pyridoxingehalt und unverdanderte Pyridoxamin und Pyridoxal Werte (Abbildung 3.7 A). Bei
P35S:myc:AtPDX1.3°“"? Pflanzen war hingegen eine deutliche Reduktion des Vitamin B6
Gehaltes zu beobachten. Besonders auffallig war die starke Reduktion des Pyridoxingehaltes
und der um etwa 33 % verringerte Pyridoxalgehalt. Zusammengenommen zeigten die
P35S:myc:AtPDX1.3°“"" Pflanzen einen deutlich geringeren Vitamin B6 Gesamtgehalt, der

bei etwa 60 % des Wildtypniveaus lag (Abbildung 3.7 B).
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Abbildung 3.7: Analyse des Vitamin B6 Gehaltes der 35 Tage alten unter Kurztagbedingungen
angezogenen P35S:myc:AtPDX Pflanzen (T4 Generation). Aufgefiihrt sind (A) die Gehalte an den
Derivaten Pyridoxamin, Pyridoxal und Pyridoxin und (B) der aus den drei Derivaten ermittelte
relative Vitamin B6 Gesamtgehalt in Relation zum Wildtyp Col0 (=100 %). Signifikante
Unterschiede zum Wildtyp Col0 in (A) p< 0,05 (o) und p< 0,01 (*) (Ttest).
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Die Analyse der Zellmetabolite ergab, daR die P35S:myc:AtPDX1.3°"" Pflanzen die groRten
Veranderungen gegeniber dem Wildtyp zeigten (Abbildung 3.8). In den anderen
P35S:myc:AtPDX Linien wurden nur kleinere Abweichungen bezlglich der gemessenen
Metabolite beobachtet. In Abbildung 3.8 sind ausgewahlte Metabolitdaten dargestellt. Eine
vollstandige Liste aller gemessenen Metabolite ist im Anhang aufgefiihrt (Tabelle 12.2).
P35S:myc:AtPDX1.3°“™? Pflanzen zeigten eine deutliche Erhéhung in verschiedenen
Aminosauren wie Glycin, Prolin, Methionin, Ornithin, B-Alanin, und Arginin (Abbildung 3.8 C).
Hierbei war die groBte Veranderung im Glycingehalt zu beobachten, welcher um ca. das
20-fache erhoht war, bezogen auf die ermittelten Werte des Wildtyps ColO (Abbildung
3.8C). Glycin war auch in der P35S:myc:AtPDX1.3™™ Linie erhoht, allerdings nicht
signifikant. Demgegeniiber war der Gehalt an der Aminosaure Serin, die wie Glycin ein
Metabolit in der Photorespiration ist, in den beiden P35S:myc:AtPDX1.3 Linien kaum erhdht.
In den P35S5:myc:AtPDX1 und P35S:myc:AtPDX2 Linien wurden erhdhte Prolingehalte und
reduzierte y-Aminobuttersaurewerte (GABA) gemessen. Der GABA Gehalt war besonders in
den P35S:myc:AtPDX2 Pflanzen deutlich verringert. Diese Linie zeigte auch eine Reduktion in
den Aminosauregehalten von B-Alanin, Arginin, Glutamin, Glutamat und Ornithin.
Veranderungen der Gehalte an organischen Sduren konnten nur fiir die
P35S:myc:AtPDX1.3°“™ Pflanzen gemessen werden. So wurde nur in dieser Linie eine
signifikante Erhohung der Citrat- sowie Malatwerte beobachtet. Die anderen transgenen
Linien zeigten keine signifikanten Abweichungen (Abbildung 3.8 B).

Die Untersuchung der verschiedenen Zuckerverbindungen in den Pflanzen ergab, dal} die
P35S:myc:AtPDX1.3°“"™? Pflanzen eine Erhdéhung in den Isomaltosewerten aufwiesen,
wahrend gleichzeitig Galaktose, Raffinose und Glukose reduziert waren (Abbildung 3.8 B).
Eine Erhdhung der Isomaltose- und eine Erniedrigung der Raffinosewerte konnte bei keiner
anderen Uberexpressionslinie festgestellt werden, wohingegen alle myc:AtPDX1 Linien eine
Reduktion in den Galaktose- und Glukosewerten zeigten.

Die P35S:myc:AtPDX1.3“™ Pflanzen zeigten gegeniber dem Wildtyp und den
P35S:myc:AtPDX1.3™™ Pflanzen erhéhte Werte an Adenin (Abbildung 3.8B), wihrend in
P35S:myc:AtPDX2 exprimierenden Pflanzen der Gehalt an dieser Base verringert war.

stunted pflanzen

Die komplexen metabolischen Verdanderungen in den P35S:myc:AtPDX1.3
zeigten, dald die verminderte Expression von AtPDX1.3 und die reduzierten Vitamin B6 Werte

einen groRen EinfluB auf den Metabolithaushalt zur Folge haben.
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Abbildung 3.8: Analyse des Metabolitgehaltes der P35S5:myc:AtPDX Pflanzen (T4 Generation).
Getrennt dargestellt sind die Gehalte an Aminosauren (A), Zuckern (B) und die in der
Photorespiration involvierten Aminosduren Glycin bzw. Serin (C). Signifikante Unterschiede zum
Wildtyp Col0 p< 0,01 (*) (Ttest). Alle Pflanzen wuchsen 35 Tage unter Kurztagbedingungen.
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3.2 Interaktion und Komplexbildung der AtPDX Proteine

Bisher liegen (iber Protein-Protein Interaktionen der pflanzlichen PDX Proteine nur wenige
Studien vor. Dabei stellt die Bildung von hochmolekularen Komplexen, wie sie bereits fir
andere Organismen beschrieben wurde, einen wichtigen Aspekt der Funktionalitat von PDX1
und PDX2 Proteinen dar. Da dem AtPDX1.2 Protein bisher noch keine biologische Funktion
zugeschrieben wurde, war es interessant zu untersuchen, ob das Protein zusammen mit den
anderen AtPDX Proteinen in einem moglichen PLP Synthase-Proteinkomplex steht und

inwieweit das Protein dadurch die Vitamin B6 Biosynthese beeinflussen kann.

3.2.1 In planta Interaktionen von AtPDX1 Proteinen

In vorangegangenen Y2H und in vitro Pulldown Studien konnte bereits gezeigt werden, dal}
alle AtPDX1 Proteine miteinander interagieren kénnen (Leuendorf 2006; Wagner et al.
2006). Jedoch sind bisher keine Studien durchgefiihrt worden, in denen eine in planta
Interaktion gezeigt werden konnte. Um diese Liicke zu schlieRen wurden Split-YFP bzw. BIFC
Studien (Walter et al. 2004) mit den AtPDX1 Proteinen durchgefiihrt (siehe 2.8.3). Hierfur
wurden AtPDX1 Split-YFP Expressionskonstrukte generiert und in N. benthamiana Blattern
transient eingebracht (siehe 2.9.1). Die infiltrierten Blatter wurden unter einem konfokalem
Laserscanningmikroskop untersucht (siehe 2.8.3) und im direkten Anschlu mittels Western
Blot Analyse auf das Vorhandensein der Fusionsproteine getestet.

In ersten Vorversuchen zeigte sich, dall die Kombination der beiden Leervektoren zu einer
deutlichen Grundfluoreszenz fiihrte (Daten nicht gezeigt). Da dieses Phdnomen ein
Grundproblem im BIFC System ist (Lalonde et al. 2008), wurde als Negativkontrolle fiir die
Interaktionsstudien das Protein AtBPM4 verwendet (Weber und Hellmann 2009). AtBPM4 ist
wie die AtPDX1 Proteine cytosolisch lokalisiert und wurde bisher nicht in einem funktionalen
Zusammenhang mit den untersuchten Proteinen gebracht. ErwartungsgemalR konnte bei
den BIFC Ansdtzen in keiner der untersuchten AtPDX1 und AtBPM4 Split-YFP Kombinationen
eine YFP Fluoreszenz gemessen werden (Abbildung 3.9 A1, V, IX, X, XlI), wahrend die Western

Blot Analyse eine robuste Expression der Proteine anzeigte (Abbildung 3.9 B).
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Abbildung 3.9: BIFC Analyse in N. benthamiana (A). Die AtPDX Proteine wurden in die BIFC

Vektoren pE-SPYNE-GW (YN = N-terminale Halfte des YFP) und pE-SPYCE-GW (YC = C-terminale
Hélfte des YFP) kloniert und transient in N. benthamiana Blattern exprimiert. Die gelbe
Fluoreszenz zeigt die Wiedervereinigung der beiden YFP Halften und damit indirekt die
Interaktion der Fusionsproteine an. (B) Proteinnachweis Uber Western Blot/Immunodetektion
in den durchgefihrten BIFC Ansatzen (A). Die YN-YFP Fusionsproteine wurden mit einem a-myc
Antikorper, die YC-YFP Fusionsproteine mit einem a-HA Antikdrper detektiert.
Gesamtprotein je BIFC Ansatz wurde fiir den Western Blot auf das SDS-Gel geladen (B). AtBPM4

wurde als negative Interaktionskontrolle eingesetzt.
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Dagegen zeigten die AtPDX1.1 und AtPDX1.2 Proteine in der getesteten Eigeninteraktion
oder Interaktion mit den anderen AtPDX1 Proteinen eine starke YFP Fluoreszenz
(Abbildung 3.9 A I, U, IV, VI, VII, VIl). Die Fluoreszenz wurde dabei ausschlieflich im
Cytoplasma gesehen. Fiir diese Interaktionstests konnte ebenfalls eine gute Expression der

AtPDX1 Split-YFP Fusionsproteine im Western Blot detektiert werden (Abbildung 3.9 B).

3.2.2 Bildung von hochmolekularen AtPDX1 Proteinkomplexen

Aufgrund der bereits erwdhnten Studien lber PDX1 und PDX2 Homologe in anderen
Organismen und deren Fahigkeit, hochmolekulare Komplexe auszubilden, wurde eine solche
Komplexbildung nach den Ergebnissen der BIFC Untersuchung ebenfalls fir Arabidopsis PDX
Proteine als wahrscheinlich angenommen.

Mit Hilfe einer fast protein liquid chromatography (FPLC) GroRenausschluBchromatographie
wurden die myc:AtPDX1 Proteine nativ nach ihrer GroRRe aufgereinigt und anschlieBend
analysiert, ob sie zu hochmolekularen Komplexen aggregieren konnen. Fiir diese Studien
wurde Gesamtprotein von den P35S5:myc:AtPDX1.1, P35S5:myc:AtPDX1.2,
P35S:myc:AtPDX1.3™™  P35S:myc:AtPDX2 Expressionslinien aufgereinigt und nativ iiber

d™ 16/60 Sephadex 200 GréRenausschluBsaule aufgetrennt (Abbildung

eine kalibrierte HiLoa
3.10 B, siehe 2.8.4). Durch die Analyse der separat gesammelten Elutionsfraktionen mittels
denaturierende SDS-Gelelektrophorese und anschlieBender Immunodetektion gegen das
myc-Epitop konnte bestimmt werden, bei welchen Retentionsvolumina (Ve) myc:AtPDX1
bzw. myc:AtPDX2 Proteine gehauft auftraten. Es handelte sich hierbei um die
Retentionsvolumina 43 mL, 52 mL sowie 72 mL (markiert mit Sternen (x), von links nach
rechts; Abbildung 3.10 C). Dabei traten myc:AtPDX1.1, myc:AtPDX1.2 und myc:AtPDX1.3
Proteine in Fraktionen um die 52 mL auf, wahrend myc:AtPDX2 Protein eher im Bereich um
43 mL vermehrt zu finden war. Bei dem Retentionsvolumen um 72 mL konnte ein Auftreten
der Proteine ausschlielich fir myc:AtPDX1.2 und myc:AtPDX2 detektiert werden. Die
genannten Retentionsvolumina wurden mittels einer Eichgeraden, welche durch
Kalibrierung der GroRenausschluBsdule ermittelt worden war, (Abbildung 2.2; siehe 2.8.4) in
die jeweiligen ProteingréBen in kDa umgerechnet (Tabelle 3.1). Demnach stehen die

myc:AtPDX1 und myc:AtPDX2 Proteine in der Pflanzenzelle in hochmolekularen Komplexen

der GroRe von ca. 400 kDa und ca. 745 kDa, wahrend myc:AtPDX1.2 und myc:AtPDX2
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Abbildung 3.10: Analyse der Komplexbildung von AtPDX Proteinen mittels fast protein liquid
chromatography (FPLC) GroRenausschluBchromatographie. (A) Chromatogramm,
Standardisierung der HiLoad™ 16/60 Superdex 200 Siule mit Proteinen bekannter GroRe. FPLC
Durchldufe wurden ausgefiihrt mit einem Probevolumen von 2 mL, einer FluRrate von 1 mL/min
und einer 1 mL Elutionsfraktionierung. (B) Abbildung eines reprasentativen FPLC Aufreinigungs-
chromatogramms von 6-8 mg Gesamtprotein der P355:myc:AtPDX Pflanzen. (C) Western Blot
Analyse mit a-myc Antikdrpern von Pflanzenprotein der myc:AtPDX exprimierenden Linien. Die
Abbildung zeigt die Detektion von myc:AtPDX Proteinen in den einzelnen Elutionsfraktionen der
GroRenausschluRchromatographie. In der Abbildung ist das zu den Elutionsfraktionen
korrespondierende Retentionsvolumen direkt dariiber gezeigt. Die schwarzen Sterne markieren
Retentionsvolumina, in denen myc:AtPDX Proteine gehauft eluierten (%, von links nach rechts).
Unspezifische Banden, welche nicht die GroRe der AtPDX Proteine reprasentieren, sind mit
schwarzen Pfeilen markiert.
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Proteine auch in Komplexen von ca.100 kDa GrolRe zu finden sind. Interessanterweise konnte
keines der myc:AtPDX1 oder myc:AtPDX2 Proteine in Elutionsfraktionen tber 75 mL bzw.

unter 100 kDa detektiert werden.

Tabelle 3.1: Aufstellung der molekularen KomplexgréoRen, in denen myc:AtPDX Proteine gehduft
auftraten (*; Abbildung 3.10 C); Berechnung siehe Abschnitt 2.8.4.

Retentionsvolumen in mL Berechnete molekulare GréRe der Proteinkomlexe in kDa
72 100.94
52 400.78
43 745.02

Durch die Methode der GrofRenausschluBchromatographie konnte bestéatigt werden, daR die
AtPDX Proteine in hochmolekularen Komplexen in der Zelle vorliegen. In einem alternativen
Ansatz Uber Blue Native Page (BNP) wurde im AnschluR aulRerdem untersucht, inwieweit
AtPDX1 Proteine in der Lage sind mit sich selbst bzw. mit einem anderen AtPDX1 Protein
hochmolekulare Komplexe auszubilden. Fiir die Analyse wurde aus E. coli exprimiertes
(siehe 2.7.2.2), Uber Affinitatschromatographie spezifisch aufgereinigtes und anschliefend
entsalztes AtPDX:HIS Fusionsprotein (siehe Aufreinigung 2.7.9) Uber ein Blue Native
Gradientengel nativ aufgetrennt (Abbildung 3.11 A, B). Dieser Ansatz hat den Vorteil, dal}
Proteinkomplexe dank der nativen Auftrennung erhalten bleiben und diese im Gel durch
distinkte Banden in ihrer Grof3e relativ gut analysierbar sind.

Nach der Auftrennung der AtPDX1.1:HIS und AtPDX1.3:HIS Proteine lGiber BNP konnte je eine
Proteinbande auf der Hohe des als Markerprotein verwendeten Ferritins (440 kDa)
beobachtet werden (Abbildung 3.11 A). Bei den aufgetrennten AtPDX1.2:HIS Proteinen
waren hingegen zwei Proteinbanden zu erkennen. Eine starkere AtPDX1.2:HIS Proteinbande,
die etwas Uber der Hohe von Ferritin lief und eine schwéachere Bande, die sich auf der Hohe
des Ferritin Dimers (880 kDa) befand. Es konnte jedoch bei keinem AtPDX1:HIS
Fusionsprotein Proteinbanden unterhalb der GréBe von Ferritin identifiziert werden.

In einem zweiten BNP Ansatz wurde untersucht, ob es moglich ist, einen Mischkomplex aus
AtPDX1.2 und AtPDX1.3 Proteinen nachzuweisen. Dazu wurden in E. coli exprimierte, separat
aufgereinigte AtPDX1.2:HIS und AtPDX1.3:HIS Fusionsproteine in drei verschiedenen
Mischverhaltnissen vermengt (1:2; 1:1; 2:1) und fir 20 Minuten bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die drei Proteinmischungen auf ein BNP aufgetragen und neben den

AtPDX1.2:HIS bzw. AtPDX1.3:HIS Einzelproteinen nativ aufgetrennt (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.11: Komplexbildungsanalyse mittels Blue Native Page (A) von in E. coli exprimierten
und aufgereinigten AtPDX1:HIS Proteinen. Das Blue Native Page Gradientengel weist einen
Acrylamid-Konzentrationsgradienten von 5-12 % auf. Proteinspezifische AtPDX1 Banden sind in
der Abbildung mit Sternen markiert. Als GroRRenstandard sind die Markerproteine Ferritin, BSA
und Ovalbumin aufgetragen worden. (B) Coomassie gefiarbte SDS-Gele zeigen die
Proteineinsatzkontrolle (Input) fir die BNP.

Die Analyse zeigte, dal die separat aufgetrennten AtPDX1.2:HIS und AtPDX1.3:HIS Proteine
ebenfalls Proteinbanden auf vergleichbarer Héhe wie im ersten BNP Ansatz aufwiesen
(Abbildung 3.12). In den drei Mischansatzen der beiden Proteine konnten jedoch nur die
bereits identifizierten AtPDX1.2:HIS und AtPDX1.3:HIS spezifischen Banden gesehen werden.
Es wurden dariber hinaus keine zusatzlichen neuen Banden identifiziert, die auf einen
Mischkomplex der beiden Proteine schlielRen lieRen.

Auf eine weitere Untersuchung der Proteinbanden in Form einer 2D SDS-Gelelektrophorese
wurde verzichtet, da bereits aufgereinigte AtPDX1:HIS Proteine in die BNP Analyse
eingesetzt worden sind, welche im Kontrollgel keine zusatzlichen Proteine anderer GroRe

aufzeigten (Abbildung 3.12 B).
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Abbildung 3.12: Komplexbildungsanalyse von AtPDX1.2 und AtPDX1.3 Mischkomplexen mittels
Blue Native Page. In dieser Analyse wurde versucht, ein Mischkomplex aus den beiden
AtPDX1.2:HIS und AtPDX1.3:HIS Proteinen nachzuweisen. Hierflir wurden separat aufgereinigte
HIS Proteine in drei verschiedenen Mischungsverhaltnissen vorinkubiert und anschlieRend im
BNP-Gradientengel (5-12 % Acrylamid) nativ aufgetrennt. Im direkten Vergleich sind neben den

Mischansdtzen die beiden eingesetzten Proteine einzeln

im Gel aufgetrennt worden.

AtPDX1.2:HIS und ATPDX1.3:HIS Banden sind in den Einzelansdtzen mit Sternen markiert. Als
Grolenstandard wurde Ferritin aufgetragen.
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3.3 Charakterisierung von Ginkgo biloba PDX1

In einem Kooperationsprojekt mit Prof. Eckhard Leistner und Dr. Christel Drewke (Institut flr
Pharmazeutische Biologie, Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitdt, Bonn, Deutschland)
wurde ein G. biloba PDX1 (GbPDX1) Gen analysiert. Im Rahmen der Doktorarbeit von
Andreas Genau wurde GbPDX1 kloniert und sequenziert und uns fiir weitere Analysen der

Expression, der Aktivitdt und der Interaktion zur Verfiigung gestellt.

3.3.1 Ginkgo biloba PDX1 Expressionsanalyse

Die gewebespezifische Expression des GbPDX1 Genes wurde durch einen Northern Blot
analysiert. Zu diesem Zweck wurde aus vier verschiedenen Geweben von G. biloba gesamt
RNA aufgereinigt (siehe 2.6.3.4) und diese im Anschluf8 mit Hilfe eines denaturierenden Gels
aufgetrennt (siehe 2.6.9). Nach einem Northern Blot (siehe 2.6.10) erfolgte die Detektion der
GbPDX1 mRNA durch eine GbPDX1 DNA Sonde (siehe 2.6.11).

GbPDX1

Total RNA

Abbildung 3.13: Expressionsanalyse von G. biloba PDX1 (GbPDX1) in verschiedenen Geweben
von G. biloba mittels Northern Blot. In der Abbildung oben gezeigt, ist detektiertes GbPDX1
Transkript, darunter die aufgetragene gesamt RNA (Total RNA).

Das Ergebnis der Expressionsanalyse zeigte, dafd eine schwache Expression von GbPDX1 im
Trieb vorlag, wahrend eine starke Expression in 6 Wochen und 3 Wochen alten Blattern
sowie in sich neu entwickelnden Blattern zu sehen war (Abbildung 3.13). Die starkste

Expression von GbPDX1 wurde im Samengewebe detektiert.
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3.3.2 Funktionalitdt von GbPDX1; Komplementation der rsr4-1 Mutante

Im folgenden Teil der Arbeit wurde anhand eines Komplementationsansatzes untersucht, ob
das GbPDX1 Proteins aktiv in der Vitamin B6 Biosynthese ist. Hierbei wurde die
rsrd-1/pdx1.3%°* Mutante verwendet (sieche 1.3.3), die einen etwa 55 % geringeren
Vitamin B6 Gehalt gegenliber dem Wildtyp aufweist und einen kleineren Wuchs mit leicht
gelben Blattern sowie Defekte im Wurzelwachstum zeigt (Wagner et al. 2006). Es sollte
dabei abgeklirt werden, ob eine Uberexpression des GbPDX1 Proteins einen erhéhten
Vitamin B6 Gehalt zur Folge hat und eine Reversion des rsr4-1 Phanotyp zu sehen ist. Dazu
wurde das GbPDX1 Gen unter der Kontrolle des P35S Promotors (Konstrukt siehe 2.6.12.3 VI)
stabil in rsr4-1 eingebracht (P355:GbPDX1/rsr4-1).

Insgesamt  konnten unter Selektionsbedingungen in der T1 Generation 15
P35S:GbPDX1/rsr4-1 Transformanten identifiziert werden. Vier der P35S:GbPDX1/rsr4-1
Pflanzen entwickelten sich normal. Die beiden Linien P35S:GbPDX1#6/rsr4-1 und
P35S:GbPDX1#7/rsr4-1 wurden detailiert analysiert.

Phanotypisch zeigten die beiden Linien eine Wildtyp dhnliche RosettengroRe und keine
rsr4-1 typische hellgriine, leicht gelbe Farbung der Blatter (Abbildung 3.14 B). Eine
Untersuchung der Expression mittels semiquantitativer RT-PCR (siehe 2.6.5) bestétigte die
Expression von GbPDX1 in den Transformanten (Abbildung 3.14 A). Die Analyse des
endogenen AtPDX1.3 Transkriptes wies in den transgenen Linien #6 und #7 keine
Veranderung zum Wildtyp C24 bzw. zu der rsr4-1 Mutante auf.

Die beiden Linien P35S:GbPDX1#6/rsr4-1 und P35S:GbPDX1#7/rsr4-1 zeigten beziglich der
Untersuchungen des Primarwurzelwachstums (siehe 2.9.4) ebenfalls eine normale, Wildtyp
dhnliche Entwicklung der Wurzel (Abbildung 3.14 C). Die Linie P35S5:GbPDX1#7/rsr4-1 wies
sogar im Mittel eine leicht ldngere Primarwurzel als der Wildtyp C24 auf. Die
P35S:GbPDX1#7/rsr4-1 Pflanzen zeigten im Durchschnitt auch das gleiche Frischgewicht wie
die C24 Pflanzen (Abbildung 3.14 D).
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Abbildung 3.14: Analyse der GbPDX1 Aktivitdt durch Komplementationsstudien in der
A. thaliana rsr4-1 Mutante (C24 Hintergrund). Die Komplementation erfolgte mit
eingebrachtem P35S5:GbPDX1 Expressionskonstrukt. (A) Expressionsanalyse von transgenem
GbPDX1 und endogenem AtPDX1.3 mittels semiquantitativer RT-PCR in den komplementierten
rsr4-1 Mutanten (P355:GbPDX1/rsr4-1) im Vergleich zum Wildtyp C24 und der Mutante. Als RNA
Einsatzkontrolle wurde eine RT-PCR auf das Aktintranskript (actin2) verwendet. (B) Phanotyp
von rsr4-1 im Vergleich zum Wildtyp C24 und der beiden komplementierten Linien
P35S:GbPDX1#6/rsr4-1; P35S:GbPDX1#7/rsr4-1 unter Gewachshausbedingungen (Langtag)
sowie Analyse der (C) Wurzelldnge (in vitro Kultur, Langtag) sowie des (D) Frischgewichtes
(Gewéachshausbedingungen, Langtag). (D) ohne P355:GbPDX1#6/rsr4-1.
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Die phanotypische Analyse der Komplementationlinien wurde durch eine Vitamin B6
Messung vervollstandigt. Die Messung der rsr4-1 Pflanzen wies einen verringerten
Vitamin B6 Gehalt gegenliber Wildtyp C24 auf. Der Pyridoxalgehalt lag hier bei ca. 27 % und
der Pyridoxamingehalt bei ca. 43 % bezogen auf den Gehalt vom Wildtyp. Pyridoxin war
ebenfalls reduziert und konnte in der rsr4-1 Mutante nur noch in Spuren, nahe dem
Detektionslimit, nachgewiesen werden. Die Messung der Linie P355:GbPDX1#7/rsr4-1 zeigte
im Vergleich zur rsr4-1 Mutante hingegen erhohte Vitamin B6 Werte, die mit
52 % (Pyridoxal) und 77 % (Pyridoxamin) wieder an das Wildtyplevel angeglichen, jedoch
nicht vollstandig komplementiert waren. Die Messung des Pyridoxingehaltes der
Komplementationslinie zeigte keine Erhéhung an. Addiert man die Einzelwerte der Vitamin
B6 Derivatgehalte, 138t sich sagen, daR der Vitamin B6 Gehalt in der Linie
P35S:GbPDX1#7/rsr4-1 deutlich Gber dem der rsr4-1 Mutante, jedoch noch unterhalb des

Wildtypniveaus von C24 lag.

90_ [o]

80 -
mC24

70 - W rsr4-1
O P35S:GbPDX1 #7/rsr4-1
60 -

50 -
40 -

30 -

Vitamin B6 Gehalt in pg/g FW

(0]
0 - .

Pyridoxamin Pyridoxal Pyridoxin

Abbildung 3.15: Analyse des Vitamin B6 Gehaltes von C24, rsr4-1 und der komplementierten
Linie P35S:GbPDX1#7/rsr4-1, welche unter Gewdachshausbedingungen (Langtag) angezogen
wurden. Gemessen wurden die Einzelgehalte von Pyridoxamin, Pyridoxal und Pyridoxin.
Signifikante Unterschiede zur Mutante rsr4-1 (Ttest) P< 0,05 sind als (o) angegeben.



74 |Seite Ergebnisse

3.3.3 GbPDX1 Interaktionsanalyse

Mit dem Y2H Interaktionssystem (siehe 2.8.2) wurde untersucht, ob GbPDX1 eine potentielle
Interaktionsfahigkeit fiir andere PDX1 und PDX2 Proteine besitzt. In der Untersuchung zeigte
das GbPDX1 Protein sowohl Selbstinteraktion, als auch die Fahigkeit, mit AtPDX1 sowie
AtPDX2 Proteinen zu interagieren (Abbildung 3.16 A). Dabei zeigte das Protein keine
Autoaktivitat in dem verwendeten Y2H System. Um die gewonnenen Daten zu bestatigen,
wurde ein in vitro Pulldown (siehe 2.8.1) mit in E. coli exprimiertem und aufgereinigtem
GST:GbPDX1 Fusionsprotein (siehe 2.7.2.1/2.7.2.3) gegen in Pflanzen exprimierten
myc:AtPDX1 und myc:AtPDX2 Proteinen durchgefiihrt. Als Kontrolle fir unspezifische
Interaktionen wurde GST in den Pulldownansatzen in erhéhter Konzentration eingesetzt
(Abbildung 3.16 C). Der Interaktionstest zeigte, dafd das GST:GbPDX1 Fusionsprotein, jedoch
nicht GST alleine die getesteten AtPDX Proteine coprazipitieren kann (Abbildung 3.16 B).
Zusammenfassend deuten diese Studien auf ein vergleichbares Interaktionsmuster von

GbPDX1 hin, wie sie zuvor schon bei den AtPDX Proteinen gezeigt wurden.

A B

bait pBTM:GbPDX1 o

prey spu  / SDIV

“* ' myc:AtPDX1.1

W  myearpxiz

PACT:AtPDX1.1

® = mycarpxis
pACT:AtPDX1.2 - —
a-myc myc:AtPDX2
pACT:AtPDX1.3
PACT:AtPDX2 Tnput
7 %= GST:GbPDX1
pACT:GbPDX1 40

M

N GST

26

Abbildung 3.16: Interaktionsanalyse von GbPDX1 mit den AtPDX1 und AtPDX2 Proteinen im Y2H
System (A). Aus den SDII Ansadtzen wurde je eine gewachsene Kolonie in sterilem Wasser gel6st
und 20 pL einer 1:200, 1:2000, 1:20.000 Verdinnung auf das SDIV Selektionsmedium
aufgetragen. (B) Pulldown Interaktionstest mit GST:GbPDX1 Fusionsprotein und in planta
exprimiertem myc:AtPDX Protein. Pulldownansdtze wurden per Western Blot analysiert und
coprazipitiertes myc:AtPDX Protein mit a-myc Antikérpern detektiert. Der Einsatz (Input)
reprasentiert das Vorhandensein der myc:AtPDX Proteine in 30 ug Gesamtpflanzenprotein. (C)
Coomassie gefarbtes Kontrollgel zeigt die im Pulldown (B) eingesetzte Menge von
aufgereinigtem GST:GbPDX1 und GST Protein.
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3.4 Funktionale Charakterisierung des Arabidopsis thaliana PDX1.2 Proteins

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es ein besseres Verstandnis tber die biologische Funktion

von AtPDX1.2 zu gewinnen.

3.4.1 Spezifische Induktion der Expression von AtPDX1.2 bei erhéhten Temperaturen

In der vorangegangenen Diplomarbeit wurde durch AtPDX1.2 Promotor:GUS (PPDX1.2:GUS)
Studien bereits gezeigt, dall eine durch Hitze induzierbare AtPDX1.2 Expression vorliegt
(Leuendorf 2006). Hierbei wurden PPDX1.2:GUS Pflanzen fiir drei Stunden einem
Hitzeschock von 39 °C ausgesetzt und nachfolgend die GUS Expression durch einen MUG
Assay analysiert. Die behandelten Pflanzen zeigten eine dreifache Erhoéhung der GUS
Aktivitat, im Vergleich zu nicht behandelten Pflanzen. In dieser Arbeit wurde an diese
Untersuchungen angeknipft und eine genaue Analyse der AtPDX1.2 Gen- und
Proteinexpression nach Hitzeschockgabe durchgefiihrt. A. thaliana Col0 Pflanzen wurden
hierfiir einem Hitzeschock von 45 °C fiir 15-90 Minuten ausgesetzt, aus den genommenen
Proben die RNA aufgereinigt (siehe 2.6.3.3) und diese Uber einen Northern Blot (siehe
2.6.9/2.6.10) mit radioaktiv markierten Sonden gegen AtPDX1.1 und AtPDX1.2 analysiert.
Das Ergebnis des Northern Blots zeigte eine temperaturabhdngige Induktion von AtPDX1.2.

Bereits nach 15 Minuten Hitzeschockbehandlung (Abbildung 3.17 15‘) konnte im Vergleich

Hitzeschockdauer

(bei 45 °C) 0> 15 30° 45> 60 75> 90’
AtPDX1.1 Sonde - ss R SN O e e
AtPDX1.2 Sonde e e

- 414

Abbildung 3.17: Expressionsanalyse von AtPDX1.1 und AtPDX1.2 in Arabidopsis Col0 Pflanzen
unter Hitzeschockbedingungen. Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen bei 22 °C
angezogen und einem Hitzeschock bei 45 °C fir 90 Minuten ausgesetzt. RNA wurde zu den
angegebenen Zeitpunkten aus Pflanzenproben extrahiert und liber eine Northern Blot Analyse
mit spezifischen Sonden auf das AtPDX1.1 und AtPDX1.2 Transkript untersucht.



76 | Seite Ergebnisse

zur Grundexpression (Abbildung 3.17 0‘), eine deutlich angestiegenes Transkriptlevel
beobachtet werden. Dieses blieb bis zu 60 Minuten unter Hitzeschockbedingungen
gleichbleibend stark (Abbildung 3.17 30°-60‘). Die Expression nahm erst nach der
Hitzeschockdauer von 75-90 Minuten leicht ab (Abbildung 3.17 75‘-90°). Im direkten
Vergleich zu AtPDX1.2 zeigte sich dagegen, daR die Expression von AtPDX1.1 nicht durch
einen Hitzeschock verandert wird. Das Expressionslevel unter Hitzeschock war unverandert
im Vergleich zur Grundexpression und nahm Uber die Zeit weder zu noch ab.

Im einem zweiten Ansatz wurde die temperaturabhadngige Expression auf der Proteinebene
untersucht. Hierbei sollte abgeklart werden, inwieweit hier ebenfalls eine Induktion der
AtPDX1.2 Protein Expression unter hohen Temperaturbedingungen zu sehen ist und ob das
erhohte Proteinlevel dann (iber langere Zeit stabil bleibt oder schnell wieder absinkt. Da fir
die Untersuchung des endogenen AtPDX1.2 Proteins kein funktionsfahiger a-AtPDX1.2
Antikorper zur Verfiigung stand, wurde ein myc:AtPDX1.2 Fusionsprotein unter der Kontrolle
des endogenen AtPDX1.2 Promotors in A. thaliana Col0 Pflanzen eingebracht
(PPDX1.2:myc:AtPDX1.2; siehe 2.6.12.3 lll). PPDX1.2:myc:AtPDX1.2 Pflanzen wurden einem
Hitzeschock bei 39 °C fir 60 Minuten ausgesetzt (siehe 2.9.5). Nach der Behandlung wurden
die Pflanzen unter normalen Wachstumsbedingungen bei einer Temperatur von 22 °C weiter
kultiviert und zu angegebener Zeit Proben genommen. Die Proben wurden nachfolgend per
Western Blot und Immunodetektion mit einem a-myc Antikoérper analysiert. Der Versuch
zeigte, daB durch einen 60 Minuten Hitzeschock die myc:AtPDX1.2 Proteinexpression
induziert werden konnte. Im Vergleich zur geringen Grundexpression konnte man eine
deutliche Proteinzunahme von myc:AtPDX1.2 detektieren (Abbildung 3.18 0‘, 60‘). Das
erhohte myc:AtPDX1.2 Proteinlevel war auch nach weiteren zwei Stunden in 22 °C

unverandert hoch (Abbildung 3.18 80°-180°).

Col0 PPDX1.2:myc:AtPDX1.2
22°C  39°C 22°C
0 0 60> 80> 100> 120° 140> 160" 180’

- - = g S WP | oy

Abbildung 3.18: Expressionsanalyse von myc:AtPDX1.2 Protein unter Hitzeschockbedingungen
in PPDX1.2:myc:AtPDX1.2 Pflanzen. Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen bei 22 °C
angezogen, fiir 60 Minuten (60°) einem 39 °C Hitzeschock ausgesetzt und im direkten Anschlul®
wieder zurick in 22 °C gestellt. Probenahme vor dem Hitzeschock (0‘), nach 60 Minuten 39 °C
Hitzeschock (60‘) und alle 20 Minuten in 22 °C Bedingungen (80‘-180‘). Die Detektion des
myc:AtPDX1.2 Proteins erfolgte nach dem Western Blot mit einem anti-myc Antikorper.
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3.4.2 Charakterisierung einer AtPDX1.2 Nullmutante

Bisher gibt es keine bekannten Studien, die die Folgen des Verlustes des AtPDX1.2 Gens
untersuchen. Eine solche Analyse kdnnte aber sehr hilfreiche Daten fiir das Verstandnis der
Funktion von AtPDX1.2 liefern, da entsprechende Mutanten eventuell physiologische oder
Entwicklungsdefekte aufweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher drei Insertionsmutanten ausgewdhlt, deren
annotierte Insertionsorte im AtPDX1.2 Exonbereich lagen und einen mdglichen knock out
Effekt des Genes verursachen konnten (Abbildung 3.19 und Tabelle 2.2). Allerdings konnte
nur die SALK Linie (SALK_148199.19.20.x) sowie die John Innes Gene Trap Linie (GT_5.7122)
bearbeitet werden, da die GABI Kat Line (GABI_468B06/-019015) Uber den gesamten
Zeitraum der Doktorarbeit nicht verfligbar war.

Bei der Analyse der SALK sowie die John Innes Gene Trap Linie zeigte sich, da die AtPDX1.2
Transkription nicht beeinfluRt wurde. Dies lag daran, daR die T-DNA der SALK Linie direkt vor
dem Stopcodon inseriert ist und aufgrund eines alternativen Stopcodons im Leseraster zu
einem um 9 Aminosauren leicht vergroBerten AtPDX1.2 Protein fihrt (Sequenzierung im
Anhang Abbildung 12.2). Bei der John Innes Gene Trap Linie konnte keine Insertion im
AtPDX1.2 Gen nachgewiesen werden.

Desweiteren wurde ein AtPDX1.2 Antisense Ansatz gewahlt, um auf eine andere Weise eine
loss-of-function Analyse durchzufihren. Hierflr wurde ein 445 bp groRes AtPDX1.2 Fragment
(Abbildung 3.19) in antisense Orientierung unter der Kontrolle des P35S Promotors in

A. thaliana Col0 Pflanzen eingebracht (als P35S:AtPDX1.2 Antisense Pflanzen benannt).

Start GABI 468B06  GT 5.7122 SALK 148199.19.20.x

id \V4 AV AV

AtPDX1.2 (At3g16050) 945 bp

AtPDX1.2 Antisense 445 bp

Abbildung 3.19: Genomische Karte des DNA Bereiches von AtPDX1.2 (At3g16050). Dargestellt ist
der transkribierte Bereich von AtPDX1.2 (Exonbereich umrahmt). In die Karte sind die
veroffentlichten Insertionsorte der GABI Kat Linie (GABI_468B06/-019015),der SALK Linie
(SALK_148199.19.20.x) und der John Innes Gene Trap Linie (GT_5.7122) eingezeichnet. Der
untere Balken markiert den Genbereich, welcher fir ein AtPDX1.2 Antisense Konstrukt
verwendet wurde.
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Abbildung 3.20: Test des Antisenseeffektes in zwei P355:AtPDX1.2 Antisense Pflanzenlinien der
Tl Generation durch semiquantitative RT-PCR auf Blattgewebe. Expressionsanalyse des
AtPDX1.2 Antisense Transkriptes und des endogenen AtPDX1.2 Transkriptes vor und nach einem
gegebenem Hitzeschock (3 Stunden 39 °C). Als RNA Einsatz Kontrolle wurde eine RT-PCR auf
Aktin genutzt.

15 P35S:AtPDX1.2 Antisense Primartransformanten wurden in der T1 Generation auf die
effektive Herabregulation der AtPDX1.2 Transkriptmenge hin Gberprift. Das AtPDX1.2 Gen
wird besonders stark unter erh6hten Temperaturbedingungen transkribiert, deshalb wurde
fur die Untersuchung des Antisense Effektes bei den Pflanzen Hitzeschockbedingungen
gewahlt. Da nicht eindeutig sicher war, ob sich der Antisense Effekt moglicherweise letal auf
die durch Hitze geschockten Pflanzen auswirken wiirde, eine Etablierung einer stabilen
P35S:AtPDX1.2 Antisense Pflanzenlinie aber erwiinscht war, wurden nur einzelne Blatter den
unterschiedlichen Temperaturbedingungen ausgesetzt. Hierfliir wurden einzelne Blatter
abgeschnitten, mit der Schnittfliche in ATS Festmedium gesteckt und unter
Normalbedingungen bei 22 °C bzw. bei erhohten Temperaturbedingungen von 39 °C fir
3 Stunden kultiviert (siehe 2.9.5). Im AnschluR wurde die RNA extrahiert und es erfolgte eine
Analyse der AtPDX1.2 Expression durch eine semiquantitative RT-PCR. In A. thaliana ColO
Pflanzen konnte die Expression von AtPDX1.2 unter normalen Wachstumsbedingungen
nachgewiesen werden (Abbildung 3.20). Dariber hinaus wurde in eine erhdhte Expression
von AtPDX1.2 nach Hitzeschockgabe detektiert. Dagegen zeigten alle P35S:AtPDX1.2
Antisense Pflanzen einen effektiven Antisenseeffekt, mit einer nur sehr schwach

nachweisbaren  AtPDX1.2  Expression unter normalen Wachstumsbedingungen
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SAIL 640 D11 SAIL 640 D11
Annotation  Start Sequenzierung
Y —> v
| AtPDX1.2 (A3g16050) 945 bp —

1379 bp

Abbildung 3.21: Genomische Karte des DNA Bereiches von AtPDX1.2 (At3g16050). Dargestellt ist
der transkribierte Bereich von AtPDX1.2. In die Karte ist der laut Datenbank (AtEnsembl NASC)
publizierte (Annotation) und der in dieser Arbeit ermittelte (Sequenzierung) T-DNA
Insertionsort der SAIL_640_D11 Linie eingezeichnet.

(in Abbildung 3.20 an zwei Linien gezeigt). Das AtPDX1.2 Antisense Transkript konnte wie
erwartet in den transgenen Pflanzen nachgewiesen werden. Von den P35S:AtPDX1.2
Antisense Linien wurden 5 Pflanzen geselbstet und durch erneute Analysen auf die AtPDX1.2
Antisense Expression und auf einen Antisenseeffekt hin untersucht. Es zeigte sich, dal3 in der
T2 Generation kein Antisenseeffekt mehr nachzuweisen war (Anhang Abbildung 12.1).
Alternativ wurde daraufhin nach anderen Insertionslinien gesucht, deren Insertion nahe dem
AtPDX1.2 Startcodon lokalisiert war. Hier bot sich eine SAIL Insertionslinie (SAIL_640 D11;
sieche Tabelle 2.2) an, welche laut Datenbank (www.arabidopsis.org [TAIR];
http://atensembl.arabidopsis.info [AtEnsembl NASC]) im AtPDX1.2 5’UTR Bereich, 104 bp
oberhalb des AtPDX1.2 Startcodons, inserierte (Abbildung 3.21).

Die Linie wurde mittels einer PCR auf genomischer DNA mit insertionsspezifischen Primern
analysiert (siehe Tabelle 2.17), wodurch eine Sail Insertion nachgewiesen werden konnte.
Eine nachfolgende Sequenzierung des AtPDX1.2 Promotor-Exonbereiches lies allerdings
erkennen, daR die T-DNA 243 bp unterhalb vom AtPDX1.2 Startcodon inserierte und nicht
wie laut Datenbanken vorgegeben, im 5’UTR Bereich lag (Abbildung 3.21, Anhang Abbildung

12.3). Die Sail Pflanzenlinie wurde im Weiteren als atpdx1.2-1 Mutante bezeichnet und

Col0 atpdx1.2-1
WT SAIL WT SAIL

Abbildung 3.22: Genotypische Analyse von atpdx1.2-1 und Col0 Pflanzen durch PCR auf
genomische DNA. Analyse des AtPDX1.2 Wildtypallels (WT) mit genspezifischen Primern und
Identifizierung der T-DNA Insertion (SAIL) mit insertionsspezifischen Primern (Tabelle 2.17)
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zweimal mit dem Wildtyp zurlickgekreuzt. Nach der letzten Rickkreuzung (Bezeichnung:
Generation BC1) wurde die Linie im Gewachshaus geselbstet, um in der folgenden
Generation eine homozygote Insertionslinie zu erhalten. Die genotypische Untersuchung der
BC2 Generation erfolgte durch PCR mit geeigneten AtPDX1.2 genspezifischen und SAIL
T-DNA insertionsspezifischen Primern (Abbildung 3.22 und Tabelle 2.17).

Tabelle 3.2: Zusammenfassung der genotypische Untersuchung der SAIL atpdx1.2-1 BC2 Generation
durch PCR mit AtPDX1.2 genspezifischen Primern sowie insertionsspezifischen Primern fiir den
Nachweis der SAIL Insertion im AtPDX1.2 Gen. Heterozygote atpdx1.2-1 Pflanzen sind als
atpdx1.2-1 +/- , sowie homozygote Pflanzen als atpdx1.2-1 +/+ bezeichnet. Pflanzen, bei denen keine
Insertion ermittelt werden konnte, sind als atpdx1.2-1 -/- bezeichnet und entsprechen WT ColO.

atpdx1.2-1-/- | atpdx1.2-1 +/- |atpdx1.2-1 +/+ | Anzahl der untersuchten Pflanzen

BC2 34 43 0 77
Verhaltnis 1 1,26 0 -

Durch die genotypische Untersuchung konnten in der BC2 Generation keine homozygoten
atpdx1.2-1 Pflanzen identifiziert werden (Tabelle 3.2). Vielmehr wurde ein Verhéltnis von
heterozygoten atpdx1.2-1 Pflanzen (atpdx1.2-1+/-) zu Wildtyp Pflanzen von 1,26 zu 1
ermittelt. Dieses Verhiltnis deutete auf einen Defekt in der embryonalen bzw. der
gametischen Entwicklung.

Um aufzukldren, ob die atpdx1.2-1 Mutante in der Gametenentwicklung beeintrachtigt ist,
wurden Kreuzungen zwischen atpdx1.2-1 +/- Mutanten mit dem Wildtyp ColO durchgefiihrt.
Zur Kontrolle wurden Kreuzungen zwischen atpdx1.2-1 +/- Mutanten, eine Selbstung einer
atpdx1.2-1 +/- Mutante und eine Kreuzung zwischen Col0 Wildtypen durchgefiihrt.

Da die SAIL T-DNA Insertionskassette eine Phosphinotricin (PPT) Resistenz vermittelt,
wurden die gewonnenen Samen PPT-haltigem Medium in vitro kultiviert. Die SAIL Insertions-
kassette tragenden Pflanzen Uberlebten die Selektion. In Tabelle 3.3 sind die Ergebnisse der
Kreuzungen aufgelistet. Es zeigte sich, daR die Kreuzungen zweier atpdx1.2-1 +/- Pflanzen
bzw. die Selbstung einer atpdx1.2-1 +/- Pflanze, ein sehr dhnliches Spaltungsverhaltnis von
SAIL Insertion tragenden Nachkommen zu nicht Insertion tragenden Nachkommen
aufwiesen. Schaut man sich nun die Analyse der beiden reziproken Kreuzungen von
atpdx1.2-1 +/- Pflanzen mit dem Wildtyp Col0 an, so war hier ein Spaltungsverhaltnis von
1 zu 0,73 bzw. 0,71 von Wildtyp ColO zu atpdx1.2-1 Pflanzen zu beobachten (Tabelle 3.3),
was einen gametischen Defekt in den Mutanten nicht ausschliel3t. Die Testkreuzungen der

beiden Wildtypen brachte keine PPT resistenten Nachkommen hervor.
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Tabelle 3.3: Analyse der F1 Generation von Kreuzungen zwischen heterozygoten atpdx1.2-1
Mutanten (atpdx1.2-1 +/-) mit dem Wildtyp Col0 (WT Col0). Zur Kontrolle wurden Kreuzungen
zwischen atpdx1.2-1 +/- Mutanten, die Selbstung einer atpdx1.2-1 +/- Mutante und eine Kreuzung
zwischen Col0 Wildtypen durchgefiihrt. Identifikation von SAIL insertionstragenden Pflanzen durch
Phosphinothricin (PPT) Selektion. Dargestellt ist das Verhaltnis von sterbenden, keine SAIL Insertion
tragenden, und PPT resistenten, eine SAIL Insertion tragenden, Pflanzen. Die Kontrollkreuzung von
Col0 gegen Col0 Pflanzen wurde auf PPT Selektionsmedium und ATS Medium ausgelegt.

Kreuzung PPT Selektion | Anzahl der untersuchten

Q 3 tot lebend F1 Pflanzen
atpdx1.2-1 +/- WT ColO 1 0,73 206
WT Col0 atpdx1.2-1 +/- 1 0,71 208
atpdx1.2-1 +/- atpdx1.2-1 +/- 1 1,38 206
atpdx1.2-1 +/- Selbstung 1 1,50 211
WT Col0 WT Col0 1 0 25

ATS-Medium

WT Col0 WT Col0 0 1 25

3.4.3 Phanotypische Analyse der Samen von heterozygoten atpdx1.2-1 Pflanzen

Aufgrund der ermittelten Segregationsdaten von atpdx1.2-1 Pflanzen wurde die Hypothese
aufgestellt, dalR ein embryonaler Defekt in den homozygoten Mutanten vorliegt. Um die
embryonale Entwicklung der Pflanzen phanotypisch zu untersuchen, wurden Samen von
atpdx1.2-1 +/- Linien unter dem Mikroskop untersucht. Hierfir wurden 3-5 Tage alte
Schoten abgeerntet und die Samen herauspradpariert. Hierbei entspricht Tag 1 Phase 15 der
Blitenentwicklung nach Smyth et al. (1990) (Phase 15: ,,Gynoeceum wachst (iber die GroRRe
der Antheren heraus”). Im Anschluff wurden die Samen geklart (siehe 2.9.6) und mit Hilfe
eines Mikroskops die Embryonen auf GrolRe und Entwicklung untersucht.

Beobachtet wurde, dal} kontinuierlich eine Anzahl an morphologisch kleineren Samen in den
3-5 Tage alten Schoten zu finden war (Abbildung 3.23 1). Die Analyse der 3 Tage alten
Schoten zeigte, dall diese kleineren Samen einen in der Entwicklung zurlickgebliebenen
Embryo im frihen globuldren-Stadium aufwiesen (Abbildung 3.23 B, D). Dies war im
Vergleich zu den normal entwickelten Samen sehr auffillig, da diese nicht nur sehr viel
grofRer waren, sondern weiter entwickelte Embryonen im Herz-Stadium aufwiesen
(Abbildung 3.23 A, C). In den 4 Tage und 5 Tage alten Schoten konnten ebenfalls und in

gleicher Anzahl, kleinere Samen gefunden werden, jedoch schienen diese Samen in der
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Abbildung 3.23: Mikroskopische Analyse der Samenentwicklung von atpdx1.2-1 +/- Pflanzen. Samen wurden aus 3 (A-D), 4 (E; F) und 5
Tage (G; H) alten Schoten prapariert und geklart. Bilder (C) und (D) zeigen VergroRerungen von Embryonen der Samen in Bild (A) und (B).
Bild (I) zeigt ungeklarte Samen in einer 4 Tage alten Schote. Auffallend war ein regelmaRiges Auftreten von morphologisch kleineren
Samen, deren Embryo in der Entwicklung zuriickgeblieben waren (B; D weiller Pfeil). Im weiteren Verlauf der Entwicklung wurden etwa in
gleicher Anzahl sich zuriickbildende Samen (F; | weiBer Pfeil) und im spateren Stadium kollabierende Samen (H) beobachtet. Im Vergleich
dazu normal entwickelte Samen bzw. Embryonen (A; C; E; G).
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Embryonalentwicklung zunehmend gestérter. Wahrend sich die morphologisch groRen
Samen normal entwickelten und Embryonen im spdten bzw. im gekriimmten Torpedo-
Stadium aufwiesen (Abbildung 3.23 E, G), stagnierten die Embryonen der kleinen Samen im
globularen-Stadium (Abbildung 3.23 F, I). Finf Tage alte Schoten enthielten neben den
normal entwickelten Samen nur vollstandig kollabierte Samen, deren Embryonen nicht mehr
detailliert mikroskopisch analysiert werden konnten (Abbildung 3.23 H). Die Ergebnisse
weisen daraufhin, dal AtPDX1.2 eine wichtige Rolle in der friihen embryonalen Entwicklung

einnimmt.

3.4.4 Analyse der Lokalisation von AtPDX1.2

Die mikroskopische Analyse der Samenentwicklung zeigte, dall ein embryonaler Defekt in
den atpdx1.2-1 Pflanzen vorlag. Da die bisherigen Promotor:GUS Analysen keine Expression
von AtPDX1.2 im Embryo aufgezeigt hatten, wurde eine Untersuchung der AtPDX1.2
Lokalisation im embryonalen Gewebe vorgenommen. Hierflir wurde ein AtPDX1.2:GFP
Konstrukt unter der Kontrolle des endogenen AtPDX1.2 Promotors (PPDX1.2; 1,8 kb
Fragment; siehe 2.6.12.3 IV) angefertigt und in A. thaliana Col0 transformiert. Die Samen der
T2 Pflanzen sind mit Hilfe eines konfokalen Laserscanningmikroskops untersucht worden
(siehe 2.9.7). Hierflir wurden Samen aus 3-5 Tage alten Schoten prapariert und auf GFP
Fluoreszenz getestet.

Die Samen PPDX1.2:AtPDX1.2:GFP tragender Pflanzen zeigten eine geringe, aber im
Vergleich mit dem Wildtyp gut detektierbare cytosolische GFP Fluoreszenz in den Zellen des
Embryos (Abbildung 3.24). Bereits im frihen globuldren-Stadium konnte eine Fluoreszenz
gesehen werden, wobei der basale Teil des Embryos starker leuchtete (Abbildung 3.24 C).
Deutlich konnte die Fluoreszenz in der Hypophyse und in den Zellen des dem Embryo
nahestehenden Suspensors beobachtet werden (Abbildung 3.24 D). Die Fluoreszenz im
basalen Teil des Embryos war ebenfalls im Torpedo-Stadium zu erkennen. Zudem zeigte sich
eine starke Fluoreszenz im Bereich des Wurzelmeristems und der Wurzelhaube
(Abbildung 3.24 D). Das Endosperm zeigte in allen Entwicklungsstadien nur eine schwache

Grundfluoreszenz, die vernachldssigt werden konnte.
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Abbildung 3.24: Lokalisationsstudien von AtPDX1.2:GFP in jungen Arabidopsis Samen bzw.
Embryonen. Analyse mit konfokalem Laserscanningmikroskop mit Durchlicht, GFP Kanal fir
spezifische und RED Kanal fiir unspezifische Fluoreszenzsignale. Bild (A) sowie VergroRRerung in
(B) zeigen WT Col0 Samen bzw. den Embryo (weilRer Pfeil) ohne GFP Fluoreszenz. (C, E) sowie
die VergroRerungen in (D, F) zeigen spezifische GFP Signale in Embryonen des frihen
globularen- (weiRer Pfeil) sowie des Torpedo-Stadiums von P35S:AtPX1.2:GFP Pflanzen. Die
Expression des AtPDX1.2:GFP Fusionsproteins war hierbei unter der Kontrolle des endogenen
AtPDX1.2 Promotors (1,8 kb Fragment).
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3.5 Charakterisierung neuer Interaktionspartner der AtPDX1 Familie

Das Wissen Uber AtPDX Proteininteraktionen war zu Beginn der Arbeit recht begrenzt. Es
war bereits gezeigt worden, welche AtPDX-AtPDX Interaktionen maoglich sind (Wagner et al.
2006). Es blieb jedoch offen, ob AtPDX Proteine dariiber hinaus mit anderen Proteinen
interagieren konnen. Die ldentifizierung und Charakterisierung neuer AtPDX Interaktoren
konnte daher das Verstandnis um die Regulation bzw. die Aktivitat der AtPDX Proteine und
damit auch der Vitamin B6 Biosynthese, erweitern. Auf der Suche nach solchen neuen
Interaktoren waren daher in vorangegangenen Diplomarbeiten Gber einen Y2H Ansatz cDNA
Banken durchmustert worden (Leuendorf 2006; Liese 2007). Die gefundenen Proteine
schienen nicht direkt mit der Vitamin B6 Biosynthese in Verbindung zu stehen.
Dementsprechend diirfte man von zusatzlichen Funktionen der AtPDX1 Proteine ausgehen,
falls diese auf der Basis von Y2H Studien charakterisierten Interaktionen in planta
stattfindende Proteininteraktionen reprasentieren. In dieser Arbeit wurden zwei der neu
gefundenen AtPDX1 Interaktoren weiter untersucht. Es handelte sich hierbei um die
Proteine AtACS10 (At1g62960) und um ein exprimiertes Protein unbekannter Funktion
(At5g65840) (Tabelle 1.2).

3.5.1 Interaktionsanalyse

In einem direkten Y2H Matrix Ansatz wurde untersucht, inwieweit AtACS10 und At5g65840
die in den Y2H Screen gefundenen Interaktionen bestdtigen und ob sie dariber hinaus auch
mit anderen AtPDX1 bzw. AtPDX2 Proteinen interagieren kénnen (siehe 2.8.2).

Das Ergebnis des Matrix Ansatzes zeigte, daR ausschliellich At5g65840 reproduzierbar mit
AtPDX1 Proteinen interagiert (Abbildung 3.25 A). Ebenfalls war auffillig, dal eine klare
Interaktion nur in der Kombination At5g65840:pACT gegen AtPDX1:pBTM beobachtet
werden konnte. Dagegen zeigte sich in der umgekehrten Kombination lediglich eine sehr
schwache Interaktion mit AtPDX1.1 und AtPDX1.3. Des Weiteren interagierte At5g65840
nicht mit AtPDX2 und auch nicht mit sich selbst (Abbildung 3.25 A).

In einem weiteren Ansatz wurde zusatzlich die Interaktion gegen das inaktive AtPDX1.3%%
Protein der rsr4-1 Mutante getestet. Das inaktive Protein ist nicht mehr in der Lage mit

anderen AtPDX Proteinen zu interagieren (Wagner et al. 2006). Aus diesem Grund ware es

interessant zu wissen, ob dies auch fiir die neuen Interaktoren der Fall ist.
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A At5265840 pACT At5g65840 pPBTM B AtACS10 pACT AtACS10 pBTM
SDIL SDIV SDIT SDIV SDIT SDIV SDIL SDIV
AtPDX1.3 AtPDX1.3 l
G548 G548 \ ‘
Leerer Leerer
Vektor Vektor

Abbildung 3.25: Interaktionstest mittels Y2H Matrix Ansatz von At5g65840 (A) bzw. AtACS10 (B)
pACT/pBTM gegen die Vertreter der AtPDX Proteine, gegen At5g65840 bzw. ACS10 sowie gegen
das nicht funktionale AtPDX1.3°°* Protein der rsr4-1 Mutante je in pBTM/pACT Konstrukten.

Wie in Abbildung 3.25 A zu sehen ist, konnte keine Interaktion zwischen At5g65840 und
AtPDX1.3%%% nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu At5g65840 war es fir AtACS10 nicht moglich, eine Bindung mit AtPDX1.1 zu
zeigen und die Ergebnisse aus dem Y2H Screen Ansatz zu bestatigen. AtACS10 zeigte auch
keine Interaktion mit anderen AtPDX Proteinen (Abbildung 3.25 B). Allerdings sollte hier
betont werden, dal? im Y2H Screen ein partielles AtACS10 Protein gefunden wurde, dem die
ersten 600 bp fehlten (Leuendorf 2006). Es bestand daher die Madglichkeit, dall das
vollstandige Protein entweder andere Bindungseigenschaften besitzt, die eine Interaktion
mit AtPDX1 Proteinen verhindert oder daR AtACS10 nicht korrekt in der Hefe exprimiert
wurde.

Aus diesem Grund wurde zusatzlich zum Y2H Matrix Ansatz noch ein in vitro Pulldown Ansatz
gewadhlt, in dem auch At5g65840 mit einbezogen worden ist (siehe 2.8.1). Hierflr wurde
Pflanzengesamtprotein aus myc:AtPDX1.1 exprimierenden Pflanzen isoliert (siehe 2.7.1) und
mit in E. coli exprimierten und aufgereinigten GST, GST:AtPDX, GST:At5g65840 bzw.
GST:AtACS10 Fusionsproteinen inkubiert (siehe 2.7.2.1/2.7.2.3). Nach einer nachfolgenden
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Abbildung 3.26: Interaktionstest durch einen in vitro Pulldown Ansatz mit aus Pflanzen
aufgereinigtem myc:AtPDX1.1 Protein und aus E. coli aufgereinigten GST:AtPDX, GST:At5g65840
und GST:AtACS10 Fusionsproteinen. Immunodetektion mit a-myc Antikdrper gegen
coprazipitiertes myc:AtPDX1.1 (oben). Das Coomassie gefdarbte SDS Testgel zeigt alle fir den in
vitro Pulldown eingesetzten GST Proteine mit dem dazugehdrigen GroRenstandard. Sterne (*)
markieren die korrekte Proteinbande fir jedes GST Protein.

Prazipitation Uber Glutathionagarose und Auftrennung der Proteine im SDS-Gel sowie
Western Blot wurde eine Immunodetektion mit a-myc Antikérpern gegen coprazipitiertes
myc:AtPDX1.1 durchgefihrt. Die GST:AtPDX Proteine dienten als Positivkontrollen, wahrend
GST die Negativkontrolle darstellte.

Das Ergebnis des Pulldown zeigte bestdtigend die bereits bekannten Interaktionen der
verschiedenen AtPDX1 und AtPDX2 Proteine mit AtPDX1.1. Deutlich sind die coprazipitierten
myc:AtPDX1.1 Proteinbanden im Western Blot zu sehen (Abbildung 3.26). Weiterhin kann
man erkennen, dall At5g65840 ebenfalls gut mit myc:AtPDX1.1 Protein interagiert
(Abbildung 3.26). Interessanterweise konnte AtACS10 im Gegensatz zum Y2H
Interaktionsansatz ebenfalls an das myc:AtPDX1.1 binden. Zudem scheinen At5g65840 und
AtACS10 im Vergleich zu den AtPDX Proteinen deutlich starker mit myc:AtPDX1.1 zu
interagieren (Abbildung 3.26).

Die Ergebnisse mit den neuen AtPDX1 Interaktionspartnern waren vielversprechend und
zeigen potentiell, daB die im Y2H Screen entdeckten Interaktionen stattfinden kénnen. In
den folgenden Experimenten wurde allerdings nur der Bindungspartner At5g65840 detailiert
untersucht, da sich hier keine Diskrepanzen zwischen den Hefe und Pulldown

Interaktionstests gezeigt haben.
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3.5.2 Charakterisierung von At5g65840

At5g65840 ist bisher nicht funktional beschrieben worden. In den 6ffentlichen Datenbanken
(TAIR; www.uniprot.org [UniProtkB]) wird At5g65840 aufgrund von Sequenz- bzw.
Domanenanalysen als eine putative Alkyl-Hydroperoxid Reduktase und Thiol-spezifisches
Antioxidant (IPRO00866; www.ebi.ac.uk [EMBL-EBI]) eingeordnet.

Um weitere Informationen iber den AtPDX1 Interaktor At5g65840 zu sammeln, wurden die
Ansatze loss-of-function und gain-of-function verfolgt. Fiir den loss-of-function Ansatz wurde
aus den frei zugdngigen und erwerbbaren Insertionslinien die Insertionsmutante
SALK_018173 aus der SALK Kollektion (Alonso et al. 2003) ausgewahlt, deren T-DNA im
7. Exon des At5g65840 Gens inseriert (Abbildung 3.27).

Durch eine Analyse der genomischen DNA von SALK_018173 Pflanzen mit genspezifischen
und insertionsspezifischen Primern (Tabelle 2.17) konnten homozygote Insertionsmutanten
identifiziert werden (Abbildung 3.28 A), die at5g65840-1 benannt wurden. Eine weitere
Untersuchung von at5g65840-1 Pflanzen durch semiquantitative RT-PCR und genspezifische
Primer (Tabelle 2.17) zeigte, daR in den Pflanzen kein At5g65840 Transkript mehr
nachweisbar war (Abbildung 3.28 B). Die Pflanzen zeigten allerdings im Gewachshaus unter

Langtagbedingungen keine phanotypischen Veranderungen.

Start SALK 018173

- i —

2553 bp

Abbildung 3.27: Schematische Darstellung des genomischen DNA Bereiches von At5g65840.
Dargestellt ist der transkribierte Bereich von At5g65840 (Exonbereiche umrahmt). In die
genomische Karte wurde der T-DNA Insertionsort der Linie SALK_018173 eingezeichnet.



90 |Seite Ergebnisse

A B
& S S
SALK 018173 b‘w\% &W@( @,\%
homo | hetero %06% %05% %@% SO
WT Salk WT_Salk A AN
2000 bp x At5g65840
1000 bp g Transkript
g - g
P 3 - _— i Aktin

Abbildung 3.28: (A) Genotypische Analyse von SALK 018173 Pflanzen durch PCR auf
genomische DNA. Analyse des Wildtypallels (WT, *) mit genspezifischen Primern und
Identifizierung der T-DNA Insertion (Salk, *) mit insertionsspezifischen Primern (Tabelle 2.17).
(B) Transkriptanalyse der At5g65840 Expression in homozygoten SALK 018173 (at5g65840-1)
Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp Col0 mittels semiquantitativer RT-PCR und eingesetzten
genspezifischen Primern (Tabelle 2.17). Als Kontrolle des RNA Einsatzes wurde eine RT-PCR auf
das Aktintranskript (Aktin) durchgefiihrt.

Zusatzlich zu den bereits analysierten Nullmutanten wurde ein gain-of-function Ansatz mit
At5g65840 durchgefiihrt, bei dem das Gen unter der Kontrolle des P35S Promotors in
A. thaliana Col0 Pflanzen Uberexprimiert worden ist. Hierfliir wurde die cDNA von At5g65840
in die Vektoren pGWB18 (N-terminal myc) und pGWB17 (C-terminal myc) kloniert und in
A. thaliana Col0 Pflanzen stabil eingebracht (siehe 2.6.12.3 1). Wahrend
46 At5g65840pGWB18 (P35S:myc:At5g65840) Primartransformanten identifiziert werden
konnten, zeigten jedoch keine der Pflanzen eine Expression des myc:At5g65840 Proteins in
den durchgefiihrten Western Blot Analysen mit nachfolgender Immunodetektion (Daten
nicht gezeigt). Dagegen zeigten alle untersuchten 22  At5g65840pGWB17
(P35S5:At5g65840:myc) Primartransformanten eine deutliche Expression des At5g65840:myc
Proteins. In Abbildung 3.29 A ist die Expression des At5g65840:myc Proteins, identifiziert
durch eine Immunodetektion gegen das fusionierte myc-Epitop, von finf unabhangige Linien
gezeigt. Sie wiesen allerdings, wie die At5g65840 Nullmutanten, keinen vom Wildtyp
abweichenden Phanotyp unter den angewendeten Wachstumsbedingungen auf.

Nachfolgend wurde eine Untersuchung zur Lokalisation des At5g65840 Proteins
durchgefihrt. At5g65840 wurde zu diesem Zweck in den bindren Vektor pkK7FWG2
eingebracht, der eine Expression eines At5g65840:GFP Fusionsproteins unter der Kontrolle
des P35S Promotors erlaubt (siehe 2.6.12.3 V). Auf die Generierung eines N-terminalen

GFP-Fusionsproteins wurde verzichtet. Zum einen wurden Probleme in der Expression eines
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N-terminal At5g65840 Fusionsproteins angenommen, da dies bereits der gain-of-function
Ansatz zeigte. Zum anderen wurde auRerdem befiirchtet, dall das N-terminal fusionierte GFP
Protein EinfluR auf die durch Sequenzanalysen vorhergesagte chloroplastidare Lokalisation
des At5g65840 Proteins (TAIR; AtEnsembl NASC) nimmt und moglicherweise eine
Mislokalisation auftreten kénnte.

Die Untersuchung der At5g65840 Lokalisation erfolgte durch transiente Expression des
At5g65840:GFP Fusionsproteins in N. benthamiana Blattern sowie in stabil transformierten
A. thaliana Pflanzen (siehe 2.9.1). In beiden Ansadtzen konnte mittels konfokalem
Laserscanningmikroskop in den Blattzellen der transformierten Pflanzen eine
chloroplastidare Lokalisation von At5g65840:GFP gesehen werden (Abbildung 3.29 B).
Transgene  P35S:At5965840:GFP  A. thaliana Pflanzen  zeigten ebenso  wie

P35S:At5g65840:myc Pflanzen keinen erkennbaren Phanotyp (Pflanzen nicht gezeigt).

A B

GFP RED

P358:4t5g65840:myc

At5g65840:GFP

[kDa] CO\Q SRS AT I N. benthamiana
55
40 g-myc
35 el
26 At5265840:GFP
A. thaliana

Abbildung 3.29: (A) Expressionsanalyse durch Western Blot in P355:At5g65840:myc Pflanzen
der T1 Generation. Immunodetektion mit a-myc Antikorpern gegen At5g65840:myc Protein. (B)
Lokalisationsstudie von At5g65840:GFP in transient infiltrierten N. benthamiana Blattern und in
stabil transformierten A. thaliana Pflanzen.
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4 Diskussion

Das Vitamin B6 ist in Form von Pyridoxal 5-Phosphat einer der wichtigsten Kofaktoren fiir
enzymatische Prozesse in den unterschiedlichsten Stoffwechselwegen und ist damit
unverzichtbar fiir alle lebenden Organismen. In Pflanzen wird Pyridoxal 5-Phosphat (iber
den Deoxyxylose-5-Phosphat unabhangigen Vitamin B6 Syntheseweg durch die Aktivitat der
PDX1 und PDX2 Proteine gebildet. Fiir Arabidopsis thaliana sind in den letzten Jahren einige
Arbeiten Uber PDX Proteinen angefertigt worden, welche sich hauptsachlich auf die
Untersuchungen der Expression, der in vitro Vitamin B6 Syntheseaktivitdit sowie der
Charakterisierung von atpdx Nullmutanten konzentrierten. In der vorgelegten Arbeit sollte
die Funktion der PDX Proteine in A. thaliana anhand eines gain-of-function Ansatzes
untersucht werden. Ein weiteres Ziel war es, zu Uberpriifen, ob die Proteine ebenfalls
hochmolekularen Komplexe in der Pflanzenzelle ausbilden, wie es bereits fiir nicht

pflanzliche Organismen beschrieben werden konnte.

4.1 Gain-of-function Mutanten: Ein Ansatz der Funktionsbeschreibung der Arabidopsis

thaliana PDX Protein-Familie.

Die Untersuchungen der AtPDX Uberexpressionslinien ergaben eine Reihe wichtiger und
neuer Informationen Uber die Funktion der PDX Proteine in A. thaliana. Die Ergebnisse
zeigen in deutlicher Weise, dald Arabidopsis Col0 Pflanzen sehr sensibel auf die ektopische
Expression von AtPDX1.3 reagieren und starke phanotypische Effekte ausbilden. Eine solch
starke Reaktion von Arabidopsis auf die Expression der anderen AtPDX Proteinen konnte
nicht ermittelt werden. Eine Komplementation der Vitamin B6 defizienten rsr4-1 Mutante
durch myc:AtPDX1.1 bzw. myc:AtPDX1.3 zeigte, dalR die Fusion des myc-Epitops keine
ersichtlichen Konsequenzen auf die Funktion der AtPDX Proteine in der Vitamin B6
Biosynthese hat. Dariiber hinaus offenbart der Ansatz die redundante Funktion der AtPDX1.1
und AtPDX1.3 Proteine in der Pflanze.
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4.1.1 Arabidopsis thaliana reagiert hypersensitiv auf die ektopische Expression von

AtPDX1.3

Ein Hauptvorhaben dieser Arbeit war die Untersuchung von AtPDX Uberexpressionspflanzen.
Es zeigte sich jedoch, daR eine Uberexpression in Arabidopsis Col0 Pflanzen nur fir die
AtPDX1.1, AtPDX1.2 und AtPDX2 Gene toleriert wird. Fiir das AtPDX1.3 Gen konnten keine
Pflanzen ermittelt werden, die eine Uberexpression zeigten (Abbildung 3.4). Wahrend die
AtPDX1.1, AtPDX1.2 und AtPDX2 exprimierenden Pflanzen keine Phanotypen aufwiesen,
zeigten AtPDX1.3 exprimierende Pflanzen in hoher Frequenz (28 % der
Primartransformanten) einen -stunted- Phanotyp, mit gedrungenem Wuchs und gelblichen
kleineren Rosettenblidttern (Abbildung 3.1). Ahnliche negative Effekte auf die
Pflanzenentwicklung konnten bei der ektopischen Expression des zu Arabidopsis homologen
Cercospora nicotiana PDX1 Proteins in Tabakkeimlingen beobachtet werden (Aminosdure-
Identitdt CnPDX1 zu AtPDX1 siehe Anhang Tabelle 12.4). Keimlinge, welche konstitutiv das
CnPDX1 Gen exprimierten, zeigten eine verzogerte Keimung und langsameres Wachstum
(Herrero und Daub 2007). Es ist aber anzumerken, daR der hier protokollierte -stunted-
Phanotyp bisher von keiner anderen Arbeitsgruppe fir Arabidopsis Pflanzen, die das
AtPDX1.3 Gen ektopisch exprimierten, beschrieben wurde (Chen und Xiong 2009; Raschke et
al. 2011).

Eine ektopische Expression von AtPDX1.1 scheint dagegen von A. thaliana Col0 Pflanzen
toleriert zu werden. Dies ist sehr auffallig, da die AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteine zu 89 %
ihrer Aminosauresequenz identisch sind (Tabelle 1.1). Ein Grund dafiir konnte die generell
niedrigere Basisexpression von AtPDX1.1 gegenliber AtPDX1.3 sein (eFP-Browser; Titiz et al.
2006; Wagner et al. 2006). Eine Erhéhung des AtPDX1.1 Expressionslevels kdnnte deshalb
moglicherweise von den Pflanzen besser bewaltigt werden als dies fir AtPDX1.3 der Fall ist.
Da die Basisexpression von AtPDX1.2 in Arabidopsis ebenfalls geringer ist, als die von
AtPDX1.3 (eFP-Browser; Titiz et al. 2006; Wagner et al. 2006), gilt entsprechendes fiir die
Erhoéhung der AtPDX1.2 Expression.

In einer friiheren Arbeit konnte gezeigt werden, dal eine Uberexpression von GFP:AtPDX1.3
in A. thaliana Col0 Pflanzen sehr oft zu einem Phanotyp mit gedrungenen kleineren Pflanzen
mit gelblichen Blattern fihrte, dhnlich dem Phdnotyp der von Wagner et al. (2006)
beschriebenen Vitamin B6 defizienten rsr4-1 Mutante. Dieser Phanotyp korrelierte mit einer

starken Kosuppression von endogenem AtPDX1.1 und AtPDX1.3 (Wagner et al. 2006).
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P35S:myc:AtPDX1.3“" Pflanzen zeigten ebenfalls diesen beschriebenen Phinotyp und
waren auch in der AtPDX Expression beeinfluBt (Abbildung 3.4). Es ist demnach
wahrscheinlich, daR es sich bei den P35S:myc:AtPDX1.3°“"" Pflanzen ebenfalls um eine
Kosuppression von AtPDX1.1 und AtPDX1.3 handelt. Allerdings waren die
P35S:myc:AtPDX1.3°“"*" Pflanzen im Gegensatz zu den P35S:GFP:AtPDX1.3 Pflanzen fertil

stunted

und konnten weiter im Detail untersucht werden. P35S5:myc:AtPDX1.3 Pflanzen zeigten
wie erwahnt einen starken Phanotyp in der Sprofmorphologie, aber keine Veranderungen in
der Wurzelentwicklung (Abbildung 3.3), wie sie fiir die rsr4-1 Mutante und die atpdx1.3
Nullmutante beschrieben wurde (Tabelle 2.2) (Chen und Xiong 2005; Wagner et al. 2006).
Vermutlich ist im Unterschied zu den atpdx1.3 Mutanten das in den P35S:myc:AtPDX1.3°""e4
Pflanzen vorhandene niedrige Level an funktionalem AtPDX1.3 Protein noch ausreichend fir
ein normales Wurzellingenwachstum. Ubereinstimmend zu der rsr4-1 Mutante und den
atpdx1.1 bzw. atpdx1.3 Mutanten (Tabelle 2.2), wiesen die P35S:myc:AtPDX1.3°""e4
Pflanzen auch einen geringeren Vitamin B6 Gehalt auf (Abbildung 3.7). Allerdings konnte die
fur atpdx1.1 und atpdx1.3 beschriebene Salzsensitivitit in P35S:myc:AtPDX1.3°“" Pflanzen
nicht beobachtet werden (Abbildung 3.3)(Chen und Xiong 2005; Titiz et al. 2006). In diesem
Zusammenhang sollte jedoch erwdhnt werden, dal} die im Vitamin B6 salvage Syntheseweg
betroffene sos4 Mutante ebenfalls eine hohe Salzsensitivitdt besitzt, und einen hoheren
Vitamin B6 Gehalt als der Wildtyp aufweist (Shi et al. 2002; Shi und Zhu 2002; Gonzalez et al.
2007). SOS4 kodiert fur eine Pyridoxalkinase, welche im Zusammenspiel mit AtPDX3/AtPPOX
(Pyridoxin/Pyridoxamin 5‘-Phosphat Oxidase) den Vitamin B6 salvage Syntheseweg bildet.
Ein hoher Vitamin B6 Gehalt vermittelt demnach nicht zwingend eine Salzresistenz und
umgekehrt, ein geringer Vitamin B6 Gehalt hat nicht unbedingt eine hohe Salzsensitivitat zur
Folge. Unterstitzt wird diese These durch die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse,
wonach ein gestértes Wurzelwachstum von A. thaliana Col0 Pflanzen auf salzhaltigem
Medium nicht durch eine Vitamin B6 Zugabe normalisiert werden kann (Abbildung 3.3).

Ein veranderter Wuchs oder verdnderte Stresssensitivitaten von Mutanten im Vitamin B6
Syntheseweg haben folglich einen komplexen Hintergrund und es ist unwahrscheinlich, daf
der -stunted- Phdnotyp in myc:AtPDX1.3 exprimierenden Pflanzen alleine auf einen
verringerten Vitamin B6 Gehalt oder auf eine geringe AtPDX1 Expression zuriickzufihren ist.
Denkbar ware zum Beispiel ein Zusammenspiel der Vitamin B6 Biosynthese mit anderen

Metabolitsynthesewegen. Die gesehenen Veranderungen in den Pflanzen kdnnten demnach
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vielschichtige und pleiotrope Ursachen haben. Ein Beispiel hierfir ist die bereits erwahnte
Vitamin B6 defiziente rsr4-1 Mutante, welche ein verandertes Wachstum auf zuckerhaltigem
Medium zeigte und urspriinglich in einem Screen fir Mutanten der Zuckersignaltransduktion

gefunden wurde (Martin et al. 1997).

4.1.2 Veranderungen in der AtPDX1 Expression fiihren zu Effekten im Vitamin B6 Gehalt
von P355:myc:AtPDX Pflanzen

Die durchgefiihrten Analysen zeigten deutlich, dal der Gehalt an Vitamin B6, gemessen
anhand der drei Derivate Pyridoxamin, Pyridoxal und Pyridoxin, durch die ektopische
Expression eines einzelnen AtPDX1 Proteins signifikant erhoht werden kann (Abbildung 3.7).
Die Ergebnisse sind damit in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Chen und Xiong (2009)
und Raschke et al. (2011). Allerdings zeigen Chen und Xiong (2009) eine Erhéhung des
Vitamin B6 Gehaltes durch die ektopische Expression von AtPDX1.3, wohingegen in der
vorgelegten Arbeit und in der Arbeit von Raschke et al. (2011) die Erhéhung bei AtPDX1.1
und nicht bei AtPDX1.3 exprimierenden Pflanzen gesehen werden konnte. Zudem konnte die
Erhohung des Vitamin B6 Gehaltes bei Chen und Xiong (2009) hauptsachlich im
Samengewebe und nur sehr schwach im Blattgewebe nachgewiesen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Vitamin B6 Gehalt ausschlieBlich im Blattgewebe
nachgewiesen. Es ware in diesem Zusammenhang interessant, wie sich die Vitamin B6 Werte
im Samengewebe von myc:AtPDX1.1 bzw. myc:AtPDX1.3 exprimierenden Pflanzen
verhalten. Es war aber aufgrund der zur Verfliigung stehenden Vitamin B6
Extraktionsmethode (siehe 2.9.8) nicht moglich, ausreichend Material zu gewinnen, um auch
eine Bestimmung im Samengewebe durchzufiihren.

Die P35S:myc:AtPDX1.3" Pflanzen zeigten im Gegensatz zu allen anderen Pflanzenlinien
eine deutliche Reduktion im Vitamin B6 Gehalt und starke phanotypische Veranderungen.
Erstaunlich war, daR die Pflanzen nahezu keine Expression des endogenen AtPDX1.3 Genes
(AtPDX1.3-UTR, Abbildung 3.4 G) aufwiesen. Die auffdllig geringe gesamt AtPDX1.3
Transkriptmenge in den P35S:myc:AtPDX1.3°“""? Pflanzen kam demnach fast ausschlieRlich
durch die Expression des myc:AtPDX1.3 Transgens zustande. Folgernd ist es wahrscheinlich,
dall das detektierte myc:AtPDX1.3 Fusionsprotein (Abbildung 3.4 H) die AtPDX1.3
Gesamtproteinmenge reprasentiert. Im Vergleich zu den Wildtyp &hnlichen

P35S:myc:AtPDX1.3™™" Pflanzen konnte bei den P35S:myc:AtPDX1.3“"*? Pflanzen eine
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deutlich geringere myc:AtPDX1.3 Proteinmenge nachgewiesen werden. Das niedrige
AtPDX1.3 Proteinlevel in den P35S:myc:AtPDX1.3°"“" Pflanzen sollte jedoch nicht alleine fiir
den verminderten Vitamin B6 Gehalt sowie den -stunted- Phanotyp verantwortlich sein.
Vergleicht man die P35S:myc:AtPDX1.3*“"*? Pflanzen mit dem atpdx1.3 Nullmutanten, so
erkennt man, dal} der vollstandige Verlust des AtPDX1.3 Proteins in der atpdx1.3 Mutante zu
keinem, solchen starken veranderten Phanotyp flihrt (Titiz et al. 2006).

Es ist bemerkenswert, dall P355:myc:AtPDX1.2 Pflanzen im Vergleich zu
P35S:myc:AtPDX1.3“" Pflanzen eine ebenfalls sehr starke Reduktion der AtPDX1.3
Expression aufwiesen. Zusatzlich zeigten diese Pflanzen auch eine Reduktion der Expression
von AtPDX1.1 und AtPDX2. Die Pflanzen wiesen jedoch im Vergleich zum Wildtyp keine
phanotypischen Verdnderungen und kaum Abweichungen im Metabolitgehalt auf.
Ausschliefllich der Gehalt an Vitamin B6 war leicht reduziert. Im Vergleich zu den
P35S:myc:AtPDX1.2 Pflanzen zeigten die P35S:myc:PDX1.3°“""® Pflanzen sehr stark
reduzierte Vitamin B6 Werte, grofle Veranderungen im Metabolithaushalt und starke
Defekte im Wachstum. Der genaue Grund fiir diese unterschiedlichen Effekte in
P35S:myc:AtPDX1.2 und P35S:myc:AtPDX1.3°“"®® Pflanzen bleibt unklar. Eine mégliche
Erklarung ist, dall die AtPDX1.3 Expression (72 % Reduktion im Vergleich zum Wildtyp,
Abbildung 3.4) in der P35S:myc:AtPDX1.3*“" Linie unter ein kritisches MaR fiel, wihrend
bei den P35S:myc:AtPDX1.2 Pflanzen die Reduktion noch im Toleranzbereich liegt
(67 % AtPDX1.3 Reduktion, Abbildung 3.4). Demnach wiirde nur bei P355:myc:AtPDX1.3°""
Pflanzen eine zu schwache Pyridoxal 5°-Phosphat Syntheseleistung und damit verbunden,
eine Vitamin B6 Unterversorgung der Pflanze zum Tragen kommen. Die schlechte Vitamin B6
Versorgung konnte zu starken Veranderungen im Metabolismus sowie in der
Pflanzenentwicklung fiihren. Diese Annahme unterstiitzen die Beobachtungen an den sich
normal entwickelnden P35S:myc:AtPDX1.3"™ Pflanzen, welche ebenfalls eine Reduktion in
der AtPDX1.3 Transkription aufwiesen (40 % Reduktion zum Wildtyp, Abbildung 3.4). Diese
Reduktion scheint ebenfalls in dem erwahnten Toleranzbereich zu liegen, da bei den
Pflanzen keine Verdnderungen im Vitamin B6 Gehalt und im Phanotyp nachgewiesen
werden konnten.

Die Uberexpression von AtPDX2 bewirkte in den P355:myc:AtPDX2 Pflanzen keine Erhdhung
der Vitamin B6 Gehalte. Dies ist in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Raschke et al.

(2011), die ebenfalls keine Verdanderung in den Vitamin B6 Gehalten in AtPDX2
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Uberexprimierenden Pflanzen nachweisen konnte. Scheinbar reicht die Erhéhung des
AtPDX2 Proteingehaltes allein nicht fiir eine Steigerung der Vitamin B6 Syntheseleistung aus.
Dies ist auch nachvollziehbar, da die Glutaminasefunktion von AtPDX2 zusatzlich vom
Vorhandensein von AtPDX1.1 bzw. AtPDX1.3 abhangt (Tambasco-Studart et al. 2007).
Demnach konnte das vermehrte Vorkommen von AtPDX2 nur einen Effekt bewirken, wenn
die AtPDX1.1 bzw. AtPDX1.3 Proteine ebenfalls vermehrt vorkommen. Diese These wird
durch die Ergebnisse von Raschke et al. (2011) unterstitzt, die zeigten, dall eine Kreuzung
von AtPDX1.1 und AtPDX2 (iberexprimierenden Pflanzen eine Erhéhung des Vitamin B6
Gehaltes um das 5-fache im Vergleich zum Gehalt des Wildtyps bewirkt. Damit fallt die
Steigerung sogar hoher aus als bei AtPDX1.1 Uberexprimierenden Pflanzen, welche eine
ca. 2,5-fache Erh6hung der Vitamin B6 Werte zeigten (Raschke et al. 2011). Anscheinend tritt
bei der Ko-Uberexpression der AtPDX1 und AtPDX2 Proteine in Arabidopsis ein additiver
Effekt auf. Es ware interessant, ob eine Kreuzung der in dieser Arbeit untersuchten
P35S5:myc:AtPDX1.1 und P35S:myc:AtPDX2 Pflanzen einen dhnlichen Effekt in Bezug auf die
Vitamin B6 Syntheseleistung hatte. Leider war es aus zeitlichen Griinden nicht mehr moglich,

solche Kreuzungen zu analysieren.

4.1.3 Die veranderte Metabolitgehalte weisen auf einen photorespiratorischen Defekt und

stressbedingte Reaktionen in den P35S:myc:AtPDX1.3°“"? Pflanzen hin.

Die Untersuchung der pflanzlichen Metabolite zeigte, daR die groRten Veranderungen in den
Vitamin B6 defizienten P35S:myc:AtPDX1.3°“""? Pflanzen zu finden waren (Abbildung 3.8).
Die anderen analysierten transgenen P35S:myc:AtPDX Pflanzen zeigten keine oder nur
moderate Veranderungen im Vergleich zum Wildtyp Col0. Die Erhéhung des Vitamin B6
Gehaltes in den P35S:myc:AtPDX1.1 Pflanzen scheint demnach keinen EinfluB auf den
Metabolithaushalt zu haben.

stunted pflanzen war die

Eine besonders auffillige Veranderung in den P35S:myc:AtPDX1.3
Erhohung der Glycinwerte. Der Glycinmetabolismus ist eng mit der Photorespiration
verbunden. Diese stellt einen Reaktionsablauf dar, in welchem das nach der lichtabhangigen
Oxygenierungsreaktion von Ribulose-1,5-bisphosphat gebildetes Phosphoglycolat in das fir
den Calvin Zyklus verwertbare Phosphoglycerat umgewandelt wird, was 75 % des fixierten
Kohlenstoffes in der Pflanze sicherstellt (Foyer et al. 2009). Die Photorespiration tritt

besonders stark unter Bedingungen wie Starklicht-, Salz- und Trockenstress auf (Hoshida et
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al. 2000; Wingler et al. 2000; Igarashi et al. 2006). Interessanterweise zeigten einige in der

stunted  pflanzen

Photorespiration betroffene Mutanten einen zu den P35S5:myc:AtPDX1.3
dhnlichen Phdnotyp, mit kleinerem Wachstum, gelblichen Blattern, starker Lichtsensitivitat
und erhéhten Glycinwerten, aber nahezu unverandertem Seringehalt (Voll et al. 2006; Engel
et al. 2007; Collakova et al. 2008). Diese photorespiratorischen Mutanten sind in
mitrochondrialen Proteinen beeintrachtigt, welche den Pyridoxal 5‘-Phosphat (PLP)
-abhangigen Umbau von Glycin zu Serin katalysieren. Hier sind vor allem die P-Protein
Mutanten gdcpl und gdcp2 des Glycin-Decarboxylasekomplexes (GDC) (Engel et al. 2007),
die Serin Hydroxymethyltransferase (SHTM) Mutante shm1 (Voll et al. 2006; Collakova et al.
2008; Van Aken et al. 2009) und die Doppelmutanten der 10-Formyl THF Deformylase
Proteine (At4g17360 und At5g47435; Collakova et al. 2008) zu nennen. Die
Ubereinstimmungen in dem Phinotyp sowie in dem erhdhten Glycingehalt lassen die
Hypothese zu, dall das reduzierte AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Transkriptevel bzw. die
reduzierten Vitamin B6 Gehalte in den P35S:myc:AtPDX1.3°“"®® Pflanzen eine PLP
Unterversorgung der Mitochondrien bewirkt. Moglicherweise ist die PLP Versorgung der
Mitochondrien in einem kritischen Mal3e beeintrachtigt, so dald die Glycin-Decarboxylierung
in der Photorespiration gehemmt ablauft, was wiederum zu einer Glycinakkumulation
fihren wirde. Es gibt eine Untersuchung von Nijhout et al. (2009) die diese These
unterstitzt. Mit Hilfe eines mathematischen Modells wurden im Zusammenspiel mit
anderen Enzymen die mitochondriale GDC und SHMT Aktivitditen modelliert. Die
Untersuchung zeigte, dalR eine Vitamin B6 Defizienz sich direkt auf die Glycin-
Decarboxylierung auswirkt, und linear mit einem Anstieg der zelluldaren Glycinwerte
korreliert (Nijhout et al. 2009). Es ist denkbar, dal® die gemessene Glycinakkumulation eine
PLP Unterversorgung bzw. Defizienz in den Mitochondrien der P35S:myc:AtPDX1.3°“
Pflanzen widerspiegelt. Die Unterversorgung kénnte dann zu einer abgeschwachten
Photorespirationsleistung flihren und damit auch einen direkten EinfluR auf die
Photosyntheserate bzw. auf die Energiegewinnung haben. Wie bereits erwahnt wird in der
Photorespiration das durch die Oxygenierung von Ribulose 1,5-bisphospat gebildete
Phosphoglycolat in Phosphoglycerat (einen C3 Koérper) regeneriert und so fur den Calvin
Zyklus wieder verwertbar. Durch eine verminderte Photorespirationsleistung verlangsamt
sich aber auch die Regeneration des Phosphoglycolats und es fehlen Kohlenstoffmetabolite

fir den Calvin Zyklus. Um den Zyklus weiterhin zu betreiben und damit eine CO; Fixierung in
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der Photosynthese zu ermoéglichen, missen energieaufwendig genligend Metabolite
gebildet werden. Eine schlechte Energiebilanz der Photosynthese ist die Folge. In den
P35S:myc:AtPDX1.3°“" Pflanzen kénnte die schlechte Energieausbeute wiederum zu einem
-stunted- Wachstum gefiihrt haben. In diese Richtung deuten auch die niedrigen Werte fir
Raffinose, Glaktose und Glukose.

Ein Defekt in der Glycin-Decarboxylierung konnte auBerdem den lichtsensitiven Phanotyp in
den P35S:myc:AtPDX1.3°“"% Pflanzen erkliren (Abbildung 3.1). Unter intensiveren
Lichtbedingungen steigt die Photorespirationsrate, was sich bei einer verminderte Glycin-

stunted

Decarboxylierungsrate in den P355:myc:AtPDX1.3 wie beschreiben nachteilig auswirken
multe.

Die Photorespiration steht ebenfalls im Zusammenhang mit der Biosynthese einiger anderer
Aminosauren, wie Glutamat und Glutamin (lgarashi et al. 2006; Timm et al. 2008), welche
alle in der P35S:myc:AtPDX1.3°"“" Pflanze dereguliert waren (Abbildung 3.8).

Ein weiteres stark erh6htes Metabolit war Isomaltose. Verdanderte Isomaltosewerte wurden
im Zusammenhang mit einer npg4 Mutante beschrieben (Frenkel et al. 2009). Diese Mutante
ist in dem PsBs Protein betroffen, welches am Photosystem Il lokalisiert ist und Chlorophyll
a, Chlorophyll b und Xanthophyll Pigmente binden kann (Funk et al. 1994; Funk et al. 1995;
Peterson und Havir 2001; Schultes und Peterson 2007). Die npg4 Mutante zeigte eine 80 %
Reduktion des non-photochemical quenching (NPQ) der Chlorophylifluoreszenz, einen Defekt
in der Weiter- bzw. Ableitung UbermaRig aufgenommener Lichtenergie (Schultes und
Peterson 2007). Ein Untersuchung der Metabolite in dieser Mutante ergab ebenfalls erhohte
Isomaltosewerte. Jedoch ist unklar, inwieweit hier ein Zusammenhang zu der PLP Defizienz
oder einer moglichen gehemmten photorespiratorischen Aktivitat zu sehen ist.

Isomaltose ist neben Glukose und Maltose ein Produkt des Starkeabbaus (Servaites und
Geiger 2002), daher kénnte die Erhéhung der Isomaltosewerte auch auf einen, wie bereits
diskutiert, verdanderten Energiehaushalt hinweisen. Es ware daher interessant zu
untersuchen, ob die P35S:myc:AtPDX1.3°“"™" Pflanzen einen verinderten Stirkegehalt
aufweisen oder veranderte Kinetiken im Starkemetabolismus zeigen.

Die Werte an B-Alanin waren in den P35S:myc:AtPDX1.3°“"*? Pflanzen ebenfalls erhéht. Es
gibt Hinweise, daR eine vermehrte Produktion von B-Alanin niitzlich fir eine Thermotoleranz
ist (Fouad und Rathinasabapathi 2006). Es wurden zudem gesteigerte Prolinwerte gemessen.

Prolin ist eine Iminosaure, die vermehrt bei osmotischem Stress akkumuliert (Kiyosue et al.
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1996; Liu und Zhu 1997), und wie Pyridoxin als Hydroxyl-Radikalfanger dient (Smirnoff und
Cumbes 1989; Matxain et al. 2009). Es ist denkbar, daR die P35S:myc:AtPDX1.3*“"*? Pflanzen
durch den geringeren Vitamin B6 Gehalt und die verminderte Photorespirationsrate ein
generell erhohtes Stresslevel aufweisen. Als Konsequenz akkumulieren die Pflanzen die
Metabolite Prolin und RB-Alanin, welche wie erwdhnt eng mit der Antwort auf Stress

verbunden sind.

4.1.4 Phanotypischer Effekt der ektopischen Expression von AtPDX1.3

Die starke Lichtsensitivitit der Vitamin B6 defizienten P35S:myc:AtPDX1.3*“""" Pflanzen
sowie die Beschreibung von Haveaux e al. (2009), daR Vitamin B6 wichtig fiir die Toleranz
gegen Starklicht ist, unterstitzt die Hypothese, dall die Verdnderungen der Metabolite in
P35S:myc:AtPDX1.3"™ Pflanzen eine gehemmte Photorespiration aufzeigen. Hier sollte
erwdhnt werden, daR die atpdxl.1/atpdx1.3 Doppelmutanten welche heterozygot fir
atpdx1.1 (atpdx1.1 +/- atpdx1.3 +/+) sind, ebenfalls einen lichtsensitiven Phanotyp
aufwiesen, der durch Zugabe von Vitamin B6 gerettet werden konnte (Titiz et al. 2006).
Allerdings gibt es unterschiedliche Auffassungen Uber die Auswirkungen einer Vitamin B6
Defizienz.

Havaux et al. (2009) diskutieren, dal} eine Defizienz einen reduzierten Vitamin B6 Pool in den
Chloroplasten hervorruft, welcher eine verminderte Reduzierung des Singulett-Sauerstoffes
zu Folge hat (Havaux et al. 2009). Somit ist nach dieser These der Phanotyp eine Folge des
oxidativen Stresses durch erhdhte Singulett-Sauerstoff Werte. Unterstitzend muR angefiigt
werden, dal} die AtPDX1 Gene im Zusammenhang mit der von ihnen vermittelten Resistenz
gegeniber Singulett-Sauerstoff in C. nicotiana identifiziert worden sind (Ehrenshaft et al.
1999a; Ehrenshaft et al. 1999b). Zudem konnte die im Dunkeln vermehrt Singulett-
Sauerstoff produzierende flu Mutante durch die ektopische Expression von AtPDX1.1 und
der damit einhergehenden Erhéhung der Vitamin B6 Werte in ihrem Phanotyp normalisiert
werden (Raschke et al. 2011). Allerdings sind die erhohten Glycinwerte der
P35S:myc:AtPDX1.3°“"*" Pflanzen nicht mit dieser These zu vereinbaren. Es gibt bisher keine
Veroffentlichung, in der ein direkter Zusammenhang zwischen erhdhten Singulett-Sauerstoff
und erhohten Glycin Werten beschrieben wird. Moglicherweise tritt in den Vitamin B6
defizienten Mutanten unter Starklichtbedingungen jedoch ein additiver Effekt ein, der aus

einer Schadigung der photosynthetischen Systeme durch Singulett-Sauerstoff in den
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Chloroplasten und verminderter Photorespiration durch eine gehemmte Glycin-
Decarboxylierung in den Mitochondrien besteht. Unterstliitzend dazu zeigen die
P35S:myc:AtPDX1.3“" Pflanzen unter lichtintensiven Bedingungen lila gefirbte Blitter
(Abbildung 3.1 B), welche auf einen erhéhten Anthozyaningehalt und damit auf erhdhten
Stress gegeniber radikalen Sauerstoff-Spezies schlieBen [aRt (Zeng et al. 2010). Auf einen
erhoéhten Stress der Pflanzen wiesen wie bereits erwdhnt ebenfalls die erhhten Gehalte an
Prolin und B-Alanin (Abbildung 3.8).

Die hauptsachlich als cytosolische beschriebene Lokalisation der AtPDX Proteine (Chen und
Xiong 2005; Tambasco-Studart et al. 2005) macht es wahrscheinlich, dal die de novo Vitamin
B6 Biosynthese ebenfalls im Cytosol und nicht in den Chloroplasten bzw. Mitochondrien
stattfindet. Die diskutierten Probleme in den Chloroplasten und Mitochondrien scheinen aus
Grinden einer Unterversorgung mit Vitamin B6 aufzutreten. Dies wirft die Frage auf, wie
Vitamin B6 in die beschriebenen Organellen gelangt, und ob die Translokation auf einem
aktiven oder passiven Transport beruht. Fir Saccharomyces cerevisiae und
Schizosaccharomyces pombe konnte bereits ein aktiver Vitamin B6 Transport nachgewiesen
werden. Die Transportproteine Tpnlp und Bsulp bewirken den Import von Pyridoxin lber
die Plasmamembran in die Hefe (Stolz und Vielreicher 2003; Stolz et al. 2005). In Arabidopsis
konnte bisher kein Homolog zu Tpnlp bzw. Bsulp beschrieben werden. Es bleibt ungewiss,
ob es in Pflanzen einen aktiven Transport von Vitamin B6 in die Chloroplasten bzw. in die
Mitochondrien gibt. Allerdings ist eine Diffusion durch die Organellenmembranen aus
Grinden der starken Polaritdt von PLP nur fiir die unphosphorylierten Vitamin B6 Derivaten
vorstellbar. In den Organellen kénnte durch den Umbau von Pyridoxin im salvage Vitamin B6
Syntheseweg Uber eine Pyridoxin-/Pyridoxalkinase und eine Pyridoxinoxidase die Versorgung
mit PLP gewahrleistet werden. In Arabidopsis konnten bisher lediglich zwei Enzyme des
salvage Synthesewegs identifiziert werden, SOS4 und AtPDX3/AtPPOX, deren Lokalisation im
Chloroplasten vorhergesagt (SUBA; http://www.plantenergy.uwa.edu.au) bei
AtPDX3/AtPPOX sogar bereits nachgewiesen werden konnte (Sang et al. 2010). Demnach
[akt sich mit dem heutigen Wissen eine PLP Versorgung des Chloroplasten, aber nicht der
Mitochondrien erklaren. In Zukunft ware es wichtig, den Transport von Vitamin B6 in alle

Organellen aufzuklaren und im Detail zu untersuchen.
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4.2 Interaktion und Komplexbildung der AtPDX Proteine: Hinweise auf eine zu Bakterien,

Pilzen und Archaeen dhnlich aufgebaute pflanzliche PLP Synthase

Die strukturelle Aufklarung von PLP Synthasen aus Pilzen und Bakterien haben gezeigt, daf
sich die PDX1 und PDX2 Proteine zu einem hochmolekularen Komplex zusammenfinden.
Hierbei bilden die PDX1 Proteine ein zentrales Dodekamer an dem sich an der dufleren
Oberflaiche 12 einzelne PDX2 Proteine anlagern und so eine zahnradahnliche Struktur
ausbilden (Abbildung 1.4). Die in dieser Arbeit mit Hilfe von
GroRenausschlullichromatographie, Blue Native Page (BNP) Analysen und Bimolekulare
Fluoreszenzkomplementation (BIFC) ermittelten Daten ergaben nun neue Erkenntnisse
beziglich der pflanzlichen AtPDX Komplexbildung und liefern damit erstmalig Hinweise auf

die Zusammensetzung einer pflanzlichen PLP Synthase.

4.2.1 Nachweis von hochmolekularen AtPDX Komplexen in Arabidopsis thaliana

Die in der GroRRenausschluBchromatographie beobachteten myc:AtPDX1.1 und
myc:AtPDX1.3 Komplexe im Bereich der 400 kDa (Abbildung 3.10) sind vergleichbar mit der
molekularen Grofle eines angenommenen AtPDX1 Dodekamers (402-468 kDa). Ebenso
konnte ein Maximum fiir AtPDX1.1, AtPDX1.3 und AtPDX2 Proteine im Bereich von
750-780 kDa gesehen werden, was der molekularen GroBe eines AtPDX1 Dodekamers mit
12 zuséatzlichen AtPDX2 Proteinen entspricht (738-804 kDa). Der angegebene variierende
GroRenbereich von AtPDX Oligomeren ergibt sich aus folgendem Grund: Da die Konstrukte
im A. thaliana Col0 Wildtyp Hintergrund exprimiert werden, haben die myc:AtPDX1 Proteine
(myc:AtPDX1.1/1.3 = 39 kDa) die Moglichkeit, mit sich selbst oder mit den endogenen
unfusionierten AtPDX1 (AtPDX1.1/1.3 = 33 kDa) bzw. AtPDX2 (28 kDa) Proteinen zu
interagieren. Nimmt man im Dodekamer die beiden maximal moglichen
ProteinkomplexgrofRen durch die verschiedenen fusionierten sowie unfusionierten Proteine
an, so kann man bei der GrolBe des myc-Epitops von ca. 6 kDa einen GroBenunterschied im
Bereich von ca. 70 kDa erwarten. Dies gilt entsprechend fir den groReren Komplex des
Dodekamers mit weiteren AtPDX2 Proteinen.

Im zweiten Ansatz Uber die BNP Analyse konnte ebenfalls eine Oligomerisierung der
AtPDX1.1:HIS und AtPDX1.3:HIS Proteine beobachtet werden. Die Proteine aggregierten in

Homo-Oligomeren zu Komplexen vergleichbar der GroRe von Ferritin (440 kDa,
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Abbildung 3.11). Fir die errechnete GroRe eines AtPDX1.1/1.3:HIS Dodekamers von 420 kDa
scheinen die Banden im Gel jedoch zu hoch zu laufen und eine viel grofRere Proteinmasse zu
reprasentieren. Man muf allerdings anfiligen, dall die Laufeigenschaften der Proteine im
BNP durch verschiedene Faktoren beeinflulft werden konnen, die nicht direkt etwas mit der
molekularen Masse zu tun haben. Deshalb ist es nicht immer moglich, exakt die molekulare
Masse von Proteinen durch die elektrophoretische Mobilitdit im BNP zu bestimmen
(Schagger et al. 1994; Moro et al. 1999; Schamel und Reth 2000; Schamel 2001; Swamy et al.
2006). Aus diesem Grund bleibt es denkbar aber leider nicht sicher nachweisbar, dal§ die
gesehenen Banden AtPDX1 Dodekamere widerspiegeln.

Die Ahnlichkeiten in der beobachteten KomplexgréRe von AtPDX1.1, AtPDX1.3 und AtPDX2
Proteinen zusammen mit den Berichten Uber PLP Synthasen in anderen Organismen (Flicker
et al.,, 2007; Neuwirth et al., 2009; Strohmeier et al., 2006; Zein et al., 2006) deuten
allerdings darauf hin, dal® Arabidopsis und hochstwahrscheinlich alle Pflanzen eine zu Pilzen
und den meisten Bakterien strukturell gleich aufgebaute PLP Synthase aufweisen.
Interessanterweise konnte das myc:AtPDX1.2 Protein ebenfalls in der GréRenordnung eines
Dodekamers detektiert werden (Abbildung 3.10). Weiterhin zeigte AtPDX1.2 in der BNP
Analyse zusatzlich eine Proteinbande in der GréBenordnung von 880 kDa (Abbildung 3.11).
Dies ist in sofern bemerkenswert, da man bisher nur bei den PDX1 Proteinen eine Fahigkeit
zur Dodekamerbildung beobachten konnte (Flicker et al., 2007; Neuwirth et al., 2009;
Strohmeier et al., 2006; Zein et al., 2006). Die hier erlangten Ergebnisse sagen somit aus, dal}
AtPDX1.2 nicht nur in der Lage ist, ein Dodekamer zu bilden, sondern dariiber hinaus auch
fahig ist, Oligomere aus mindestens 24 Proteinen zu bilden. Uber die Struktur eines solchen
oligomeren AtPDX1.2 Komplexes |al3t sich nur spekulieren. Denkbar hierfir waren zwei
zusammengelagerte Dodekamere oder ein Dodekamer, an dem an der AulRenseite weitere
AtPDX1.2 Proteine binden kénnten. Im letzteren Fall ware die Struktur vergleichbar zu einer

PLP Synthase bestehend aus PDX1 und PDX2 Proteinen.

4.2.2 Hinweise auf die Komposition von AtPDX1 Komplexen

Die durchgefiihrten BIFC Studien demonstrierten, dall die verschiedenen AtPDX1 Proteine
miteinander in planta interagieren (Abbildung 3.9). Dies zeigten ebenfalls die in dieser Arbeit
durchgefiihrten in vitro Pulldown Studien von aus Pflanzen isolierten myc:AtPDX1.1 Protein

gegen die verschiedenen GST:AtPDX Proteine (Abbildung 3.26). Die Ergebnisse sind damit in
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Ubereinstimmung mit den bisher durchgefiihrten Y2H und in vitro Pulldown Studien
(Leuendorf 2006; Wagner et al. 2006). Die Bindung von AtPDX1.2 an die anderen AtPDX1
Proteine konnte in planta mit dem BIFC System ebenfalls bestatigt werden. Hochmolekulare
AtPDX1.2 Komplexe, wie sie in der GroRBenausschluRchromatographie von myc:AtPDX1.2
Protein gefunden wurden, scheinen demnach realistisch. Aufgrund der hier aufgefihrten
Ergebnisse kann man folgern, daR AtPDX1.2 in der Lage ist, heteromere aber auch - darauf
weisen die Ergebnisse der BNP Analyse hin - homomere AtPDX1 Dodekamere zu bilden. Die
Ergebnisse der BNP Analyse zeigten dagegen keine Mischkomplexe aus AtPDX1.2:HIS und
AtPDX1.3:HIS an (Abbildung 3.12). Somit ware anzunehmen, dal8 keine Mischkomplexe aus
AtPDX1.2 und AtPDX1.3 Proteinen in der Pflanzenzelle vorliegen kénnten. Allerdings gibt es
aus folgenden Grinden noch eine andere Erklarung fiir das eingetretene Ergebnis: Die
Ergebnisse der Gelfiltration und der BNP Analyse zeigten, daR die AtPDX1 Proteine bevorzugt
Komplexe angenommenen molekularen Grofe von Dodekameren aufbauen. Es wurden in
beiden experimentellen Ansatzen keine myc:AtPDX1 Monomere bzw. andere Oligomere
unterhalb der molekularen GroRe von Dodekameren gefunden. Man kann also bei dem
dodekameren Komplex als stabilste Form flr die AtPDX1 Proteine ausgehen. Dies macht es
wahrscheinlich, daR die AtPDX1 Dodekamere direkt nach der Proteinsynthese gebildet
werden und dann kein Protein mehr aus dem Komplex abdissoziieren und durch ein anderes
Protein ersetzt werden kann. In dem zweiten BNP Versuch wurden AtPDX1.2:HIS und
AtPDX1.3:HIS Proteine einzeln aufgereinigt und im AnschluR vermengt. Unter den gewadhlten
Bedingungen, konnten die stabilen Dedekamere dafiir verantwortlich sein, daB es zu keiner
Durchmischung der nach der Aufreinigung schon vorliegenden AtPDX1.2:HIS und
AtPDX1.3:HIS Komplexe kommen konnte. In diesem Fall lieRe sich die Aussage tatigen, dal
sich ein AtPDX1 Dodekamer direkt nach der Proteinsynthese bildet und dann nicht mehr
veranderlich ist.

Um diesem moglichen Problem in zukiinftigen Untersuchungen zu begegnen, sollte der
Versuchsansatz so modifiziert werden, daRR zu Beginn der Analyse die beiden eingesetzten
AtPDX1 Proteine zuerst als Monomere vorliegen und sich dann Komplexe bilden kénnen.
Dies kdnnte zum einen durch Koexpression in E. coli oder zum anderen auch durch sanfte
Denaturierung der Proteine und anschliefender Renaturierung erreicht werden. Eine andere
Moglichkeit fir die Aufklarung der AtPDX1 Dodekamer Zusammensetzung wadre eine

Aufreinigung von pflanzlichen AtPDX1 Dodekameren durch eine GrofRenaufschlulR-
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chromatographie. Nachfolgend miilte dann durch eine Immunoprazipitation mit
spezifischen z.B. anti-AtPDX1.2 Antikérpern AtPDX1.2 enthaltene Dodekamere isoliert
werden. Im Anschlull daran ware es moglich, die im Dodekamer gebundenen AtPDX1
Proteine durch eine Analyse Uber SDS-Page und einer Immunodetektion mit AtPDX1
spezifischen Antikorpern zu identifizieren. Allerdings waren fiir diesen Ansatz sehr
spezifische Antikorper notwendig, um die drei unterschiedlichen sehr konservierten AtPDX1
Proteine getrennt nachweisen zu kénnen.

Bisherige Arbeiten (iber AtPDX Protein-Protein Interaktionen zeigten, dal AtPDX2 nur mit
AtPDX1.1 und AtPDX1.3 interagiert, aber nicht mit AtPDX1.2 (Wagner et al. 2006). Geht man
von einer solchen Situation aus und nimmt AtPDX1 Mischkomplexe an, dann miiSte die
Anzahl von AtPDX1.2 Proteinen in einem AtPDX1 Dodekamer einen direkten EinfluR auf die
Menge der gebundenen AtPDX2 Proteine haben. Dies konnte Konsequenzen fiir die GroRe
des AtPDX1/AtPDX2 Komplexes und moglicherweise auch fur die Vitamin B6 Syntheserate
haben.

Allerdings haben Studien zur Untersuchung der AtPDX1 und AtPDX2 Aktivitat gezeigt, dal}
AtPDX2 scheinbar nicht fest an einen AtPDX1 Komplex gebunden ist. AtPDX2 kann nach der
Hydrolysierung von Glutamin sowie der Ubertragung eines Ammoniummolekiils auf AtPDX1
vom Dodekamer abdissoziieren. AnschlieBend kann es dann mit neu aufgenommenem
Glutamin an weitere AtPDX1 Komplexe binden und dort ebenfalls eine Stickstofflibertragung
bewerkstelligen (Tambasco-Studart et al. 2007). In diese Richtung weist auch die im
Vergleich zu AtPDX1 Expression generell niedrigere AtPDX2 Expression, was in der
Pflanzenzelle auf ein ungleiches Verhaltnis von AtPDX1 zu AtPDX2 Proteinen schlieBen |aRt.
Dementsprechend kénnten wenige AtPDX2 Proteine, die in relativer Uberzahl vorhandenen
stabilen AtPDX1 Dodekamere mit Stickstoff fiir die Synthese von Vitamin B6 versorgen. Es
|3t sich hierdurch erklaren, dald in der GroRRenausschlulichromatographie AtPDX1 Proteine
vorwiegend im Bereich der molekularen GroRe von Dodekameren vorzufinden waren.
Interessanterweise konnte jedoch bei der BNP Analyse von AtPDX1:HIS Fusionsproteinen
keine Proteinbande unterhalb der GroRe von Ferritin identifiziert werden (Abbildung 3.11),
was auf ein Vorhandensein von Monomeren oder Hexameren hatte schlieen kdnnen.
Hingegen konnte in der GréBenausschluBchromatographie ein Vorhandensein von AtPDX1.2
sowie AtPDX2 in ca. 100 kDa groRen Komplexen nachgewiesen werden (Abbildung 3.10),

was auf eine Interaktion der beiden genannten AtPDX Proteine mit anderen, bisher
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unbekannten Proteinen hinweist. Im Gegensatz zu AtPDX1.2 und AtPDX2 scheint es sicher,
daR AtPDX1.1 oder AtPDX1.3 nur in hochmolekularen Komplexen im Bereich von 400-800
kDa auftreten. Inwieweit sich andere Proteine auer AtPDX2 an den AtPDX1 Dodekameren
Komplex anlagern, bleibt Spekulation. Es ware allerdings denkbar, dall Proteine die
Bindungsposition von AtPDX2 im Komplex (ibernehmen kdnnten.

Leider konnte in der vorgelegten Arbeit das AtPDX2 Protein nicht in die BIFC Analysen mit
einbezogen werden, da es Probleme mit der Proteinexpression der AtPDX2-Split-YFP
Konstrukte in N. benthamiana gab. Es konnten auch keine Experimente zu dessen
Bindungseigenschaften lber Blue Native Page durchgefiihrt werden, weil kein AtPDX2:HIS
Protein in ausreichender Menge aus den Bakterien aufgereinigt werden konnte. Es wiére
deshalb interessant zu untersuchen, ob das Protein die gleichen Bindungsfahigkeiten zu
AtPDX1 Proteinen und Komplexbildungseigenschaften  besitzt, wie sie in
Kristallisationsstudien flir PDX2 Proteine aus P. falciparum, B. subtilis, G. stearothermophilus
und S. cerevisiae gezeigt werden konnten (Strohmeier et al. 2006; Zein et al. 2006; Flicker et
al. 2007; Neuwirth et al. 2009).

Mit den durchgefiihrten Arbeiten wurde indirekt nachgewiesen werden, daf$ AtPDX1.2 die
Fahigkeit besitzt, zusammen mit anderen AtPDX1 Proteinen einen hochmolekularen
Komplex zu bilden. Da wie bereits diskutiert, heteromere Komplexe zwischen AtPDX1.1 bzw.
AtPDX1.3 mit AtPDX1.2 Auswirkungen auf die Anlagerung von AtPDX2 Proteinen haben
sollten, ware es wichtig, eine detaillierte Untersuchung der Komposition des AtPDX
Komplexes durchzufiihren. Hierflir wiirden sich in vitro Kristallisationsstudien anbieten. Eine
andere Moglichkeit ware die bereits vorgeschlagene, gezielte Aufreinigung von pflanzlichen
AtPDX1 Dodekameren Uber GroBenausschluBchromatographie, Immunoprazipitation und
Nachweis der im Dodekamer gebundenen AtPDX1 Proteinen lber Immunodetektion (siehe

oben).

4.3  Funktionelle Redundanz von AtPDX1 Proteinen

Eine funktionelle Redundanz von AtPDX1.1 und AtPDX1.3 ist bisher durch &dhnliche
Expressions- sowie Interaktionsmuster als wahrscheinlich angenommen worden (Leuendorf
2006; Wagner et al. 2006). Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse untermauern diese
Annahme. So konnte durch eine ektopische Expression von AtPDX1.1 bzw. AtPDX1.3 die

rsr4—1/atpdx1.36545 Mutante komplementiert werden (Abbildung 3.5). Dies macht deutlich,
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G345 proteins

dafl} AtPDX1.1 die Funktion des mutierten und nicht mehr funktionalen AtPDX1.3
der rsr4-1 Mutante Ubernehmen kann. Letztlich scheint dies eine Frage der
Expressionsstarke zu sein, denn im Komplementationsansatz konnte nachgewiesen werden,
daR nur eine starke Expression von AtPDX1.1 oder AtPDX1.3 den rsr4-1 Phanotyp
komplementieren kann.

Zusatzlich  zeigten die beiden  Proteine in den Untersuchungen mittels
GroRenausschlullichromatographie die gleiche Fahigkeit der Komplexbildung an.
Zusammenfassend scheinen die beiden Proteine in A. thaliana funktionell redundant zu sein.
Allerdings zeigte der gain-of-function Ansatz auch, daR es einen Unterschied in der Erfassung
und Regulation der verschiedenen AtPDX1 Transkripte gibt. Wie bereits diskutiert, taucht
der drastische -stunted- Phanotyp nur bei myc:AtPDX1.3 exprimierenden Pflanzen auf.

Es ist bemerkenswert, dall deutliche Defekte in der Entwicklung und in der Vitamin B6
Biosynthese sehr stark mit AtPDX1.3 in Verbindung stehen und nicht unmittelbar mit
AtPDX1.1 (Titiz et al. 2006; Wagner et al. 2006 und in dieser Arbeit). Anscheinend nimmt das
AtPDX1.3 Protein in der Vitamin B6 Biosynthese eine wichtigere Funktion ein. Dies deuten

normal pelanzen an, welche

auch die Ergebnisse der Untersuchungen an den P35S:myc:PDX1.3
eine starke Reduktion der AtPDX1.1 Expression aufwiesen (55 % Reduktion im Vergleich zum
Wildtyp), sich jedoch in allen anderen Analysen wie der Wildtyp Col0 verhielten. Die
Reduktion der AtPDX1.1 Expression kann demnach besser von den Pflanzen toleriert
werden, als dies bei der AtPDX1.3 Expression der Fall ist. In dieselbe Richtung weisen auch
die Ergebnisse der Analyse von atpdx1.1 Mutanten bzw. atpdx1.1/atpdx1.3 Doppelmutanten
welche heterozygot fiir atpdx1.3 (atpdx1.1 +/+ atpdx1.3 +/-) sind, die sich deutlich besser
entwickelten als atpdx1.3 Einzelmutanten (Titiz et al. 2006). Der komplette Verlust von
AtPDX1.3 hat somit deutlich drastischere Auswirkungen auf die Pflanze, wahrend ein
funktionales AtPDX1.3 Allel in den atpdx1.1 +/+ atpdx1.3 +/- Doppelmutanten eine Wildtyp
dhnlichere Entwicklung ermoglicht. Wie bereits erwahnt sollte auch hierfiir die generell
hohere AtPDX1.3 Basisexpression verantwortlich sein. So scheint der Hauptanteil von
biosynthetisch aktiven PDX1 Proteinen in der Pflanzenzelle aus AtPDX1.3 Proteinen zu
bestehen. Eine Reduktion der AtPDX1.3 Menge ware demnach auch folgenschwerer fir die
Vitamin B6 Biosynthese als dies bei AtPDX1.1 der Fall ware. Eine mogliche andere Erklarung

konnte sein, dafl die AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteine mit weiteren anderen Proteinen
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Interaktionen eingehen und dadurch unterschiedlich reguliert werden. Die Findung solcher
Interaktoren ware ein interessantes Projekt fiir zuklinftige Untersuchungen.

Eine funktionelle Redundanz von AtPDX1.1 bzw. AtPDX1.3 zu dem AtPDX1.2 Protein war
nicht festzustellen. Zwar zeigte AtPDX1.2 gleiche Bindungseigenschaften in den
durchgefiihrten BIFC sowie Pulldown Studien, jedoch konnte in der hier durchgefiihrten
Untersuchung die Uberexpression des AtPDX1.2 Proteins weder die Vitamin B6 defiziente
rsr4-1 Mutante komplementieren, noch eine Steigerung der Vitamin B6 Werte in den
P35S:myc:AtPDX1.2 Pflanzen beobachtet werden. Im Gegenteil, die Uberexpression des
Gens flhrte sogar zu einem leicht verringerten Vitamin B6 Gehalt (Abbildung 3.7). Im
Vergleich der Aminosaduresequenzen von AtPDX1 Proteinen weist AtPDX1.2 zudem die
groBten Unterschiede auf (Tabelle 1.1). Diese Beobachtungen lassen den Schluf® zu, dal
AtPDX1.2 eine zu den AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteinen gesonderte Funktion austibt.
Allerdings mul3 hier angefligt werden, dal} ein direkter Nachweis Uiber die Funktionalitdt des
genutzten P35S:myc:AtPDX1.2 Konstruktes nicht vorhanden ist. Es 1a8t sich aufgrund der
Ahnlichkeit zu den anderen AtPDX1 Proteinen und dem gleichen genutzten Vektor
spekulieren, daR die Rettung der rsr4-1 Mutante durch die eingebrachten
P35S5:myc:AtPDX1.1 und P35S:myc:AtPDX1.3 Konstrukte ein proof of concept darstellt,

jedoch fehlt ein direkter Nachweis der myc:AtPDX1.2 Aktivitat.
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4.4 Charaktereisierung des Ginkgo biloba PDX1 Proteins

In einem Kooperationsprojekt mit Prof. Eckhard Leistner und Dr. Christel Drewke (Institut fur
Pharmazeutische Biologie, Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitdt, Bonn, Deutschland)
konnte zum ersten Mal eine Analyse des G. biloba PDX1 Proteins durchgefiihrt und eine
biosynthetische Aktivitat des Proteins indirekt nachgewiesen werden. Dabei wurde belegt,
daR die PDX1 Proteine einen sehr hohen Konservierungsgrad zwischen den Spezies
Ginkgo biloba und Arabidopsis thaliana aufweisen (siehe Anhang Tabelle 12.5). Die
konservierte Funktion konnte (iber die durch ektopische Expression des GbPDX1 Gens
erzielte Komplementation der Arabidopsis rsr4-1 Mutante gezeigt werden. Dariber hinaus
konnte in den durchgefiihrten Interaktionsstudien eine Ubereinstimmung der
Bindungseigenschaften von GbPDX1 zu den AtPDX Proteinen festgestellt werden. Dies fihrt
zu der Annahme, daR Ginkgo und Arabidopsis PDX Proteine vergleichbare Proteinkomplexe
aufbauen kénnen. Die hohe Homologie in der Struktur und der Aktivitdt der PDX1 Proteine
unterstreicht die Wichtigkeit der Proteine fiir die Vitamin B6 Biosynthese und damit fiir den
pflanzlichen Metabolismus.

Die ektopische Expression von GbPDX1 fihrte allerdings nicht zu einer vollstandigen
Normalisierung des Vitamin B6 Gehaltes in Arabidopsis rsr4-1. Die Pyridoxal- und
Pyridoxamingehalte erreichten nur Werte bis 51 % bzw. 77 % des Wildtyp C24 Niveaus
(Abbildung 3.15). Die Erhohung war jedoch fiir eine Normalisierung des Wachstums,
ermittelt im Frischgewicht und in der Wurzellange (Abbildung 3.14), ausreichend. Die
Ergebnisse deuten erneut daraufhin, dall es einen gewissen Toleranzbereich gibt, in
welchem die Veranderung des Vitamin B6 Gehaltes keine negativen Folgen fir die Pflanzen
hat.

Leider konnte in dieser Untersuchung nicht weiter aufgeklart werden, ob G. biloba fiir
weitere PDX1 Gene kodiert, wie es z.B. bei A. thaliana oder Reis (Oryza sativa) der Fall ist.
Dementsprechend ist es auch unklar, ob es in Ginkgo ein Ortholog zu dem Arabidopsis
PDX1.2 Protein gibt. Die durchgefiihrte Analyse mit degenerierten PDX1 spezifischen
Primern fiihrte nur zur Klonierung des in dieser Arbeit funktional charakterisierten GbPDX1
Gens. Hier wirde moglicherweise ein Ansatz Uber einen Southern Blot mit einer PDX1

spezifischen Sonde weitere Klarheit schaffen.
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Dariber hinaus ware es wichtig, zu erfahren, ob in G. biloba ebenfalls ein PDX2 Gen existiert,
und es zu bereits bekannten PDX2 Proteinen funktional konserviert ist. In diesem Fall ware
es interessant, ob das GbPDX2 Protein die Arabidopsis pdx2 Mutante komplementieren
kann, wie dies beim GbPDX1 Protein fiir die rsr4-1 Mutante moglich war. Es wurde versucht
durch eine PCR mit degenerierten Primern ein PDX2 Gen in G. biloba zu identifizieren. Leider
konnte durch die PCR kein PDX2 spezifisches Amplifikat auf genomischer DNA oder auf RNA
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dies ist nicht weiter verwunderlich, da jedes der
bisher in den verschiedenen Organismen identifizierten PDX2 Gene im Gegensatz zu den
bekannten PDX1 Genen Intronbereiche enthdlt und einen viel geringeren
Konservierungsgrad in der Nukleotidstruktur aufweist. Es scheint also zum jetzigen Zeitpunkt
keine Hinweise auf die Existenz eines GbPDX2 Gens zu geben. Allerdings ist zu erwarten, dal}
G. biloba mindestens flir ein GbPDX2 kodiert, da alle bisherigen Arbeiten zum DXP-
unabhangigen de novo Syntheseweg in P. falciparum, B. subtilis, S. cerevisiae und in A.
thaliana gezeigt haben, daR ein solches Protein bendtigt wird (Dong et al. 2004; Raschle et
al. 2005; Tambasco-Studart et al. 2005; Wrenger et al. 2005; Tambasco-Studart et al. 2007).
Moglicherweise wird in Zukunft eine Sequenzierung des G. biloba Genoms die Frage nach
der Existenz eines GbPDX2 Gens eindeutig beantworten.

Die Analyse der GbPDX1 Expression Uber Northern Blot zeigte, dall im Samen die groRte
GbPDX1 Transkriptmenge vorhanden st (Abbildung 3.13). 4‘-O-Methylpyridoxin
(Ginkgotoxin), ein nicht funktionales Vitamin B6 Derivat, welches unter anderem beim
Menschen zu neuronalen Stérungen fihrt (siehe 1.1.3), konnte ebenfalls in der hochsten
Konzentration im Samen gefunden werden (Wada et al. 1985; Arenz et al. 1996). Diese
Beobachtung 1aRt die Hypothese zu, daR es einen Zusammenhang zwischen der Vitamin B6
Biosyntheseaktivitat und der Menge an synthetisierten Ginkgotoxin gibt.

Allerdings konnte die entsprechende Methylase, die eine Methylierung von Vitamin B6 zu
4'-0O-Methylpyridoxin vermittelt, bisher nicht identifiziert werden. In Zukunft ware es
sicherlich wichtig, das entsprechende Enzym zu identifizieren und zu charakterisieren. Das
Verstehen und die Aufklarung des gesamten Ginkgotoxin Synthesewegs ist fiir die
Humanmedizin von groRem Interesse, da der Baum viele wirksame sekundare Pflanzenstoffe
bildet. Unter ihnen befinden sich verschiedenste Stoffe, die im Gesprach sind, bei der
Alzheimer Krankheit oder Erkrankungen des Herzkreislaufsystems zu helfen (Stoll et al. 1996;

Maurer et al. 1997; Yoshikawa et al. 1999). Der Baum ist reich an Flavonoiden, welche freie
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Radikale reduzieren konnen. Ebenfalls kommen Terpenoiden wie z.B. Ginkgolide oder
Bilobalide vor, die entzindungshemmende Wirkung besitzen (Martin et al. 1994). Dariber
hinaus konnen sie den sogenannten platzchenaktivierenden Faktor (PAF) hemmen (Braquet
und Bourgain 1987). PAF ist ein Phospholipid, welches unter anderem die Aggregation von
Thrombozyten im menschlichen Blut auslést und bei verminderter Hemmung die Schwere
von anaphylaktischen Reaktionen beeinfluBt (Vadas et al. 2008). Diese Pflanzenstoffe sind
aber schwierig zu gewinnen, da in verwendeten Ginkgo Blatt- und Samengeweben auch das
giftige Ginkgotoxin vorhanden ist. Das Verstdandnis liber die Biosynthese von Ginkgotoxin
konnte helfen, eine Akkumulation des Giftes in bestimmten Geweben zu verhindern, und

damit therapeutisch wichtige Pflanzenstoffe besser zugangig zu machen.
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4.5 Funktionale Charakterisierung des Arabidopsis thaliana PDX1.2 Proteins

Dem Arabidopsis AtPDX1.2 Protein kommt in der Gruppe der bekannten AtPDX1 Proteine
eine besondere Bedeutung zu. Beispielsweise zeigte das Protein Interaktionen mit anderen
AtPDX1 Proteinen, jedoch nicht mit AtPDX2. Basierend auf in vitro Enzymaktivitatsstudien
scheint AtPDX1.2 nicht an der Vitamin B6 Biosynthese beteiligt zu sein. Allerdings ist
AtPDX1.2 auf der Proteinebene nur zu rund 60 % identisch zu den AtPDX1.1 und AtPDX1.3
Proteinen. Im Vergleich dazu betrégt die Ubereinstimmung von AtPDX1.1 zu AtPDX1.3 fast
90 % (Tabelle 1.1).

4.5.1 Hinweise auf eine embryospezifische Aktivitat des AtPDX1.2 Proteins

Die Analysen der AtPDX1 Komplexe sowie des AtPDX1.2 gain-of-function Ansatzes
erbrachten einige neue Erkenntnisse tUber das AtPDX1.2 Protein. Das Protein konnte in der
Pflanzenzelle in hochmolekularen Komplexen beobachtet werden, was zusammen mit den
Interaktionsdaten darauf hindeutet, daR AtPDX1.2 die Fahigkeit besitzt, als Untereinheit in
AtPDX1 Dodekameren vorzukommen. Das Protein lieB sich in A. thaliana gut
Uberexprimieren und es zeigte sich, dal eine Erhohung der Expression keine oder nur
geringe Effekte in der Vitamin B6 Biosynthese bzw. auf den Phanotyp der transgenen
Pflanzen ausloste. Leider lield sich dadurch keine genaue Funktion des AtPDX1.2 Proteins
ableiten. Der nachfolgend gewadhlte loss-of-function Ansatz deutet jedoch an, dal’ AtPDX1.2
eine essentielle Funktion in die Entwicklung von A. thaliana ausibt.

So konnte fir die AtPDX1.2 Insertionslinie (atpdx1.2-1; Tabelle 2.2; Abbildung 3.21)
beobachtet werden, dall heterozygote atpdx1.2-1 Pflanzen (atpdx1.2-1 +/-) in der
nachfolgenden Generation nur atpdx1.2-1 +/- oder Wildtyppflanzen erzeugten. Eine
homozygote atpdx1.2-1 Mutante ware demnach nicht lebensfahig und es ist denkbar, dal3
ein embryonal letaler Phanotyp vorliegt. Die Beobachtungen an den durchgefiihrten
Kreuzungen mit dem Wildtyp wiesen zusatzlich auf eine erhéhte Gametensterblichkeit bei
den atpdx1.2-1 Pflanzen hin (Tabelle 3.3). Jedoch miiRten fiir eine definitive Aussage weitere
Analysen zur Gametenvitalitat, wie z.B. Studien zum Pollenkeimungsverhalten, durchgefiihrt
werden.

Eine zusatzlich durchgefihrte Kreuzung von atpdx1.2-1 Pflanzen mit den beiden AtPDX1

atpdx1.1 und atpdx1.3 Mutanten brachte ebenfalls keine neuen Erkenntnisse, da hier
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erwartungsgemall ebenfalls keine homozygoten atpdx1.2-1 Nachkommen beobachtet
werden konnten (siehe Anhang Tabelle 12.3). Es ist jedoch anzumerken, daR es im AtPDX1.2
Antisense Ansatz ebenfalls nicht gelang, effektive und stabile AtPDX1.2 Antisense Linien zu
generieren. Es ist denkbar, dal8 die Herabregulation des AtPDX1.2 Transkriptes starke Effekte
in den transgenen Pflanzen auslosen konnte. Mdéglicherweise Uberlebten nur die Pflanzen,
welche in einer Gegenreaktion eine de novo Methylierung des antisense Konstruktes
durchfiihrten, sodal’ lediglich Pflanzen ohne AtPDX1.2 Antisense-Effekt in der T2 Generation
beobachtet werden konnten. Ahnliche Effekte und Reaktionen auf die Expression von
Transgenen in Pflanzen werden ausfihrlich bei Matzke und Matzke (1993; 1995)
beschrieben. Der Antisense Ansatz kénnte nach dieser Betrachtung ebenfalls auf einen
letalen Effekt einer AtPDX1.2 Defizienz hinweisen.

Die lichtmikroskopische Analyse von atpdx1.2-1 Samen bestatigte eine Stérung in der
Embryogenese. Es konnte gezeigt werden, dal® die Embryonen sich nicht Giber das globulare-
Stadium hinaus entwickelten und spater degenerierten (Abbildung 3.23). Da die
durchgefiihrten Seggregationsanalysen auf eine klare Kopplung zwischen Embryo-Letalitat
und T-DNA Insertion hindeuten, scheint der Abbruch der Embryonalentwicklung auf den
Verlust von AtPDX1.2 zurlickzufiihren zu sein. Das AtPDX1.2 Protein konnte folglich in der
Embryogenese beim Ubergang vom globulirem-Stadium zum Herz-Stadium eine
entscheidende Rolle spielen.

Die Analyse der subzelluldren AtPDX1.2 Expression bzw. Lokalisation mittels eines
AtPDX1.2:GFP Fusionsproteins unter der transkriptionellen Kontrolle des natirlichen
AtPDX1.2 Promotors bestdtigte die Annahme, da AtPDX1.2 in der frihen Embryogenese
exprimiert wird. So konnte die spezifische Lokalisation des AtPDX1.2:GFP Fusionsproteins in
jungen Embryonen des globuldaren Entwicklungsstadiums nachgewiesen werden
(Abbildung 3.24). Interessanterweise zeigte sich eine starke Expression, speziell im basalen
Teil des Embryos. In der spateren Embryonenentwicklung konnte ebenfalls eine hohe
Expression von AtPDX1.2:GFP im Embryo ermittelt werden. Hierbei zeigten Embryonen im
Torpedo-Stadium eine vermehrte Lokalisation des Proteins im Wurzelmeristem
(Abbildung 3.24 F). Diese Beobachtung deutet darauf hin, daff AtPDX1.2 im Embryo in dem
sich bildenden Wurzelgewebe eine Funktion innehat. Dies steht in Ubereinstimmung mit den

Expressionsdaten dlterer A. thaliana Pflanzen, in denen die starkste AtPDX1.2 Expression
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ebenfalls in der Wurzel nachgewiesen werden konnte (Leuendorf 2006; Titiz et al. 2006;
Wagner et al. 2006).

Leider konnte in dieser Arbeit nicht der Beweis erbracht werden, dafl es sich bei dem
Phanotyp der atpdx1.2-1 Pflanzen ausschlielich um eine AtPDX1.2 Defizienz handelt. So
konnte die Expression des P355:myc:AtPDX1.2 Konstruktes in den atpdx1.2-1 Pflanzen keine
Komplementation des Phanotyps bewirken (Daten nicht gezeigt). Eine Hypothese ist, dal}
der verwendete P35S Blumenkohl Mosaik Virus Promotor der Grund fur ein Scheitern des
Komplementationsansatzes war. Es konnte in diversen Arbeiten gezeigt werden, dald der
P35S Promotor im wachsenden Embryo erst ab dem Herz-Stadium eine transkriptionelle
Aktivitat aufweist (Odell et al. 1994; Volker et al. 2001). Die betroffenen Embryonen der
atpdx1.2-1 Linie zeigten aber bereits im friheren globuldren-Stadium einen
Entwicklungsstop. Der Mangel an AtPDX1.2 Transkript bzw. AtPDX1.2 Protein konnte in
dieser Entwicklungsphase moglicherweise nicht mit dem P35S5:myc:AtPDX1.2 Konstrukt
behoben werden. Ein weiteres Problem des durchgefiihrten Komplementationsansatzes
konnte das an AtPDX1.2 fusionierte myc-Epitop gewesen sein. In dieser Arbeit konnte nicht
eindeutig nachgewiesen werden, dall die Fusion die Funktionalitdit von AtPDX1.2 nicht
beeintrachtigt. Aus diesem Grund sollte in einem erneuten Komplementationsansatz darauf
geachtet werden, dall ein unfusioniertes AtPDX1.2 Gen unter einer anderen
transkriptionellen Kontrolle als dem P35S Promotor in den atpdx1.2-1 Pflanzen exprimiert
wird. Es wurde sich daflr der natlrliche AtPDX1.2 Promotor anbieten. Eine andere
Moglichkeit wédre die Expression des AtPDX1.2 Gens Uber diverse embryospezifische
Promotoren, wie z.B. dem Promotor des A. thaliana Lipid Transfer Proteins 1 (AtLPT1), der
seine transkriptionelle Aktivitdt bereits im globularem-Stadium aufweist (Thoma et al. 1994;
Vroemen et al. 1996). Im Falle einer atpdx1.2-1 Komplementation kdnnte man dann durch
die Spezifitdit von verschiedenen embryospezifischen Promotoren zusatzlich das genaue
Entwicklungsstadium und den genauen Funktionsort, in dem die AtPDX1.2 Aktivitat bendtigt
wird, aufklaren.

Es sollte allerdings angefiihrt werden, dafl bereits Untersuchungen an einer AtPDX1.2
Insertionslinie durchgefiuihrt wurden, die zu der Analyse von atpdx1.2-1 abweichenden
Ergebnissen fihrte. Die in der Doktorarbeit von Rueschhoff verwendete AtPDX1.2

Insertionslinie (SALK_148199.19.20.x; Abbildung 3.21; Tabelle 2.2) zeigte nicht die bei den



116 |Seite Diskussion

atpdx1.2-1 Pflanzen beobachteten Entwicklungsdefekte. Die Mutante wies zudem keine
Verdnderung im Vitamin B6 Gehalt auf (Rueschhoff 2010). Eine Uberpriifung des
Insertionsortes der SALK 148199.19.20.x Linie in der vorliegenden Arbeit zeigte, dafl die
SALK T-DNA Kassette direkt vor dem ATPDX1.2 Stopcodon lokalisiert ist (siehe Anhang
Abbildung 12.2). Die Konsequenz ist ein C-terminal um 9 Aminosduren vergroRertes
AtPDX1.2 Protein. Es scheint sich deshalb nicht um eine wirkliche AtPDX1.2 Nullmutante zu
handeln. Die mit der AtPDX1.2 SALK Linie in der Arbeit von Rueschhoff (2010) gewonnenen

Ergebnisse sollten deshalb mit Bedacht verwendet werden.

4.5.2 Die Funktion von AtPDX1.2 in Arabidopsis thaliana

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten (iber die embryonale Lokalisation von AtPDX1.2 und
die abnorme Embryonalentwicklung der atpdx1.2-1 Mutante, weisen darauf hin, dal8 das
Protein eine wichtige Rolle fiir das Uberleben bzw. fiir die Entwicklung von A. thaliana spielt.
AtPDX1.2 zeigt in den durchgefiihrten Interaktionsstudien lber Y2H Ansatze, in vitro
Pulldown Ansatze und BIFC Analysen (Wagner et al. 2006 und diese Arbeit) Bindungen mit
allen anderen AtPDX1 Proteinen. Ebenfalls zeigen die Untersuchungen mittels
GroRenchromatographie und BNP, daR AtPDX1.2 in hochmolekularen Komplexen vorkommt,
die etwa der GroRe eines AtPDX1 Dodekamers bzw. eines Dodekamers mit zusatzlich
angelagerten AtPDX2 Proteinen entsprechen. AtPDX1.2 konnte demnach das Potential
besitzen, mit den anderen AtPDX Proteinen in einem hochmolekularen
PLP-Synthasekomplex zu stehen.

Zusatzlich wird die Expression des AtPDX1.2 Gens deutlich durch Stress reguliert.
Transkriptomanalysen zeigten eine Induzierbarkeit des Gens bei der Behandlung von
Arabidopsis mit dem Herbizid Norflurazon (www.genevestigator.com/gv [Genvestigator]).
Dariber hinaus konnte in dieser Arbeit die Induzierbarkeit der AtPDX1.2 Expression durch
erhohte Temperaturen demonstriert werden. Hierbei ist beachtlich, wie schnell die
Expression von AtPDX1.2 induziert wird, und unter erhéhten Temperaturbedingungen
konstant stabil bleibt (Abbildung 3.17). Eine vergleichbare schnelle Initiation der
Transkription findet man bei Hitzeschockproteinen (Hsp) (Waters 1995; Li et al. 1999). Viele
Hsp Proteine sind molekulare Chaperone, die eine Denaturierung von Proteinen unter
Stressbedingungen (z.B. Hitzeschock) unterbinden, indem sie Aggregatbildungen auflésen

bzw. die natirliche Faltung der Proteine erleichtern (Sheffield et al. 1990). Im Gegensatz zu
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AtPDX1.2 konnte allerdings fir bestimmte Hsp70 Proteine in Arabidopsis nachgewiesen
werden, dal} auf die stressbedingte Induktion der Expression direkt eine Abnahme der
Expression erfolgt (Sung et al. 2001).

Die Untersuchungen an dem AtPDX1.2 Protein bestatigten, dafl AtPDX1.2 nach einem
Hitzeschock auch auf Proteinebene vermehrt exprimiert wird und, dald nach der Beendigung
des Hitzestresses das Proteinniveau uUber die ndchsten Stunden konstant hoch bleibt
(Abbildung 3.18). AtPDX1.2 kdnnte demnach nicht nur in der Embryogenese eine Funktion
ausliben, sondern auch in der Antwort auf Stressbedingungen. Im Speziellen kdénnte
AtPDX1.2 eine Rolle beim Schutz gegen erhdhte Temperaturen oder oxidativen Stress
spielen. Auf eine Schutzrolle gegen ROS kann auch die langandauernde AtPDX1.2 Prdsenz
nach Beendigung des Hitzestresses hindeuten, da hier ein Anstieg reaktiver
Sauerstoffspezies zu erwarten ist (Jung et al. 2000; Larkindale und Knight 2002; Saini et al.
2011). Die Beobachtung einer erhdhten AtPDX1.2 Transkription bei Ozon-Stress (Denslow et
al. 2007), welcher ebenfalls zu einem erhéhten ROS Level fuhrt (Langebartels et al. 2002),
unterstltzt die diskutierte Schutzrolle von AtPDX1.2. ROS kdnnen eine stark zellschadigende
Wirkung haben, die bis hin zum Zelltod fihren kann (Larkindale und Knight 2002; Van
Breusegem und Dat 2006). Da Vitamin B6 als sehr potentes Antioxidant gilt (siehe 1.1.2.2),
ware hier eine mogliche Verbindung zwischen der erhdéhten AtPDX1.2 Transkription und der
Vitamin B6 Funktion zu sehen. Allerdings ist nicht klar, inwieweit eine erhéhte AtPDX1.2
Expression vorteilhaft fiur die Vitamin B6 Biosyntheserate sein koénnte, da auller den
Bindungsstudien kein Zusammenhang zu der Vitamin B6 de novo Synthese zu finden ist. Die
in dieser Arbeit generierten AtPDX1.2 Uberexpressionspflanzen, die gegeniiber dem Wildtyp
einen leicht geringeren Vitamin B6 Gehalt aufwiesen, deuten sogar eher auf einen negativen
Einfluss von AtPDX1.2 auf die Vitamin B6 Synthese hin (Abbildung 3.7). Es erscheint daher
wahrscheinlicher, daR die erhohte AtPDX1.2 Expression von der Vitamin B6 Biosynthese
abgekoppelt ist. Auch deshalb bleibt es unklar, wie AtPDX1.2 den Schutz gegen ROS im Detail
vermittelt.

Eine andere interessante Option ware, dall AtPDX1.2 eine schiitzende Funktion gegeniiber
dem gezielten Abbau von AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteinen auslibt. Die Ergebnisse dieser
Arbeit haben gezeigt, dal AtPDX1 Proteine scheinbar nicht als Monomere auftreten,
sondern fast ausschlieBlich in hochmolekularen Komplexen vorliegen. Moglicherweise

werden ungebundene, nicht in den hochmolekularen Komplexen stehende AtPDX1 Proteine,
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gezielt abgebaut. Da eine Polyubiquitinierung oft zu einem gezielten Abbau Uber den 26S
Ubiquitin-Proteasomweg fiihrt (Vierstra 2009), konnte der publizierte Nachweis von
ubiquitinierten AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteinen diese Annahme unterstiitzen (Manzano et
al. 2008; Igawa et al. 2009; Saracco et al. 2009). AtPDX1.2 besitzt die Fahigkeit, mit den
anderen AtPDX1 Proteinen im Komplex zu stehen (in Teil 4.2 diskutiert), daher kdnnte eine
erhohte AtPDX1.2 Expression zu einer vermehrten Bildung von AtPDX1 Dodekameren
fihren. AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteine wirden damit vermehrt in hochmolekulare
Komplexe gebunden und vor dem Abbau geschiitzt. Geht man von einer prozentualen
Erhohung der in Komplexen geschiitzten AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteinen aus, wadre es
moglich, dal sich die Vitamin B6 Biosyntheserate erhdht. Dies konnte einen positiven Effekt
speziell bei ROS Stress haben.

Allerdings sollte betont werden, daB diese Annahme sehr spekulativ ist. Es miRte erst
bewiesen werden, daR die Ubiquitinierung der AtPDX1.1 und AtPDX1.3 Proteine
destabilisierend wirkt und, daR sich die Anzahl von AtPDX1 Dodekameren in der
Pflanzenzelle bei einer vermehrten AtPDX1.2 Expression erhdht. Weiterhin bleibt es unklar,
ob eine vermehrte Vitamin B6 Synthese von den gebildeten Dodekamer ausgeht, da
schlieflich AtPDX1.2 als nicht biosynthetisch aktives Protein ein Hauptanteil des Komplexes
ausmacht.

Es war leider nicht moglich eine definitive Aussage Uber die Funktion des AtPDX1.2 Proteins
zu treffen. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen geben aber Hinweise und machen
den Weg frei fiir weitere Untersuchungen, die zu einer Aufklarung der AtPDX1.2

Proteinfunktion fihren konnten.
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4.6 Charakterisierung des AtPDX1 Interaktors At5g65840

Die Funktion der AtPDX1 und AtPDX2 Proteine in der de novo Vitamin B6 Synthese ist bereits
recht gut charakterisiert worden. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Arbeiten zu neuen
AtPDX1 Interaktoren zeigen, dal} es moglicherweise neue Funktionen der AtPDX Proteine
gibt, die nicht unmittelbar mit der Vitamin B6 Biosynthese zusammenhangen.

Es wurde mit verschiedenen Ansatzen der neu gefundene Interaktor At5g65840 untersucht,

und versucht, Erklarungsansatze zur Funktion des Proteins zu liefern.

4.6.1 Allgemeine Beschreibung des At5g65840 Proteins

Das At5g65840 Protein wird als mogliche Alkyl-Hydroperoxid Reduktase und Thiol-
spezifisches Antioxidant beschrieben (IPRO00866, EMBL-EBI). Diese Proteine gehdren zu dem
antioxidativen Schutzmechanismus der Zelle und bauen reaktive Schwefelverbindungen ab
bzw. formen reaktive Alkyl-Hydroperoxide in ihren korrespondierenden Alkohol um.

In der vorangegangenen Arbeit von Liese (2007), konnte gezeigt werden, daRR At5g65840 im
Blatt-, Stangel- und BlUtengewebe exprimiert wird. At5g65840 wurde aufgrund von
Sequenzanalysen als chloroplastidar lokalisiert eingestuft (TAIR). In einer Analyse von
chloroplastidaren Proteinen konnte zudem das Protein im Stroma von Chloroplasten
nachgewiesen werden (Zybailov et al. 2008). Die in der vorgelegten Arbeit durchgefiihrten
Untersuchung zur Lokalisation mit Hilfe eines At5g65840:GFP Fusionsproteins zeigten
ebenfalls, daR das Protein ausschlieRlich im Chloroplasten vorhanden ist (Abbildung 3.29 B).
Das At5g65840 Protein wird in den offentlichen Datenbanken nicht als Mitglied einer
Genfamilie beschrieben (EMBL-EBI). In A. thaliana wird aufgrund der Ahnlichkeit der
Aminosauresequenz als nachstverwandtes Protein At2g37240 angegeben (34 % ldentitat der
Aminosauresequenz gegeniliber At5g65840; TAIR). Interessanterweise zeigen die beiden
Proteine einige Ubereinstimmende Eigenschaften auf. At2g37240 ist wie At5g65840
chloroplastidar lokalisiert beschrieben (TAIR) und konnte im plastidiren Stroma
nachgewiesen werden (Zybailov et al. 2008). Dariliber hinaus wird At2g37240 ebenfalls als
mogliche Alkyl-Hydroperoxid Reduktase und Thiol-spezifisches Antioxidant beschrieben
(IPRO00866; EMBL-EBI)). Die beiden Gene zeigten zudem die gleiche transkriptionelle
Regulation in der dpal Mutante, die einen Defekt in der ATP Synthase besitzt und erhéhtes

non-photochemical quenching zeigte (Bosco et al. 2004).
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Alkyl-Hydroperoxid Reduktasen oder Thiol-spezifische Antioxidantien erfiillen oft ihre
Funktion als Homodimere oder Oligomere (Chae et al. 1994; Papinutto et al. 2005).
Allerdings konnte die Fahigkeit zur Selbstinteraktion von At5g65840 in den durchgefihrten
Y2H Bindungsstudien nicht gesehen werden (Abbildung 3.25). At5g65840 konnte ebenfalls
nicht mit dem dhnlichen Protein At2g37240 interagieren (siehe Anhang Abbildung 12.5). Die
beobachtete Interaktion von At5g65840 mit den AtPDX1 Proteinen kénnte deswegen von
besonderer Bedeutung sein. Moglicherweise ist die Interaktion eine Voraussetzung fiir eine
Aktivitat von At5g65840.

Die untersuchte At5g65840 Insertionsmutante (at5g65840-1) sowie die
P35S:At5965840:myc Uberexpressionspflanzen wiesen keine phanotypischen Defekte auf. So
zeigten die Pflanzen keine Verdanderungen im Wuchs bzw. in der Entwicklung (Daten nicht
gezeigt). Die Kreuzungen der at5g65840-1 Pflanze mit den AtPDX1 Mutanten atpdx1.1 und
atpdx1.3 brachten ebenfalls ausschlielRlich normal entwickelte Pflanzen hervor (Daten nicht
gezeigt). Allerdings sollte betont werden, daR die Pflanzen im Gewdachshaus unter
stressfreien Wachstumsbedingungen angezogen wurden. Da Antioxidantien ihre Funktion
z.B. bei der Abwehr gegen reaktive Sauerstoffverbindungen erfiillen, ware ein Defekt in den
at5g65840-1 Pflanzen bzw. ein positiver Effekt in P355:At5g65840:myc Pflanzen
wahrscheinlich erst unter Wachstumsbedingungen zu beobachten, die einen erhdhten
oxidativen Stress hervorrufen. Als Beispiel wéaren hier Bedingungen wie Hitzestress,
Salzstress oder osmotischer Stress (Miller et al. 2008) zu nennen. Ein weiterer Aspekt ist die
relativ hohe Anzahl, von 9 Proteinen, die in Arabidopsis als Alkyl-Hydroperoxid Reduktase
und Thiol-spezifisches Antioxidant eingeordnet werden (IPRO00866; EMBL-EBI). Bei einer
redundanten Funktion kénnten die Proteine die Rolle von At5g65840 ibernehmen.

Es ware in zuklnftigen Arbeiten wichtig eine genaue Analyse der at5g65840-1 Einzel- sowie
der Doppelmutanten (at5g65840-1:atpdx1.1; at5g65840-1:atpdx1.3) unter oxidativen
Stressbedingungen zu testen. Ebenfalls wdre es interessant, Mehrfachmutanten von
at5g65840-1 mit den in Arabidopsis als Alkyl-Hydroperoxid Reduktase und Thiol-spezifisches

Antioxidant beschriebenen Proteinen anzufertigen.

4.6.2 Moglicher funktioneller Zusammenhang von At5g65840 und den AtPDX1 Proteinen

Die Bindung von At5g65850 an die AtPDX1 Proteine in den durchgefihrten Y2H und in vitro

Pulldown Ansatzen legt nahe (Abbildung 3.25, Abbildung 3.26), daB ein Zusammenhang
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zwischen den bindenden Proteinen zu vermuten ist. Dagegen zeigt At5g65840 keine
Interaktion mit dem AtPDX2 Protein. Demnach ist die Interaktion spezifisch auf die AtPDX1
Proteine beschradnkt. Interessanterweise konnte At5g65840 ebenfalls mit dem AtPDX1.2
Protein interagieren. Scheinbar gibt es bestimmte Ubereinstimmende Bindemotive in allen
AtPDX1 Proteinen. Die beobachtete Interaktion von At5g65840 mit dem funktionale
AtPDX1.3 Protein und nicht mit dem aufgrund einer Punkmutation unfunktionalen
AtPDX1.3%* Protein der rsr4-1 Mutante kénnte darauf hinweisen, dald der mutierte Bereich
bzw. die korrekte Faltung des Proteins wichtig fur eine Bindung ist. AtPDX1.3°* hat die
Fahigkeit verloren, mit den anderen AtPDX Proteinen zu interagieren (Wagner et al. 2006).
So ist es wahrscheinlich, daR dieses Protein aufgrund der Mutation eine falsche Faltung
aufweist und deshalb die Interaktionen mit AtPDX bzw. At5g65840 nicht mehr eingeht. Es ist
allerdings ungewiss, ob die Bindung von At5g65840 an die AtPDX1 Proteine zu einer neuen
Funktion der AtPDX1 Proteinen fiihren kann. Denkbar wadre, daR At5g65840 als Alkyl-
Hydroperoxid Reduktase und Thiol-spezifisches Antioxidant Vitamin B6 in Form von PLP als
Kofaktor bendétigt oder PLP die Funktion des Proteins unterstltzt. At5g65840 kénnte den
bendtigten Kofaktor direkt vom Vitamin B6 Synthasekomplex (ibernehmen, wie dies bereits
fiir ein anderes PLP abhangiges Enzym beschrieben wurde (Moccand et al. 2011). Die

AtPDX1 Proteine wiirden in diesem Fall direkt die Aktivitat von At5g65840 beeinflussen.

Zum jetzigen Zeitpunkt stellt allerdings die chloroplastidare Lokalisation von At5g65840
einen Widerspruch zu den Ergebnissen der Interaktionsstudie dar. Die Interaktion mit den
AtPDX1 Proteinen wirde erfordern, daR AtPDX1 Proteine ebenfalls im Chlorplasten
vorhanden sind. Arbeiten verschiedener Gruppen haben jedoch gezeigt, dal AtPDX1
Proteine vorwiegend im Cytosol lokalisiert sind (Chen und Xiong 2005; Tambasco-Studart et
al. 2005; Leuendorf 2006; Denslow et al. 2007). Aufgrund dieser Arbeiten ist daher zu
erwarten, dal das At5g65840 Protein subzelluldr nicht in raumlicher Nahe zu AtPDX1 steht
und daher in der Pflanzenzelle wahrscheinlich keine Interaktion stattfindet. Allerdings wird
das AtPDX1.3 Protein auch als Membran-assoziiert beschrieben (Chen und Xiong 2005;
Denslow et al. 2007; Chen und Xiong 2009; Ristila et al. 2011). Das Protein wurde sowohl in
der Kernhillmembran als auch in der Chloroplastenmembran nachgewiesen. Darliber hinaus
gibt es Hinweise, dal das AtPDX1.1 Protein im Stroma von Chloroplasten vorhanden ist

(Zybailov et al. 2008).
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Es bleibt deshalb unklar, inwieweit die beobachteten Interaktionen wirkliche physiologische
Relevanz haben oder ob sie Artefakte der Y2H und in vitro Pulldown System darstellen. Die
diskutierten AtPDX1 Lokalisationen koénnten allerdings darauf hinweisen, daR zwischen
AtPDX1 und At5g65840 Proteinen auch in der Pflanzenzelle eine Bindung moglich ist. Es ist
dariber hinaus auffillig, daBR in der Arbeit von Rueschhoff (2010) ebenfalls eine
Oxidoreduktase (At3g28670 ;Tabelle 1.2) als AtPDX1.3 Interaktionspartner identifiziert
werden konnte. Die Interaktionen von AtPDX1 Proteinen mit dem At5g65840 Protein scheint
demnach wahrscheinlicher. Um eine sichere Aussage Uiber die Interaktion treffen zu kdnnen,
sollte in zuklinftigen Arbeiten in planta Interaktionsuntersuchungen, wie beispielsweise mit
dem BIFC System oder ein Kolokalisationsansatz mit anschlieRender Koimmunoprazipitation

durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Vitamin B6 Ubt in Form von Pyridoxal 5-Phosphat (PLP) als Kofaktor eine entscheidende
Funktion fir viele essentielle enzymatische Reaktionen in diversen Stoffwechselwegen aus
und ist damit unverzichtbar fir alle Organismen. Pflanzen, Pilze, Archaeen und einige
Bakterien besitzen die Fahigkeit, Vitamin B6 selbst herzustellen. Tierische Organismen, der
Mensch eingeschlossen, konnen dagegen Vitamin B6 nicht neu synthetisieren und sind auf
dessen Aufnahme durch die Nahrung angewiesen. In Pflanzen wird das Vitamin durch die
Aktivitdat der Enzyme PDX1 und PDX2 gebildet. In der vorliegenden Arbeit wurde die
pflanzliche Vitamin B6 Biosynthese in Arabidopsis thaliana und Ginkgo biloba untersucht und
wichtige Informationen liber die Funktion der PDX Proteine erlangt.

A. thaliana kodiert fur drei PDX1 Proteine, AtPDX1.1, AtPDX1.2 und AtPDX1.3, sowie ein
PDX2 Protein. Anhand von AtPDX Uberexpressionslinien konnte gezeigt werden, daR der
Gehalt an Vitamin B6 im Blattgewebe durch die ektopische Expression eines einzelnen
AtPDX1 Proteins, AtPDX1.1, signifikant erhéht werden kann. Dagegen fiihrte die ektopische
Expression von AtPDX1.3 zu lichtsensiblen Pflanzen mit einem verringerten Vitamin B6
Gehalt und stark veranderten Metabolitwerten.

Analysen der AtPDX1 und AtPDX2 Proteine durch GrofenausschluBchromatographie und
Blue Native Page zeigten, daR die Proteine in hochmolekularen Komplexen in der
Pflanzenzelle vorliegen. Die Untersuchungen mit dem BIFC System wiesen zudem nach, daf}
die AtPDX1 Proteine in homomeren und heteromeren Komplexen in planta vorliegen
konnen. Die Daten geben damit erstmals Hinweise auf die Bildung einer pflanzlichen PLP
Synthase. Uberraschenderweise konnte das biosynthetisch inaktive AtPDX1.2 Protein
ebenfalls in hochmolekularen Komplexen nachgewiesen werden, was eine Bedeutung des
Proteins in PLP Synthasekomplexen denkbar macht. Die weiteren Untersuchungen an
AtPDX1.2 weisen zudem auf eine Beteiligung des Proteins an Vorgangen in der
Embryogenese sowie bei der zelluldren Stressantwort hin.

Dariber hinaus konnte At5g65840 als AtPDX1 Interaktor bestatigt werden und kénnte somit
neue Funktionen flr AtPDX1 aufzeigen. At5g65840 ist als putative Alkyl-Hydroperoxid
Reduktase und Thiol-spezifisches Antioxidant beschrieben und kénnte daher zusammen mit

AtPDX1 Proteinen eine wichtige Rolle unter Stressbedingungen spielen.
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Im zweiten Teil der Arbeit wurde zum ersten Mal eine Analyse des Vitamin B6 biosynthetisch
aktiven PDX1 Proteins von G. biloba durchgefiihrt. Die PDX1 Proteine von Ginkgo und
Arabidopsis weisen einen hohen Konserviertheitsgrad auf, der durch eine phanotypische
Komplementation der Vitamin B6 defizienten Arabidopsis rsr4-1 Mutante bestatigt werden
konnte. Zudem zeigen die PDX1 Proteine der beiden Spezies eine hohe Ubereinstimmung in
ihren Bindungseigenschaften. Die subzelluldare Expression von GbPDX1 in G. biloba weist
dariiber hinaus auf eine Kopplung der Vitamin B6 Biosyntheseaktivitdat und dem 4’-O-
methylpyridoxine-(Ginkgotoxin)-gehalt, was fiir das Verstandnis der Ginkgotoxinbildung
einen wichtigen Schritt darstellt.

Insgesamt zeigen die in der vorgelegten Arbeit gesammelten Daten die Wichtigkeit der PDX
Proteine fir die Vitamin B6 Biosynthese und unterstreichen damit deren Bedeutung fiir den

pflanzlichen Metabolismus.
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6 Summary

Vitamin B6 is an important compound for all living organisms and serves as pyridoxal 5’-
phosphate (PLP) as an enzymatic cofactor for a broad range of biochemical reactions. Plants,
fungi, archaea and some bacteria are able to de novo synthesize vitamin B6, whereas
animals, including humans, rely on the external supply of the vitamin B6. In plants, the
vitamin B6 is synthesized by the action of PDX1 and PDX2 proteins. The present work
provides new information about plant PDX proteins and their function in vitamin B6
biosynthesis of Arabidopsis thaliana and Ginkgo biloba.

Arabidopsis encodes for three different PDX1 proteins, named AtPDX1.1, AtPDX1.2 and
AtPDX1.3 but only for one AtPDX2 protein. Analysis of plants overexpressing the different
AtPDX proteins show that ectopic expression of AtPDX1.1 protein is sufficient to significantly
increase the vitamin B6 content in Arabidopsis leaves. Interestingly, ectopic expression of
specifically AtPDX1.3 caused a light sensitive plant phenotype, as well as reduced vitamin B6
levels and widely changed metabolite profile.

Size exclusion chromatography and blue native page analysis revealed that AtPDX1 and
AtPDX2 proteins assemble in high molecular weight complexes. By using BIFC technology, in
planta assembly of the different AtPDX1 proteins was demonstrated. This allows postulation
of homomeric and heteromeric AtPDX1 complexes. The data provide first insights into plant
vitamin B6 PLP synthase complex formation. Noteworthy, AtPDX1.2 is also present in the
described high molecular order complexes, although it has no vitamin B6 biosynthetic
activity in vitro. This suggests a role of AtPDX1.2 in the PLP synthase complex. Further
studies on AtPDX1.2 connect the function of the protein with embryo development and
cellular stress response.

The work on the AtPDX1 binding protein At5g65840 suggests new functions for AtPDX1
proteins. At5g65840 is described as a putative alkyl-hydroperoxide reductase und thiol-
specific antioxidant, and it is potentially possible that AtPDX1 and At5g65840 proteins are
connected in their function in aboitic stress response.

The second part of this thesis focuses on the functional characterization of a GbPDX1
protein. Ginkgo and Arabidopsis PDX1 proteins show a high degree of functional

conservation which was demonstrated by yeast-two-hybrid assays and functional
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complementation of the Arabidopsis PDX1.3 mutant rsr4-1. Furthermore the high expression
of GbPDX1 in G. biloba tissues with increased amounts of 4’-O-methylpyridoxine
(ginkgotoxin) leads to the assumption, that the formation of ginkgotoxin depends on the
rate of vitamin B6 biosynthesis.

Overall the work presented in this thesis underscores the significance of PDX proteins for

vitamin B6 biosynthesis and whole metabolism in plants.
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12 Anhang

Tabelle 12.1: Liste der verwendeten Oligonukleotide

Gen-spezifische Oligonukloetide (Sequenz 5’ 3’)

1 AtPDX1.1FW1 ATGGCAGGAACCGGAGTTGTGG

2 AtPDX1.1RW930 TTACTCAGAACGACTAGCGAACC

3  AtPDX1.2FW1 ATGGCGGATCAAGCTATGACG

4  AtPDX1.2RW945 TCAAACACTGCCTTGGCCAAAG

5  AtPDX1.2CheckFW GCGAGATTATCTGTTGCG

6  AtPDX1.3FW ATGGAAGGAACCGGCGTTGTGG

7  AtPDX1.3RW TCACTCGGAGCGATTAGCGAAC

8  AtPDX2FW2 ATGACCGTCGGAGTTTTAGCTTTGC
9  AtPDX2RW2 TTATTGAAATATAGGAAGATCAGGCTTAGC
10 AtACS10FW ATGACCCGTACCGAACCAAACC

11  AtACS10RW TCAATTTTGAGATTTACATGTTTGAG
12 At5g65840FW ATGATTTTGGTTTCTGAATCACC

13 At5g65840RW TCAAGCAACAGTGGCTTTGCAGC

14 At2g37240FW ATGGCGATTGCTCTCTCGTC

15 At2g37240RW TCAAGCACAACACGCTTTAAGG

16 GinkgoPDX1FW ATGGCCAGCGACGGAGTTG

17 GinkgoPDX1RW CTACTCTGACCTCTCTGC

Promotor-spezifische Oligonukleotide

18 PPDX1,2FW1 GACCAAATTATTCTCACGCTTG

19 PPDX1,2RW1808 TTTTAGGTTCTGTGAGTTTTTAG

20 PPDX1.3FW AACATACCGGTGTTAGTAGC

21 PPDX1.3RW TATCGGAGATTGAAGAGAAATTTGTG

Oligonukleotide fiir Gatewayklonierungen

22 attB1AtACS10FW AAAAAGCAGGCTATATGACCCGTACCG

23  attB2AtACS10RW AGAAAGCTGGGTTTCAATTTTGAGATTTAC
24 attB1At5g65840FW AAAAAGCAGGCTATATGATTTTGCTTTC
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25 attB2At5g65840FW

26 attB2At5g65840noStopFW
27 attB1At2g37240FW

28 attB2At2g37240RW

29 attB1GinkgoPDX1FW

30 attB1GinkgoPDX1RW

31 attB1PPDX1,2FW1

32 attB2AtPDX1,2nSRW

AGAAAGCTGGGTTCAAGCAACAGTGG
AGAAAGCTGGGTCAGCAACAGTGG
AAAAAGCAGGCTATATGGCGATTGCTC
AGAAAGCTGGGTTCAAGCACAACACGC
AAAAAGCAGGCTATATGGCCAGCGAC
AGAAAGCTGGGTCTACTCTTGACC
AAAAAGCAGGCTGACCAAATTATTCTCACG

AGAAAGCTGGGTAAACACTGCCTTGGCCAAAG

Oligonukleotide fiir Klonierung von AtPDX in den pET21b

33 CheckPDX1,2FW

34 AtPDX1.1NdelFW
35 AtPDX1.1nSXholRW
36 AtPDX1.2NdelFW
37 AtPDX1.2nSXholRW
38 AtPDX1.3NdelFW
39 AtPDX1.3nSXholRW
Standard-Oligonukleotide
40 attB1

41 attB2

42  M13FW

43  M13RW

44  Actin2FW

45  Actin2RW

46 SALK Lbal

47 SAILLB1

48 JICSpm32

49 P35Sseq

50 pCR2BamHIzuMCS
Oligonukleotide fir qRT-PCR
51 gRTAtPDX1.1FW

52 gRTAtPDX1.1RW

53 gRTAtPDX1.2FW

GCGAGATTATCTCTGTTGCG
CATATGGCAGGAACCGGAGTTGTGG
CTCGAGCTCAGAACGACTAGCGAACC
CATATGGCGGATCAAGCTATGACG
CTCGAGAACACTGCCTTGGCC
CATATGGAAGGAACCGGCGTTGTGG
CTCGAGCTCGGAGCGATTAGCG

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGATGGGT
GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC
AATGGTGAAGGCTGGTTTTG
TCCACATCTGTTGGAGGGTG
TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC

TACGAATAAGAGCGTCCATTTTAGAGTGA
GTTCCAACCACGTCTTCAAAGC
GGATCCACTAGTAACGGCCG

TCTCCCTTCTCCGTGAAAGTTG
GCGTTGACGACATCCATGATT
AGGTCGGATTAGCTCAGGTACTTC
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

gRTAtPDX1.2RW
gRTAtPDX1.3FW
gRTAtPDX1.3RW
qRTAtPDX2FW
gRTAtPDX2RW
AtPDX1.3 3'UTRFW
AtPDX1.3 3’'UTRRW
pGWB18mycqRTFW
refqRTAt3g25800FW
refqRTAt3g25800RW

CGGATTCAGCGAGCTTAGCTT-
TTTGCGGTTGCCGGAAT
ATCATCGCCGCACCTTCA
GTTCATACGTGCTCCAGCTGT
TTGATGGGACGGGATAATCC
CTCAGACCATTTTGCAGTAATCTC
TCTTGCAAAGGGATTACGAGT
ACGGTAGCGCTGTTATCACAAG
CCATTAGATCTTGTCTCTCTGCT
GACAAAACCCGTACCGAG
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Tabelle 12.2: Metabolitmessung der P355:myc:AtPDX Pflanzenlinien. Alle Werte sind in Relation zum
Wildtyp Col0 angegeben (Col0 =1). Signifikante Verdnderungen zum Wildtyp Col0 (p<0.01) sind in
dick/fett geschriebenen Ziffern angegeben. SE, Standardfehler. Die angegebenen Werte wurden aus
5 unabhédngigen Probemessungen errechnet.

I
g g
= N L = ~

Aminosduren

Alanine 1,11 0,10/ 100 0,13| 1,57 0,10( 0,84 0,10| 0,67 0,11
Alanine, beta- 098 0,07 0,80 0,10| 4,79 0,47| 0,88 0,06( 0,31 0,15
Arginine 1,09 0,09| 085 0,14| 527 0,80 0,90 0,12| 0,34 0,14
Asparagine 099 0,09| 082 0,13 3,42 0,23| 090 0,16 0,40 0,14
Aspartate 1,12 0,06/ 1,27 0,14 2,11 0,10( 1,08 0,06/ 0,68 0,12
GABA 0,58 0,05| 043 0,07( 0,52 0,02| 046 0,07| 0,15 0,10
Glutamine 1,15 0,21| 0,78 0,20 1,91 0,41( 0,84 0,21| 0,22 0,11
Glutamate 097 0,05 1,05 0,11| 2,05 0,09| 0,88 0,08 0,43 0,19
Glycine 1,09 0,24| 1,18 0,13(1899 1,16 7,70 2,25| 0,79 0,15
Homoserine 1,28 0,13| 1,28 0,18| 2,18 0,19 1,47 0,09| 0,67 0,09
Isoleucine 0,66 0,06 059 0,07 0,77 0,05| 0,62 0,03| 0,50 0,05
Lysine 0,90 0,08 0,79 0,11 1,53 0,15| 0,89 0,04 0,58 0,11
Methionine 1,57 0,19/ 090 0,18| 4,28 0,42 1,36 0,14| 0,60 0,08
Ornithine 093 0,08 095 0,16( 3,17 0,33| 0,97 0,03| 046 0,10
Phenylalanine 0,76 0,07| 0,56 0,07 1,20 0,10/ 0,74 0,03| 0,49 0,05
Proline 433 039| 3,00 0,38 554 0,34| 3,01 0,17| 2,65 0,46
Proline, 4-hydroxy 2,26 0,19 1,59 0,20| 1,82 0,14| 1,71 0,09 1,52 0,22
Serine 1,15 0,09/ 0,98 0,14 1,58 0,11 1,22 0,09| 0,57 0,09
Serine, O-acetyl- 1,21 0,10/ 0,94 0,12 2,59 0,20( 1,00 0,06/ 0,48 0,09
Threonine 1,20 0,11| 1,03 0,14 0,83 0,06 1,03 0,06/ 0,76 0,10
Tryptophan 0,65 0,07| 045 0,12 0,73 0,13| 0553 0,07 0,24 0,04
Tyramine 1,10 0,15| 0,93 0,18| 1,35 0,11 0,91 0,12| 0,86 0,14
Tyrosine 0,72 0,06 064 0,08 091 0,08 082 0,05 054 0,06
Valine 0,85 0,08 0,73 0,09( 1,010 0,08 1,15 0,05 0,70 0,13
Organische Sauren

Ascorbic acid 1,34 0,29| 091 0,18 0,85 0,18 0,99 0,13| 0,70 0,13
Citric acid 0,99 0,10( 1,04 0,16( 4,45 0,38| 0,76 0,07| 0,55 0,10
Dehydroascorbic acid 1,26 0,14| 1,08 0,26 1,37 0,12 0,95 0,13| 091 0,17
Fumaric acid 0,82 0,07 083 0,09 1,01 0,05| 081 0,05| 0,74 0,07
Gluconic acid/Galactonic acid 1,11 0,12| 0,92 0,11| 1,23 0,09/ 0,95 0,09| 0,93 0,04
Glyceric acid 1,01 0,08/ 083 0,08 080 0,05( 1,20 0,05 0,75 0,07
Malic acid 096 0,08 099 o0,10( 3,07 0,15| 0,82 0,06| 0,84 0,07
Pyroglutamic acid 0,90 0,08 092 0,12 1,60 0,15| 0,97 0,10 0,87 0,11
Pyruvic acid 1,22 0,14| 1,01 0,16| 1,27 0,07 1,21 0,13| 0,71 0,11
Succinic acid 096 0,06 09 0,12 1,44 0,11| 090 0,03| 0,82 0,07
Threonic acid 0,63 0,06 092 0,14 0,86 0,07| 0,66 0,03| 061 0,06
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Zucker

Erythritol 0,96 0,09 0,82 0,09 1,60 0,20 0,89 0,06] 0,81 0,11
Fructose 0,87 0,08| 1,06 0,06| 0,89 0,07 091 0,05| 1,12 0,06
Fucose 0,88 0,07 0,82 0,10 1,07 0,04 0,89 0,05| 0,8 0,09
Galactinol 1,01 o,12( 0,71 0,09( 0,16 0,01 0,87 0,10( 1,02 0,13
Galactose 0,77 0,07| o556 0,07\ 045 0,02( 0,72 0,04 1,05 0,13
Glucose 0,81 0,07| 047 0,06/ 056 0,03/ 081 0,05| 065 0,07
Isomaltose 1,68 0,30| 0,87 0,11 791 0,68| 1,66 0,36| 1,13 0,14
Maltitol 0,78 0,04| 0,76 0,08| 1,35 0,07| 0,87 0,13| 0,86 0,14
Mannose 0,70 0,06( 0,60 0,08 1,68 0,08 0,77 0,07| 0,66 0,07
Mannopyranoside, 1-O-methyl-, alpha- [ 0,89 0,08 0,83 0,12 0,86 0,08 0,86 0,05 0,78 0,09
Raffinose 1,11 0,20/ 0,70 0,21| 0,24 0,03| 1,04 0,29 0,73 0,12
Rhamnose 09 0,09| 0,86 0,09| 1,44 0,11| 0,92 0,06| 0,82 0,08
Sucrose 0,88 0,09| 0,8 0,10| 1,23 0,07 0,89 0,05 0,75 0,09
Xylose 1,00 o,10( 0,82 0,11 0,77 0,06 0,87 0,06/ 0,83 0,08
Sonstige Metabolite

Adenine 1,05 0,08 0,74 0,15( 2,34 0,51 0,87 0,03| 0,59 0,06
Glycerol 0,61 0,04 0,69 0,06( 082 0,07 0,66 0,03| 0,76 0,09
Inositol, myo- 0,98 0,09| 090 0,12| 0,36 0,03 0,94 0,06| 1,06 0,11
Nicotinic acid 09 0,08| 0,73 0,13| 1,00 0,12| 0,84 0,06| 0,98 0,16
Putrescine 1,07 o,10( 0,97 0,13( 0,53 0,04 0,98 0,06 041 0,15
Spermidine 1,02 0,10( 0,92 0,12( 0,83 0,08( 1,09 0,05 0,75 0,07
Trehalose, alpha,alpha’- 0,82 0,12 0,75 0,09| 1,63 0,09| 0,80 0,05 0,74 0,08
Uracil 0,87 0,06| 092 o0,11| 1,58 0,13| 0,78 0,01| 0,86 0,14
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Abbildung 12.1: Expressionsanalyse von endogener AtPDX1.2 Expression in den P355:AtPDX1.2
Antisense Pflanzen (T2 Generation) im Vergleich zum Wildtyp Col0 nach 3 stiindigem
Hitzeschock bei 39° C durch semiquantitative RT-PCR. Als RNA Einsatz Kontrolle wurde eine

RT-PCR auf des Aktin Transkript (Aktin2) durchgefiihrt.
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A pROK2 AtPDX1.2 Exon (GTT 939-942 bp) undefinierter Bereich alternatives Stopcodon (TAA)

GTCTTGAANCAAACATGGATGATGATGAGGTGTTCACGTTTGCTAAGAAGATTTCAGCACCGTATGATCTTGTGGCTCAGACTAAGCAGATGGGTAGGGT
TCCGGTTGTTCAGTTTGCATCAGGTGGGATCACGACTCCTGCTGATGCAGCTTTGATGATGCAGCTAGGTTGTGATGGGGTTTTTGTGGGTTCTGAGGTTTT
TGATGGTCCTGATCCGTTTAAGAAACTTAGGAGCATTGTTCAAGCTGTTCAACATTACAATGATCCTCATGTGTTGGCTGAGATGAGTTCTGGATTGGAGAA
TGCAATGGAGAGCTTAAATGTTCGTGGTGACAGGATTCAAGACTTTGGCCAAGGCAGTGTTCTGTTTGAAGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGA
CGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACTGGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCC
TGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAA
TCAAAAGAATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACC

B

Score = 662 bits (358), Expect = 0.0; Identities = 363/365 (99%), Gaps = 2/365 (0%);
Strand=Plus/Plus

Query 1 GTCTTGAANCAAACATGGATGATGATGAGGTGTTCACGTTTGCTAAGAAGATTTCAGCAC 60

R e R R R R R R R R R R R R AR R RN R
Sbjct 580 GICTTGAA-C-AACATGGATGATGATGAGGTGTTCACGTTTGCTAAGAAGATTTCAGCAC 637

Query 61 CGTATGATCTTGTGGCTCAGACTAAGCAGATGGGTAGGGTTCCGGTTGTTCAGTTTGCAT 120

FEErrrrrrrrrr et rrr et e et e e et e e e e
Sbjct 638 CGTATGATCTTGTGGCTCAGACTAAGCAGATGGGTAGGGTTCCGGTTGTTCAGTTTGCAT 697

Query 121 CAGGTGGGATCACGACTCCTGCTGATGCAGCTTTGATGATGCAGCTAGGTTGTGATGGGG 180

R
Sbjct 698 CAGGTGGGATCACGACTCCTGCTGATGCAGCTTTGATGATGCAGCTAGGTTGTGATGGGG 757

Query 181 TTTTTGTGGGTTCTGAGGTTTTTGATGGTCCTGATCCGTTTAAGAAACTTAGGAGCATTG 240

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e
Sbjct 758 TTTTTGTGGGTTCTGAGGTTTTTGATGGTCCTGATCCGTTTAAGAAACTTAGGAGCATTG 817

Query 241 TTCAAGCTGTTCAACATTACAATGATCCTCATGTGTTGGCTGAGATGAGTTCTGGATTGG 300

FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e er e e e e e e e e
Sbjct 818 TTCAAGCTGTTCAACATTACAATGATCCTCATGTGTTGGCTGAGATGAGTTCTGGATTGG 877

Query 301 AGAATGCAATGGAGAGCTTAAATGTTCGTGGTGACAGGATTCAAGACTTTGGCCAAGGCA 360

FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e er e e e e e e e e
Sbjct 878 AGAATGCAATGGAGAGCTTAAATGTTCGTGGTGACAGGATTCAAGACTTTGGCCAAGGCA 937

Query 361 GTGTT 365

[
Sbjct 938 GTGTT 942

C

Score = 614 bits (332), Expect = 4e-179; Identities = 332/332 (100%), Gaps = 0/332 (0%);
Strand=Plus/Plus

Query 375 GCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGA 434

FEErrrrrrrrrr et e e et e et e e e et er et e
Sbjct 73 GCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGA 132

Query 435 CGTTTTTAATGTACTGGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTG 494

FEErrrrrrrrrr et e e et e et e et e et e e
Sbjct 133 CGTTTTTAATGTACTGGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTG 192

Query 495 CCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGC 554

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
Sbjct 193 CCCTTCACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGC 252

Query 555 AGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAG 614

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr e e et e e e e e e e e
Sbjct 253 AGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAG 312

Query 615 AATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGA 674

FErrrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e er e e e e e e e e
Sbjct 313 AATAGCCCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGA 372

Query 675 ACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACC 706

FEEEEEEErr et et er et
Sbjct 373 ACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAARAAACC 404

Abbildung 12.2 Sequenzierung des Insertionsortes von SALK 148199.19.20.x ausgehend vom
CheckPDX1,2FW Primer. (A) Farbig dargestellt ist der durch Blast Analysen identifiierte
AtPDX1.2 Genbereich und die inserierte SALK T-DNA (pROK2 Vektor). NCBI Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/) Alignement gegen At3g16050 CDS (945 bp)(B) und SALK T-DNA (pROK2
Vektor; Length=4485) (C).
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A pCSA110 AtPDX1.2 Exon AtPDX1.2 Startcodon (ATG)  5°UTR PDX1.2

NNCTATtaTAtcTTCCCAAATTACCaaTACATTACACTAGCATCTGAATTTCaTAACCaATCTCGATACACCAAATCGAATTCAATTCGGCGTTAATTCAGTACA

TTAAAAACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATAATCCTGCATACGACGAACACCGCCGCGAGATCGAACCGGAT
CTGAGACGATTACAGAACATGCGCCGGCGGATTCAGCGAGCTTAGCTTGGTTAACCGAGGAAACTTCAACAATGGCGCCGCCACGAAGTACCTGAGCTAA
TCCGACCTTAACAGAGAACGGATGGTTTTTCTTCGCGTCGGTAATGGCTGTGCCGCTGTAGAGAGTAACAGCTCCTTGATCTTGATCCGTCATAGCTTGATC

CGCCATTTTTAGGTTCTGTGAG TAGTAACAGAGAGCTTTTCGCCGGAGAAACGGTGTTTGTTAGTAACaCggATCTGAAACAAAgAacGAAAAAAGCT

GCGTTGAaGGTGAGGAGAAATATEGAGAGAACGGAgAAgACEA

B

Score = 486 bits (245), Expect = e-136
Identities = 248/249 (99%)
Strand = Plus / Minus

Query: 166 ATCCTGCATACGACGAACACCGCCGCGAGATCGAACCGGATCTGAGACGATTACAGAACA 225
FEEE brrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree
Sbjct: 249 ATCCGGCATACGACGAACACCGCCGCGAGATCGAACCGGATCTGAGACGATTACAGAACA 190

Query: 226 TGCGCCGGCGGATTCAGCGAGCTTAGCTTGGTTAACCGAGGAAACTTCAACAATGGCGCC 285

FErrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e et e e e e et e e e
Sbjct: 189 TGCGCCGGCGGATTCAGCGAGCTTAGCTTGGTTAACCGAGGAAACTTCAACAATGGCGCC 130

Query: 286 GCCACGAAGTACCTGAGCTAATCCGACCTTAACAGAGAACGGATGGTTTTTCTTCGCGTC 345

FEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 129 GCCACGAAGTACCTGAGCTAATCCGACCTTAACAGAGAACGGATGGTTTTTCTTCGCGTC 70

Query: 346 GGTAATGGCTGTGCCGCTGTAGAGAGTAACAGCTCCTTGATCTTGATCCGTCATAGCTTG 405

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct: 69 GGTAATGGCTGTGCCGCTGTAGAGAGTAACAGCTCCTTGATCTTGATCCGTCATAGCTTG 10

Query: 406 ATCCGCCAT 414

NERRERN
Sbjct: 9  ATCCGCCAT 1

C

Score = 318 bits (172), Expect = 3e-91
Identities = 172/172 (100%), Gaps = 0/172 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query:3 CTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACATTACACTAGCATCTGAATTTCATAACCAATC 62

FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct:418 CTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACATTACACTAGCATCTGAATTTCATAACCAATC 359

Query:63 TCGATACACCAAATCGAATTCAATTCGGCGTTAATTCAGTACATTAAAAACGTCCGCAAT 122

FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct:358 TCGATACACCAAATCGAATTCAATTCGGCGTTAATTCAGTACATTAAAAACGTCCGCAAT 299

Query:123 GTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGC 174

FCEEEEEE e et e e et e e e e e e e e e e e e
Sbjct:298 GTGITATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCACAATATATCCTGC 247

Abbildung 12.3 Sequenzierung des Insertionsortes von SAIL_640_D11 ausgehend vom SAIL LB1
Primer. (A) Farbig dargestellt ist der durch Blast Analysen identifizierte AtPDX1.2 Gen sowie
5’UTR Bereich und die inserierte SAIL T-DNA (pCSA110 Vektor). Der AtPDX1.2 Genbereich ist
ausgehend von der Sequenzierung reverse Komplementdr angezeigt. NCBI Blast Alignement

gegen At3g16050 CDS (945 bp) (B) und SAIL T-DNA (pCSA110 Vektor) (C).
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Abbildung 12.4: Genotypische Analyse der Insertionslinien atpdx1.1/atpdx1.2-1/atpdx1.3 durch
PCR. Analyse des Wildtypallels (WT) mit genspezifischen Primern und Identifizierung der
Insertion (JIC/SAIL/SALK) mit insertionsspezifischen Primern (Tabelle 2.17). Dargestellt ist je ein
Ergebnis von heterozygot die Insertion tragenden atpdx1.1/atpdx1.2-1/atpdx1.3 Pflanzen, wie
sie bei der Kreuzung von atpdx1.2-1 mit atpdx1.1 und atpdx1.3 in der F1 Generation
identifiziert worden sind.
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Tabelle 12.3: Genotypische Untersuchung der Pflanzen der F2 Generation von atpdx1.2-1 +/-
Kreuzungen mit atpdx1.1 bzw. mit atpdx1.3 durch PCR mit AtPDX1.2 genspezifischen Primern sowie

SAIL insertionsspezifischen Primern.

Kreuzung: atpdx1.2-1 +/- x atpdx1.1

atpdx1.2-1-/- | atpdx1.2-1 +/- |atpdx1.2-1 +/+ | Anzahl der getesteten Pflanzen
F2 29 29 0 58
Verhaltnis 1 1 0 -

Kreuzung: atpdx1.2-1 +/- x atpdx1.3

atpdx1.2-1-/- | atpdx1.2-1 +/- | atpdx1.2-1 +/+ | Anzahl der getesteten Pflanzen
F2 25 36 0 61
Verhaltnis 1 1,4 0 -
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Tabelle 12.4: Vergleich der Aminosduresequenz von Cercospora nicotiana PDX1 und AtPDX1
Proteinen in Ahnlichkeit (grau unterlegt) und Identitit; angegebene Werte in Prozent. Analyse der
Sequenzen mit dem MatGat v2.0 Programm unter Verwendung der Blossum62 Matrix (Campanella
et al. 2003).

CnPDX1 AtPDX1.1 AtPDX1.2 AtPDX1.3
CnPDX1 63,6 45,3 64,7
AtPDX1.1 73,5 59,7 89,0
AtPDX1.2 64,4 79,0 61,3
AtPDX1.3 75,8 96,4 80,6
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Anhang

Tabelle 12.5: Vergleich der Aminosauresequenz von Ginkgo biloba PDX1 und AtPDX1 Proteinen in
Ahnlichkeit (grau unterlegt) und Identitit; angegebene Werte in Prozent. Analyse der Sequenzen mit
dem MatGat v2.0 Programm unter Verwendung der Blossum62 Matrix (Campanella et al. 2003).

GbPDX1 AtPDX1.1 AtPDX1.2 AtPDX1.3
GbPDX1 83,9 58,8 87,1
AtPDX1.1 92,6 59,7 89,0
AtPDX1.2 78,7 79,0 61,3
AtPDX1.3 92,6 96,4 80,6
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At2937240 pACT At2¢37240 pBTM

SD2 SD4 SD2 SD4
Leerer Leerer
Vektor Vektor

Abbildung 12.5: Y2H Interaktionstest von At5g65840 gegen das ebenfalls als putativ Alkyl-
Hydroperoxid Reduktase und Thiol-spezifisches Antioxidant sowie Chloroplasten lokalisierte
Protein At2g37240.
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Abbildung 12.6: Schematische Darstellung von Klonierungs- bzw. T-DNA-Bereichen der
verwendeten Vektoren (vergl. Tabelle 2.3). GWK-Gatewaykasette; LB-left boarder; RB-right
boarder; AD-Aktivierungsdomidne; DNA BD-DNA Bindedomane; LAC O-Laktose Operator;
PPDX1.2, PPDX1.3-Promotor von AtPDX1.2 (1,8 kb Fragment) bzw. AtPDX1.3 (1,1kb Fragment).
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