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Zusammenfassung

Alle Organismen sind fiir ihr Uberleben auf Metalle angewiesen. Neben den Leichtmetallen Ca, K, Na
und Mg haben eine Reihe von Schwermetallen der dritten Ubergangsperiode (»Ubergangsmetalle «)
wie Mn, Fe, Ni, Cu und Zn eine essentielle Bedeutung in der Biologie. Sie werden z. B. als Kofaktoren
von Enzymen oder als strukturell stabilisierende Komponenten in Proteinen benétigt. Eine unzurei-
chende Verfugbarkeit dieser Metalle fithrt zu Mangelsymptomen, wohingegen die tibermifige Auf-
nahme toxisch wirkt. Letzteres gilt insbesondere fiir einige nicht-essentielle Metalle wie Hg und Pb.
In Organismen gibt es fur jedes Metall einen Konzentrationsbereich, der das Optimum zwischen Me-
tallmangel, -bedarf und -toxizitit darstellt. Es gilt mittlerweile als erwiesen, dass alle Organismen zur
Aufrechterhaltung des Metallgleichgewichts ein komplexes Netzwerk von Proteinen und niedermole-
kularen Verbindungen entwickelt haben. Hierzu zihlen Systeme zur Aufnahme, zur Verteilung und zur
Speicherung von Metallen, die auf zelluldrer Ebene sowie auf der Ebene von Organen im gesamten Or-
ganismus operieren. Die molekularen Komponenten dieses Netzwerks sind nur zu einem Teil bekannt
und charakeerisiert: In den letzten Jahren wurden einige Proteinfamilien identifiziert, deren Mitglieder
Metalle durch Lipidmembranen transportieren. Eine dieser Metalltransporterfamilien ist die Cation
Diffusion Facilitator (CDF)-Familie: Alle charakeerisierten Mitglieder exportieren Metalle aus dem
Zytoplasma — entweder in zellulire Kompartimente oder aus der Zelle heraus. Von den zwolf Mitglie-
dern dieser Familie in Arabidopsis thaliana (A. thaliana) — Metall Toleranz Protein (MTP)-1 bis -12 —
wurden bisher ##MTP1 und A#MTP3 charakeerisiert. In dieser Arbeit wird die Charakterisierung von
AtMTP2 beschrieben. Wie die homologen Proteine A#MTP1 und AtMTP3 fithrt AtMTP2 zu Zn-To-
leranz, wenn es heterolog in Zn-sensitiven Hefemutanten exprimiert wird. Mit A#2MTP2 transformier-
te Hefemutanten zeigten dariiber hinaus erhohte Co-Toleranz und sehr leicht erhohte Fe-Toleranz.
AtMTP2 in Fusion mit Enbanced Green Fluorescing Protein (EGFP) scheint in Hefe, in A. thaliana-
Protoplasten und in stabil transformierten 4. thaliana-Pflanzen in Membranen von Vakuolen und des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert zu sein. Dies legt nahe, dass A#zMTP2 die erwihnten
Metalle in das Endomembransystem der Zelle transportieren kann. Eine gewebespezifische Lokalisie-
rung wurde mit Pflanzen durchgefiihrt, die das p-Glucuronidase (GUS)-Reporterprotein bzw. chimire
Fusionsproteine aus EGFP und 4tMTP2 unter Kontrolle des nativen pMTP2-Promotors exprimier-
ten. Diese Experimente bestitigten zum einen, dass der pMTP2-Promotor nur unter Zn-Defizienz ak-

tiv ist. GUS-Aktivitit wurde unter diesen Bedingungen in zwei Zonen der Wurzelspitze beobachtet:
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in den isodiametrischen Zellen der meristematischen Zone und in der beginnenden Wurzelhaarzo-
ne. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die EGFP-Fusionsproteine unter Kontrolle des nati-
ven pMTP2-Promotors nur in epidermalen Zellen exprimiert werden. Fiir eine homozygote Knock-
out-Linie, mtp2-§3, konnte bisher kein eindeutiger Phinotyp identifiziert werden. Auf Grundlage der
bisher durchgefithrten Charakterisierung von A#MTP2 erscheinen zwei Modelle der Funktion von
AtMTP2 in der Pflanze méglich: AsMTP2 konnte essentiell fiir die Versorgung des Endoplasmatische
Retikulum (ER) mit Zn unter Zn-Mangelbedingungen sein. Hierfiir spricht, dass A#ZMTP2 in jungen,
teilungsaktiven und damit Zn-benétigenden Wurzelzonen exprimiert wird. Die auf die Epidermis be-
schrinkte Lokalisation konnte bei diesem Modell auf die Moglichkeit der zwischenzellularen Zn-Ver-
teilung innerhalb des ER tiber Desmotubules hindeuten. Alternativ konnte 4#MTP2 eine Funktion
bei der Detoxifizierung von Zn unter Zn-Schock Bedingungen haben: Es ist bekannt, dass unter Zn-
Mangelbedingungen die Expression der zelluliren Zn-Aufnahmesysteme hochreguliert wird. Wenn
nun die Zn-Verfugbarkeit im Boden z. B durch eine pH—Anderung innerhalb kurzer Zeit stark ansteigt,
besteht die Notwendigkeit der Entgiftung von Zn innerhalb der Zelle, bis der starke Einstrom von Zn
ins Zytoplasma durch die Deaktivierung der Zn-Aufnahmesysteme und einer geringeren Expression
in der Pflanze gedrosselt ist. Ein ahnlicher Mechanismus wurde in der Bickerhefe S. cerevisae beschrie-
ben, in der dartiber hinaus ein Zn-Transporter verstirkt exprimiert wird, der Zn durch Transport in die
Vakuole entgiften kann. Es ist durchaus maoglich, dass in Arabidopsis AtMTP2 die Zn-Detoxifizierung
unter diesen speziellen Bedingungen durch Zn-Transport in das ER oder die Vakuole vermittelt.

Zur Identifikation weiterer Komponenten des Metallhomgostasenetzwerks sind verschiedene An-
sitze denkbar. In dieser Arbeit wurde in Hefe ein heterologer Screen durchgefiihrt, um Interaktoren
tur vier Mitglieder der Arabidopsis-CDF-Familie zu identifizieren. Unter den 11 im Hefesystem besti-
tigten Kandidaten befindet sich mit A#SPL1 ein A#tMTP1-Interaktionskandidat, der méglicherweise
eine Rolle bei der Cu-,Zn-Homdostase spielt. Als wahrscheinliche 4#MTP3-Interaktionskandidaten
wurde die ¢’-Untereinheit der vakuoliren H*-AT Pase AfVHA identifiziert sowie mit AzNPSN13 ein
Protein, das vermutlich eine Rolle bei Fusionen von Vesikeln mit Zielmembranen spielt.

Ein anderer Ansatz zur Identifikation neuer Metallhoméostasegene ist die vergleichende Element-
analyse von natiirlichen oder mutagenisierten Pflanzenpopulationen. Voraussetzung fir diesen Ansatz
ist die schnelle und genaue Analyse des Elementgehalts von Pflanzen. Eine etablierte Methode zur si-
multanen Bestimmung von bis zu 65 Elementen in einer Probe ist die Inductively Coupled Plasma Op-
tical Emission Spectrometry (ICP OES). Der limitierender Faktor fiir einen hohen Probendurchsatz
ist die Notwendigkeit, Proben fiir die Analyse zu verfliissigen. Eine alternative Methode der Proben-
zufithrung zum Analysegerit ist die elektrothermale Verdampfung (ETV) der Probe. Zur weitgehend
automatisierten Analyse von Pflanzenmaterial mit minimiertem Arbeitsaufwand wurde eine Methode
entwickelt, die auf der Kopplung der ETV mit der ICP OES basiert.
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1 Einleitung

In den folgenden Abschnitten wird zunichst auf die Bedeutung der Ubergangsmetalle in der Biologie
eingegangen. Wichtige Komponenten zur Aufrechterhaltung der »Metallhoméostase« sind Mem-
branproteine, die als Transporter fiir diese Metalle dienen. Um die Charakterisierung eines dieser Trans-
porter, A#ZMTP2, in der Diskussion in den Kontext der bekannten Transporter der Pflanze zu stellen,
werden die identifizierten bzw. vermuteten Funktionen der bekannten Ubergangsmetalltransporter
kurz beschrieben. Im letzten Teil der Einfihrung wird auf die Problematik der Quantifizierung von
Elementen in organischen und anorganischen Proben sowie auf die hier vorgestellte verbesserte Me-

thode zur vereinfachten und schnelleren Analyse von organischem Material eingegangen.

1.1 Bedeutung der Ubergangsmetalle in der Biologie

Neben den Hauptgruppenelementen Na, Mg (dritte Periode?) sowie K und Ca (vierte Periode) gewan-
nen im Zuge der Evolution Metalle der dritten Ubergangsperiode (Sc bis Zn) an Bedeutung. Aufler
den ersten beiden Elementen Sc und Ti wurden fiir alle weiteren Elemente der dritten Ubergangs-
periode (V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn) Funktionen in der Biologie identifiziert (Holleman ez 4/
1995; Marschner, [1995). Diese Elemente sind dadurch charakeerisiert, dass mit zunehmender Ord-
nungszahl die zweitiuflerste Elektronenschale (3d-Orbital) ausgebaut wird, nachdem bereits die du-
Rerste Elektronenschale (4s-Orbital) durch Elektronen besetzt wurde (K und Ca). Da nur die duflers-
te Schale entscheidenden Einfluss auf die Eigenschaften eines Atoms hat, unterscheiden sich die Ele-
mente der Ubergangsperioden nicht so charakteristisch voneinander wie die Hauptgruppenelemen-
te. Neben der Tatsache, dass alle Elemente der Ubergangsperioden Metalle sind, erkennt man das im
Fall der erwihnten Elemente z. B. an den fast identischen Atomradien (raom = 1,26-1,37A) und daran,
dass sie aufgrund der Anwesenheit von zwei Elektronen in der duf8ersten Schale imstande sind zwei-

wertig aufzutreten.? Grob vereinfacht ausgedriicke ist hierdurch eine Feineinstellung der Zellchemie

'im Langperiodensystem der Elemente

?Diein dieser Arbeit verwendeten Bezeichnungen (z. B. Eisen oder Fe) bezichen sich auf die biologisch relevante oxidierte
Form der Elemente. Nur in biologisch relevanten Fillen wird der Oxidationsstatus explizit angegeben (z. B. Fe(III)/
Fe(II); Fe3*/Fe?* bezieht sich auf das frei hydratisierte Ion.)
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moglich, die iberwiegend durch die Hauptgruppenelemente C, N, O, P, S und Cl definiert ist.> Ande-
rerseits birgt die chemische Ahnlichkeit innerhalb eines Grofteils der Ubergangsmetalle die Gefahr,
dass Metall einander in Verbindungskomplexen ersetzen konnen.* Neben dem Ionenradius, der fir
die (II)-wertigen Ionen mit steigender Ordnungszahl (Kernladung) abnimmt, hat hauptsichlich die
Ligandenfeldstabilisierungsenergie (LFSE) Einfluss auf die Stabilitit der Metallionen-Komplexe (Hol-
leman ez al.,{1995)). Hierin liegt die Begriindung fiir die Beobachtung, dass die Stabilitit von Komplexen
der Metalle mit O, S und N-haltigen Liganden in der Irving-Williams-Reihe zunimmt:> Ca?* < Mg?*
< Mn?* < Fe?* < Co?* < Ni?+ < Cu?* > Zn?*. Die Bildung von Komplexen ist die herausragende Ei-
genschaft der Ubergangsmetalle. Betrachtet als Lewis-Siure/Base-Reaktion ist die Komplexbildung die
Reaktion eines Lewis-sauren Metall-Komplexzentrums mit Lewis-basischen Liganden (Elektronendo-
noren), wie S, N oder O. Als Zentralatom der Komplexe sind die Elemente der dritten Ubergangspe-
riode ist dabei bestrebt, die Elektronenkonfiguration von Krypton zu erlangen (3d1°4524p6; » 18-Elek-
tronen-Regel«). Die Tatsache, dass diese Metalle hiufig im aktiven Zentrum von Enzymen als prosthe-
tische Gruppe gefunden werden, liegt an der Eigenschaft der Metalle, Bindungen der Ligandmolekiile
zu polarisieren und damit deren Aufbrechen zu erleichtern. Wichtig ist hierbei, dass die Substitution
von gleichen Ligandmolekiilen — von einigen biologisch nicht relevanten Ausnahmen® abgesehen - fiir
fast alle biologisch relevanten Metalle schnell (Halbwertzeit 1,,, des H,O Austauschs fiir Fe3* ~ 107 s)
bis sehr schnell erfolgt (t,/, der Aquakomplexe fiir Fe?*, Co?* = 10°s; fiir Zn?*, Mn?* =~ 107 s; fur
Cu?* ~ 107 s) (Holleman ez 2/}, [1995)). Die Austauschgeschwindigkeit der H,O-Liganden ist fiir Cu?*
fast diffusionslimitiert und tbertrifft die Ligand-Austauschgeschwindigkeit des in vielen Organismen
als Signal-Tons eingesetzten Ca?* (1,/, & 10™*s). Fiir die Katalyse von Redox-Reaktionen ist ausschlag-
gebend, dass mit Ausnahme von Zn alle Metalle der dritten Ubergangsgruppe in verschiedenen Oxida-
tionsstufen vorliegen konnen. Aufgrund der giinstigen Konfiguration der Ligandengeometrie fiir Fe?*/
Fe3+ sowie Cut/Cu?* werden in Enzymen, die Redox-Reaktionen katalysieren, zumeist Fe und Cu ge-
funden. Zn wird haufig als strukturell stabilisierende Komponente in Proteinen gefunden, wobei durch
Zn Liganden von verschiedenen Aminosaureresten gebunden werden. Im Zuge der Evolution wurde
Zn hierfir aus zwei Griinden ausgewihlt. Erstens tritt es als einziges Element der biologisch wichtigen
Ubergangsmetalle nur in einer einzigen Oxidationsstufe (II) auf, wodurch keine Gefahr der Katalyse
unerwiinschter Redox-Reaktionen durch dieses Metall besteht. Zweitens kann es als mittelharte Le-

wis-Siure starke Komplexverbindungen sowohl mit harten Basen (z. B. O-Donoren) und mittelharten

3Andere essentielle Hauptgruppenelemente sind: B (in Pflanzen), F, As, Se, Sn, L. Essentielle Nebengruppenelemente sind
die im Text erwihnten (dritte Ubergangsperiode) sowie Cd (Lane ez 4/}2005) und Mo (vierte Ubergangsperiode).

*Ahnlich zu den Metallen der dritten Ubergangsperiode ist auch Cd (vierte Ubergangsperiode) und das Hauptgruppen-
element Pb.

sDie Hydratisierungsenergic von Mg?* (Ordnungszahl 25) liegt auf ciner Geraden mit Ca?* und Zn?* (Ordnungszahl
20 und 30). Dazwischen (Ordnungszahl 20-25, 25-30) steigt und fillt die Hydratisierungsenergie kontinuierlich aber
nichtlinear.

¢z. B. Halbwertzeit 1,/, des H,O Austauschs fiir den Aqua-Komplex von Cr3* = 107 s
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Basen (z. B. N-Donoren) als auch mit weichen Basen (z. B. S-Donoren) eingehen.

Einerseits sind die Metalle notwendig fiir die auf ihren erwihnten chemischen Eigenschaften beru-
henden biologischen Funktionen, andererseits kann eine Stérung des Gleichgewichts zwischen den ver-
schiedenen Metallen im Organismus toxische Auswirkungen haben. Bei Pflanzen fihrt Metalltoxizitit
aufgrund zu hoher Metallkonzentrationen im Wachstumsmedium generell zu einem beeintrichtigten
Wachstum (Marschner, |1995). Die toxische Wirkung der Metalle ist zum einen der Redox-aktiven
Wirkung der meisten Ubergangsmetalle zuzuschreiben, die aufgrund unkontrollierter Redox-Reak-
tionen zu oxidativem Stress fithren kann (Pinto ez /,2003; Marschner,(1995)). Zum anderen kann die
Metalltoxizitit zur unerwiinschten Substitution von Metallen in Proteinen fiihren: Eine solche Sub-
stitution von Metallen, die fiir die Funktion eines Proteins unerlisslich sind, durch andere, die die-
se biologische Funktion nicht tibernehmen kénnen, kann ernsthafte Auswirkungen auf den Organis-
mus haben. Substitution solch essentieller Metalle durch chemisch dhnliche nicht-essentielle Metalle,
wie Cd’?, Pb und Hg, hat generell einen toxischen Effekt. Aber auch die Substitution eines essentiel-
len Metalls durch ein anderes essentielles Metall hat oft dhnlich toxische Auswirkungen (z. B. durch
Zn-verursachte Chlorose, s. Marschner, [1995). Die Notwendigkeit der Metalle sowie deren konzen-
trationsabhingige Toxizitit fithrten in Pflanzen, wie auch in allen anderen héheren Organismen, zur
Entwicklung eines komplexen Netzwerks der Metallhomdéostase, das die Konzentration jedes Metalls
im Organismus in einem relativ engen Bereich hilt (Metallhom&ostasenetzwerk, Uberblick in [Zenk)
1996; Nelson, 1999; Eide, 20005 |Clemens, 2001; Hall; 2002; Finney und O’Halloran,[2003; Hall und
Williams, [2003; Krimer und Clemens, [2005; Colangelo und Guerinot, 2006). Komponenten dieses
Netzwerks sind Metalloproteine, Metalltransportproteine, Chelatoren wie Metallothionein, Phyto-
chelatine, Histidin, Nicotianamin und die hieraus gebildeten Phytosiderophoren. Die unspezifische
Bindung von Metallen, z. B. an die Zellwand und an Membranoberflichen macht diese Bindungsstel-

len indirekt ebenfalls zum Teil des Netzwerks.

1.2 Metall-Transport-Systeme

Eine essentielle Rolle bei der Verteilung der Ubergangsmetalle im Organismus und bei der Aufrechter-
haltung der Metallhoméostase spielen Metalltransportproteine, die in den Membranen praktisch aller
Organismen nachgewiesen oder durch Sequenzanalyse vorhergesagt wurden. Beim Menschen kénnen
Defekte in Metalltransportern zu ernsthaften Krankheiten fithren, wie Menke’s- oder Wilson-Syn-
drom im Fall von nicht funktionalen Cu-transportierenden ATPasen (Petrukhin ez 4/, |1994; Petris
et al.,2002). Auch fiir Mutationen die Mitglieder anderer Metalltransporterfamilien betrifft wurden

ahnlich ernsthafte Auswirkungen beobachtet. So wurde im Fall des Knockout des ZnT4 Genes, welches

’Cd wurde kiirzlich als Cofaktor der Carbonic Anhydyase einer Kieselalge identifiziert (Lane ez 2/}[2005)
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bei Miausen einen Zn-spezifischen CDF kodiert, das Tédliche-Milch-Syndrom beschrieben (Huang
und Gitschier}[1997). Pflanzen sind wie alle Organismen auf die erwihnten Ubergangsmetalle der drit-
ten Periode sowie auf Mo angewiesen. Die kontrollierte Aufnahme dieser Metalle aus dem Boden —
unter Uberwindung der ansonsten fiir lonen undurchlissigen Membranbarriere — geschieht ebenfalls
durch Transportproteine. Als sesshafte Organismen miissen Pflanzen in der Lage sein, bei temporal
und spatial extrem unterschiedlichen bioverfugbaren® Metallkonzentrationen im Boden die Aufnah-
me der richtigen Menge jedes essentiellen Metalls zu gewihrleisten: Neben den gegebenen geologi-
schen Bedingungen hingt die Bioverfugbarkeit der Metalle von Parametern wie dem pH-Wert, dem
Feuchtigkeitsgrad und der Temperatur des Bodens ab, die zu starken temporalen Anderungen fithren
konnen. Das Wachstum der Wurzel durch Zonen mit verschiedenen bioverfiigbaren Metallkonzentra-
tionen ist eine weitere Herausforderung fir die Pflanze (Krimer und Clemens, 2005). Die Spezifitit
der Transporter fiir die verschiedenen Ubergangsmetalle scheint z. T. Beschrinkungen zu unterliegen,
wodurch in einigen Fillen neben dem erwiinschten Metall auch unerwiinschte Metalle durch einige
dieser Transporter aufgenommen werden. So kann auch Cd als Substrat fiir einige Zn-Transporter
dienen (Clemens ez al., 2002; [Pence ez 4l., 2000). Dass einige Zn-Hyperakkumulatoren wie Thlaspi
caerulescens und Arabidopsis balleri (A. halleri) auch Cd hyperakkumulieren (Cosio ez 4/} 2004; |Zha
et al.,2004; Ebbs ez al.l|1997)), geht aber nicht notwendigerweise auf die duale Substratspezifitit der
Aufnahme-Systeme zuriick. Ein Beispiel fir die Existenz solcher Transporter mit einem breitem Sub-
stratspektrum ist allerdings IRT'1: Neben seiner Funktion als Haupt-Aufnahmesystem fiir Fe dienen
diesem Transporter der Zinc-regulated transporter, Iron-requlated transporter-like Protein (Z1P)-Fami-
lie auch Zn, Mn und Cd als Substrat (Korshunova ez al.,1999). Méglicherweise aufgrund des breiten
Substratspektrums wird dieser Transporter komplex reguliert: Regulation der Transkriptmenge erfolgt
in Abhingigkeit von der Zn-, Cd-, Fe-Konzentration (Connolly ez 4/} 2002). Zudem wurde unter-
schiedliche posttranskriptionale Regulation durch Fe und Zn beobachtet. Die Substratspezifitit und
die Regulation von IRT1 kénnen somit die Beobachtung erkliren, dass Zn-Uberschuss sekundir zu
Fe-Defizienz fithrte (Connolly ez 2/12002)).

In den folgenden Abschnitten wird ein kurzer Uberblick iiber die bisher identifizierten Familien
der Metalltransportproteine gegeben. Die hierbei vorgenommene Unterteilung in Aufnahme- und Ex-
portsysteme bezieht sich auf die Richtung des Transports beziiglich des Zytoplasmas der Zelle. Fiir
Metall-transportierende ABC-Transporter wurde diese Aufteilung nicht vorgenommen, da hierfiir zu

wenig bekannt ist.

$»Bioverfiigbar « bedeutet »aufnehmbar« durch die Wurzel der Pflanze.
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1.2.1 ATP-binding cassette (ABC)-Transporter

Mit fast 130 Mitgliedern allein in Arabidopsis ist die ABC-Transporter-Familie eine der GrofSten in
allen drei Reichen des Lebens (Garcia ez 4£,[2004; Sanchez-Ferndndez ez /., 2001)). Man unterscheidet
bei den Mitgliedern dieser Superfamilie zwischen »half-size« und » full-size« Transportern, die tiber
ein bzw. zwei Kopien einer zytoplasmatischen Nukleotid-Bindungsstelle verfiigen, die jeweils gepaart
ist mit einer stark hydrophoben Domaine, bestehend aus vier bis sechs Transmembranhelices (Holland
et al., 2003)). Die Mitglieder der sicben Unterfamilien transportieren ein breites Substratspektrum in-
kl. Lipiden, Zuckern, Peptiden, Pigmenten, Antibiotika, Xenobiotika und Ionen, wobei die Energie fiir
den Transport durch ATP-Hydrolyse gewonnen wird. Metalltransport wird fiir Mitglieder der Unter-
familie der Multidrug resistance associated proteins (MRP), der heavy metal rolerance factor (HMT)/
ABC transporter of mitochondria (ATM) und der pleiotropic drug resistance (PDR)-Transporter gefun-
den. Fiir A#MRP3, einem von 14 Arabidopsis MRPs, wurde gezeigt, dass er die Cd-Sensitivitit der ycfl
Hefemutante komplementiert (Tommasini ez al.,1998). ScYcf1 ist ein Protein der Vakuolenmembran,
fur das Transport von Bis-Gluthationato-Cadmium-Komplexen vom Zytoplasma in die Vakuole de-
monstriert (Li ez 4/.,[1996) wurde. In der Pflanze wurde A2MRP3 transkriptional durch erhéhte Cd-
Konzentrationen hochreguliert, was mit verstirkter Cd-Akkumulation in Pflanzenorganen einherging
(Bovet ez al.,[2003). Allerdings konnte fiir keinen anderen der vier charakeerisierten A#MRPs (1, 2, 4
und 5) eine Rolle bei der Metalldetoxifikation nachgewiesen werden (Rea ez 4/, 2003)). Erst kiirzlich
wurde vorgeschlagen, dass 4#ZPDR12 eine Rolle bei der Pb-Toleranz von Arabidopsis spielt (Lee ez al.,
2005). AtAMT1 exportiert mutmaflich Fe/S-Cluster aus Mitochondrien (Kispal e 4l.,[1999).

1.2.2 Metall-Aufnahmesysteme

Natural resistance associated macrophage protein (NRAMP)-Familie NRAMPs sind eine hoch-
konservierte ubiquitire Familie von Metalltransportern, die sich durch 12 Transmembranhelices (TMs)
und ein charakteristisches »Konsensus-Transport-Motiv« zwischen TM-8 und TM-9 auszeichnen.
Fur Mitglieder dieser Familie wurde Transport von verschiedenen zweiwertigen Metallkationen inkl.
Cu, Fe, Mn und Zn gezeigt (Ubersicht in[Williams ez 2Z,[2000)). Als Transportmechanismen wurden
bei verschiedenen Mitgliedern der H*/Me?*-Symport oder auch der H*/Me?*-Antiport nachgewie-
sen (Goswami ez al., 2001; Mackenzie und Hediger, 2004). In Arabidopsis wurden sechs Mitglieder
dieser Familie identifiziert (NRAMP1-6; Miser ez al., 2001; [Williams ez 4., [2000)), sowie EIN2, ei-
nem an der Ethylen-Signalkette beteiligtem Protein (Ubersicht in|Guo und Ecker, 2004} Benavente
und Alonso, [2006), dessen N-terminalen Domine Homologie zu den anderen NRAMP-Proteinen
zeigt (Alonso et al.,|1999). Fir AZINRAMP3 und -4 wurde gezeigt, dass sie essentiell fiir die Mobi-
lisierung von vakuoliren Fe-Speichern bei der Samenkeimung sind (Lanquar ez 4/} 2005). Auch fiir

AtNRAMP1 wurde Fe-Transport durch Komplementation einer Hefe-Fe-Aufnahmemutante gezeigt.
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Bei Uberexpression in Pflanzen zeigten diese verstirkte Toleranz gegeniiber toxischen Fe-Konzentra-

tionen.

Zinc-regulated transporter, Iron-regulated transporter-like Protein (ZIP)-Familie Mit tiber 100
identifizierten Mitgliedern in allen drei Reichen des Lebens stellen die ZIPs eine sehr grofle Familie
Kationen-transportierender Membranproteine dar (Grotz ez al.} 1998;|Guerinot, 2000). Allein in A7a-
bidopsis wurden neben dem zuerst identifizierten Mitglied der Familie, IRT1, 14 weitere ZIPs identi-
fiziert. Die meisten ZIPs verfiigen tiber acht Transmembranhelices, mit den C- und N-Termini auf3er-
halb des Zytoplasmas und iiber eine His-reiche Region variabler Linge und Sequenz zwischen TM-3
und TM-4. Ahnlich wie bei den CDF - die eine dhnliche His-reiche Region enthalten (s. unten) —
wird vermutet, dass dieser putativ Metall-bindende Bereich am Transportmechanismus oder an dessen
Regulation beteiligt sein konnte, oder moglicherweise eine Determinante der Metallspezifitit ist (Ma-
ser et al.,2001)). Die ZIPs lassen sich in vier Untergruppen cinteilen, wobei fast alle Arabidopsis-ZIPs in
eine Gruppe fallen (Miser ez 2/.,[2001; Hanikenne ez al.,2005)). Fir A#IRT 1, den mutmaflich wichtigs-
ten Fe-Aufnahme-Transporter der Wurzel (Vert ez 4/.,2002), wurde gezeigt, dass er Fe, Cd, Mn, Zn und
Co transportieren kann (Korshunova ez 4/} 1999)). Eine regulatorische Wirkung auf die Expression in
epidermalen Wurzelzellen wurde aber nur fur Cd, Zn und Fe festgestellt. Erhohte Transkriptmengen
traten nur bei Fe-Defizienz auf. Es akkumulierte kein Protein in der Zellmembran der Wurzelzellen,
wenn Zn oder Cd im Wachstumsmedium waren: Cd reguliert direke die Transkriptmenge, wohin-
gegen Zn die Akkumulation des Proteins posttranskriptional inhibiert. Auch Fe reguliert die IRT1-
Proteinmenge posttranskriptional, was aus fehlender Proteinakkumulation in Fe-suffizienten Wurzeln
einer p35S8::IRT1-Linie geschlossen wurde (Connolly ez 4/.,2002)). Als Substrat dient A#IRT1 die zwei-
wertige Form Fe?*, weshalb die Fe-Aufnahme kritisch von der Aktivitit der Fe>*-Reduktase 4#FRO2
(ferric chelate reductase) abhingt, welche ebenfalls in der Plasmamembran epidermaler Wurzelzellen
lokalisiert ist (Ubersicht iiber die FRO-Familie in[W ez 2Z}[2005)). 42IRT2, obwohl wie IRT1 ein Fe-
Transporter, scheint den Ausfall von IRT1 nicht kompensieren zu konnen (Henriques ez 4/} 2002)).
Von anderen Mitgliedern der ZIP-Familie wird angenommen, dass sie wichtige Aufnahmesysteme der
Whurzel fir Zn sind bzw. an der Verteilung von Zn in der Pflanze beteiligt sind, wie z. B. ZIP1, -2 und
-3, -4 und -6 (Grotz et al.,|1998;|Weber et al.,[2004; Becher et al.,[2004)

Copper transport (COPT)-Familie Hierbei handeltes sich um eine eukaryotische Familie von Mem-
branproteinen, bei denen aufgrund der nur drei Membranhelices der N-Terminus (extrazellulir) und
der C-terminus (intrazellulir) auf unterschiedlichen Seiten der Membran lokalisiert sind (Eide,1998).
In Hefe muss Cu?* vor dem Transport zu Cu* reduziert werden, was durch dieselbe Reduktase ver-
mittelt wird, die auch an der Fe-Aufnahme beteiligt ist (Frelp). In Arabidopsis wurden fiinf Mitglie-
der identifiziert (COPT1 bis COPTS, Sancenon ez 4} 2003), die mit Ausnahme von COPT4 die



1.2 METALL-TRANSPORT-SYSTEME

Cu-Aufnahme einer hierin defekten Hefemutante wiederherstellen. Niher charakterisiert wurde nur
COPTL. Eine AtCOPT1-Knockdown-Mutante von Arabidopsis zeigte reduzierte Cu-Aufnahme, ver-

stirktes Wurzellingenwachstum und Defekte in der Pollenentwicklung (Sancenon ez al., 2004).

Yellow Stripe Like (YSL)-Familie Mitglieder der YSL-Familie wurden aufgrund von Sequenzihn-
lichkeiten mit Zm»YS1 identifiziert, einem Protein, dass als H*/Fe-Phyotosiderophor-(PS)-Symporter
identifiziert wurde (Curie ez 2/,[2001; Schaaf ez 4/.,[2004). Die Hauptfunktion von YS1 in Mais ist die
Aufnahme dieser Komplexe aus dem Boden, obwohl YS1 auch in Blittern von Fe-defizienten Pflanzen
akkumuliert. Dies deutet auf eine zusitzliche Rolle bei der Metallverteilung in der Pflanze hin. Da Fe
von Nicht-Grisern durch eine andere Strategie aufgenommen wird (s. ZIP-Familie), ist eine Haupt-
funktion als Fe-Aufnahmesystem bei Arabidopsis-Homologen unwahrscheinlich. Arabidopsis verfugt
tiber acht YSL-Proteine. Aufgrund der Unfihigkeit der Nicht-Griser PS zu synthetisieren, wird ange-
nommen, dass hier stattdessen Metall-Nicotianamin (NA)-Komplexe als Substrat dienen. Die bekann-
ten Daten tiber 4#YSL1 und -2 deuten daraufhin, dass diesen Transportern mutmaflich eine Rolle bei
der Metallverteilung in der Pflanze zukommt (DiDonato e# al.,2004; Schaaf ez 4l.,2005).

1.2.3 Metall-Exportsysteme

P,5-ATPase Familie Mitglieder der Superfamilie der P-Typ-AT Pasen (Axelsen und Palmgren,2001)
nutzen die Energie der ATP-Hydrolyse, um Kationen iiber die Membranbarriere zu transportieren. Der
Name deutet auf die bei jedem Transportzyklus auftretende charakeeristische Phosphorylierung eines
konservierten Aspartatrestes hin. Die Superfamilie wurde in verschiedene Unterfamilien geteilt, wo-
bei sich Transporter der Ubergangsmetalle in der Familie der P,5-ATPasen gruppieren (Williams und
Mills, 2005). In Arabidopsis wurden acht Mitglieder dieser Familie identifiziert (Heavy metal P-Typ
ATPase (HMA)1 bis HMAS) und z. T. charakterisiert. Charakteristisch sind acht Transmembranhe-
lices, wobei sich in der sechsten ein konserviertes Cys-Pro-Cys/His /Ser (CPx)-Motiv befindet. Von
diesem wird angenommen, dass es eine Rolle beim Transportmechanismus spielt. HMA2 und HMA4
sind in der Zellmembran lokalisiert, wobei ihnen eine mogliche Funktion bei der Beladung des Xylems
mit Zn zugeschrieben wird (Hussain ez /., 20045 Eren und Arguellol 20045 |Mills ez 4/l 2003; [Verret
et al.\[2004,2005; Mills ez 4/.,[2005)). Fir HMA3 wurde gezeigt, dass es Cd und Pb aus dem Zytoplas-
ma exportiert (Gravot ez a.,[2004). HMAL, -6, -7 und -8 sind Cu-transportierende AT Pasen. Hierbei
sind HMA1 und HMAG (PAAL1) involviert in der Versorgung des Chloroplasten mit Cu und HMAS
(PAA2) transportiert Cu weiter in die Thylakoide (Shikanai ez 2/}, 2003} |Abdel-Ghany ez 2/, [2005b;
Seigneurin-Berny ez 4/} 2006)). Fiir HMA7 (RAN1) wurde gezeigt, dass es wichtig fiir den Cu-Trans-
portin Post-Golgi-Vesikeln ist, in welchen Cu in einen Ethylen-Rezeptor als Metall-Kofaktor integriert
wird (Hirayama ez al.,|1999; [Woeste und Kieber, [2000). Fiir das letzte Mitglied der 4. thaliana-P ;-
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Familie, HMAS, wurde vorgeschlagen, dass es an der Detoxifizierung von Cu in Wurzeln unter Cu-
Uberschuss beteiligt ist (Andres-Colas ez 4£1[2006). Es wurden diverse zum Hefe-Atx1 homologe Cu-
Chaperone identifiziert und deren Interaktion mit HMAs und anderen Proteinen z. T. nachgewiesen
(Wintz und Vulpe, 20025 |Arnesano ez al.,[2002; Chu ez 4., 2005; Andres-Colas ez 4/, 20006)).

Calcium Exchanger (CAX)-Familie Uber die CAX-Familie ist bisher wenig bekannt. Aufgrund der
mit A#CAX1, -2, -3 und -4 gewonnen Daten nimmt man an, dass es sich bei den CAX um H*/Me?*-
Antiporter handelt (Me-Metall). In Arabidopsis wurden elf Mitgliedern der CAX-Familie identifi-
ziert, fur die 10 bis 14 Transmembranhelices vorhergesagt wurden. Fiir CAX1 und -3 wurde eine syn-
ergistische Funktion in Arabidopsis vorgeschlagen (Chengez al.,2005): Beide wurden in der vakuoliren
Membran lokalisiert, wobei CAXI-Transkript hauptsichlich in Blattern und CAX3-Transkript haupt-
sichlich in Wurzel detektiert wurde. Die Doppelmutante zeigte eine fast 50%ige Reduktion der va-
kuolaren H*-ATPase-Aktivitit und stark beeintrichtigtes Wachstum mit nekrotischen Blattspitzen
und Bliiten. Fir OsCAX1 wurde vorgeschlagen, dass es eine Rolle bei der Kilteakklimatisation und der
Morphogenese der Pflanze spielt (Kamiya ez 4/.,[2006)). Auch fiir CAX2 und -4 wurde vakuolire Lo-
kalisation sowie Mn/Ca-Transport (Hirschi ez 2/, 2000) bzw. nur Ca-Transport gezeigt (Schaaf ez 4/,
2002), wobei CAX4 bei heterologer Expression in Hefe erst nach der Modifikation der N-terminalen
Domine Ca-Transportaktivitit zeigte (Cheng ez 4/} 2002)). Tatsichlich wurden CAX-interacting pro-
teins (CXIPI und -2) identifiziert, die #% vivo durch Interaktion mit der N-terminalen Domine von
CAX4 dessen Aktivitit modulieren (Cheng und Hirschi, 2003)). Fir A#MHX]1, einem zusitzlichen
Mitglied dieser Familie wurde nachgewiesen, dass es ein (Mg?*/Zn?*)/H*-Antiporter der vakuoliren
Membran ist (Shaul ez 4L, |1999). Die Autoren schlugen vor, dass MHX1 im Aufbau cines vakuoli-
ren Zn- und Mg-Pools in den Parenchymzellen des Xylems involviert ist, der zu Zeiten der Defizienz

mobilisiert werden kann oder als Puffer fir die Beladung des Xylems mit diesen Ionen dient.

Cation Diffusion Facilitator (CDF)-Familie Alle identifizierten Mitglieder der ubiquitiren CDF-
Familie verfiigen charakteristischerweise iiber cine Cation-efflux-Domine (CE, PFAM 01545) und
sechs Transmembranhelices (TM), wobei vorhergesagt wird, dass der N- und C-Terminus auf der zy-
toplasmatischen Scite liegen (Miser ez 4l 2001} [Paulsen und Saier, 1997). Ebenfalls auf dieser Seite
befindet sich bei eukaryotischen Mitgliedern eine His-reiche Region stark variierender Linge zwischen
TM-4 und TM-5, von der angenommen wird, dass sie an der Metallbindung beteiligt ist (Huang und
Gitschier, |1997; Williams ez 4/, 2000) und evtl. eine Rolle bei der Metallspezifitit der CDF-Protei-
ne spielt (Persans ez 4/., 2001). Zwischen den teilweise hochhomologen Transmembrandominen zei-
gen die Mitglieder der CDF-Familie eine ungewohnliche Variabilitit (Paulsen und Saier, 1997). Fir
CzcD, einem CDF-Protein aus Bacillus subtilis, warde nachgewiesen, dass es ein Me?+/(K*/H*)-An-
tiporter ist (Guffanti ez al., 2002). Fiir ZitB, cinem CDF-Mitglied aus Escherichia coli (E. coli), konnte
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nur (Cd?*/Zn?*)/H*-Antiport nachgewiesen werden — ein K*-Gradient vermittelte keine Cd?* oder
Zn?*-Transportaktivitit (Chao und Fu, 2004)). Auch fiir ein eukaryotisches CDF-Protein, ScZrcl,
wurde Zn?*/H*-Antiport-Aktivitit vorgeschlagen (MacDiarmid ez 4/, [2002)). Anhand dieser Beob-
achtungen kann man mutmaflen, dass pflanzliche CDFs, wie die Mitglieder der CAX-Familie, Me?*/
H*-Antiporter sind. Der Nachweis der Existenz von Dimeren fiir PZdMTP1 — einem CDF-Protein
aus Pappel — deutet darauf hin, dass der aktive Transportkomplex ein Homo- oder Heteromer von
CDF-Proteinen sein konnte (Blaudez ez 4/.,[2003).

In A. thaliana wurden zwolf Mitglieder der CDF Familie identifiziert, MTP1 bis MTP12 (MTP-
Metal Tolerance Protein gemifl Maser et al., 2001, phylogenetischer Baum einiger Mitglieder in Ab-
bildung , deren Funktion und Metallspezifitit zum Grofiteil noch zu untersuchen sind. ZAT1

AtMTP2
OsMTPY, | AIMTEL AtmTP12

ScMsc2

HsZnT-5

AtMTP6
EcMmit] OsMTP3

OsMTP2
AtMTP5

Fe
Abb. 1.1: Phylogenetischer Baum der CDF Familie. Mit
bz AIMTE freundlicher Genehmigung von [Hanikenne et al) (2005)
OsMTP4 AMTPBARTES ) GeMtTPe Ubernommen (modifiziert). Der Baum wurde auf Basis

Mn der Metallspezifitdt einiger charakterisierter Mitglieder
farblich unterteilt.

(AtMTP1) war der erste identifizierte CDF-Transporter in Arabidopsis (van der Zaal et 4l 1999)
und ist inzwischen gut charakeerisiert (Desbrosses-Fonrouge ez 4/, 2005; Kobae ez 4/.,[2004; |[Kramer,
2005). Demnach wird ihm die Rolle des Transports von iiberschiissigem zytoplasmatischen Zn in die
Vakuole, und damit die Vermittlung einer basalen Zn-Toleranz zugeschrieben. Promotoraktivitit wur-
de in Blitenknospen, in Staubfaden und -beuteln reifer Bliiten, in jungen Blattern und im Meristem so-
wie der Elongationszone von Wurzeln detektiert — also vorwiegend in jungen wachsenden Geweben —
und war unabhingig von der Zn-Konzentration im Wachstumsmedium. Daraus wurde geschlossen,
dass MTP1 fur den Aufbau eines Vorrats an Zn in jungen Zellen durch Speicherung in der Vakuole
sorgt, wodurch gleichzeitig ein Schutz vor tiberschiissigem Zn-Angebot gewihrleistet wird. Je nach Sta-
bilitdt des Proteins konnte A#MTP1 jedoch auch eine Rolle in ausgewachsenen Geweben spielen. Erst
kiirzlich wurde die Charakterisierung von A#MTP3 publiziert (Arrivault e 4l 2006). Wie AzZMTP1

ist AzMTP3 in der vakuoldren Membran lokalisiert und transportiert Zn in die Vakuole; im Vergleich
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zu MTP1 aber auch in ausgepragterem Mafle Co. Die Transkription von AtMTP3 wird im Gegensatz
zuAtMTPI in Abhingigkeit von exogen zur Verfugung gestelltem Zn hochreguliert. Wie fir 4##MTP1,
wird ohne Metallstress Promotoraktivitit in Staubfiden und -beuteln festgestellt, wobei allerdings die
in Bliten festgestellten Transkriptmengen unter diesen Bedingungen niedrig sind. Dies deutet auf
funktionelle Redundanz in diesen Geweben hin, die allerdings in jungen Blattern und in Wurzeln nicht
gefunden wird. Im Gegensatz zu MTP1 wird fiir MTP3 in jungen Blattern gar keine Promotoraktivi-
tit festgestellt und in Wurzeln in anderen Zonen: Unter Zn-Stressbedingungen wird starke pMTP3-
Promotoraktivitit in Kortex- und Epidermiszellen der Spezialisierungs-/Wurzelhaarzone festgestellt.
Diese Zonen liegen oberhalb des Bereichs, in dem pMTP1-Promotoraktivitit gefunden wird (Wurzel-
kappe, Meristem, Elongationszone). Niedrige konstitutive pM7TP3-Promotoraktivitit wurde auch in
der Phloemregion im Spross, Blittern und Blattansitzen detektiert. Es wurde festgestellt, dass MTP3
und IRT1 transkriptional co-reguliert sind. Wie oben erwihnt, ist das Fe-Aufnahmesystem IRTT1 re-
lativ unspezifisch beziiglich der transportierten Metalle, wodurch nach Hochregulation dieses Trans-
porters unter Fe-Mangel potentiell zuviel Zn, Co und/oder andere Metalle aufgenommen werden. Es
wurde beobachtet, dass unter Fe-Mangel Zn in der Wurzel durch A#MTP3 immobilisiert wird. Eine
mogliche Erklirung konnte in dem Umstand liegen, dass Zn—chrvcrsorgung unter Fe-Mangel beson-
ders kritisch ist aufgrund der kompetitiven Substitution von Fe?* in Fe-haltigen Proteinen durch Zn2*
(Woolhouse} [1983)). Demnach schiitze 4#MTP3 die Pflanze vor Zn-Toxizitit bei Uberversorgung mit
Zn durch Transport und Immobilisierung von tiberschiissigem Zn in Vakuolen von epidermalen- und
Kortexzellen der Wurzelhaarzone. Nur ein weiteres Mitglied der CDF-Familie, A#2MTP11, wurde teil-
weise funktionell charakterisiert (Dale Sanders, nicht publiziert). Die bisher erhaltenen Daten deuten
darauf hin, dass A#MTP11 durch Transport von iiberschiissigem Mn in das Golgi-System Toleranz ge-
geniiber erhohten Mn-Konzentrationen verleiht.

Im Vergleich zu anderen Organismen sind die Familien der Metalltransporter in Pflanzen vergleichs-
weise grof§ (Hall und Williams|2003). Hierfiir gibt es eine Reihe von méglichen Griinden: Als sesshaf-
te Organismen miissen Pflanzen ihre Metallversorgung unter Bedingungen extrem variierender bio-
verfiigbarer Metallkonzentrationen gewihrleisten. Unter Umstinden gibt es fur hiufig auftretende
(Mangel-/Uberschuss-) Verhiltnisse zwischen den Metallen (Zn:Fe:Mn:Mg...) jeweils eigene » Sit-
ze« von Transportern. Mit einem solchen System konnte durch wenige Transporter eine Grundversor-
gung der Pflanze gewihrleistet werden. Sollte durch Aufnahmesysteme mit breiten Substratspektrum
ein Ion in unerwiinscht hohem Mafie aufgenommen werden, konnte durch spezifische Transporter ei-
ne Feinregulation erfolgen: entweder wird das Ion wieder aus der Zelle exportiert oder in der Vakuole
detoxifiziert. Ein Hinweis, der eine solche Annahme stiitzt, ist das breite Substratspektrum von IRT 1.
IRT1 transportiert neben dem Hauptsubstrat Fe unter anderem Mn und Zn (s. oben). Bei alkalischem
pH sinket nicht nur die Loslichkeit von Fe, sondern auch von Mn und Zn. Dies kénnte ein Hinweis

darauf sein, das gewisse Mangelbedingungen in der Natur hiufig mit anderen einhergehen, wobei die
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Metallhoméostase unter diesen Bedingungen durch wenige Transportern mit breitem Substratspek-
trum gewahrleistet wird. Fiir den Fall, dass dies nicht so ist, konnte moglicherweise die Expression eine
Reihe spezifischer Transporter notwendig sein. Die Diversitat innerhalb der Metalltransporterfamilien
magauch fur die Reaktion auf verschiedene Stressbedingungen notwendig sein, sowie um die Anforde-
rungen des Metalltransports in den verschiedenen Organell- und zelluliren Membranen innerhalb der
Pflanze zu erfiillen. Mutmafllich brauchen Pflanzen fiir die Anpassung an extreme Bedingungen infolge
von Umwelteinfliissen eine Reihe hoch- und niedrigaffiner Systeme. Die bisher bekannten Informatio-
nen iiber die CDF-Familie sprechen gegen eine funktionelle Redundanz der einzelnen Mitglieder und
deuten vielmehr darauf hin, dass alle Mitglieder eine besondere Funktion in der Pflanze tibernehmen.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, mit AzMTP2 und AxMTP12 zwei weitere Mitglieder der CDF-Familie

zu charakterisieren.

1.3 Screen zur Identifikation von Interaktoren fiir Mitglieder der

Cation Diffusion Facilitator Familie

Es gibt Beobachtungen und Uberlegungen, mit denen man eine Hypothese stiitzen kann, dass Metall-
ionen zumindest einige der beschriebenen Transporter innerhalb der Zelle nicht durch Diffusion errei-
chen oder verlassen, sondern moglicherweise in Vesikeln transportiert werden oder spezifisch an Metal-
lochaperone gebunden sind, die als Shuztle dienen. So wurde fiir einige Metalle experimentell nachge-
wiesen, dass statistisch nur ein ungebundenes Ion pro einer Million Zellen vorhanden ist und somit die
intrazellulire Konzentration an freiem Metall praktisch Null ist (Cu in Hefe s. Rae e 4/.,1999; Zn in
E. coli s.Outten und O’Halloran,[2001)). Da Metalle wie Cu, Fe, oder Mn in Proteinen haufigals Redox-
Katalysatoren dienen, ist diese Beobachtung im evolutioniren Kontext insofern sinnvoll, als dass jedes
dieser Ionen in freier Form einen Ort unkontrollierbarer Redox-Reaktionen darstellen kann. Da diese
fur die Zelle potentiell schidlich sind, kann man von einem evolutioniren Druck ausgehen, diese Me-
tallionen kontrolliert durch spezifische intrazellulire Trafficker (Metallochaperone) zu binden und zu
transportieren. Tatsichlich wurden in Hefe und im Menschen Chaperone fiir Cu gefunden (Valentine
und Gralla, [1997). Fir Cu und Zn wurde geschitzt, dass die Anzahl der spezifischen Bindungsstellen
in der Zelle in Proteinen und Chelatoren den Gesamt-Metallionengehalt bereits tibersteigen. Zusitz-
licher Bindung von Metallen an spezifische und unspezifische Bindungsstellen wie Aminosiuren und
Membranen deutet auf eine Uberkapazitét an Bindungsstellen fir Cu und Zn hin, was mutmaflich
auch fir andere essentielle Ubergangsmetalle gilt (Rae ez 4/, 19995 Outten und O’Halloran, 2001)).
Dies lasst eine rein diffusionsgesteuerte Kontrolle der zelluliren anorganischen Chemie vieler Metal-
le unwahrscheinlich erscheinen. Vielmehr sprechen thermodynamische und kinetische Uberlegungen

fiir eine gezielte Be- und Entladung von Metall-benétigenden Proteinen (Metalloproteinen) und Me-
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talltransportproteinen durch Metallochaperone oder durch Interaktion mit Metallchelator-Komple-
xen: In einer wissrigen Umgebung wird die Bestiandigkeit bzw. thermodynamische Stabilitit eines hy-
dratisierten Komplexes MeL,, ausgedriickt durch die Komplexbildungskonstante Ky der Substitution
von Wassermolekiilen hydratisierter Metallionen [Me(HzO)p]mJr durch hydratisierte Liganden L. Die

Umkehrung 1/Ky wird als Komplexdissoziationskonstante Ky, bezeichnet. Es gilt:

[Me(H,0) "] +nL £= [MecL,"*] + pH,O (L1)
Me(H,0)" ] - [L]"
KD:i:’L:[ e(H,0), ]-[L" (12)
Ks ks [MeL," "]

Die Komplexbildungskonstante Ky hingt gemaf3 a) mit der freien Enthalpie AGy der Komplexbil-
dungsreaktion zusammen, fir die wiederum die Gibbs-Helmholtz-Gleichung b) gilt:

(2) AGy = —2,303 - RTlogKy;  (b) AG, = AH, — TAS,, (1.3)

Hieran ist ersichtlich, dass neben der Reaktionsenthalpie AHy auch die Entropieinderung ASy ei-
ner Reaktion Einfluss auf Ky hat: Bei der Substitution der H,O-Liganden durch mehrzihnige Ligan-
den wie z. B. Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), den meisten Metall-Pufferverbindungen (Nico-
tianamin, Phytosiderophore, Metallothioneine) oder auch Metalloproteinen, fithrt die auf die Frei-
setzung von Wasser zuriickzufithrende Entropiezunahme (» Chelat-Effekt«) zu ciner erhohten ther-
modynamischen Stabilitit (einem negativeren AGg), was sich in einem niedrigen Kp-Wert widerspie-
gelt. Die Dissoziationskonstanten von Metalloproteinen unterscheiden sich in ihrem Wert nicht maf3-
geblich von denen unspezifischer Bindungsstellen und sind zum Teil sogar grofer als die Dissoziati-
onskonstanten von Metall-Puffersubstanzen wie Nicotianamin (Stephan und Scholz, |1993)). So sind
z.B. fur Zn die Dissoziationskonstanten der meisten untersuchten Enzyme bei neutralem pH-Wert
(Kp ~ 107-10"") tausend- bis millionenfach (z. B. Alkalische Phosphatase) grofer als die von Metallo-
thionein (Kp = 3,2:10") (Jacob ez 2/|[1998)). Die Aufnahme von Zn durch die Apo-Formen der Metal-
loproteine aus dem wissrigen Pool ist fiir solche Proteine in der Gegenwart des hoher Zn-affinen Apo-
Metallothionein thermodynamisch stark benachteiligt — insofern die Metallbeladung des Proteins und
von Metallothionein im selben Kompartiment stattfindet.® Selbst wenn die Apo-Metalloproteine eine
mit Puffersubstanzen vergleichbare Affinitit gegeniiber Zn haben, sprechen kinetische Griinde gegen
die Beladung von Apo-Metalloproteinen (z. B. neusynthetisierten) aus dem wissrigen Pool: Der nied-
rige Wert der Dissoziationskonstanten Ky, der Metallbindung an unspezifischen Bindungsstellen und
Puffersubstanzen ist ein Hinweis auf eine niedrige Dissoziationsrate k. der Metalle von diesen Bin-

dungsstellen, da Ky, = k./k. Dies ist ein Ausdruck der Tatsache, dass thermodynamisch stabile Verbin-

°Die Kompartimentierung der Metallbeladung von Metallothionein ist nicht bekannt.
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dungen auch kinetisch stabil sind: Fiir den Ubergang des energieirmeren (stabileren) Metall/Ligand-
Komplexes der Puffersubstanz zum energetisch hoheren Metall/Wasser-Komplex (Riickreaktion der
Gleichung [[1.1]]) muss zusitzlich zur freien Aktivierungsenthalpic der Hinreaktion AG} die freie Re-
aktionsenthalpie AG, der Hinreaktion aufgebracht werden, also AGf = AG + AG3. Einer Gleichge-
wichtsverteilung der Metalle iiber den Umweg des wissrigen Pools — also der Metall/Wasser-Komple-
xe gemif Gleichung — auf alle verfugbaren Bindungsstellen stehen niedrige Dissoziationsraten
im Wege, da die Gleichgewichtseinstellung sehr lange dauern wiirde. Dieses kinetische Problem des
Metalltransfers von Puffersubstanzen (Metallochaperone, niedermolekulare Komplexe) auf Apo-Me-
talloproteine tiber den wissrigen Pool kénnte durch spezifisch mit den Proteinen interagierende Me-
tallochaperone umgangen werden. Hierfur ist die Dissoziationskonstante unter der Bedingung einer
Metallochaperon-Protein-Interaktion mafigeblich, also ohne Umweg iiber einen Metall/ Wasser-Kom-
plex. Die Ubertragung des Metalls auf das Ziel-Protein konnte dabei erfolgen, indem durch Konfor-
mationsianderung des Metallochaperons bei der Interaktion mit dem Ziel-Protein die Dissoziationsrate
des Metallochaperon/Metall-Komplexes steigt (Finney und O’Halloran, 2003)). Es besteht also prinzi-
piell die Moglichkeit, dass Metallochaperonproteine mit Metalltransportern interagieren. Tatsichlich
wird fir CeCDF1 und fir den hierzu homologen HsZnT'1, zwei Metalltransporter der CDF-Familie
von C. elegans und H. sapiens, angenommen, dass diese Zn direkt von Rafl erhalten kénnten, wo-
durch letzteres aktiviert wird (Jirakulaporn und Muslin, 2004). Die ungewohnliche Koordinations-
Umgebung der Zn(II)-Bindung an ZntA, einem P-Typ-AT Pase-Transporter aus S. cerevisae, konnte
ein Hinweis auf die Existenz von Zn-Chaperonen sein: Statt einer tetrahedralen Koordination von
Zn durch vier Protein-Liganden, ist hier Zn nur durch drei Liganden (O bzw. S von zwei Cys und ei-
nem Asp) koordiniert, wobei die vierte Position 16sungsexponiert ist (Banci ez 4/., 2002). Gegen die
Maglichkeit, dass diese Position von einem H,O Molekiil eingenommen wird, sprechen die obigen ki-
netischen Uberlegungen. Daher kdnnte die vierte Position bei der Zn-Ubergabe an den Transporter
von einem Chaperon-Ligand besetzt sein. Fiir diese Theorie spricht die groe Ahnlichkeit der Zn(1I)-
Bindungsstelle von ZntA zu der Cu(I) Bindungsstelle von Ccc2a (Banci ez 4/} 2002), einer Cu-trans-
portierenden ATPase aus S. cerevisae, von der die Interaktion mit dem Cu-Chaperon Atx1 bekannt ist
(Arnesano ez al 2001): Mit Ausnahme zweier Liganden ist das Aminosiure-Riickrad der metallbin-
denden Domine zwischen beiden Proteinen identisch und eine Cu-Koordindationsstelle ist in Ccc2a
l6sungsexponiert.

Es gibt Hinweise auf eine Moglichkeit, dass einige Proteine der CDF-Familie aus Arabidopsis an
das Zytoskelett gebunden sind. Durch Sequenzvergleiche wurden in A#MTP 1, 3 und 5 histidinreiche
Bereiche gefunden, die Homologie zu Hisactophilin aufweisen, fir welches eine Bindung an Aktin
nachgewiesen wurde (Stoeckelhuber ez 4/, {1996)). Dabei wird durch das gehiufte Auftreten von His-
tidin wahrscheinlich eine pH-Abhingigkeit der Bindung vermittelt. Dem Zytoskelett wiederum misst

man eine bedeutende Rolle beim zelluliren Transport zu, indem Vesikel oder Proteine aktiv an diesem
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Netzwerk entlanggleiten. So wurde in Xenopus-Oocyten eine Aktin-abhingige Bewegungvon Endoso-
men beobachtet (Taunton}[2001)). Man kann sich daher ein Szenario vorstellen, in dem Vesikel entlang
dem Zytoskelett Proteine der CDF-Familie erreichen, durch Proteine vermittelt an diese binden und
Metallionen aufnehmen oder abgeben. So wurde fiir den Fe-Transport in Erythrocyten ein Mecha-
nismus vorgeschlagen, bei dem Fe in Endosomen zu den Mitochondrien geliefert wird (Ponka ez al.,
2002). Dabei wurde beobachtet, dass durch die Inhibierung der Phosphorylierung von Myosin, einem
Protein, das in der Lage ist unter ATP-Verbrauch an Aktinfilamenten entlang zu gleiten, auch die Fe-
Inkorporation in Mitochondrien stark reduziert wurde. In beiden Fillen, dem intrazelluliren Trans-
port von Metallen durch Metallochaperone oder in Vesikeln, wird ein Kontakt von CDF-Proteinen
mit anderen Proteinen erwartet. Es gibt auch weitere mogliche Interaktoren von CDF Proteinen, z. B.
Proteine die CDFs regulieren oder von CDFs reguliert werden — wie beispielsweise fir das oben ge-
nannte Rafl im tierischen System gezeigt wurde (Jirakulaporn und Muslin, 2004). A#rMTP12 ist in
diesem Zusammenhang besonders interessant, da es eventuell eine »konservierte« Interaktion eines
unbekannten Proteins mit einem Protein der CDF-Familie darstellt (Abschnitt[4.1)). Dariiber hinaus
besteht die Moglichkeit, dass auch die Arabidopsis-CDFs mit sich selbst interagieren, indem sie Homo-
dimere bilden — wie fiir PZdMTP1 biochemisch nachgewiesen wurde (Blaudez ez 4/, 2003). Fiir das
bakteriellen CDF Protein YiiP wurde die Funktion als Homodimer inzwischen nachgewiesen (Wei
und Fu,2006). Auch Heteromere oder héhere quaternire Strukturen sind vorstellbar. Fiir letztere gibt
es keine Hinweise, aber heteromere CDF-Komplexe wurden bereits in Hefe (Msc2/Zrgl7) und im
tierischen System (ZnT'5/ZnT6 ) identifiziert (Ellis ez 4/,[2005).

Eine hiufigangewandte Methode, um Proteininteraktionen nachzuweisen, bzw. um durch das Scree-
ning einer cONA-Bibliothek Interaktoren (Preys) von Proteinen (Baits)'° zu finden, ist das Y2H-Sys-
tem (Causier und Davies,[2002)). Allerdings ist diese Methode auf Proteine oder Proteinfragmente be-
schrinkt, die Zugang zum Zellkern haben. Mit dem Split Ubiquitin System (SUS) wurde durch Johns-
son und Varshavsky| (1994) eine Methode entwickelt, mit der auch Interaktionen von Membranpro-
teinen als Ganzes nachgewiesen werden konnen. Dabei wird das Baiz-Protein mit der C-terminalen
Hiilfte von Ubiquitin sowie einem Reporterprotein fusioniert und in Hefezellen exprimiert, die zudem
Prey-Proteine exprimieren, welche wiederum mit der N-terminalen Halfte von Ubiquitin fusioniert
sind (Abbildung. Interagieren Bait und Prey, wird Ubiquitin rekonstituiert und das Reporterpro-
tein durch Ubiquitin-spezifische Proteasen abgespalten.

Das zweite Ziel der Promotionsarbeit ist die Suche nach Interaktoren fir Mitglieder der CDF-Fami-
lie mit Hilfe des SUS sowie durch biochemische Methoden. Denkbare Ansitze fiir letzteres sind dabei
Untersuchungen zur Existenz von hohermolekularen Proteinkomplexen mittels Gelfiltration oder Co-

Immunoprizipitation. Putative Interaktionen sollen dann iz planta in A. thaliana mittels Fluorescence

19S¢att »Koder« und »Beute« werden in dieser Arbeit immer die bei Yeast two Hybrid (Y2H)-Systemen etablierten Be-
griff Bait und Prey verwendet.
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A)Zwei verschiedene Arten von ﬂ D) Erst jetzt wird Ubiquitin durch
chimaren Fusionsproteinen werden Ubiquitin spezifische Proteasen
benutzt: Die ersten 34 Aminosduren ( ’\@ ‘ (UBP) erkannt, und der Ura3p Re-

porter durch sie abgespalten.
’ Dieser wird aufgrund eines Arginins

am N-Terminus gemal3 dem N-end

von Ubiquitin sind mit den N-Ter-
mini der Proteine einer Bibliothek
fusioniert (Prey). Die Aminosauren

35-75 von Ubiquitin sind am N-Ter- rule pathway abgebaut. Erst der
minus mit dem Bait Protein und am 1 } ) komplette Abbau macht Zellen tol-
C-Terminus mit einem Ura3p Re- erant gegeniiber 5-Fluororotsdure.
porter fusioniert.

B) Der Bait interagiert mit einem Pro- ﬂ C) Diese Interaktion unterstitzt wie-

tein aus der Bibliothek (dem Prey). derum die Formation von Ubiquitin
aus den zwei Halften. Die Stringenz
des Systems ist an diesem Punkt
justierbar, da die Affinitat von Nyp
zu Cyp, durch Mutation eines Isoleu-
cin in Nyp an Position 13 in folgen-
der Reihe fallt:

Nupi>Nubv>Nypa>Nuypa.

Abb. 1.2: Das Split Ubiquitin System (SUS). Fiir den Screen wird der Hefestamm JD53 eingesetzt.

Resonance Energy Transfer (FRET) (Gadella ez all[1999) oder mittels Bimolecular Fluorescence Com-
plementation (BiFC) (Walter ez al.,2004) bestitigt werden werden.

1.4 Analyse der elementaren Zusammensetzung von Pflanzen im

Hochdurchsatz

Zur Analyse der Elementgehalte von Proben wird heutzutage zumeist der Atomspektrometrie der Vor-
rang gegeniiber chemischen und physikochemischen Methoden gegeben. Aufgrund der fortlaufenden
Verbesserung der Geritetechnik ist es heutzutage méglich, nicht nur ein oder einige wenige Elemente,
sondern bis tiber die Halfte aller Elemente des Periodensystems in einer Messung simultan zu bestim-
men. Auch wenn hierbei physikalisch und chemisch bedingte Limitierungen gelten, kann dadurch z. B.
die elementare Zusammensetzung einer Pflanze fast vollstindig erfasst werden. Dies eroffnet die Mog-
lichkeit, in groflerem Mafdstab Vergleiche zwischen verschiedenen Pflanzenarten oder innerhalb von
natiirlichen oder Mutanten-Populationen durchzuftihren. Solch ein Ansatz konnte einen entscheiden-
den Beitrag zur Aufklirung wichtiger Komponenten des Metallhoméostasenetzwerks in der Pflanze
liefern. Limitierend sind hierbei der Arbeitsaufwand und die Zeit, die zur Analyse einer Probe not-
wendig sind.

In den folgenden Abschnitten wird eine kurze Ubersicht iiber atomspektroskopische Methoden ge-
geben, sowie das Funktionsprinzip der ICP OES vorgestellt. Eine etablierte Methode zur Probenauf-
bereitung fur die Analyse ist hierbei die Probenverflissigung durch Saure-Aufschluss. Fiir die Analyse
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1 EINLEITUNG

von Pflanzenproben weniger verbreitet ist das »solid sampling « durch elektrothermale Verdampfung
(ETV): Hierbei wird die Probe in einer nicht-oxidierenden Atmosphire stark erhitzt und die elementa-
re Zusammensetzung des entstehenden Aerosols analysiert. In der vorliegenden Arbeit wird die Kopp-
lung eines solchen elektrothermalen Verdampfers mit der ICP OES, sowie die Entwicklung einer Me-

thode fiir die Analyse von Pflanzenmaterial im Hochdurchsatz beschrieben.

1.4.1 Atomspektrometrie zur Elementanalyse

Bei der Atomspektrometrie wird zwischen Methoden unterschieden, die auf der Absorption von Licht
basieren (Atomic Absorption Spectrometry (AAS)) und solchen, bei denen die Lichtemission nach An-
regung von Analyten gemessen wird (Optical Emission Spectrometry (OES)). Die AAS basiert auf der
Atomisierung des Analyten und der Absorption von charakteristischen Wellenlingen, die elementspe-
zifisch sind. Die spezifische Energie einer Wellenlange wird absorbiert durch die Energietibertragung
auf ein Hiillelektron des Elements, das im angeregten Zustand ein energetisch hoheres Orbital besetzt
(siche Abschnitt[1.4.2]zur niheren Erliuterung). Das Ausmaf der Absorption hingt von der Konzen-
tration des Analyten ab. Als Methoden wiren z. B. Flame Atomic Absorption Spectrometry (F AAS),
Solid Sampling Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry (SS ET AAS) oder Atomic Absorption
Spectrometry with Electrothermal Vaporisation (ET AAS) zu nennen. Da die Lichtquelle fiir jedes Ele-
ment andere charakteristische Wellenlingen zur Verftigung stellen muss, konnen nur wenige oder gar
nur ein Element pro Messung bestimmt werden. Demgegentiber kénnen bei allen Methoden, die auf
der Emission von Licht basieren, viele Elemente in einer Messung bestimmt werden — es sind daher
Multielement-Methoden. Auch hier werden alle Elemente einer Probe zunichst atomisiert. Im Unter-
schied zur AAS wird durch eine Hochenergiequelle die Energie fiir //e denkbaren Elektroneniibergin-
ge aller Elemente zur Verfiigung gestellt (Abschnitt[1.4.2) - und nicht nur die Energie cines clements-
pezifischen Elektroneniibergangs. Fallen die angeregten Elektronen auf ihre Ursprungsorbitale zurtick,
kommt es zur Emission von Licht. Jedes Element emittiert Wellenlangen, die nur fiir dieses Element
charakeeristisch sind und deren Intensititen von der Konzentration des Elements abhingen. Als Bei-
spiel fiir diese Methoden seien die Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP
OES), die Flame Atomic Emission Spectrometry (F AES) und die Direct Current Arc Optical Emis-
sion Spectrometry (DCArc-OES) genannt. Der Vorgang der Lichtemission durch das angeregte Elek-
tron findet auch bei der AAS statt. Hierbei wird unter anderem Licht derselben Wellenlange emittiert,
wie zuvor zur Anregung absorbiert wurde. Daher mag man annehmen, dass Absorption und Emission
sich gegenseitig autheben und Licht derselben Intensitit detektiert wird, wie eingestrahlt wird. Dies ist
nicht der Fall, da diese Emission in alle Raumrichtungen stattfindet und somit die Intensitit im Ver-
gleich zur Absorption des Lichts der gerichteten Lichtquelle vernachlassigbar ist. Zudem hat nur ein

Teil des emittierten Lichts dieselbe Wellenlinge wie die absorbierte.
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1.4 ANALYSE DER ELEMENTAREN ZUSAMMENSETZUNG VON PFLANZEN IM HOCHDURCHSATZ

Die ICP OES ist eine weit verbreitete Technik zur Multielementbestimmung, da bei vertretbaren
Kosten schnell und akkurat bis zu 65 Elemente in einer Probe gleichzeitig bestimmt werden kénnen.
Fir gewohnlich werden Proben analysiert, indem sie mit Sdure aufgeschlossen werden und die geloste
Probe als Nebel in ein als Hochenergiequelle dienendes Argonplasma injiziert (Abschnitt[1.4.2). Der
Aufschluss ist ein zeit- und arbeitsintensiver Vorgang, weshalb sich diese Art der chrfiihrung von Pro-
ben in das Plasma nur mit Einschrankung fir den Hochdurchsatz von Proben eignet. Das Screening
von Arabidopsis-Okotypen* oder einer Ethanmethylsulfonat (EMS)-mutagenisierten A. thaliana-Po-
pulation auf Anderungen im Elementgehalt sind denkbare Ansitze zur Identifikation neuer Quanti-
tative Trait Loci (QTL) oder neuer Gene, die einen Einfluss auf die Metallhomdostase haben. Hierfiir
wire hoher Durchsatz bei der Messung der Elementgehalte eine Grundvoraussetzung. Eine schnelle
Methode zur Uberfiithrung einer Probe in das Plasma ist die elektrothermale Verdampfung. Eine vor-
getrocknete Probe wird hierfiir in mehreren Stufen in einer nicht-oxidierenden Atmosphire auf bis zu
2500 °C erhitzt und das entstehende Acrosol in das Plasma geleitet. Die Atmosphire ist zicht inert,
da halogenierte Kohlenwasserstoffe zur Halogenierung der Probe beigemengt werden. Dies erleichtert
die Verdamptbarkeit der Probe und verhindert Ablagerungen bei der Uberfithrung des Aerosols ins

Plasma.

1.4.2 Funktionsprinzip der Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry

Hiillelektronen von Atomen kénnen grundsitzlich durch Aufnahme diskreter Energien die von ihnen
besetzten Orbitale verlassen und energetisch hohere besetzten. Aufgrund der verschiedensten Kopp-
lungsméglichkeiten mit anderen Elektronen steigt mit zunehmender Ordnungszahl des Elements die
Anzahl der Energiezustinde, die von diesem Elektron besetzt werden konnen.'? Im Fall der Aufnahme
sehr grof8er Energien kommt es zur Ionisierung durch Verlust eines oder sogar zweier Elektronen. Die
angeregten Elektronen der Atome oder Ionen kénnen von der Vielzahl der Energieniveaus — z. T. tiber
semistabile Zwischenstufen — ihr urspriingliches Energieniveau (Orbital) wieder erreichen und senden
bei jedem Ubergang die Energiedifferenz in Form von Licht entsprechender Energie (Wellenlinge)
aus. Selbst fur ein simples Element wie Wasserstoff existiert bereits eine sehr grofSe Anzahl besetzbarer
Energieniveaus, die zur Emission ebenso vieler verschiedener Wellenlingen fithren (Lyman-, Paschen-,
Balmer-Serie). Da nicht jeder Energiciibergang gleich wahrscheinlich ist, existieren fiir jedes Element
prominente Spektrallinien. Das Spektrum des emittierten Lichts ist somit fiir jedes Element charakte-

ristisch. Bei der ICP OES wird als Hochenergiequelle meist ein Argonplasma eingesetzt. Die Energie

U drabidopsis-»Okotyp « wird in dieser Arbeit im Sinne des englischen Arabidopsis-Accessions verwendet.

2Theoretisch ist die Anzahl fiir jedes Element unendlich, da zwischen dem letzten angeregten Zustand eines Atoms und
dem Verlust eines Elektrons unendlich viele energetische Zwischenzustinde existieren. Daher ist jeder dieser Zwischen-
zustinde gleich unwahrscheinlich und die darauf zuriickgehende Emission (siche Text) nicht messbar.
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1 EINLEITUNG

zur Elektronenanregung der ins Plasma injizierten Elemente wird Plasmavorgingen entnommen. Sie
wird entweder thermisch tibertragen durch Energietransfer bei Partikelkollisionen oder durch Absorp-
tion von Licht (was als Kollision mit Photonen betrachtet werden kann). Im Argonplasma liegt ein sehr
breites Energiespektrum vor, wodurch prinzipiell alle Elemente des Periodensystems gemif den erér-
terten Prinzipien anregbar sind. Die Energie des Plasmas wird magnetisch induziert: Das Argon stromt
durch eine Quarzrohre, um die einige Windungen ciner Spule (Radio Frequency (RF)-Generator) ge-
wickelt sind. Bei den meisten Geriten oszilliert der Strom in dieser Spule mit 27 oder 40 MHz, was ein
Magnetfeld innerhalb der Quarzrohre erzeugt. Bei der Ziindung des Plasmas werden durch die elek-
trische Entladung eines Kupferdrahtes einige Argonionen erzeugt, die in dem Magnetfeld eingefangen
und beschleunigt werden. Durch Kollision mit anderen Argonatomen entsteht Hitze, die zu weiteren
Tonisierungen fiihrt. Die Kollisionen und die dadurch bedingte Hitze nehmen daher lawinenartig zu
und fithren zu einem »brennenden« Plasma. Das Plasma stellt somit eine »hoch energetische Wol-
ke« von gasformigen Ionen und deren Elektronen dar. Generalisiert kann bei jeder Materie von einem
Plasma gesprochen werden, wenn diese mehr als 1 % Elektronen und positive Ionen neben neutralen
Atomen und Molekiilen enthilt. Wie schon erwahnt, wird fiir die ICP OES gewohnlich Argon genom-
men. Die Energie und somit die Hitze des Plasmas kann durch den RF-Generator eingestellt werden,
der fur gewohnlich zwischen 750 und 1500 W induziert.

Wird eine Probe in das Plasma gebracht, durchliuft sie mehrere Zonen: Bei einer fliissigen Probe
entstehen zunichst aus dem injizierten Aerosol feste Partikel. Durch die zunehmende Hitze wird die
Probe im weiteren Verlauf gastérmig, erreicht dann Zonen wo Molekiile zu Atomen zerfallen und liegt
in der analytische Zone des Plasmas bei ~ 6000-7000 K in Form von angeregten Atomen und Ionen
vor. Diese reprisentieren die elementare Zusammensetzung der Probe. Bei vielen Geriten kann das
von den angeregten Atomen oder Ionen emittierte Licht radial zur Quarzrohre — meist durch ein klei-
nes Loch — oder axial detektiert werden: Der Anwender kann fiir jedes Element entscheiden, ob die
radiale oder axiale Emission einer charakteristischen Emissionslinie gemessen werden soll. Schwache
Emissionslinien, deren Intensitit unempfindlich gegeniiber Temperaturunterschieden im beobachte-
ten Plasma ist, werden vorzugsweise axial gemessen, starke radial. Um die grofe Vielzahl an Emissi-
onslinien spektral zu trennen, wird das Licht zunichst auf ein Brechungsgitter gelenkt. Die erreichbare
spektrale Auflosung eines Brechungsgitter liegt Grofenordnungen tiber der eines Prismas und korre-
liert mit der Anzahl der Rillen pro mm. Zudem entstehen viele Brechungsordnungen, deren Spektren
sich mit zunehmender Ordnung iiberlagern. Dies nutzt man aus, um das emittierte Spektrum zweidi-
mensional auf einem Detektorchip abzubilden: Hierfiir » fichert« man die sich iiberlagernden hohen
Brechungsordnungen spektral mittels eines gewohnlichen Prismas auf. Auf dem Chip wird also z. B.
oben links das Infrarotspektrum der 90sten Brechungsordnung abgebildet und unten rechts das UV-
Spektrum der 160sten Brechungsordnung (s. a. Abbildung neben Tabelle. Um zu vermeiden, dass

die grofite Intensitit des vom Brechungsgitter gebrochenen Lichts in der ersten Brechungsordnung ist
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1.4 ANALYSE DER ELEMENTAREN ZUSAMMENSETZUNG VON PFLANZEN IM HOCHDURCHSATZ

— wie dies z. B. bei einer handelsiiblichen CD zu beobachten wire — haben die Brechungsgitter eine
Sagezahnstruktur, wodurch das Licht auf die hohen Brechungsordnungen gelenkt wird. Trotz dieses
Aufwands, mit dem eine spektrale Auflosung im Bereich von 0,01 nm erreicht wird, liegen die Emissi-
onslinien verschiedener Elemente z. T. zu dicht beieinander, um sie zu trennen. Da die Intensitit einer
Emissionslinie mit der Konzentration eines Elements im Plasma korreliert, kann fiir jedes Element die
Kalibration mit Standardsubstanzen durchgefiihrt werden, die bekannte Konzentrationen dieses Ele-
ments enthalten.

Das dritte Ziel der Promotionsarbeit ist die Verbesserung einer Kopplungsmethode zwischen einem
Gerit fur die elektrothermale Verdampfung und der ICP OES fur die Analyse von Pflanzenproben im
Hochdurchsatz.

19



20



2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden, wie die Transformation und Kultur von E.co/7, Plasmidiso-
lierung, blunt end-Erzeugung von DNA-Stringen, Dephosphorylierung von DNA, Prazipitation von
DNA oder DNA-Extraktion aus Pflanzen, wurden gemifl|Sambrook und Russel (2001) durchgefiihre.
Die enzymatische Restriktionspaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsenzymen der Firma Roche
Diagnostics (Mannheim, Deutschland) und New England Biolabs (Frankfurt/M., Deutschland) ent-
sprechend den Anleitungen des Herstellers. Vom Herstellers Roche Diagnostics stammte auch das Kle-
now-Fragment der DNA-Polymerase 1 und Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP). Fiir Sequenzierung
bestimmte Plasmidpriparation aus E. coli, sowie fur die Aufreinigung von PCRs oder Gelfragmen-
ten wurden die Kits QIAPREP® SPIN MINIPREP bzw. QIAQUICK® GEL EXTRACTION des Herstellers

Quiagen verwendet.

2.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCRszu Klonierungszwecken wurden mit dem PFu TURBO®-Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
gemifl den Empfehlungen des Hersteller durchgefihrt. Fiir alle anderen Zwecke wurde REDTAQ ™-
DNA-Polymerase (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) oder Tag-Polymerase (eigene Herstellung)
eingesetzt. Die Bindungstemperaturen (T,,) von Perfect Match oder Mismatch-Primern wurden mit
MErTcALc (Schiitz und von Ahsen,|1999) gemif der Maximum Neighborhood-Methode berechnet.
Im entsprechenden Schritt der PCR wurde eine 5 °C niedrigere Temperatur verwendet,! um die quanti-
tative Bindung der Primer an die Matrize zu gewihrleisten. Die Linge des Amplifikationsschrittes rich-
tete sich nach der Prozessivitit der Polymerase (PFu TURBO® ~ 500 bp - min™, Taq: ~ 1000 bp - min™).
Das folgende Grundprogramm wurde verwendet: 2 min bei 94 °C, gefolgt von 25 Zyklen bestehend
aus 30 s bei 94 °C, 15 s bei T, — 5 °C, 1 min pro 500 bp (1000 bp) zu amplifizierender Matrize bei 68/
72°C (Pfu/Taq) und abschliefend 4 min bei 72 °C. Wenn durch iiberlange Primer Sequenzen einge-

'Bei sehr langen Primern mit einer T,, — 5 °C > 72 °C wurde dieselbe Temperatur verwendet wie im Amplifikationsschritt.
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fihrt wurden, ist nach den ersten fiinf Zyklen die Bindungstemperatur von der berechneten Mismatch-
T, (—=5°C) auf die Perfect Match-T,, (—5°C) des Primers erhht worden. Fiir Kolonie-PCR wurde
anstatt eines aufgereinigten DNA-Templates ein wenig einer frischen Hefe- oder E. co/i-Kolonie in den

Reaktionsansatz gegeben.?

2.1.3 Homologe Rekombination in Hefe

Fiir die Integration eines PCR- oder Plasmid-Fragments in einen Vektor mittels homologer Rekombi-
nation in Hefe wurde zunichst der Vektor linearisiert. Insofern es méglich war, wurden hierbei zwei
Restriktionsenzyme eingesetzt, die zu inkompatiblen Uberhingen beidseitig der Vektor-Enden fiihren.
Der Vektor wurde nach der Dephosphorylierung durch SAP mittels eines Agarosegels aufgereinigt. Ein
Fragment, das beidseitig Sequenzen von mindestens 40 bp Lange aufweist, die homolog zum aufgerei-
nigten Vekror sind, wurde zusammen mit diesem Vektor fiir die Transformation von Hefe verwendet
(Abschnitt . Als negative Kontrolle erfolgte die Transformation mit dem linearisierten Vektor
alleine. Positive Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR identifiziert (Abschnitt[2.1.2).

2.1.4 Plasmidisolierung aus Hefe

Zur Isolation von Plasmiden aus Hefe wurde eine Methode von A. Lorincz (Bethesda Research La-
boratories)? angewendet, die fiir die Isolation von Vektoren angepasst wurde, die nur in ein bis zwei
Kopien in der Hefezelle vorliegen. Hierzu wurden 2 ml Supplement Complete (SC)-Selektionsmedium
mit einer frischen Hefekolonie angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Nach der
Zentrifugation (22000 x g, 1 min) wurden die Zellen in 500 pl Lysis-Puffer aufgenommen (10 mM
Tris pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 % (m/V) SDS) und bis unter den Fliissigkeitsmeniskus
mit Sdure-gewaschenen Glasperlen (& 0,45-0,6 um, s.[Sambrook und Russel,[2001)) versetzt. Die 2 ml
Reaktionsgefifie wurden daraufhin 5 min mit einem Schiittler (Vortex) bei max. Geschwindigkeit ge-
schiittelt. Hierzu wurden 500 ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI, 50:24:1) gegeben und die
Gefifle ein weiteres Mal fiir 1 min geschiittelt. Nach dem Zentrifugieren (22000 x g, 1 min) wurden
400 pl vom Uberstand in ein neues Reaktionsgefif gegeben. Um die DNA der aufgeschlossenen Hefen
ein zweites Mal zu extrahieren, wurden die verbliebenen 100 pl der wassrigen Phase mit 350 pl frischem
Lysispuffer erginzt. Nach der zweiten Extraktion wurden die wissrigen Uberstinde vereint (~800 ul)
und verbliebenes Phenol durch Waschen mit 800 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) entfernt. Die
DNA wurde durch Zugabe von Yo Vol. 3 M NaAc pH 5,2, %00 Vol. 1 M MgCl, und 2 Vol. Ethanol

2Ein spezieller Aufschluss der Hefezellen war nicht notwendig, insofern frisch transformierte Hefezellen verwendet wur-

den.
3Quelle: Hahn Lab. http://www.fhcrc.org/labs/hahn/methods/mol bio meth/yeast plas |
prep.html
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gefallt, zweimal mit 80 % Ethanol gewaschen und in 30 ul H,O gelést. Zur Amplifikation der Plasmi-
de wurden hiervon 5 pl fiir die Transformation von hochkompetenten E. coli-Zellen (mind. 10° colony
forming units (cfu)/pg pUCI8) mittels Elektroporation eingesetzt. Alternativ wurde fiir PCRs 0,5 pl
der DNA pro 25 pul Reaktionsansatz eingesetzt.

2.1.5 Isolierung der cDNA der Interaktionskandidaten aus Hefe;

Retransformation von Hefe

Die ¢cDNA der mit dem SUS identifizierten Kandidaten in den Prey-Plasmiden pGOi bzw. pCUP-
CGK (SUS-cDNA-Bibliotheken, s. Abschnitt wurde fiir die Retransformation von Hefe auf zwei
unterschiedlichen Wegen erhalten: Zum einen wurde das Plasmidgemisch aus den Hefen isoliert und
E. coli damit transformiert (Abschnitt[2.1.4). Obwohl cin Bait/Prey-Plasmidgemisch fiir die Trans-
formation verwendet wird, ist die Selektion von Prey-Vektor-(pCUP-CGK)-Transformanten im Fall
der LD-Bibliothek méglich, da nur diese resistent gegeniiber Kanamycin sind. Dies ist im Fall der FS-
Bibliothek nicht moglich, da die Bait/Prey-Plasmide keine unterschiedlichen Resistenzmarker auf-
weisen. Hier wurde mittels PCR nach der Plasmidisolierung (Abschnitt [2.1.4) oder durch Kolonie-
PCR (Abschnitt[2.1.2) die im Vektor pGOi enthaltene cDNA des Kandidaten mit den Primern Nui
(5-GATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTA-3") und ADHI1term (5-GTTACATAAAAGAAGGCAAAAC-
GATG-3’) amplifiziert. Gleichzeitig wurden hierbei beidseitig der cDNA =~ 100 bp der pGOi-Vekeor-
sequenz amplifiziert. Bei den Screens 1-4 (Tabelle 3.1) wurde dies auch fiir Kandidaten aus der LD-
Bibliothek getan. Hierbei erfolgte die Amplifikation der cDNAs mit den Primern Nui und Cyclr (5
TTTCGGTTAGAGCGGATGTG-3’), wodurch ebenfalls ~ 100 bp des Tragervektors (hier pPCUP-CGK)
amplifiziert wurden. Fiir die Retransformation von Hefe wurde neben dem Baiz-Konstrukt, mit dem

der Kandidat identifiziert wurde, der in E. coli amplifizierte Prey-Vektor verwendet, oder der Prey-

Vektor wurde in Hefe mittels homologer Rekombination rekonstruiert (Abschnite[2.1.3}[2.5.3)).

2.1.6 Rapid Amplification of cDNA-Sequences (RACE)

Fir 5-Rapid Amplification of cDNA-Sequences (RACE) wurde eine cDNA-Bibliothek mit Material

aus verschiedenen Geweben von A. thaliana hergestellt. Hierzu wurden folgende Gewebe vereint:

e 300 mg Gewebe von auf Erde gewachsenen, einen Monat alten Pflanzen, inklusive Blitenstinde,
Schoten und Bliitenstengel

e 600 mg Wurzeln und 500 mg oberirdisches Pflanzenmaterial von hydroponisch gewachsenen
Pflanzen, die fur 3 Tage mit 100 uM Zn behandelt wurden

e 300 mg Wurzeln von hydroponisch gewachsenen Pflanzen, die fiir 2 Tage mit 30 uM Zn behan-

delt wurden
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e 300 mg Wurzeln von hydroponisch gewachsenen Pflanzen, die fiir 2 Tage 3 uM Cd ausgesetzt

wurden

Aus den vereinten Geweben wurde mit der TRIZoL-Methode (Invitrogen) entsprechend der Anlei-
tung des Herstellers 1 mg Gesamt-RNA isoliert, woraus 2 ug mRNA mit dem POLYATRACT System
(Promega Corp., Madison, W1, USA) pripariert wurden. Die 5-RACE-Bibliothek wurde unter Be-
nutzung von 0,5 ug mRNA mit dem SMART™ RACE cDNA-AMmPLIFICATION-Kit (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) hergestellt. Fiir die 5-RACE von AtMTP12 wurde PCR und nested PCR mit
den genspezifischen Primern AtCDF5-5Ra (5°-GCAACGGAATGACTGAAGCGATGATG-3’) und AtCDF5-
SRb (5’-CAACACTCCCCATTGTGTCTGC-3, nested) durchgefithre. Als Template wurden hierbei 2,5 pl
der Bibliothek bzw. 1 ul der ersten PCR im Fall der zested PCR eingesetzt. Die PCR-Produkte wur-
den elektrophoretisch in einem 1%igem Agarosegel aufgetrennt. Die identifizierten Banden mit einer
Grofle von =~ 2200/2 100 bp (PCR/nested PCR) wurden in den Vektor pCR2.1 (Invitrogen) kloniert.
Nach der Transformation von E. coli wurden neun Klone sequenziert, die aus der Transformation mit

dem zested PCR-Produke hervorgingen sowie zwei Klone der zweiten Transformation (Sequenzen in

Anhang|A.1.2)).

2.1.7 Klonierung von AtAKT1

Aus der 4. thaliana 5°-RACE ¢cDNA-Bibliothek wurde mit den Primern GWAtAKT1f (5’-cacc-
ATGAGAGGAGGGGCTTTGTTATGC-3") und GWAtAKTIr (5-TTAAGAATCAGTTGCAAAGATGAGA-
TG-3’) die kodierende Sequenz von 424K T mit Stop-Codon amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
gemifl den Anleitungen des Herstellers in den Gateway®-Vektor pPENTR/D (Invitrogen) kloniert. Das
entsprechende Konstrukt mit Stop-Codon im Vektor pPDOR201 wurde zuvor bereits von A.-G Des-
brosses-Fonrouge* erzeugt (nicht publiziert). Die Sequenz wurde durch Sequenzierung tiberpriift. Die
Klonierung von AtAKT'1 mit Stop-Codon in pNubAGW-L und ohne Stop-Codon in pM-Cub erfolg-

te mit der Gateway®-Technologie.

2.1.8 Klonierung von AtMTPI

Aus der A. thaliana 5-RACE cDNA-Bibliothek wurde mit den Primern ZAT 1tpA 5’-CACCATGG-
AGTCTTCAAGTCCCCACC-3" und ZAT1tpX 5’-GCGCTCGATTTGTATCGTGACATG-3’ die kodieren-
de Sequenz von AtMTP1I ohne Stop-Codon amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde gemif den Anlei-
tungen des Herstellers in den Gateway®-Vektor pPENTR/D (Invitrogen) kloniert. Die Sequenz wurde
durch Sequenzierung iiberpriift. Das entsprechende Konstrukt mit Stop-Codon im Vektor pPDONR201

wurde zuvor bereits von A.-G. Garlonn Desbrosses-Fonrouge erzeugt (nicht publiziert). Die Klonie-

*Max-Planck-Institut fiir molekulare Pflanzenphysiologie
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rungvon AtMTP1 ohne Stop-Codon in pM-Cub und von AtMT'P1 mit Stop-Codon in pPNubAGW-L
erfolgte mit der Gateway®-Technologie.

2.1.9 Klonierungvon AbMTPI

Fiir die Klonierung von AbMTPI mit Stop-Codon in den Vektor pNubAGW-L mittels der Gateway®-
Technologie wurde das Gateway®-Entry-Konstrukt von AbMTPI verwendet, dessen Konstruktion in
Driger et al.| (2004) beschrieben wurde.

2.1.10 Klonierung von AtMTP2

Aus der 4. thaliana 5’-RACE cDNA-Bibliothek wurde mit den Primern ZAT2tpA (5’-ATGGATTC-
AAGAAGAAGTAAAGTTTG-3’) und ZAT2tpX (5’-GCTCGATTTGTATCGTAACGTGA-3’) die kodieren-
de Sequenz von AtMTP2 ohne Stop-Codon amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde gemif§ den Anlei-
tungen des Herstellers in den Gateway®-Vektor pENTR/D (Invitrogen) kloniert. Die Sequenz wurde
durch Sequenzierung tiberpriift. Das entsprechende Konstrukt mit Stop-Codon wurde zuvor bereits

von A.-G. Desbrosses-Fonrouge erzeugt (nicht publiziert).

2.1.11 Klonierung von AtMTP3

Fiir die Klonierung von A#MTP3 ohne Stop-Codon in den Vektor pM-Cub mittels der Gateway®-
Technologie wurde das Gateway®-Entry-Konstrukt von AtMTPI verwendet, dessen Konstruktion in
Arrivault e 4. (2006)) beschrieben wurde.

2.1.12 Klonierung von AtMTP12

Die Klonierung von AtMTP12 erfolgte mittels homologer Rekombination in Hefe (Abschnitt
2.5.3). Durch tiberlange Primer wurden beidseitig der kodierenden A#MTPI12-Sequenz mittels PCR

Sequenzen eingefiihrt, die homolog zu den 4#B1 und 4#B2 Rekombinationsstellen von Gateway®-

Expressionsvektoren sind.’ Fiir die Amplifikation von AtMTPI12 ohne Stop-Codon mit den Primern

GWHR-AtCDF5f(5’-GTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCGCCCCCTTCACCGCATCAACAAC-

AATGGTGGATC-3’) und GWHR-AtCDF5r1 (5-CCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGCGCGCCC-
ACCCTTTGAGTTAACAGATTCCACCTGCAATG-3’) wurde dieselbe A. thaliana cDNA-Bibliothek ver-

wendet, wie zuvor fiir 5’-RACE. Der fiir die homologe Rekombination eingesetzte Vektor pM-Cub

SFiir die Erzeugung der Expressionsvektoren (LR-Reaktion) muss pENTR/D verwendet werden, um die unterstrichenen
attB-Seiten zu erhalten. Wurde stattdessen ein pDONR Vektor verwendet, fehlt nach der LR-Reaktion in der 2#B1
Seite des Expressionsvektors die Sequenz 5’-cGccgeegeecceTTcacc-3 und in der attB2 Seite die Sequenz 5-GG-
GTGGGCGCGCCGA-3. Die Klonierung von cDNAs in den Vektor pENTR/D ist die neuere der beiden grundsitzlich
verschiedenen Technologien, cDNAs in das Gateway®-System einzuftihren.

25



2 MATERIAL UND METHODEN

enthicle Az2MTP1 (Abschnitt[2.2)), welches zuvor unter Verwendung des pENTR/D (AtMTP1)-Kon-
struktes mit dem Gateway®-System in diesen Vektor kloniert wurde. Die fiir die homologe Rekombina-
tion notwendige Linearisierung des Vektors (Abschnitt wurde mit B/zlI durchgefithrt, wodurch
ein Grofiteil der A#2MTPI Sequenz entfernt wurde.

2.1.13 Klonierung der Interaktionskandidaten

Da die Kandidaten des Interaktionsscreens (Tabelle zumeist verkiirzt im Prey-Vektor vorlagen,
wurden diese neu kloniert. Der annotierte Open Reading Frame (ORF) wurde hierfiir unter Verwen-
dung der A4. thaliana 5’-RACE cDNA-Bibliothek mit den in Anhang aufgelisteten Primern in-
kl. Stop-Codon amplifiziert. Die Amplifikate wurden in den Gateway®-Vektor pENTR/D kloniert.
Durch Sequenzierung wurde sichergestellt, dass die Sequenzen fehlerfrei vorlagen. Die Klonierung in

pFL61GW, pNubAGW und pNubGGW erfolgte mit der Gateway®-Technologie.

2.1.14 Southern Blot der mtp2-S3-Linie

Genomische DNA wurde mit einer modifizierten Methode gemifi Murray und Thompson| (1980) iso-
liert. Es wurden 1 g Bliiten in fliissigem Stickstoff in einem Morser zu feinem Puder zerrieben und in
40 ml Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Die Gefifle wurden nach der Zugabe von 5 ml Extraktionspuf-
fer (140 mM Sorbitol, 22 mM EDTA, 800 mM NaCl, 1 % (m/V) N-Lauryl Sarcosin) geschiittelt (Vor-
tex), bis eine homogene Suspension erhalten wurde. Nach der Zugabe von 5 ml Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (PCI, 50:24:1) wurden die Gefifie fiir weitere 3 min geschiittelt. Nach dem Zentri-
fugieren (10 min, 11000 x g, 4 °C) wurde der wissrige Uberstand (~ 5 ml) in saubere 40 ml Zentrifu-
genrohrchen tiberfuhrt und hierzu vorsichtig 5 ml Isopropanol gegeben. Die Gefifie wurden vorsichtig
dreimal invertiert und 5 min bei 20-25 °C inkubiert. Der Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren
(10 min, 11000 x g) entfernt und das Pellet fiir 2-3 min getrocknet. Die RNA wurde verdaut durch
Zugabe von 5 ml H,O + 0,2 mg - ml™" RNAse und Inkubation bei 37 °C fiir 15 min. Unlésliches Mate-
rial wurde durch Zentrifugieren (10 min, 11000 x g) entfernt, der Uberstand (5 ml) in ein neues Gefifs
tberfithrt und die gDNA durch Zugabe von %0 Vol. 3 M NaAc pH 5,2, Yioo Vol. 1 M MgCl, und 2
Vol. Ethanol gefillt. Die GefifSe wurden 5 min bei 20-25 °C inkubiert, woraufhin die gDNA durch
Zentrifugieren (30 min, 11000 x g) pellettiert und nach dem Entfernen des Uberstands getrocknet
wurde. Das Pellet wurde vorsichtig in 100 ul H,O gel6st. Zehn Mikrogramm der gDNA wurden mit
Xbal verdaut und die entstehenden Fragmente elektrophoretisch in einem 0,6%igem Agarosegel auf-
getrennt. Das Gel wurde mit Ethidiumbromid gefarbt und nach dem Anlegen eines fluoreszierenden
Lineals fotografiert. Nach dem Bloz der DNA (Kapillar-Blos mit SSC-Puffer (150 mM NaCl, 15 mM
Natriumcitrat pH 7 gemif§ Sambrook und Russel, 2001)) auf eine Pall-B-Membran (Pall Life Sciences,
Dreieich, Deutschland) erfolgte die Fixierung der DNA mit UV-Licht (Cross-linking). Die Membran
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wurde darauthin mit Wasser angefeuchtet und 2 h bei 65 °C in Herby-Puffer (250 mM Na,HPO,/
NaH,PO, pH 72, 1 mM EDTA, 6,6 % (m/V) SDS, 1% (m/V) BSA) vorhybridisiert. Durch Restrik-
tionsverdau von pBIN-ROK2 (Baulcombe ez 4/, |1986)) mit BsaBI/Bs¢BI wurde das NPTII-Gen als
Fragment mit einer Grofle von 825 bp erhalten. Die radioaktive Markierung (**P) von 25 ng DNA die-
ses Fragments erfolgte mit dem MEGAPRIME-Kit (GE Healthcare, chem. Amersham Biosciences; nicht
mehr erhiltlich). Zur Hybridisierung wurde die Sonde fiir 4 h bei 60 °C in Herby-Puffer mit der Mem-
bran inkubiert. Darauthin wurde die Membran einmal mit 3x SSC+ 0,5% (m/V) SDS gewaschen
(20 min, 60 °C), gefolgt von einem zweiten Waschschritt mit 0,5x SSC + 0,5 % (m/V) SDS (20 min,
42 °C). Die Detektion der membrangebundenen Radioaktivitit erfolgte mit dem KopAK SCIENTIFIC
IMAGING FiLM X-OMAT™ AR. Der Film wurde exponiert, bis ein gutes Signal zu erkennen war (= 2
Wochen).

2.2 Hefe-Vektoren, Klonierungen

2.2.1 Ny/Prey-Vektoren

Alle Ny,-Vektoren gehen auf Johnsson und Varshavsky| (1994) zuriick, wurden aber unterschiedlich
modifiziert. Unter anderem ergeben sich hierdurch unterschiedliche Linker-Sequenzen zwischen Ny,
und den cDNAs (s. Anhang. Gemeinsam ist allen Vektoren, dass sie auf dem Grundgeriist von
pRS314 aufbauen (Sikorski und Hieter, 1989) und daher aufgrund des ARSH4/ CEN6-Replikations-
ursprungs in Hefe in ein bis zwei Kopien vorliegen (low copy-Vektoren). Da in allen Vektoren die
pCUP1::Ny,-Kassette von Johnsson und Varshavsky| (1994) enthalten ist, steht bei diesen Vektoren

die Expression der chimiren Fusionsproteine unter Kontrolle des pCUP1 Promotors.

pGOi (pCUPI1::Ny,:cDNA): SUS-cDNA-Bibliothek (FS-Bib.)  Eine der beiden mit dem SUS ge-
screenten cDNA-Bibliotheken wurde von Felippa Santos” erhalten (FS-Bibliothek). Fiir die Konstruk-
tion der Bibliothek wurde der Vektor pGOi aus mehreren Plasmiden konstruiert: Fur die Erzeugung
von pGOi wurde der Promotor pCUPI und die Ny,-kodierende Sequenz gemeinsam von dem von
Johnsson und Varshavsky (1994) abstammenden Ny,-Vektor amplifiziert. Durch tiberlange Primer
wurde upstream von pCUPI eine Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease SacI einge-
fihrt. Downstream von Ny, wurde ein Haemagglutinin (HA)-Epitop-Tag sowie die Erkennungsse-
quenzen fiir die Restriktionsendonukleasen Ascl, Smal, BamHI and Sall eingefithrt (Sequenz s. An-
hang[A.2). Dieses PCR-Fragment wurde mit Sacl und Sa/l verdaut und in den ebenso verdauten Vek-
tor pRS314 cingefiigt. Vom Vektor pGAD424 (Bartel ez al.,|1993) wurde die Sequenz des ADH -

¢Da auch der Bait-Vektor diesen Replikationsursprung hat (pRS313-Grundgeriist), liegt von jedem Vektor unter Selekti-
onsbedingungen nur ein Plasmid in der Hefezelle vor.
’Universitit Freiburg, Pflanzenbiotechnologie, AG Palme, Sonnenstr. 5, 79104 Freiburg
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Terminators amplifiziert. Hierbei wurden durch iiberlange Primer #pstream der ADHI-Terminatorse-
quenz die Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonukleasen Apal, NotI und Bg/II eingefithrt
und downstream eine Kpnl-Erkennungssequenz. Dieses PCR-Fragment wurde 4pal/Kpnl verdaut und
unter Benutzungdieser Restriktionsschnittstellen downstream beziiglich des zuvor in den Vektor pRS314
eingefiigten Ny,-Fragments kloniert. Der somit erhaltene Vektor wurde pGOi genannt. Er liegt auf-
grund des ARSH4/ CENG6-Replikationsursprung in Hefe in ein bis zwei Kopien vor (Jow copy-Vektor).
Er enthilt den Auxotrophiemarker 7RP1, sowie den pCUPI-Promotor und den ADHI-Terminator
zur Expression von cDNAs in S. cerevisae. Die Selektion erfolgt in E. coli durch 60 pug- ml™ Ampicillin
bzw. Carbenicillin.

Fiir die Konstruktion der Bibliothek wurde Gewebe von A. thaliana-Zellkulturen, oberirdische Tei-
le von vier bis sechs Wochen alten Gewichshauspflanzen und Wurzeln von vier bis sechs Wochen alten
hydroponisch gewachsenen Pflanzen verwendet. Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNEASY MAXI-
Kit (Quiagen) isoliert und hieraus tiber vorgepackte oligo(dT)-Zellulose-Zentrifugationssiulen (GE
Healthcare, chem. Amersham Biosciences) mRNA pripariert. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem
SUPERSCRIPT PLASMID SYSTEM (Invitrogen). Diese cDNA wurde iiber Sa/I/NotI-Restriktionsschnitt-

stellen in den Vektor pGOi kloniert.

pCup-CGK (pCUPI::Ny,:cDNA): SUS-cDNA-Bibliothek (LD-Bib.) Die zweite der beiden mit
dem SUS gescreenten cDNA-Bibliotheken wurde von Laurent Deslandes® erhalten (LD-Bibliothek).
Der hierbei eingesetzte Vektor pCUP-CGK geht auf denselben Prey-Vektor (pNub) von[Johnsson und
Varshavsky| (1994) zuriick, wie der fiir die Konstruktion von pGOi eingesetzte Vektor. Der Vektor wur-
de stark modifiziert (Deslandes ez 4/,[2003): Durch einen zusitzlichen bakteriellen Marker kann die Se-
lektion in E. coli neben Ampicillin auch mittels 50 pg - ml™ Kanamycin erfolgen. Zudem wurden durch
einen synthetischen Linker mittels komplementirer Primer 4##B1- und a#B2-Seiten eingefiihrt, wo-
durch der Vektor kompatibel mit dem Gateway®-System ist. Er enthalt den Auxotrophiemarker 7RP1,
sowie den pCUPI-Promotor und den CYCI-Terminator zur Expression von cDNAs in S. cerevisae.

Fir die Konstruktion der cONA-Bibliothek wurde mRINA aus Bliiten isoliert und in cDNA umge-
schrieben. Unter Benutzung der EcoRI- und Xhol-Restriktionschnittstellen zwischen den 4#B1 und
attB2-Seiten wurde die cDNA in den Vektor pCUP-CGK kloniert.

pNubGGW, pNubAGW, pNubIGW (pCUPI1::Nyyg,4:cDNA) Diese Vektoren stammen eben-
falls von [Johnsson und Varshavsky (1994) und wurden von Craig Wood? fiir das Gateway®-System er-

weitert (nicht publiziert). Hierzu wurden die entsprechenden Ny,-Vektoren mit Clal/BamHI verdaut

$Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, AG Sommsich, Abteilung Biochemie, Carl-von-Linne-Weg 10, 50829
Koln
*CSIRO Plant Industry, Australien
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und die 3’-Uberhinge mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aufgefiillt. Die Gateway®-
Kassette rfA (Invitrogen) wurde darauthin blunt cingefiigt. Mit Ausnahme des zweiten Antibiotika-
Resistenzgens besitzen diese Vektoren alle Merkmale des Vektors pCUP-CGK.

pNubAGW-L (pCUP1::Ny,:cDNA) Durch Austausch des Auxotrophiemarkers von pNubAGW
wurde von Baomin Feng!® (nicht publiziert) der Vektor pPNUBA-GW-L erzeugt. Hierzu wurde mit-
tels PCR vom Vektor pRS305 (Sikorski und Hieter,|1989) LEU2 inkl. Promotor und Terminator am-
plifiziert und gleichzeitig durch die Primer 5-CCCCTACGTAGCGGTATTTTCTCCTTACGCAA-3’ und

5’-CCCCAAGCTTTCGACTACGTCGTAAGGCCGT-3’ die Erkennungssequenzen fiir HindIll und SzaBl1

eingefithrt. Unter Benutzung dieser Restiktionsschnittstellen wurde das PCR-Produkt in den Vek-
tor pPNubAGW eingefiigt. Mit Ausnahme des ausgetauschten Auxotrophiemarkers verfiigt der Vektor
pNubAGW-L tiber dieselben Merkmale wie pNubAGW.

2.2.2 Cy,/Bait-Vektor

pM-Cub (pMET25::cDNA:Cy,) Fir die Konstruktion von pM-Cub wurde das pRS313 basierte
Konstrukt STE14-Cub-RURA3 (Nils Johnsson'!, nicht publiziert, wurde analog zu dem von Wittke
et al.l| 1999, beschriebenen pRS315 basierten Konstrukt konstruiert) von Craig Wood fiir das Gateway®-
System erweitert (nicht publiziert). Hierzu wurde das Konstruke C/al/Sall verdaut und die 3’-Uber-
hiange mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aufgefillt. Nach der Dephosphorylierung
der Enden wurde die Gateway®-Kassette rf B (Invitrogen) blunt cingefiigt. Die Orientierung der Kas-

sette wurde durch Restriktionsverdau mit NotI tiberpriift.

2.2.3 Hefe-Expressionsvektoren

pFL61GW (pPGK1::cDNA) Der Vektor pFL61GW ist die Gateway®-kompatible Version des Vek-
tors pFL61 (Minet ez 4/} [1992): Hierfiir wurde pFL61 mit Not linearisiert und die 3’-Uberhinge mit
dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aufgefiillt. Die Gateway®-Kassette rfC.1 (Invitrogen)
wurde darauthin blunt cingefiigt (A.-G. Desbrosses-Fonrouge, nicht publiziert). Alle Varianten des
Vektors pFL6I liegen aufgrund des 2 p-Replikationsursprungs in Hefe in mehreren Kopien vor (multi
copy-Vekeor). Sie enthalten den Auxotrophiemarker URA3, sowie den Promotor und Terminator des
Phosphoglyceratkinase 1 (PGK1)-Gens zur Expression von cDNAs in S. cerevisae. Das in E. coli toxische
ccdB-Gen der Gateway®-Kassette hatte in Hefe keinen Effekt auf das Wachstum, wenn die Vektoren

als Leervektoren eingesetzt wurden. In diesen Vektor wurde die kodierende Sequenz von AztMTP2 mit

19Pennsylvania State University, Biology Department, University Park, USA
UUniversitit Miinster, Institut fiir medizinische Biochemie, Von-Esmarch-Str. 56 48149 Miinster
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Stop-Codon mittels der Gateway®-Technologie kloniert. Die Selektion von E. co/i-Transformanten er-

folgte durch 60 pg- ml?! Ampicillin bzw. Carbenicillin.

pFL613GW (pPGK1::3xHA:cDNA) Durch Klonierung von cDNAs in den Vektor pFL613GW
mit der Gateway®-Technologie wird eine translationale Fusion des kodierten Proteins mit dem N-ter-
minalen Epitop-7ag 3x HA erzeugt (Drager e al.,[2004). Die kodierenden Sequenzen der in Tabelle
aufgelisteten Kandidaten des Interaktionsscreens wurden mit Stop-Codon in diesen Vektor klo-
niert. Die Selektion von E. co/i-Transformanten erfolgte durch 60 pg- ml™" Ampicillin bzw. Carbeni-

cillin.

pFL38GW-H (pPGKI::cDNA) Fur die Konstruktion des Vektors pFL38GW-H wurde der Vektor
pFL38 (Bach ez 4/}1979) modifiziert (A.-G. Desbrosses-Fonrouge, nicht publiziert). Aus dem Vektor
pFL61 (Minet ez 4l |1992) wurde cine Kassette bestechend aus dem PGK1-Promotor und Terminator
mit Smal/Bgll ausgeschnitten und unter Benutzung dieser Restriktionsschnittstellen in den Vektor
pFL38 cingefiigt. Dieses Konstrukt wurde mit No#I linearisiert und die Gateway®-Kassette rfC.1 (Invi-
trogen) eingefiigt. Die Orientierung der Kassette wurde mittels Restriktionsverdau tiberpriift. Fiir den
Austausch des Auxotrophiemarkers URA3 wurde das entstanden Konstruke (pFL38GW) mit Bg/II
linearisiert und die 3’-Uberhinge mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase [ aufgefiillt. Eine
HIS3-Kassette wurde als BamHI-Fragment des Vektors YDp-H (Gilbert Berben, | 1991) erhalten. Nach
dem Auffiillen der 3’-Uberhinge wurde die beiden Fragmente b/unt ligiert. Die Expression von cDNAs
steht im entstandenen Vektor pFL38 GW-H somit wie bei pFL61 unter der Kontrolle des PGK1-Pro-
motor. Im Gegensatz zu diesem handelt es sich aber um einen low copy-Vektor (CEN6) und der Vektor
kodiert statt des URA3- den HIS3-Auxotrophiemarker. Die Selektion von E. co/i-Transformanten er-
folgte durch 60 pg- ml™ Ampicillin bzw. Carbenicillin.

pUG35GW (pMET25::cDNA:yEGFP) Der Vektor pUG35GW ist die Gateway®-kompatible Ver-
sion des Vektors pUG35 (Giildener und Hegemann, |1998)): Hierfir wurde pUG35 mit Smal linea-
risiert und die Gateway®-Kassette rf B (Invitrogen) blunt eingefiigt (Craig Wood, nicht publiziert).
Durch Klonierung von cDNAs in diesen Vektor wird eine translationale Fusion des Yeast Enbhanced
Green Fluorescing Protein (yEGFP) an den C-Terminus des kodierten Proteins erhalten. Der Vektor
liegt aufgrund des ARSH4/ CEN6-Replikationsursprungs in Hefe in ein bis zwei Kopien vor (low copy-
Vektor). Er enthilt den Auxotrophiemarker URA3, sowie den Methionin reprimierten pMET25-Pro-
motor und den CYCI-Terminator zur Expression von cDNAs in §. cerevisae. In diesen Vektor wurde
die kodierende Sequenz von AtMTP2 mit Stop-Codon mittels der Gateway®-Technologie kloniert.

Die Selektion von E. coli-Transformanten erfolgte durch 60 pg- ml” Ampicillin bzw. Carbenicillin.
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2.3 Pflanzen-Expressionsvektoren, Klonierungen

pGPTV-Kan (¢DNA:uidA) Der Vektor dient der Untersuchung der Promotoraktivitit von Sequen-
zen, die upstream des 5’-Terminus vom GUS-Reportergen #id A kloniert werden. Mittels PCR wurde
von genomischer 4. thaliana-DNA mit den Primern 5’-GCTAGCTAACCATTTACATACC-3’ und 5’-GC-
CGGCCATAACTCTGTCGC-3’ ein Sequenz-Fragment mit einer Grofe von 2542 bp amplifiziert, dass
die Promotorregion von AtMTP2, die 182 bp umfassende 5’-Untranslated Region (UTR), ein Intron
von 93 bp Grofle sowie 281 bp der kodierenden AtMTP2-Sequenz enthielt. Unter Benutzung der hier-

bei eingefithrten Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonukleasen Nbel und NgoMVI wurde
das Fragment in den Xbal und Xmal verdauten Vektor pGPT V-Kan kloniert (DNA Klonierungsser-
vice, Herman Schmidt, Hamburg, Deutschland). Die kodierende AtMTP2-Sequenz umfasst die ersten
beiden Transmembranhelices. Die transformierten Simlinge wurden auf Kanamycin-Resistenz selek-

tiert.

pK7FWG2 (p358::¢cDNA:EGFP) Der binire Vektor pK7FWG2 (Karimi ez 4/, 2002)) wurde er-
zeugt, um eine translationale Fusion von EGFP an den C-Terminus eines Proteins zu erhalten, das von
einer mit der Gateway®-Technologie klonierten cDNA kodiert wird. Der Vektor enthilt den Promo-
tor und Terminator von Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S. Die kodierende Sequenz von AtMTP2
wurde ohne Stop-Codon in diesen Vektor kloniert. Die Selektion von Transformanten erfolgt in E. co-
li und Agrobacterium tumefaciens (Agrobacterium) mit 50 ug- ml™ bzw. 100 ug- ml™ Spectinomycin
und in Pflanzen mit 50 pg- ml™" Kanamycin. Zur Expression des A#MTP2-EGFP-Fusionsproteins un-
ter Kontrolle des nativen pMTP2-Promotors wurde dieses A#MTP2-pK7FWG2-Konstrukt modifi-
ziert: Durch Restriktionsverdau mit Sacl/Ascl wurde ein verkiirztes Vektorfragment mit einer Grofie
von 9 137 bp erhalten. Das verworfene Fragment mit einer GrofSe von 2 121 bp umfasste den p35S-Pro-
motor sowie die gesamte kodierende AtMTP2-Sequenz. Mittels PCR wurde von A. thaliana-gDNA

mit den Primern pCDF2fSacl (5-GAGCTCTTTGATGGCGTTTTAGCATCG-3’) und pCDF2rAscl (5-
GGCGCGCCACGCTCGATTTGTATCGTAACG-3’) ein Fragment mit einer Gréf8e von 2294 bp amplifi-
ziert. Dieses Fragment enthilt die Sequenz der 1277 bp umfassenden Region zwischen dem 3’-Ende
der mRNA-kodierenden Sequenz von At3g61930'2 und dem translationalen Startcodon von AtMTP2
(At3g61940), sowie die kodierende AtMTP2-Sequenz. Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR2.1
kloniert und die Sequenz durch Sequenzierung auf Korrektheit tiberpriift. Nach dem Restriktionsver-
dau dieses Konstrukt mit Sacl/Ascl wurde ein Fragment mit einer Grofe von 2283 bp erhalten, das
mit dem zuvor erzeugten Sacl/AscI-pK7FWG2-Vektorfragment mit einer GrofSe von 9137 bp ligiert

wur dC.

2ynterstiitzt durch cDNAs und ESTs: Ace.Nr. gi|28973092, gi|26451344, gi| 19798970, gi| 19878167, gi| 28197634
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pK7WGEF2 (p358::EGFP:cDNA) Der binire Vektor pK7WGF2 (Karimi ez al., 2002)) ist analog
zu pK7FWG2, nur dass hier eine translationale Fusion von EGFP an den N-Terminus cines Proteins
erhalten wird. Die kodierende Sequenz von A#MTP2 wurde mit Stop-Codon von A.-G. Desbrosses-
Fonrouge mittels der Gateway®-Technologie in diesen Vekrtor kloniert (nicht publiziert). Zur Expres-
sion des EGFP-AsMTP2-Fusionsproteins unter Kontrolle des nativen pMTP2-Promotors wurde die-
ses Konstrukt modifiziert: Durch Restriktionsverdau mit Sacl/Spel wurde ein verkiirztes Vektorfrag-
ment mit einer Grofle von 10203 bp erhalten, wobei das verworfenen Fragment mit einer Gréfie von
1054 bp den p35S-Promotor umfasste. Mittels PCR wurde von genomischer 4. thaliana-DNA mit
den Primern pCDF2fSacl (5-GAGCTCTTTGATGGCGTTTTAGCATCG-3’) und pCDF2rSpel (5°-ac-

TAGTCTGCAGCAAAAAAGATTGTAACTTTAG-3’) ein Fragment mit einer Grofie von 1289 bp amplifi-
ziert. Dieses Fragment enthalt die Sequenz der 1277 bp umfassenden Region zwischen dem 3’-Ende
der mRNA-kodierenden Sequenz von At3g61930'2 und dem translationalen Startcodon von AtMTP2
(At3g61940). Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR2.1 kloniert und die Sequenz durch Se-
quenzierung auf Korrektheit tiberpriift. Nach dem Restriktionsverdau dieses Konstrukes mit Sacl/Spel
wurde ein Fragment mit einer Grofie von 1279 bp erhalten, das mit dem zuvor erzeugten Sacl/Spel-

pK7WGEF2-Vektorfragment mit einer Grofe von 10203 bp ligiert wurde.

pA7-p35S-N-GFP (p35S8::RSsmGFP:cDNA) Der Vektor pA7-p35S-N-GFP wurde erzeugt (Ka-
trin Czempinsky'?), um eine translationale Fusion von Red-shifted soluble modified GFP (RSSmGFP)
(Davis und Vierstra, [1998; |Haseloft ez 4l.,1997)) an den N-Terminus eines Proteins zu erhalten. Der
Vektor wurde angepasst fiir Klonierungen mit dem Gateway®-System (Ben Trevaskis'*). Der Vektor
enthilt den CaMV-p35S-Promotor und den NOS3-Terminator zur Expression von cDNAs in Pflan-
zenzellen. Die Selektion von E. coli-Transformanten erfolgte durch 60 pug- ml™ Ampicillin bzw. Carbe-
nicillin. Die kodierende Sequenz von AtMTP2 wurde mit Stop-Codon mit der Gateway®-Technologie

von A.-G. Desbrosses-Fonrouge in diesen Vektor kloniert (nicht publiziert).

pB7WG2 (p358::cDNA) Der Vektor pB7WG2 (Karimi ez 4/, [2002) enthilt den Promotor und
Terminator von CaMV 35S zur Uberexpression von cDNAs in Pflanzen. Die kodierende Sequenz von
AtMTP2 wurde mit Stop-Codon mit der Gateway®-Technologie von A.-G. Desbrosses-Fonrouge in
diesen Vektor kloniert (nicht publiziert). Die Selektion von Transformanten erfolgt in E. co/i und Agro-
bacterium mit 50 pg- ml™ bzw. 100 pg- ml™ Spectinomycin und in Pflanzen mit 25 pg- ml™ DL-Phos-

phinotricin.

BBUniversitit Potsdam, Deutschland
“CSIRO Plant Industry, Canberra, Australien
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2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Es wurden 3 g frisches Blattmaterial geerntet und mit 30 ml vorgekithltem Homogenisierungspuffer
(40 mM HEPES pH 75,20 mM KCI, 1 mM MgSO,, 1 mM Ca(NO),, 1 uM ZnSO,, 1% (m/V) Na-
Ascorbat, 10 % (V/V') Glycerol, Proteaseinhibitor (Complete-Mix, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) in einem vorgekithltem Mixer homogenisiert (fitnfmal 1 min bei max. Geschwindigkeit, 4 °C).
Das Homogenisat wurde durch zwei Lagen Miracloth filtriert und fiir 10 min zentrifugiert (10000 x g,
4°C). Der Uberstand wurde ultrazentrifugiert (100000 x g, 1 h, 4°C) und die mikrosomalen Mem-
branen im Pellet in 600 ul Homogenierungspuffer + 0,5 % Igepal (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) gelost. Bei jedem Schritt wurden Aliquots entnommen. Die Auftrennung der Proteine in die-
sen Aliquots erfolgte gemaf3 ihrer molekularen Masse unter nativen Bedingungen mit der von Schrig-
ger und Jagow| (1991) beschriebenen Methode. Fiir das Gel wurde ein Gradient von 7,5-16,5 % Poly-

acrylamid (oben—unten) hergestellt.

2.4.2 Silberfirbung von Proteingelen

Silberfiarbung von Proteingelen wurde mit einigen Modifizierungen wie von Blum ez al| (1987) be-
schrieben durchgefiihrt. Zur Fixierung wurde das Gel dreimal 30 min in Ethanol/Essigsaure/Wasser!s
(30:5:65, V/V/V) inkubiert und anschliefend dreimal 10 min mit Wasser gewaschen. Die Sensibi-
lisierung erfolgte durch Inkubation in 0,02%iger Na-Thiosulfatlosung (frisch hergestellt) fiir 1 min,
worauthin zweimal 1 min mit Wasser gewaschen wurde. Nach Imprignierung mit Silbernitratlosung
(25 %o Formaldehyd, 12,5 %o AgNOs) fiir 30 min wurde darauf geachtet, hchstens 15 s (5-15 s) mit
Wasser zu waschen. Die Inkubation mit Entwicklerlésung (3 % K,COs, 10 %o Formaldehyd, 1 %o Na-
Thiosulfat) erfolgte solange, bis das Proteingel hinreichend gefirbt war (1-10 min). Abgestoppt wurde

durch mehrmaliges Spiilen mit 1%iger Essigsaure, worauthin einmal mit Wasser gewaschen wurde.

2.4.3 Western Blot

Vor dem Transfer der Proteine von einem nativen Proteingel auf eine Polyvinylidin-Difluorid-Mem-
bran (Immobilon™, Bedford, MA, USA) durch electroblotting (Towbin ez al.,|1979) wurden die Protei-
ne denaturiert: Hierzu wurde das Gel 30 min in Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Trenngelpuffer (375 mM
Tris-HCIL, 0,1 % SDS pH 8,8) inkubiert. Die Membran wurde 4 h bei 20-25 °C mit 10 % (m/V') Milch-
pulverin PBST (80 mM Na,HPO,/20 mM KH,PO, pH 7,3,30 mM KCl, 150 mM NaCl,0,1 % (V/V)
Tween 20) blockiert und anschliefend mit PBST kurz gewaschen. Der primire anti-HA-Antikorper

BFiir alle Puffer und Waschschritte bis (inkl.) der Entwicklung wurde 18 MQ-H,O verwendet.
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wurde in PBST + 1 % BSA verdiinnt (1:2500) und mit der Membran 1 h inkubiert. Im Anschluss wur-
de die Membran dreimal 10 min in PBST + 1 % BSA gewaschen. Fiir den kolorimetrischen Nachweis
wurde ein anti-Maus-IgG-Alkalische Posphatase-Konjugat in der Verdiinnung 1:5000 mit der Mem-
bran 1h inkubiert, zweimal 5 min in PBST gewaschen, einmal 5 min mit PBS (PBST ohne Tween
20) und einmal 10 min in AP-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgClL,). NBT/
BCIP (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurde entsprechend der Herstellerangabe in AP-Puf-

fer verdiinnt eingesetzt.

2.5 Hefe-Experimente

2.5.1 Verwendete Stimme

ceel MATa cccl::kanMX4 his341 leu240 mer1SA0 ura340 (Chen und Kaplan, 2000);
isogen zu BY4741

JD53 MATa ura3-52 his3-4200 leu2-3,112 trp1-463 lys2-801 (Dohmen ez al.,|1995))

zrcl MATa zrcl ::kanMX4 his341 leu240 lys240 ura340 (MacDiarmid ez al., 2000);
isogen zu BY4742

yefl MAT o yef1::kanMX his3D1 leu240 lys240 ura340 (Petrovic ez al., 2000); isogen
zu BY4742

zrel cotl MATa zrel::natMX4 cotl::kanMX4 his341 len240 met1SA0 ura340; isogen zu

BY4741, Abkémmling von coz] (MacDiarmid ez 4l.,2000)).16
BY4741 Wildeyp MATa his341 leu240 met1540 ura340 (Brachmann ez al.,|1998))
BY4742 Wildeyp MATa his341 leu240 lys240 ura340 (Brachmann ez al.,|1998))

2.5.2 Aminosiauremix

Fiir Supplement Deficient (SD)-Selektionsmedium wurden nur die Aminosiuren bzw. die Pyrimidin-
base Uracil zugegeben, fiir die der verwendete Hefestamm bzw. die transformierten Hefenzellen auxo-
troph sind. Fiir die Herstellung von Supplement Complete (SC)-Selektionsmedium wurden die im Fol-
genden aufgelisteten Aminosiuren bzw. die Pyrimidinbase Uracil (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) in den angegebenen Endkonzentrationen eingesetzt: 20 mg- I Ade (Hemisulfat), 20 mg- 1" Arg
(HCI), 100 mg- 1" Asp, 20 mg-1" His (HCL Monohydrat), 80 mg-1" Iso, 80 mg-1" Leu, 60 mg-1"
Lys,20 mg- I Met, 50 mg- ' Phe, 200 mg- [ Thr, 80 mg- " Tip, 20 mg- "' Tyr, 20 mg- [ Ura, 150 mg- I*
Val, 100 mg- " Glu und 40 mg- | Ser. Die zur Selektion von Transformanten weggelassenen Amino-

sduren (bzw. Uracil) sind beim jeweiligen Experiment aufgelistet. Es wurde hierzu ein Mix hergestellt,

16Ausgehend von der coz Mutante wurde die Doppelmutante von Christian Krach erzeugt (Krach}[2003)
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der kein Uracil sowie alle obigen Aminosiuren aufler Met, His, Trp und Leu enthielt. Bei der Zuberei-

tung des SC-Mediums wurde dieser Mix eingesetzt und entsprechend erginzt.

2.5.3 Transformation von Hefe

Von Hefestimmen, die keine Plasmide enthielten, wurde eine S ml Ubernachtkultur mit YPAD-Medi-
um (10g- ! Bacto Hefe Extrakt, 20 g I Bacto Pepton, 20 g- ' D-Glukose, 100 mg-l'1 Adenine He-
misulfat) angesetzt. Anderenfalls wurde SC-Selektionsmedium verwendet. Hiermit wurde eine 50 ml
Hauptkultur angeimpft und dabei durch spektrometrische Messung sichergestellt, dass die optische
Dichte in der Nihe von ODyg = 0,2 war. Sobald die OD gy der Hauptkultur 0,6 erreichte, wurden die
Hefezellen durch Zentrifugation (1000 x g, 5 min) geerntet. Die Zellen wurden zunichst mit 25 ml
H,O gewaschen. Nach Zentrifugation (1000 x g, 5 min) wurden die Zellen vorsichtigin 1 ml 100 mM
LiAc gelost und gewaschen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10000 x g, 15 s) geerntet und
vorsichtig in 0,5 ml 100 mM LiAc aufgenommen. Zu einem 50 oder 100 pul-Aliquot in einem 2 ml Re-
aktionsgefifl wurde 50 pl 2 mg- ml™ Triger-DNA (aus Lachssperma) gegeben, die zuvor denaturiert
wurde (5 min, 100 °C). Die Menge der hierzu gegebenen Plasmide oder PCR-Produkte, mit denen der
Hefestamm transformiert werden sollte, richtete sich nach der Art der Transformation (zu 50/100 pl

Hefezellen zugegebenes Gesamtvolumen < 5/10 pl):

A Transformationen mit einer cDNA-Bibliothek: max. 1 pg Plasmid

B Transformationen mit einem Plasmid: 0,1-0,5 pug Plasmid

C Doppeltransformationen: dquimolare Mengen der beiden Plasmide bis je max. 0,5 ug

D Homologe Rekombination eines PCR-Produkts mit einem Plasmid: ~100 ng PCR-Produkt so-
wie =~ 20 ng Plasmid

E Drei DNA Quellen (PCR-Produke, zwei Plasmide): ~100 ng PCR-Produkt sowie jeweils ~ 20 ng
der Plasmide

Hierzu wurden 6 pl DMSO gegeben. Von der Transformationslosung (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 40 %
(m/V) PEG 3350, 100 mM LiAc, 1 mM EDTA) wurden hierzu 520/750 pl gegeben (bei Verwendung
von 50/100 pul Hefezellen), wobei auf gute und schnelle Durchmischung geachtet wurde. Die Trans-
formationsansitze wurden in einem Wasserbad zunichst bei 30 °C fiir 30 min inkubiert, worauthin
die Temperatur fur weitere 30 min auf 42 °C erhoht wurde. Im Fall des Hefestamms JD53 folgte hier-
auf fiir Hochefhzienz-Transformationen eine zusitzliche Inkubation bei 30 °C fiir 1h. Die Reaktions-
gefifle wurden alle 10 min dreimal invertiert. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation geerntet
(10000 x g, 15s) und vorsichtig in 1 ml H,O geldst und gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
(10000 x g, 15s) wurden die Zellen wieder in 1 ml H,O aufgenommen. Fiir Transformationen ge-
mifl B,C,D,E wurden in dieser Reihenfolge zunehmende Mengen des Transformationsansatzes (200

1000 pul) auf SC-Selektionsmedium auf eizer runden Platte (& 8 cm) plattiert. Im Fall von Hochefh-
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zienz-Transformationen gemafd A fiir Screens mit dem SUS wurde ein Transformationsansatz auf funf
Platten (quadratisch, 12 cm Kantenlinge) verteilt. Zudem wurden die Transformationsansitze und die
Zahl der Platten skaliert: pro Baiz 5x fiir die Screens Nr. 4 und 5 (Tabelle , pro Bait 10x fur die
Screens Nr. 1 und 6, sowie 2x fiir alle anderen Screens. Die Transformationsansitze wurden auf SD-Se-
lektionsmedium + 1 mg- ml™ S-Fluororotsiure (5-FOA) plattiert. Durch die Zugabe von 5-FOA aus
einer frisch zubereiteten 10 mg- ml™"-Stammldsung sank der pH-Wert auf ~ 3. Der niedrige pH-Wert
ist notwendig, da Hefezellen nur die protonierte Form von 5-FOA aufnehmen kénnen (Abschnitt
. In diesem Falle wurden fiir die Kontrolle der Transformationsefhizienz 5 ul des Transformations-
ansatzes auf SD-Selektionsmedium ohne 5-FOA auf einer runden Platte plattiert, wobei zuvor der pH-
Wert des Medium mit HCL auf 3 eingestellt wurde.

2.5.4 Tropfentest-Experimente

Fir jedes Konstrukt wurden zwei bis vier Kolonien einer Transformation in 2 ml SC-Selektionsme-
dium tiber Nacht bei 30 °C bis zur frithstationiren Phase (ODggo = 1) kultiviert. Im Fall groer Un-
terschiede in der optischen Dichte zwischen den Konstrukten wurde zur Synchronisation des Wachs-
tums eine weitere Ubernachtkultur auf eine optische Dichte von ODjg, ~ 0,1 mit diesen Kulturen an-
geimpft. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation (1000 X g, 5 min) geerntet, cinmal mit 4 ml
H,O gewaschen und nach dem Zentrifugieren in 2 ml H,O + 0,2 %o (V/V) Tween 20 aufgenommen.
Durch Verdiinnen mit H,O + 0,2 %o (V/V) Tween 20 wurde von jeder Kultur in 2 ml Reaktionsge-
filen eine Hefezellsuspension mit einer optische Dichte von ODy0 = 0,5 + 0,008 cingestellt. Hier-
mit wurde eine serielle Verdiinnung von ODyg, = 0,5, 0,05, 0,005 und 0,0005 hergestellt. Sollte das
Wachstum der Hefen unter verschiedenen definierten Metallkonzentrationen getestet werden, wur-
de Agarosemedium (1,5 % (m/V) Seakem-Agarose) verwendet, das wenig Phosphat und Sulfat ent-
hiile (Low Sulphate/Phosphate Medium (LSP), modifiziert nach Conklin ez 2/1(1992)). Dieses Medium
enthalt 80 mM NH,CI, 0,5 mM KH,PO,, 2 mM MgSO,, 0,1 mM CaCl,, 2mM NaCl, 10 mM KCl,
Spurenelemente (1,4 uM ZnSO,, 2,5 uM MnSO,, 8 uM H,BO,, 0,1 pM CuSO,, 0,6 uM K1, 1,8 uM Fe-
SO,, 0,7 uM NH,MO,), Vitamine (0,08 uM Biotin, 16,78 uM des Hemi-Calciumsalzes von D-Panto-
thensiure, 32,5 uM Nicotinsiure, 19,5 uM Pyridoxin HCI, 11,8 uM Thiamin, 111 uM Inositol) und 2 %
(m/V) D-Glucose. Zur Selektion von Transformanten enthielt dieses Medium alle in Abschnitt[2.5.2]
aufgelisteten Aminosiuren mit Ausnahme der Aminosiuren (bzw. Uracil), welche die Transforman-
ten aufgrund des Auxotrophiemarker der Plasmide synthetisieren kénnen. Die hergestellten Wachs-

tumsplatten wurden erginzt mit verschiedenen Metallkonzentrationen aus sterilen Stammlosungen

von ZnSQO, (0,1 M), CoCl, (0,1 M), MnCl, (1 M), CdSO, (1 M), NiSO, (1 M), FeSO, (0,1 M)'” oder

17Vor jeder Verwendung frisch hergestellt und mit 10 puM Na-Ascorbat erginzt, um Oxidation zu Fe(OH)SO, mit einher-
gehender Prizipitation zu verhindern.
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MnCl, (1 M). Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und drei Tage bei 30 °C inkubiert.

2.5.5 Screen mit dem Split Ubiquitin System

Die Entwicklung der in Abbildung aufgelisteten Methodik zum Screen der zwei cDNA-Bibliothe-
ken mit dem SUS ist in Abschnitt beschrieben.

2.6 Analyse transgener Pflanzen

2.6.1 Pflanzenmaterial und Transformation

Transgene Pflanzen von Arabidopsis thaliana (L.) Heynhold (Okotyp Columbia, Col-0) wurden mit-
tels Agrobacterium vermittelter Transformation durch Floral-dip-Infiltration erzeugt (Clough und Bent,
1998). Der Stamm Agrobacterium tumefaciens-GV3201 (enthalt Hilfsplasmid pMP90) wurde mittels

Elektroporation mit den zur Expression in der Pflanze bestimmten bindren Vektoren transformiert.

2.6.2 Oberflichen-Sterilisation von Samen

Die Sterilisation erfolgte durch Inkubation fiir 1 min in 100 % Ethanol + 0,1 % (V/V) Tween 20, ge-
folgt von 5 min Inkubation in 70 % Ethanol + 0,1 % (V/V) Tween 20. Im Fall von stark kontaminier-
ten Samen der T,-Generation folgte hierauf eine zusitzliche Inkubation fir 15 min in Bleichlosung
(3% (m/V) NaOCl, 0,1 % (V/V) Tween 20). Anderenfalls folgte direkt ein Waschschritt mit sterilem
deionisiertem H,O + 0,1 %(V/V) Tween 20, gefolgt von zwei weiteren Waschschritten in H,O ohne
Tween 20. Fiir die Selektion von Samen der T,-Generation wurden die Samen iiber Nacht auf steri-
lem Filterpapier getrocknet und dann auf Wachstumsplatten verteilt. Fiir Segregationsanalysen in der
T,- und T;-Generation wurden die Samen in Tropfen mit ciner 1 ml Pipette auf den Platten verteilt.
Sollten Linien verglichen werden (Wurzelwachstum, Enzymaktivititen, Transkriptmengen), wurden
die Samen cinzeln auf den Platten mit einer Microtiter-Pipette (Ultipipette, Agar, Germany) verteilt.
Nach den auftretenden Problemen Zn-Defizienz zu erzeugen (Abschnitt(4.2.2|und 4.2.6), wurde fiir
Zn-Defizienz-Experimente beim ersten Waschschritt zusitzlich 10 uM EDTA zugegeben.

2.6.3 Wachstumsbedingungen

Auf Exde A. thaliana-Planzen wuchsen auf einem 1:1 (V/V)-Mix aus Standarderde (GS90) und
Vermiculit in einem Gewichshaus (16 h Licht bei 250 pE, Tag/Nacht: 20 °C/18 °C, 50 %/80 % relative
Luftfeuchtigkeit).
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Auf Platten  Sterilisierte Samen wurden auf Arabidopsis-Medium mit einem pH-Wert von 5,7 aus-
gesit, das Ys-konzentriertem Murashige Skoog (MS)-Medium (Murashige und Skoog, 1962)) ohne Zu-
cker entspricht, dem 0,7 % (m/V') Select-Agar (Invitrogen) zugegeben wurden. Insofern nicht anders
angegeben, wurden dem Medium 0,5 % (m/V) Sacharose zugefiigt. Zur Selektion transgener Pflan-
zen wurden ja nach Selektionsmarker folgende Verbindungen eingesetzt: Kanamycin (Sigma Aldrich,
Steinheim, Deutschland) 50 mg- 1", DL-Phosphinotricin (Duchefa, Haarlem, Holland) 25 mg- 1" (je-
weils unter Verwendung von 1000xkonzentrierten Stammlosungen). Zur Kontrolle wurden Samen
des Wildtyps derselben Selektion unterzogen.

Um kontrollierte Bedingungen fiir Metallionen-Behandlungen zu erzielen, wurde Y%-konzentrier-
tes Hoagland (HOAG)-Medium benutzt (Hoagland und Arnon, |1938; Becher ez /., 2004). Zur Mi-
nimierung unerwiinschter Metallkontaminationen wurde 0,8 % (m/V) Seakem-Agarose oder 0,8 %
(m/V) Sigma-Typ-A-Agar eingesetzt, anderenfalls 0,8 % (m/V) Sigma-Typ-M-Agar. Dieses Minimal-
medium enthilt 0,28 mM KH,PO,, 1,25 mM KNO;, 1,5 mM Ca(NO,),, 0,75 mM MgSO,, 5 uM Fe-
HBED, 5uM H;BO;, 5 uM MnSO,, 1 uM ZnSO,, 0,5 uM CuSO,, 50 uM KCl, 5 uM Na,MoO, und
3 mM MES pH 5,7 (KOH). Der pH-Wert wurde direkt vor dem Autoklavieren eingestellt. Fiir Metall-
behandlungen wurde das entsprechende Metall bei der Zubereitung weggelassen und aus konzentrier-
ten Stamml6sungen je nach gewiinschter Konzentration bei der Herstellung der Wachstumsplatten
zugegeben. Im Fall von Zn-Defizienz wurde Zn wihrend der Zubereitung zunichst lediglich weggelas-
sen. Nach dem Auftreten von Problemen Zn-Defizienz zu erzeugen, wurden alle Stammlésungen unter
Verwendung reiner Chemikalien in Schott-Flaschen (Schott, Deutschland) neu angesetzt, die einmal
mit 100 mM HCI sowie zweimal mit 18 MQ H,O gespiilt wurden. Die zugegebene Agarose wurde
dreimal mit 200 ml 50 mM EDTA gewaschen, gefolgt von acht Waschschritten mit 400 ml 18 MQ
H,O. Der Verlust von einem Drittel der Agarose wihrend des Waschens wurde kompensiert, indem
entsprechend mehr Agarose verwendet wurde. Die Wachstumsplatten aus Polyethylen wurden vor der
Verwendung mit 20 ml 10 mM EDTA gewaschen, gefolgt von zwei Waschschritten mit 20 ml 18 MQ
H,O. Diese Mafinahmen waren ausreichend, um die Zn-Kontamination in frisch zubereiten Medien
auf nicht detcktierbare Werte zu senken (Tabelle[4.2)). Allerdings wurde bei diesem zunichst Zn-freien
Medium Zn-Kontamination festgestellt, nachdem es sich drei Wochen lang in den Polyethylen-Wachs-
tumsplatten befand. Es wurde ebenfalls versucht, durch Zugabe von HEDTA selektiv die Konzentra-
tion von freiem Zn zu reduzieren. Die lonenkonzentrationen des HOAG-Mediums wurden hierzu
mit dem Programm GEOCHEMPC modelliert: Da HEDTA auch Fe3*, Mn?* und Cu?* komplexiert,
wurde dies durch Zugabe von Fe-HBED kompensiert. Bei Zugabe von 15 uM HEDTA und 15 uM Fe-
HBED, sinkt der Gehalt des kontaminierenden, freien Zn?* von max. 300 nM auf 0,1 nM. Allerdings
sinkt auch freies Cu?* von 0,45 uM auf 0,3 pM, freies Mn?* von 0,47 uM auf 0,2 uM und freies Fe?*
von 0,43 fM auf 0,28 fM im Vergleich zu unbehandeltem Medium.

Nach der Aussaat wurden die Platten mit Leucopor-Band (Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) ab-
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gedichtet und zum Stratifizieren horizontal bei 4 °C fuir drei Tage gelagert. Die Platten wurden dann
in einer Kammer mit kontrolliertem Klima (16 h Licht bei 120 pE, Tag/Nacht: 20°C/18°C, 60 %/
75 % relative Luftfeuchtigkeit; Percival, CLF Laborgerite GmbH, Emersaker, Deutschland) vertikal
platziert. Antibiotikaselektion (siche oben) wurde nur fiir Segregationsanalysen durchgefiihrt (zechn
Tage) oder im Fall der Konfokalmikroskopie mit Pflanzen der T,-Generation. Alle anderen Experi-
mente wurden mit homozygoten Linien ohne Antibiotikaselektion durchgefiihrt. Im Fall der Konfo-
kalmikroskopie mit Pflanzen der T,-Generation, wurde die 3:1-Segregation des Antibiotikamarkers
zunichst tiberpriift. Fir die Mikroskopie wurden Pflanzen auf HOAG-Medium obne Antibiotika an-
gezogen, da it Antibiotika bei Experimenten ohne Zn-Zugabe keine Keimung auf HOAG-Medium
erfolgte.

Wachstumsbedingungen im hydroponischen System Je zwei sterilisierte Samen wurden in klei-
ne schwarze Reaktionsgefifle (ca. 0,7 ml) gegeben, die %-konzentriertes HOAG-Medium und 0,8 %
Noble-Agar (BIO 101, Vista, USA) enthielten. Zum Stratifizieren/Vernalisieren wurden die Reakti-
onsgefifle bei 4 °C fur drei Tage gelagert. Nach dem Abtrennen der Gefiflboden wurden je 20 Re-
aktionsgefifle schwimmend in jeweils eine Kiste mit 41 %-konzentriertem HOAG-Medium in eine
Kammer mit kontrolliertem Klima (siche oben) gestellt. Nach fiinf Tagen wurde das Medium durch
Vi-konzentriertes HOAG-Medium ersetzt. Das Medium wurde darauthin wochentlich ersetzt, wobei
beim zweiten Mediumswechsel je drei Pflanzen in jeweils eine Kiste mit 0,51 Volumen gebracht wur-
den. Fiir Zn-Defizienz-Versuche wurde dem HOAG-Medium, 4 % Wochen nachdem die Pflanzen in

die Klimakammer gestellt wurden, kein Zn mehr zugegeben.

2.6.4 Charakterisierung von homozygoten transgenen Linien

Rund 1000 Samen der T,-Generation wurden gleichmifig auf einer quadratischen Platte (12 cm Kan-
tenlinge) verteilt, die Arabidopsis-Selektionsmedium (Abschnitt[2.6.3) enthielt. Nach zwei Wochen
Wachstum in einer Kammer mit kontrollierten Klima (s. oben) wurden 20 tolerante Pflanzen zur Pro-
duktion von Samen der T,-Generation auf Erde umgesetzt. Rund 100 T,-Samen von jeder T,-Pflanze
wurden wie beschrieben selektiert und die Anzahl der toleranten und sensitiven Keimlinge bestimmt.
Anhand des Verhiltnisses zwischen toleranten:sensitiven Keimlingen wurde gemifl den Mendelschen
Regeln abgeschitzt, ob eine T-DNA-Insertion an einem einzigen genetischen Lokus (Verhiltnis von
3:1=0,75) in den transgenen Linien vorliegt. Linien, die dieses Verhiltnis 0,05 aufwiesen (jeweils
rund 10 der 20), wurden in die T5-Generation propagiert. In der T5-Generation wurde die Selektion
analog zur T,-Generation durchgefiihrt, um homozygote Linien zu identifizieren, die ein Verhiltnis

von 1:0 zeigten.
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2.6.5 Bestimmung der Elementgehalte in Pflanzen mittels ICP OES

Fiir die Analyse der Elementgehalte in Kapitel 4 wurde das Pflanzengewebe geerntet, drei Tage bei
60 °C getrocknet und die getrocknete Biomasse bestimmt. Zwischen 15 und 200 mg homogenisiertes
Material wurden mit 65%iger Salpetersiure in einem mikrowellenbasierten Reaktionsbeschleuniger
(MARS 5) aufgeschlossen und die Elementgehalte mittels ICP OES bestimmt.

2.6.6 Konfokalmikroskopie

Konfokalmikroskopie wurde mit 10-14 Tage alten Keimlingen von vier bis acht unabhingigen trans-
genen A. thaliana-Linien durchgefiihrt, die mit Konstrukten transformiert wurden, welche translatio-
nale Fusionen von AtMTP2 mit EGFP kodieren. Die Expression der N- oder C-terminalen Fusionen
stand hierbei entweder unter der Kontrolle des nativen pMTP2- oder des CaMV-p35S-Promotors.
Fir Analysen in der T,-Generation, wurden Pflanzen auf HOAG-Agarosemedium angezogen, dem
zur Selektion transgener Pflanzen Kanamycin zugegeben wurde (Abschnitt[2.6.3). Sobald transgene
Keimlinge von nicht-transgenen unterschieden werden konnten (3 Tage nach Aussaat), wurden die
transgenen Keimlinge auf HOAG-Agarosemedium obne Antibiotika transferiert. Fiir Analysen in der
T,-Generation erfolgte keine Selektion mit Antibiotika (s. oben, S. . Andere Anzuchtbedingun-
gen werden in Abschnitt[4.2.4]beschricben. Gegenfirbungen fiir die Konfokalmikroskopie von War-
zeln wurden z. T. mit DAPI (1 pg- ml™, Zellkerne) und Propidiumjodid (50 pg- ml™, Zellwinde und
-kerne) durchgefiihrt, indem die Wurzeln fiir mind. 20 min in den Farbstoffen inkubiert wurden (beide
Farbstoffe von Molecular Probes, jetzt Invitrogen). Propidiumjodid farbt bei niedrigen Konzentratio-
nen (= 1 pg- ml™) neben Zellwinden nur Zellkerne von geschidigten und toten Zellen, ist bei hohen
Konzentrationen aber in der Lage die Zellmembran zu durchdringen. Die Fluoreszenz wurde visua-
lisiert mit einem Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) (Leica TCS SP2, Leica Microsystem,
Wetzlar, Germany), wobei die folgenden Einstellungen verwendet wurden: EGFP 488/500-515 nm
(Anregung/Detektion), DAPI 358/450-490 nm, Propidiumjodid 543/555-650 nm. Bei der Aufnah-
me von digitalen Bildern wurde die Fluoreszenz von EGFP und Propidiumjodid gleichzeitig detektiert,
wobei als Strahlteiler ein doppelter Dicroic-Spiegel (max. Durchlissigkeit bei 488/543 nm) eingesetzt
wurde. DAPI-Fluoreszenz wurde separat detektiert, wobei als Strahlteiler der Filter »Substrat« ein-
gesetzt wurde. Die gemeinsame Aufnahme der Fluoreszenz von DAPI und EGFP/Propidiumjodid

wurde durch ein sequenzielles Programm der Leica-Software gesteuert.

2.6.7 Analyse der B-Glucuronidase-Aktivitit durch histochemische Firbung

Pflanzenmaterial wurde geerntet und in eiskaltes, 90%iges (V/V) Aceton transferiert. Nach Abschluss
der Ernte wurde das Gewebe durch Inkubation bei 20-25 °C fiir 20 min fixiert. Das Gewebe wurde
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in Firbepuffer (0,2 % (V/V) Triton X-100, 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7.2, 2 mM K;Fe(CN),,
2mM K Fe(CN),) gewaschen und darauthin in Firbepuffer + 2 mM X-Gluc (Duchefa) transferiert.
Die Proben wurden fiir 20 min einem milden Vakuum ausgesetzt und durch langsames Auftheben die-
ses Vakuums infiltriert. Exprimierten die Pflanzen GUS unter Kontrolle des pMTPI- oder pMTP3-
Promotors, erfolgte die Firbung durch Inkubation fiir 2 h bei 37 °C. Im Fall von pMTP2::GUS-Linien
erfolgte die Inkubation bei 37 °C tiber Nacht. Nach der Inkubation in 30 % Ethanol fir 1 h wurden die
gefirbten Proben fixiert durch Inkubation in Fixierlésung (50 % (V/V) Ethanol, 5 % (V/V) Formalde-
hyd, 10 % (V/V) Essigsiure) fiir 30 min. Verbliebenes Chlorophyll wurde durch sequenzielle Inkubati-
on in 70 % und 90 % (V/V) Ethanol entfernt. Nach der mikroskopischen Analyse wurden die Proben

fir den weiteren Gebrauch bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

2.6.8 Fluorimetrische GUS-Bestimmung

Fluorimetrische GUS-Bestimmung wurde mit einigen Modifizierungen wie von Jefferson ez al.|(1987)
beschrieben durchgefithrt. Wurzelmaterial wurde geerntet und nach dem Schockgefrieren mit fliis-
sigem Stickstoff (-196°C) bei -80°C gelagert. Fiir die Proteinextraktion wurde das Wurzelmaterial
mit Seesand in 250 pl Extraktionspuffer (50 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 74, 10 mM S-Mercapto-
ethanol, 10 mM EDTA, 0,1 % (m/V) SDS und 0,1 % (V/V) Triton X-100) gemérsert. Die Proben
wurden zentrifugiert (22000 x g, 15 min, 4°C) und 10 ul vom Uberstand mit 140 pl GUS-Inkuba-
tionspuffer (1 mM 4-Methylumbelliferyl-f-D-Glucuronid (MUG) in Extraktionspuffer) vermischt.
Nach dreistindiger Inkubation bei 37 °C wurden die Reaktionen durch Zugabe von 150 pul 200 mM
Na,CO, abgestoppt. Die Fluoreszenz des gebildeten 7-Hydroxy-4-Methylcoumarin (MU) wurde mit
einem Fluorimeter bestimmt (Anregung/Emission 340 nm/460 nm). Die Proteinbestimmung nach
Bradford (1976) erfolgte mit Blo-RAD PROTEIN AsSAY der Firma Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
gemifl den Herstellerangaben unter Benutzung einer BSA-Eichgerade. Die auf den Gesamt-Proteinge-

haltbezogene spezifische Aktivitit wurde in der internationalen Einheit U'® pro mg Protein angegeben.

2.7 Transformation von A. thaliana-Protoplasten

Protoplasten von A. thaliana-Col-0-Suspensionskultur-Zellen (Sébastien Thomine®) wurden wie in
Driger et al. (2004) beschrieben pripariert. Mit der ebenfalls in |Driger e# al|beschrieben Methode
wurden die Protoplasten transformiert mit AtMTP2 in den Vektoren pK7FWG2 und pA7-p35S-N-
GEFP zur Expression der chimiren Fusion von EGFP bzw. RSsmGFP an den C- bzw. N-Terminus von
AtMTP2 (Abschnitt[2.3). Zwei Tage nach der Transformation wurden die Protoplasten mittels Kon-

BIUPAC, 1U = 1 pmol MU - min™*
CNRS, Gif-sur-Yvette, Frankreich
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fokalmikroskopie (Abschnitt[2.6.6) untersucht.

2.8 Kopplung der ETV mit der ICP OES

Die Proben wurden in Graphittiegel am Aurosampler AWD-10 (Spectral Systems) eingewogen, der
tiber die serielle Schnittstelle (EIA- bzw. RS-232) mit einem Computer verbunden ist. Die Aufzeich-
nung der Probencinwaagen geschah mit ecinem Terminal-Programm (TERRATERM), nachdem am Au-
tosampler die Einwaage unter Verwendung eines 50-fach Probentellers mit » WeighUpd. « gestartet
wurde. Die aufgezeichneten Einwaagen wurden in einer Datei mit der Dateinameserweiterung » *.rwe «
oder »*.swe« (Reference Weight/ Sample Weight) gespeichert. Zur elektothermalen Verdampfung von
Pflanzenproben wurde die ETV4000 (Spectral Systems) mit folgenden Parametern betrieben: 200 ml -
min duflerer Argonfluss, 300 ml - min™ innerer Argonfluss, dem 2 ml - min™' Freon22 (Chlordiflour-
methan) beigemischt wurden, Stand Alone-Betriebsmodus. Es wurde das folgende Heizprogramm ver-
wendet (Abschnitt[5.2.2): 0-1 s bei 20 °C, 1-21 s bei 300 °C, 22-32 s bei 750 °C, 33-50 s bei 2500 °C,
51-161 s bei 20 °C. Die Temperaturen sind die programmierten Vorgaben, der das System bei Tempera-
turanstiegen mit leichter Verzégerung (=300 °C-s™) und bei der Abkiihlung mit starker Verzdgerung
(#23°C-s™) folgt. Die Kiihlung des Systems erfolgt iiber einen zirkulierenden Wasserkreislauf mit der
Wasserkithlung KWL-40 von Spectral Systems. Die ET V4000 wurde an die ICP OES IRIS INTREPID
HR Duo (Thermo Elemental) gekoppelt. Die Uberleitung des Probenaerosols ins Plasma erfolgte mit
einem Teflon®-Schlauch von 30 cm Linge, der leicht gebogen verlegt wurde.?° Fiir die Analyse wurde
cine Methode in der Steuerungssoftware (TEVA v1.6) des an die ICP OES gekoppelten Computers mit
folgenden Parametern entwickelt: Lichtquelle: »ICAP«, Probenzufuhr: » lon Chromatograph«, Aus-
16ser: » Door Switch«. Die Wellenlingen und Brechungsordnungen der analysierten Elemente sind in
Tabelle aufgelistet. Die Software wurde in den Modus » Continuous Run« versetzt und die Pro-
benzufuhr in den Graphitrohr-Ofen am Autosampler mit der Funktion »LBatch« gestartet. Nach
der Analyse wurde mit dem TEvA REPORT MANAGER ein Horizontal Table Report generiert und als
ExceL-Tabelle (Version 8, » Data only«) exportiert. Die EXCEL-Datei wurde entsprechend der Da-
tei benannt, welche die dazugehorigen Einwaagen enthilt (Dateinamenserweiterung *.r.xls oder *.s.xls
(Reference/Sample). Die Auswertung erfolgte mit der in Abschnittvorgestellten Erweiterung fur
ORIGIN. Die Erweiterung ist in die PDF-Datei dieser Arbeit eingebettet und kann durch Klicken auf
das Symbol auf Seite[101|gespeichert oder installiert werden.

2Hiermit wird vermieden, dass Licht vom glithenden Graphitrohr auf den Detektorchip der ICP OES fillt, was insbe-
sondere die Detektion von Na und K beintrachtigt.
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Micglieder der Cation Diffusion Facilitator-Familic

3.1 Vorexperimente zur Etablierung des Split Ubiquitin System tir

Screens

Vor dem Screening von zwei Bibliotheken auf Interaktoren von MTPs wurde tiberpriift, ob die ver-
wendeten A. thaliana-cDNA-Bibliotheken die als Bait benutzten Proteine beinhalten. Die Prisenz
ist nicht unbedingt erforderlich, aber es ist davon auszugehen, dass spezifische Interaktoren fiir ein
Protein nur dann in einem Gewebe oder Organ exprimiert werden, wenn das Protein selbst auch ex-
primiert wird. Die Wahrscheinlichkeit der Identifikation von Interaktoren ist daher in so einem Falle
hoher. Eine der beiden verwendeten A. thaliana-Bibliotheken wurde von Laurent Deslandes erhalten
(LD-Bibliothek, s. S. und enthielt cDNAs aus Bliiten. Die zweite verwendete Bibliothek von Fil-
ippa Santos (FS-Bibliothek, s. S. enthielt gepoolte cDNAs aus Suspensionskultur-Zellen, griinen
Pflanzenteilen von Gewichshauspflanzen und Wurzeln von Hydrokulturpflanzen. In Abbildung
ist wiedergegeben, dass die LD-Bibliothek tatsichlich die cDNAs aller fiir den Screen verwendeten
MTPs enthilt, wohingegen AtMTP2 in der FS-Bibliothek nicht enthalten ist.

Abb. 3.1: Prasenz von AtMTP1, AtMTP2 und AtMTP3 in den Split Ubi-
quitin-Bibliotheken. PCRs mit spezifischen Primern wurden durchge-

1 2
M ! 2 3 3 fuhrt, um zu Gberprifen, ob die cDNAs der im Screen eingesetzten

1500 bp —

1000b Bait-Proteine in den Bibliotheken enthalten sind. Falls vorhanden, wur-
800 bg _ de fiir AtMTPT ein 1194 bp Produkt erwartet (5'-ATGGAGTCTTCAAGTCCC-
600 bp — CACC-3'/5'-GCGCTCGATTTGTATCGTGACATG-3"), flr AtMTP2 283 bp (5'-AG-

400 bp —
200 bp —

GGACAACCATTAAGATGC-3'/5'-ACGCTCGATTTGTATCGTAACGTGA-3') und flr
AtMTP3 813bp (5'-ATGAAAGACCATATTCATGAGCATG-3'/5'-AGGATCTTCCAC-
LD-Bib. FS-Bib. TCCGGCTTA-3').

Die Uberpriifung der funktionalen Expression der Bait-Fusionsproteine in Hefe (S. cerevisae) er-
moglicht es mehrere Fragen zu beantworten. Zum einen ist die Expression der Fusionsproteine in Hefe
essenziell fur die Identifikation putativer Interaktionen mit dem SUS. Zum anderen kann damit getes-

tet werden, ob die Topologie der als Bait eingesetzten Membranproteine im heterologen Hefesystem
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weitestgehend korreke ist. Nur in diesem Falle wire das Fusionsprotein funktional und die Wahrschein-
lichkeit hoch, dass die fiir eine putative Interaktion benétigte Domine fiir einen Interaktor vorhanden
und prinzipiell zuginglich ist. Allerdings kann die Zuganglichkeit solcher Dominen nicht direke ge-
testet werden. Sie konnte z.B. durch das fusionierte Cy, verdeckt sein. Putative Interaktoren konnten
ebenso wie die Baits Membranproteine sein. Fiir den positiven Nachweis der funktionalen Expressi-
on der Fusion eines Membranprotein mit Ny, als Beispiel fiir einen Prey gelten daher analoge Uber-
legungen wie fir die Bait-Fusionsproteine. Von A#MTP1 und -3 ist bekannt, dass sie in planta und

heterolog exprimiert in Hefe in der Vakuolenmembran lokalisiert sind und die Zn-Hypersensitivitat

der zrcl bzw. der zrcl corl Mutante von S. cerevisae komplementieren (Arrivault ez al., 20065 | Driger
2004). Abbildung zeigt, dass die MTPs in Fusion mit Cy;, — mit Ausnahme von A#MTP1 -

der zrcl cot] Mutante erhohte Zn-Toleranz verleihen und somit funktional sind. Bei dem entsprechen-

eV (pCub-rub)
pCub-AhMTP1
pCub-AtMTP1
pCub-AtMTP3

PFL38-ARMTP1
OD60020,5 X

Abb. 3.2: Funktion der MTPs als Cy,-Fusionsproteine. AhRMTP1, AtMTP1 und AtMTP3 wurden in den Bait-Vektor Gate-
way®-kloniert und die Zn-hypersensitive Knockout-Mutante zrc1 damit transformiert. Als negative bzw. positive Kon-
trolle fiir den Komplementationstest dienten der pM-Cub-Leervektor bzw. AWMTPT im Expressionsvektor pFL38GW-H.
Ubernachtkulturen wurden mit Wasser gewaschen und Verdiinnungsstufen von ODggo = 0,5, 0,05, 0,005 und 0,0005 her-
gestellt. Davon wurden je 10 ul Tropfen auf SC—HIS —MET-Platten pipettiert, welche 0, 8 und 10 mM ZnSO, enthielten.
Die Expression der Bait-Fusionsproteine steht unter Kontrolle des Methionin-reprimierten Promotors pMET25.

den Test der Ny,-Fusionsproteine wurde gleichzeitig die optimale Cu-Konzentration zur Induktion der
pCUPI-Promotor kontrollierten Expression der Prey-Proteine der Bibliotheken bestimmt (Abbildung
[3.3). Beim Einsatz des SUS wurde urspriinglich davon ausgegangen, dass genug kontaminierendes Cu
im Medium vorhanden ist.! Um dies zu tiberpriifen, wurde der Cu-Gehalt des verwendeten Mediums
mittels ICP OES ermittelt. Die Cu-Konzentration betrug nur 0,33 pM. Dieses Ergebnis und die in
Abbildung [3.3|dargestellte Beobachtung, dass bei Zugabe von 30 uM Cu die Komplementation von
zrcl durch MTP1 am stirksten ausgepragt ist, lasst darauf schlielen, dass die Zugabe von Cu fiir den
Screen erforderlich ist. Es ist vorstellbar, dass es bei starker Uberexpression der Prey-Proteine zur In-
teraktion mit dem Bait lediglich aufgrund raumlicher Limitierungen in der Zelle kommen konnte. Bei
demin Tabelle (S. mit T2 bezeichneten Screen wurde daher getestet, ob steigende Cu-Konzen-

trationen zu einer steigenden Anzahl an (falsch positiven) Kandidaten fithrt. Da dies nicht der Fall war,

'L. Deslandes, personliche Kommunikation
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wurden bei allen folgenden Screens 30 uM Cu zugegeben, um die Expression der von der Bibliothek

kodierten Prey-Proteine zu gewihrleisten.

Zn [mM]: 0 2 2 2 2 2
Cu (uM]: 0 0 10 30 50 100

Nuoa-AtMTP1 [ 15
eI O *

ODggo=0,5x 1 107102103 1 107 102103 1 107 102103 1 107102103 1 10" 102103 1 10" 102 103
Abb. 3.3: Funktion der MTPs als Ny,s-Fusionsproteine und Cu-Abhangigkeit der Komplementation. AWMTPT und AtMTP1
wurden in den Prey-Vektor Gateway®-kloniert und die Zn-hypersensitive Doppel-Knockout-Mutante zrc1 cot! damit
transformiert. Im Prey-Vektor (pNubl/A/V/G) ist die Expression der klonierten cDNA unter der Kontrolle des Cu-induzier-
ten Metallothionein-Promotors pCUPI. Als negative bzw. positive Kontrolle fiir den Komplementationstest dienten der
pNub-Leervektor bzw. AhMTP1 im Expressionsvektor pFL38GW-H. Ubernachtkulturen wurden mit Wasser gewaschen
und Verdiinnungsstufen von ODgq, = 0,5, 0,05, 0,005 und 0,0005 hergestellt. Davon wurden 10 ul Tropfen auf SC—LEU-
Platten pipettiert. Diese enthielten entweder kein Zn oder die fiir zrc1 cotl toxische Konzentration von 2 mM Zn. Zur
Induktion der Expression der Prey-Fusionsproteine wurden verschiedene Mengen Cu hinzugegeben. Fiir die positive
Kontrolle pFL38GW-H-AhCDF1 wurden SC —HIS-Platten benutzt.

Die prinzipielle Funktion des verwendeten SUS wurde mit Baiz- und Prey-Proteinen getestet, fiir
welche die Interaktion entweder schon nachgewiesen bzw. vermutet wurde. So wurde fur 4 AKT1
Selbstinteraktion bereits mehrfach demonstriert (Daram ez 4/} |1997; Obrdlik ez 4/, [2004). Letzte-

re benutzten dabei eine Variante des SUS, die dem hier verwendeten System dhnelt, aber aufgrund

des verwendeten Reporters weniger stringent ist. So fiihrt bei der hier verwendeten Variante des SUS
die Interaktion eines Bait-Proteins mit einem Prey zum Abbau eines Ura3p-Reporters gemifl dem in
Abbildung dargestellten Schema. Nur wenn dieser Reporter vollstindig abgebaut ist und mithin
keine Ura3p-Restaktivitit verbleibt wird bei Wachstum auf 5-FOA-Selektionsmedium kein toxisches
5-Fluoruracil synthetisiert. Interaktion wird folglich durch Resistenz gegeniiber 5-FOA angezeigt. Im
Gegensatz dazu ist der verwendete Reporter beim Vonverwendeten SUS ein Transkripti-
onsfaktor, der bei Abspaltung von Cyy, nicht abgebaut wird, sondern die Expression von His3 und /acZ
initiiert. Auch teilweise Komplementation einer HIS-Auxotrophie des fiir den Screen verwendeten
Hefestamms und geringe f-Galactosidase-Aktivitit aufgrund geringer JacZ-Expression fithrt hier zu
einem positiven Interaktionssignal. Die MTPs selber wurden als weitere putative positive Kontrollen
eingesetzt. Fiir P£dMTP1 wurde Selbstinteraktion mittels SDS-PAGE nachgewiesen (Blaudez ez 4/.|
. Daher wurden auch fiir homologe MTPs aus A. thaliana Interaktionen aufgrund von homo-
oder heteromeren Komplexen erwartet. Bei ersten in Abbildung dargestellten Interaktionstests im
SUS wurden die Bait-Prey-Doppeltransformanten des Hefestamms JD53 auf Minimalmedium (SD)
mit und ohne 5-FOA plattiert. Beobachtet wurde sowohl fiir die positiven als auch fiir die negativen

Kontrollen das gleiche, unerwartete Ergebnis: Es wuchsen in allen Fallen auf den 5-FOA-Platten einige
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wenige Hefekolonien. Fiir die positiven Kontrollen (Selbstinteraktion von MTPs bzw. von AzAKT]1)
wurde erwartet, dass auf den 5-FOA-haltigen Selektionsplatten ebenso viele Kolonien wachsen wie auf
Platten ohne 5-FOA. Im Gegensatz dazu sollten bei den negativen Kontrollen (MTPs mit A#ZAKT1)

auf 5-FOA-haltigen Selektionsplatten keine Kolonien wachsen. Zur Erklirung der Beobachtung wur-

pNub-AtCDF1+AtAKT 1-pCub: Minimalmedium ohne 5-FOA pNub-AtCDF1+AtAKT 1-pCub:Minimalmedium mit 5-FOA

Abb. 3.4: Test des Split Ubiquitin Systems mit Interaktionskontrollen. Der Hefestamm JD53 wurde transformiert mit dem
Vektor pNubAGW-L, der die cDNAs von AhMTP1, AtMTP3 bzw. AtAKT1 enthielt. Jede dieser Transformanten wurde darauf-
hin transformiert mit pM-Cub, der die cDNAs von AhMTP1, AtMTP1, AtMTP3 bzw. AtAKT1 enthielt. Nach gleichméaBiger
Aufteilung der Doppeltransformanten auf Minimalmedium ohne und mit 5-FOA (1mg-ml™), sollte im Falle positiver
Interaktion eine vergleichbare Anzahl Kolonien wachsen. Dies war bei keiner der zwo6lf Kombinationen der Fall, wes-
halb nur eine Kombination exemplarisch dargestellt ist. Die Expression der Bait Fusionsproteine steht unter Kontrolle
des Methionin-reprimierten Promotors pMET25. Zur Expression der Prey-Fusionsproteine wurde 30 uM Cu zum Medium
gegeben. Das Experiment wurde zweimal wiederholt.

den zwei Hypothesen aufgestellt: Entweder deutet das Wachstum auf den 5-FOA-haltigen Selektions-
medien darauf hin, dass alle Kontrollen positive Interaktion anzeigen. Dass hierbei auf den 5-FOA-
haltigen Medien viel weniger Kolonien wachsen als auf den Platten ohne 5-FOA, konnte am niedrigen
pH-Wertvon 2,9 liegen, der nach 5-FOA-Zugabe erreicht wird. Unter Umstinden iiberleben nur weni-
ge Transformanten, wenn sie auf Medium mit diesem pH-Wert plattiert werden. Die zweite Hypothese
war, dass alle Kontrollen negative Interaktion anzeigen. Das Wachstum einiger weniger Kolonien auf
5-FOA-haltigem Medium kénnte in diesem Fall auf Escapes zurtickgehen. Als Escapes werden dabei
solche Hefen bezeichnet, die den Ura3p-Reporter nicht durch Interaktion und damit einhergehen-
den Reporterabbau verloren haben (vergl. Abbildung, sondern durch Umbau oder Mutationen
des Bait-Vektors. Von einem System, das fiir einen Screen eingesetzt wird, sollte man im Falle nicht
vorhandener Interaktion zwischen Bait und Prey erwarten, dass unter einigen Millionen Doppeltrans-
formanten keine oder nur sehr wenige Transformanten der Selektion entgehen und filschlicherweise
Interaktion anzeigen. Um den beiden Moglichkeiten auf den Grund zu gehen, wurde der in Abbil-
dung dargestellte Tropfentest durchgefithrt. Bei diesem Experiment wurden Doppeltransforman-
ten erhalten, indem sie nach der Transformation zunichst auf Minimalmedium ohne 5-FOA plattiert
wurden. Von einigen dort wachsenden Kolonien wurden Ubernachtkulturen angeimpft, die fiir den
darauf folgenden Tropfentest auf Selektionsplatten mit und ohne 5-FOA bei verschiedenen pH-Wer-

ten verwendet wurden. Es wurde erwartet, dass im Falle von Interaktion alle im Tropfen enthaltenen
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3.1 VOREXPERIMENTE ZUR ETABLIERUNG DES SUS FUR SCREENS

5-FOA: — + - + Interaktion:
pH:

AtMTP3-Cup  +  Nyupa-AtMTP3
" +  Nypa-AtAKTT 5
©+  pNubaev [ JEERECN T TEEES - -
" + NypI-At4g27500 . : & + +

AtMTP1-Cyp + Nyp-At3g17930 5 y 5 *% i
ODgpo=0,5x 1 107" 102103 1 107102103 1 107102103 1 107 102 103

erwartet beobachtet

Abb. 3.5: Tropfentest mit positiven und negativen Kontrollen sowie einigen Interaktionskandidaten zum Test des Split
Ubiquitin Systems. Von den in Abbildung @ erwdhnten Doppeltransformanten wurde fiir diesen Test eine Prey/Bait-
Kombination mit erwarteter Interaktion ausgewahlt, sowie zwei Kombinationen, bei denen dies nicht erwartet wurde.
Zusatzlich wurden zwei durch Screening identifizierte Kandidaten (vergl. TABELLE S. getestet. Doppeltransfor-
manten des Hefestamms JD53 wurden wie in ABBILDUNGbeSChrieben erhalten und auf Minimalmedium ohne 5-FOA
ausplattiert. Von je drei Kolonien pro Prey/Bait-Kombination wurden Ubernachtkulturen angesetzt, diese mit Wasser ge-
waschen und Verdiinnungsstufen von ODggo=0,5, 0,05, 0,005 und 0,0005 hergestellt. Davon wurden 10 ul Tropfen auf
SC —HIS —MET —URA-Platten pipettiert. Die Platten unterschieden sich im pH-Wert (2,9 und 5,7) sowie im 5-FOA-Gehalt
(ohne oder Tmg-ml™). Zur Induktion der Expression der Prey-Proteine wurden 30 uM Cu zum Medium gegeben. Die
Expression der Bait-Fusionsproteine steht unter Kontrolle des Methionin-reprimierten Promotors pMET25.

Zellen auf 5-FOA-Platten wachsen bzw. gar keine im Falle nicht stattfindender Interaktion. In der
Abbildung sind bei der Kombination von 4A#MTP3-Cub und NubA-4rMTP3 bei den zwei hochsten
Zelldichten (pH 2.9 mit 5-FOA) zwei Escapes zu erkennen. Zwei zu diesem Zeitpunkt bereits durch
Screening identifizierte putative Interaktoren wachsen dahingegen deutlich unterscheidbar auf dieser
5-FOA-Platte, woraus geschlossen wurde, dass das verwendete SUS zumindest prinzipiell funktional
sein konnte. Weiterhin zeigt die Abbildung, dass 5-FOA nur bei niedrigen pH-Wert funktional ist, da
bei pH 5,7 auf den 5-FOA-Platten alle Kombinationen wachsen. Aus der Literatur ist bekannt, dass
nur die protonierte Form von 5-FOA von Zellen aufgenommen werden kann (maximale Wirksamkeit
bei pH 2,8, ausreichend wirksam bei pH 4 und unwirksam bei pH > 6)2. Der Unterschied zwischen
Escapes und tatsichlichem Wachstum auf 5-FOA Selektionsplatten bei pH 2,9 ist in Abbildung
deutlich zu erkennen. Somit ist klar, dass alle Kolonien auf S-FOA-Platten in Abbildung auf Es-

ohne 5-FOA (3d) mit 5-FOA (7d)

AtMTP3x-Cub +

NUbA eV Abb. 3.6: Unterschied zwischen Escapes und tat-

sachlichem Wachstum auf 5-FOA-Selektionsplat-
ten bei pH2,9. Zur Durchfiihrung des Experiments
siehe Abbildung In der vergréBBerten Box er-
kennt man deutlich, dass nicht auf der gesamten
Flache des Tropfens Zellen gewachsen sind, son-
AtMTP1x-Cub + dern nur eine Kolonie, die auf einen Escape zuriick-

Nub-At3g1 793m n- geht (siehe Text zur Erklarung).

AtMTP3x-Cub +
Nub-At5g61240

capes zurickgehen. Aus dem in Abbildung gezeigten Experiment, dass zwischen Escapes und echt-

http://www.duke.edu/web/microlabs/mccusker/Resources/MediaRecipes.pdf
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3 RESULTATE TEIL A: INTERAKTIONSSCREEN FUR MITGLIEDER DER CDF-FAMILIE

Positiven im SUS unterschieden werden kann, folgt, dass mit der hier verwendeten Version des SUS
die erwarteten Interaktionen der Proteine AtAKT1, AtMTP1 und AtMPT3 mit sich selbst nicht be-
statigt werden konnen. Um die Méglichkeit auszuschlieffen, dass die durch den pCUPI-Promotor kon-
trollierte sehr starke Uberexpression des Prey bei Zugabe von 30 uM Cu das gehiufte Auftreten falsch-
positiv angezeigter Interaktionen bedingt, wurde kein Cu zugegeben. Auch in diesem Fall wurden Es-
capes in vergleichbarer Anzahl beobachtet (nicht dargestellt). Der Interaktionstest im SUS fiir alle in
Abbildung erwihnten Kombinationen zwischen 4#£AKT1 und MTPs wurde mit dem besser ge-
cigneten Tropfentest (Abbildung[3.5) mit dem gleichen negativen Ergebnis nochmals durchgefiihre
(nicht dargestellt).

3.2 Interaktionsscreen mit dem Split Ubiquitin System in Hefe

Beim Screening von zwei cDNA-Bibliotheken wurden als Baits AbMTPI, AtMTPI, AtMTP2 und
AtMTP3 eingesetzt. Eine Ubersicht tiber alle durchgefiihrten Screens ist in Tabelle gegeben. Bei

Tab. 3.1: Ubersicht iiber alle mit dem SUS durchgefiihrten Screens zweier Bibliotheken (LD- und FS-Bibliothek, s. AB-
SCHNITT [2.2) mit AtMTP1, AhMTP1, AtMTP2 und AtMTP3 als Bait. Die Unterschiede zwischen den Screens sind im Text
beschrieben. Die im Zuge der Screens etablierte Methode ist in ABBlLDUNGbeschrieben. Fir jeden Bait ist die Anzahl
der gescreenten Klone sowie die Zahl der identifizierten und bestatigten Kandidaten (vergl. TABELLE angegeben
(jeweils 1., 2. und 3. Spalte unter jedem Bait). Die letzte Spalte kennzeichnet das Medium, auf das die Doppeltransforman-
ten plattiert wurden. Der zweite Screen, bei dem vor der Selektion auf 5-FOA ein Amplifikationsschritt auf SC-Medium
erfolgte, wurde in der Zusammenfassung (letzte Zeile) nicht berticksichtigt.

Screen Buait Plattiert auf
AtMTP1 AbMTPI AtMTP2 AtMTP3
T1 -/ — /— 4.100/0/0 — /—=/— — / — /—  5FOA03uMCu
1 1-10° />1000/ 0 — =/ — /—/— 1-10° />1000/ 0 SC,5-FOA,0,3uM Cu
81-10°/ 1 /0 81-10°/0/0 — /—/— 81.10°/ 1 /0 5-FOA, 0,3 uM Cu
T2 3.10/ 0 /0 22.10'/0/0 — /—/— 2110/ 0 /0 5FOA,0-100uM Cu
3 -/ = /= — /—/— — /—/— 41.10°/ 0 /0 5-FOA, 30 uM Cu
4 64-10°/ s /3 64.-10°/3/2 — /—=/— 64.10°/ 1 /1 5-FOA, 30 uM Cu
5 12.-10°/ 8 /3 47-10°/0/0 — /—/— 15.10°/ 8 /8 5-FOA, 30 uM Cu
6(LD) 24-10°/ 8 /0 1,7-10°/6/1 24.10°/8/1 21.10°/ 9 /O 5-FOA, 30 uM Cu

6(FS) 27-10°/ 21 /2 27.10°/23/0 27.-10°/0/0 3,6-10°/ 20 /1 5-FOA, 30 uM Cu
Summe 5,9-10°/ 43 /8 52.10°/32/2 51.10/8/1 7.10°/ 39 /10

der Durchfithrung der Screens wurde ab dem in dieser Tabelle mit T2 bezeichneten Screen dem in
Abbildung dargestellten Schema gefolgt. Bei der Etablierung dieses Schemas flossen verschiedene
Vorexperimente und Erfahrungen bei ersten Screens ein. Anfangs wurde beim Screening kein Cu zum

5-FOA-Selektionsmedium gegeben (s. S.[44). Die in Abschnitt 3.1] erérterten Vorexperimente zeig-

ten, dass Zugabe von 30 uM Cu zum 5-FOA-Selektionsmedium notwendig ist. Da beim ersten (mit
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3.2 INTERAKTIONSSCREEN MIT DEM SUS IN HEFE

1) Transformation von JD53 mit dem Bait-Plasmid
2) Transformation mit einer cDNA Bibliothek (Prey-Plasmid)

3) Plattieren der Doppeltransformanten auf
Platten mit 5-FOA

4a) Prey-Plasmid Isolation b) Amplifikation der Prey-  Abb. 3.7: Ubersicht tber den Screen. Ergénzen-
und Amplifikation in cDNA + beidseitig je de Informationen zum dargestellten Schema: 1
E.coli 100 bp flankierender Plattieren auf SC-HIS-Medium, 3 Plattieren auf

Vektorsequenz per PCR  SD +LEU +LYS + URA-Medium mit 1mg-ml" 5-FOA
und 30 uM Cu, 4a, 5a nur méglich, wenn Bait- und Prey-

5a) Retransformation von b) Retransformation von . . :
JD53 mit Kandidat- JD53 mit Bait, linearisier- Plasmid unterschiedliche bakterielle Marker haben
Prey und Bait tem Prey-Plasmid + PCR (im Falle der LD-Bibliothek, s. S., 4b, 5b Gap Repair-

Produkt Methode, angewendet fiir die FS-Bibliothek (s.S. 27),
: 6 Plattieren auf SC —HIS —TRP-Medium. Alle somit be-
statigten Kandidaten wurden sequenziert. Entweder
wurden dafiir die schon vorliegenden Plasmide aus

- Schritt 4a verwendet, oder das nachtraglich gemaR
7) Resuspendierte Kolonien auf Platten mit EE diesem Schritt isolierte und amplifizierte Bait/Prey-

6) Plattieren der Doppeltransformanten auf ( e
Platten ohne 5-FOA g

5-FOA tropfen Plasmidgemisch im Falle der Kandidaten, die tiber den
Weg 4b/5b identifiziert wurden.

T1 bezeichneten) Screen mit AAMTP1 als Bait keine Kandidaten identifiziert werden konnten, wur-
de angenommen, dass frisch transformierte Zellen durch moglicherweise zeitlich frithere Expression
des Bait-Proteins und des fusionierten Ura3p-Reporters aufgrund dessen Aktivitit (Synthese von to-
xischem 5-Fluoruracil) tot sind, bevor eine Interaktion stattfinden kann, die den Reporter abbaut. Um
es den Zellen zu erméglichen beide Fusionsproteine in ausreichendem Mafie zu exprimieren, wurden
die Doppeltransformanten beim zweiten Screen zunichst zwei Tage auf Medium ohne 5S-FOA plat-
tiert. Es zeigte sich jedoch, dass durch diesen Schritt lediglich eine starke Amplifikation von Escapes
stattfand. Die Kandidaten des Screens 1 und 2 (Tabelle[3.1) wurden nicht durch den in Abbildung[3.7]
Schritt sechs und sieben umfassenden Tropfentest iiberpriift, sondern lediglich durch Re-plattieren auf
5-FOA-Selektionsmedium. Da aufgrund von Escapes in diesem Falle immer Wachstum auf S-FOA-Se-
lektionsplatten beobachtet wird, ist dieser Test fiir eine Uberpriifung der Kandidaten nicht geeignet.
Bei den Vorexperimenten stellte sich heraus, dass der in Abbildung|3.5|beschricbene Tropfentest besser
geeignet ist, um Escapes von tatsichlichem Wachstum auf 5-FOA-Selektionsplatten zu unterscheiden.
Alle bis dahin identifizierten Kandidaten wurden daher gemifl dem in dieser Abbildung beschriebe-
nen Tropfentest tiberpriift. Spater wurde dieser Test etwas modifiziert, um einen hoheren Durchsatz
bei der Uberpriifung von weiteren, in spiteren Screens identifizierten Kandidaten zu erzielen. So wur-
den nicht fir jede zu testende Doppelmutante eine Ubernachtkultur angesetzt, um daraufhin serielle
Verdiinnungen herzustellen, sondern es wurden lediglich Kolonien gleicher Gréfe in jeweils 100 pl
H,0 resuspendiert, um davon 10 ul auf Selektionsplatten zu tropfen. In Teil A4 der Abbildung(3.8]sind
exemplarische Ergebnisse dieses Tests dargestellt. Bei einigen Kandidaten wuchsen von bis zu sieben

getesteten Kolonien auf 5-FOA-haltigem Medium nur einige wenige. Auch diese Kandidaten wurden
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3 RESULTATE TEIL A: INTERAKTIONSSCREEN FUR MITGLIEDER DER CDF-FAMILIE

Kandid ohne Kandidat mit ohne Kandidat mit ohne
andidat 5-FOA (AtMTP) 5-FOA 5-FOA (AtMTP)  5-FOA 5-FOA
At1966270 At5g54940 (1) 0/2 At4g27500 (3) 10/10
unbekant At3g17930 (1) 2/2 At1g24520 (3) 2/2
unbekannt At1g50020 (1) 2/2 At3g17440 (3) 2/2
Atsg53560 L M W | [ W ] |At553560 (1) 14/14 At2932720 (3) 2/2
unbekannt : At2g31800 (Ah1) 2/2 At5937310 (3) 2/2
unbekannt At3g45600 (3) 2/2 At4g27840 (3) 2/2
At2g32580 (3) 2/2 At4g32530 (3) 2/2
A B

Abb. 3.8: Tropfentest zur Bestatigung der im Screen identifizierten Kandidaten im SUS. Doppeltransformanten (Kandi-
dat-Prey + MTP-Bait) des Hefestamms JD53 wurden erhalten wie in Abbildung@ beschrieben und auf SC—HIS —TRP
plattiert. Einzelne Kolonien wurden in 100 pl H,O resuspendiert und davon 10 pl auf SD + LEU + LYS + URA-Medium mit
und ohne 5-FOA getropft. Zur Induktion der Expression der Prey-Proteine wurden 30 uM Cu zum Medium gegeben. Die
Expression der Bait Fusionsproteine steht unter Kontrolle des Methionin-reprimierten Promotors pMET25. A exemplari-
sche Ergebnisse dieses Test (siehe Text), B Ergebnis des Tests fiir alle in TABELLEaufgeIistete Kandidaten, auf3er
At2g47070, At2g47010 und At1g04410.

sequenziert, wobei sich in diesem Falle immer herausstellte, dass die Kandidaten nicht iz frame mit
Ny, fusioniert waren. Daher wurden diese Kandidaten verworfen. In Tabellesind mit drei Ausnah-
men nur Kandidaten aufgelistet, fir die Wachstum auf 5-FOA-Selektionsplatten bei allen getesteten
Kolonien nachgewiesen wurde (B in Abbildung. Fur den AtMTP1-Kandidaten At2g47070, den
AbMTPI1-Kandidaten At2g47010 und den einzigen A#MTP2-Kandidaten At1g04410 wurde dieser
Test bisher nicht durchgefiihrt. Sie sind trotzdem in der Tabelle aufgelistet, da bei diesen Kandidaten
Ny, in_frame mit der cDNA der Kandidaten fusioniert war. Wie bereits angedeutet, war bei vielen
Kandidaten, die nicht bestitigt werden konnten, nicht der Fall. Einige Kandidaten wurden mehrfach
in derselben Bibliothek identifiziert (Tabelle und , wobeti lediglich At4g27500 in beiden Bi-
bliotheken mit AtMTP3 als Bait gefunden wurde.

3.3 Uberpriifung der Kandidaten

Als effiziente Methode, um falsch positive Kandidaten zu identifizieren, wurde in der neueren Literatur
die Verkniipfung von existierenden Daten mit den Daten des SUS beschrieben. Bei der dafiir verwen-
deten Methode werden einer neuen Protein—Protein-Interaktion Konfidenzwerte zugeschrieben, die

auf dem Verhalten der Proteine im SUS selber basieren, sowie auf Daten wie z.B. der Expression im

selben Gewebe, gleiche Proteinlokalisierung, dhnlicher Mutanten-Phinotyp usw. (Miller ez 2/, 2005)).
Die cDNA der identifizierten Preys war entweder stark verkiirzt (Tabelle oder umfasste untrans-

latierte Sequenzen am 5’-Terminus. Vor der weiteren molekularbiologischen Untersuchung der Kan-
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3.3 UBERPRUFUNG DER KANDIDATEN

Tab. 3.2: Putative Interaktoren fir AtMTP1, AhMTP1, AtMTP2 und AtMTP3. Die hier aufgefiihrten Kandidaten wurden
durch Screening von zwei Bibliotheken (LS- und FS-Bibliothek, s. ABSCHNITT mitderin ABBILDUNGbeSChriebenen
Methode identifiziert und verifiziert. Fiir die Kandidaten At3g17930 und At4g27500, die mit den Baits AtMTP1 bzw. AtMTP3
identifiziert wurden, erfolgte die Uberpriifung gemaR ABBlLDUNqusatinch auch mit dem jeweils anderen Bait. Dies
fuihrte in beiden Féllen zu einem positiven Ergebnis. Die CSB.DB-Koeffizienten sagen aus, wie stark die gefundenen
Kandidaten auf Transkriptebene mit dem Bait korrelieren (Steinhauser et al., 2004). Es wurden jeweils die Werte der
Matrix angegeben, bei der die starkste Korrelation zwischen dem Kandidaten und dem jeweiligen MTP gefunden wurde.

Bait Kandidat Annotation X CSB.DB“

ident. Spearman P-Value Matrix?

AtMTP1  Ar2g47070 squamosa promoter binding protein-like 1 (4#SPL1) 2 032 1,26-107  atge0250
? At3¢17930 expressed protein -0,78 3,15-10™ atge0100
” Atl1g50020 tubulin -6 chain-related -0,44  3,06-10" atge0100
” At5g53560 cytochrome b5 isoform 1 (A#B5-A)¢ 0,41 2,62-10° nasc0271

APMTP1 Ar2g31800 ankyrin protein kinase, putative? -0,43 3,80-10* atge0100
? At2g47010 expressed protein -0,51 2,68.10° atge0250

ArMTP2  Atlg04410 malate dehydrogenase, cytosolic, putative — — —

3
1
2
1
1
1
AtMTP3  At3g45600 senescence-associated family protein, TET3¢ 1 0,41 1,17-107°  atge0250
” At2g32580 expressed protein 1 0,41 1,08-107  atge0250
” At4g27500 ArPPI1, ArAHAI interactor/ 2 0,05 6,97-10" atge0250
” Atl1g24520 anther-specific protein ArAGP1¢ 1 — — —
” At3g17440 novel plant SNARE 13 (4#NPSN13) 1
i At2g32720 cytochrome b5, putative isoform 4 1
” At5g37310 endomembrane protein 70, putative 1
7 At4g27840 expressed protein 1
” At4g32530 vacuolar membrane AT Pase subunit ¢ (4fVHA-c"1) 1

0,05 6,79-10" atge0250
0,28 2,75-102 arge0250
0,24 7,02.107 arge0250
-0,03 8,25.10™ atge0250
0,39 1,88-107  atge0250

“Ein Spearman-Koeffizient von —1 bedeutet negative Korrelation; +1 positive Korrelation. Je kleiner der Wert P ist, umso unwahrscheinlicher
ist, dass sich die Korrelation zufallig ergibt (P sollte kleiner als 0.05 sein).

batgeOlOO: developmental series, atge0250: abiotic stress series(roots), nasc0271: miscellaneous experiment
{Fukuchi-Mizutani et 4L|(1999)

4Kinase-Motiv annotiert durch computergestiitzte Vorhersage und durchRudrabhatla et al.|(2006).

Als Mitglied der Tetraspanin-Familie eingeordnet durch|Cnops ez al|(2006).

/[Morandini et 4l (2002);[Viotti ez 4l (2005)). Sowohl in der LD- als auch in der FS-Bibliothek (s. Abschnitt 2.2)) identifiziert.
8Xu et al|(1995)

didaten wurde der gesamte annotierte ORF aus mehreren Griinden kloniert: Zum einen konnte die
Interaktion des verkiirzten Proteins mit dem jeweiligen Baiz-MTP ein Artefakt sein, weshalb die In-
teraktion mit dem vollstindigen Protein tiberpriift werden sollte. Zudem wurden weitergehende Tests
geplant, welche ein funktionales Kandidaten-Protein voller Linge voraussetzen. Untranslatierte 5’-Se-
quenzen konnten wiederum bei diesen weitergehenden Experimenten unerwiinschte modifizierende
Auswirkungen auf die Expressionsstirke haben. Fiir die Klonierung wurde der ORF mittels PCR aus
einer A. thaliana-cDNA-Bibliothek amplifiziert und in den Gateway®-Entry-Vektor pPENTR/D klo-
niert (Abschnitt[2.1.13)). Es wurde durch Sequenzierung sichergestellt, dass alle Kandidaten fehlerfrei
in pENTR/D vorlagen. In fast allen Fillen stimmte der vorhergesagte ORF mit dem ORF tberein,
der von der cDNA im Prey-Vektor und der neu klonierten cDNA kodiert wird. Nur bei At5g37310 lag
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3 RESULTATE TEIL A: INTERAKTIONSSCREEN FUR MITGLIEDER DER CDF-FAMILIE

die Splice site des letzten Exons in zwei sequenzierten Klonen 94 bp vor (upstream) der vorhergesag-
ten. Daraus ergibt sich ein anderer Leserahmen fiir dieses Exon mit einem Stop-Codon, das 7 bp vor
dem vorhergesagten liegt. Diese identifizierte Splice site liegt auch in der einzigen annotierten cDNA
(Acc.Nr. gi|42459532) vor. Auch wenn die vorhergesagte Splice site nicht ausgeschlossen werden kann,
wird aufgrund der vier cONA-Klone davon ausgegangen, dass dies eine falsche Vorhersage ist. Fiir wei-
terein Abschnitterérterte Experimente zur Uberpriifung der Kandidaten wurde der ORF mittels
der Gateway®-Technologie in die in Tabelle[3.3|angegebenen Ziel-Vektoren kloniert. Weiterhin ist in
dieser Tabelle die Anzahl der vorhergesagten Transmembranhelices und die vorhergesagte subzellulire
Lokalisierung angegeben. Da fur die eingesetzten Baits die subzellulire Lokalisierung weitestgehend
bekannt ist (vakuolar fir MTP1 und -3 (Arrivault ez 4/, 2006; Driger ez al., 2004); MTP2 siche Ab-
schnitt , helfen diese Informationen bei der Einschitzung, welche Kandidaten biologisch rele-
vante Interaktoren sein kdnnten (Abschnitt[6.1).

3.3.1 Untersuchung der Kandidaten in anderen Varianten des Split Ubiquitin
System

Der Tropfentest in Abbildung(3.8|diente der Bestitigung der Interaktion der Baits mit den Kandida-
ten, welche im Prey-Vektor vorliegen. Die vom Prey-Vektor kodierte Ny,,-Variante ist Ny, welches die
grofite Affinitit zu Cyy, aufweist (Abbildung. Die Nypa- und Nype-Varianten haben eine geringere
Afhnitit zu Cy,. Starke Interaktoren sollten auch im Falle der Fusion mit diesen weniger afhnen Ny,-
Varianten mit dem zugehérigen MTP interagieren und die Formation von Ubiquitin aus den beiden
Hilften unterstiitzen. Diese Kandidaten sollten folglich bei einem analog zu Abbildung durchge-
fuhrten Tropfentest positiv getestet werden. Um somit die Interaktion auf unterschiedlich stringente
Weise zu testen, wurden die in Tabelle[3.2]aufgefithrten Kandidaten in pNubAGW und pNubGGW
kloniert. Die Interaktionstests wurden wie in Abbildung beschrieben durchgefiihrt. Fur keinen
der getesteten Kandidaten konnte bei Verwendung von pNubGGW oder pNubAGW Wachstum auf
5-FOA-Selektionsmedium beobachtet werden; d. h. durch dieses stringentere System wurde keine In-
teraktion angezeigt. Unter anderem wurde vermutet, dass die Anderungen der Sequenz zwischen Ny,
und den identifizierten cDNA Fragmenten, die sich aus der Neuklonierung ergeben, hierbei eine Rol-
le spielen. Wie in Abschnitt niher diskutiert wird, hat diese Sequenz entscheidenden Einfluss auf
die raumliche Orientierung der beiden Komponenten des Prey-Hybridproteins zueinander. Die rdum-
liche Orientierung von Ny, zum fusionierten Prey-Protein ist wiederum kritisch fir die Anzeige der
Interaktion. Um den Einfluss dieser Anderungen abzuschitzen, wurden zwei Kandidaten in den Vek-
tor pNubIGW kloniert. Dieser kodiert wie die Bibliotheksvektoren pGOi und pCUP-CGK die Ny,-
Variante — mithin sollte beim Interaktionstest mit pNubIGW fiir beide Kandidaten das gleiche Er-
gebnis wie in Abbildung erhalten werden. Wie in Abbildung zu sehen, war dies nicht der Fall.
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3.3 UBERPRUFUNG DER KANDIDATEN

Dies konnte — neben den in Abschnittdiskutierten Griinden — darauf hindeuten, dass die Anzeige

Vektor  Kandidat AS mit ohne
5-FOA 5-FOA . . .
PCUP-CGK  At4g27500 517-612 [T 4/4 Q O Ajc4927500 .|m Vektor pCUP-CGK etl.tsprlcht dem schon in
8 dieser Abbildung getesteten (verkiirzten) cDNA-Klon, der
PNUbIGW At4g27500  1-612 o/4 [N

im Screen identifiziert wurde. Dahingegen liegt im Vek-
tor pNubIGW der vollstandige ORF der beiden getesteten
Kandidaten vor (vergl. TABELLE . Neben diesen Unter-
Abb. 3.9: Einfluss unterschiedlicher Ny,-Vektoren auf das  schieden unterscheiden sich die Prey-(N,)-Vektoren unter
Ergebnis des Interaktionstest im SUS. Der Test wurde wie anderem in der Sequenz zwischen zwischen Ny, und der
in ABBILDUNG[3.8beschrieben durchgefiihrt. Der Kandidat  cDNA (Linker-Sequenz, s. ANHANGIA.2).

pNubIGW At5g37310  1-594 [ 0/4

der Interaktion tatsichlich sehr entscheidend von der Sequenz zwischen Ny, und dem identifizier-
ten Fragment abhingt. Die fiir die Stringenztests eingesetzten Vektoren pPNubAGW und pNubGGW
sind — bis auf die Aminosdure 13 von Ny, — identisch zu pNubIGW. Auch wenn es bisher nur fiir zwei
Kandidaten gezeigt wurde, bedingen die Verinderungen durch die Neuklonierung mutmaflich auch

bei den anderen Kandidaten das negative Ergebnis der Stringenztests — und nicht die Ny,-Varianten.

3.3.2 Einfluss der Kandidaten auf die Zn-Homoostase in Hefe

Es ist vorstellbar, dass die Interaktionskandidaten den Einfluss der heterolog exprimierten Arabidopsis-
CDF auf die Zn-Homoostase in Hefe modifizieren; auch wenn es sich um ein heterologes System han-
delt. Um dies zu tiberpriifen, sollten die Kandidaten mit dem jeweiligen Baiz-M TP im Zn-hypersensi-
tiven Hefestamm zrcI cotl exprimiert werden. Sollte die Expression des Kandidaten hierbei niedriger
sein die Expression des CDF, konnte ein eventuell vorhandener Effeke des Kandidaten auf den CDF
schwer beobachtbar sein, da er nur fiir eine Teilpopulation aller Proteinkopien des CDF wirksam sein
konnte. Daher wurden die CDFs in den single copy-Vektor pFL38GW kloniert und die Kandidaten in
den multi copy-Vektor pFL613GW. Die Expression erfolgte jeweils unter Kontrolle des konstitutiven
PGKI1-Promotors. Um auszuschliefen, dass beobachtete Wachstumsunterschiede durch den Kandi-
daten allein ausgelost wurden, wurde zum Vergleich zrcI co#I nur mit den Kandidaten in pFL613GW
transformiert. In Abbildung(3.10]ist dieses Experiment fiir die 4#MTP3-Interaktionskandidaten dar-
gestellt. Fir die zrcl corl (AtMTP3; ev)-Kontrolle im Falle der Doppeltransformanten und die zrcl
cot] (ev)-Kontrolle der Einzeltransformanten wurden zwei Tropfentests dargestellt, die mit denselben
Verdiinnungen hergestellt wurden (technische Replikate), um die Variabilitit innerhalb eines Geno-
typs zu illustrieren. Anhand dessen ist ersichtlich, dass es trotz identischer Zellzahlen unter Kontroll-
bedingungen (2 uM Zn) zu Wachstumsunterschieden zwischen isogenen Klonen kommen kann. Die
Auswertung wurde unter Berticksichtigung dieses Umstandes vorgenommen. Es ist ersichtlich, dass al-
le Kandidaten, mit Ausnahme von At5g37310, nur einen sehr subtilen Einfluss auf die Zn-Sensitivitit
von AtMTP3-exprimierenden zrc/ cotl Zellen haben. Den deutlichsten Einfluss hat At5g37310, der zu
einer erhohten Zn-Sensitivitit im Vergleich zu zrcl corl (MTP3, ev) fihrt. Allerdings ist dieser Effeke
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pFL61GW- 2uMZn 200 pM Zn 2uMZn 3mMZn + pFL38GW-
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ev AtMTP3

il ]

At2932580 |
At2g32720
At3g17440
At3g45600
At4g27500
At4g32530
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At4g27840
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zrc1 cot1 transformiert mit zrc1 cot1 transformiert mit Kandidaten
Kandidaten (in pFL61GW) (in pFL61GW) und AtMTP3 (in pFL38GW)

Abb. 3.10: Einfluss der Kandidaten auf die Zn-Homoostase in Hefe. Die zrcT cotl Doppelmutante wurde transformiert
mit AtMTP3 in pFL38GW und den Kandidaten in pFL613GW. Doppeltransformanten wurden selektiert durch Plattieren
auf SC —HIS —URA. Einzeltransformanten von zrc1 cot! mit den Kandidaten in pFL613GW wurden durch plattieren auf
SC —URA selektiert. Ubernachtkulturen wurden mit Wasser + 0,2 %o (V/V) Tween 20 gewaschen und Verdiinnungsstu-
fen von ODgyo = 0,5, 0,05, 0,005 und 0,0005 hergestellt. Davon wurden 10 pl auf LSP Platten getropft (Doppeltransfor-
manten: —HIS —URA, Einzeltransformanten: —URA), die fiir Kontrollbedingung 2 uM Zn und fiir Hoch-Zn 3 mM/0,2 mM
Zn (Doppel-/Einzeltransformanten) enthielten. Die Erhhung oder Erniedrigung der Zn-Sensitivitat durch die Kandida-
ten im Vergleich zur Kontrolle (Doppeltransformanten: zrc1 cot (AtMTP3; ev), Einzeltransformanten: zrc1 cot1 (ev)) wurde
farbkodiert: gelb Zn-Sensitivitat entspricht der Kontrolle, rot erhdhte Zn-Sensitivitét, griin geringere Zn-Sensitivitat. Fur
die Doppeltransformanten wurden in zwei Experimenten insgesamt fiinf unabhangige Klone getestet. Fur die Einzel-
transformanten wurden in einem Experiment drei unabhdngige Klone getestet. Dargestellt sind reprasentative Klone.

unter Zn-Stressbedingungen auch bei der Einzeltransformante zrcI corl (At5g37310) zu beobachte-
ten. Daher ist davon auszugehen, dass dieser Effeke nicht auf eine Interaktion zwischen At5g37310 und
AtMTP3 zuriickgeht. Auch fir At2g32580 und At3g17440 wurde sowohl fiir die Doppeltransforman-
ten, als auch fiir die Einfachtransformanten eine erhohte Zn-Sensitivitit beobachtet. Hierbei war der
Einfluss auf die Zn-Sensitivitit durch den Kandidaten allein deutlich ausgeprigter als in den Doppel-
transformanten. Einen ebenso starken inhibitorischen Effekt unter Zn-Stressbedingungen durch den
Kandidaten allein wurde bei At3g45600 beobachtet, wohingegen in den entsprechenden Doppeltrans-
formanten kein Effekt beobachtet wurde. Nur bei At4g27500 ist eine leicht geringere Zn-Sensitivitit
der Doppeltransformanten zu beobachten, wohingegen kein Effekt durch den Kandidaten allein auf-
trat. Diese Ergebnisse zeigen, dass der — in fast allen Fillen beobachtete — Einfluss auf die Zn-Sensiti-
vitit durch den Kandidaten a/lein, die Interpretation der Ergebnisse der Co-Expression mit Az MTP3
erschwert, da sich hierbei negative und positive Einfliisse auf das Wachstum der Hefen tiberlagern. Die

Konsequenzen hieraus werden in Abschnittdiskutiert.
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3.4 Biochemische Experimente zur Identifikation von

AtMTP3-Interaktoren

Neben dem genetischen Ansatz bieten sich auch einige biochemische Experimente an, um potentiel-
le Interaktoren fiir MTPs zu identifizieren. Fiir diese Experimente wurden Proteine aus Blittern von
A. thaliana-Linien isoliert, die A##MTP3 mit einem N-terminalen HA-Tag tiberexprimieren (Arrivault
et al.,2006). Der hierfiir verfugbare HA-Antikorper ist fiir Experimente wie Co-Immunoprizipitation
und Western Blots notwendig, da kein ausreichend guter Antikérper fur A#MTP3 verfugbar war. Fir
die Co-Immunoprazipitation wire es notwendig, neben dem fiir die Prizipitation eingesetzten HA-
Antikorper einen spezifischen Anti-4tMTP3-Antikorper fur die Detektion im Western Blot zur Ver-
fugung zu haben. Daher wurde versucht, héhermolekulare Komplexe im nativen Proteingel zu identifi-
zieren, bei dem die Proteine dhnlich zu einem SDS-Gel der Grofie nach aufgetrennt werden (Schrigger
und Jagow, 1991). Obwohl nach Auftrennung mittels eines SDS-Gels A#MTP3 im Western Blot bei Be-
nutzung des Anti-HA-Antikorpers nachgewiesen werden konnte (Arrivault e 4/, 2006)), gelang dies
nicht nach Auftrennung mittels Blue native PAGE (Abbildung . Es stellte sich heraus, dass der

eV 355-HA-AtMPT3
e % Y4 % N\
kba .l 2 3 45 6 7 8
iy e e
282 i Abb. 3.11: Identifizierung von hhermolekularen Protein-

. - - = — komplexen durch Blue Native PAGE (7,5-16,5 % Acrylamid-

140 — =S . e o ! S8 Gradient, s[Schragger und Jagow|[1991; Silberfarbung). Im

3 I parallel durchgefiihrten Western Blot wird mit dem Anti-
B3

66 — 3 HA-Antikérper nur die 560 kDa-Bande des RubisCo-Kom-
la

plexes unspezifisch detektiert. Spuren: 1,5 Gesamtprote-
§ oo by in, 2,6 10000 x g Uberstand, 3,7 100000 x g Uberstand, 4,8
o 100000 x g Pellet (mikrosomale Fraktion)

verwendete HA-Antikorper nicht mehr funktional war. Fir einen weiteren Versuch wurde Wurzel-
material der oben erwihnten Linien isoliert, die auf Platten mit 30 uM Zn angezogen wurden. Unter
diesen Bedingungen wird A#MTP3 in Wildtyppflanzen exprimiert, weshalb angenommen wird, dass
auch putative Interaktoren unter diesen Bedingungen in diesem Gewebe exprimiert werden. Ein zu-
kiinftiges Experiment — die Isolation von Proteinen der mikrosomalen Fraktion und die Auftrennung

der Proteinkomplexe im Blue native Gel — wurde bisher aus Zeitgriinden nicht durchgefiihrt.
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Tab. 3.3: Ubersicht (iber die Kandidaten: In silico-Analyse und Klonierungen. Zusatzlich zu den Kandidaten in TABELLE[3.2)
ist At5954940 aufgefiihrt: Dieser AtMTP1 Kandidat konnte gemaB Schritt sechs und sieben in ABBILDUNG[3.7]nicht besté-
tigt werden und diente bei allen folgenden Experimenten als negative Kontrolle. In den ersten fiinf Spalten ist angege-
ben, in welchem Screen die Kandidaten identifiziert wurden (Ubersicht in TABELLE, die Gro3e des annotierten ORF,
die Anzahl der den ORF kodierenden Exons und wieviel Nukleotide am 5’-Terminus der identifizierten Prey-cDNA fehlen.
In silico-Analyse der subzelluldren Lokalisation wurde mit ARAMEMNON (Schwacke et al.;|2003) und LOCTREE (Nair und
Rost} 2005) durchgefiihrt; experimentelle Daten wurden durch Abfrage der SUBA-Datenbank (Heazlewood et al.,2005)
erhalten. ARAMEMNON vereint (nur fiir Membranproteine) TARGETP, PREDOTAR, IPSORT, CHLOROP, PCLR, MITOPROT, MIT-
OPRED, SIGNALP HMM und SIGNALP NN bei der Vorhersage. Aufgelistet ist die vorhergesagte Anzahl an Transmembran-
helices (TM) und der Durchschnittswert der am hdufigsten vorhergesagten Lokalisierung (0-unwahrscheinlich, 1-sehr
wahrscheinlich). Das hierarchische System LOCTREE simuliert die zellularen Mechanismen bei der Vorhersage der Loka-
lisierung, ist aber bisher nicht fir Membranproteine geeignet. Angegeben ist der Reliability Index zwischen 0 (niedrig)
und 10 (sicher). Prozentuale Angaben stehen fiir den LOCkey-Wert einer weitergehenden SWISS-PROT-Schliisselwortsu-
che unter hoch homologen Proteinen. Abkirzungen: C Chloroplast, CW Zellwand, Cy Zytoplasma, ER Endoplasmatische
Retikulum, Ex Extrazelluldr, N Zellkern, ND nicht DNA bindend, M Mitochondrium, S Secretory pathway, VM vakuolare
Membran. Vakuolare Lokalisation kann weder von ARAMEMNON noch von LOCTREE genau vorhergesagt werden und
ist hier Teil der Kategorie S oder Ex. Die letzten Spalten (pNubGGW bis pFL613GW) kennzeichnen die Ziel-Vektoren, in
welche der vollstandige ORF — nach Klonierung in pENTR/D - mit der Gateway®-Technologie kloniert wurde.

Kandidat Screen, Gréfe Exons Prey-cDNA  Lokalisation (vorhergesagt/experimentell)  pNubG pNubA pNubl pFL613

At-Nr. (Bait c¢DNA- (bp) (ORF)  verkiirzt ARAMEMNON  LOCTREE exp. GW GW GW GW
At/APMTP)  Bib. um...(bp) TM

At5g54940 (1) 4P 339 1 0 0 — c(1) - + + - +
At2g47070 (1) 40 2646 10 2430 1 C(0,2) N (95 %) - - - - -
At3g17930 (1)  4,5'P 573 5 0 2 C/M(06) C/M(8),C(5) Ca + + - +
At1g50020 (1)  S'P 630 4 207 1 C(08) Cy(3) ct + + - +
At5g53560 (1) 67 405 3 171 1 — ER (100 %) PM/C¢ - - - -
At2g31800 (1) 6P 1431 12 9224 0 — Cy (90 %) - - - - -
At2g47010 (1) 40 1356 3 0 o0 — Ex (9) - - - - -
Atlg04410 (2) 6P 999 7 0o o — Cy(3); M(71%) N/PM¢4 - - - -
At3g45600 (3) 4P 855 2 429 3 5(07) S(3),Ex (2) PMe + + - +
At2g32580 (3)  S'P 540 3 0 0 — Ex (8) - + + - +
At4g27500 (3) 50,67 1836 6 15515 1 — N(1) PMe + + + +
At1g24520 (3) 5P 378 1 0 0 S(1,0) Ex (10) PM# - - - -
At3g17440 (3) 5P 807 10 492 1 — Cy (1) PM: + i - +
Ar2g32720 (3) 5P 402 3 0 1 — ER (100 %) - + + - +
At5g37310 (3)  5IP 1782 7i 1467 7 $(0,8) N (1), ND (9) CWk + + + +
At4g27840 (3)  S'P 783 1 354 1  S(06) N(6) - + + - +
At4g32530 (3)  S'P 543 4 0 4 C/M(04) N(6) - + + - +

AtMTP1 6 — Ex (9) VM!

AtMTP2 6 C/M(0,6) Ex(9) ER()™

AtMTP3 7 C/M(0,7) Ex(9) VM?

“Bestandteil des Thylakoidmembran-Proteoms (Peltier et al.},2004; Friso et al.}[2004/ [ MassSpec]).

Bestandteil des Thylakoidmembran-Proteoms (Peltier ez al.}|2004{[ MassSpec]).

‘Lokal. in der Plasmamembran (Marmagne et al.}2004/[ GFP])/Bestandteil des Thylakoidmembran-Proteoms (Peltier ef al.}| 2004/ MassSpec]).
4Bestandteil des Nukleus- (Bae et al}|2003|[ MassSpec]) oder des Plasmamembran-Proteoms (Alexandersson et al.}[2004|[ MassSpec]).
“Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Alexandersson et al.}[2004; Marmagne et al.,[2004|[ MassSpec]).
/Der in der FS-Bibliothek identifizierte Kandidat ist am 5’-Terminus um 1520 bp verkiirzt.

£Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Nithse et al.}[2003|[ MassSpec]).

PVerankert in der Plasmamembran iiber Glycosylphosphatidylinositol (GPI)[Borner ez al| (2003}[2002) [ Vorhersage und MassSpec].
‘Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Alexandersson ef al}[2004} Marmagne et al.,[2004|[ MassSpec],|Uemura et al.},2004{[GFP]).

JLaut Vorhersage umfasst Exon sieben 133 bp; die cDNA des Prey und des klonierten full length-ORF kodiert ein 220 bp Exon in einem anderen
Leserahmen. Die hier identifizierte Splice site wird durch die Sequenz des einzigen annotierten cDNA-Klon gi|42459532 gestiitzt.

*Bestandteil des Zellwand-Proteoms (Bayer et al.},2006|[ MassSpec]).

/L okalisiert in der vakuoliren Membran (Desbrosses-Fonrouge et al.}[2005;|Kobae et al.}|2004,[ GFP]).
"Diese Arbeit (Abschnitt[4.2.4][GFP]).

"Lokalisiert in der vakuoliren Membran (Arrivault et al.,|2006/[ GFP]).
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4 Resultate Teil B: Funktionelle Charakeerisierung
von AtMTP2 und AtMTP12

4.1 Funktionelle Charakterisierung von AsMTP12

4.1.1 5’-RACE und Klonierung von AzMTP12

Fiur AtMPT12 existierten zwei computergestiitzte Genmodelle, die sich in der Linge der vorherge-
sagten ORFs unterschieden. Der vom Munich Information Center for Protein Sequences (MIPS) vor-
hergesagte ORF kodiert dabei ein typisches Protein der CDF-Familie mit sechs Transmembranhe-
lices. Gemif! der Vorhersage von The Arabidopsis Information Resource (TAIR) ist dieses Protein je-
doch fusioniert mit einen N-terminalen Protein unbekannter Funktion (Abbildung[4.1)). Fiir keines
der beiden vorhergesagten Genmodelle konnten innerhalb der entsprechenden Promotorregionen bis
—500 bp (beziigl. des jeweiligen putativen Start-ATG) klassische Promotorelemente wie die TATA-
oder CAAT-Box gefunden werden (analysiert mittels PLACE,! Higo ez 4/.,|1999). Um die korrekee

TAIR: 2397 bp MIPS: 1215 bp

unpekanpte Domape CDF-Domane

Hydrophobizitat

1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Aminosaurerest Nr.

Abb. 4.1: Computergestiitzte Vorhersage von AtMTP12: Durch TAIR bzw. MIPS werden unterschiedliche ORFs fiir
AtMTP12 vorhergesagt. Der Hydrophobizitatsplot der zwei Proteindoméanen wurde gemaf3|Kyte und Doolittle|(1982) als
gleitender, gewichteter Mittelwert in Fenstern von jeweils 21 Aminosauren berechnet. Rot markiert wurden Transmem-
branhelices, die aufgrund eines Konsensusentscheides (O—unwahrscheinlich, 1-sehr sicher) von ARAMEMNON vorherge-
sagt wurden (Schwacke et al.,2003). Der von MIPS vorhergesagte ORF kodiert ein typisches Protein der CDF-Familie mit
den hierfir charakteristischen sechs Transmembranhelices. Laut der Vorhersage von TAIR ist dieses Protein fusioniert
mit einem N-terminalen Protein, das keine Homologie zu bekannten Proteinen zeigt.

mRNA-Sequenz zu erhalten, wurde 5-RACE durchgefiihrt. In Abbildungist dargestellt, dass da-

'http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/
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bei ausschlieflich die von TAIR vorhergesagte Sequenz erhalten wurde (Sequenz in Anhang|A.1.2).
Damit wurde bestitigt, dass A#MTP12 tatsichlich eine Fusion eines unbekannten Proteins mit einem
Protein der CDF-Familie ist. Die MIPS-Annotation des AzMTP12(At2g04620)-ORF basiert somit
auf einer falschen Vorhersage.2 Schon bei der Klonierung des 5-RACE-Fragments, welches am 5™-Ter-

M 5°RACE nested

3054 bp [

2036 bp B

1636 bg Abb. 4.2: 5'-RACE von AtMTP12 wurde mit dem SMART™ RACE cDNA-AMPLIFICATION-Kit
1018 bp von Clontech durchgefiihrt. Selbst unter Bedingungen, welche die Amplifikation der kiir-

zeren, von MIPS vorhergesagten, Sequenz bevorzugten, wurde ausschlie8lich die Se-

514 bp B quenz erhalten, die der TAIR-Vorhersage entspricht (vergl. ABBILDUNG .

minus nur 294 bp kiirzer als der identifizierte Az£MTP12-ORF ist, wurde ein sehr schlechtes Wachstum
der transformierten E. coli-Zellen beobachtet, obwohl der verwendete Vektor pPENTR/D keinerlei Ex-
pression der Sequenz zulassen sollte. Beim Versuch der Klonierung der vollen kodierenden Sequenz von
AtMTPI12 in E. coli wurden keine Klone mit der korrekten Sequenz erhalten. In allen Fillen hatten Se-
quenzumlagerungen stattgefunden. Dies konnte auch durch verschiedene Klonierungsstrategien und
unter Verwendungverschiedener E. co/i-Stimme und -Vektoren nicht umgangen werden. Ursache hier-
fiir ist wahrscheinlich der hohe A/T Gehalt des 5’-Bereichs des ORF von AtMTP12 (bis zu 62 %). A/ T
reiche Sequenzen enthalten potentiell Promotor-dhnliche Sequenzen, welche in E. co/i die Transkrip-
tion von Sequenzen, unabhingig vom benutzten Klonierungsvektor und der Orientation der cDNA,
initiieren (Fakhfakh ez 4/,1996). Im Falle von AtMTP12 konnte dies bedeuten, dass durch die Promo-
toraktivitit des 5’-Bereichs toxische Mengen der CDF-Domine gebildet werden. Fiir viele Membran-
proteine wird Toxizitit in E. coli beobachtet (Stewart ez 4l 1998). Es gelang letztendlich, AtMTP12
mittels homologer Rekombination in Hefe zu klonieren. Dabei wurde mittels PCR ein AtMTPI2-
Fragment amplifiziert, welches an den 3’- und 5’-Enden jeweils 40 bp Uberlappungen mit dem Vektor
pM-Cub enthielt, die mit den Primern eingefithrt wurden. Der Hefestamm JD53 wurde mit diesem
Fragment und dem linearisierten pM-Cub-Vektor transformiert. Der Vektor pM-Cub liegt in Hefe
nur mit ein bis zwei Kopien vor. Sollte AtMTPI2 in Hefe mit einem vergleichbaren Mechanismus wie
in E. coli toxisch sein, wiirden die Effekte durch den low copy-Vektor méglichst gering gehalten. Fiir
die Sequenzierung der nach der homologen Rekombination erhaltenen Plasmide wurden die Plasmide
dieser Transformanten isoliert und in E. co/i amplifiziert. Auch bei diesem Amplifikationsschritt wurde
wieder das sehr schlechte Wachstum der E. coli-Zellen beobachtet. Der durch die Toxizitit entstehen-
de Selektionsdruck fiir Mutationen ist wahrscheinlich auch dafiir verantwortlich, dass keine fehlerfreie
Sequenz erhalten wurde. Aus diesem Grunde wurde keines der amplifizierten Plasmide fiir weitere Ex-

perimente verwendet.

2Accession Nr. gi|20198214
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4.2 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG VON ATMTP2

4.1.2 Heterologe Expression von AzMTP12 in verschiedenen Hefemutanten

Um zu bestimmen, welche zellulire Funktion A#ZMTP12 hat, wurden Komplementationstests in He-
fe durchgefiihrt. Einer der dafiir verwendeten Hefestimme, zrc/, ist Zn-, Co- und Cd-hypersensitiv.
Zrcl ist ein vakuoldrer Metalltransporter der CDF-Familie. Da A#fMTP12 erfolgreich mittels homo-
loger Rekombination im Hefestamm JD53 unter Verwendung des low copy-Vektors pM-Cub kloniert
werden konnte, wurde dieser Vektor auch fiir die Klonierung in der Hefemutante zrc/ verwendet. Da
im Vektor pM-Cub 4tMTP12 als Fusionsprotein mit Cy, und Ura3p vorliegt (Abbildung, wurde
zur Expression von AtMTP12 alleine parallel die homologe Rekombination mit dem multi copy-Ex-
pressionsvektor pFL61GW versucht. In diesem Falle konnten allerdings keine positiven Klone identi-
fiziert werden. Wegen der hoheren zu erwartenden Transkript- und Proteinmengen bei Verwendung
eines multi copy-Vekrors, deutet dies moglicherweise auf Toxizitit von A#MTP12 auch in Hefe hin.
Mit den Klonen von AtMTP12 in pM-Cub wurden Tropfentests auf LSP-Agarosemedien durchge-
fithre, die verschiedene Konzentrationen an Co, Cu, Fe, Ni, Mn und Zn enthielten. In keinem Fall
konnte ein Wachstumsunterschied zwischen den A#fMTP12-Transformanten von zrcl und der Leer-
vektorkontrolle von zrcl beobachtet werden.

AtMTP12 weistvon allen 4. thaliana-CDFs-Proteinen die grofSte Homologie zu ScMsc2 auf. ScMsc2
ist ein Mitglied der CDF-Familie in §. cerevisae und ist zusammen mit Zrgl7 involviert im Zn-Trans-
port in das ER (Ellis ez 4/, 2005). Um zu tiberpriifen, ob AtMTP12 die Unfolded Protein Response
(UPR) der msc2-Mutante komplementiert, wurde ein weiteres mal versucht, 4#MTP12 mittels homo-
loger Rekombination in den Expressionsvektor pFL61GW zu klonieren. Auch diesmal konnten keine
positiven Klone identifiziert werden. Die Klonierung in den Vektor pM-Cub oder in einen anderen

low copy-Vektor wie pFL38 wurde in diesem Fall bisher nicht versucht.

4.2 Funktionelle Charakterisierung von 4tMTP2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 50 100 150 200 250 300
Aminosaurerest Nr.

Hydrophobizitat

Abb. 4.3: Der Hydrophobizitatsplot von AtMTP2 wurde gemaf3 Kyte und Doolittle|(1982) als gleitender, gewichteter Mit-
telwert in Fenstern von jeweils 21 Aminosduren berechnet. Rot markiert wurden Transmembranhelices, die aufgrund ei-
nes Konsensusentscheides (0-unwahrscheinlich, 1-sehr sicher) von ARAMEMNON vorhergesagt wurden (Schwacke et al.,
2003). Sechs Transmembranhelices sind typisch fiir Proteine der CDF Familie.
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4 RESULTATE TEIL B: CHARAKTERISIERUNG VON ATMTP2 uNnD ATMTP12

4.2.1 Heterologe Expression von AzMTP2 in verschiedenen Hefemutanten

Um herauszufinden, welche zelluldre Funktion A#MTP2 hat, wurden Komplementationstest in Hefe
durchgefiihrt. Einer der dafiir verwendeten Hefestimme, zrcl cotl, ist Zn-, Co- und Cd-hypersensi-
tiv. Die Mitglieder der CDF-Familie Zrc1 und Cotl sind vakuolire Metalltransporter (Conklin ez 4/,

1994)). Der zweite verwendete Stamm, ccc, ist sensitiv gegeniiber erhohten Fe-Konzentrationen. Cecl

ist ein vakuolarer Transporter fur Fe (Li und Kaplan,2004). Ein weiterer fir die heterologe Expression

von AtMTP2 verwendeter Hefestamm ist die Deletionsmutante ycf1, welcher der vakuolire Glutathi-

on-Konjugat-Transporter Ycf1 fehlt. Dieser Transporter wurde identifiziert aufgrund seiner Fihigkeit

Toleranz gegeniiber erhohten Cd-Konzentrationen zu verleihen (Szczypka ez al.}1994). Da Ycf1 diver-

se Glutathion-S-konjugierte Xenobiotika in die Vakuole transportiert (und somit detoxifiziert), ist ycf1
hypersensitiv gegeniiber einer Reihe von Metallen, z. B. Cd, Hg und As (Ghosh ez 4/.,|1999; |Gueldry,
et al.,2003; Li ez al.,1997). Als letzte Mutante wurde sc2 verwendet. Wie bereits in Abschnitt@
erwihnt, ist Msc2 ein Mitglied der CDF-Familie in S. cerevisae und zusammen mit Zrgl7 involviert
im Zn-Transport in das ER (Ellis ez 4/, 2005). Da Zn essenziell fiir die korrekte Faltung vieler Pro-
teine im ER ist, wird bei niedrigen Zn-Konzentrationen als Teil des Phinotyps dieser Mutante eine
UPR beobachtet. Sollte A#MTP2 in der Lage sein bei heterologer Expression in Hefe Zn in das ER

zu transportieren, wird Komplementation dieses Phinotyps erwartet. In Abbildung|4.4]ist zu schen,

2uMZn 0.2mMZn 0.3mMZn 0.75mM Zn

BY4741

zrcl cotl

Abb. 4.4: Heterologe Expression
von AtMTP2 in verschiedenen
Hefemutanten fir Komplemen-
tationstests. Die Hefemutanten
zrcl cotl und cccl wurden mit
der AtMTP2-cDNA in pFL61GW
und pFL6lev transformiert.
BY4741 und BY4742 wurden mit
60 M Cd PFL6IGW  (ev) transformiert.
: Transformanten wurden se-
lektiert durch Plattieren auf
SC-URA.  Ubernachtkulturen
15 uM Cd 20 uM Cd wurden mit Wasser + 0,2 %o (V/V)

Tween 20 gewaschen und Ver-
diinnungsstufen von ODgge=0,5,
0,05, 0,005 und 0,0005 herge-
stellt. Davon wurden je 10 pl auf
LSP —URA-Agarosemedien  ge-
tropft, welche unterschiedliche

A : Konzentrationen verschiedener
cect aemre2 B ECE K : Metalle enthielten.

zrcl cotl

BY4741

zrcl cotl

zrcl cotl

BY4741

zrcl cotl

zrcl cotl

BY4742
ycfl

ycf1

BY4741

cccl

dass A#xMTP2 die Zn-Toleranz von zrcl cotl erhohte, also die Mutante teilweise komplementierte. In

geringerem Mafle wurde auch die Toleranz der Mutante gegeniiber Co erhéht, wohingegen bei Cd
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keinerlei durch A#MTP2 vermittelter Effekt auftrat. Dies wird bestitigt durch die heterologe Expres-
sion von AtMTP2 in ycfl1, wo ebenfalls kein Effekt von 4#MTP2 auf die Cd-Sensitivitit der Mutante
beobachtet wurde. Sehr gering erhohte Fe-Toleranz zeigen mit AtMTP2 transformierte cecl-Zellen.
Die UPR der zsc2-Mutante wird durch heterologe Expression von A#MTP2 in dieser Mutante nicht
komplementiert (Abbildung. Durch morphologische Analysen wurde der Einfluss von 4sMTP2
auf einen zweiten Aspekt des Phanotyps von msc2 untersucht: Zellen von ms¢2 sind abnormal grof§ im
Vergleich zum Wildtyp BY4741 (= 2x). Im Vergleich zum Wildtyp wurden Zellen doppelter Grofe
auch bei msc2-Zellen beobachtet, die mit A#ZMTP2 transformiert wurden. Dies deutet darauf hin, dass

AtMTP2 in Hefe nicht in der Lage ist, Zn in das ER zu transportieren.

i Abb. 4.5: AtMTP2 komplementiert nicht die UPR von
4 0.3 uM Zn msc2. Die Hefemutante msc2 wurde transformiert mit der
7 = 20uMZn  AeMTP2-cDNA in pFLEIGW und mit pFL6IGW (ev). Der

. Wildtyp BY4741 wurde transformiert mit pFL61GW (ev).

3 | Ubernachtkulturen der Transformanten wurden in Low
Zinc Medium (LZM) —-URA angesetzt, das 10 uM Zn ent-

i hielt. Nach Waschen der Hefen in Wasser wurden Haupt-

2 - kulturen in LZM-Medium angeimpft, das 0,3 bzw. 20 uM
| ZnS0O, enthielt. Nach fiinf Stunden wurden B-Galactosi-

1 H dase-Assays mit Proteinextrakten geméB [Rose und Bot|
7 durchgefiihrt. Dargestellt sind jeweils der Mit-

7 telwert + SD aus einem Experiment mit je finf unabhan-

gigen Transformanten. Prasenz von AtMTP2 in den msc2-
WT+ev msc2+ev  msc2+AtMTP2 Transformanten wurde mittels PCR tberpriift.

[-Galactosidase Aktivitat (mU)

Zusammenfassend deuten alle durchgefiihrten Komplementationstests darauf hin, dass AzMTP2
die zellulire Entgiftung von Zn, Co und Fe vermitteln kann, wobei der Effekt fiir Zn am stirksten
ist. Ein Hinweis, ob die Entgiftung durch Export der Metalle aus der Zelle oder durch Transport ins

Endomembransystem vermittelt wird, konnte durch diese Experimente nicht erhalten werden.

4.2.2 Lokalisation und Zeitverlauf der Transkription von AtMTP2 in der
Pflanze - pMTP2:: GUS-Analysen

Erste Experimente zur Transkriptionsanalyse von A#M7TP2 wurden in der T,-Generation transgener
A. thaliana-Col-0-Pflanzen durchgefiihrt, die aufgrund einer T-DNA-Insertion das Reporterprote-
in GUS unter Kontrolle des nativen pM7TP2-Promotors exprimieren. Die Segregationsanalysen wur-
den auf Grundlage der Kanamycin-Resistenz durchgefiihrt, die durch das NPTII-Gen der T-DNA-
Insertion vermittelt wird. Am 5’-Terminus des GUS-Reportergens befindet sich ein Teil des ORF von
AtMTP2, der die ersten zwei der insgesamt sechs Transmembranhelices kodiert. Der Assay wurde
in den ersten drei Wochen nach Aussaat auf %-konzentriertem MS-Agarmedium alle zwei Tage mit

je funf Pflanzen von neun 3:1-segregierenden Linien durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden nach drei
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Wochen auf Erde umgesetzt und GUS-Firbung von allen iiberirdischen Pflanzenteilen durchgefiihre,
nachdem Bliiten und die ersten Schoten entwickelt waren. Zu keinem Zeitpunke konnte Firbung in
irgendeinem Gewebe beobachtet werden. Daten von Affymetrix GeneChip®-Experimenten zeigten zu
diesem Zeitpunke, dass die Transkription von AtMTP2 bei Zn-Mangel in der Wurzel sehr stark hoch-
reguliert wird.> Die neun Linien wurden in die T;-Generation propagiert, in der durch Segregations-
analysen acht unabhingige Linien positiv auf Homozygotie getestet wurden. Tatsichlich wurde bei all
diesen Linien nach Keimung auf Platten, die HOAG-Medium ohne zugegebenes Zn enthielten, nach
einigen Tagen in der meristematischen Zone der primiren Wurzelspitze auf GUS-Aktivitit zurtick-
zufiihrende Blaufirbung nach Inkubation mit dem Substrat X-Gluc beobachtet (Abbildung|4.6). Bei
alteren Pflanzen war stattdessen starke Farbung in derselben Zone von Seitenwurzeln zu beobachten,
die in cinigen Fillen auch Firbung in der Differenzierungszone der Wurzel zeigten (zu den Wurzelzo-

nens. Abbildung. Obwohl diese Farbung bei allen acht unabhingigen Linien beobachtet wurde,

5 DAS 10 DAS

e

- d

8 DAS Abb. 4.6: Analyse von pAtMTP2:GUS-
Linien nach Anzucht auf Agarosemedi-
en. Sterilisierte Samen der T;-Generati-
onvon acht unabhangigen homozygo-
ten Linien wurden auf HOAG —Zn-Aga-

7Y\ |
‘ P4
rosemedium ausplattiert. Zum Medi-

j » um wurde 0,5 % (m/V) Sacharose zuge-

y, geben. GUS-Assays wurden nach Ern-
te der Pflanzen zu den angegeben Zeit-

/

4

A
iy

4/
i

— 1Tmm

punkten nach der Keimung (Tage nach
Aussaat (DAS)) durchgefiihrt. Die ge-
zeigte Farbung ist reprasentativ fir alle
acht unabhdngigen Linien.

gab es Ausnahmen: Bei jeder Linie gab es etliche Pflanzen, die gar keine Firbung aufwiesen. Zudem
waren haufig nicht alle sekundiaren Wurzelspitzen einer Pflanze gefirbt. Die zwei Zonen der Wurzel-
spitze — die meristematische und die Differenzierungszone — waren nicht immer gleichzeitig gefarbt. Es
wurde vermutet, dass entweder lokale Zn-Kontaminationen die Expression verhindern oder nicht alle
Whurzelspitzen Kontakt zum Medium hatten und eventuell Faktoren zur Transkription von AtMTP2
notwendig sind, die Kontakt zum Medium signalisieren. Daher wurden Pflanzen von allen acht Lini-
en im hydroponischen System angezogen, die im weiteren Verlauf des Experiments Zn-defizient ge-
macht wurden. Drei Wochen nach dem Beginn des Zn-Entzuges wurde ausschliefSlich bei der Linie
pMTP2::GUS-1-1 die schon auf Agarosemedium beobachtete Firbung in der meristematischen und
der Differenzierungszone von Seitenwurzeln beobachtet (AbbildungB—D). Wie zuvor auf Aga-
rosemedien waren auch bei diesen hydroponisch angezogenen Pflanzen nicht alle Wurzelspitzen einer

Pflanze gefarbt. Zudem zeigten die gefirbten Wurzelspitzen nicht immer in beiden Zonen gleichzeitig

3Ina N. Talke, personliche Kommunikation
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Abb. 4.7: Analyse von pAtMTP2::GUS-Linien in Hydrokultur. Hydrokultur wurde mit Pflanzen der T;-Generation von acht
unabhdngigen homozygoten Linien durchgefiihrt. Nach zwei Wochen wurde Medium ohne zugegebenes Zn verwen-
det, das wochentlich ausgetauscht wurde. GUS-Assays wurden wochentlich mit je drei Pflanzen pro Linie durchgefiihrt.
Drei Wochen nach Zn-Entzug wurde die dargestellte Farbung beobachtet. Die Farbung in den Wurzelspitzen wurde nur
bei einer Linie beobachtet. Die Farbung im Leitgewebe wird fiir ein Artefakt gehalten, da sie auch unter Kontrollbedin-
gungen (5 M Zn) und bei Wildtyppflanzen ab der dritten Woche beobachtet wurde.

Firbung: Bei einigen der gefirbten Wurzelspitzen trat die Firbung nur in der Differenzierungszone auf.
Diese Zone ist charakeerisiert durch das Erscheinen von Wurzelhaaren und der beginnenden Lignifi-
zierung des Xylems. Die in dieser Zone befindlichen Wurzelhaare waren ebenfalls gefarbt. Ebenfalls
in der Abbildung ist die Beobachtung dargestellt, dass vier Wochen nach Zn-Entzug die Firbung der
Waurzelspitzen nicht mehr beobachtet wurde bzw. nur bei zwei Wurzelspitzen einer Pflanze der Linie
PMTP2::GUS-1-1 schr schwache Blaufarbung in der Differenzierungszone auftrat. Auch wenn die Fir-
bung der Wurzelspitzen nur bei einer Linie nach Anzucht im hydroponischen System — drei Wochen
nach Zn-Entzug — beobachtet wurde, wird zicht angenommen, dass es sich um ein unreprisentatives
Artefakt handelt: Dagegen spricht, dass die Firbung auf Agarosemedien bei allen acht Linien beobach-
tet wurde — auch wenn nicht bei allen Pflanzen pro Linie. Zudem bestitigte das Muster der Firbung
im hydroponischen System die vorherigen Beobachtungen sehr deutlich. Um ein Artefake scheint es
sich allerdings bei der Firbung im Leitgewebe zu handeln, die ab der dritten Woche nach Weglassen
von Zn im Wachstumsmedium bei = 60 % aller PAanzen beobachtet wurde. Fiir die Annahme, dass es
sich hierbei um ein Artefakt handelt, sprechen drei Griinde: Zum ersten wurde diese Art der Firbung
auch beim Wildtyp beobachtet. Zweitens erscheint es unwahrscheinlich, dass die Promotoraktivitat
von pMTP2 das beobachtet Muster der Leitgewebe-Firbung bedingt: So war in manchen Fillen das

Leitgewebe nicht durchgingig gefirbt, sondern unterbrochen von Zonen ohne jegliche Farbung. Zu-
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dem wurde bei Pflanzen, welche diese Farbung aufwiesen, haufig weitere Firbung beobachtet, die klar
auf bakeerielle oder Pilzinfektion zuriickgeht (H in Abbildung[4.7)). Drittens wurde Firbung im Leit-
gewebe auch beim Col-0-Wildtyp unter Kontrollbedingungen (5 uM Zn) beobachtet.

Es wurde angenommen, dass auch bei dem Experiment im hydroponischen System Zn-Kontamina-
tion vorlag. Bei der Anzucht von Pflanzen im hydroponischen System werden haufiger Unterschiede
im Wachstum innerhalb eines Genotyps beobachtet, die eindeutig auf die verwendeten Kunststoff-
behalter zurtickgehen, in denen die Pflanzen schwimmen. Dies kann zum einen mit der vorherigen
Verwendung des Gefifles zusammenhingen: Es ist vorstellbar, dass bei hohen Zn-Konzentrationen im
Medium Zn im Laufe der viele Wochen dauernden Experimente in die Matrix des Kunststoffs hinein-
diffundiert, das selbst durch mehrere Tage Inkubation in Saure nicht herausgelost werden kann. An-
dererseits ist bekannt, dass teilweise bei der PVC-Verarbeitung Zn-haltige Konditionierer und Hirter
eingesetzt werden.* Im Zusammenhang mit der Charakterisierung von AtMTP2-Knockout-Pflanzen
stellte sich tatsachlich heraus, dass im verwendeten HOAG-Medium Zn-Kontaminationen vorlagen.
Bei einem weiteren Experiment zur vergleichenden GUS-Farbung von A#tMTP1, -2 und -3 nach An-
zucht auf Agarosemedium (Abschnitt wurden die in Abschnitt erorterten Mafdnahmen
zur Minimierung der Zn-Kontamination ergriffen. Dabei sei vorweggenommen, dass auch hier Kon-
taminationen im Bereich von 22 bis 200 pM Zn im Agarosemedium der Wachstumsplatten vorlagen.
Auf einer Agaroseplatte mit =40 nM waren iiber 90 % aller Wurzelspitzen gefirbt, wohingegen bei
200 nM Zn nur = 10 % aller Wurzelspitzen Firbung zeigten. Da das HOAG-Medium nach der Her-
stellung frei von detektierbarem Zn war, wurde angenommen, dass Zn aus dem Material der verwen-
deten Platten diffundiert (Tabelle[4.2} S.[84). In HOAG-Medium von zwei Wachstumsgefifien, die
im hydroponischen System eingesetzt werden, wurden = 30 nM Zn detektiert. Die oben aufgestell-
te These, dass mangelnder Kontakt zum Agarosemedium die fehlende Firbung einiger Wurzelspitzen
verursacht, konnte nicht bestitigt werden.

In der Entwicklungsserie (Developmental Series) von ATGENEXPRESS® (Zimmermann ez /. [2004)
wurde fiir A#MTP2 eine deutliche erhohte Expression in spiten Stadien der Samenreifung und in rei-
fen Pollen angezeigt. Bei daraufhin durchgefiithrten GUS-Farbungen mit Samen der Stadien Jaze tor-
pedo bis early green cotyledons sowie mit Bliiten und Pollen wurde keine GUS-Aktivitit in diesen Ge-
weben beobachtet. Durch Mikroskopie wurde sichergestellt, dass die im Experiment analysierten Sa-
men tatsichlich im richtigen Entwicklungsstadium waren. Es wird angenommen, dass die in ATGEN-
EXPRESS angezeigte erhohte Expression auf Kreuz-Hybridisierung mit anderen MTPs zurtickgehen
konnte, da die Massively Parallel Signature Sequencing (MPSS)-Datenbank® (Brenner ez al., 2000)

nur erhéhte Transkriptmengen in Wurzeln bestitigt. Fir Pollen wurden in den MPSS-Daten keine

“Henk Schat, persénl. Kommunikation
*http://web.uni-frankfurt.de/fbl5/botanik/mcb/AFGN/
¢http://mpss.udel.edu/at/?
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erhohten Transkriptmengen gefunden, wohingegen fiir Samen der letzten Entwicklungsstadien keine
Aussage getroffen werden kann, da fiir dieses Stadien keine Daten vorliegen. Bei MPSS wird die Tran-
skriptmenge eines Genes aufgrund der Haufigkeit von Signatursequenzen bestimmt, die fiir dieses Gen

spezifisch sind.

4.2.3 Vergleichende Promotor::GUS-Analysen von AzMTP1, -2 und -3

Die CDF-Familie umfasst in A. thaliana 12 Mitglieder, wovon sich A#fMTP1, -2, -3, -5 und -12 im phy-
logenetischen Stammbaum im Zweig der mutmaflichen Zn-Transporter befinden (Abbildung|[LI).
Fiir A#MTP1 und -3 wurde bereits der Nachweis des Zn-Transports erbracht (Desbrosses-Fonrouge
et al.,2005; Arrivault ez al., 20006). Fir P#ZdMTP1 aus Pappel wurde auch Zn-Transport nachgewie-
sen (Blaudez e 4/.,[2003), wie auch fiir viele nicht pflanzliche Mitglieder der CDF-Familie in diesem
Zweig, z.B. HsZnT'1 (Palmiter und Findley, |1995)), die zuvor erwihnten Mitglieder ScMsc2 (Li und
Kaplan, 2001), ScZrcl und ScCotl (Li und Kaplan, |1998). In diesem Zusammenhang stellt sich die
Frage, inwiefern die pflanzlichen CDFs redundante Funktionalitit haben oder unter unterschiedli-
chen Bedingungen cine Rolle bei der Metallhomgostase spielen. Daher wurde in einem vergleichen-
den Experiment die Lokalisierung der Transkription von A#MTP], -2 und -3 in der Wurzel mittels
Promotor::GUS-Fusionen analysiert. Es wurde je eine charakteristische Linie ausgewahlt und sterili-
sierte Samen auf HOAG-Agarosemedium plattiert, das 0, 5 und 30 uM Zn enthielt. Nach histochemi-
scher Farbung auf GUS-Aktivitit mit X-Gluc als Substrat acht und zehn Tage nach Aussaat wurde fiir
pMTPI::GUS-Pflanzen bei allen Zn-Konzentrationen Blaufirbung in allen Wurzelspitzen beobachtet
(Abbildung[4.8). Dahingegen war GUS-Aktivitit fiir pMTP3::GUS nur bei 30 uM Zn zu beobach-
ten und fir pMTP2::GUS nur bei 0 uM Zn. Im Fall von pMTP3::GUS war acht Tage nach Aussaat
oberhalb der Verlingerungszone der Wurzel (distal der Wurzelspitze) in der gesamten Wurzel Firbung
zu beobachten (zu den Wurzelzonen s. Abbildung|4.10). Zwei Tage spiter wurde dieses Firbungsmus-
ter in allen Seitenwurzeln der pMTP3::GUS-Linie beobachtet. Die Firbung in der Hauptwurzel war
zu diesem Zeitpunkt deutlich auf die Wurzelhaarzone beschrinke. Fir pMTP2::GUS wurde die in
Abschnittbeschriebene Lokalisation der GUS-Aktivitit festgestellt. In diesem Abschnitt wurde
auch erwihnt, dass auf Agaroseplatten mit niedriger Zn-Kontamination ein prozentual hoherer Anteil
der Wurzelspitzen gefirbt war, als auf Platten mit hoherer Zn-Kontamination. Das Zn-Kontaminati-
onsproblem wird in Abschnitt erortert, ebenso wie die Maffnahmen zur Reduktion der Kon-
tamination fur das hier durchgefithrte Experiment. Detaillierte Analyse der Lokalisation der GUS-
Aktivitit (Abbildung zeigt, dass pMTP1::GUS und pMTP2::GUS ahnliche Transkriptionsmus-
ter aufweisen: Im Fall von pMTP1::GUS ist starke GUS-Aktivitat in der meristematischen Zone zu
schen, die kontinuierlich tiber die Elongations- und Differenzierungszone bis hin zur Reifungszone

geringer wird. Bei der /#MTP2-Linie ist die Elongationszone frei von jeglicher GUS-Aktivitat. Wur-
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Abb.

4.8: Zn-Abhéangigkeit der Promotoraktivitat von

AtMTP1, -2 und -3 in Keimlingen. Samen von transge-
nen Col-0-Linien, welche homozygot firr eine T-DNA-
Insertion zur Expression von pMTP2:GUS (Linie 1-1),

pMTPI::GUS (Linie 18-1 von |Desbrosses-Fonrouge et al.

2005

2006

bzw. pMTP3::GUS (Linie 1.1 von |Arrivault et al.
sind, wurden sterilisiert und auf 0,25xHOAG-Me-

dium plattiert, welches 0,5% (m/V) Sacharose, 0,8 %
(m/V) Seakem-Agarose sowie 0-, 5- bzw. 30 uM Zn-
SO, enthielt. Histochemische Farbung auf GUS-Aktivi-
tat wurde acht und zehn Tage nach Aussaat durchge-
fuhrt. Diein ABBlLDUNGdetaiIIiert dargestellte Loka-
lisation GUS-Aktivitat wurde fir MTP1und -2 mit blauen
Pfeilen gekennzeichnet. Fir pMTP1::GUS-Pflanzen wur-
de das untere Drittel der Wurzel bis zur Primarwurzel-
spitze (eingesetzte Kastchen) nicht dargestellt.
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Abb. 4.9: Lokalisierung der Promotoraktivitdat von AtMTPT, -2 und -3 in Keimlingen (zehn Tage nach Aussaat). Zu den
Linien und der Anzucht der Pflanzen siehe ABBILDUNG A,B pMTP1::GUS-Linie bei 0, 5 und 30 uM Zn, C-E pMTP2::GUS-
Linie bei 0 uM Zn, F pMTP3:GUS-Linie bei 30 uM Zn. A Entwicklungsstadien von Seitenwurzeln der pMTP1::GUS-Linie B
Apex der Primdrwurzel der pMTP1::GUS-Linie mit DetailvergroBerungen, C Entwicklungsstadien von Seitenwurzeln der
pMTP2::GUS-Linie, D(E) Apex einer Seitenwurzel (Primarwurzel) der pMTP2::GUS-Linie mit Detailvergrof3erungen, F Apex
der Primarwurzel der pMTP3::GUS-Linie mit DetailvergroBerungen.
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Abb. 4.10: Anatomie der Arabidopsis-Wurzel. Ubernommen von ARex (http: //www.arex.org)

zelhaare der Differenzierungszone sind immer gefarbt. Im Zuge der Entwicklung einer Seitenwurzel
sind pMTP1 und pMTP2 zu den gleichen Zeitpunkten aktiv. Bei der Lokalisierung der GUS-Akti-
vitit treten allerdings einige Unterschiede auf: So fillt bei einigen pMTP2::GUS-Pflanzen auf, dass
im Gegensatz zu pMTP1::GUS in der Zone der Wurzelkappe keine GUS-Aktivitit vorliegt (vergl. 4
mit D in Abbildung. Auch in der meristematischen Zone, die durch isodiametrische Zellen cha-
rakeerisiert ist (Scheres e 4/ [2002)), wird bei einigen Seitenwurzeln keine GUS-Aktivitit beobachtet
(C in Abbildung[4.7] CS in Abbildung[4.9). Wurzelhaar-tragende epidermale Zellen (Trichoblasten)
sind bei pMTP2::GUS deutlich stirker gefirbe, als die dazwischen liegenden epidermalen Zellen ohne
Waurzelhaare (Atrichoblasten). Im Fall relativ schwacher Firbung ist zu erkennen, dass ausschliefSlich
Trichoblasten gefirbt sind (£ in Abbildung. Der Kortex der Arabidopsis-Wurzel besteht aus acht
Zellen, wobei sich Trichoblasten immer tiber antiklinalen Zellwinden kortikaler Zellen entwickeln
(Scheres ez al.,[2002). Starkere Farbung der Trichoblasten wurde auch bei pMTP1::GUS beobachtet.
So deutlich wie in Bin Abbildungwurdc dies allerdings nur in sehr wenigen Fillen beobachtet. Die
Firbung der Wurzelhaare wurde durch Desbrosses-Fonrouge ez 4/|(2005) nicht beschrieben. Sie trat
im allgemeinen nur sehr unregelmifSig auf und betraf in diesem Falle nur einige wenige Wurzelhaare
der beginnenden Differenzierungszone. Im direkten Vergleich von 4 und F in Abbildung ist zu
erkennen, dass die Firbung der Wurzelhaare bei pMTP1::GUS vergleichsweise schwach war. Zudem
waren tiberwiegend kurze Wurzelhaare gefarbt. Aufgrund des unregelmifigen Auftretens wird ange-
nommen, dass der Farbstoft aus den Wurzelhaar-tragenden epidermalen Zellen durch mechanischen

Einfluss wihrend der Firbeprozedur tiberwiegend in kurze Wurzelhaare gelangen konnte.

Um die in den Abbildungen gezeigten Intensititen der Blaufirbung zu erzielen, mussten Pflanzen
der pGUS::MTP2-Linien tiber Nacht mit dem Substrat X-Gluc inkubiert werden. Dahingegen wur-
den vergleichbare Intensititen bei der pMTP1::GUS- und der pMTP3::GUS-Linie bereits nach rund
30 min Inkubation mit X-Gluc erzielt. Um eine genauere Aussage tiber die relative GUS-Aktivitit
zu treffen, wurden Wurzel-Proteinextrakte von Keimlingen der pMTP1(2,3)::GUS-Linien analysiert.
Die GUS-Aktivitit wurde anhand der Umsetzung von MUG zu dem fluoreszierenden Produke MU
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fluorimetrisch bestimmt (Abbildung4.11). Hierbei bestitigten sich die vorherigen Beobachtungen:

454 = pAtMTP1:GUS
401 wmm pAtMTP2:GUS Abb. 4.11: Promotoraktivitat von AtMTPI, -2 und -3 in
=) 35;; = pAtMTP3:GUS Keimlingen: MUG-Assay. Die angegebenen Zn-Konzen-
E 8:_ trationen wurden zu 1/2-konzentriertem MS-Agarose-
% 7 medium gegeben und auf jeweils drei replikaten Platten
i g'. je eine charakteristische Line sowie der Wildtyp (Col-0)
_§ 42 angezogen. Vierzehn Tage nach Aussaat wurden fir je-
c 3] de Linie die Wurzeln der Keimlinge einer Platte (= 15) ge-
o ] . . -
5 2-_ poolt und aus dem homogenisierten Material Proteine
é’ 1 i extrahiert. Es wurde die Proteinkonzentration der Extrak-
9 03] te bestimmt (Bradford| [1976) und die GUS-Aktivitit fluo-
«“ 8'%'. 5 5 rimetrisch quantifiziert. Die spezifische Aktivitat wurde
’OE c c abztiglich der Hintergrundaktivitat der Col-0-Pools in mU
5 30 (IUPAC, 1U =1pmol MU - min™) pro mg Gesamtprotein an-
[Zn] (uM) gegeben (n. d.—nicht detektierbar).

Die pMTPI::GUS-Linie zeigte bei allen Zn-Konzentrationen annihernd gleiche GUS-Aktivitit, wo-
hingegen die pMTP2::GUS-Linie nur bei 0 uM Zn GUS-Aktivitit aufwies. Dass hierbei nur = %o der
Aktivitit der pMTPI1::GUS-Linie gemessen wurde, ist in Ubereinstimmung mit der oben erwihnten
Tatsache, dass die Pflanzen der pMTP2::GUS-Linien fir die gleiche Intensitit der Blaufirbung rund
20-30 mal linger mit X-Gluc inkubiert werden mussten alspMTP1:: GUS-Pflanzen. Fiir die auf 30 uM
Zn gewachsenen pMTP3::GUS-Pflanzen wurde sehr starke GUS-Aktivitat gemessen. Bei O uM Zn
wurde nur sehr geringe Aktivitit gemessen. Diese war allerdings nominell héher als fir pMTP2::GUS.
Dies konnte auf tatsichlich unterschiedliche Transkriptmengen, unterschiedliche Transkript-/Prote-
instabilititen sowie darauf zuriickgehen, dass der Wurzelbereich, in dem A#MTP3 exprimiert wird,
rund zehnmal grofSer als der Bereich in der Wurzelspitze ist, in dem A#2MT'P2 exprimiert wird. Bei 0 uM
Zn konnte somit selbst sehr niedrige Hintergrundexpression von GUS in der Linie pMTP3::GUS zu
einer hoheren GUS-Aktivitit fithren als im Fall der induzierten GUS-Expression bei pMTP2::GUS-
Pflanzen. Fir die MTP3-Linie wurde im Vergleich zur hohen Aktivitit bei 30 uM Zn nur = Yo der
Aktivitit bei 0 pM Zn und = % bei 5 uM Zn gemessen.

4.2.4 Zellulire Lokalisation des Proteins

Durch computergestiitzte Topologievorhersagen ist bekannt, dass AtMTP2, wie die meisten Mitglie-
der der CDF-Familie, sehr wahrscheinlich sechs Transmembranhelices aufweist (Abbildung und
folglich in einer Membran der pflanzlichen Zelle lokalisiert sein muss. Es existieren etliche computer-
gestiitzte Ansitze, die Lokalisierung eines Proteins durch Sequenzanalyse vorherzusagen, aber meis-
tens bieten diese Vorhersagen nur einen ersten Ansatzpunke fiir weitergehende Untersuchungen. Bei
AtMTP2 trite direkt nach dem Start-Methionin ein XXRR-Aminosiuremotiv auf (Sequenz in An-
hang , welches hiufig bei ER-residenten Membranproteinen gefunden wird: Ahnlich wie lu-
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menale ER-Proteine, die das Tetrapeptid K(H)DEL als ER-Retention Signal im C-Terminus haben,
verfiigen viele ER-Membranproteine tiber ein solches XXRR-Motiv im N-Terminus oder ein KKXX-
bzw KXKXX-Motiv im C-Terminus (Teasdale und Jackson, |1996). Allerdings ist fiir eine Vorhersa-
ge der Lokalisation das Auftreten dieser Motive weder notwendig noch hinreichend. Zudem muss das
XXRR-Motiv innerhalb der ersten Aminosduren auftreten, um ER-Lokalisierung als alleinige Deter-
minante zu bewirken. Ein ahnliches Motiv wird bei keinem der anderen zwolf MTPs von A. thaliana
gefunden.

Fiir die Analyse der Lokalisation in der Zelle, wurden Konstrukte hergestellt, die chimire Fusionen
von AtMTP2 mit EGFP kodieren. Fiir Analysen in Hefe wurde AtMTP2 in den Vektor pUG35GW
kloniert (pMTP2::MTP2:EGFP). Auch fiir Analysen in Protoplasten, die aus Zellen von A. thaliana-
Zellkulturen hergestellt wurden, erfolgte die Fusion von EGFP an den C-Terminus von AtMTP2
durch Klonierung von A#MTP2 in den Vektor pK7WGEF2. Nach Transformation von Hefe bzw. Pro-
toplasten wurde die Lokalisierung mit cinem Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) untersucht

(Abbildung [4.12). In beiden Fillen wurden netzwerkartige Strukturen beobachtet, die charakeeris-

Hefe PMET:MTP2-eGFP

Abb. 4.12: Lokalisierung von AtMTP2 als chimdres EGFP-Fusionsprotein in
Hefe und in A. thaliana Protoplasten. EGFP-Fluoreszenz ist griin darge-
stellt. A Hefezellen der Mutante zrcl, die AtMTP2-EGFP exprimieren. Das
Zytoplasma wird durchzogen von einem fiir das ER typischen Netzwerk.
Die hellen Strukturen von =1 um Durchmesser kdnnten Golgi-Stapel oder
inclusion bodies sein (siehe Text). B Transiente Expression von AtMTP2-
EGFP in A. thaliana-Protoplasten, die aus Zellkulturen hergestellt wurden
(24 h nach der Transformation). Flr das ER typische Netzwerkstrukturen
werden auch hier beobachtet. Die Vakuole wird in der rechten Abbildung
von einem zytoplasmatischen Strang durchzogen.

tisch fir das ER sind. In Hefe wurden zusitzlich Strukturen mit einer Grofie von = 1 um gefunden, die
entweder auf Golgi-Stapel zuriickgehen oder Inclusion bodies. Letztere entstehen aufgrund der Uber-
expression von Proteinen mit hydrophober Oberfliche haufigin E. co/i und Hefe. Da diese Strukturen
nur bei starker Expression des EGFP-Fusionsprotein beobachtet wurden (obere zwei Zellen in 4, vergl.
mit Abbildung 1 b in Giorgini ez al.,[2005)), handelt es sich hierbei hochstwahrscheinlich tatsichlich
um solche Inclusion bodies — also Aggregate des tiberexprimierten AtMTP2.

Die Lokalisation von A#MTP2 wurde zunichst in stabil transformierten 4. thaliana-Pflanzen durch-
gefithrt, die N- und C-terminale Fusionen von EGFP an A#MTP2 unter der Kontrolle des p35S-Pro-
motors exprimierten. Dazu wurde A#MTP2 in die Vektoren pK7FWG2 (p35S::EGFP:MTP2) und
pK7WGF2 (p358::MTP2:EGFP) kloniert. Keimlinge der T,-Generation transgener Pflanzen wur-
den auf ¥-konzentriertem MS-Agarosemedium angezogen, welches kein Antibiotika zur Selektion

transgener Pflanzen enthielt. Acht Tage nach Aussaat wurde Konfokalmikroskopie durchgefiihrt. Wie
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in A-F in Abbildung zu erkennen ist, kann im Fall der N-terminalen Fusion von EGFP an
AtMTP2 keine klare Aussage in Bezug auf die subzellulire Lokalisation getroffen werden. In vielen
Fillen ist EGFP-Fluoreszenz prominent in der Tonoplastenmembran bzw. den Membranen von Priva-
kuolen, ist aber auch im zytoplasmatischen Raum netzwerkartig zu erkennen. Zu erkennen sind zum
Teil sehr komplexe Strukturen des Tonoplast, die bereits in der Literatur beschrieben wurden (Uemura
et al.,[2002). Sic entstehen durch Ablosung eines Teils der Hauptvakuole, die daraufhin den abgelos-
ten Teil wieder umhiillt ohne mit ihm zu fusionieren sowie durch Einstiilpungen und Faltungen des
Tonoplast. Weitere Zweifel an einer ausschliefSlich vakuolaren Lokalisation ruft die Beobachtung her-
vor, dass in den meisten Fillen der Nukleus geschlossen umgeben ist von einem fluoreszierenden Ring,
der sehr wahrscheinlich ER ist. Die in E sehr deutlich erkennbaren punkttérmigen Strukturen gehen
wahrscheinlich nicht auf Golgi-Stapel zuriick: Strukturen dieser Art werden haufig in 4. thaliana be-
obachtet und werden als ER Korper bzw. Fusiform bezeichnet (Matsushima ez 4/} 2003; Hawes ez al.,
2001). Diese Strukturen mit einem Durchmesser von 0,5 uM konnen eine Lange von bis zu 5 uM er-
reichen. Im Fall der C-terminalen Fusion von EGFP an AtMTP2 wurde ausschliefilich die schon in
Protoplasten beobachtete Netzwerkstruktur des ER gefunden.

Um neben der zelluliren Lokalisation auch die gewebespezifische Lokalisation zu analysieren, wur-
den Fusionen von A#MTP2 mit EGFP hergestellt, die unter Kontrolle des nativen pMTP2-Promotors
exprimiert werden. Bei Verwendung des nativen Promotors wird zudem die Gefahr fehlerhafter Loka-
lisierung reduziert. Sie besteht insbesondere dann bei EGFP-Fusionsproteinen, wenn diese aufgrund
des p35S-Promotors in Geweben stark tiberexprimiert werden, in denen das native Protein im Wild-
typ nicht exprimiert wird. Fiir die N-terminale EGFP-Fusion wurde dazu im zuvor klonierten Kon-
strukt p358::EGFP:MTP2 im Vektor pK7FWG2 der p35S-Promotor durch 1277 bp der genomischen
AtMTP2-Sequenz upstream des translationalen Start-Codons ersetzt. Im Fall der C-terminalen Fusion
wurde im Konstruke p358::MTP2:EGFP im Vektor pK7WGF2 die Sequenz p35S::MTP2 durch die
2279 bp umfassende genomische Sequenz pMTP2::MPT2 ersetzt. Aufgrund der in Abschnitt
und erorterten Promotor:: GUS-Analysen ist bekannt, dass A#MTP2 unter stark Zn-defizienten
Bedingungen in Wurzelspitzen exprimiert wird. Fiir die Selektion von transgenen Pflanzen wird im Fall
der beiden hier verwendeten Vektoren Kanamycin eingesetzt. In einem vorldufigen Experiment wurde
die Erfahrung gemacht, dass Kanamycin-Selektion und Zn-Defizienz zuviel Stress fir einen Keimling
darstellen, da kurz nach der Keimung alle Keimlinge ihr Wachstum einstellten. Um trotzdem in einem
ersten Experiment die Lokalisierung in der T,-Generation durchzufithren, wurden Pflanzen auf %-
konzentriertem MS-Agarosemedium, das Kanamycin enthielt, zur Keimung gebracht. Sobald transge-
ne Keimlinge von nicht-transgenen unterschieden werden konnten (drei Tage nach Aussaat), wurden
die transgenen Keimlinge auf HOAG-Agarosemedium transferiert, dem kein Zn zugegeben wurde.

Tatsichlich wurde sieben Tage nach Transfer (DAT) in einigen Wurzelspitzen Fluoreszenz beobach-
tet, die der in Abbildung und dargestellten GUS-Aktivitit entsprach (Abbildung
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Abb. 4.13: Zelluladre Lokalisierung von AtMTP2 als chimdres EGFP-Fusionsprotein in stabilen A. thaliana-Transformanten.
Fortsetzung auf néachster Seite....
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Abb. 4.13: Zelluldre Lokalisierung von AtMTP2 als chimares EGFP-Fusionsprotein in stabilen A. thaliana-Transforman-
ten — Fortsetzung. Transgene A. thaliana-Linien tragen T-DNA-Insertionen, die AtMTP2 als C- und N-terminale Fusion
mit EGFP (EGFP-MTP2 bzw. MTP-EGFP) kodieren. Die Expression steht unter Kontrolle des p355-Promotors zur ektopi-
schen Uberexpression (A-H) sowie unter Kontrolle des nativen pMTP2-Promotors (I-W). A-H Keimlinge der T,-Genera-
tion wurden auf 1/2-konzentriertem MS-Agarmedium angezogen, das 0,5 % Saccharose und 0,8 % Sigma-Typ-M-Agar
enthielt. Konfokalmikroskopie acht Tage nach Aussaat. I-W Keimlinge der T;-Generation der pMTP2-Linien wurden auf
demselben Agarosemedium angezogen, das zusatzlich 50 pg - ml” Kanamycin zur Selektion von T-DNA-Transformanten
enthielt. Um die zur Induktion des pMTP2-Promotors nétigen Zn-defizienten Bedingungen zu erzielen (ABSCHNITT[4.2.2]
und , wurden Kanamycin resistente Keimlinge drei Tage nach der Keimung auf HOAG-Medium transferiert, wel-
ches 0,5% (m/V) Sacharose, 0,8 % (m/V) Seakem-Agarose sowie 0 uM Zn enthielt. Dabei wurden die in ABSCHNITT
erorterten MalBnahmen zur Vermeidung von Zn-Kontamination berticksichtigt. Konfokalmikroskopie sieben Tage nach
Transfer. A Wurzelspitze, B Meristem/Differenzierungszone, C,F Putative ER-Lokalisierung, D,E Putative vakuolare Lokali-
sierung, G,H Meristem/Differenzierungszone, I-L,Q-S Entwicklungsstadien von Wurzelspitzen analog zu ABBILDUNG 4.9
Fluoreszenz nur in der Epidermis, M Wurzelhaar, N,O Fluoreszierende epidermale Zellen im Meristem/Differenzierungs-
zone, putative vakuoldre Lokalisation, P Putative ER-Lokalisation T,U,V,W Putative ER-Lokalisation. EGFP-Fluoreszenz ist
griin dargestellt. Gegenfarbungen wurden z. T. mit DAPI (1ug-ml”, Zellkerne, blau) und Propidiumjodid (50 ug - mlI?,
Zellwénde und -kerne, rot) durchgefiihrt. Propidiumjodid farbt bei niedrigen Konzentrationen (=1ug- ml") neben Zell-
wanden nur Zellkerne von geschadigten und toten Zellen, ist bei hohen Konzentrationen aber in der Lage die Zellmem-
bran zu durchdringen.

. In beiden Fillen — der N- und C-terminalen EGFP-Fusion - ist deutlich zu erkennen, dass nur
die Epidermis der Wurzelspitzen EGFP-Fluoreszenz aufweist. Die Epidermis umfasst bei Arabidop-
sis nur eine Zellschicht. Wurzelhaare von epidermalen Zellen in der Differenzierungszone exprimier-
ten ebenfalls die Fusionsproteine, was in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Promotor:: GUS-
Analysen ist. Auf zellulirer Ebene wurden dieselben Beobachtungen wie zuvor bei Pflanzen gemacht,
welche die Fusionsproteine unter der Kontrolle des p35S-Promotors ektopisch iiberexprimierten. Im
Fall der N-terminalen Fusion von EGFP an A#*MTP2 zeichneten sich die Vakuolen hiufig klar ab. Bei
der dreidimensionalen Rekonstruktion solcher Zellen wurden sehr klar die von [Uemura e 4/, (2002)
beschriebenen komplexen vakuolaren Strukturen
beobachtet (vergl. Abbildung 3 dort mit Abbildung
. Auch wenn in einigen Fillen netzwerkarti-
ge Strukturen auszumachen sind (P in Abbildung
, spricht dies fur hauptsichlich vakuolire Lo- renzierungszone  von

kalisation des Proteins. Solch klar umrissene stark  [[JA transgenen A. thaliana-
Pflanzen (pMTP2::EGFP-
MTP2). B 3D-Rekon-

struktion der zwei

Abb. 4.14: A Vakuolen
von zwei epidermalen

Wurzelzellen der Diffe-

fluoreszierende Membranen werden im Fall der C-
terminalen Fusion (pM7TP2::MTP2-EGFP) nicht

beobachtet. Ausgeschlossen werden kann auch Lo- komplexen  Vakuolen

kalisierung in Golgi-Stapeln: hier wiirde pro Zel- (50 optische Ebenen,

le eine grofle Anzahl fluoreszierender Partikel mit 8 pm).

~ 1 um Durchmesser zu beobachten sein. Ebenso
kann mitochondriale Lokalisation ausgeschlossen werden. Daher wird angenommen, dass die netz-

werkartige Struktur nicht auf eine sehr grofle Anzahl dicht gepackter Golgi-abgeleiteter Pravakuolen
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zuriickgeht, sondern ER darstellt. Um den Einfluss von Zn auf die zellulire Lokalisation der chimiren
Fusionsproteine zu tiberpriifen, wurden Pflanzen in der T,-Generation parallel auf HOAG-Medien
mit und obne zugegebenem Zn angezogen. Vor der Konfokalmikroskopie wurde einigen Zn-defizien-
ten Pflanzen wieder Zn zur Verfugung gestellt, indem sie zwei Stunden in HOAG-Medium + 5 uM ge-
geben wurden. Dies wurde bisher nur fiir Planzen durchgefiihrt, welche die chimiren Fusionsproteine
unter Kontrolle des p35S-Promotors exprimierten. Bei der vergleichenden Analyse der verschieden be-
handelten Pflanzen konnte kein Einfluss des Zn auf die Lokalisation festgestellt werden. Fiir Pflanzen,
bei denen die Expression der EGFP-Fusionsproteine unter Kontrolle des nativen pMTP2-Promotors
steht, konnte dieses Experiment bisher in der T,-Generation nicht durchgefiihrt werden, ist aber fir
spitere Generationen geplant. Zudem sollte die ER-Lokalisierung in zukiinftigen Experimenten expe-
rimentell durch Co-Lokalisation mit einem ER-Marker, z. B. einem KDEL-DsRed-Konstrukt, besti-
tigt werden. Als alternative Methode sollte Konfokalmikroskopie nach Immunolabeling von AtMTP2
in Wurzeln des Wildtyps durchgefithrt werden. Hierfiir wére es allerdings zunachst notwendig, einen
AtMTP2-spezifischen Antikorper zu erzeugen. Wenn dieser Antikorper an A#ZMTP2 bindet, kann der

gebundene Antikorper mit einem zweiten Fluoreszenz-markierten Antikérper detektiert werden.

4.2.5 Genotypisierung der 4. thaliana mtp2-$3-Mutante

In der SALK-Kollektion von T-DNA-K#nockout-Linien (Alonso ez al.,2003)) befindet sich auch eine
mitp2-Mutante. Die Insertionsstelle der T-DNA entspricht im Protein der Region direkt nach der letz-
ten der sechs Transmembranhelices, aber vor der putativen Zn-Bindungsstelle im C-Terminus. Daher
ist davon auszugehen, dass diese Insertion zu einem funktionellen Knockout fihrt. Samen einer Linie
der T,-Generation der Knockout-Mutante SALK 003649 wurden von David Salt” erhalten. Die von
dieser Arbeitsgruppe erhaltenen Daten sind in Abbildung dargestellt. Man erkennt, dass in der
Linie mtp2-83 kein AtMTP2-Transkript detektiert wurde. Mittels PCR wurde in der T,-Generation
nachgewiesen, dass die Linie homozygot in Bezug auf die T-DNA-Insertion in M7P2 ist. Nochmali-
ge Uberpriifung in der Ts-Generation innerhalb dieser Arbeit bestitigte dieses Ergebnis (Abbildung
. Das mit dem Left-Border-Primer LBal und dem genspezifischen Primer ZAT2tpX erhaltene
PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR2.1 kloniert und nach der Amplifikation in E. co/i sequenziert.
Hiermit wurde bestitigt, dass die T-DNA an Position 766 der AtMTP2-Sequenz inseriert ist. Die Re-
vision der in Abbildung unter 4 dargestellten Southern Blots zeigt, dass zamindest zwei T-DNA-
Insertionen im AtMTP2-Locus vorliegen: Nur wenn die Leff Border der T-DNA an beiden Seiten der
Insertionsstelle vorliegen, konnen bei den durchgefiihrten Verdauen der gDNA mit Restriktionsenzy-
men Banden entstehen, die recht genau den beobachteten Banden entsprechen. Die Banden, die durch

die verwendeten Restriktionsenzyme aufgrund von Erkennungssequenzen in der T-DNA und der ge-

’Purdue University, Indiana, USA
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Abb. 4.15: Test auf Homozygotie der T-DNA-Mutante mtp2-S3. Nachdem bereits in der T,-Generation durch die AG D. Salt
Homozygotie der T-DNA-Mutante mtp2-5S3 nachgewiesen wurde, wurde dies bei Pflanzen der Ts-Generation tberpriift.
Es wurde gDNA isoliert und PCR zum Test auf Homozygotie beziiglich der T-DNA-Insertion in AtMTP2 durchgefihrt. Fiir
erfolgreiche Amplifikation der Left Border zwischen T-DNA und AtMTP2 mit den Primern LBa1l und ZAT2tpX wurde ein
Produkt mit einer Gré3e von 568 bp erwartet und fiir die Amplifikation des kompletten AtMTP2-ORF mit den Primern
rtZAT2F und ZAT2tpX ein Produkt von 808 bp Grof3e. PCR wurde fiir die zwei Primersédtze unabhangig durchgefiihrt und
fiir die Beladung des Gels zusammengehdorige Proben vereint.

nomischen Sequenz entstehen, kénnen mit Schemas wie in Abbildung ausgerechnet werden. Fiir
eine Reihe von moglichen Konfigurationen der T-DNA-Insertion wurde dies in Tabelle [4.1] getan.
Durch Agrobacterium vermittelte Transformationen fithren hiufigzu Mehrfach-Insertionen, wobei ne-
ben mehreren unabhingigen Loci mit Einfach-Insertionen durch Rekombinationsprozesse auch kom-
plexe Mehrfach-Insertionen an einem einzelnen Locus entstehen konnen (De Buck ez 2£1/1999). In letz-
terem Falle wurde bei Kopf-zu-Kopf Insertionen immer eine prazise RB-zu-RB Verbindung beobach-
tet, wohingegen es bei Schwanz-zu-Schwanz (LB-zu-LB) bzw. Kopf-zu-Schwanz (RB-zu-LB) Verbin-
dungen zu Insertionen von Vektor-DNA bzw. anderer DNA zwischen den T-DNA-Enden kommen
kann. In der Arbeitsgruppe von D. Salt wurde zur Detektion ein **P-markiertes 4¢tM7TP2-Fragment
eingesetzt, wodurch Dreifach-Insertionen von T-DNA im M7TP2-Locus sowie unabhingige T-DNA-
Insertionen zicht nachgewiesen werden konnen. Daher wurden noch einmal Southern Blots mit sieben
Pflanzen der Ts-Generation durchgefihrt, bei denen ein **P-markiertes NPTII -Fragment als Sonde
zur Detektion der Kanamycin-Kassette in der T-DNA eingesetzt wurde. Bei diesem in Abbildung
dargestellten Experiment wurden zwei Banden von ~ 7700 bp und = 4600 bp GrofSe beobachtet.

Bei Dreifach-Insertion mit Left Borders beidseitig der Insertionsstelle sind mit 6918 bp und 4380 bp
Banden zu erwarten, die den beobachteten Gréfien nahe kommen. In diesem Fall kann lediglich die
Diskrepanz zwischen der erwarteten/beobachteten Bande mit einer GrofSe von 6918 bp/~ 7700 bp
nicht durch die Insertion von DNA erklirt werden, da Insertion von DNA zwischen verbundenen
Right Borders zweier T-DNAs in der Literatur bisher nicht beschrieben wurde (De Buck ez 2/.1|1999).
Das Vorhandensein von AtMTP2-DNA zwischen den T-DNAs konnte allerdings auf zwei unabhin-
gige Insertionen im MTP2-Locus zuriickgehen (eine Einfach-Insertion und eine Zweifach-Insertion).
Alle in der Tabelledargestellten Daten deuten daher auf eine Dreifach-Insertion im AtMTP2-Lo-
cus hin, da sich alle anderen Varianten gegenseitig ausschliefen. Mit grofler Wahrscheinlichkeit auszu-
schlieflen ist auch eine zusitzliche T-DNA-Insertion an einer anderen Stelle im Genom. Bei Verwen-
dung des **P-markierten NPT1I-Fragmentes als Sonde kime eine der beiden beobachteten Banden in

diesem Falle aus dem M7 P2-Locus und die zweite aus einem zusitzlichen Locus. Nur bei zwei in Tabel-
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Abb. 4.16: Daten der AG D. Salt: Southern Blots, Northern Blots und
RT-PCR von mtp2-53. A Southern Blot eines Individuums der T,-Ge-
neration der mtp2-S3-Linie. Aus Blattmaterial von Wildtyppflanzen
(1, 3, 5) und der mtp2-S3-Mutante (2, 4, 6) wurde gDNA isoliert und
Restriktionsverdau mit BamHlI, EcoRl, Hindlll durchgefihrt. Als Son-
de wurde der komplette *P-markierte AtMTP2-ORF eingesetzt. B Be-
stimmung der Expression der AtMTP2-mRNA in der T-DNA-Mutante
mtp2-S3 durch RT-PCR: mtp2-S3 (1, 3) und Wildtyp (2, 4) von A. thal-
iana. Gesamt-RNA wurde isoliert aus Blattern, cDNA mittels Reverse
Transcriptase synthetisiert und PCR amplifiziert mit AtMTP2-Primern
oder Actin-Primern. C Hybridisierungsanalyse von 10 mg Aliquots der
Gesamt-RNA. Die RNA wurde aus dem Wildtyp (2, 4) und der mpt2-
S3-T-DNA-Mutante (1, 3) isoliert, mittels eines Agarose-Formaldehyd-
Gels fraktioniert, auf eine Nylonmembran transferiert und mit *2P-
markierten PCR-Produkten von AtMTP2 hybridisiert. Als Kontrolle fir
die Gel-Beladung wurde rRNA zum Vergleich dargestellt (3,4). Der
Mutante fehlt die entsprechende Wildtypbande, wodurch Knockout
der Expression anzeigt wird.

M Abb. 4.17: Southern Blot von Individuen der Ts;-Genera-
@ tion der mtp2-S3-Linie. Aus Blattmaterial der Individu-
en wurde gDNA isoliert und Restriktionsverdau mit Xbal

“  durchgefiihrt. Als Sonde wurde ein **P-markiertes NPT2-
s Fragment eingesetzt.

col-0

Tab. 4.1: Southern Blots von Individuen der mpt2-S3-Linie. Alle Southern Blots mit der **P-AtMTP2-Sonde wurden in der
Arbeitsgruppe von D. Salt durchgefiihrt (ABBILDUNG . Der Blot, bei dem eine *P-NPTll-Sonde verwendet wurde,
istin ABBlLDUNGdargesteIIt. Die Position und Orientierung der T-DNA am 3’-Terminus von AtMTP2 ist bekannt, da
die Knockout-Mutante durch Sequenzierung mit dem Left Border-(LB)-Primer LBa1 identifiziert wurde. Aufgelistet sind
die GroB3en der Banden, die bei zusatzlichen T-DNA-Insertionen zu erwarten waren. Alle Restriktionsenzyme schneiden
einmal innerhalb der T-DNA sowie upstream und downstream von AtMTP2 (ABILDUNG. Orientierung der T-DNA: Left

Border-Right Border entspricht —.

T-DNAs im AtMTP2 Locus **P-AtMTP2-Sonde **P-NPTII-Sonde
Anzahl Orientierung EcoRI HindIIl BamHI Xbal
(SMTP2-T-DNAs-MTP23) erw. (bp) beob. (bp) erw.(bp) beob.(bp) erw.(bp) beob.(bp) erw.(bp) beob. (bp)
0 9477 9344 11076 -
— 8888 9978 8621 5667
4969 3748 7720 -
2 —— 8888 9978 8621 5667
4969 3748 7720 4380
2 —r— 5766 9371 8621 6918
4969 3748 5170 -
3 — 5766 ~5900 9371 <10000 8621 >8000 6918 =~7700
(& ———) 4969 ~5000 3748 ~3800 5170 ~5200 4380 ~4600

3 ——— 8888
4969
3 — 8888
4969

9978 8621 5667
3748 7720 4380
9978 8621 6918
3748 7720 5667
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Hindlll Xbal EcoRl Abb. 4.18: Schematische Darstellung der T-DNA-Inserti-
NPTII . . . .

on in mtp2-53. Die Annahme, dass drei T-DNAs in der dar-

| Ep— L a9 =) L . Lo .
B bROK2RB  pROK2  pROK2 BarhHi g.estellten Konfiguration in AtMTP2 .|.ntegr|ert sind, ergibt
©19 sich aus der Analyse aller durchgefiihrten Southern Blots
AsgE1S10 Adgs1s20 Ngs 1550 g0 oo (TaBeLLE[4.1). Die Positionen innerhalb der genomischen
[T Sequenz wurden relativ zum Start-ATG von AtMTP2 (=1)

i wdm e B\ i xear 0] 7% H"dlll redet Bar xbal angegeben. Die Positionen innerhalb der T-DNA des Vek-
n COl ami a 1n cOo ami a . .
(6618) (4371) (-3489) (-1442) @726) (106 (587 a7z tors pROK2 beziehen sich auf den Start der Left Border der

AtMTP2 T-DNA.

le dargestellten Fillen wiirde die Insertion im M7 P2-Locus zu einer einzigen detektierbaren Bande
fithren. Keine der beiden mit dem **P-markierten NPT1I-Fragment detektierten Banden (Abbildung
weist die in diesen zwei Fillen jeweils zu erwartende Grofle auf. Eine sichere Aussage in Bezug
auf die Anzahl unabhingiger T-DNA-Insertionen kann erst durch die Analyse der F,-Generation der
Riickkreuzung von m£p2-83 mit dem Wildtyp getroffen werden (Abschnitt[4.2.8). Mittel PCR konn-
te mit den Primern LBal/ZAT2tpX (Abbildung[4.15) bzw. LBb1/ZAT2tpX (Abbildung[4.26) nur
eine Grenze zwischen T-DNA und AtMTP2 amplifiziert werden. Mit allen anderen getesteten Kom-
binationen zwischen den T-DNA-Primern RBal, RBb1, LBal, LBb1 und den genspezifischen Primern
ZAT2tpA, ZAT2tpX (Sequenzen in Anhang konnte kein Produkt amplifiziert werden. Sequen-
zen zwischen zwei T-DNAs konnen mit den T-DNA-Primern mittels PCR nicht amplifiziert werden,

da die redundanten T-DNA-Sequenzen zur Formation von Haarnadelschleifen fithren.

4.2.6 Phinotypisierung der 4. thaliana mtp2-S$3-Mutante

Nachdem bereits in der Arbeitsgruppe von David Salt gezeigt wurde, dass die 72£p2-S3-Mutante kein
AtMTP2-Transkript aufwies, sollte die Linie phidnotypisiert werden. Hierzu wurden bereits einige Ex-
perimente in der AG D. Salt durchgefiihrt: Fur Cd-, Co- und Ni-Stress wurde kein Unterschied zwi-
schen dem Wildtyp und m£p2-53 festgestellt, wenn Pflanzen auf Platten unter diesen Bedingungen an-
gezogen und einen Monat inkubiert wurden. Auch unter oxidativem Stress, der mittels t-Butylhydroxid
ausgelost wurde, konnte kein offensichtlicher Phinotyp fiir 72£p2-S3 beobachtet werden. Promotor::
GUS-Analysen und Affymetrix GeneChip®-Experimente deuteten darauf hin, dass A#ZMTP2 unter
Zn-Mangelbedingungen exprimiert wird (s. S.. Wie in Abschnitt[4.2.2}[4.2.3|und 4.2.4 erldutert,
ist AtMTP2 sehr wahrscheinlich im ER von Epidermiszellen der Wurzelspitze lokalisiert. Es wurde

die Hypothese aufgestellt, dass A#ZMTP2 unter Zn-Mangelbedingungen Zn ins Lumen des ER trans-
portiert. Dies konnte verschiedene Funktionen haben: Im Falle einer Zn-Mangel induzierten UPR in
Arabidopsis analog zur Hefe konnte hierdurch die Zn-Zufuhr in das ER erhéht werden. Vorstellbar ist
auch, dass unter Zn-Schock-Bedingungen das ins Zytoplasma eindringende Zn méglicherweise durch
Transport ins ER detoxifiziert wird. Diese Annahme beruht auf der Tatsache, dass unter Zn-Mangel alle

Zn-Aufnahmesysteme in der Pflanze hochreguliert werden, um den Mangel zu kompensieren. Erreicht
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die Wurzel einen Bereich mit hohen bioverfiigbaren Zn-Konzentrationen, kénnte dies zur Zn-Uber-
flutung der aufnehmenden epidermalen Zellen fithren. Um diese Gefahr zu mindern, wire es moglich,
dass fir diese Situation spezielle Mechanismen existieren, um den Schock abzupuffern. In der Tat wur-
de ein Mechanismus dieser Art in Hefe beschrieben (MacDiarmid ez 4/, 2003), wobei der vakuolire
Zn-Transporter Zrcl eine duale Funktion hat: Einerseits spielt Zrcl eine Rolle bei der Zn-Toleranz,
indem ein zytoplasmatischer Zn-Uberschuss abgebaut wird durch Zn-Transport in die Vakuole. An-
dererseits wird auch durch stark Zn-limitierende Bedingungen die Expression von Zrcl induziert, was
die Hefe befahigt, den bei Zn-Zugabe auftretenden Zn-Schock abzupuffern.

Um der These nachzugehen, dass bei A. thaliana MTP2 einen Zn-Schock durch Transport von im
Ubermafl in die Zelle eintretendem Zn ins ER abpuffert, wurden 7p2-§3- und Wildtyppflanzen auf
Medium ohne zugegebenes Zn angezogen und nach acht Tagen auf Platten mit verschiedenen Zn-
Konzentrationen transferiert. Die Zn-Konzentrationen, auf welche die Pflanzen in einem ersten Ex-
periment transferiert wurden, sind unter normalen Bedingungen fiir 4. thaliana nicht- (1 uM Zn),
moderat- (30 uM) bis hochtoxisch (100 uM). Als Maf fiir die Toleranz der Pflanze wurde das Wurzel-
laingenwachstum gemessen. Bei diesem Experiment wurde nach Transfer auf iiber 30 uM Zn sowohl
fiur Wildtypkeimlinge, als auch fiir 7#p2-S3-Keimlinge kein Wachstum mehr beobachtet (nicht dar-
gestellt). Um den Bereich weiter einzugrenzen, wurden beim nichsten Experiment die Pflanzen auf
niedrigere Zn-Konzentrationen tiberfithrt. Nach Transfer auf iber 10 uM Zn stellten sowohl Wildtyp
als auch mp2-53 das Wachstum ein (Abbildung. Damit wurde gezeigt, dass Zn-Schock tatsich-
lich eine Wachstumsbedingung ist, die eine Gefahr fiir das Uberleben von A. thaliana darstellen kann.
Ohne diese Zn-Schock-Bedingungen, d. h. nach Anzucht auf 1 pM Zn, kann Arabidopsis nach einem
Transfer Zn-Konzentrationen tiber 100 uM tolerieren. Die Interpretation des in Abbildung ge-
zeigten Experiments ist dadurch erschwert, dass sich nach dem Transfer der Zn-defizienten Keimlinge
auf Zn-haltige Medien moglicherweise zwei Effekte tiberlagern: Erstens, die Erholung des Wachstums
durch die Versorgung mit Zn. Zweitens, die Inhibition des Wachstums durch Zn-Schock.

Eine unerwartete Beobachtung war, dass Wildtyppflanzen auf Platten ohne zugegebenes Zn deut-
lich schlechter wuchsen als m#p2-S3-Pflanzen, nach dem Transfer auf Platten mit hoheren Zn-Kon-
zentrationen diesen Riickstand aber bis zum Tag 16-20 (nach Aussaat) aufholten. Dieses schlechte-
re Wachstum von Wildtyppflanzen unter Zn-defizienten Bedingungen konnte zu diesem Zeitpunke
nicht geklart werden. Als Ursache wurde unter anderem unterschiedliche »Fitness« der Samen ver-
mutet. Die Moglichkeit, dass es sich um einen realen Phanotyp handelte, konnte nicht ausgeschlossen
werden. Die Tatsache, dass Wildtyppflanzen den Wachstumsriickstand aufholten, geht auf eine hohere
relative Wurzelverlingerung der Wildtyppflanzen im Vergleich zu m#p2-S§3-Pflanzen zuriick, nachdem
sie auf hohere Zn-Konzentrationen transferiert wurden. Fiir die in Abbildung dargestellte relati-
ve Wurzelverlingerung wurde die Verlingerung der Wurzel acht Tage nach dem Transfer (8-16 DAS)
bezogen auf die Lange der Wurzel am Tag des Transfers (acht DAS). Wie in Teil 4 der Abbildung
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Abb. 4.19: Wurzelwachstum von mtp2-53 und Wildtyp unter Zn-Schock-Bedingungen. Sterilisierte Samen der Ts-Gene-
ration der T-DNA-Linie mtp2-53 und vom Wildtyp wurden auf HOAG-Medium gekeimt, das 0,8 % (m/V) Seakem-Agarose,
0 MM Zn und 0,5 % (m/V) Sacharose enthielt. Acht Tage nach Aussaat wurden die Pflanzen von diesem Medium, dem kein
Zn zugegeben wurde, auf Medien transferiert, die verschiedenen Zn-Konzentrationen (A 0 und 2,5 uM Zn, B5 und 10 pM
Zn) aber keine Sacharose enthielten. Angegeben ist die Standardabweichung, die auf Grundlage von je 15 Individuen
auf einer Platte pro Zn-Konzentration berechnet wurde.

zu schen, ist im Fall des Transfers der Pflanzen auf 1, 2,5 und 5 uM Zn die durchschnittliche relative
Whurzelverlingerung fiir den Wildtyp im Vergleich zur m#p2-S3-Mutante jeweils doppelt so grof3. Es
liegt nahe daraus zu schlussfolgern, dass 7¢p2-S3 tatsichlich sensitiver gegeniiber Zn-Schock ist als der
Wildtyp. Dagegen spricht allerdings Diagramm B in der Abbildung: Es ist vorstellbar, dass die hohere
relative Wachstumsrate der Wildtyppflanzen auf die kiirzere Wurzellinge am Tag des Transfers zuriick-
geht und die Pflanzen lediglich einen Wachstumsschub nach Transfer auf Zn-haltige Medien erfahren.
Um dieser These nachzugehen, wurde in Diagramm B die Wurzellinge am Tag des Transfers aufgetra-
gen gegen die relative Wurzelverlingerung nach dem Transfer. Tatsichlich scheint eine Abhingigkeit
zwischen relativer Wurzelverlingerung (oder -rate) und der Linge der Wurzel am Tag des Transfers —
unabhingig vom Genotyp — zu bestehen: Mit zunechmender Wurzellinge am Tag des Transfers sinkt
die relative Wurzelverlingerung nach dem Transfer und nahert sich asymptotisch der X-Achse® Es
scheint somit, dass Wildtyppflanzen nur deswegen eine hohere relative Wurzelwachstumsrate haben,
weil siec am Tag des Transfers kleiner sind. Sobald das Wachstum nicht mehr durch die Abwesenheit
von Zn inhibiert wird, erfahren kleinere Pflanzen einen groferen Wachstumsschub als grofiere Pflan-
zen. Nach dem Transfer von Medien ohne zugegebenes Zn auf Medien mit Zn wird somit der Zn-
Schock, der mit steigender Zn-Konzentration zu reduziertem Wurzelwachstum fiihre, iiberlagert von
einem Wachstumsschub, den die Pflanzen aufgrund der Gabe von Zn erfahren. Das Diagramm B deu-
tet darauf hin, dass die Abnahme der Wachstumsrate nach dem Transfer mit steigender Wurzellan-

ge am Tag des Transfers fiir alle Genotypen gleich ist. Unterschiede zwischen den Genotypen wiren

$Lineare Abnahme wiirde bedeuten, dass ab einer gewissen Wurzellinge am Tag des Transfers kein Wachstum nach dem
Transfer mehr stattfindet.
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Abb. 4.20: Relative Wurzelverlangerung von mtp2-53 und Wildtyp unter Zn-Schock-Bedingungen. Das Experiment wur-
de durchgefiihrt wie in ABBlLDUNGbeschrieben. Fiir die relative Wurzelverlangerung wurde die Verlangerung der
Wurzel innerhalb von acht Tagen nach dem Transfer geteilt durch die Lange der Wurzel am Tag des Transfers. In Dia-
gramm A ist zu erkennen, dass nach Transfer auf Medien mit 1, 2,5 und 5 uM Zn die relative Wurzelverlangerung des
Wildtyps hoher ist als die der Mutante. Dies geht jedoch nicht auf eine unterschiedliche Reaktion gegentiber Zn zurlick,
sondern auf das unterschiedliche Wachstum von Wildtyp- und mtp2-53-Pflanzen vor dem Transfer: Diagramm B zeigt
am Beispiel des Transfers auf 1 und 2,5 uM Zn (exemplarisch fiir alle Konzentrationen), dass die relative Wurzelverlan-
gerung nach dem Transfer mit zunehmender Wurzelldnge am Tag des Transfers asymptotisch abnimmt. Unterschiede
zwischen dem Wildtyp und mtp2-53 wéren — nach Anpassung der Daten mit einer asymptotischen Funktion - an ver-
setzt verlaufenden Regressionskurven erkennbar. Aufgrund zu geringer Uberlappung der Wurzellingen am Tag des
Transfers zwischen den Genotypen kdnnen keine Unterscheide zwischen Wildtyp und mtp2-S3 gezeigt werden.

durch parallel verlaufende Fitkurven® zu erkennen. Ein Vergleich zwischen den Genotypen auf Grund-
lage eines asymptotischen Fits ist allerdings nicht méglich, da hierfiir eine zu geringe Uberlappung der
Whurzellingen am Tag des Transfers zwischen den Genotypen existiert.

Zusammenfassend wurden drei Beobachtungen gemacht: Zum ersten wurde die Annahme, dass
A. thaliana sensitiv gegeniiber Zn-Schock ist, in zwei Experimenten bestitigt. Pflanzen erleiden Schi-
den nach Transfer auf Zn-Konzentrationen, die unter Nicht-Zn-Schock-Bedingungen harmlos sind.
Zweitens wachsen Wildtyppflanzen auf Medium, dem kein Zn zugegeben wurde, schlechter als 7p2-
S3-Pflanzen. Die dritte Beobachtung ist, dass Wildtyppflanzen nach Transfer auf Zn-haltige Medien
einen hoheren Wachstumsschub erfahren als Pflanzen der 7#p2-5S3-Mutante. Dieser Unterschied war
bei allen Zn-Konzentrationen gleich und geht wahrscheinlich lediglich auf das schlechtere Wachstum
des Wildtyps vor dem Transfer zuriick. Unterschiede in der Sensitivitit gegentiber Zn-Schock zwischen
mitp2-§3- und Wildtyppflanzen scheinen somit nicht zu existieren.

Um diese Beobachtungen zu bestitigen, wurde eine Reihe von Wiederholungen dieses Experiments
durchgefiihrt. Bereits beim folgenden Experiment war die erste Beobachtung, der stark inhibierende

Effeke auf das Wachstum bei Transfer auf Zn-Konzentrationen tiber 10 uM, weniger ausgepragt als bei

*Um Missverstindnisse zu vermeiden, wird in dieser Arbeit statt »Anpassung« oder »Ausgleichskurve« das englische
Wort Fit verwendet.
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den zwei Experimenten zuvor (vergl. Abbildung und. Bei den bis dahin durchgefiihrten Ex-
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Abb. 4.21: Wiederholung: Wurzelwachstum von mtp2-53 und Wildtyp unter Zn-Schock-Bedingungen. Das Experiment
wurde durchgefihrt wie in ABBlLDUNGbeschrieben, mit dem Unterschied, dass die Medien nach dem Transfer (A
0und 2,5uM Zn, B 5 und 15 uM Zn) ebenfalls Saccharose enthielten. Das bessere Wachstum auf 0 uM Zn im Fall der als
»Kategorie 2« bezeichneten Wildtyppflanzen (vergl. ABBILDUNG , geht wahrscheinlich auf Zn-Kontamination der
Medien durch die verwendeten Polyethylenplatten zuriick (siehe Text und TABELLE . Bei allen weiteren Wiederho-
lungen entsprach das Wachstum des Wildtyps auf Medien ohne zugegebenes Zn der Kategorie 2 (vergl. ABBILDUNG

z)

perimenten wurde von Zn-freien Medien mit Saccharose auf Medien ohne Saccharose transferiert. Es
ist bekannt, dass bei einem hohen Stickstoff/Kohlenhydrat-Verhiltnis vermehrt Seitenwurzeln gebil-
det werden. Da die hohe Anzahl der Seitenwurzeln bei der Auswertung storte, wurde bei allen weiteren
Wiederholungen 0,5 % Saccharose zu den Medien nach dem Transfer zugegeben, was der Konzentra-
tion vor dem Transfer entspricht. Es ist vorstellbar, dass dies auch Einfluss auf die Toxizitit von Zn
nach dem Transfer hat. Aufgrund der folgenden Beobachtung wurde allerdings vermutet, dass nicht
die Gabe von Zucker der Grund fiir das bessere Wachstum nach dem Transfer ist, sondern Zn-Konta-
mination der Null-Zn-Platten, die das Ausmafl des Zn-Schocks minimiert: Wie unter Punkt zwei oben
erwihnt, wuchsen Wildtyppflanzen auf Medien ohne zugegebenes Zn deutlich schlechter als mzp2-
83. Bei dem in Abbildung[4.21|dargestellten Wiederholungsexperiment wurde das zuvor beobachtete
schlechte Wachstum des Wildtyps nur auf einer von drei identischen HOAG-Agarose-Platten deut-
lich beobachtet (Kategorie 1; D in Abbildung. Auf den beiden anderen technischen Replikaten
waren die Wurzeln der Wildtyppflanzen acht Tage nach Aussaat rund doppelt so lang (Kategorie 2; C
in Abbildung und erreichten fast die Linge der m#p2-S3-Pflanzen. Unterschiedliche »Fitness «
der Samen kann als Ursache ausgeschlossen werden, da auf diesen drei technischen Replikaten diesel-
ben Samen plattiert wurden. Als wahrscheinlichster Unterschied zwischen den drei Platten kommt der
verwendete Platten-Bazch in Frage, da alle anderen Variablen — wie zu unterschiedlichen Zeitpunkten
hergestellte Medien — ausgeschlossen werden konnten. Beim Transfer der Pflanzen wurde der unter-

schiedlichen Lange der Pflanzen nicht soviel Augenmerk geschenkt, weshalb in der Folge nur auf den
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Abb. 4.22: Wurzelwachstum von mtp2-5S3 und Wildtyp auf Platten ohne zugegebenes Zn. Sterilisierte Samen der Ts-Ge-
neration der T-DNA-Linie mtp2-53 (A, B) und vom Wildtyp (C, D) wurden auf HOAG-Medium gekeimt, das 0,8 % (m/V)
Seakem-Agarose,0 uM Zn, 0,5% (m/V) Sacharose enthielt. Dargestellt wurden jeweils zwei technische Replikate. Bei
diesem Experiment wurde bei einem technischen Replikat deutlich besseres Wachstum des Wildtyp beobachtet (C und
ABBILDUNG. Bei allen weiteren Wiederholungen des Experiments entsprach das Wachstum des Wildtyps auf Me-
dien ohne zugegebenes Zn dem Wachstum auf C (vergl. ABBILDUNG . Wildtyp und mtp2-S3-Samen stammen von
Pflanzen, die zum gleichen Zeitpunkt im Gewachshaus kultiviert wurden. Ursache ist wahrscheinlich Zn-Kontamination
durch die verwendeten Polyethylenplatten (siehe Text und TABELLE.

Platten ohne zugegebenes Zn deutlich zwischen den beiden Kategorien unterschieden werden konnte.
Bei allen folgenden Experimenten wuchsen Wildtyppflanzen auf Platten ohne zugegebenes Zn besser
und ohne Zeichen von Zn-Defizienz selbst funfzehn Tage nach Aussaat kontinuierlich weiter. Das zu-
vor deutliche unterschiedliche Wachstum von m#p2-83- und Wildtyppflanzen auf Platten ohne zuge-
gebenes Zn war nicht mehr so ausgeprigt. Zudem wuchsen sowohl Wildtyp als auch mep2-S3-Pflanzen
nach dem Transfer selbst auf Medien mit Zn-Konzentrationen, wo zuvor (Abbildung keinerlei
Wachstum mehr beobachtet wurde. Als Ursache hierfiir wurde Zn-Kontamination der Platten ange-
nommen, welche zur Anzucht der Keimlinge verwendet wurden, um bei diesen Zn-Defizienz auszul6-
sen. Ein weiteres Indiz dafiir ist, dass bei zur Kontrolle durchgefithrten GUS-Firbungen mit Pflanzen
der pMTP2::GUS-Linie 1-1 (Abschnitt[4.2.2)und [4.2.3)), dic auf denselben Wachstumsplatten ohne

zugegebenes Zn angezogen wurden, keine oder nur sehr wenige Wurzelspitzen Firbung zeigten. Bei

der Herstellung von neuem HOAG-Medium wurden daher alle zur Herstellung benotigten Gerite
und Gefife mit Sdure gewaschen. Trotzdem konnte keine Zn-Defizienz der Pflanzen erreicht werden.
Im Laufe weiterer Wiederholungen wurde die Zn-Konzentration aller verwendeten Stock-Losungen
sowie der Platten mittels ICP OES bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Wurzelverlingerung nicht line-
ar mit sinkender Zn-Konzentration abnimmt. In Abbildung ist die Beobachtung dargestellt, dass
vielmehr sowohl Wildtyp- als auch 7#p2-S3-Pflanzen bei normalen Zn-Konzentrationen zwischen 1
und 5 uM ein deutlich geringeres Wurzelwachstum aufwiesen als bei Konzentrationen im Bereich von

100 nM. Fiir alle bis zu diesem Zeitpunkt durchgefithrten Experimente wurde in Abbildung das
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96 nM Zn 5uM Zn

Abb. 4.23: Wiederholung: Wurzelwachstum
von mtp2-S3und Wildtyp auf Platten ohne zu-
gegebenes Zn. Sterilisierte Samen der Ts-Ge-
neration der T-DNA-Linie mtp2-S3 und vom
Wildtyp wurden auf HOAG-Medium gekeimt,
das 0,8 % (m/V) Seakem-Agarose, 0 oder 5 uM
zugegebenes Zn und 0,5% (m/V) Sacharo-
se enthielt. Bei der Herstellung der Medi-
en wurden die im Text erorterten Maf3nah-
men zur Vermeidung von Zn-Kontaminati-
on beachtet. Die Zn-Konzentration auf den
Wachstumsplatten wurde mittels ICP OES
bestimmt (s. auch TABELLE[4.2).

Whurzelwachstum von m#p2-§3 und vom Wildtyp auf Medium ohne zugegebenes Zn dargestellt. Es
ist deutlich zu sehen, dass nur beim ersten Experiment sowohl m#p2-$3-Pflanzen als auch Wildtyp-
pflanzen das Wachstum nach einer gewissen Zeit einstellten. Auch Wildtyppflanzen der Kategorie 1
des Folgeexperiments taten dies, obwohl diesen Pflanzen nach dem Transfer weiterhin Saccharose zur
Verfugung stand. Wie beim ersten Experiment zeigten diese Pflanzen deutliche Merkmale von Zn-
Defizienz. Genaue Betrachtung von Abbildung lasst auf folgendes Szenario schlieflen: Bei Kon-
zentrationen zwischen 1 und 5 uM Zn wird normales Wurzelwachstum beobachtet. Bei niedrigen Zn-
Konzentrationen um 100 nM tritt sehr starkes Wachstum der Priméarwurzel auf, wohingegen sehr viel
weniger Seitenwurzeln gebildet werden und der oberirdische, griine Teil der Pflanze deutliche Anzei-
chen von Zn-Defizienz zeigt (Abbildung[4.23). Ab cinem gewissen Schwellenwert, der vermutlich bei
ca. 10 nM liegt, ist die Pflanze nicht mehr in der Lage, auf die Zn-Defizienz mit verstirktem Wurzele-
longationswachstum zu reagieren. Selbst durch Waschen aller Gerite und GefifSe mit Sdure sowie der
Samen, der Polyethylenplatten und der Seakem-Agarose mit EDTA (Abschnitt[2.6.3} konnte
die Zn-Kontamination auf den Wachstumsplatten nicht unter 90 nM gesenkt werden. Anhand der in
Tabelle@ dargestellten ICP OES-Messungen wurde als Hauptursache fiir die Kontamination Dif-
fusion von Zn aus dem Polyethylen der Wachstumsplatten identifiziert. Die Mafinahmen zur Vermei-
dungvon Zn-Kontamination bei der Herstellung des HOAG-Mediums halfen tatsichlich, die norma-
lerweise eingebrachte Zn-Kontamination im Bereich von 20 bis 100 nM auf nicht detektierbare Werte
zu senken. Die in einem Fall betrichtliche Zn-Kontamination einer Wasserprobe ist indikativ fur die
stete Gefahr einer Zn-Kontamination. In der Tabellesind Medien aufgelistet, die 15 pM HEDTA
enthalten. Diese Medien wurden hergestellt, um zu tiberpriifen, ob spezifische Komplexierung von Zn
hilft, Zn-Defizienz bei A. thaliana zu erreichen. Mit der Software GEOCHEMPC wurde der Einfluss
von HEDTA auf die Konzentration von Fe3*, Cu?*, Mn2* und Zn?* modelliert, um ein Verhiltnis zu
finden, bei dem die freie Zn-Konzentration von 300 nM auf 0,1 nM gesenkt wird. Wie in der Tabelle

zu sehen ist, liegt auch in diesen Medien die Gesamtkonzentration von Zn in den Medien der Platten
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Abb. 4.24: Zusammenfassung aller Experimente: Wurzelwachstum von mtp2-S3 und Wildtyp auf Platten ohne zugege-
benes Zn bis 25 DAS. Sterilisierte Samen der Ts-Generation der T-DNA-Linie mtp2-53 und vom Wildtyp wurden auf HOAG-
Medium gekeimt, das 0,8 % (m/V) Seakem-Agarose, 0 oder 5 uM zugegebenes Zn und 0,5 % (m/V) Sacharose enthielt.
Acht Tage nach Aussaat wurden die Pflanzen von diesem Medium ohne zugegebenes Zn auf Medien mit verschiede-
nen Zn-Konzentrationen transferiert, die keine (Experiment 1) oder 0,5 % Sacharose enthielten. Dargestellt ist hier nur
das Wachstum von mtp2-53 und Wildtyp auf Platten ohne zugegebenes Zn. Fiir jedes Experiment wurde die Gesamtzahl
der Pflanzen pro Zn-Konzentration angegeben und die Anzahl der technischen Replikate pro Kondition. Dargestellt sind
jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie einige reprasentative Standardabweichungen. Zu erkennen ist, dass bei
allen Experimenten die Wildtyppflanzen (A) schlechter wuchsen, als die mtp2-53-Pflanzen (B).

zwischen 25 und 168 nM. Obwohl auf diesen Platten ein stark beeintrachtigtes Wachstum der Pflanzen
beobachtet wurde, konnte kein Unterschied zwischen 72¢p2-§3 und dem Wildtyp festgestellt werden.
Bei parallel durchgefithrten GUS-Assays zur Visualisierung der pMTP2-Promotoraktivitat der Linie
PMTP2::GUS 1-1 waren auf diesen Medien zum Teil weniger Wurzelspitzen gefarbt als auf Zn-defizi-
enten HOAG-Agarosemedium ohne HEDTA. Dies deutet darauf hin, dass HEDTA mdéglicherweise
unabhingig von der Zn-Defizienz der Pflanzen das Wachstum schadigt.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich Wurzellingenwachstum aus mehreren Griinden als
ungeeignet herausgestellt hat, die Hypothese des Zn-Schocks zu tiberpriifen: Zum ersten konnte bei
keiner der neun Wiederholungen dieses Experimentes ein Unterschied im Wurzelwachstum zwischen
mip2-§3 und Wildeyp festgestellt werden, der deutlich in Abhangigkeit zur Zn-Konzentration stand,
auf welche die Pflanzen von Zn-»freien « Medien transferiert wurden. Zweitens ist die Zn-Kontami-
nation der Medien, denen kein Zn-zugegeben wurde, nicht vorhersagbar. Da die Zn-Kontamination
grof8en Einfluss auf das Wachstum der Wurzel hat (Abbildung und , ist die Grundlage fur
einen Vergleich zwischen Wildtyp und Mutante nicht gegeben. Zudem ist zu vermuten, dass die Adap-
tation an neue Zn-Konzentrationen sehr rapide innerhalb weniger Stunden erfolgt. Daher wurde fir

ein zukiinftiges Experiment geplant, alternative Marker fiir den Stress der Zelle zu messen.
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Tab. 4.2: Bestimmung der Zn-Kontamination in verschieden HOAG-Medien mittels ICP OES. Wo nicht anders ange-
geben, sollten die Proben Zn-frei sein (0 nM). Da die gemessenen Werte sehr nah am unteren Detektionslimit der ICP
OES liegen, wurde eine optimierte Methode erstellt. Es wurden von drei spezifischen Zn-Emissionslinien jeweils die Bre-
chungsordnungen mit der gréf3ten Intensitdt gemessen (zwei Brechungsordnungen von 202,5 nm, je eine von 206,2 nm
und 213,8 nm) und das Gerdt mit Standardldsungen zwischen 0 und 1,5 uM Zn kalibriert. Messungen miissen aufgrund
thermal bedingter Verschiebungen der Optik innerhalb einer halben Stunde nach der Kalibration erfolgen, wobei die
Standardabweichung innerhalb dieses Zeitraums bereits von =1% auf 10 % ansteigt. Die angegebene Standardabwei-
chung wurde auf Grundlage des arithmetischen Mittelwertes aller gemessenen Emissionslinien von zwei Messungen
berechnet. PE Platte Polyethylenplatten, die fiir vertikale Wachstumsassays im Phytotron benutzt werden (quadratische
Platte mit 12 cm Kantenlange und runde mit 8.5 cm Durchmesser); Hydroponic HOAG-Medium von Pflanzen die hydro-
ponisch kultiviert werden; Standardlsg Losungen, die zur Kalibration des Gerdtes eingesetzt wurden.

Gerite mit Siure gewaschen, Agar(ose) und PE-Platten mit EDTA gewaschen Keine speziellen Mafinahmen
Zn (nM) Zn (nM)
HOAG + Seakem-Agarose in Schott-Flasche -6 +7,7 Wasserprobe 1 -1 +1,2
HOAG + Seakem-Agarose auf quad. PE-Platte 96 +6,2 Wasserprobe 2 -14+ 45
HOAG + Seakem-Agarose auf runder PE-Platte 44 +74 Wasserprobe 3 99 + 84
HOAG + Sigma-Typ-A-Agar in Schott-Flasche 0 +88 Wasserprobe 4 13 + 5,6
HOAG + Sigma-Typ-A-Agar auf quad. PE-Platte 220+9,3 Wasserprobe 5 -2+ 35
HOAG + Sigma-Typ-A-Agar auf runder PE-Platte 158 £ 6,2 0nM Standardlsg. -6 + 4,1
HOAG + 15 uM HEDTA + Seakem-Agarose in Schott-Flasche 0 +86 50nM Standardlsg. 46 + 6,2
HOAG + 15 yM HEDTA + Seakem-Agarose auf quad. PE-Platte 22 £5,0 100nM Standardlsg. 93 + 7.8
HOAG + 15 uM HEDTA + Seakem-Agarose auf runder PE-Platte 117+ 4,5 HOAG-Probe 1 20 +11,2
HOAG + 15 uM HEDTA + Sigma-Typ-A-Agar in Schott-Flasche 36 +7,5 HOAG-Probe 2 20 +11,9

HOAG + 15 uM HEDTA + Sigma-Typ-A-Agar auf quad. PE-Platte 168 + 6,1 Hydroponic-Probe 1~ 32 +11,0
HOAG + 15 uM HEDTA + Sigma-Typ-A-Agar auf runder PE-Platcte 25 +£4,0 Hydroponic-Probe2 34 + 11,1

4.2.7 Elementgehalt der m¢p2-$3-Mutante im Vergleich zum Wildtyp

Um zu tiberpriifen, ob A#MTP2 unter normalen Bedingungen auf Erde einen Einfluss auf die Metall-
homoostase der Pflanze hat, wurden mittels ICP OES die Elementgehalte in Knospen, Bliiten, Scho-
ten, Spross, Stengelblittern und Rosettenblittern bestimmt (Abbildung[4.25). Mit der Ausnahme des
Fe-Gehalts in Rosettenblittern wurde kein Unterschied zum Wildtyp festgestellt. Fiir Rosettenblitter
wurde diese Messung mit neuem Material wiederholt, um die doppelte Fe-Konzentration in Blattern
des Wildtyps im Vergleich zur m#p2-53-Mutante zu bestitigen. Der zuvor beobachtete Unterschied
trat hier nicht auf und ging wahrscheinlich auf das unterschiedliche Alter der gemessenen Rosetten-
blatter des Wildtyps und der 7¢p2-S3-Linie zuriick. In einem vorlaufigen Experiment wurde in voll
entwickelten Rosettenblittern rund doppelt soviel Fe wie in jungen oder seneszenten Blittern gemes-
sen. Obwohl kein Unterschied im Elementgehalt zwischen Mutante und Wildtyp gefunden wurde,
ist die Verteilung der Elemente tiber die Pflanze interessant: Die Konzentration von Ca, Cu und Mo,
weniger ausgeprigt auch Co, Cd und Mg, ist am hochsten in Stengel- und Rosettenblittern und gerin-
ger in Knospen, Bliiten, Schoten und Spross. P und Zn-Gehalte steigen in der Reihe Spross, Stengel-
und Rosettenblitter, Schoten, Bliiten, Knospen kontinuierlich an. Fiir die meisten Elemente bis auf K,

ist die Konzentration im Spross am geringsten. Die Bestimmung des Elementgehalts in Samen wurde
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nicht repliziert und sollte mit Vorsicht interpretiert werden.

4.2.8 Komplementation und Bestitigung eines Phinotyps der mzp2-$3-

Mutante

Um mit Sicherheit einen Phinotyp der Knockout-Mutante der AtMTP2-Funktion zuzuordnen, sollte
der Phinotyp — insofern er identifiziert wurde — mit unabhingigen Ansitzen bestitigt werden. Eine
zweite Knockout-Mutante wurde in der Gabi-Kat-Kollektion!® von T-DNA-Mutanten identifiziert.
Zunichst muss die Insertion der T-DNA 154 bp upstream des Start-ATG im Bereich des pM TP2-Pro-
motors bestitigt werden. Weiterhin muss verifiziert werden, dass die Transkription von AtMTP2 durch
diese Insertion tatsichlich verhindert wird. Aufgrund von Problemen in der T,-Generation wurden
von Gabi-Kat bereits Pflanzen in die T;-Generation propagiert. Von 14 dieser Pflanzen wurden Samen
erhalten, wobei bisher nicht getestet wurde, ob hierunter bereits homozygote Insertionslinien sind. Als
Alternative zu T-DNA-Knockout-Linien wurde erwogen, RNA interference (RNAi)-Linien herzustel-
len. Da Zweifel bestanden, dass dieser Ansatz bei den sehr niedrigen Transkriptmengen von AtMTP2
erfolgversprechend ist, wurde dies bisher nicht durchgefiihrt.

Um zu tiberpriifen, ob ein Phinotyp rezessiv und reversibel ist und um eventuelle weitere Mutatio-
nen im Genom der 72£p2-§3-Linie zu beseitigen, wurde die Riickkreuzung der m#p2-S3-Mutante mit
Col-0 durchgefithrt. Hierfiir wurde die Mutante mit Pollen von Col-0 bestiubt (Col-0 x m#p2-S3)
und umgekehrt (m2p2-53 x Col-0). Es wurden fiir beide Richtungen cinige Schoten erhalten. Samen
der F;-Generation wurden auf Erde ausgesit und aus Blattern gDNA isoliert, um mittels PCR die He-
terozygotie der Pflanzen zu tiberpriifen. Mit Ausnahme zweier F,-Individuen der Richtung m#p2-83 x
Col-0 wurde in allen Pflanzen sowohl die T-DNA-Insertion von m#p2-S3 identifiziert, als auch der
komplette ORF des AzMTP2-Wildtypgens von Col-0 (Abbildung[4.26). Fiir cine Komplementation
von mip2-S3 wurde die Mutante mit verschiedenen AzMTP2-Konstrukten transformiert: 358:: AtMTP2,
pMTP2:: AtMTP2-EGFP, pMTP2::EGFP-AtMTP2. Es liegen jeweils Samen der T,-Generation vor.

4.2.9 Charakterisierung von p358:: AtMTP2 Pflanzen

Es liegen Samen der T,-Generation von acht homozygoten Linien vor. Homozygotie wurde durch Se-
gregationsanalysen bestimmt: Es wurden Linien ausgewahlt, fiir die die Resistenz des Markers in der T-
Generation als einziger Lokus segregierte (3:1). Mittels semiquantitativer RT-PCR wurde iiberpriift,
ob in den transgenen Linien mehr AtMTP2-Transkript vorliegt als im Wildtyp. In Abbildung
ist zu sehen, dass alle getesteten Linien stark erhéhte MTP2-Transkriptmengen aufweisen. Bei Kulti-
vierung im Gewichshaus konnte bisher kein Phinotyp identifiziert werden. Wie in Abschnitt[4.2.4]

http://www.gabi-kat.de/
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Abb. 4.25: Bestimmung der Elementgehalte in mtp2-53 und Col-0 mittels ICP OES Fortsetzung auf nachster Seite...
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Abb. 4.25: Bestimmung der Elementgehalte in mtp2-53 und Col-0 mittels ICP OES - Fortsetzung. Pflanzen wurden im
Gewachshaus auf Erde kultiviert, wobei die Anordnung der Pflanzen alle sieben Tage zuféllig verandert wurde. Es wur-
den 55 Tage nach Aussaat pro Gewebe funf Pools geerntet, die jeweils Material von vier Pflanzen enthielten. Zwischen
15 und 200 mg homogenisiertes Material wurden mit 65%iger Salpetersdure in einem mikrowellenbasierten Reaktions-
beschleuniger (MARS 5) aufgeschlossen und die Elementgehalte mittels ICP OES bestimmt.
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Col-0 x mtp2-S3 mtp2-53 x Col-0
mtp2- Col-0

M 1 2 3 5 6 7 8 9 10 1 3 4 5 6 7 10 g3

Abb. 4.26: Riickkreuzung von mtp2-53 mit dem Wildtyp. Die Mutante wurde mit Pollen von Col-0 bestdubt (Col-0 x
mtp2-53) und umgekehrt (mtp2-53 x Col-0). Aus Pflanzen der F;-Generation wurde gDNA isoliert und PCR zum Test auf
Heterozygotie bezliglich AtMTP2 und mtp2-5S3 durchgefiihrt. Fir erfolgreiche Amplifikation der Left Border zwischen
T-DNA und AtMTP2 mit den Primern LBb1 und ZAT2tpX wurde ein Produkt mit einer Gré3e von 369 bp erwartet und fiir
die Amplifikation des kompletten AtMTP2-ORF mit den Primern ZAT2tpA und ZAT2tpX ein Produkt von 1002 bp GroRe.
PCR jeder Probe wurde fiir die zwei Primersatze unabhangig durchgefiihrt. Fiir die Beladung des Gels wurden zusam-
mengehdrige Proben vereint.

gezeigt, ist A#LMTP2 sehr wahrscheinlich im ER lokalisiert. Der in Abschnitt aufgestellten Hy-
phothese folgend, dass A##MTP2 Zn in das ER transportiert, wurde vermutet, dass bei Wachstum auf
moderat toxischen Zn-Konzentrationen p35S::MTP2-Linien ein anderes Wachstum aufweisen als der
Wildtyp. Dies konnte nicht bestitigt werden. Zn-Akkumulation in diesen Linien wurde bisher nicht

analysiert.

p35S:AtMTP2

WT 3-5 5-5 6-5 10-712-2 13-2 14-1 17-3 -RT

RNA isoliert und mittels reverser Transkriptase cDNA syn-
AtMTP2 thetisiert. Jeweils 80 ng cDNA wurden als Template in den
PCRs eingesetzt, wobei fiir beide PCR-Varianten 28 Amplifi-
AtEF7G— kationszyklen erfolgten. Fiir das EFla Primerpaar EF1af und
EF1ar wurde mit 475 bp die fir cDNA erwartete Produktgro-

Be erhalten (gDNA mit Intron: 575 bp). Mit dem Primerpaar

Abb. 4.27: Relative AtMTP2-Transkriptmengen in A. thal- AtCDF2sfa und ZAT2tpX zur Detektion von AtMTP2 wurde

iana-p355:MTP2-Linien. Aus Blattern je eines Individuums ein Produkt mit der erwarteten GréR3e von 280 bp amplifi-
von acht homozygoten Linien der T;-Generation wurde ziert.
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Screeningmethode

5.1 Kopplung eines Gerits fiir die elektrothermale Verdampfung

mit der ICP-OES

In den folgenden Abschnitten wird im Speziellen die Kopplung der ETV-4000 von SPECTRAL Sys-

TEMS an die IRIS INTREPID HR Duo von THERMO ELEMENTAL beschrieben. Die hierbei erorterte

Problematik betrifft nichtsdestotrotz die ETV-ICP OES Kopplung im Allgemeinen. Die vorgestellte

Softwareerweiterung fiir Origin® kann mit geringen Anpassungen auch fiir die Auswertung von Daten

verwendet werden, die mit anderen Geritekombinationen erhoben wurden.

5.1.1 Problemstellung

Um Proben durch elektrothermale Verdampfung in das Plasma einzubringen, miissen eine Reihe von

Geriten synchronisiert zusammenarbeiten. Die Funktion dieser in Abbildung dargestellten Gerite

wird im Folgenden kurz umrissen. Im Vergleich zur Messung von fliissigen Proben ergeben sich fiir die

Graphitrohrc-)fen
+ Autosampler
\_/4000

g

Steuerungscomputer der ICP
OES

Abb. 5.1: Geratetechnik der ETV-ICP
OES. Der Autosampler bestiickt den
Graphitrohr-Ofen mit Proben, die zu-
vor an der integrierten Feinwaage in
Graphittiegel eingewogen wurden. Im
automatischen Modus 16st das Schlie-
Ben der Ofentiir ein Signal an das
Steuerungsgerdt der ETV (ETV4000)
aus, welches daraufhin ein Programm
zur Verdampfung der Probe abarbeitet.
Gleichzeitig gibt dieses Steuerungsge-
rdt ein Signal an den wartenden Steue-
rungscomputer der ICP OES, der dar-
aufhin mit der Messung beginnt.
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ETV-Kopplung cinige Verinderungen in der Analytik, da ein grundsitzlich anderes Signal gemessen
wird. Der an die ICP OES angeschlossene Computer hat die Funktion der Kontrolle der ICP OES und
der Verarbeitung der Messdaten. Bei der iiblichen ICP OES-Analytik wird hierbei manuell oder auto-
matisch durch einen Autosampler eine Losung aufgesogen, zerstaubt, in das Plasma tiberfithrt und nach
Ablauf einer gewissen Vorspiilzeit ein konstantes Signal gemessen. Da dieses Signal konstant bleibt, bis
die Probe aufgebraucht ist, kann die Software durch einen Preexposure fiir jede Emissionslinie die Inten-
sitit bestimmen und die Auslesefrequenz dieser Linien optimieren. Dies ist aufgrund der kumulativen
Arbeitsweise des Charge Injection Device (CID) Detektors notwendig: Durch den photoelektrischen
Effeke fithren auf den Chip auftreffende Photonen zu elektrischen Ladungen, die fiir jeden Pixel bis
zum Zeitpunke des Auslesens gespeichert werden. Daher kann es bei zu niedriger Auslesefrequenz zur
Sattigung dieser Speicherpuffer kommen, wodurch kein korrektes Signal mehr gemessen wird. Durch
die Optimierung der Auslesefrequenz kénnen gleichzeitig sehr intensive und sehr schwache Emissions-
linien gemessen werden. Dieser dynamische Umfang ist bei Kopplung mit der ET'V nicht gegeben, da
aufgrund des transienten Signals keine Optimierung der Auslesefrequenz fiir jede Emissionslinie durch
einen Preexposure erfolgen kann. Vielmehr wird fir jedes Element ein Zeitfenster gesetzt, in dem die
Integration des Signals erfolgt. Die Auslesefrequenz in diesen Zeitfenstern ist fir jede Emissionslinie
gleich. Das Integral tiber die Intensitit gibt die vom Detektor in diesem Zeitfenster gemessenen Counts
(CTS) an, wobei acht Photonen geriteintern einen Count auslosen. Angegeben werden die gemittelten
Counts pro Sekunde (CTS -s™).

Die TEvA-Software kann in einen Modus fiir die Detektion transienter Signale geschaltet werden,
kann aber nicht alle Gerite steuern, die im Fall der Kopplung der ICP OES mit der ETV synchroni-
siert zusammenarbeiten miissen. Im Modus zur Messung von transienten Signalen 16st der Start einer
Messung in der TEVA-Software nicht die Messung an sich aus. Vielmehr wird auf ein Signal von einem
externen Gerit — hier das Steuerungsgerit der ETV — zum Start der Messung gewartet. Das Steuerungs-
gerdt der ETV wiederum wartet auf das Signal des Autosamplers, mit dem automatisch oder manuell
Proben in den Graphitrohr-Ofen eingebracht werden. Der manuelle Aufwand zum Start einer Mes-
sung ist grof$: Zunachst muss der Kontrollcomputer der ICP OES in den Bereitschaftsmodus fiir eine
Messung geschaltet werden. Dann wird vom Anwender eine Probe am Autosampler eingewogen und in
den Graphitrohr-Ofen gebracht. Sobald dies geschehen ist, startet der Anwender das Steuerungsgerit
der ET'V, welches ein Programm zur Verdampfung der Probe abarbeitet und gleichzeitig das Signal an
den Steuerungscomputer der ICP OES zum Start der Messung gibt. Diese Vorginge konnen teilweise
automatisiert werden, indem der Computer der ICP OES nach jeder Messung in den Bereitschaftsmo-
dus fiir die nichste Messung zuriickkehrt (» Continuous Run«), der Autosampler die zuvor eingewo-
genen Proben automatisch sequenziell in den Graphitrohr-Ofen schiebt und das Steuerungsgerit der
ETV automatisch die Messung auslost sowie die Probenverdampfung einleitet. Die Messung der ICP

OES muss beendet sein, bevor die nichste Probe verdampft wird, da die Sequenz des als Maszer fungie-
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renden Autosamplers nicht von den anderen Geriten unterbrochen werden kann. Dies ist ein grofier
Nachteil, weil hierdurch bei Geritefehlern wie einem erloschenen Plasma oder einem durchgebrannten
Graphitrohr meist alle folgenden Proben vernichtet werden. Die eingewogenen Mengen der gemesse-
nen Proben kénnen zwar an den Steuerungscomputer der ICP OES iibergeben werden, aber die TEVA-
Software kann diese — auch in der aktuellen Version 1.6 — nicht auslesen. Soll eine Kalibration fiir die
Messung von Pflanzenmaterial innerhalb der TEvA-Software erfolgen, miisste der Anwender extrem
genau vorgegebene Mengen Referenzmaterial (Certified Reference Material (CRM)) im Bereich von
~ 100 ng bis 2 mg einwiegen. Dies gelingt nur mit vielen Korrekturen und ist daher ein sehr zeitauf-
wendiger Vorgang. Zudem ist es fiir die Berechnung der Elementkonzentrationen erforderlich, fir jede
gemessene Probe das Gewicht manuell einzugeben.

Ziel ist es, eine verbesserte Kopplung der ETV mit der ICP OES zu etablieren, mit der eine auto-
matisierte Messung vieler Proben und die Berechnung der Elementkonzentrationen dhnlich einfach
und komfortabel gestaltet ist, wie bei der konventionellen ICP OES-Analytik von flissigen Proben.
Wiinschenswert wire zudem eine verbesserte Datenauswertung und -aufbereitung. Nur dadurch kann
der erwiinschte hohe Durchsatz fiir einen Screen mit minimalem Arbeitsaufwand erreicht werden. Als
Voraussetzung musste zunichst eine Methode zur Verdampfung und Analyse von Pflanzenmaterial eta-
bliert werden. Hierfur wurden zunichst geeignete Emissionslinien zur Bestimmung der Elemente iden-
tifiziert (Abschnitt[5.2.1)). Gleichzeitig wurde ein Temperaturprogramm zur Verdampfung des Pflan-
zenmaterials entwickelt (Abschnitt[5.2.2)). Fiir die automatisierte Analyse der Proben mittels eines 50-
fach Autosampler wurde der in Abschnitt beschriebene Arbeitsablauf etabliert. In Abschnitt
wird eine Erweiterung fiir ORIGIN® beschrieben. Diese Erweiterung tibernimmt die bei der ETV-ICP
OES-Analytik fehlende Funktionalitit der TEVA-Software zur Kalibration der Methode und der Ana-
lyse von Proben. Auch wenn nur relative Elementgehalte verschiedener Proben verglichen werden sol-
len, ist eine Kalibration der Methode immer notwendig: Das Sittigungsverhalten ist fiir alle Emissions-
linien unterschiedlich und wiirde zu falschen Ergebnissen fithren, wenn es nicht durch eine Kalibration
korrekt beschrieben wird. Uber die Berechnung der Elementkonzentrationen hinaus kénnen mit der
vorgestellten Erweiterung Experimente mit einer groffen Anzahl von Proben ausgewertet werden —

inkl. der graphischen Darstellung aller Analysen.

5.2 Entwicklung einer Analysemethode fiir Pflanzenmaterial

5.2.1 Wahl geeignter Emissionslinien zur Elementbestimmung

Fiir die Quantifizierung eines Elements miissen geeignete Emissionslinien gewihlt werden, die eine
Reihe von Kriterien erfillen: Zum ersten darf es bei dieser Linie nicht zur Interferenz mit anderen

Matrix- oder Analytlinien kommen, d. h. die Linie muss spezifisch fir dieses Element sein. In der Ein-
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leitung wurde erortert, dass die Unterschiede in der atomaren Konfiguration fiir alle Elemente eigent-
lich spezifische Emissionslinien bedingen. Allerdings liegen diese vielfach so dicht beieinander, dass
sie von der Optik nicht spektral getrennt werden konnen. Bei der Auswahl der Analytlinien sind da-
her einige Kriterien zu beachten: Erstens sollte fiir eine Analytlinie bei der IRIS INTREPID HR Duo
im Bereich von +0,025 nm keine messbare Emission einer zweiter Linie vorliegen. Man konzentriert
sich daher auf auf solche Analytlinien, in deren Nihe entweder nur extrem schwache Emissionslini-
en von haufigen Elementen oder nur Emissionslinien von sehr seltenen Elementen! liegen. Gute An-
haltspunkete liefert hierbei die mit der TEVA-Software mitgelieferte Wellenlingenbibliothek. Zweitens
muss die Intensitit dieser Analytlinie bei den erwarteten Elementkonzentrationen im gut detektierba-
ren Bereich sein. Sie sollte nicht unter ~2 CTS-s" und méglichst nicht iiber 6000 CTS-s™ liegen.
Drittens sollte die Linie gut kalibrierbar sein (Abschnitt. Fiir Punkt zwei und drei muss sicher-
gestellt werden, dass die Elementkonzentrationen im Kalibrationsmaterial und in den Proben dhnlich
sind. In einem grofien spektralen Bereich bedingt die Eigenemission des Argonplasmas einen intensi-
ven Hintergrund (siche Abbildung in Tabelle[S.1)). Schwache Emissionslinien in diesem Bereich sind
prinzipiell messbar, da fiir die Quantifizierung jeder Emissionslinie eine Hintergrundkorrektur ange-
wendet wird: Die hierfiir notwendigen Hintegrundintensititen werden aus Pixeln auf dem CID-Chip
ausgelesenen, die der Anwender in einem Bereich von +0,1 nm neben der Analytlinie definiert. Die
dort detektierten Intensititen werden von der eigentlichen Analytlinie subtrahiert. Eine starke Hin-
tergrundemission verschlechtert aber fiir schwache Emissionslinien das Signal/Rausch-Verhaltnis und
fuhrt bei starken Emissionslinien viel schneller zur Sittigung. Unter Berticksichtigung all dieser Krite-
rien wurden aus ~ 40 iiberpriiften Emissionslinien die in Tabelle[S.1|aufgelisteten ausgewihle. Die in
dieser Tabelle aufgefiithrte Na-Emissionslinie bei 268,034 nm ist ein Beispiel fiir die zuletzt erwihnte
Problematik der starken Hintergrundemission: Obwohl hier bei maximaler Einwaage nur 118 CTS -s™
auf die Emission von Natrium zuriickgehen, wird bereits die Sittigung des CID-Chips erreicht (Ab-
bildung und. Dies liegt an der starken Hintergrundemission durch das Argonplasma in diesem
spektralen Bereich. Im Gegensatz dazu wird im vergleichsweise ungestorten Bereich der Zn-Emissions-
linie bei 213,856 nm selbst bei 2200 CTS - s keine Sittigung erreicht. Fiir eine Reihe von Elementen
konnten keine Emissionslinien gefunden werden, die den oben aufgefiithrten Kriterien gehorchen. So
wurde keine der fiir As, Co, Cr, K, Ni und Mo getesteten Linien in die Methode aufgenommen.? Mit
Ausnahme von K konnte fiir diese Elemente keine ausreichend intensive Emissionslinie bei der Ver-
dampfung der verwendeten Pflanzenmaterialien identifiziert werden. Bei allen intensiven Ni-Emissi-

onslinien kommt es zur Interferenz mit Si. Dagegen ist K sehr hiufig in der Pflanze, weshalb nur relativ

Kosmische Haufigkeit der Elemente in Abbildung 344 inHolleman ez £ (1995))

2Getestete Linien (Brechungsordnung): As 189,042 nm (177),193,759 nm (173), 197,261 nm (170), Co 228,616 nm (147),
230,786 nm (146), Cr 267,716 nm (125), 283,563 nm (118), K 321,809 nm (81), 344,736 nm (76), Mo 202,030 nm (166),
203,844 nm (165),Ni 216,556 nm (155), 221,647 nm (152), 231,604 nm (145). Die unterstrichenen Linien sind kalibrier-
bar, erreichen aber bei max. CRM-Einwaage < 4 CTS - s
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Tab. 5.1: Emissionslinien fiir die Quantifizierung von Elementen in Pflanzenmaterial. In A und B ist der fiir die Detektion
relevante Bereich des CID-Chips dargestellt. A Intensitatsverteilung nach 50 s Exposition bei der Erhitzung eines leeren
ProbengefaBes. Im oberen Bereich des Chips bis =210 nm/125. Brechungsordnung ist sehr deutlich die Eigenemission
des Argonplasmas zu erkennen. B Intensitatsverteilung nach 50 s bei der Verdampfung von CRM-VTL2 (CRM aus Tabak)
abziglich der Intensitat eines leeren Probengefdles. Temperaturprogramm siehe ABBILDUNG/5.5

Element Wellenldnge Brechungs- Kalibrationsbreich#4

(nm) ordnung von bis
ng CTS-s* ng CTS-s*

Al 186,231 139 6,610/ 1,6 8,610°/ 622
Ca 219,779 119 35,0 /59 46,0.10° / 726,1
Cd 226,502 115 2,7.10%/ 0,6 3,610"/ 14,0
Cu 223,008 117 2,3.10%/ 3,1 278 /715
Cu 224,700 116 >/ 57 >/ 1155
Fe 216,677 120 3,710/ S5 4910 / 8879
Fe 217,805 119 >/ 13 7/ 2446
Mg 202,582 129 70 /155  9,3.10° / 1567,0
Mn 260,569 101 6,810/ 0,3 90,0 / 3496
Na 268,034 97 9,510/ 94 1,2.10° / 1187
P 203,349 128 6,1 /54 8,0.10°/ 6933
P 215,408 121 >/ 66 > /11330
Pb 220,353 118 3,7.10°/ 1,0 48 /309
S 182,034 142 6,9 /97  9010° / 4097
S 182,034 144 >/ 08 >/ 30,7
/
/

Zn 206,200 127 6,6:107 2,7 873 / 404,5
Zn 213,856 122 24,0 i /2213,0

e e .
e

Tabak minus leeres PrbengeféB
“Bei Einwaage von 2 ug bis 2,5 mg P-ALFALFA (CRM aus Lucerne).

schwache Emissionslinien zur Quantifizierung in Frage kommen. Diese liegen jedoch wie bei Na alle

in einem spektralen Bereich, der sehr stark von der Emission des Argonplasmas tiberstrahlt wird.

5.2.2 ETV-Programm zur Verdampfung und Analyse von getrocknetem

Pflanzenmaterial

Die Verdampfung der zu analysierenden Probe geschicht in einem Graphitrohr, das durch Strom auf
bis zu 2800 °C erhitzt werden kann. In dieses Graphitrohr wird die Probe in einem Graphittiegel ein-
gebracht, dessen Temperatur beim ETV4000-System durch einen Infrarotsensor gemessen wird. Alle
erhitzten Komponenten werden mit Argon umspiilt, um Oxidation zu verhindern, wobei tiber die Pro-
be ein Argon/Freon®-Gemisch geleitet wird. Durch das Reaktionsgas Freon wird die Probe halogeniert,
wobei z. B. schwer verdampfbare Oxide und Carbide in leichter verdampfbare Halogenide umgewan-

delt werden (Kantor, 2001). Die Prisenz von Kohlenstoff im Reaktionsgas verhindert die Freisetzung

3Freon geht auf den Markennamen von Dupont fiir halogenierte Kohlenwasserstoffe zuriick — Fridgen® ist der Marken-
name von Hoechst hierfiir. Fiir die hier durchgefiihrten Analysen wurde Dupont™Freon R22® (CCIF;) eingesetzt.
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von Oxiden durch Reduktion zu CO und CO, und verlingert die Haltbarkeit des Graphitrohres durch
pyrolytische Beschichtung mit Ruff. Zudem treten weniger Ablagerungen im Kunststoffschlauch (z.B.
Tygon®, Teflon®) bei der Uberfiihrung des Acrosols ins Plasma auf. Dadurch wird die Transportef-
fizienz von 15 bis 50 % auf 70 bis 100 % erhoht (Friese ez /., 2001). Dies ist deutlich hoher als bei
Zufuhr von flissigen Proben durch einen konventionellen Zerstiuber. Hier gelangen nur rund 1-10 %
der Probe ins Plasma — der Rest wird verworfen. Die genaue Zusammensetzung des ins Plasma injizier-
ten Aerosols ist nicht bekannt, aber es wird von einem Gemisch aus Partikeln, Molekiilen und Atomen
ausgegangen (Samuel e al.,1996). Durch die Zugabe von Freon wird die Atomisierung des Analy-
ten in der Gasphase allerdings stark unterdriicke (Kantor, 2001). Die Zusammensetzung ist schwer
zu untersuchen, da sie sich wihrend des Transports im Zuge der Abkiithlung des Dampfes dndert. Bei
der Verdampfung von komplexen Materialen wie Pflanzenproben ist zudem nicht vorhersehbar, wel-
che Verbindungen wihrend der Verdampfung entstehen. Vor der Verdampfung von Pflanzenmaterial
muss ein Trocknungs- und Veraschungsschritt erfolgen, da es bei zu schneller und zu starker Erhitzung
zur Uberladung und Ausléschung des Plasmas durch die schlagartig verpuffende Probe kommt. Ne-
ben der Verdampfung finden Vorginge wie Schmelzen, Desolvatisierung und Zersetzung statt. Durch
die unterschiedlichen Verdampfungstemperaturen der verschiedensten chemischen Verbindungen fin-
det bei langsamer Temperaturerhohung eine Art chromatographische Auftrennung der Elemente statt.
Die Auflosung dieser »Chromatographie« wird limitiert durch Vermischungsvorginge wihrend der
Uberfithrung ins Plasma. Ein geringer Innendurchmesser des Schlauches und eine hohe Gasflussge-
schwindigkeit reduzieren diesen Effeke, fithren aber andererseits zu vermehrten Ablagerungen und
Kollisionen von Partikeln im Schlauch. Als giinstiger Kompromiss haben sich 3-4 mm Innendurch-
messer und ein Gasfluss von 0,4-0,8 1 min™ erwiesen (Friese ez 4/} [2001)). Idealerweise erreicht jedes
zu analysierende Element in einemn wohl definierten Zeitfenster das Plasma. Hierin liegt der Haupt-
unterschied zur ICP OES mit fliissigen Proben: Bei letzterer liegt nach dem Probenaufschluss eine
relativ kleine Probeneinwaage stark verdiinnt in einem groflen Volumen vor. Durch den zusitzlichen
Transportverlust aufgrund des Zerstaubers ist die Konzentration der Probe im Plasma zu jedem Zeit-
punke sehr gering. Bei der elektrothermalen Verdampfung erreicht in dem kurzen Zeitfenster nahezu
die komplette Probe das Plasma. Das untere Detektionslimit ist daher bei der ETV-Kopplung ein bis
zwei Groflenordnungen niedriger als bei fliissiger Probenzufuhr. Mittels eines T7mescans kann fir je-
des Element die Intensititsinderung der Emissionslinien im Verlauf der Verdampfung (dI/dt) visuali-
siert werden. Anhand dessen wird ein Detektionszeitfenster fuir jedes Element in der TEVA-Software
gesetzt. Die Integration der Fliche unter dieser Intensititskurve entspricht den CTS, die in diesem
Zeitfenster registriert werden. Ausgegeben wird allerdings nicht die Summe der detektierten Intensi-
tit, sondern die mittlere Intensitit im Zeitfenster. Hierbei ist es problematisch, wenn bei zu langsamer
Erhitzung verschiedene chemische Formen eines Elements zu mehr als einem Peak fihren. Bei der Ent-

wicklung des Heizprogramms wurde dies haufig beobachtet: So wurde z. B. fiir Schwefel wihrend der

94



5.2 ENTWICKLUNG EINER ANALYSEMETHODE FUR PFLANZENMATERIAL

langsamer Erhitzung auf 1000 °C ein Peak beobachtet und ein weiterer beim anschliefSenden Ausglii-
hen des Probengefifies bei 2300 °C (Abbildung[S.2). Bei stufenweiser Erhéhung der Temperatur auf
150°C, 500°C, 800 °C und 2300 °C wurden sogar drei Peaks beobachtet. Uber die Natur der Ver-
bindungen, welche diese Peaks hervorrufen, lisst sich ohne genauere Untersuchungen nur spekulieren.
Der erste Peak konnte auf organisch gebundenen Schwefel zuriickgehen, da organische Verbindungen

schon bei relativ geringen Temperaturen verdampfen oder sich

zersetzen. In der Pflanze ist relativ viel Schwefel organisch gebun- g 1500 S )
182,034 nm (142
. . . . = !
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0
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keit von Heizprogrammen (unten). Fiir

stemperatur ist abhingig vom SOs-Partialdruck im Graphitrohr.

Da viele Metalloxide aufgrund der schr hohen Verdampfungstemperaturen (Schmelztemperatur von
CaO 2587 °C) mit der ETV nicht verdampfbar sind, soll durch die Halogenierung idealerweise die
Bildung von Oxiden vermieden werden. Metallhalogenide haben deutlich niedrigere Verdampfung-
stemperaturen als die Oxide (z.B. CaCl, ~ 1700 °C). Der beim Temperaturanstieg von 500 °C auf
800 °C auftretende Schwefel-Peak in Abbildung geht wahrscheinlich ebenfalls auf eine anorgani-
sche Schwefelverbindung mit relativ niedriger Verdampfungstemperatur zuriick. Eine Moglichkeit um
diesen Annahmen nachzugehen wire der Vergleich des beobachteten Profils mit den Temperaturpro-
filen von Standardsubstanzen. Allerdings wire dies mit einer groflen Unsicherheit behaftet, da hierbei
die sehr komplexe Matrix des pflanzlichen Gewebes fehlen wiirde. Dieses Problem konnte reduziert
werden, indem eine Pflanzenprobe mit Standardsubstanzen gezielt »kontaminiert« wird und die re-
lativen Anderungen der Peaks untersucht werden. Problematisch sind diese verschiedenen chemischen
Verbindungen eines Elements bei der Bestimmung des Gesamtgehaltes dieses Elements in der Pflanze,
da hierfir die Fliche aller Peaks integriert werden muss. Liegen diese zeitlich weit auseinander, fihrt
dies zu einem sehr niedrigen Signal, da dieses — wie oben erwihnt — als Mittelwert der Counts im ge-

setzten Zeitfenster angegeben wird. Die Beschrinkung auf die Integration von nur einem Peak bei der

4Manche Sulifide sublimieren ohne zu schmelzen: ZnS 1180 °C, CdS 1000 °C.
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Kalibration mit einem Referenzmaterial sowie bei den Proben ist aus zwei Griinden keine Alternative:
Zum ersten entspricht dieser Peak nicht dem zertifizierten Gesamtgehalt dieses Elements im CRM.

Zweiten unterscheidet sich das Pflanzenmaterial des Kalibrationsstandards zumeist vom Material der

zu analysierenden Proben. Abbildung und deuten darauf hin, dass die Verhiltnisse der Peaks
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Abb. 5.3: Das Verdampfungsprofil von Schwefel ist abhangig vom Pflanzenmaterial. Im unteren Teil des Diagrams ist die
Temperaturvorgabe der ETV dargestellt (Heizprogramm). Die zwei transienten Schwefelsignale bei der Verdampfung
von Schwefel gehen vermutlich auf organischen gebundenen Schwefel (bei =28 s /750 °C) und anorganischen Schwefel
(bei=385s/2500 °C) zuriick. Das Verhaltnis der zwei Peaks unterscheidet sich bei unterschiedlichen Pflanzenmaterialien.

zueinander bei unterschiedlichen Pflanzenmaterialien variieren. Eine genaue Aussage tiber die Verhalt-
nisse der Peaks zueinander ist anhand der Timescans nicht méglich: Die Auslesefrequenz der Pixel des
CID-Chips lag bei den dargestellten Timescans deutlich unter der Auslesefrequenz im Analysemodus.
Bei extrem starken Intensititsanstiegen kommt es hierdurch zu Artefakten. Aufgrund der erwihnten
Probleme wurde angestrebt, ein Temperaturprogramm zu entwickeln, bei dem jedes Element nur einen
Peak hervorruft. Wurde die Temperatur direkt nach einer Veraschungsphase von 30 s Dauer bei 300 °C
auf >1000 °C erhoht, kam es bereits bei sehr geringen Einwaagen von =500 ng zum Erléschen des
Plasmas. Dies geht auf einen ibermifigen Energieentzug zuriick, was als Uberladung bezeichnet wird.
Werden grofie Probenmengen schlagartig verdampft, kommt es zu einer hohen Elementkonzentration
im Plasma. Die Atomisierung, Ionisierung und Anregung der Elemente entzieht hierbei viel Energie.
Zudem kann es zum Mitreiffen von Partikeln beim schlagartigen Verpuffen der Probe nach unzurei-
chender Veraschung kommen. Bei Probenmengen, die zum »Flackern« des Plasmas fithren, wird bei
einigen Elementen eine scheinbare geringere Konzentration festgestellt als bei niedrigeren Probenmen-
gen. Dies liegt an unzureichender Anregung der Elemente durch das zu kithle Plasma. Auch beim zuvor
erwihnten Programm mit langsamer Erhéhungauf 1000 °C vor dem Ausgliihen (Abbildung[5.2) kam
es bei Einwaagen >1 mg hiufig zur Uberladung des Plasmas. Im Fall des zweiten in dieser Abbildung
dargestellten Programms mit Temperaturerhéhung in vier Stufen auf 2500 °C (jeweils ~10's bei 150,
500 und 800 °C) konnten bis zu 3,5 mg Pflanzenmaterial verdampft werden. Allerdings war Schwefel

aufgrund der drei auftretenden Peaks nicht quantifizierbar. Beim letztendlich gewahlten Temperatur-
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programm wird die Probe zunichst 20's auf 300 °C erhitzt. Dies gewahrleistet ausreichende Trock-
nung und teilweise Veraschung des Pflanzenmaterials, ohne dass wihrend dieser Phase eine Schwefel-
form verdampft. Darauthin folgt ein zweiter Veraschungsschritt bei 750 °C, der mit 10's relativ kurz
gewihlt wurde. Die Verdampfung aller Elemente erfolgt durch Erhitzung auf 2500 °C fir 17 s. Die-
ses Programm erlaubt die Analyse von relativ groffen Einwaagen bis 2,5 mg und fithrt nur bei wenigen
Elementen zu zwei Peaks. Diese liegen dicht beieinander, weshalb die Fliche unter beiden Peaks zusam-
menfassend integriert werden kann. Zu den Elementen, fur die zwei Peaks detektiert wurden, gehoren
Cu und Ca. Bei diesen Elementen trat der zusitzliche Peak aber nicht wihrend der Veraschungspha-
se bei 800 °C auf. Vielmehr kam es bei Ca nach der Erhohung der Temperatur auf 2500 °C zu einem
scharfen Peak, dem ein zweiter folgte, der sich weit in die Abkiihlungsphase hinein erstreckee. Fiir Cu

trat der zweite Peak sogar nach dem 2500 °C-Ausglithschritt auf. In Abbildung ist das Ergebnis

= 809 - 705“ 116 10009 Ca Abb. 5.4: Artefakt-Signale fiir Cu und
~ y nm 1 .
Y 4001 800 219.779nm (119) 5 pej der Verdampfung von Pflan-
L_) —Tabak 15:22 h 600 —Tabak 15:22 . . . .
= — Leer 15227 h | Leer 1527 zenmaterial. Bei drei direkt aufeinan-
5 200 — Leer 15:33h 4007 Leer 15:33 derfolgenden Verdampfungen wur-
S 01 2001 de dasselbe Probengefall verwendet.
N o T Nur bei der ersten Verdampfung er-
o) 200" 200 folgte die Einwaage von Pflanzenma-
< 6001 600 terial. Fr beide Elemente wurde auch
g' 400 400 bei leerem ProbengefaB ein zweiter
& 20(())’ L 2001 S Peak beobachtet. Die Intensitat die-
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70 ses Peaks nahm fiir Cu im Laufe der
Zeit (s) Zeit (s) Messungen zu und fiir Ca ab.

dreier Verdampfungen mit demselben Graphittiegel dargestellt, wobei nur bei der ersten Verdampfung
die Einwaage von Pflanzenmaterial erfolgte. Der zweite bei Ca auftretende Peak wurde hierbei auch
beim leeren Graphittiegel beobachtet, nahm aber von Experiment zu Experiment ab. Fir Cu nahm
die Intensitit dieses zweiten Peaks hingegen bei den drei direkt aufeinander folgenden Verdampfun-
gen zu. Im Fall von Ca bildet sich sehr wahrscheinlich bei der Probenverdampfung das Carbid CaC,
(CaO+3C >1600°C.. CaC,+CO), das bei 2300 °C schmilzt und sich erst bei 2500 °C zersetzt. CaC

wird technisch in riesigen Mengen im Carbidofen unter fast identischen Bedingungen hergestellt. Zur

Bildung von CaO sollte es allerdings durch die Beimengung von 2 ml - min™ Freon zum Argonfluss von
0,81 min™ nicht kommen.|Prell ez 27| (1991)) stellten fiir die Bildung von CaC einen Mechanismus vor,
der mittels der Quantentheorie von Festkorpern zu erkliren ist: Das bei zunehmender Temperatur ver-
mehrt freigesetzte elementare Ca lagert sich gemif dieser Theorie an den Kohlenstoff des Graphitrohr-
Ofens durch Wechselwirkung der bei diesen Temperaturen bereits angeregten Ca-Elektronen mit der
Elektronenband-Strukeur des Kohlenstoffs an. Im angelagerten Zustand bildet sich durch Anderung
der Elektronenkonfiguration zwischen dem Adsorbant Ca und dem Adsorbent C das Carbid, welches

angelagert bleibt und nur langsam desorbiert. Ca ist mit K eines der haufigsten Elemente in der Pflan-
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ze. Die erste Verdampfungsphase von 17 s Dauer bei 2500 °C reicht hierbei offensichtlich nicht aus
um alles CaC zu verdampfen, weshalb es zu einem »Mitschleppeffekt« kommt. Die Ausdehnung des
Peaks bis in die Abkiihlphase hinein deutet auf kontinuierliche Chlorierung von CaC hin: Solange die
Temperatur iiber 1600 °C liegt, wiirde CaCl, verdampfen — aber nicht CaC. In Abbildung|5.4]ist zu
erkennen, dass nach zweimaligem »Ausbrennen« des Probengefifies kein Signal fiir Ca mehr detek-
tiert werden konnte. Es wurde bisher nicht getestet, ob durch die Erhéhung der Freonmenge dieser
zweite Peak bei Ca unterdriickt werden kann. Eine Erhohung der Freonflusses birgt die Gefahr der py-
rolytischen Beschichtung der Probe mit einer schiitzenden unreaktiven Kohlenstoffschicht (Hamier
und Salin, 1998). Neben dem Umstand, dass aufgrund der CaC-Bildung Ca nicht korrekt quantifi-
ziert werden kann, tragt die Bildung des Carbids durch Anlagerung an das Graphit des Ofens auch zur
schnelleren Alterung des Graphitrohres durch »Korrosion« bei. Dies ist ein bekannter Nachteil bei
der Zugabe von chemischen Modifizierern wie CaCl, oder LaCl, zum Analyten (Welz ez al., 1986)).
Die Haltbarkeit des Graphitheizrohres ist mit 70 bis 200 Messungen schon relativ gering. Fiir VaCl,
und CrCl; wurde gezeigt, dass bei Temperaturen tiber 2300 °C die Dissoziation der Chloride deren
Bildung tiberschreitet, mit einhergehender Restauration der Carbidbildung (Matousek und Powell,
1986). Moglicherweise kann das Problem des zweiten Peaks fiir Ca in zukiinftigen Versuchen gelost
werden, indem die Temperatur des Verdampfungsschrittes von 2500 °C auf = 2300 °C gesenkt wird.
Wird diese Phase zudem verlingert, kann eventuell durch die effektivere Chlorierungalles Ca in einem
Ausheizschritt verdampft werden. Die Reduktion der Temperatur konnte auch das zweite Problem 16-
sen: Fir Cu wird angenommen, dass der zweite Peak auf Kontamination aus dem Gerit zuriickgeht,
die mit steigender Erwdrmung der Apparatur zunimmt. In Abbildung sind die Timescans fiir al-
le Elemente dargestellt, die mit der entwickelten Methode gemessen werden. Fiir Cd, Fe, Na und Pb
wird wie bei Schwefel vor dem Verdampfungsschritt bei 2500 °C ein zweiter Peak wihrend der Vera-
schungsphase bei 750 °C beobachtet. Hierbei liegen offensichtlich Metall-Schwefel-Verbindungen mit
niedrigen Verdampfungstemperaturen vor, moglicherweise in Form von Komplexen dieser Metalle mit
den schwefelhaltigen organischen Komplexbildnern wie Phytochelatinen.

Erschwerend bei der Analyse der Zeitabhingigkeiten der Verdampfung fiir die Entwicklung des op-

timalen Temperaturprogramms war der erst sehr spit ent-

deckte Umstand, dass die TEvA-Software die erste Ableitung _ 2°°] Mg l6000 @
£ 15001 202,582 nm T 5

der Intensitit dI/dt meist fehlerhaft berechnet (Abbildung 2 (129) /——ddtkorrekt 14000
& 1000 ——dl/dtTeva 1.6 g

5.6)). Die von der Software angezeigten Peaks schen hiufig 5 500 | —Intensity 12000 'g

wie in dieser Abbildung aus und verschwinden bei schr ab- © 0™ Booog0 - 2

X . N 0 10 20 30 40 50 60 70
rupten Anderungen der Intensitit komplett. Fiir die Neube- Zeit (s)

rechnung und Darstellung der Zeitabhingigkeiten wurde da-
her ein zusitzliches Origin®-Plugin programmiert, mit dem Abb. 5.6: Timescanbug der TEVA Software.

die Analyse nach Export der Rohdaten extern erfolgen kann. Die in dieser Arbeit dargestellten Inten-
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Abb. 5.5: Temperaturprogramm zur Verdampfung von Pflanzenmaterial und Detektionszeiten der Elemente. Die im
unteren Teil dargestellte Temperatur ist die Vorgabe der ETV (Heizprogramm). Das Graphitrohr folgt der Vorgabe einer
Temperaturerh6hung um 1000 °C mit =2-3 s Verzégerung. Die erste Phase von 20 s Dauer bei 300 °C dient der Trock-
nung und teilweisen Veraschung des Pflanzenmaterials. Veraschung erfolgt durch Erhitzung auf 750 °C fiir 10 s. Fiir die
Verdampfung der Elemente wird anschlieend fiir 17 s auf 2500 °C erhitzt. Die Abkiihlung von 2500 °C auf =100 °C dau-
ert beim verwendeten Wasserkreislauf-Kiihlsystem 1:30 min. Dargestellt ist fiir die angegebenen Emissionslinien die In-
tensitatsanderung dI/dt, die von der ICP OES nach dem Start der Messungen im Timescan Modus detektiert wurde.
Zuséatzlich zu der Wellenldnge, wurde die geratespezifische Brechungsordnung angegeben, bei der diese Wellenldnge
gemessen wurde. Mithilfe dieser Timescans werden die gelb dargestellt Zeitfenster gesetzt. Fiir die Messung von Proben
im Quantifizierungsmodus wird durch die TEvAa-Software fiir jedes Element die mittlere Intensitat in diesem Zeitfenster
in CTS-s" angegeben.
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sitdt-Zeit-Diagramme wurden alle extern mit dieser Softwareerweiterung in Origin® berechnet und
reprasentieren somit zicht die Ausgabe der TEVA-Software. Genauere Untersuchung des Fehlers ergab,
dass fiir den Zeitraum starker Intensititsinderungen der korrekt berechnete Wert am Anfang der An-
derung fiir alle folgenden Werte lediglich kopiert wird. Dies betrifft auch die Ableitungen der Intensitit
von Pixeln, die fir die Hintergrundkorrektur verwendet werden (Abschnitt — obwohl bei diesen

naturgemaf keine groffen Intensititsinderungen auftreten.

5.2.3 Methodik zur automatisierten Messung von fiinfzig Proben

Wie zuvor erwihnt, ist die TEVA-Software nicht in der Lage, die im Autosampler gespeicherten Ein-
waagen der Proben zu lesen und mit den Daten der ICP OES zu verkniipfen. Die vom Autosampler an
den seriellen Port des Kontrollcomputers der ICP OES tibermittelten Einwaagen werden daher mit
einem separaten Terminalprogramm empfangen und in einer ASCII-Datei gespeichert. Die Einwaage
der bis zu finfzig Proben geschieht am Autosampler mit Hilfe der integrierten Feinwaage. Darauthin
wird der Kontrollcomputer der ICP OES in den oben beschriebenen Modus fiir kontinuierliche Mes-
sung versetzt. In diesem Modus wird immer dann eine Messung gestartet, wenn der Kontrollcomputer
der ETV ein Signal gibt. Die sequenzielle automatische Analyse der Proben wird am Autosampler ge-
startet. Dieser platziert die eingewogenen Proben im Graphitrohr-Ofen. Dieser Vorgang startet tiber
den zuvor beschriebenen Handshake-Mechanismus eine Messung mit der ICP OES. Wenn alle funfzig
Proben gemessen wurden, wird mit der TEVA-Software eine EXCEL Tabelle exportiert, in der fiir jede
gemessene Emissionslinie die Rohdaten (CTS -s™) aller Proben aufgelistet sind. Innerhalb der TEva-
Software wird keinerlei Auswertung durchgefiihrt, weshalb Kalibrationsdaten genauso wie normale

Proben analysiert werden.

5.3 Erweiterung fiir Origin®v7.0 und v7.5

ORIGIN ist ein Programm zur Erstellung von wissenschaftlichen Graphen und zur Datenanalyse. Zur
automatisierten Steuerung der Software bietet es die proprietire Skriptsprache LABTALK. Seit der Ver-
sion 7.0 unterstiitzt es zusatzlich die komplette Syntax von ANSI-C sowie einige C++ und C# Merk-
male. Hiermit ist die Grundlage gegeben, ORIGIN® an die eigenen Bediirfnisse anzupassen. Dabei kann
auf alle verfugbaren Funktionen zur Manipulation und Analyse der Daten sowie zur Erstellung von

Graphen zurtickgegriffen werden.

5.3.1 Funktionalitit

Fiir die Auswertung der Rohdaten der ETV-ICP OES Analytik wurde die im Folgenden vorgestell-
te Softwareerweiterung fiir Origin® in ANSI-C programmiert. Das Plugin »EIODA.opk« ist in die
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PDF-Datei dieser Arbeit eingebettet und kann — insofern mindestens ORIGIN v7.0 installiert ist —
durch Doppelklick auf das Symbol am Seitenrand installiert werden. Hierdurch erscheint in ORIGIN @

eine neue Werkzeugleiste mit sechs Buttons, welche die folgende Funktionalitit bieten:®

e Kalibrationsdaten laden
e Kalibrationsdaten fitten® (zwei alternative Buttons)
o ETV-Messungen laden und Elementkonzentrationen berechnen (zwei alternative Buttons)

o Auswertung und graphische Darstellung aller Messungen

Technische Wiederholungen werden beim Laden der Messungen automatisch erkannt, insofern die
Proben dieselbe Bezeichnung haben. Alternativ kann der Anwender technische Wiederholungen ma-
nuell eingeben. Hierdurch werden standardmissig Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet
und graphisch dargestellt. Vor dem Laden von neuen Messungen kénnen neue Kalibrationsdaten gela-
den werden. Die Berechnung der Elementkonzentrationen von neu geladenen Messungen wird immer
auf Grundlage des zuletzt durchgefiihrten Fits der Kalibrationsdaten durchgefiihrt. Dies erlaubt in ei-
nem Projekt die zusammenfassende Auswertung und Darstellung von Experimenten, die sich iiber viele
Tage erstrecken. Hierdurch ist es moglich, bei groflen Experimenten mit hunderten oder tausenden von
Proben — wie einem Screen auf den Elementgehalt von Individuen einer EMS-mutagenisierten Popu-
lation — in wenigen Minuten einen Uberblick iiber das gesamte Experiment zu erhalten. Die einzelnen
Funktionen und was bei der Analyse der Daten zu beachten ist, wird im Folgenden genauer beschrie-

ben.

Import der Kalibrationsdaten Um Messungen zu analysieren, miissen zunichst die Parameter von
Regressionsfunktionen berechnet werden, welche die Abhingigkeit zwischen den Elementkonzentra-
tionen und den gemessenen Signalen der Emissionslinien beschreiben. Hierfiir werden drei Daten-
quellen vom Programm in einer Tabelle zusammengefasst: Zum ersten sind dies die Einwaagen des
Kalibrationsmaterials. Diese ASCII-Datei wird — wie oben erwihnt — von einem Terminalprogramm
geschrieben, welches die Gewichte bei der Einwaage am Autosampler empfingt. Die zweite Datenquel-
le ist eine ASCII-Datei, welche die elementare Zusammensetzung des Kalibrationsstandards enthilt.
Die dritte Datenquelle ist eine ExCEL-Datei, welche in chronologischer Reihenfolge die Rohdaten der
gemessenen Elemente enthilt. Die Tabelle wird mit dem TEVA Report Manager als Horizontal Table
Report exportiert. Sie sollte der Nomenklatur »Bezeichnung.r.xls« folgen, wobei den dazugehérigen

Einwaagen dieselbe Bezeichnung mit der Erweiterung »*.rwe« gegeben werden sollte. Dies ermég-

’Die Funktion der Buttons wird angezeigt, wenn der Mauszeiger iiber ihnen schwebt. Beispicldaten aus dieser Arbeit
werden bei der Installation des Pakets unter ’C:\ET V-Auswertung Beispiel’ gespeichert und kénnen z. B. mit der Demo-
version (http://www.originlab.com) analysiert werden.

$Um Missverstandnisse zu vermeiden, wird in dieser Arbeit statt »Anpassung« oder »Ausgleichskurve« das englische
Wort Fit verwendet.
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licht, dass beim Laden der ExcEeL-Tabelle die zugehorigen Einwaagen automatisch gefunden und gela-
den werden. Werden die Einwaagen nicht gefunden, erfolgt eine Abfrage. Zudem wird der Anwender
aufgefordert, die Datei anzugeben, welche die Zusammensetzung des Kalibrationsmaterials enthalt.
Es werden nur die Emissionslinien von Elementen geladen, fir die ein Wert in dieser Datei existiert.
Alle anderen Linien werden ignoriert. Im ORIGIN®-Projekt werden zwei Ordner angelegt, welche die

geladenen Daten bzw. die Graphen fiir alle geladenen Emissionslinien enthalten.

Fit der Kalibrationsdaten Idealerweise herrscht ein direkter linearer Zusammenhang zwischen der
Intensitit I;; einer Emissionslinie und der Konzentration ¢ der Atome im Plasma (Heckmann und Tra-
bert|(1989), Gleichung (5.1))):

Lj=p-c (5.1)

I;; steht hierbei fiir die Intensitit, die beim Ubergang eines Elektrons vom Energielevel i zum Energie-

level j. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen solchen Ubergang A;j verbirgt sich hierbei im Factor B:
,B = (XAﬁ?hUijC_Ei/(kT). (52)
0

Hierbei sind g; und gy statistische Gewichte fiir den angeregten bzw. Grundzustand, 7 ist die Planck-
Konstante, v;; die Frequenz des Ubergangs, E; ist das Anregungspotential des Atoms, k die Bolzmann-
Konstante, T die absolute Temperatur und « ist das Verhaltnis der Atomdichte im Plasma zur Ele-
mentkonzentration in der Probe. Tatsichlich kommt es aber bei steigenden Atomkonzentrationen im
Plasma zur Selbstabsorbtion. Durch die Einfithrung des zusitzlichen Faktors b in Gleichung zur
Berticksichtigung dieses Umstandes erhilt man die Scheibe-Lomakin-Funktion - die Grundfunktion
der quantitativen Spektroskopie:

Lj=pB- cb. (5.3)

Der Bereich, in dem die Kurve annihernd linear ist, wird als »dynamischer Umfang« bezeichnet. Er
kann bei der ICP OES bis zu vier Gréflenordnungen umfassen und ist firr die ICP-MS sogar noch
etwas grofler. Aufgrund der in Abschnitterwéhnten Limitierung beziiglich der Auslesefrequenz
der einzelnen Linien im Modus fir transiente Signale ist der dynamische Umfang bei Kopplung mit
der ETV etwas niedriger. Im Gegensatz zum bisher Erérterten liegen im Plasma hauptsichlich Ionen
und keine Atome vor. Die Scheibe-Lomakin Funktion zur Berechnung der absoluten Intensititen gilt
— mit einem modifizierten Term — auch fir angeregte Ionen. Zum Fit der Graphen wurde daher

zunichst die Scheibe-Lomakin-Funktion mit einem zusitzlichen Offsez-Term a implementiert:”

I=f(c)=p-c"+a. (5.4)

7Im Folgenden wird I am Sinne von I;; verwendet.

102



5.3 ERWEITERUNG FUR ORIGIN® V7.0 UND V7.5

Die Konzentrationen ¢ konnen hiermit aus den Intensititen I durch die Umkehrfunktion

c=f1I) = (I ;”)3’ (55)

berechnet werden. Die Funktion (5.4) kann sehr gut an die Kalibrationsdaten angepasst werden. Al-

lerdings kam es aufgrund von Ausreiflern im oberen Kalibrationsbreich bei Cd und Pb hiufig zu An-

passungen, die statt Sittigungskurven zur Signalachse gebogene Kurven beschreiben. Solche Kurven
konnen durchaus der Realitit entsprechen, wenn es mit zunehmender Probeneinwaage zu einer stei-
genden Transportefhizienz kommt (Kantor und de Loos-Vollebregt, 2005). Dies wurde jedoch in die-
ser Arbeit nicht beobachtet. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass die Transporteffizienz
bei der Zugabe des Reaktionsgases Freon — auch schon bei niedrigen Probeneinwaagen — sehr hoch ist
(siche Abschnitt([5.2.2)). Ausrcifler im unteren Kalibrationsbereich fithrten bei Anpassungen mit der
Funktion ebenfalls zu Kurvenverliufen, die einen exponentiellen Anstieg anstatt einer Sittigung
beschreiben. Weiterhin verlaufen die Kurven bei gekriimmtem Verlauf in manchen Fillen oberhalb des
letzten Kalibrationswertes. Dies entspricht rein optisch nicht der Sattigung, die aufgrund der gemesse-
nen Kalibrationswerte erwartet wird. Aufgrund dieser Probleme wurde als alternative Sittigungsfunk-

tion die Hyperbelfunktion 1} implementiert:

+b. (5.6)

Diese Funktion unterscheidet sich von der klassischen Hyperbelfunktion durch den zusatzlichen OffF
set-Parameter b. Dies ermdglicht die prizisere Anpassung an Kurven solcher Emissionslinien, die bei
0 ng Einwaage schon eine gewisse Intensitit zeigen. Beobachtet wurde dies nur fiir Na. Die Berechnung
der Elementkonzentrationen erfolgte in diesem Fall durch die Umkehrfunktion

c=fYI) = m. (5.7)

Vor dem Fit der Kalibrationsdaten kann der Anwender offensichtliche Ausreifder maskieren, wodurch
die oben erwihnten Probleme bei Anpassungen mit der Funktion (5.4) grofitenteils vermieden wer-
den konnen. Die Maskierung geschieht durch Selektion der AusreifSer mit dem Maskierungswerkzeug
im Graphen. Diese Punkte werden beim Fit nicht berticksichtigt. Da die Hyperbelfunktion insbeson-
dere bei unmaskierten Ausreiflern, robustere Ergebnisse lieferte wurde die Auswertung standardmifig
hiermit durchgefithrt. Allerdings unterscheiden sich beide Funktionen nach der Maskierung von Aus-
reiffern zumeist nur sehr marginal. In Abbildung sind fiir jedes Element Kalibrationsdaten sowie
Kurven dargestellt, die durch Fits mit den Funktionen und erhalten wurden. Die Diagram-

me werden durch das Plugin generiert, wobei Emissionslinien mit ahnlichen X- und Y-Achsen in einem
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Abb. 5.7: Kalibration der ETV-Methode mit CRM. Die Rohdaten werden durch die Analyse von CRM mit der ETV-ICP
OES erhalten. Diese werden wie im Text beschrieben mit dem Plugin fiir OrRIGIN® importiert und gefittet. Hierdurch
werden die dargestellten Diagramme erhalten sowie die Parameter der Fitkurven generiert. Mit diesen werden nach
Import von Messungen die Elementkonzentrationen berechnet. Durch den allometrischen Fit (rote Kurven) und durch
die Hyperbelfunktion (griine Kurven) werde nahezu identische Anpassungen an die Daten erhalten. Der Verlauf der
Hyperbel bei hohen Elementkonzentrationen tiber den kalibrierten Bereich hinaus entspricht hdufig eher der Erwartung
(Al, Ca, Mg, P, S). Die maskierten Datenpunkte sind gelb hervorgehoben.

Diagramm gruppiert werden. Es wurde in der Abbildung pro Element jeweils nur eine Emissionslinie
dargestellt, obwohl standardmifig alle in Tabelleaufgelisteten Linien gemessen werden. Die alter-
nativen Emissionslinien ergeben identische Kurvenverldufe, die sich nur in den gemessenen CTS - st
unterscheiden. Vom Programm werden in einer Tabelle fir die generierten Fits alle Parameter, deren
Fehler, sowie das Bestimmheitsmafl R? und die minimierte Priifgrofle x> gespeichert. Sollten anhand
der Kurven oder dieser Parameter fehlerhafte Fits erkannt werden, ist erneutes Fitten nach dem Mas-
kieren problematischer Datenpunkte méglich, bevor Messungen geladen werden. Die Funktionalitit
zum Fit der Daten mit der allometrischen Funktion und der Berechnung der Elementkonzen-

trationen mit ihrer Umkehrfunktion wurde im Programm belassen und kann jederzeit als Alternative
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benutzt werden. In Abbildung ist zu erkennen, dass fir Al, Ca, Mg, und P der Verlauf der Hy-
perbel bei hohen Elementkonzentrationen iiber den kalibrierten Bereich hinaus e¢her der Erwartung
entspricht. Hiufig wird dies auch fiir Schwefel beobachtet. Treten bei Messungen CTS s im oberen
Kalibrationsbereich und dartiber hinaus auf, liefert die Hyperbelfunktion demnach akkuratere Ergeb-

nisse.

Ladenvon Messungen Das Laden der Rohdaten in das Projekt geschicht analogzum Laden der Kali-
brationsdaten. Insofern bei der Benennung der beiden benétigten Dateien die Nomenklatur »Bezeich-
nung.s.xls« fir ICP OES-Rohdaten und »Bezeichnung.swe« fiir die Probeneinwaagen eingehalten
wird, erfolgt — wie beim Laden der Kalibrationsdaten — eine automatische Zuordnung der Einwaagen
zu den ICP OES-Daten. Die Elementkonzentrationen der Proben werden beim Laden auf Grundlage
der Fits mit der Umkehrfunktion der Hyperbelfunktion in parss per million (ppm) berechnet.
Sollen die Elemenkonzentrationen auf Grundlage der Parameter der Scheibe-Lomakin-Funktion mit
deren Umkehrfunktion berechnet werden, miissen die Daten mit der entsprechenden Import-
funktion geladen werden. In diesem Fall werden die Elementkonzentrationen nur fiir Proben berech-
net, deren CTS s im Kalibrationsbereich liegen. Fiir die Hyperbelfunktion erfolgt die Berechnungin
einem um den Faktor 1,5 erweiterten Bereich. Auch wenn nicht davon ausgegangen werden kann, dass
die Fitkurven diesen Bereich oberhalb des maximalen Kalibrationswertes korrekt beschreiben, erlaubt
dies zumindest den Vergleich ungefihrer Elementkonzentrationen von Proben, die in diesem Bereich
gemessen werden. Die Scheibe-Lomakin-Funktion folgt in diesem Bereich dem erwarteten weiteren
Verlauf der Kalibrationsdaten zumeist schlechter (siche oben). Werden beim Laden der Messungen
technische Wiederholungen von Messungen derselben Probe auf Grundlage identischer Probenbe-

zeichnungen nicht erkannt, konnen diese interaktiv manuell eingegeben werden.

Auswertung der geladenen Messungen  Bei Wahl dieser Funktion werden alle geladenen Messun-
gen in einer Tabelle zusammengefasst. Insofern technische Wiederholungen von Messungen derselben
Probe vorliegen, wird fiir diese der Mittelwert und die Standardabweichung der Konzentration (ppm)
berechnet. Bei der daraufhin folgenden graphischen Darstellung dieser Tabelle werden wahlweise al-
le Emissionslinien eines Elements in einem Diagramm zusammengefasst oder in je einem Diagramm
dargestellt. Zur Einschitzung der Verlisslichkeit der berechneten Werte erfolgt in jedem Diagramm
eine Gegeniiberstellung des kalibrierten Bereichs mit dem Bereich der CTS - s', die fiir die Proben ge-
messen wurden. Fiir die Proben wird hierbei ein Boxplot dargestellt: Die Box reicht vom 25 % bis zum
75 %-Quantil der Daten. Zudem wird der minimale und der maximale gemessene Wert als Endpunkte
der vertikalen Linien (whiskers) dargestellt. Idealerweise sollte diese Box mittig im (linearen) Kalibra-

tionsbereich liegen.
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5.3.2 Vergleich des Elementgehalts von Samen von 35 Arabidopsis-Okotypen

Um die entwickelte Methode der ETV-ICP OES-Kopplung zu testen, wurden Elementgehalte im Sa-
men von 50 Arabidopsis-Okotypen mit je drei technischen Wiederholungen gemessen (Abbildung
[5.8). Die Daten von 15 Okotypen mussten verworfen werden, da ein verschlissenes Graphitheizrohr
im Verlauf der Messung zum kontinuierlichen Ansteigen der Messwerte und Standardabweichungen
fithrte. Die Okotypen wurden nach geographischer Herkunft ausgewihlt. Eine kurze Beschreibung so-
wie Bilder der Pflanzen sind auf den Webseiten von ABRC? und NASC? zu finden. Als limitierender
Faktor fiir den Probendurchsatz stellte sich die Haltbarkeit des Graphitheizrohres heraus. Im Regelfall
war das Rohr nach nur rund 70 Messungen durchgebrannt. Die Lebensdauer des Graphitrohres reicht
somit gerade fiir die Lokalisation der Elemente auf dem CID-Chip (»Mapping«), die Kalibration und
die Analyse von 15 Proben mit je drei Wiederholungen. Die Einwaage der Proben am Autosampler
in einen 50-fach Probenteller und die automatische Analyse dauert rund anderthalb Stunden. Ohne
Wechsel des Graphitrohres sind somit = 70 Proben mit drei technischen Wiederholungen an einem
Tag messbar. Aufgrund des Zeitverlustes beim Einbau eines neuen Graphitrohres und der erneuten
Kalibration sind nur rund 30 Proben messbar. Zur Verlingerung der Haltbarkeit des Rohres wurde
der Argonstrom, der das Rohr zum Schutz umspiilt, iiber Petroleum geleitet. Hierbei wird angenom-
men, dass dies den Verschleifl teilweise kompensiert durch pyrolytische Neubeschichtung des Rohres
mit Kohlenstoff wihrend der Erhitzung. Dies hatte keinen feststellbaren verlingernden Effeke auf die

Lebensdauer des Graphitrohres.

Von diesem Umstand abgesehen eignet sich die Methode sehr gut zur Analyse von Pflanzenproben.
Der Arbeitsaufwand fiir die Analyse von 30 Proben an einem Tagbetrigt inklusive des Austauschs eines
Graphitrohres rund zwei Stunden. Die Analyse derselben Anzahl Proben nach Verflissigung mittels
eines mikrowellenbescheunigten Siureaufschlusses dauert zwei Tage mit rund sechs Stunden Arbeits-
aufwand. Die Standardabweichungen in Abbildungsind im Rahmen tiblicher Werte. Die in die-
ser Abbildung hellgrau dargestellten Werte gehen auf je drei Messwerte an zwei verschiedenen Tagen
zuriick, wobei unterschiedliche Graphitrohre und Kalibrationen verwendet wurden. Mit Ausnahme
von Schwefel fithrt dies zu keiner Erhéhung der Standardabweichung im Vergleich zu den anderen
Messwerten, was fur die Robustheit der Methode spricht. Die erhohte Standardabweichung im Fall
von Schwefel erklart sich dadurch, dass aufgrund unterschiedlicher Probeneinwaagen unterschiedli-
che CTS s erhalten wurden: An einem Taglagen die Messwerte am oberen Ende des kalibrierten Be-
reichs, wohingegen am zweiten Tag die Messwerte rund 1,4-fach hoher als der hochste Kalibrationswert
waren. Wie in Abschnitt erwihnt, werden in diesem Bereich noch Elementkonzentrationen bei

Verwendung der Hyperbelfunktion berechnet. Hierdurch ist nach wie vor ein Vergleich mit anderen

fhttp://www.arabidopsis.org/abrc/catalog/natural accession 1.html
‘http://arabidopsis.info/MultiResult?ecotype=ecotype;range=10
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Abb. 5.8: Elementgehalte in Arabidopsis-Okotypen - Fortsetzung. Fiir jeden Okotyp wurden jeweils rund 1mg Samen
mit der vorgestellten Methode analysiert. Die dargestellten Proben wurden an vier verschieden Tagen quantifiziert,
wobei jedesmal ein neues Graphitheizrohr und eine neue Kalibration mit dem CRM P-ALFALFA (Lucerne) verwendet
wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von drei replikaten Messungen. Die hellgrau dargestellten Werte gehen auf
je drei Messungen an zwei verschiedenen Tagen zurlick. Flir den Kalibrationsstandard P-ALFALFA wurde der Mittelwert
und die Standardabweichung auf Grundlage je einer Messung pro Tag berechnet. Die Diagramme wurden durch das
vorgestellte Programm generiert. Zur Einschatzung der Verldsslichkeit der berechneten Werte (ppm), wird hierbei in
jedem Diagramm der kalibrierte Bereich dargestellt (in CTS - s”, nicht ppm!) und der Bereich in dem die Proben gemessen
wurden (CTS - s™). Fiir die Proben ist der Bereich als Boxplot dargestellt: Die Box reicht vom 25 % bis zum 75 %-Quantil der
Daten. Zudem wird der minimale und der maximale gemessene Wert dargestellt. Idealerweise sollte diese Box mittig
im (linearen) Kalibrationsbereich liegen.

Proben méglich, aber es gelten die oben erwihnten Limitierungen. Die in den Diagrammen angegebe-
ne Wiederfindung des Kalibrationsmaterials P-ALFALFA liegt zwischen 90 und 110 %. Der Vergleich
mit den Daten, die nach Saureaufschluss und Analyse der fliissigen Proben erhalten wurden, zeigte, dass

mit Ausnahme von P mit den beiden Methoden vergleichbare Werte erhalten wurden (vergl. Abbil-
dung|[5.8|und[4.25). Die vergleichende Analyse derselben Probe mit beiden Methoden bestitigte dies

(Tabelle(5.2).

Tab. 5.2: Vergleich der Probenanalyse durch ETV-ICP OES mit der
ICP OES Analyse nach Saureaufschluss. Fiir nicht dargestellte Ele-
mente konnte aufgrund zu hoher oder zu niedriger Messwerte
Ca 33042,4 £3394,9 36385,0 £1520,3  entweder kein Wert berechnet werden, oder die Elemente wur-

Element Elementkonzentration (ppm)
ETV Siureaufschluss

Cd 0,02+ 0,00 0,09+ 0,10 den nicht mit beiden Methoden quantifiziert. Dargestellt sind
Cu 134+ 1.2 142+ 0,2  Mittelwerte + SD von drei replikaten Messungen.
Fe 333+ 1,1 339+ 54
Mg 5225,6+ 299,6 59250+ 75,0
P 8432,6 £ 592,8 65745+ 546,6
S 14620,0 + 678,8 155995+ 5124
Zn 51,9+ 2,0 632+ 195
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6 Diskussion

6.1 Interaktionsscreen

6.1.1 Prinzipieller Test des Split Ubiquitin System

Vor der Durchfiithrung von Interaktionscreens sollte die Funktion des Splir Ubiquitin Systems (SUS)
prinzipiell getestet werden. Mit dem hier verwendeten SUS wurde weder fiir die positiven, noch fir
die negativen Kontrollen ein positives Interaktionssignal erhalten (Abschnitt[3.1)). Fiir ##AKT1 wurde
Selbstinteraktion bereits mit dem SUS gezeigt (Obrdlik ez 4/, 2004), weshalb es als positive Kontrolle
eingesetzt wurde. Zu dem hier verwendeten SUS weist das von|Obrdlik ez 4/, verwendete System einige
Unterschiede auf. Zum ersten ist es generell weniger stringent, wodurch auch schwache Interaktionen
angezeigt werden (s. S.[45|fiir Erlduterungen): Alle Cy,-Fusionsproteine ergeben in Kombination mit
dem Wildtyp-Ny;, (Nyyy) in|Obrdlik ez al|ein positives Interaktionssignal, was beim hier eingesetzten
SUS nicht der Fall war. Zudem sind die Peptid-Linker zwischen Ny,/A#AKT1 und zwischen Cy/
AtAKT]1 in Obrdlik ez al|sechs bzw. sieben Aminosiuren linger als bei den hier eingesetzten Kon-
strukten (A#AKT1/pNubAGW-L und AzAKT1/pM-Cub).! Die Linge und Sequenz der Linker hat
entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis von Interaktionstest mit Y2H-Systemen, wie im folgenden
Abschnitt[6.1.2] niher behandelt wird. Um die generell geringere Stringenz des von|Obrdlik ez al|ver-
wendeten Systems zu kompensieren, wurde hier anstatt der bei|Obrdlik ez /.| verwendeten stringen-
testen Ny,-Variante (Ny,g) die weniger stringente Nyp,-Variante des Ny,-Vektors eingesetzt, um die
AtAKT1-Selbstinteraktion zu bestitigen.? Dass trotzdem keine Selbstinteraktion von A#AKT1 be-
obachtet wurde, ist moglicherweise den kiirzeren Linkern der Vektoren pM-Cub und pNubAGW-L
zuzuschreiben. Allerdings erhalten auch|Obrdlik ez 4/ fir die Interaktion von A#AKT1 mit sich selbst
nur unter solchen Bedingungen (0 mM Met) ein positives Signal, unter denen auch fiir andere Prote-
inpaare (z. B. AfKAT1-Cy, und Ny,,-ArSUT2) unspezifische Signale erhalten werden. Da Kandidaten

von zu diesem Zeitpunkt bereits durchgefithrten ersten Screens erfolgreich bestitigt werden konnten

Linker der Ny,-Vektoren von |Obrdlik ef 4l Ny,-PGGSTSLYKKAGSPTT-A4#AKT1 (die einfach unterstrichene Se-
quenz ist homolog zum Linker von pNubI(A,G)GW und pNubAGW-L, vergl. Anhang; Cup-Vektor von |Obrdlik
et al|(pMetYCgate): AzAKT1-YPAFLYKVVGGGGSGGGGS-Cyy; Cyp-Vektor hier (pM-Cub): A#AKT1-NPAFLY-
KVVDSY-Cys

*Zur Modifikation der Stringenz innerhalb einer Variante des SUS vergl. Abbildung
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(Abbildung, kann trotz der negativen Resultate mit A#AKT1 auf die prinzipielle Funktionsfahig-
keit des SUS geschlossen werden.

6.1.2 Identifikation von Interaktoren fiir AtMTP1, -2 und -3

Durch das Screening von zwei Arabidopsis cDONA-Bibliotheken mithilfe des SUS wurden insg. 122 In-
teraktionskandidaten fiir vier Mitglieder der Cation Diffusion Facilitator-Familie identifiziert (Tabelle
. Unter Verwendung der identifizierten Prey-Vektoren der Bibliotheken wurden hiervon 18 Kandi-
daten in diesem System nach Re-Transformation frischer Hefenzellen bestitigt (Abbildung|[3.8). Die
Sequenzierung der Kandidaten ergab, dass sie 13 verschiedene Proteine kodierten. In der Liste der Kan-
didaten in Tabelle sind drei weitere Proteine enthalten, die bisher noch nicht im SUS uberpriift
wurden, aber als einzige Kandidaten fir /AMTP1 und A#MTP2 weitergefithrt wurden. Die in den
Bibliotheken im Screen identifizierten Prey-cDNAs waren entweder stark verkiirzt oder umfassten un-
translatierte Sequenzen am 5’-Terminus. Fiir weitergehende Experimente wurde der vollstindige ORF
der meisten Kandidaten aus mehreren Griinden neu kloniert: Zum einen konnte die Interaktion des
verkiirzten Proteins mit dem jeweiligen Baiz-MTP ein Artefake sein, weshalb die Interaktion mit dem
vollstindigen Protein tiberpriift werden sollte. Untranslatierte 5’-Sequenzen konnten bei weitergehen-
den Experimenten unerwiinschte modifizierende Auswirkungen auf die Expressionsstirke haben. Wei-
terhin kann nicht davon ausgegangen werden, dass verkiirzte Proteine biologische Aktivitit haben, ob-
wohl im Fall von autoinhibitorischen Dominen auch das Gegenteil zutreffen kann (z.B. C-terminale
autoinhibitorische Domine der V-ATPasen AHA1 und AHA2, s.|Axelsen ez al.,1999; Baunsgaard
et al.l|1996).

6.1.3 Die Stirke der Interaktion konnte nicht bestimmt werden

Einfluss auf die Stirke einer Interaktion zwischen zwei Proteinen hat z. B. die Affinitat der interagie-
renden Proteine zueinander, die Haufigkeit des Zustandekommens der Interaktion und die Interakti-
onsdauer. Es vorstellbar, dass bei einem wenig stringenten Screen auch Protein-Protein-Interaktionen
angezeigt werden, die nicht auf eine nennenswerte Affinitit der Proteine zueinander zuriickgehen, son-
dern auf die Haufigkeit des Zusammentreffens dieser Proteine. Tatsichlich zeigten Wittke ez 4/{(1999)
fur Membranproteine, dass durch ein Ura3-Reporter-basiertes SUS auch unspezifische Interaktionen
zwischen Proteinen benachbarter Membranen (z. B. Golgi-/ER-/vakuolire Membran) in Abhingig-
keit von der lokalen Konzentration dieser Proteine zu einem positiven Interaktionssignal fithren kén-
nen. Innerhalb der existierenden Varianten des SUS, die sich durch verschiedene Kombinationen aus
Reportern und Selektionsmaéglichkeiten kennzeichnen, ist die Stringenz des SUS durch die Verwen-
dungverschiedener Ny;,-Mutanten des Ny,-Vektors justierbar (Abbildung. Fir die Durchfithrung

eines solchen Tests wurde der vollstindige ORF der Kandidaten mit dem Gateway®-System in verschie-
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dene Ny,-Vektoren kloniert. Wie in Abschnitt gezeigt wurde, fiel hier der stringentere Interak-
tionstest unter Verwendung der Ny,s/Nype Varianten fir alle zehn getesteten Kandidaten negativ aus.
Zum einen konnte dies auf eine unspezifische Interaktion sowohl im primiren Screen und als auch bei
der Bestitigung zurtickgehen. Ein weitere mogliche Erklarung konnten die Unterschiede im Aufbau
der Vektoren pNubGGW und pNubAGW zu den Prey-Vektoren sein, die bei der Konstruktion der
LD- und FS-Bibliothek eingesetzt wurden (pCUP-CGK bzw. pGOi; s. Abschnitt. Aufgrund des
bei allen Vektoren identischen pCUPI-Promotors zur Expression der cDNAs hat wahrscheinlich die
unterschiedliche Linker-Sequenz zwischen Ny, und den klonierten cDNAs den grofieren Einfluss auf
das Verhalten der Vektoren im SUS (Anhang[A.2). Die Sequenz und die Linge der Linker bestimmt
die riumliche Orientierung von Ny, zum Prey-Protein. Anderungen der Linker konnen somit die An-
zeige einer zuvor beobachtet Interaktion zwischen Bait und Prey verhindern, wenn hierdurch die zwei
notwendigen Interaktionen zwischen den vier Komponenten der beiden Hybridproteine sterisch nicht
moglich sind (s. Schemain Abbildung. Derselbe Einfluss, den Linker-Sequenzen auf die raumliche
Orientierung von Ny, zum fusionierten Prey-Protein haben, ergibt sich auch aus der Neuklonierung
der Kandidaten: Hierdurch wurden — im Vergleich zu den identifizierten Prey-cDNAs — Sequenzen
entfernten oder hinzugefiigt. Die Interaktion der Kandidaten unter Verwendung der Nyy,;-Variante
wurde zuvor nur mit den identifizierten Prey-Vektoren der Bibliotheken (pCUP-CGK bzw. pGOi)
tiberpriift (Abbildung. Um den Einfluss der veranderten Sequenz zwischen Ny, und den identifi-
zierten Kandidat-Fragmenten auf das Ergebnis der Interaktionstests abzuschitzen, wurden zwei Kandi-
daten in den Vektor pNubIGW kloniert. Beim anschlieend durchgefiihrten Tropfentest (Abbildung
konnte fiir diese Kandidaten das in Abbildung gezeigte Ergebnis des Interaktionstest nicht
bestitigt werden. Bemerkenswert ist hierbei, dass die Lange der Linker zwischen Ny,,; und der cDNA
in pNubIGW und dem Bibliotheksvektor pCUP-CGK nahezu identisch ist (16 bzw. 17 Aminosiu-
ren, s. Anhang|A.2). Allerdings liegen bei den beiden getesteten Kandidaten im Vektor pNubIGW
517 bzw. 489 (At4g27500 bzw. At5g37310) zusitzliche Aminosiuren des N-Terminus im Vergleich
zum Vektor pCUP-CGK der cDNA-Bibliothek vor. In letzterem wurden jeweils nur kurze C-termi-
nalen Fragmente identifiziert (95 bzw. 105 Aminosiuren), deren Interaktion mit den MTPs durch
Neutransformtion frischer Hefen bestitigt wurde. Das unterschiedliche Ergebnis des Interaktionstests
bei Verwendung des Nyy,;-Vektors der Bibliothek im Vergleich zur Verwendung von pNubIGW kénn-
te daher auch darauf zurtickgehen, dass im vollstandigen Protein die Doménen nicht zuginglich sind,
die beim verkiirzten Protein die Interaktion mit dem Bair-MTP vermittelten. Um zu iiberpriifen, ob
die zusitzlichen Aminosiuren oder die unterschiedliche Linker-Sequenz die Anzeige der Interaktion
verhindern, sollten in einem zukiinftigen Experiment auch die im Screen identifizierten cDNA-Frag-
mente in pNubIGW kloniert werden. In jedem Falle wurde durch dieses Experiment fiir die beiden in
pNubAGW, pNubAGW und pNubIGW klonierten Kandidaten gezeigt, dass das negative Ergebnis

der stringenteren Interaktionstest nicht oder nicht nur auf die erhhte Stringenz der Ny,-Varianten zu-
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riickgeht: Die fiir die Stringenztests eingesetzten stringenteren Vektoren pNubAGW und pNubGGW
sind — bis auf die Aminosaure 13 von Ny, — identisch zu dem am wenigsten stringenten pNubIGW.
Wahrscheinlich verursachten die Verinderungen durch die Neuklonierung auch bei den anderen Kan-
didaten das negative Ergebnis der Stringenztests — und nicht die erh6hte Stringenz der Ny,-Varianten.
Obwohl somit bisher die Stirke der Interaktion der Kandidaten mit den entsprechenden MTPs nicht
getestet werden konnte, ist aufgrund der sehr gut reproduzierbaren Interaktionstest bei Verwendung
der Bibliotheksvektoren weiterhin davon auszugehen, dass unter den Kandidaten in Tabelle 3.2} za#-

sdchliche CDF-Interaktoren sind — zumindest im heterologen Hefesystem.

6.1.4 Einfluss der CDF-Interaktionskandidaten auf die Zn-Homoostase in Hefe

Der Test der Stirke der Interaktion ist zwar ein Mittel um falsch-positive Kandidaten herauszufiltern,
da es sich aber um ein heterologes System handelt, konnen hierbei auch zazsichliche Interaktoren ver-
loren gehen. Dies trifft auch auf das Experiment zu, das zum Test des Einflusses der Kandidaten auf die
Metallhoméostase der Hefe durchgefithrt wurde (Abschnitt . Hierbei wurden die Kandidaten
alleine und zusammen mit den entsprechenden CDFs in der Zn-hypersensitiven Mutante zrcl cotl ex-
primiert. Einerseits bietet dieses Experiment die Chance, den qualitativen Einfluss des Interaktionskan-
didaten auf die Fihigkeit des CDF-Proteins abzuschitzen, die Zn-Sensitivitit der Mutante zu komple-
mentieren. Hiermit wire ein erster Hinweis auf die Funktion der Interaktion des Kandidaten mit dem
CDF-Protein in der Pflanze gegeben. Anderseits konnen bei einem negativen Ergebnis aufgrund des
heterologen Systems keine Riickschliisse beziiglich der Interaktion mit dem CDF und deren Funktion
in planta gezogen werden. Wie in Abschnitt gezeigt, wurde fiir die meisten Kandidaten nur ein
sehr subtiler Einfluss auf die Zn-Sensitivitit von zrc! cot1 festgestellt. Lediglich At5g37310 (putatives
Endomembran Protein 70) bewirkte eine deutlich erhohte Zn-Sensitivitit von zrcl cotl — unabhin-
gig von der Co-Expression mit A#MTP3. Wie im folgenden Abschnitt diskutiert wird, handelt es sich
bei diesem Protein wahrscheinlich um einen Kanal oder Transporter der Plasmamembran, der entwe-
der spezifisch oder unspezifisch Zn-transportiert und mutmafllich zu erhohten Zn-Konzentrationen in
der Zelle fithrt. Erhéhte Zn-Toleranz wurde nur im Fall der Co-Expression von At4g27500 (AsPPI1)
mit AtMTP3 beobachtet. Diesem ebenfalls im folgenden Abschnitt im Detail behandelte Kandidaten
wurde eine Erhohung der Aktivitit der Plasmamembran H*-ATPase AfAHA 1 zugeschrieben (Moran-
dini et 4/} {2002; |Viotti et 4l.,[2005). Fiir alle verbleibenden A#tMTP3-Interaktionskandidaten wurde
in den beiden Experimenten kein eindeutiger Einfluss beobachtet und fiir die Interaktionskandidaten
von AtMTP1, -2 und AhPMTP1 wurden diese Experimente bisher nicht durchgefiihrt.
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6.1.5 Verkniipfung der Ergebnisse des Screens mit Literaturdaten und iz silico

Analyse

Neben den durchgefiihrten Tests auf die Stirke der Interaktion lassen sich Riickschliisse auf die Wahr-
scheinlichkeit einer echten, biologisch relevanten Interaktion zwischen Kandidat und MTP auch durch
den Vergleich von Daten wie der Lokalisation und dem Zeitpunkt der Expression auf zelluldrer Ebene
und in der Pflanze zichen. Diese Strategic wurde durch|Miller ez 2/ (2005)) angewandt, um die von ciner
anderen Variante des SUS detektierten 1985 Interaktionen zwischen 536 Proteinen auf 131 Interaktio-
nen der hochsten Sicherheit zu reduzieren. Die hierbei verwendete Methode ist sehr elegant, aber ar-
beitsintensiv: Mithilfe von Robotern wurden alle 705 getesteten Proteine sowohl in einen Ny,-Vektor
als auch in einen Cy,-Vektor kloniert und Doppeltransformanten erzeugt, die ebenfalls maschinell auf
Arrays getropft wurden. Durch die Interaktion wird eine Auxotrophie des verwendeten Hefestamms
komplemetiert, weshalb die am schnellsten wachsenden Tropfen auf eine Interaktion hindeuten. Nach
zweifacher Wiederholung des Test wurden die Ergebnisse des Test mit Literaturdaten in einer Support
Vector Machine (SVM) vereint. Die SVM wurde mit positiven Interaktionen trainiert und lieferte als
Ergebnis vier Kategorien der Glaubwiirdigkeit der urspriinglich vom SUS detektierten Interaktionen.
Obwohl der Umfang dieser Experimente auflerhalb der Moglichkeiten dieser Arbeit liegt, lasst sich der

Ansatz Ubertragen.

In Tabelle sind die experimentell unterstiitzen subzellularen Lokalisierungen aufgelistet, die
durch Abfrage der SUBA Datenbank (Heazlewood ez 4/} 2005) erhalten wurden. Zudem wurden
die durch ARAMEMNON (Schwacke ez 4/,[2003) und LOCTREE (Nair und Rost,[2005) vorhergesag-
ten Lokalisierungen angegeben. Beide Vorhersageprogramme liefern momentan die besten Ergebnis-
se: ARAMEMNON vereint die Ergebnisse von zehn bereits existierenden Programmen (s. Erklarung in
Tabelle und LOCTREE simuliert durch die Aneinanderkettung mehrerer SVMs die zelluliren
Mechanismen des Protein-Targeting. Fiir die Baits AtMTP1 und -3 ist die Lokalisation in der vakuola-
ren Membran in Hefe und in der Pflanze bekannt (Arrivault ez 4/, |2006; Desbrosses-Fonrouge ez 4l.,
2005;|Kobae ez 4., 2004), und fiir A#MTP2 kommt nur die Membran der Vakuole oder des ER in Fra-
ge (Abschnitt. Interaktionskandidaten, die mit grof8er Sicherheit Transmembranhelices aufwei-
sen, sollten in der pflanzlichen Zelle Teil der benannten Membranen sein, um als wahre Interaktoren
fir diese CDFs in Frage zu kommen. Wie schon in Tabelle angemerkt, kann vakuolire Lokalisa-
tion weder von ARAMEMNON noch von LOCTREE genau vorhergesagt werden und ist hier Teil des
Secretory pathway. Dies Vorhersage wird tatsichlich mit 90 % Sicherheit fiir alle drei CDF von LOC-
TREE getroffen. Rund die Hilfte der von ARAMEMNON abgefragten Vorhersageprogramme sagt fir
AtMTP3 mit ~60 % Sicherheit chloroplastidire Lokalisierung voraus und die andere Hilfte mit der
selben Sicherheit mitochondriale Lokalisierung. Dies entspricht beides nicht der experimentell gefun-

denen vakuoliren Lokalisierung des EGFP/AtMTP3 Fusionsproteins. Unter Beachtung dieses Um-
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standes kann es somit nur als positiver Hinweis gewertet werden, wenn fir ##MTP1 und A#MTP3-

Interaktionskandidaten der Secretory pathway vorhergesagt wird — wobei auch diese Vorhersage falsch

sein kann. Auch zytosolische Interaktoren sind fur alle Baizs vorstellbar, wobei diese auch membran-

verankert sein kénnen (z. B. iiber Glycosylphosphatidylinositol, s. Borner ez 4/} 2003)).
Anhand von Tabelleist ersichtlich, dass eine Aussage beziiglich der wahrscheinlichen Lokalisie-

rung der Kandidaten haufig nicht eindeutig vorzunehmen ist. Sowohl die iz silico Analyse als auch die

experimentellen Daten liefern in sich widerspriichliche Ergebnisse. Die auffalligsten sind:

At5g53560/Cytochrom b5 Isoform 1/4sB5-A (AtMTP1-Interaktionskandidat): Von LOC-
TREE mit 100 % Sicherheit im ER vorhergesagt (Wert geht auf SwissPROT-Annotation zu-
riick), durch massenspektrometrische Identifikation als Teil des Thylakoidmembran-Proteoms
identifiziert (Peltier ez 2/, [2004), Marmagne ez 4/.|(2004) lokalisierten 4#B5-A als DsRed2-Fu-
sionsprotein in der Plasmamembran.

At1g04410/Malat Dehydrogenase, zytosolisch, putativ (4#MTP2-Interaktionskandidat): Von
LOCTREE als zytoplasmatisches oder mitochondriales Protein vorhergesagt, durch massenspek-
trometrische Identifikation einmal als Teil des Nukleus-Proteoms (Bae ez 4/} 2003)) und einmal

als Teil des Plasmamembran-Proteoms gefunden (Alexandersson ez 4l [2004).

Fur die neun Kandidaten, fir die neben der computergestiitzten Vorhersage auch experimentelle Daten

der subzelluliren Lokalisierung verfigbar sind, kann daher nur fiir finf eine relativ sichere Aussage

getroffen werden:
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At3g17930/expressed protein (ArMTP1-Interaktionskandidat): Chloroplastidires Protein mit
zwei Transmembranhelices (ARAMEMNON, LOCTREE), wahrscheinlich Teil des Thylakoidmem-
bran-Proteoms (Peltier ez al.,[2004).

At1g50020/tubulin a-6 chain-related (ArMTP1-Interaktionskandidat): Chloroplastidires Pro-
tein mit ciner Transmembranhelix (ARAMEMNON), wahrscheinlich Teil des Thylakoidmem-
bran-Proteoms (Peltier ez a/.,2004); Vorhersage der zytoplasmatischen Lokalisierung durch LOC-
TREE hat niedrige Wahrscheinlichkeit.

At3g45600/senescence-associated family protein (AtMTP3-Interaktionskandidat): Zweimal als
Teil des Plasmamembran-Proteoms identifiziert (Alexandersson ez 4/} 2004; Marmagne e al.,
2004), Secretory Pathway in ARAMEMNON und LOCTREE.

At1g24520/ Anther Specific Protein AtAGP1 (ArMTP3-Interaktionskandidat): Wird als »ex-
portiert« vorhergesagt (LOCTREE, ARAMEMNON; beide 100 % Sicherheit). Die extrazytolo-
sische Verankerung mit der Plasmamembran iiber Glycosylphosphatidylinositol (GPI) wurde
von [Borner ez al.| (2002) vorhergesagt und bestitigt (Borner ez al.,[2003; massenspektrometri-
sche Analyse des Plasmamembran-Proteoms).

At5¢37310/Endomembran Protein 70, putativ (4#MTP3-Interaktionskandidat): Als Bestand-
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teil des Zellwand-Proteoms identifiziert (Bayer ez al| 20006)), Secretory Pathway in ARAMEM-
NON, mit fast niedrigster Wahrscheinlichkeit von LOCTREE als Protein des Nukleus vorherge-
sagt (nicht DNA bindend).

Neben der subzelluliren Lokalisierung sind auch Daten tiber die Verteilung der Expression in den
verschiedenen Geweben der Pflanze sowie der Zeitpunke der Expression hilfreich, um eine Einschit-
zung bezuglich der Wahrscheinlichkeit einer biologisch relevanten Interaktion zu vorzunehmen. Hier-
zu wurden durch ATGENEXPRESS und mehrere kleinere Projekte generierte Affymetrix Genechip®-
Daten mit Werkzeugen wie GENEVESTIGATOR? (Zimmermann ez 4., 2004), BAR EFP BROWSER
Schmid ez 2/.,2005|und CSB.DB* (Steinhauser ez 4/., 2004) abgefragt. Als Alternative zu den Hybridi-
serungsdaten wurde die MPSS-Datenbank® (Brenner ez 4/., 2000) von Transkript-Signatursequenzen

abgefragt.

6.1.5.1 Putative AzMTP1 Interaktoren

Basierend auf den oben aufgelisteten Vorhersagen erscheint eine Interaktion zwischen A#ZMTP1 und
At3g17930 bzw. AtMTP1 und Atlg50020 in der Pflanzenzelle extrem unwahrscheinlich, da diese
Kandidaten bei einer Lokalisierung in der Thylakoidmembran unzuginglich fir A#MTP1 - einem
Protein der vakuoliren Membran — wiren. Ein weiterer Hinweis, dass At3g17930 und At1g50020
Funktionen im selben Pathway haben, ist die durch CSB.DB aufgezeigte deutlich positive Co-Regulati-
on der beiden Gene zueinander (Spearmen = 0,78; P =2,4.10™""). Gemifl der ATGENExXPRESS-Daten
sind die beiden Gene in allen griinen Pflanzenteilen vergleichbar exprimiert. Im Gegensatz hierzu ist
die Expression von A#tMTP1 im Vergleich zu beiden Genen in allen Geweben stark unterschiedlich.
Dass At3g17930 dreimal identifiziert wurde (in zwei unabhingigen Screens), reflektiert wahrscheinlich
lediglich die Haufigkeit von chloroplastidiren Transkripten in der Zelle. Da keine der beiden verwen-
deten cDNA-Bibliotheken normalisiert wurde, ist diese Haufigkeit auch in den Bibliotheken gegeben.
Zudem sind in Hefe chloroplastidire Proteine grundsitzlich falsch lokalisiert, was zur unspezifischen
Interaktion mit vakuoliren Proteinen wie A#MTP1 fiithren kann.

Einer der zwei verbleibenden 4#MTP1-Interaktionskandidaten ist At5g53560, die Isoform 1 von
Cytochrom b5 (A4#B5-A). Alle Vorhersagen der subzelluliren Lokalisierung widersprechen sich fiir die-
ses Protein (s. oben). Die Cyt b5 Isoformen von Siugetieren sind gut charakterisiert (Borgese ez 4/
1993). Hier, ebenso wie in Pflanzen (Fukuchi-Mizutani e 4£.,/1999), wurde es als Bestandteil der Kette
der Elektronentibertragung von NADH auf Fettsiuren bei deren Desaturierung beschrieben. In Siu-
getieren gilt die ER-Lokalisierung als gesichert (Borgese 7 4/.,1993). Bei der Analyse der Sequenz von
ArB5-A fillt auf, dass wie bei vielen ER-residenten Membranproteinen (Teasdale und Jackson, 1996)

‘https://www.genevestigator.ethz.ch/
‘http://csbdb/index.html
*http://mpss.udel.edu/at/?
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ein KXKXX-Motiv im C-Terminus gefunden wird. Die 100%ige Sicherheit bei der Vorhersage durch
LOCTREE, dass es sich um ein Protein des ER handelt, geht auf die Annotation durch SwissPROT zu-
riick, die von LOCTREE allerdings nur als Bestitigung bei grof$er Sicherheit der Vorhersage durch die
Kette der SVMs (s. oben) abgefragt wird. Obwohl (sich widersprechende) experimentelle Daten fiir
die subzellulire Lokalisierung verfugbar sind, erscheint somit die vorhergesagte ER-Lokalisierung am
wahrscheinlichsten. Gemafl der Daten von MPSS sowie ATGENEXPRESS liegen sowohl von 4#B5-A
als auch von AtMTP1 in der Wurzel erhohte Transkriptmengen vor. Trotz dieser dhnlichen Gewebe-
spezifitit der Expression spricht eine ER-Lokalisierung gegen die Moglichkeit, dass es sich bei A#zB5-A
um einen biologisch relevanten Interaktor des vakuoliren Zn-Transporters A#MTP1 handelt.

Der letzte verbleibende A#MTP1-Interaktionskandididat ist das SQUAMOS A promotor binding li-
ke protein-1 (AtSPL1, At2g47070). SQUAMOSA-Promotor bindende Proteine (SBPs) sind putativ
pflanzenspezifische Transkriptionsfaktoren, die urspriinglich in Antirrhinum majus identifiziert wur-
den. Die 95%ige Sicherheit der LOCTREE-Vorhersage, dass 4#SPL1 im Zellkern lokalisiert ist, deckt
sich mit der Klassifizierung als Transkriptionsfaktor. 472SBP1 und -2 binden an die Promotor-DNA
des »Blitenmeristem Identitit-Gens« SQUAMOSA und kontrollieren die Entwicklung der Bliite.
In Arabidopsis wurden 16 SBPs identifiziert (SPL1 bis -16, (Cardon ez al., 1999), wovon nur wenige
charakeerisiert sind. 4#SPL3 wird als 4mSBP1/2-Ortholog betrachtet. Pflanzen, die 4#SPL3 konsti-
tutiv tiberexprimierten, blithten verfritht (Cardon ez 4/ |1997)). A¢SPL8 wird benétigt fiir die Ent-
wicklung des Pollensacks (Unte ez 4/.,[2003) und A2SPL14 spielt eine Rolle bei der Blattmorphologie
und bei der Sensitivitit gegeniiber Pilztoxinen (Stone ez 4/, 2005). Die SBP-Proteine kennzeichnen
sich durch eine hochkonservierte DNA-bindende Domine (SBP-Box) mit insgesamt acht Cys/His-
Resten (CX,CX,;;HX;HX,sCQQCX,HX,,C), deren Losungsstruktur mittels Nuclear Magnetic Re-
sonance (NMR) inzwischen fiir 4#SPL4, -7 und -12 aufgeklirt wurde (Ubersicht in [Yamasaki ez 4/}
2006). Demnach werden hiervon zwei aufeinander folgende Zn-bindende Bereiche gebildet. Dem ni-
her am N-Terminus gelegenen Bereich wird die Aufrechterhaltung der Tertidrstrukeur des Proteins
zugeschrieben. Von dem zweiten gebundenen Zn?+ glaubt man, dass es die DNA-Bindung vermittelt,
indem es eine basische C-terminale Schleife des Proteins korrekt in die major groove der DNA geleitet.
Mit dem Copper Response Regulator-1 (Crrl) wurde in Chlamydomonas ein SBP-Protein charakte-
risiert, das eine wichtige Rolle bei der Cu-Homdostase spielt (Kropat ez 4/., 2005). Die Arabidopsis-
Verwandten mit der grofiten Ahnlichkeit sind A#SPL1, -7 und -12. Die Funktion der Regulierung der
Cu-Homoéostase wird vermittelt durch transkriptionale Aktivierung von Zielgenen durch die Bindung
von Crrl an sog. Copper Response Elements (CuREs). Es wurden zwei Modelle vorgeschlagen, in denen
Crrl drei biochemische Aktivititen zugeschrieben werden: Die Erkennung von CuREs in Zielgenen,
die Funktion als Cu-Sensor und die transkriptionelle Aktivierung. Das Schliisselelement der Regulati-
on ist in beiden Modellen die Bindung von Cu: Entweder wird bei Cu-Uberschuss das in der SBP-Do-

mine gebundene Zn durch Cu ersetzt, was nach strukeureller Reorganisation die Dissoziation von Crrl
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von der DNA bewirkt. Von Kropat ez al. wurde vorgeschlagen, dass zwei His-Reste der SBP-Domiine,
die nicht an der Zn-Bindung beteiligt sind, die Cu-Konzentration » messen« (Cu-Sensing). Cu-Bin-
dungan diese His-Reste fithrt evtl. zur Reorganisation a//er zehn His-Liganden der SBP-Domine und
resultiert im Austausch des gebundenen Zn durch Cu. Ersatz von Zn durch Cu wurde bereits fiir Me-
tallothioneine von Siugetieren beschrieben (Zhang ez al.,[2003). Alternativ wird vorgeschlagen, dass
Cu an den Cys-reichen C-Terminus von Crrl bindet, der Ahnlichkeit zu Drosophila-Metallothionein
zeigt. Dies bewirkt wiederum durch intramolekulare Kommunikation die Dissoziation von Crrl von
der DNA. Der Beladungsstatus der SBP-Domine mit Cu oder Zn ist somit die kritische Komponente
der Regulation. Wie bereits in der Einleitung erwihnt, wurde in Hefe bzw. E. coli gezeigt, dass die freie
Cu- und Zn-Konzentration in der Zelle praktisch Null ist (O’Halloran}{1993; Outten und O’Halloran,
2001)). Dass in Hefe Cu aktiv zu Cu-benétigenden Proteinen wie der P-Typ ATPase Ccc2, der zytosoli-
schen Cu,Zn-SOD und Cytochrom ¢ Oxidase durch die Cu-Chaperone Atx1, Ccs und Cox17 geliefert
wird (Lin ez al.l{1997; Culotta ez all|1997; Horng ez 4., 2004]), ist daher nicht unerwartet. Zu Atx1, Ccs
und Cox17 orthologe Cu-Chaperone wurden in Arabidopsis identifiziert (Wintz und Vulpe, 2002).
Enzyme, die Metalle im aktiven Zentrum tragen, verlieren dieses wahrscheinlich selten und es ist an-
zunchmen, dass sie nach ihrer Synthese nicht sehr hiufig erneut damit beladen werden miissen. Wenn
selbst solche Proteine aktiv beladen werden, erscheint es um so wahrscheinlicher, dass Proteine wie
Crrl, deren Funktion kritisch vom wechselnden Metallbeladungszustand abhingt, aktiv beladen wer-
den. Die phylogenetisch nahe Verwandschaft zwischen Crrl und 4#SPL1 legt nahe, dass auch 4#SPL1
eine Rolle bei der Metallhomdostase spielt — evtl. sogar bei der Cu-Homoostase. In diesem Zusammen-
hangist bemerkenswert, dass A#SPL1 in einem Screening-System identifiziert wurde, in dem 30 uM Cu
eingesetzt werden. Rein spekulativ ist ein Szenario vorstellbar, in dem Cu durch ein Cu-Chaperon zum
DNA-gebundenen Transkriptionsfaktor Crr1(/SPL1?) geliefert wird, der daraufthin von der DNA dis-
soziiert und den Nukleus verlassen kann. Abhingig vom Cu(Chaperon)/Zn-Gleichgewicht kénnte die
Wiederbeladung mit Zn durch ein weiteres Chaperon oder durch direkte Zn-Ubergabe von einem Zn-
Transporter erfolgen. Obwohl 4#SPL1 als Interaktor von A#ZMTP1 identifiziert wurde, ist ein direkter
Zn-Transfer von AtMTP1 auf 4¢SPL1 unwahrscheinlich, da Az MTP1 Zn aus dem Zytoplasma iz die
Vakuole transportiert. Es ist allerdings moglich, dass A#ZMTP1 der Ort der Beladung durch eine drit-
te, unidentifizierte Komponente ist. Es ist auch vorstellbar, dass 4#SPL1 die Aktivitat von AzMTP1
durch Bindung an diesen moduliert: Eine Unterbindung des Zn-Transports in die Vakuole konnte die
Wiederherstellung des Cu/Zn Gleichgewichts im Zytoplasma beschleunigen. All dies sind jedoch nur
MutmafSungen, aus denen sich Experimente ableiten lassen, um diese Theorien zu tiberpriifen. CSB.DB
zeigt keine Co-Regulation der Gene an (Tabelle[3.2). Gemifl ATGENEXPRESS und MPSS sind in der
Whurzel und in Bliiten vergleichbare Transkriptmengen. Dies unterstiitzt die Moglichkeit einer funk-
tionellen Kopplung — zumindest in diesen Geweben. Im Xylem der Rosette liegen dagegen gemifS der

ATGENEXPRESSs-Daten relativ hohe A£SPL I-Transkriptmengen vor, aber kein A#MTP3-Transkript.
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Dem Ansatz der Kategorisierung von [Miller ez 4/|(2005) folgend, kann nur 4#SPL1 die hochste
Sicherheit zugeschrieben werden, ein wahrer A#MTP1-Interaktor zu sein, und die weiteren drei Kan-

didaten fallen in die Kategorie der niedrigsten Sicherheit.

6.1.5.2 Putative AhPMTP1 Interaktoren

Die Motivation, AAMTP1 im Screen von A. thaliana-Bibliotheken einzusetzen, lag in der Annahme,
dass im Fall der Identifikation von dhnlichen oder gleichen Kandidaten wie fir A#MTP1 die Wahr-
scheinlichkeit hoch ist, echte MTP1-Interaktoren identifiziert zu haben. Es wurden allerdings keine
APMTP]1-Interaktionskandidaten gefunden, die Ahnlichkeit zu den Kandidaten der anderen Bait-
MTPs aufweisen. Fiir At2g31800 wurde durch Rudrabhatla ez 4/| (2006) ein Kinasemotiv mit ho-
her Sicherheit vorhergesagt und laut LOCTREE ist es mit 90 % Sicherheit ein zytosolisches Protein.
Analyse durch INTERPRO® bestitigt das Vorhandensein eines Serin/Threonin Proteinkinase-Motivs
(IPR008271) und dariiber hinaus werden drei Ankyrin-Wiederholungen (IPR002110) im N-termi-
nalen Bereich identifiziert. Ankyrin-Wiederholungen sind eine der am haufigsten auftretenden Prote-
in-Protein-Interaktionsmotive der Natur (Mosavi ez al., 2002). At2g31800 weist iiber 71 % Identitit
zur Ankyrin Protein Kinase 1 (APK1) aus Medicago truncatula und 92/90 % Identitit zu APKs aus
Brassica rapa/-napus” auf Aminosaureebene auf. In Medicago wurde fir AKP1 gezeigt, dass vermehrt
Transkript bei osmotischem Stress gebildet wird (Chinchilla ez 2/, 2003). Der Annotation der APKs
von Brassica ist das bisher nicht publizierte Ergebnis zu entnehmen, dass auch diese APKs in der Ant-
wort auf osmotischen Stress involviert sind, indem sie eine regulatorische Funktion auf die Expression
von Osmotin haben. Der Promotor von Osmotin enthilt ein GCC-Box-Motiv, an welches Ethylene
Response Element Binding Proteins (EREBPs) binden. Von EREBPs wird angenommen, dass sie die Si-
gnalkette des Ethylen-Pathways mit anderen Signalen integrieren (Ubersicht iiber den Ethylen-Signal-
Pathway in Guo und Ecker, 2004). Die Verkniipfung des Ethylen-Signal-Pathway mit dem Metallho-
moostasenetzwerk wird bereits durch die Tatsache nahegelegt, dass Cu fir die Funktion der Ethylen-
rezeptoren ETR1/2, ERS1/2 und EIN4 benotigt wird. EIN2, ein weiteres Protein dieser Signalkette,
ihnelt NRAMPs (Abschnitt , aber es konnte keine Transportakeivitit festgestellt werden. Ge-
mifl ATGENEXPRESS werden die hochsten Transkriptmengen in Pollen gefunden, was mit Daten fiir
AtMTP1I ubereinstimmt. Allerdings wird im Gegensatz zu letzterem keine Transkript in Wurzeln an-
gezeigt. Unter Beriicksichtigung dieser Daten ist es durchaus vorstellbar, dass At2g31800 ein echter In-
teraktor von 4h/AtMTP1 ist und eine Integration des Metallhomoostasenetzwerks bei der Antwort
auf osmotischen Stress vermittelt.

Fiir At2g47010, den zweiten AhMTP1-Interaktionskandidat, sind keine Informationen verfugbar.

fhttp://www.ebi.ac.uk/interpro/index.html
7 Accession Nr. der Brassica AKPs: gi|51039796 (B. rapa), gi|51039798 (B. napus)
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Der einzige Anhaltspunke ist die Vorhersage der extrazelluliren Lokalisierung durch LOCTREE. In-
sofern die LOCTREE SVM des Secretory Pathway, welche zwischen »exportiert« und »Organell«
entscheidet, bei der getroffenen Vorhersage »exportiert« richtig liegt, wiirde dies At2g47010 als In-
teraktionskandidat fir MTP1 ausschlieSen. Allerdings werden auch die vakuoliren Proteine 4#zMTP1
und -3 durch LOCTREE als »exportiert« vorhergesagt. Daher ist auch fiir At2g47010 vakuolire Lo-
kalisation durchaus méglich und somit auch eine Interaktion mit A#MTP1. Sterische Uberlegungen
sprechen allerdings gegen diese Moglichkeit: Fiir ein positives Interaktionssignal im SUS miisste das
zytosolisch lokalisierte Cy,, (fusionierte am C-Terminus von A#MTP1) mit einem im Lumen der Va-
kuole befindlichen Ny, interagieren. Dies erscheint unwahrscheinlich, auch wenn es Hinweise fir das
gelegentliche Auftreten membrandurchspannender Cy,/Ny,-Interaktionen im SUS gibt (Miller ez al.,
2005). Analyse der ATGENEXPRESS-Daten zeigt, dass A##MTP1 und At2g47010 in Wurzeln und Bli-
ten vergleichbar exprimiert sind. Dies unterstiitzt die Moglichkeit einer funktionellen Kopplung dieser
Proteine, auch wenn dies sehr spekulativ ist.

Zusammenfassend ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei den beiden Kandidaten um echte
MTP1 Interaktoren handelt, geringer als fiir A#SPLI1, aber hoher als fiir die anderen bisher behan-

delten Kandidaten.

6.1.5.3 Der putative AtMTP2 Interaktor...

...At1g04410 kodiert putativ eine Malatdehydrogenase, wobei es sich hierbei trotz der Annotierung
als zytosolsiche Isoform laut LOCTREE mit 71 % Sicherheit auch um die mitochondriale Isoform han-
deln kann. Wie bereits oben erwihnt, wurde es auch als Teil des Zellkernmembran- und Plasmamem-
bran-Proteoms identifiziert. Bekannte Malatdehydrogenasen enthalten kein Zn (s. Beschreibung von
IPR0012527) und es erscheint sehr unwahrscheinlich, dass At1g04410 ein echter A#ZMTP2 Interaktor

1St.

6.1.5.4 Putative AtMTP3 Interaktoren

Der erste AtMTP3-Interaktionskandidat in Tabelle ist At3g45600, der als senescence-associated
family protein annotiert ist. Seneszenz von Blittern ist ein reguliertes Ereignis (Miller ez 4/, |1999),
bei dem die Hochregulation der Expression von Cu-Chaperonen und Metallothioneinen beobachtet
wurde (Abdel-Ghany ez al, 20054; |Guo ez al., 2003). Erst kiirzlich wurde At3g45600 als Mitglied
der Tetraspanin-Familie eingeordnet und als A#TET3 bezeichnet (Cnops ez 4l., 2006). Fir A#TET1
(TORNADO?2, TRN2) wurde eine Schliisselfunktion beim Patterning® wihrend der frithen Blatt-

entwicklung gezeigt. Zu diesem Zeitpunkt ist anhand der verfugbaren Daten schwer einschitzbar, mit

8 Patterning ist ein Prozess, der in multizelluliren Organismen zur Bildung von Symmetrieachsen, Dominen bei der Or-
ganformation und letztendlich zur Differenzierung von Gewebe- und Zelltypen fiihrt.
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welcher Sicherheit es sich bei A#TET3 um einen 4tMTP3 Interaktor handelt. Die iiberwiegende Ex-
pression in Blatt- und Sprossgeweben mit maximaler Expression im Rosetten-Xylem, Hypocotyl und
Sprossknoten (laut ATGENEXPRESS-Daten) lisst jedoch eine funktionale Kopplung zu dem haupt-
sichlich in Wurzeln exprimierten A#MTP3 eher unwahrscheinlich erscheinen.

Fiir den zweiten Kandidaten, At2g32580, ist noch weniger bekannt. Gemifl ATGENEXPRESS sind
die Transkriptmengen in Wurzeln nicht hoher als in allen anderen Geweben. Laut Vorhersage durch
ARAMEMNON und LOCTREE handelt es sich um ein l6sliches und sehr wahrscheinlich exportiertes
Protein. Analyse durch INTERPRO ergab, dass in Arabidopsis thaliana und Oryza sativa 13 homologe
Mitglieder unbekannter Funktion annotiert sind. Insofern die vorhergesagte extrazellulire Lokalisie-
rung korrekt ist, schliefft dies At2g32580 als Interaktionskandidat fir A#MTP3 aus. Diesbeziiglich
gelten allerdings dieselben Uberlegungen, die fiir At2g47010 (s. oben) diskutiert wurden.

At4g27500 wurde in einem Y2H-Screen als Interaktor der H*-ATPase AHA1 der Plasmamembran
identifiziert und als Proton Pump Interactor 1 (PPI1) bezeichnet (Morandini ez /., 2002). Die Loka-
lisation deckt sich mit der Identifikation als Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Niihse ez 4/.,
2003)). Im C-Terminus wird durch ARAMEMNON und INTERPRO cine Transmembranhelix vorherge-
sagt, mit der 4#PPI1 in der Plasmamembran verankert sein konnte. Weitergehende Studien zeigten,
dass A¢PPI1 mit dem C-Terminus von AzAHA1 interagierte und die bereits aktivierte AT Pase weiter
stimulierte (Viotti ez 4/.,2005). Der C-Terminus von Plasmamembran-AT Pasen wirkt als autoinbitori-
sche Domine, deren autoinhibitorische Wirkung durch Senken des pH-Werts und durch die Bindung
von 14-3-3 Proteinen aufgehoben wird (Palmgren, 2001). Erst die hierdurch ausgeldste Deplatzierung
des ArAHA1-C-Terminus ermoglicht mutmaflich die Bindung von 4#PPI1 an den C-Terminus. Plas-
mamembran-ATPasen erzeugen durch die Generierung eines Protonengradienten (Export von H* aus
dem Zytoplasma) die notwendige Triebkraft fiir eine Reihe von Transportprozessen. Die Bedingun-
gen, unter denen A¢PPI1 die schon aktivierte H*-ATPase noch stirker aktiviert (= 2x), sind bisher
nicht bekannt. Die Co-Expression von A#PPI1 und AtMTP3 in zrcl cotl fithrte zu einer leicht er-
héhten Zn-Toleranz (Abbildung [3.10). Dies konnte auf die indirckte Erhhung der Aktivitit cines
in Hefe bisher nicht identifizierte Zn?*/H* Antiporters in der Plasmamembran zuriickgehen. Auch
in Arabidopsis wuarde bisher kein in der Plasmamembran lokalisierter Zn?*/H* Antiporters identifi-
ziert. Im Menschen wurde mit HsZnT'1 ein Mitglied der CDF Familie identifiziert, das in der Plas-
mamembran lokalisiert ist und mutmafilich Zn-Export aus der Zelle vermittelt (Palmiter und Huang,
2004). Eine Funktion von A#PPI1 bei der Aufrechterhaltung der Zn-Homdostase durch indirekte Er-
héhung der Zn-Exportkapazitit der Zelle ist daher vorstellbar, aber die Rolle des vakuolir lokalisierten
AtMTP3 ist in diesem Zusammenhang nicht augenfillig: eine gleichzeitige Interaktion mit 4zMTP3
und AtAHA1 - beim Modell einer hypothetischen 4tMTP3-abhingigen Erhéhung der AfAHA1-
Aktivitdt — erscheint unwahrscheinlich. Nichtsdestotrotz spricht die unabhingige Identifikation von
AtPPI1 in zwei verschiedenen Bibliotheken mit dem Bair ArMTP3 (Tabelle[3.3)) fiir cine biologisch
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relevante Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen. Unterstiitzt wird die Moglichkeit einer funk-
tionellen Interaktion durch MPSS- und ATGENEXPRESS-Daten, die fiir beide Proteine stark erhéh-
te Transkriptmengen in der Wurzel anzeigen. Moglich ist allerdings auch, dass die Interaktion von
AtPPI1 mit AtMTP3 darauf zuriickgeht, dass 4#PPI in Hefe filschlicherweise in der Vakuolenmem-
bran lokalisiert ist: Bei Membranproteinen mit nur einer Transmembranhelix kann selbst bei nicht-
heterologer Expression von Proteinen durch geringe Sequenzinderungen in der Transmembranhelix
ein Protein statt zur Tonoplast- zur Plasmamembran geleitet werden und andersrum (Brandizzi ez 4l
2002).

Der nichste Kandidat, A#AGP1 (At1g24520), ist spezifisch im Tapetum von Staubbeuteln sowie
in Mikrosporen (Pollen) exprimiert und ist essenziell fiir die Entwicklung von fruchtbaren Pollen (Xu
et al.;,|1995). Wie schon oben aufgelistet, kann mit relativer Sicherheit davon ausgegangen werden, dass
ArAGP1 tiber einen GPI-Anker mit der Plasmamembran extrazytosolisch verankert ist. Von AtMTP3
ist bekannt, dass es auch in Pollen und Bliiten geringe Transkriptmengen vorliegen (Arrivault ez al.,
20006)). Wihrend der Entwicklung von Mikrosporen bildet sich in der noch uninuklearen Zelle aus vie-
len kleinen Vakuolen eine einzige grofie Vakuole. Nach der Bildung der generativen Zelle innerhalb der
vegetativen Zelle fragmentiert diese grofe Vakuole wieder, wobei die entstehenden Vesikel wahrschein-
lich mit der Plasmamembran der vegetativen Zelle fusionieren (Yamamoto ez 4/, 2003). Insofern ist es
durchaus vorstellbar, dass A#MTP3 in Mikrosporen in der Plasmamembran lokalisiert und somit ein
zuginglicher Interaktionspartner fiir /#AGP1 ist. Xu ez al.|zeigten, dass AzAGP1 in Pollen sehr stark
exprimiert ist. Gemafd der Werte der Affymetrix-Hybridisierungssignale liegt im Pollen rund 1000x
mehr A#AGP1-Transkript als A#MTP3-Transkript vor (4tAGPI1:AtMTP3 = 177000:112)°. Somit ist
AtAGP1 in der nicht-normalisierten SUS-cDNA-Bibliothek (LD-Bib., aus Bliiten, s. S. stark iiber-
reprasentiert, was die Wahrscheinlichkeit der Detektion von im SUS falsch-positiven Hefe-Doppel-
transformanten erhoht. Selbst wenn eine biologisch relevante Interaktion auch dann nicht ausgeschlos-
sen werden kann, wenn auch auf Proteinebene ein Verhiltnis von 1000:1 gefunden wird, so erscheint

eine solche Interaktion zumindest sehr unwahrscheinlich.

Novel Plant SNARE 13 (ArNPSN13/At3g17440) ist ein Mitglied eciner kleinen Untergruppe der
11 soluble N-ethyl-maleimid sensitive factor attachment protein receptors (SNAREs) der Qb-Unterfa-
milie von Arabidopsis (Zheng et al.,2002; Uemura ez al., 2004). SNARE:s sind eine Familie von Pro-
tein, die dhnliche Sekundirstrukturmerkmale aufweisen und in Vesikel-#rafficking involviert sind. Ne-
ben der auch in A#ZNPSN13 vorhergesagten Transmembranhelix im C-Terminus enthalten die meisten
SNARE:s eine zytosolische coiled-coil Domine, die wichtig fir die Interaktion mit anderen SNAREs
ist. SNAREs wurden frither in v-SNAREs und t-SNARE;s unterteilt, je nachdem ob sie in der Mem-

bran von Transportvesikeln oder in der Ziel-(zarget)-Membranen verankert sind. Da dies hiufig schwer

‘https://www.genevestigator.ethz.ch/
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zu entscheiden ist, erfolgte eine neue Klassifizierung in Q(a, b, ¢) und R-SNAREs gemifd den Amino-
siuren (Glutamat, Arginin), die im konservierten Interaktionsmotiv gefunden werden (Ubersicht in
Uemura ez al., [2004). Basierend auf GFP-Analysen, wurden A#ZNPSN1], -12 und -13 einer Gruppe
von SNARE:s zugeschricben, die Transportprozesse zwischen der Plasmamembran (PM) und Endo-
somen regulieren (Fluoreszenz in der PM und in Endosomen). Die Identifikation von 4ZNPSN13 als
Teil des Plasmamembran-Proteoms (Marmagne ez a/., 2004)) bestitigt die Plasmamembran-Lokalisati-
on. Fir NSP11I wurde eine Funktion bei der Formation der Zellplatte im Zuge der Zellteilung gezeigt
(Zheng et al.,2002). Wie in der Einleitung erwihnt, ist es durchaus vorstellbar, dass Zn in Endoso-
men innerhalb der Zelle transportiert wird. Diese Art des Transports wurde fiir Fe in Erythroidzellen
vorgeschlagen (Ponka ez al, 2002): Fe wird gemif! diesem sehr spekulativen Modell in Endosomen
zu Mitochondrien transportiert und dort ohne Vesikelfusion durch Transporter in die Mitochondri-
en weitergeleitet. Die Fe-leeren Endosomen fusionieren darauthin wieder mit der Zellmembran. Auch
Zn konnte in Arabidopsis in Endosomen zur Vakuole transportiert werden, dort durch einen Transpor-
ter diese verlassen und direke an 4#MTP3 tibergeben werden. Wenn in der Membran der Endosomen
AtNPSN13 verankert ist — welches die Re-Fusion der Endosomen mit z. B. der Plasmamembran ver-
mitteln konnte — wire auch die Moglichkeit eines transienten Kontakes mit A#ZMTP3 gegeben. Gegen
eine funktionale Kopplung spricht das Expressionsmuster von A#ZNPSN13: laut ATGENEXPRESS und
MPSS liegen in fast allen Geweben vergleichbare Transkriptmengen vor. Eine priferentielle Expressi-
on in Wurzeln ist nicht erkennbar — nur in Pollen sind die Transkriptmengen stark erhéht. Auch wenn
eine funktionelle Verbindung zu diesem Zeitpunke sehr spekulativ ist, erscheint A#NPSN13 nichtsde-
stotrotz als Kandidat, der weiter untersucht werden sollte.

Fiir die Isoform 4 von Cyt b5 (At2g32720) gilt das schon bei der Isoform 1 (At5g53560) gesagte
(s.S. , weshalb dieser Kandidaten sehr wahrscheinlich keiz Interaktor von AtMTDP3 ist.

At5g37310 (putatives Endomembran Protein 70) wurde als Mitglied der Transmembran 9 Superfa-
milie (TM9SF) vorhergesagt (IPR004240°). Das Griindungsmitglied dieser Familie, SCEMP70, wur-
de in gereinigten Endosomen in Hefe gefunden. Es wird vermutet, dass die Mitglieder dieser Familie
Kanile oder Transporter fiir kleine Molekiile sind (Schimmoller ez 4/, 1998)). Durch ARAMEMNON
und INTERPRO wurden sieben Transmembranhelices und ein Export-Signalpeptid vorhergesagt. Von
Bayer ez 4l.| (2006) wurde es mittels massenspektrometrischer Analyse als Bestandteil des Zellwand-
Proteoms identifiziert. Die Funktion als mutmaflicher Kanal oder Transporter der Plasmamembran
bietet auch eine Erklirungsméglichkeit fiir die deutlich erhéhte Zn-Sensitivitit der zrc cozl Mutante,
wenn diese At5g37310 - allein oder zusammen mit A#MTP3 - exprimieren (Abbildung[3.10). Ent-
weder spezifisch oder unspezifisch konnte dies zu einer erhéhten Zn-Aufnahme der Hefezellen fith-
ren. Dies sollte durch ICP OES-Analysen bestitigt werden. Auch wenn eine aktive Funktion bei der
Aufrechterhaltung der Zn-Homdéostase in Hefe und in der Pflanze fir diesen Kandidaten identifiziert

werden sollte, spricht die Lokalisierung cher gegen die Moglichkeit, dass At5g37310 ein spezifischer
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Interaktor von AtMTP3 ist. Die laut ATGENEXPRESS in allen Geweben nahezu identischen Tran-
skriptmengen von At5g37310 — im Gegensatz zu AtMTP3 — unterstiitzen diese Annahme.

Fur At4g27840 ist keine Funktion annotiert. Durch ARAMEMNON wurde eine C-terminale Trans-
membranhelix vorhergesagt und durch INTERPRO eine N-terminale Domine, die Homologie zur Lon-
gin-Domine von sog. Longins zeigt (IPR0O11012). Longins sind Mitglieder der R-SNARE-Familie. Der
150 Aminosiuren umfassenden N-terminalen Domine, die direkt vor dem coiled-coil-Motiv dieser
SNARE:s lokalisiert ist, wird eine regulatorische Funktion bei der SNARE-SNARE Interaktion zu-
geschrieben (Dietrich ez 4/.,2003). Obwohl At4g27840 keine Homologie zu SNARE:s zeigt und auch
kein SNARE-typisches coiled-coil-Motiv durch INTERPRO gefunden wird, ist es méglich, dass es sich
hierbei um ein membranverankertes Protein handelt, welches eine regulatorische Funktion auf SNA-
RE-Interaktionen hat. Dies konnte auf eine Beteiligung im Rahmen eines auch fir 4#NPSN13 vor-
geschlagenen Modells des Zn-Transports in Endosomen hinweisen. Allerdings zeigt laut ATGENEX-
PRESS auch At4g27840 wie AZNPSN13 nahezu gleichmifige Transkriptmengen in fast allen Gewe-
ben, mit stark erhohten Transkriptmengen in Pollenstengeln. Dies wiederum lasst eine funktionelle
Interaktion mit dem wurzelspezifisch exprimierten 4#MTP3 unwahrscheinlich erscheinen.

Mit AsVHA-c”1 (At4g32530) wurde eins der 26 Gene identifiziert, welche die 13 Untereinheiten
der H*-ATPase der Vakuole kodieren (Sze ez 4l.,2002). Die ¢”-Untereinheit wird von zwei Genen ko-
diert und ist Teil der aus fiinf Untereinheiten bestehenden Vi-Intramembrankomponente. Durch die
Aktivitat der V-ATPAse wird die Triebkraft fiir eine Reihe von Transportprozessen geliefert (Sze ez al.,
2002) — unter anderem auch fiir die mutmafllichen H*/Me?*-Antiporter A#MTP1 und -3. Auch wenn
dies fiir eine erhohte Wahrscheinlichkeit der Interaktion zwischen A#ZMTP3 und A#VHA spricht,
kann die Detektion einer (falsch-positiven-) Interaktion auch einfach auf eine Uberreprisentation der
AtVHA-kodierenden Transkripte in der nicht-normalisierten cDNA-Bibliothek zurtickgehen. Positiv
zu werten ist, dass laut der ATGENEXPRESS-Daten A*VHA-c”1 wie A#fMTP3 hauptsichlich in der
Whurzel exprimiert wird.

Bei der Aufteilung der A#MTP3-Kandidaten kénnen — basierend auf der Wahrscheinlichkeit, dass

es sich um echte A#MTP3-Interaktoren handelt — zusammenfassend vier Kategorien gebildet werden:

L. schr wahrscheinlich: At3g17440 (4#NPSN13), At4g32530 (Ar*VHA-c1)

2. wahrscheinlich: At4g27500 (A4sPPI1), At4g27840

3. nichtausgeschlossen, aber unwahrscheinlich: At3g45600 (A#TET3), At5g37310 (putat. EMP70)
4. schr unwahrscheinlich: At2g32580, At1g24520 (ArAGP1), At2g32720 (Cyt b5-4)

6.1.6 Zukiinftige Experimente im Rahmen des Interaktionsscreens

Zunichst sollte die hier formulierte These bestatigt werden, dass die Tests auf die Stirke der Interak-

tionen aufgrund der verinderten Sequenz zwischen Ny,- und den identifizierten cDNA-Fragmenten
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durch die Neuklonierung der Kandidaten mit negativen Ergebnis ausfielen. Die schnellste Moglichkeit
hierfir ist die Klonierung der identifizierten C-terminalen Fragmente von At4g27500 und At5g37310
in pNubIGW mit dem Gateway®-System, da fiir diese beiden Kandidaten der entsprechende Inter-
aktionstest mit den vollstindigen Proteinen — mit negativen Ergebnis — bereits durchgefiihrt wurde
(Abbildung. Die von pNubIGW kodierten Fusionsproteine aus Nyy,; und den C-terminalen Frag-
menten wiirden sich nur durch zwei fehlende Aminosiuren im Linker von den identifizierten Fusions-
proteinen unterscheiden. Sollte beim hiermit durchgefiihrte Interaktionstest die Interaktion erwar-
tungsgemifd angezeigt werden — fir die nahezu identischen Konstrukte in pCUP-CGK war dies der
Fall (Abbildung[3.8)) - kénnten die Stringenztests aller Kandidaten erneut und unter Verwendung der
im Screen identifizierten Fragmente in pNubAGW und pNubGGW durchgefiihrt werden. Es bieten
sich auch noch eine Reihe von anderen Experimenten in Hefe an, um die Interaktion der Kandidaten
zu bestitigen. Bei Y2H-Systemen haufig angewandt wird der reziproke Austausch von Prey-Fragment
und Bait fiir die Uberpriifung einer Interaktion. Als biochemisches Experiment bietet sich die Co-
Immunoprizipitation an (zur Erlduterung des Prinzips vergl. Abschnitt[3.4): Wie Tabelle[3.3|zu ent-
nehmen ist, liegen die meisten Kandidaten bereits mit N-terminalen HA-7z¢ im Vektor pFL613 vor.
Daher kann schnell iberpriift werden, ob beim Einsatz eines Anti-HA-Antikorpers hohermolekula-
re MTP/Kandidat-Komplexe detektiert werden. Die in dieser Arbeit aufgetretenen Probleme bei der
Bestitigung im SUS deuten darauf hin, dass die Konfiguration der eingesetzten Hybridproteine (Se-
quenz, Linker, N- oder C-terminale Fusionen) sehr kritisch fiir die Anzeige der Interaktion ist. Anstatt
noch mehr Zeit auf die Bestitigung mit diesem heterologen System zu verwenden, erscheint es sinn-
voller, die identifizierten Kandidaten direkt in Arabidopsis zu bestitigen. Dem SUS nahe verwand ist
das Split YFP-System (auch als Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) bezeichnet, Walter
et al.,2004): Auch hier werden Hybridproteine eingesetzt, nur das hierbei statt Ubiquitin das fluores-
zierende Protein YFP in planta (bzw. in Protoplasten) rekonstituiert wird. Die Interaktion kann so-
mit durch Konfokalmikroskopie visualisiert werden. Dieses System birgt allerdings die gleiche Gefahr
wie beim SUS, dass tatsichliche Interaktionen durch die sterische Konfiguration der Hybridproteine
falschlicherweise nicht angezeigt werden. Um dieses Risiko zu minimieren sollten idealerweise alle vier
Kombinationen der Fusion der YFP-Hailften an die Baiz- und Prey-Proteine getestet werden (Nygp-
Bait, Bait-Nygp, Cypp-Prey, Prey-Cypp)™°. Fiir cinen ersten Versuch soll der Test nur mit den Fragmen-
ten durchgefithrt werden, die in der SUS-Bibliothek identifiziert wurden, wobei die C- bzw. N-termi-
nale Fusion der YFP-Framente analog zu den im SUS eingesetzten Baiz- und Prey-Proteinen erfolgen
soll. Insofern hiermit die Interaktion iz planta nicht bestitigt werden kann, ist die Durchfithrung des
ausfithrlichen Tests nur fiir die wahrscheinlichsten Kandidaten (siche oben) geplant. Schneller durch-

zufiihren und mit weniger Gefahren der sterischen Inhibition von Interaktionen verbunden ist die Co-

1Marc Lohse, personliche Kommunikation
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Immunoprizipitation in Co-transformierten Protoplasten, weshalb dieses Experiment auch fiir weni-
ger wahrscheinliche Kandidaten geplant ist. Wie beim Y2H-System besteht allerdings auch hier die
Gefahr, dass Proteininteraktionen angezeigt werden, die auf durch die Uberexpression der Kandidaten
bedingte Aggregate oder gar Inclusion bodies zuriickgehen und nicht auf reale funktionale Interaktio-
nen. Um der Theorie des Metalltransports in Endosomen nachzugehen (At3g17440/4:NPSN13 und
At4¢27840), soll auch untersucht werden, ob das Zytoskelett hierbei eine Rolle spielt. Hierfiir sind bio-
chemische (z. B. Inhibition des Myosinfunktion mit Wortmannin) und genetische (z. B. Einsatz von
Zytoskelett-Mutanten) Methoden denkbar.

6.2 AtMTPI2 kodiert ein atyptisches CDF-Protein

Typische Mitglieder der CDF-Familie weisen sechs Transmembranhelices auf (Gaither und Eide,[2001)).
Die Amplifikation des 5’-Endes von AtMTPI2 mittels 5’-RACE zeigte, dass A#MTPI12 eine zusitzli-
che N-terminale, nicht-CDF-ihnliche Domine besitzt, die acht bis zehn zusitzliche Transmembran-
helices umfasst (Abschnitt. Um die Wahrscheinlichkeit der Amplifikation alternativer Transkrip-
te zu erhohen, wurde fiir die Konstruktion der 5>>RACE-Bibliothek mRNA aus gepooltem Gewebe
von unterschiedlich Metall-behandelten A. thaliana-Pflanzen isoliert. Dennoch konnte kein alternati-
ves Transkript detektiert werden. Die MIPS-Annotation des AtMTP12 (At2g04620)-ORF basiert so-
mit auf einer falschen Vorhersage.!* Eine N-terminale Verlingerung mit zusitzlichen 6 bis 9 putativen
Transmembranhelices wurde auch in je einem Mitglied der CDF-Familie von H. sapiens (ZnT'5), S. ce-
revisae (Msc2) und S. pombe (Accession Nr. gi|9967708) gefunden. Die N-terminalen Dominen dieser
Mitglieder zeigen keinerlei Homologie zueinander oder zur N-terminalen Domine von AtMTP12.
Von den vier genannten CDF-Proteinen werden nur fiir HsZnT'5 etliche (nicht-pflanzliche) hochho-
mologe Proteine gefunden, die wahrscheinlich in den entsprechenden Organismen die zu HsZnT'5
orthologen Proteine darstellen. Auch fiir Msc2 aus S. cerevisae existieren einige wenige moderat-ho-
mologe Proteine in anderen Pilzen wie Candida glabra und Klyveromycis lactis. Fir AtMTP12 wur-
de in Oryza sativa ein vorhergesagtes Protein identifiziert,!? dass deutliche Homologie zu A#ZMTP12
zeigt. In der N-terminalen Domine bzw. der C-terminalen CDF-Domine werden bei den beiden Pro-
teinen 29 % bzw. 55 % identische Aminosiuren gefunden, was eine 42%igen Identitit zwischen den
vollstandigen Proteinen ergibt. Fiir die N-terminale Domine von A#MTP12 werden keine weiteren
homologen Sequenzen gefunden und durch INTERPRO wird keine Ahnlichkeit zu bekannten Prote-
inmotiven aufgezeigt. Von ARAMEMNON wird fiir /#MTPI2 mit einer Wahrscheinlichkeit von 51 %
chloroplastidire Lokalisierung vorhergesagt.

Weitere Untersuchungen von A#MTP12 wurden erschwert durch das Fehlschlagen aller gewihlten

1 Jccession Nr. gi|20198214
12 Jccession Nr. gi|34904947
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Strategien, A#fMTP12 in E. coli ohne gravierende Mutationen zu klonieren. Wie bereits in Abschnitt
erlautert, konnte dies auf Promotoraktivitit des 5’-Bereichs von 4tMTP12 aufgrund des hohen
A/T-Gehalts (62 %) zurtickgehen (Fakhfakh ez 4l.,1996)). Hierdurch kénnte unerwiinschterweise ein
potentiell toxisches Protein exprimiert werden. Fiir Membranproteine wird hiufig Toxizitit in E. coli
gefunden, was mutmafilich auf die Stérung der Lipid-Doppelschicht — und der damit einhergehenden
Undichtigkeit dieser Barriere — zuriickgeht (Stewart ez 4/.,|1998)). Die iz vivo Klonierung durch homo-
loge Rekombination gelang letztendlich mit einem Single- Copy Vektor in Hefe — allerdings wird durch
den verwendeten Vektor eine translationale Fusion mit Ura3p erzeugt. Bei Komplementationsexperi-
menten mit diesem sehr grofen Fusionsprotein wurde keine Anderung der Sensitivitit von zrcl gegen-
tiber Co, Cu, Fe, Ni, Mn und Zn im Vergleich zur Leervektorkontrolle beobachtet. Die Expression des
Fusionsproteins wurde hierbei durch die Komplementation der URA3-Auxotrophie des Hefestamms
angezeigt. Es ist allerdings vorstellbar, dass durch die C-terminale Fusion von AtMTP12 mit Ura3p
eine putative Transportaktivitit von A#MTPI2 gestort wird. Bei Verwendung des Multi-Copy-Vekror
pFL61GW fiir die iz vivo Klonierung in msc2 und zrcl wurden keine AtMTP12-enthaltenden Hefe-
Transforamten identifiziert. Die entsprechenden Komplementationsexperimente mit diesen Mutan-
ten konnten daher nicht durchgefithrt werden. Die Amplifikation des erfolgreich in Hefe (i vivo)
erzeugten AtMTP12-Konstruktes in E. coli gelang nicht. Da die Klonierung von 4tMTP12 in binire
Pflanzenvektoren somit erheblich erschwert ist, erfolgte bisher keine weitere Charakterisierung von
AtMTPI2. Eine A. thaliana Knockout-Mutante existiert bisher ebenfalls nicht, was auf die physiologi-
sche Bedeutung dieses atypischen CDF-Proteins in der Pflanze hindeuten kénnte.

Die zwei CDF-Proteine ScMsc2 und HsZnT'S, welche wie AtMTPI12 tiber eine zusitzliche N-ter-
minale Domine mit mehreren Transmembranhelices verfugen, wurden bereits eingehender analysiert
(Ellis ez al., 2004, 2005; Suzuki ez 4L}, 2005alb). Obwohl beide Proteine im N-Terminus keinerlei Ho-
mologie zueinander aufweisen, scheinen sie dhnliche zellulire Funktionen zu haben. ZnT'S und ZnT6
bilden demnach ein Hetero-Oligomer und transportieren Zn in das #rans-Golgi Netzwerk (Suzuki
et al.,[2005a). Es wurde durch die Autoren gezeigt, dass die Zn-Beladung — und somit Aktivierung —
der extrazytosolisch tiber GPI-verankerten alkalischen Phosphatase kritisch von der Funktion dieser
beiden Proteine abhingt. ZnT'7 transportiert ebenfalls Zn in das #rans-Golgi Netzwerk — allerdings
als Homo-Dimer (Suzuki ez 2/, 2005b). Ein dhnliches Heteromer wie durch ZnT'5/ZnT6 scheint auch
durch die verwandten CDF-Proteine Msc2p und Zrgl7p gebildet zu werden (Ellis ez 2£,2005). Es wur-
de gezeigt, dass diese beiden Proteine Zn in das ER transportieren und den Phinotyp der 7sc2 Mutante
synergistisch komplementieren. Die heterologe Expression von ZnT'S und ZnT6 in sc2 komplemen-
tierte ebenfalls deren Phinotyp, aber nicht die Expression von ZnT'S oder ZnT'6 alleine. Die dhnliche
Funktion dieser phylogenetisch nur entfernt verwandten Proteine aus H. Sapiensund S. cerevisae deutet
darauf hin, dass auch A#fMTPI2 eine entsprechende Funktion im Zusammenspiel mit einem weiteren

CDF in A. thaliana haben konnte. Die durch ATGENEXPRESS und MPSS angezeigten Transkript-

126



6.3 ATMTP2 1ST IM ENDOMEMBRANSYSTEM DER ZELLE LOKALISIERT UND VERMITTELT IN HEFE 7ZN-

UND CO-DETOXIFIZIERUNG

mengen deuten darauf hin, dass ##MTP12 nahezu ubiquitir in der gesamten Pflanze exprimiert wird.
Nur in Pollen werden keine nennenswerten Transkriptmengen gefunden, wohingegen im Hypocotyl,

im Rosetten-Xylem und in der Wurzelhaarzone erhéhte Transkriptmengen vorliegen.

6.3 AtMTP2 istim Endomembransystem der Zelle lokalisiert und

vermittelt in Hefe Zn- und Co-Detoxifizierung

Aus dem Einfluss von A#MTP2 auf die Metalltoleranz verschiedener Hefe-Mutanten (Abschnitt[4.2.1)
wurde geschlossen, dass A#ZMTP2 hauptsichlich Zn-, aber auch Co- und in sehr geringerem Mafle Fe-
Detoxifizierung vermittelt. Diese Metalle sind bekannte Substrate fur eine Reihe prokaryotischer oder
eukaryotischer CDF-Proteine (Haney ez 4/., 2005; |Gaither und Eide} 2001)). Die verfiigbaren Daten
legen nahe, dass CDF-Proteine generell zweiwertige Ubergangsmetalle von der zytoplasmatischen Sei-
te einer Membran auf die extrazytoplasmatische Seite transportieren (Gaither und Eide, 2001)). Inso-
fern stellte sich die Frage, ob die erh6hte Zn und Co-Toleranz durch Export aus der Zelle vermittelt
wird oder durch Sequestrierung in ein intrazellulires Kompartiment. In der Aminosiuresequenz von
AtMTP2 befindet sich direkt nach dem Start-Methionin ein XXRR-Motiv, dass hiufig bei ER-resi-
denten Proteinen gefunden wird (Teasdale und Jackson, 1996). Allerdings konnte keines der zehn von
Aramemon abgefragten Programme eine eindeutige Vorhersage beziiglich der subzellularen Lokalisie-
rung treffen. Um der Frage der subzelluliren Lokalisierung experimentell nachzugehen wurden N- und
C-terminale Fusionen von AtMTP2 mit EGFP in Hefe, A. thaliana-Protoplasten und in stabil trans-
formierten A. thaliana Pflanzen exprimiert. Hierbei wurde fiir EGFP-Fusionen am C-Terminus von
AtMTP2 sowohl in Hefe als auch in Protoplasten und in stabil transformierten Pflanzen ein fir ER-
Lokalisierung typisches Netzwerk beobachtet (Abschnitt[4.12)und [4.13). Bei der N-terminalen Fusi-
onvon EGFP an AtMTP2 wurde in pflanzlichen Zellen auch in vakuoliren Membranen ein deutliches
Signal detektiert. Auch wenn bisher tiber das Zargeting von Membranproteinen zu ihren Zielmembra-
nen wenig bekannt ist, konnte dies mit der Maskierung des XXRR-Motivs durch das fusionierte EGFP
erklirt werden. Es ist bekannt, dass die N-oder C-terminale Fusion von Proteinen Signalsequenzen
maskieren kann, weshalb GFP alternativ auch innerhalb eines Proteins inseriert werden kann (Tian
et al.,2004). Bei Membranproteinen bietet sich hierfiir eine vorhergesagte zytoplasmatische Domine
an.

Aufgrund der EGFP-Fusionen ist nicht endgiiltig zu entscheiden, ob AtMTP2 ausschliefflich im ER
lokalisiert ist. Auch im Fall der C-terminalen Fusionen sind zum Teil vesikulare Strukturen zu erkennen
(Abbildung|4.13)). Neuere Erkenntnisse machen deutlich, dass das Konzept von klar unterscheidbaren
Organellen entlang des secretory pathway, die durch vorwirts und riickwirts gerichtete Vesikel versorgt

werden, moglicherweise keine genaue Wiedergabe der Situation in der Zelle ist (Hawes und Satiat-
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Jeunemaitre, 2005). Vielmehr scheinen die membranumhiillten Kompartimente des ER, des Golgi-
Systems und des #7ans-Golgi-Netzwerks durch ein dynamischen Membrankontinuum verbunden zu
sein. Hierbei wird eine zunehmende »Reifung« des sekretorischen Systems in Richtung der Plasma-
membran beobachtet, was sich unter anderem durch diverse Gradienten (Metabolit, pH-Wert) und
durch die Differenzierung von Proteinen und Membranen kennzeichnet. Auch wenn das native Ziel
eines neusynthetisierten Membranproteins die vakuolire- oder Plasmamembran ist, besteht die Mog-
lichkeit der Detektion des Proteins auch in allen Kompartimenten entlang des secretory pathway auf
dem Weg zur Zielmembran. Idealerweise ist die Akkumulation des Proteins am Ort seiner biologischen
Aktivitit am hochsten, aber es ist nicht auszuschlieflen, dass die Akkumulation in mehreren Komparti-
menten cine biologisch Funktion hat (z. B. Bereithaltung des Proteins fiir den Zeitpunkt des Bedarfs).
Tatsichlich sind solche multisubzellulir lokalisierten Proteine bekannt (Silva-Filho, 2003). Allerdings
handelt es sich bei den meisten bekannten Proteinen nicht um Proteine des secretory pathway, sondern
um solche, die gleichzeitig zu Mitochondrien und Chloroplasten geleitet werden. Fiir einige Proteine
wurde beobachtet, dass sich die Lokalisierung in Abhingigkeit von externen Stimuli andert. Eine hier-
durch erreichte posttranslationale Regulation wurde bei Cu- und Zn-Aufnahmesystemen beobachtet:
Endozytose dieser Aufnahmesystemen trat bei Cu bzw. Zn defizienten Zellen nach der Wiederversor-
gung mit diesen Metallen im Fall des Cu-Transporters HsCRT1 bzw. im Fall der Maus-Zn-Transporter
MmZIP1, -2, -3 und -4 auf (Petris ez 4/.,2003; Kim ez al., 2004; \Wang ez al., 2004). Dies wurde auch
bei Hefe-Homologen beobachtet (Gitan ez 2/.,|1998; |Gitan und Eide, 20005 |Pena ez 4/.,[2000). Durch
diese Regulation wird vermutlich sichergestellt, dass die Zelle nach der Wiederversorgung nicht mit
diesen Metallen tiberflutet wird. Diesem Konzept folgend ist es durchaus vorstellbar, dass A#ZMTP2
sowohl in Membranen des ER akkumuliert, transient in Golgi Stapeln lokalisiert ist, aber auch in den
Membranen von prevakuoliren Vesikeln und der Vakuole akkumuliert. Wie in Abschnitt gezeigt
wurde, wird A#MTP2 nur bei Zn-Defizienz in der Wurzelspitze exprimiert. Zur Uberpriifung, ob sich
die Lokalisation von 4A#MTP2 in Abhingigkeit von einem Zn-Stimuli dndert, wurden Zn-defizien-
te p358::EGPF-MTP2 und p35S::MTP2-EGFP Pflanzen auf Zn-Uberschuss-Medien transferiert. Es
konnte allerdings keine deutlich sichtbare Anderung der Lokalisation festgestellt werden. Bevor weit-
reichende Schliisse aus der subzelluliren Lokalisation von AtMTP2 gezogen werden, sollte diese al-
lerdings mit alternativen Methoden iiberpriift werden (Abschnitt[6.5) — unter anderem mit den nun
verfiigbaren Pflanzen, die EGFP-Fusionsproteine unter Kontrolle des nativen pM7TP2-Promotors ex-
primieren. Bisher kann somit keine eindeutige Aussage getroffen werden, ob die Zn- und Co-Toleranz
von Hefe hauptsichlich durch Transport dieser Metalle in das ER oder in die Vakuole oder in beide
Kompartimente vermittelt wird. Die Vermutung, dass alle CDF-Proteine einem H*/Me?* Antiport-
Mechanismus folgen (Abschnitt[1.2.3), lisst die Frage aufkommen, ob die durch 4#MTP2 vermit-
telte Zn-Toleranz tatsichlich durch Zn-Transport in das ER erklart werden kann. Fiir eukaryotische

Zellen wurde etabliert, dass der pH-Wert im ER nahezu neutral ist (pH =72) und zudem die Mem-
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bran des ER hochdurchlassig fur H* ist (Kim e 4/.,1998; Paroutis ez al., 2004). Entlang des secretory
pathway nimmt der pH-Wert bis zu einem Wert von = 6 im #rans-Golgi Netzwerk ab. Die Identifi-
zierung von ER-lokalisierten Mitgliedern der CDF-Familie (z. B. Msc2 und Zrgl7, [Ellis ez al., 2005)
belegt, dass der Transport tiber diese Membran mdéglich ist. Entweder deutet dies auf einen H*-un-
abhingigen Transportmechanismus oder der aktive Transportkomplex befindet sich in Sektionen des
ER, die in Richtung der Abspaltung von Golgi-Cisternen bereits saurer als pH 7,2 sind (s. oben und
Modell in |[Paroutis ez 4/, 2004)). Hierbei ist interessant, dass fiir die S. cerevisae-CDF-Proteine der va-
kuoliren Membran Zrcl und Cotl gezeigt wurde, dass sie auf ihrem Weg durch das System des se-
cretory pathway Zn in das ER transportieren (Ellis ez 4/l 2004). Bei diesen CDF-Mitgliedern wird
davon ausgegangen, dass es H*/Me?* Antiporter sind (MacDiarmid ez 4/} 2002). Allerdings ist trotz
eines mittlerweile existierenden molekularen Modells fiir den H*/Me?* Antiport-Mechanismus pro-
karyotischer CDF-Proteine (Haney ez 4/, 2005; Wei und Ful[2006) nach wie vor unklar, ob alle CDF-
Mitglieder denselben Transportmechanismus haben, ob der Austausch auch gegen andere Kationen als
H+ erfolgen kann (z. B. K* im Fall von CzcD, |Guffanti ez 4/ 2002)) und welche Rolle das Membran-
potential A¥spielt. Auch in S. pombe wurde mit Zhf ein ER-lokalisiertes Mitglied der CDF-Familie
identifiziert (Clemens ez 4/, 2002), welches aber eine grundsitzlich andere Funktion als Msc2/Zrgl7
hat. Diese Protein transportiert wie A#MTP2 Zn und Co, aber auch Cd. Es wurde gezeigt, dass die Zn-
und Co-Hypersensitivitit von zhf auf die Unfahigkeit dieser Mutante zurtickgeht, das ER als Speicher
fur tiberflissiges Zn und Co zu nutzen. Damit wurde gezeigt, dass das ER in S. pombe trotz seiner zel-
lularen Schliisselfunktion bei der Proteinsynthese als Speicher fur diese Metalle genutzt werden kann.
Es wurde allerdings auch gezeigt, dass dies nicht fiirr Cd zutrifft. Die toxische Wirkung dieses ebenfalls
von Zhf transportierten Substrates nimmt vielmehr mit steigender Cd-Konzentration im ER zu. Im
Gegensatz zur zhf Mutante wurde bei 72s¢2 und zr¢17 keine erhohte Zn-Sensitivitit beobachtet (Ellis
et al., 2005, 2004). Dies konnte ein Hinweis auf unterschiedliche Transportmechanismen mit unter-
schiedlicher Triebkraft sein. Allerdings konnte es auch auf fundamentale Unterschiede in der Funktion
oder der Aufgabenverteilung der subzelluliren Kompartimente in S. pombe und S. cerevisae zurtickzu-
fithren sein. Zur Uberpriifung der Annahme, dass die erhohte Zn-Toleranz von zrc! cot1 auf den Zn-
Transport in das ER durch A#fMTP2 zuriickgeht, wurde A#MTP2 in der msc2-Mutante exprimiert.
Diese Mutante zeigt bei niedrigen Zn-Konzentrationen eine deutlich ausgepragtere Unfolded Protein
Response (UPR) als der Wildtypstamm, was durch Transformation mit Msc2 komplementiert wurde
(Ellis ez al., 2005} 2004). Heterologe Expression von A#MTP2 in dieser Mutante komplementierte
allerdings die Zn-Defizienz-induzierte UPR nicht (Abbildung . Dies ist verwunderlich, da bis-
her alles darauf hindeutete, dass Zn durch 4#MTP2 in Hefe in das Endomembransystem transportiert
wird. Diese Resultate sollten daher durch heterologe Expression von A#MTP2 in der zhf-Mutante von
S. pombe tiberpriift werden. Es ist nicht ausgeschlossen, dass AtMTP2 wie in Arabidopsis auch in Hefe

partiell in der vakuoldren Membran lokalisiert ist und nur hier Transportaktivitit zeigt. Moglicherwei-
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se wird fiir die Aktivitit der im ER lokalisierten A#MTP2-Proteinfraktion die Interaktion mit einem
unbekannten 4. thaliana Protein benétigt — analog zum aktiven Msc2/Zrgl7 Heteromer-Transport-
komplex in Hefe. In Erweiterung des in AbschnittGesagtem, konnte AtMTP12 in A. thaliana das
zu ScMsc2-orthologe Protein sein und AtMTP2 konnte das A. thaliana-Orthologe von ScZrgl7 sein.
Dies ist allerdings rein spekulativ und kann fir ##MTP2 noch weniger anhand von Sequenzhomo-
logien belegt werden als fir A#MTP12. Auch die Darstellung der verwandtschaftlichen Beziehungen
zwischen den CDFs aus Hefe, Menschen und Arabidopsis als phylogenetischer Baum liefert keine Hin-
weise (Abbildung.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die erhohte Zn- und Co-Toleranz der Hefemutanten
auf die Speicherung dieser Metalle durch 4tMTP2 im ER zuriickgehen kdnnte, aber die Ergebnisse
mit der msc2-Mutante cher fiir Transport in ein anderes Endomembransystem sprechen. Obwohl die
subzellulare Lokalisierung von A#MTP2 nicht vollstindig geklart werden konnte, zeichnen sich fir

AtMTP2 zwei in den nichsten Kapiteln erérterte mogliche Funktionen in der Pflanze ab.

6.4 AtMTP1I, -2 und -3 erfiillen spezifische Funktionen in der
Whurzel der Panze.

In der Einleitung wurde die Frage aufgeworfen, ob die 12 Mitglieder der CDF-Familie in A. thaliana
redundante Funktionen erfiillen oder ob jedes Mitglied eine spezifische Funktion hat. Fir A#MTP1
und A*rMTP3 wurde bereits gezeigt, dass die Funktionen der beiden Transporter nur teilweise tiber-
lappen (s. Abschnitt Arrivault ez 4/.,[2006; Kramer, 2005)). Fir die Wurzel ergibt sich demnach
folgendes Bild: A#MTP1 wird in jungen aktiven Geweben wie der meristematischen Zone und der
Elongationszone der Wurzel bei allen externen Zn-Konzentrationen in gleichem Mafle exprimiert.
Die gezeigte Zn-Transportaktivitit und die Lokalisation in der vakuoliren Membran lassen es es wahr-
scheinlich erscheinen, dass A#MTP1 in diesen Geweben zwei Funktionen erfiillt: Zum ersten sorgt es
mutmafilich fur den Aufbau eines vakuoliren Zn-Speichers, den die reife Zelle jederzeit re-mobilisieren
kann. Fiir Samen wurde gezeigt, dass NRAMP3 und -4 die Rolle der Zn-Mobilisierung aus der Vakuole
bei der Samenkeimung tibernehmen (Lanquar ez 4/.,[2005)). Bisher ist nicht bekannt, ob auch in ande-
ren Geweben die Mobilisierung von vakuolirem Zn durch Mitglieder der NRAMP Familie erfolgt.
Aufgrund des Transports von Zn in die Vakuole kann 4#MTP1 auch vor Zn-Uberschuss schiitzen.
Abhingig von der Stabilitit dieses Proteins, ist es durchaus moglich, dass es diese Funktion auch noch
in dlteren Zellen hat, in denen keine Promotoraktivitat festgestellt wurde. Fiir ##ZMTP1 wurde bisher
nicht untersucht, in welchen Zelltypen der trankriptionsaktiven Wurzelzonen der pMTPI-Promotor
aktiv ist. Bei der Erstellung der Bilder in Abbildungwurde der Eindruck gewonnen, dass A#zMTP1

hier in allen acht Zellschichten exprimiert wird, was fiir eine Primarfunktion von 4#MTP1 beim Auf-
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bau eines Speichers fir ein essentielles Metall in jungen Zellen spricht. In Abbildungist deutlich zu
erkennen, dass bei Zn-Uberschuss die pMTP3-Promotoraktivitat in der Zone der Wurzel erkennbar
wird, in der mit zunehmender Distanz zum Wurzelapex die pMTPI-Promotoraktivitit zum erliegen
kommt: in der Wurzelhaarzone. Von|Arrivault ez /| (2006) wurde weiterhin gezeigt, dass pM T P3-Pro-
motoraktivitit nur in Epidermis- und Kortexzellen der Wurzel auftritt. Folglich ibernimmt A#ZMTP3
moglicherweise in Epidermis- und Kortexzellen der restlichen Wurzel bei Zn-Uberschuss die Aufgabe
von AtMTP], weiterhin Zn in die Vakuole zu transportieren und damit das Zytoplasma vor hohen
Zn-Konzentratioenn zu schiitzen. Nach den Expressionsdaten der heterologen Expression in Hefe zu
urteilen, kann A#MTP3 - im Gegensatz zu A#fMTP1 - auch verstirke Co transportieren. Dies unter-
stiitzt die Annahme, dass die primire Rolle von A#fMTP3 die Detoxifizierung von Zn im Zytoplasma
ist. Aufgrund der durch diesen Prozess vermittelten Zn-Immobilisierung in der Wurzel, also der Ent-
fernung von Zn aus dem Transportweg in Richtung Xylem, wird vermutlich unerwiinschter Transport
in den Spross unterbunden |Arrivault ez 4/ (2006).

AtMTP2 ist nach Kenntnis des Autors das erste bekannte CDF-Gen, dessen Expression nur bei Zn-
Mangel induziert wird. Anhand von Reporterlinien konnte Promotoraktivitit nur unter Zn-Defizienz
und nur in zwei Zonen von Wurzelspitzen festgestellt werden (Abbildungf4.9). Wie fiir 4#MTP3 legen
die Hefe-Expressionsdaten nahe, dass 4#MTP2 Zn und Co transportiert. In Anbetracht der moglichen
subzelluliren Lokalisierung im ER wurde die Hypothese aufgestellt, dass durch 4#ZMTP2 Schutz beim
Ubergang von Zn-Defizienz auf Zn-Uberschuss-Bedingungen (»Zn-Schock «) gewihrleistet wird: In
Hefe wurde beobachtet, dass hierfiir zwei Regulationsmechanismen existieren: Zum einen wird das
Haupt-Zn-Aufnahmesystem Zrtl durch Endozytose aus der Plasmamembran entfernt (Gitan ez 4l
2003, s. auch oben) und zum anderen wird das im Ubermaf in die Zelle einstrémende Zn durch Zrcl
in die Vakuole weitergeleitet (MacDiarmid ez 4l.,2003) und somit detoxifiziert. Ein mogliches Szena-
rio wire, dass die Expression von AtMTP2 in Vorbereitung auf einen solchen Zn-Schock erfolgt und
das hierbei in die Zelle im Ubermaf einstrémendes Zn durch Transport ins ER detoxifiziert wird. In
Anbetracht der Bedeutung des ER fiir die Zelle kann nicht davon ausgegangen werden kann, dass das
ER die selbe Zn-Akkumulationskapazitit wie die Vakuole hat. Allerdings erscheint es insbesondere
nach Wachstum unter Zn-Mangelbedingungen plausibel, dass im ER fiir den Fall eines Zn-Schocks
genug Zn-Aufnahmekapazitit vorhanden ist. Die mogliche Funktion des ER bei der Co- und Zn-De-
toxifizierung wird durch die Entdeckung eines solchen Mechanismus in S. pomzpe unterstiitzt (Clemens
et al.,2002). Im Falle des Zutreffens dieser Zn-Schock-Hypothese sollte die 7#p2-S3-Mutante unter
Zn-Schock-Bedingungen Wachstumsnachteile gegeniiber dem Wildtyp haben. Hauptproblem bei die-
sen Experimenten, bei denen das Wurzellingenwachstum quantifiziert wurde, waren unkontrollierba-
re Zn-Kontaminationen. Wenngleich in zwei Experimenten deutlich Zn-Schock beobachtet werden
konnte, war kein Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante bei der Reaktion auf Zn-Schock zu er-
kennen (Abschnitt[4.2.6)). Bei diesen zwei Experimenten wurde allerdings ein starker Wachstumsun-
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terschied zwischen Wildtyp und Mutante beim Wachstum unter Zn-Defizienz beobachtet. Das deut-
lich schlechtere Wachstum des Wildtyps war bei allen Folgeexperimenten nicht mehr so ausgeprigt,
wobei bisher nicht mit Sicherheit geklart werden konnte, ob der Wachstumsunterschied tatsichlich
nur bei starker Zn-Defizienz auftritt und nur aufgrund der Zn-Kontaminationen nicht so deutlich
reproduziert werden konnte. Ein weiterer moglicher Erklirungsgrund konnte unterschiedliche » Fit-
ness« der Wildtyp- und m#p2-53-Samen sein, obwohl diese zum selben Zeitpunkt unter identischen
Bedingungen erzeugt wurde. Unterschiedliche Fitness der Samen konnte auch auf eine Erkrankung
der Mutterpflanzen zuriickzufithren sein, aber auch z. B. die Behandlung bei der Sterilisation der Sa-
men hat hierauf einen Einfluss. Unabhingig hiervon stellte sich aufgrund des grofSen Einflusses von
Zn-Kontaminationen auf das Wurzellingenwachstum heraus, dass die Quantifizierung des Wurzel-
laingenwachstum zu fehleranfillig als Basis fir die Charakeerisierung eines Zn-Schock-Phinotyps ist.
Daher sollen bei zukiinftigen Experimenten andere molekulare Marker fiir den Stress der Zelle unter
Zn-Defizienz- sowie Zn-Schock-Bedingungen gemessen werden.

Zum Zeitpunkt der Verfolgung der Zn-Schock-Hypothese war allerdings noch nicht bekannt, in
welchen Zelltypen der Wurzelspitze AtMTP2 exprimiert ist. Im Fall der Zn-Detoxifizierung unter den
Bedingungen eines Zn-Schocks ist zu erwarten, dass dieselben Zelltypen geschiitzt werden miissen wie
bei Zn-Uberschuss. A#MTP3, dessen Hauptfunktion der Schutz fir ibermifligen Zn-Konzentratio-
nen ist, wird in epidermalen- und Kortexzellen exprimiert. Im Gegensatz hierzu zeigte die Expressi-
on von N- und C-terminalen A#tMTP2/EGFP-Fusionskonstrukten in stabil transformierten 4. thal-
iana-Pflanzen unter Kontrolle des nativen Promotors, dass die Expression von AtMTP2 ausschliefSlich
auf die Epidermis beschrinke ist (/-M und Q-S in Abbildung . In der meristematischen Zone
der Wurzel tiberdeckt sich der Bereich der pMTPI- und pMTP2-Promotoraktivitit nahezu. Insofern
AtMTP1 in dieser Zone translatiert wird und tatsichlich in allen acht Zellschichten aktiv ist (vergl.
oben), spricht gegen die Bedeutung von A#fMTP2 bei einem Zn-Schock das Argument, dass Az MTP1
diese Funktion iibernehmen kénne und méglicherweise auch bei Zn-Schock tiberschiissiges Zn in die
Vakuole transportiert. Der Schutz aller Zelltypen im Fall zu hoher Zn-Konzentrationen erscheint in
Anbetracht des in dieser Zone noch nicht ausgebildeten Casparischen Streifens sinnvoll: erst durch
die Ausbildung des Casparischen Streifens in nichtwachsenden Wurzelzonen unterliegt der Wasser-
und Nahrstofftransport — mutmafllich auch der Zn-Transport — in den Zentralzylinder der Kontrolle
und Selektion der Endodermiszellen (Taiz und Zeiger, 2002a), wodurch vermutlich bei zu hohen Zn-
Konzentrationen die Zellen innerhalb der Endodermis geschiitzt sind.

Aufgrund dieser Informationen ist auch eine andere als die »Zn-Schock«-Funktion fir A#ZMTP2
vorstellbar: Die Stelle der Aufnahme von Mineralien in der Wurzel wird kontrovers diskutiert und
hiangt zum Teil vom Mineral als auch von der Pflanzenspezies ab (Taiz und Zeiger, [2002b)). Generell
ist die Aufnahme von Ionen in der Wurzelhaarzone am gréfiten. Die meristematische Zone kann nicht

tiber das Xylem mit Mineralien versorgt werden, da Wasser und Mineralien im Xylem nur nach oben
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transportiert werden konnen. Insofern auch das Protophloem in dieser Region nicht in der Lage ist die
dort befindlichen Zellen mit Zn zu versorgen, miissen diese Zellen die benétigten Mineralien selbst
aus der Umgebung aufnehmen. Wie schon erwihnt, ist in der Zone zwischen Wurzelkappe und Elon-
gationszone ist noch keine Endodermis ausgebildet. Durch die Ausbildung des Casparischen Streifen
in ausgewachsenen Zellen kénnen Mineralien nicht im Apoplast in den Zentralzylinder eindringen.
Die freie Bewegung von aufgenommenen Mineralien ist allerdings vom Wurzelapex bis zur Differen-
zierungszone moglich, wodurch sich hier jede Zelle durch die Aufnahme von frei im Apoplast diffun-
dierenden Ionen selbst versorgen kann. Weiter Aufwirts ist dies nicht mehr maoglich: alle Zellen au-
Berhalb des Casparischen Streifens haben zwar nach wie vor Zugang zu in die Wurzel eindringenden,
frei beweglichen Ionen im Apoplast, aber fir die Versorgung von Zellen innerhalb der Endodermis
muss jedes Ion zumindest einmal in den Symplast aufgenommen werden. Danach kann es tiber Plas-
modesmen weiter im Symplast von Zelle zu Zelle geleitet werden oder es wird wieder in den Apoplast
innerhalb des Zentralzylinders abgegeben, z. B. auch im Xylem. Die Aufnahmefahigkeit der Wurzel
wird durch zwei Faktoren bestimmt: Durch die Wurzeloberfliche und durch die Fahigkeit zu wach-
sen. Wachst eine Wurzel zu langsam, sinkt die Konzentration von bioverfugbaren Mineralien in der
Wurzelumgebung schnell, wenn durch Diffusion nicht mit derselben Geschwindigkeit Mineralien aus
umgebenden Erdbereichen nachstromen. Obwohl in der umgebenden Erdschichten genug Minera-
lien vorhanden sein kénnten, entsteht hierdurch lokal um die Wurzel eine Defizienz. Sinkt z. B. die
Konzentration von bioverfiigbaren Zn — entweder durch langsames Wurzelwachstum, durch Umwelt-
einfliisse oder durch Wachstum der Wurzel in eine Erdschicht ohne Zn — hat dieser Zn-Mangel seine
grofte Wirkung wahrscheinlich in sich teilenden, elongierenden und ausreifenden Zellen der Wurzel-
spitze, also in jungen transkriptionsaktiven Zellen, die viele Zn-bendotigende Proteine synthetisieren
miissen. In solchen Zellen wurde auch fir ##MTP1 Promotoraktivitit gezeigt (Desbrosses-Fonrouge
et al.,[2005, Abbildung . Da AtMTP1 hier wahrscheinlich auch aktiv ist, kann hierdurch Zn -
moglicherweie auch unerwiinscht — in die Vakuole transportiert werden. Eine weitere Moglichkeit des
Verlusts von Zn unter Zn-Mangelbedingungen liegt in der Zn-Bindungskapazitit des Apoplasten: Die-
ser Raum zwischen den Zellen besteht hauptsichlich aus Zellwinden und nimmt zwischen 5 und 20 %
des gesamten Gewebevolumens ein und Wasser kann in diesem Raum frei diffundieren. Aufgrund der
enorm grofSen wasserzuganglich Oberflache der Zellwinde bietet der Apoplast eine grofSe Zahl unspe-
zischer Zn-Bindungsstellen. Dies fihrt zu einer weiteren Senkung der ohnehin schon niedrigen Zn-
Konzentration. Unter Zn-Mangelbedinungen kann in der Region zwischen Wurzelapex und der Zone
des ausgebildeten Casparischer Streifens vermutlich jede Zelle Zn durch High Affinity Aufnahmesyste-
me der ZIP-Familie aus dem Apoplast aufnehmen. Bevor dieses Zn im ER angelangt, besteht wiederum
die Moglichkeit der Zn-Verknappung durch die enorme Zn-Bindungskapazitit des Zytoplasmas. Fiir
Hefe und Siugerzellen wurde gezeigt, dass das ER ein Ort erhohten Zn-Bedarfs ist: So wird z. B. in

B-Zellen des Pankreas Zn fiir die Zusammensetzung von Proinsulin zu Homohexameren im ER be-
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nétigt (Huang und Arvan||1995). GPI-verankernde Enzyme (GPI-Phosphocthanolamintransferasen)
sind ER-residente Enzyme, die wie alle Mitglieder der Superfamilie der alkalischen Phosphatasen Zn
im aktiven Zentrum tragen (Galperin und Jedrzejas, 20015 Mann ez 4/} [2004). Scjlp, ein DnaJ-ho-
mologes ER-residentes Chaperon aus Hefe, hat zwei Zinkfinger-Motive und benétigt vermutlich Zn
fiir seine Funktion (Linke e 4/, 2003} Ellis ez 4/, 2004). Es ist davon auszugehen, dass auch Pflan-
zen fur Zn-Beladung ER-residenter Zn-Metalloproteine und von Zn-Metalloenzymen des secretory pa-
thway Zn im ER benotigen. Moglicherweise wird unter Zn-defizienten Bedingungen durch AtMTP2
die Zn-Versorgung des ER in den beiden 4AtMTP2-expressionsaktiven Wurzelzonen (Abbildung
und gewihrleistet: Mutmaflich sinkt in radialer Richtung hin zum Wurzelzentrum die ohne-
hin niedrige Konzentration aufgrund des Verlusts im Apoplasten sowie durch die zellulire Zn-Auf-
nahme. Epidermalen Zellen steht demnach von allen Zelltypen in diesen Wurzelzonen vermutlich das
meiste Zn zur Aufnahme zur Verfiigung. In einem solchen Szenario konnte A#MTP2 das in die epi-
dermalen Zellen aufgenommene Zn in das ER weiterleiten. Zn kénnte dann innerhalb des ER tiber
Desmotubules'> von Zelle zu Zelle gelangen. Hierdurch wire moglicherweise die Versorgung des ERs
aller Zellen in den Wurzelzonen gewihrleistet, in denen A#MTP2 in epidermalen Zellen aktiv ist. Es
ist auch vorstellbar, dass durch ein bisher unbekanntes, ausschlieflich Epidermis-spezifisches zellula-
res Zn-Aufnahmesystem — hochstwahrscheinlich der ZIP-Familie — alles in der Umgebung der Wurzel
befindliche Zn aufgenommen wird, dieses durch 4#MTP2 in das ER transportiert wird und die Zn-
Versorgung aller nicht-epidermalen Zellen ausschlieflich tiber das ER verfolgt: Wenn alles Zn von epi-
dermalen Zellen aufgenommen wird und mithin kein Zn den Apoplasten erreicht, besteht auch nicht
die Gefahr des Zn-Verlusts durch Bindung an biologisch nicht essentielle Bindungsstellen im Apo-
plasten. Beim Modell, das Zn ausschliefSlich tiber das ER verteilt wird, miisste angenommen werden,
dass Zn-Transport im ER effizienter erfolgt, als tiber den Symplast. Dies ist durchaus maoglich, da bei
der Zn-Verteilung im ER die Gefahr des Zn-Verlusts durch 4#MTP1 vermittelten Transport in die
Vakuole nur in epidermalen Zellen besteht. Andererseits ist ein solcher Verlust hypothetisch, da un-
ter Bedingungen der Zn-Defizienz A#MTP1 auf Proteinebene inaktiviert werden kénnte. Bei beiden
Auslegungen des Modells wird zumindest im ER die Zn-Beladung von Zn-benétigenden Proteinen
gewihrleistet, was ein entscheidender Beitrag zur Aufrechterhaltung des Wurzellingenwachstums sein
konnte. Die Sicherstellung des Wurzellaingenwachstums konnte bei bestimmten Mineralmangelbedin-
gungen — moglicherweise bei Vernachlissigung aller anderen Prozesse — die hochste Prioritit haben:
Hierdurch versucht die Pflanze den Erdbereich des Mangels schnell zu durchwachsen, um wieder Zo-
nen mit erhohten Mineralkonzentrationen zu erreichen. Dies wurde in dieser Arbeit sehr deutlich bei
Zn-Mangel beobachtet (Abbildung und ebenso deutlich bei Cu-Mangel, der durch Knockout des
Kupferaufnahmesystems COPT1 erzeugt wurde (Sancenon ez al., 2004). Im Vergleich zu Kontroll-

B Desmotubules sind ER-Schliuche innerhalb von Plasmodesmen (Oparka und Roberts|[2001))
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bedingungen wurde unter Zn-Defizienz fast die doppelte Wurzellinge erreicht. Trotz des verstirkten
Whurzellingenwachstums ist in Abbildung die Zn-Defizienz der Pflanzen anhand der geringen
Biomasse der oberirdischen Pflanzenteile und dem deutlich Zn-defizienten Erscheinungsbild der Blat-

ter zu erkennen.

Die vorgeschlagene Rolle von 4#MTP2 bei der Zn-Verteilung unter Zn-Mangelbedingungen wird
durch das Muster der Expression von AtMTP2 in der Wurzel unterstiitzt: Promotoraktivitit wird
hauptsichlich in epidermalen Zellen der meristemtischen Zone der Wurzelspitze beobachtet Abbil-
dung u. , die sich durch junge isodiametrische Zellen mit einer hohen Proteinsynthese-
rate kennzeichnet (Scheres ez 4/.,2002). In diesen Abbildungen ist auch zu erkennen, dass die GUS-
Aktivitat bzw. die EGFP-Fluoreszenz in einigen Fillen auch ein wenig in die Elogationszone hinein-
reicht. Warum in der verbleibenden Elongationszone keine Promotoraktivitit detektiert wird, aber am
Anfang der darauf folgenden Wurzelhaarzone, erscheint beim vorgeschlagenen Modell der Funktion
von AtMTP2 nicht offensichtlich. Dieses Muster konnte mit den Pflanzen, welche EGFP-Fusionen
mit A#MTP2 unter Kontrolle des nativen Promotors exprimierten, bisher nicht beobachtet werden
(I-L u. Q- in Abbildung[4.13). Dies lag an der geringen Anzahl von unabhingigen Pflanzen der T)-
Generation (jeweils = 3 pro Fusionskonstrukt), die in diesem Experiment nach der Antibiothikaselek-
tion Zn-defizient gemacht werden konnten: Bei jeder dieser Pflanzen wurden wiederum nur zwei bis
drei Wurzelspitzen mit Expressionsaktivitit gefunden, die fast alle zu kurz waren, um beide Wurzel-
zonen klar zu unterscheiden (vergl. I-L u. Q-S in Abbildung[4.13] Da das GUS-Protein N-terminal
mit den ersten zwei Transmembranhelices von AtMTP2 fusioniert ist (Abschnitt, ist es nicht un-
wahrscheinlich, dass die GUSProteine eine ahnliche Stabilitit wie die A#ZMTP2-GFP-Fusionsproteine
haben und bei weiteren Experimenten mit den EGFP-Linien dasselbe Expressionsmuster wie fur die
GUS-Linien gefunden wird. Auf Grundlage der pMTP2:: GUS-Experimente bieten sich mehrere Er-

klarungsmoglichkeiten fiir die Existenz von zwei transkriptionsaktiven Wurzelzonen an:

1. Der pMTP2 Promotor wird tiglich nur einmal angeschaltet und die Distanz zwischen den bei-
den Zonen geht auf das Wachstum in der Zwischenzeit zurtick. Dass teilweise keine pMTP2-
Promotraktivitit in der meristematischen Zone beobachtet wurde (Abbildungu., konn-
te darauf zurtickgehen, dass die Transkriptionsaktivitit der verschiedenen Wurzelspitzen nicht
vollstandig synchronisiert ist. In diesem Fall miisste es rein statistisch in einigen Fillen allerdings
auch Promotoraktivitit zwischen den beiden beobachteten Zonen geben, was nicht der Fall war.

2. In der Elongationszone ist die Verteilung von Zn im ER méglicherweise unerwiinscht, da hier-
durch Zn auch an Zellen verloren gehen wiirde, die in dieser Zone zu (totem) Xylem differenzie-
ren. In der beginnenden Wurzelhaarzone wird A#MTP2 dann evtl. nur kurz wieder angeschaltet,
um das ER der sich ausdifferenzierten Wurzelzellen wieder mit Zn zu versorgen.

3. Moglicherweise wird in der Elongationszone nicht soviel Zn fiir die Synthese von Metallopro-
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teinen im ER benatigt, da die Zellelongation hauptsichlich durch Aufnahme von Wasser mit
Vergroflerung der Vakuole und durch Wachstum der Zellwand charakeerisiert ist. Eventuell wur-
den alle Zn-benétigenden Proteine, die fiir die Synthese der Zellwand und von Lipiden wihrend
der Zellelogantion benétigt werden bereits vor dem Eintritt der Zellen in die Elongationszone
synthetisiert.

4. Da die Wurzelhaarzone die Zone der beginnenden verstirkten Mineralaufnahme ist, konnte
durch die Aktivitit von A#MTP2 in dieser Zone eine Minimalversorgung des ER mit Zn ge-
wihrleistet werden, dass iber andere Systeme in der gesamten Wurzel verteilt werden kann.
AtMTP2 wird nur in wurzelhaartragenden Trichoblasten exprimiert, also in Zellen, die auf-
grund der der stark vergroflerten Oberfliche mehr Wasser und Nahrstoffe aufnehmen konnen.
Eine Erklarung warum 4#MTP2 nur in der beginnenden Wurzelhaarzone exprimiert wird, aber
nicht héher, konnte mit dem Wachstum der Wurzel durch Zn-armes Medium (/Erde) zusam-
menhingen: Aufgrund dieses Wachstum wird evtl. durch die Wurzelspitze nahezu alles umge-
bende Zn aufgenommen, wodurch die oberen Wurzelzonen von nahezu Zn-freiem Medium um-
geben werden. Wenn wiederum kein Zn in die epidermalen Zellen einstrémt, kann auch kein Zn
in das ER weitertransportiert werden. Die meristematische Zone stellt evtl. das einzige zusitz-
liche Gewebe dar, wo Zn-Aufnahme in das ER essentiell ist. In den Zellen der Elongationszone
konnte noch genug Zn und A#MTP2-Protein von dem Zeitpunkt vorhanden sein, als sich diese
Zellen noch in der meristematischen Zone befanden (R in Abbildung, so das keine zusitz-

liche Transkription nétig ist.

Gegen die Bedeutung von AtMTP2 bei der Aufrechterhaltung des Wurzelelongationswachstums bei
Zn-Defizienz spricht allerdings, dass fiir die 72£p2-§3 Mutante in keinem Fall ein geringeres Wurzellan-
genwachstum im Vergleich zum Wildtyp beobachtet wurden. Die Starke der erreichten Zn-Defizienz
kann aufgrund der unbekannten Zn-Kontamination bei den meisten Wurzelwachstumsexperimen-
ten nicht abgeschitzt werden kann (Abbildung . Nichtsdestotrotz zeigt Abbildung dass
Wildtyp- und m2¢p2-S3-Pflanzen zumindest in diesem Experiment ausreichend Zn-defizient waren, um
verstarktes Wurzelwachstum zu zeigen. Auch in diesem Fall wurde — im Widerspruch zur Erwartung —
tendenziell eher besseres Wachstum der A#MTP2-Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyppflan-

zen beobachtet.

6.5 Zukiinftige Experimente im Rahmen der Charakterisierung von

AtMTP2

Alle beiden vorgeschlagenen Modelle zur biologischen Funktion von A#fMTP2, das Zn-Schock-Mo-
dell und das Modell der Zn-Aufnahme und Verteilung tiber das ER, sind zu diesem Zeitpunkt durch
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experimentelle Daten weder bestitigt noch widerlegt. Sie bieten allerdings Anhaltspunkte fiir zukiinf-
tige Experimente. Zunichst sollte die subzellulire ER-Lokalisierung von 4A#MTP2 tiberpriift werden.
Pflanzen, die A#MTP2-Fusionen mit EGFP unter Kontrolle des nativen Promotors exprimieren, wur-
den bisher nur in der T,-Generation nach Anzucht in Gegenwart eines Antibiotika-Selektionsmarkers
und spiterem Transfer auf Medium ohne Antibiotika und ohne zugegebenes Zn analysiert. Vermut-
lich weil hierdurch in vielen Wurzelspitzen keine ausreichende Zn-Defizienz erzeugt werden konnte,
wurde nur in wenigen Individuen Fluoreszenz beobachtet. Die Verfiigbarkeit von Pflanzen der T,-Ge-
neration ermdglicht die direkte Anzucht auf Medium ohne Zn und ohne Antibiotika.!* Bei diesen
Experimenten kann leichter tiberpriift werden, ob auch bei Expression unter Kontrolle des nativen
pMTP2-Promotors die Lokalisation unabhingig von kurzfristigen Anderungen der Zn-Konzentrati-
on im Medium ist. Um mehr Sicherheit beziiglich der subzelluliren Lokalisierung zu gewinnen, sollte
in Protoplasten und Hefe noch die Co-Lokalisation mit Markern fiir das ER erfolgen. Bisher existieren
keine tiberzeugenden Fluoreszenzfarbstoffe fiir das ER,!* weshalb fiir diese Experimente fluoreszenz-
markierte Proteine benutzt werden sollten. Die subzellulire Lokalisierung auf Grundlage von GFP-
Fusionen ist allerdings mit einer gewissen Unsicherheit behaftet, die zum einen auf den unbekannten
Einfluss der GFP-Fusion auf die Lokalisation zurtickgeht und zum anderen auf die Interpretation der
Fluoreszenz-Bilder (Heazlewood e 2/12005). Bei Abfrage der SUBA-Datenbank nach GFP-lokalisier-
ten Proteinen wurden fiir 155 von 1093 Proteinen zwei unterschiedliche subzellulire Lokalisationen
gefunden, fiir 11 Proteine drei und fir drei Proteine sogar vier. Einige dieser multisubzelluliren Lokali-
sierungen sind sicher real und ein Teil der scheinbar widerspriichlichen Daten haben sicher biologische
Bedeutung. Die Erkenntnisse von Heazlewood ez 4l.| zeigen jedoch klar, dass mehrere Methoden zur
Lokalisation eines Proteins kombiniert werden sollten, um Sicherheit zu erlangen. Als alternative Me-
thode konnte die Bestitigung der ER-Lokalisation immunozytochemisch erfolgen (Satiat-Jeunemaitre
und Hawes, 2001)). Voraussetzung hierfir ist allerdings ein funktionaler Antikorper, der fir A#ZMTP2
bisher nicht existiert. Alternativ konnte eine Fusion von 4#MTP2 mit einem kurzen Tag — z. B. mit
HA - erzeugt werden. Nach der Transformation von Protoplasten konnte mit einem Antikorper gegen
HA die Markierung des Proteins iz situ erfolgen. Allerdings besteht auch bei immunohistochemischen
Methoden die Gefahr der fehlerhaften Lokalisierung aufgrund der vielen notwendigen Schritte.
Essentiell fiir die Uberpriifung der vorgeschlagenen Modelle der Funktion von 4#MTP2 ist ein
mitp2-Phinotyp sowie die Komplementation dieses Phanotyps durch A4#MTP2. Neben der homozy-
goten mp2-S3 Mutante wurde inzwischen cine zweite mutmaflliche Knockous-Linie (GK-851F09-

025842) in die T,-Generation propagiert. Zudem liegen Samen der F,-Generation der Riickkreuzung

4In der Prisenz von Antibiotika keimten Pflanzen ohne Zn nicht (Abschnitt

5Das positiv geladene Molekiil DiOC6(3) (Dihexaoxacarbocyaniniodid) wird hierfiir benutzt, akkumuliert allerdings
aufgrund des stirker negativen Membranpotentials von Mitochondien bei niedrigen Konzentrationen zunichst in diesen
und erst bei hoheren Konzentrationen im ER. In fixierten Zellen firbt DiOc6 alle intrazelluliren Membranen (Hawes
und Satiat-Jeunemaitre}2005).
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von mip2-§3 Mutante mit Col-0 vor. Hiermit sollte die Grundlage gegeben sein, einen identifizier-
ten Phinotyp eindeutig dem Knockout von AtMTP2 zuzuschreiben oder dies auszuschliefen. Wenn
ArMTP2 eine essentielle Funktion bei der Aufnahme von Zn in das ER unter Zn-Defizienz hat, ist
sehr wahrscheinlich, dass fir 72¢p2 stirkere Zn-Mangelsymptome auftreten, als beim Wildtyp. Wie fur
Hefe wurde auch in Arabidopsis eine Unfolded Protein Response (UPR) identifiziert, allerdings bisher
nur als Antwort auf Tunicamycin- und DT T-induzierten Stress (Martinez und Chrispeels, 2003)) und
nicht als Antwort auf Zn-Defizienz im ER. Zudem sind keine Promotorelemente wie in Hefe bekannt
(UPR Elements, UPRE), die UPR-Gene cindeutig kennzeichnen. Daher ist zum jetzigen Zeitpunke
schwer abzuschitzen, ob sich in Arabidopsis die Analyse der Transkriptmengen der vermutlich UPR-
induzierten Gene eignet, das Ausmafl von Zn-Mangel im ER zu quantifizieren. Von Ina Talke durchge-
fithrte Affymetrix Genechip®-Experimente zeigen (nicht publiziert), dass zumindest von einem UPR-
Gen, BiP3, die Transkription auch unter Zn-Defizienz hochreguliert wurde. Als alternative Metho-
de zur Uberpriifung der Theorie, dass Az MTP2 essentiell fir die Zn-Beladung von Proteinen im ER
ist, konnte man auch direke die Enzymaktivitit von vermutlich im ER mit Zn beladenen Enzymen in
vivo messen. Ein hiufig als vakuolarer Marker genutztes Enzym ist a-Mannosidase (Wilden und Chris-
peels|1983). Der Zn-Bedarf dieses Enzyms ist seit langem bekannt (Snaith und Levvy, 1968) und geht
wahrscheinlich bei allen Mitgliedern dieser Familie auf die aktive Beteiligung von Zn am katalytischen
Mechanismus zuriick (van den Elsen ez 4/, [2001)). Isoformen wurden entlang des secretory pathway in
Golgi-Stapeln, in der Vakuole und der Zellwand gefunden (Wilden und Chrispeels, 1983; van den El-
sen et al.,[2001). Es ist nicht unwahrscheinlich, dass die Zn-Beladung dieser Isoformen bereits direke
nach der Synthese im ER erfolgt. Daher ist es vorstellbar, das unter Zn-defizienten Bedingungen Unter-
schiede in der a-Manosidase-Aktivitat zwischen Wurzel-Proteinextrakten von m2#p2-S3-Pflanzen und
Wildtyppflanzen bestehen konnten.

Die meisten Ubergangsmetalle 16sen bei zu hohen Konzentrationen oxidativen Stress aus (Stohs
und Bagchi,|1995)), wohingegen fiir Zn im tierischen und bakteriellen System eine antioxidative Wir-
kung gezeigt wurde (Stohs und Bagchi, 1995; Bray und Bettger, 1990). Fiir Zn wurde vielmehr gezeigt,
dass Zn-Defizienz oxidativen Stress auslost, der durch Wiederversorgung mit Zn behoben werden kann
(Bray und Bettger, 19905 TateJr. e# al., |(1999; |Oteiza ez al., 2000). Es wurde durch Hammermueller,
et al.| (1987) demonstriert, dass bei Zn-Defizienz H,0, vom NADPH-abhingigen Cytochrom P450
entweicht. Umgekehrt wurde fur B. subtilis gezeigt, dass erhohte Zn-Konzentrationen das Wachstum
unter oxidativem Stress (Behandlung der Zellen mit H,0,) verbesserten (Rijstenbil ez al.,[1994). Die
antioxidative Wirkung von Zn basiert vermutlich auf der Verdringung von Redox-aktiven Metallen
von Bindungsstellen, an denen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen konnen (Stohs und Bagchil
1995). Andererseits gibt es Hinweise, dass in Pflanzen phytotoxische Zn-Konzentrationen ebenfalls
oxidativen Stress auslosen (Cuypers ez /., 2001). Oxidativen Stress konnte man anhand der Lipidper-

oxidation messen und vergleichen, ob unter Zn-Defizienz oder unter Zn-Schock Unterschiede zwi-
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schen m¢p2-8§3 und dem Wildtyp bestehen.

Fiir die Untersuchung der Regulation von A¢tMTP2-Transkriptmengen in Zusammenarbeit mit Ina
Talke und Marc Hanikenne wurden Wildtyppflanzen unter verschiedenen Bedingungen (-Zn, +Zn,
hoch Cd, hoch Co, hoch Mn, -Mn, hoch Fe, -Fe) hydroponisch angezogen. Es ist geplant hiermit die
Transkriptmengen von A#M7TP2 und einem Markergen fir Zn-Defizienz wie 4#ZIP4 unter diesen
Bedingungen zu bestimmen. Hiermit soll tiberpriift werden, ob die Transkription von AtMTP2 tat-
sachlich nur durch Zn-Defizienz hochreguliert wird. Aufgrund der engen Verkniipfung des gesamten
Metallhoméostasenetzwerks ist es vorstellbar, dass auch nicht-Zn-Behandlungen sekundir Einfluss auf
die Expression von AtMTP2 haben. So wurde z. B. fir AZIRT'1 gezeigt, dass Zn-Uberschuss sekundir
zu Fe-Defizienz fithre (Connolly ez 4Z}2002} s. Abschnitt[1.2)). Neben diesen Experimenten soll mit be-
reits vorliegendem Material (Stéphanie Arrivault) die gewebesspezifische Transkription von AtMTP2
tiberpriift werden. Weiterhin wurden m#p2-$3-Pflanzen unter Zn-Defizienz hydroponisch angezogen.
In dieser Mutante, sowie in der zweiten verfiigbaren 72£p2-Mutante (nach der Identifikation von ho-
mozygoten Pflanzen) sollen mittels q-RT-PCR die Transkriptmengen von verschiedenen Genen im

Vergleich zum Wildtyp tiberprift werden:

mutmaflliche Zn-Aufnahme- und Verteilungssysteme: IRT3, ZIP4, ZIP3, ZIP9
Gene der Chelatorsynthese: NAS2, NAS4

Zn-Export- und Verteilungssysteme: HMA?2, -3, -4; MTPI, -3, -4und 8
UPR-Gene: BIP2, BIP3, DERI-like

andere Metallhoméostasegene: IRT1 (Fe-Aufnahme), FER1 (Fe-Speicher)
Stressmarker bei Zn-Zugabe: At2g26150, HSP101

N W D

Die Quantifizierung der Transkripte dieser Gene ermdéglicht Riickschliisse auf Unterschiede im zellula-
ren Metallstatus von 7p2-§3- und Wildtyppflanzen unter Zn-Defizienz. Sollte z. B. Az MTP2 tatsich-
lich Zn in das ER transportieren, ist es vorstellbar, dass UPR-Gene bei Zn-Defizienz in der Knockout-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich stirker transkribiert werden. Die Quantifizierung von
Proteinen der Fe-Aufnahme und Speicherung konnte helfen aufzuklaren, ob 4#MTP2 einen Einfluss
auf die Fe-Homoostase hat: Fiir eine solche Moglichkeit spricht erstens, dass eine Beteiligung eines
A. thaliana-CDFs Proteins (A#MTP3) an der Fe-Homgostase bereits gezeigt wurde (Arrivault ez al|
2006) und zweitens zeigte Az MTP2 cinen leichten Einfluss auf die Fe-Sensitivitit einer Hefe-Mutante

(Abbildung(4.4).

Bisher nicht durchgefiihrt aber geplant ist die Bestimmung des Elementgehalts (insbes. Zn) in Wur-
zeln von mitp2-53- und Wildtyppflanzen mittels ICP OES, nachdem die Pflanzen auf Zn-freien Me-

dien angezogen wurden.
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6 DISKUSSION

6.6 Die ETV-Kopplung mit der ICP OES eignet sich als

Hochdurchsatzmethode

Die entwickelte Methode zur Analysen von Pflanzenmaterial ohne Siure-Aufschluss wurde bisher nur
in relativ kleinem Maf$stab getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass die erreichte Messgenauigkeit im Rah-
men der etablierten Probenverfliissigungsmethode ist (s. Tabelle[5.2). Somit cignet sich die Methode
gut fur die Bestimmung von Elementgehalten in pflanzlichen Proben, insbesondere wenn fiir das Scree-
ning des Elementgehalts von Pflanzenpopulationen nur relative Gehalte von Interesse sind. Der Haupt-
vorteil ist die prinzipbedingte Erh6hung der Analysesensitivitit der ICP OES durch die Kopplung mit
der ETV: wihrend fur die Analyse von verfliissigten Proben mind. 20 mg Material benétigt werden,
sind beim Probeneintrag mit der ETV 0,1-0,5 mg ausreichend. Ebenfalls von Vorteil ist der deutlich
geringere Arbeitsaufwand und der erhéhte Probendurchsatz pro Zeiteinheit. Lahner ez 24| (2003) zeig-
ten, dass auch ohne mikrowellenbeschleunigten Probenaufschluss mit HNO; in kurzer Zeit und mit
guter Reproduzierbarkeit pflanzliche Proben aufgeschlossen und analysiert werden konnen. Allerdings
wurde hier ein deutlich sensitiveres ICP-MS-Analysegerit verwendet, wodurch nur = 5 mg statt 20 bis
200 mg bei Analysen mit der ICP OES verfliissigt werden miissen. Schwachpunkte der hier vorge-
stellten Methode sind die méglicherweise gekoppelten Probleme der Quantifizierung von Ca und die
kurze Lebensdauer der benutzten Graphitrohre. Daher ist in einem zukiinftigen Experiment geplant,
die mutmaflliche Bildung von CaC, durch Senkung der maximalen Probenverdampfungstemperatur

und durch Modulation der zugegebenen Freon-Menge zu verhindern.
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A Anhang

A.1 Sequenzen von AtMTP2und AtMTP12, Primerbindungsstellen

In den beiden folgenden Untersektionen werden zunichst die im Zuge der Charakterisierung von
AtMTP2 und AtMTPI2 cingesetzten Primer namentlich genannt und eine Referenz auf das(die) zuge-
hérige(n) Experiment(e) gegeben. Zusitzliche Informationen sind in den referenzierten Abbildungen/
Tabellen oder Abschnitten zu finden. Darauf folgt jeweils eine tabellarische Auflistung der Primer. Auf-
gelistet ist die Sequenz der Primer, die Richtung beziiglich der kodierenden Sequenz (Sense, forward: -;
Anti-Sense, reverse: <) sowie die Temperatur, bei der 50 % der Primermenge an der Matrize gebunden
sind (T,,, mit MELTCALC Schiitz und von Ahsen,|1999|berechnet). Die Primer-Bindungsstellen sind
farblich in der auf diese Auflistung folgenden Sequenz von AtMTP2 bzw. AtMTPI12 markiert.

A1l AtMTP2 (At3g61940): ORF, Primer, Aminosduresequenz

Klonierung von AtMTP2 in pENTR/D mit(ohne) Stop-Codon: ZAT2tpA/ZAT2tpZ(ZAT2tpX)
(Abschnitt[2.1.10);! Test auf Homozygotie von 72£p2-S3 (Abb.[4.15): LBal/ZAT2tpX und rtZAT2F/
ZAT2tpX; Charakterisierung der T-DNA-Insertion von m2£p2-83: in Abschnittaufgelistete Kom-
binationen zwischen RBal, RBbl, LBal, LBbl, ZAT2tpA und ZAT2tpX; Test auf Heterozygotie der
mip2-53 x Col-0 Riickkreuzung (Abb. : LBb1/ZAT2tpX und ZAT2tpA/ZAT2tpX; Charakte-
risierung von p35S::AtMTP2-Linien (Abb.[4.27): EF1ar/EFlar und AcCDF2sfa/ZAT2tpX.

Primer die nicht an der A#MTP2-Sequenz binden, wie die fir EF1a oder die T-DNA-Primer, wurden
in der Auflistung abgesetzt.

Bezeichnung  Richtung  Sequenz T,

ZAT2tpA > S’- ATGGATTCAAGAAGAAGTAAAGTTTG-3’ 61,1°C
ZAT2tpX < 5’- ACGCTCGATTTGTATCGTAACGTGA-3’ 675°C
ZAT2tpZ < S’- TTAACGCTCGATTTGTATCGTAACGTGA-3 67,8°C
rtZ AT2F > 5’ - TTTGCTCACTGATGTTGGTGC-3’ 64,4°C
Atcdf2sfa > 5’- AGGGACAACCATTAAGATGC-3 60,2°C
LBal - 5’-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3’ 69,6°C
LBbl1 - 5’-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3 73,5°C
RBal - 5’-CTGAGTGGCTCCTTCAACG-3’ 62,9°C
RBb1 - 5’-ATTTATGGAACGTCAGTGGAGC-3 63,5°C
EF1laf > 5’-TAAGGATGGTCAGACCCGTGA-3 65,2°C
EF1lar < 5’-AGACTCGTGGTGCATCTCAAC-3 65,1°C

lohne Stop-Codon: in dieser Arbeit, mit Stop-Codon: A.-G. Desbrosses-Fonrouge
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10 5 20 25 30 35 40 45 50 55 60

ATGGATTCAAGAAGAAGTAAAGTTTGTGGAGAAACAGCTTGTGGGTTTTCAACATCTTCA
D S R R S K vV c G E T A c G F S T s

65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 15 120

AGTGATGCTAAGAAACGAGCTGCTTCAATGCGAAAGCTCTGTTTCGTTGTGGTGTTATGT

125 130 135 140 145 150 155 1@0 165 1zo 125 180
CTTTTGTTCATGAGCATAGAAGTTGTTTGTGGCATTAAGGCTAACAGTTTGGCTATATTA
L F M S I E v s c G I K A N S L A I

185 190 215 220 225 230 235 240

GCAGATGCAGCTCA_.TTTTGCTATCTCTATGCTCTCCTTG

245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
TGGGCTTCTTCTTGGGAAGCAAATCCGCGACAGAGTTATGGGTTCTTCAGGATAGAGATT
W A S S W E A N P R 0 S Y G F F R I E I

305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360

TTAGGCACTCTTGTCTCAATCCAGCTCATTTGGTTACTCACT_

365 370 375 380 385 390 395 490 405 410 45 420

BEEGTAACTAGACTCGTTCAAGAGAC CAATGATGATGTTGATGGTTTCTTTATGGTTCTT
A v T R L Vv Q E T N D D VvV D G F F M V L

425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480
GTTGCTGCTTTTGGTTTAGTTGTAAACATCATAATGATTGTTGTGCTTGGACATGATCAC
v A A F G L v s N I I M I v v L G H D

485 490 495 500 505 510 515 520 525 530 535 540
GGACATGGGCATGAT CATGGTCACAGT CATGAT CATGGT CATAGTTATGGGGAAAGAGCT

545 550 555 5@0 5@5 570 szs sgo 585 590 595 690
GAGCAGTTGTTGGAGAAATCCAAGGAAATAAGGAACATTAATGTGCAAGGGGCTTATCTT
E o) L L E K S K E I R N I N v 0 e} A Y L

605 610 615 620 625 630 635 640 645 650 655 660
CATGTTCTTGGGGATTTAATTCAGAGCATTGGGGTAATGATTGGAGGGGGTATGATTTGG
H v L e} D L I o} s I e} Y M I e} e} e} M I W

665 670 675 680 685 690 695 700 705 710 715 720
TATAACCCTAAATGGAAAGTAATTGACTTGATATGCACGTTATTCTTTTCAGTTATTGTT
Y N P K W K v I D L I c T L F F S v I v

725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780

TTAGGGACAACCATTAAGATGCTTCGAAGCATACTTGAAGTTCTAATGGAGAGCACACCG
L G T T I K M L R S I L E v L M E S T P

785 790 795 800 805 810 815 820 825 830 835 840
AGAGAGATAGACGCGAGGCAGCTCGAAAAGGGATTGATGGAAATTGAGGAAGTTGTGGAT
R E I D A R Q L E K e} L M E I E E v v D

845 850 855 860 865 870 875 880 885 890 895 900

GTTCATGAGCTGCACATATGGGCAATTACAGTTGGAAAAGCTCTGTTTTCTTGTCATGTC
v H E L H I W A I T v G K A L F S c H

905 910 915 920 925 930 935 940 945 950 955 960

AAGGTTAGACCAGAAGCTGGTGATGAAATGGTGCTGAACAAAGTGATCGATTACATCTGG

9@5 9zo 975 980 955 990 995 1opo 10_05

AGAGAGTATCGTATCAGTCACGTTACGATACAAATCGAGCGTTAA
R I S H v T I Q I E R :

E Y R

A.1.2 AtMTP12 (At2g04620): ORF, Primer, Aminosduresequenz

Klonierung durch homologe Rekombination in Hefe (Abschnitt: GWHR-AtCDF5{/GWHR-
AtCDF5r; genspezifische Primer fiir 5-RACE (Abschnitt: AtCDF5-5Ra, AtCDF5-5Rb (nested);
Sequenzierungsprimer: AtCDF5sfa, rttZAT 5t (neben Vektorprimern sowie AtCDF5-5Raund AtCDF5-
SRb).

Der Primer GWHR-ATCDF5f enthilt sechs Codons upstream des translationalen Start-ATG, die in
der AtMTPI12-Sequenz nicht aufgelistet sind. Mit anderen Primern, die downstream der hellgrau mar-
kierten Bindungsstelle binden, konnte A#MT'P12 nicht amplifiziert werden. Fiir die Primer, die fiir die




A.l SEQUENZEN VON ATMTP2 UND ATMTPI2, PRIMERBINDUNGSSTELLEN

Klonierung von AtMTP12 durch homologe Rekombination in Hefe verwendet wurden, wurde die T,,,
inklusive und exklusive der ##¢B Seiten angegeben.

Bezeichnung Richtung  Sequenz T,

GWHR-AtCDF5f > 5’- GTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGCGGCCG- 63,5°C/872°C
CCCCCTTCACCGCATCAACAACAATGGTGG-
ATC-3 (attBl)

GWHR-AtCDF5r > 5’- CCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGGCGC- 66,5°C/86,3°C
GCCCACCCTTTGAGTTAACAGATTCCACCT-
GCAATG-3 (az£B2)

AtCDF5-5Ra ¢ 5 GCAACGGAATGACTGAAGCGATGATG3  667°C
AtCDF5-5Rb < 5’- CAACACTCCCCATTGTGTCTGC-3 66,7°C
AtCDF5sfa > 5’- TGTGGTGCTGCTGCTATGATC-3’ 65,5°C
rtZAT5r < 5’- CAAGGAACACCGCGTTAACAT-3 64,2°C

5-RACE  Identifizierte Sequenz upstream des translationalen Start-ATG. Einer der neun sequen-
zierten Klone (s. Abschnitt[2.1.6) wies die dargestellte Sequenz auf, fiinf Klone waren am 5’-Terminus

gegentiber diesem um 14 bp verkiirzt, einer um 35 bp und zwei um 41 bp.

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

AAATCACAAAAATCATGTCTTGACGAAAATTTCCTCCGGCGACTCATCGGGAAAAATCTC
65 70 75 80
AAAAGCTTCCGCATCAACAACA

AtMTPI12-ORF

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
ATGGTGGATCATCATCATCATCATCATCATCAACATCGACCTAATCGTCTTTCAGTACCA
M \ D H H H H H H H o H R P N R L S Y P

65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 15 120
CAACCAACAATCGGAAGAACATACCCATCATTCCCTTACACTCCAACTCCAACCCCTTCC
0 P T I e] R T Y P S F P Y T P T P T P S

125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180
AAAACCCGTCTCTCTTCTTCTTCTTCCTACAGATCGATCCATGGAAGCAAATCATCACTT
K T R L S S S S S Y R S I H G S K S S L
185 190 195 200 205 210 215 220 25 230 235 240
TCATTTCTCTTTCTCATTCTCTTCTCTCTTAGATCTCTTTACTCTCTCTTACCTTTCCTT
s F L F L I L F S L R S L Y S L L P F L
245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300
CGTTCTTCACCTTCTTTCTCTCTTTTCCCTTTCTCCTTCCTCGTCTCTCTTCTCTCTTTC
R s s P S F S L F P F S F L s S L L S F
305 310 315 320 325 330 335 340 345 350 355 360
CTCTTCTCACTTTCTTTCACTATCATCTCTTCCTTTTCACCTTCAAAGAAAGACCCTTTT
L F s L S F T I I S S F S P S K K D P F
365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420

CTTCTCCGTCTTCAAAATCGTTCCTTTTCCTCAATTTCATCTCTTTCTTCCTCTCAAATC
L

L R L o) N R S F S S I S S L S S S 0 I
425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480
AAACTCTTACTCGCTAAATCATTCCTTCTTGCTTTCGTCTTTCTTCTCCGTTTTCAAGCT
K L L L A K S F L L A F s F L L R F 0 A

485 490 495 500 505 510 515 520 525 530 535 540

CTTCGTTACIGTGGTGCTGCTGCTATGATCTTAGCTGAACTCTCTGGCACAGTTTCAGCC
L R Y A A M I L A E L v S A

[¢ G A s e} T
545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600
AGAGTCTTGTTTAGTGATACTGGTGGAATTGGAGTTAGATCATCTAAGGTTCGTGGGTTT
R v L F ] D T G G I G v R s s K v R G F
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605 610 615 620 625 630 635 640 645 650 655 660
TGCGTTTTGTTTGCTGGGTTGTTGTTGTTATCAATCAGCTGGGATCGTGTTGATTGTTTC
c v L F A G L L L L S I S W D R v D c F

665 670 675 680 685 690 695 7Q0 705 710 715 720
CCGTTTTCATCATCTGTTGAAAGTTGGGGTTTTTGGATTTACCCTAAAGAGAATTGCTTG
P F S S S Y E S W e} F W b Y P K E N c L

725 730 735 740 745 750 755 760 765 770 775 780

AGGATTTGGCCTCTGTTGCTTCCGTTTCTATCTGGTTTCTTAGGTTGTTATGAGAAAGTT
R I W P L L L P F L S G F L G c Y E K Vv

785 790 795 800 805 810 815 820 825 830 835 840
TCTGTGAATTGGAATGAGATCAAACAGTTAGATCAGAAACGAGTTCGATTACTGTCTTTG
S 4 N W N E I K o} L D 0 K R v R L L S L

845 850 855 860 865 870 875 880 885 890 895 900

TTTCTAACCACTGTGTTGTTGTTCCCACTTGCTATTTGGAGTTTCTTCTTCTCTGGTAGT
F L T T \ L L F P L A I W s F F F S e] S
905 910 915 220 925 930 935 940 945 950 955 960

GGTGATGATAGTGTCTCTTTTGGGAATTTAGGTTGGCCTTTAGCTAACACTGTTGTATTT
G D D S v S F G N L G W P L A N T v v F

965 970 975 9280 985 990 995 1000 1005 1010 1015 1020
GGAGTGTTGTTGAGTGAGAATTATAATGATGATAAGTTTTCAAGCTCGAAGAAGAAGGAC
G 4 L L S E N Y N D D K F s s s K K K D

1025 1030 1035 1040 1045 1050 1055 1060 1065 1070 1075 1080

TCAGAGAGGGAGTTTCTTGTAACGTTTCTATGTACTATAGTATTGGAACTCTTCTATTTT
S E R E F L v T F L c T I v L E L F Y F

1085 1090 1095 1100 105 110 15 1120 125 130 135 1140
CCTGAGCTATCTCTTTGGGGATTGTTGCTTTGTGGTTTGTTGCTTTACATTGCTGTTAGA
P E L S L W G L L L c e} L L L Y I A v R

45 1150 1155 160 1165 170 175 180 1185 1190 95 1200

GAGTTGGAGTCTGTGTATTCAGATTATCAAGAGATTGGTATGGAATCGCCTGAGTCGTTT
E L E s Y Y S D Y o] E I G M E s P E S F
1205 1210 1215 1220 1225 1230 1235 1240 1245 1250 1255 1260

TCCACTATGTTTATGAAGCCTATCCGTCACATTTTGAGCGAGAAGAAATCGAGGAAGATT
S T M F M K P I R H I L S E K K S R K I

1265 1270 1275 1280 1285 1290 1295 1300 1305 1310 1315 1320
GCGTTGTTTCTTTTGATTAATACGGCGTATATGGTGGTTGAGTTTGTGGCTGGTTTTATG
A L F L L I N T A Y M Y v E F v A e] F M

1325 1330 1335 1340 1345 1350 1355 1360 1365 1370 1375 1380

AGTAACAGTCTTGGATTGATCTCAGACGCTTGTCATATGTTGTTTGATTGTGCTGCTTTG
s N S L G L I S D A c H M L F D c A A L

1385 1390 1395 1400 1405 1410 1415 1420 1425 1430 1435 1440
GCAATTGGGCTGTATGCGTCTTATATCTCTCGTCTTCCTGCAAACCATCAGTATAACTAT
A I G L Y A S Y I S R L P A N H Q Y N Y
1445 1450 1455 1460 1465 1470 1475 1480 1485 1490 1495 1500
GGCCGAGGTAGATTTGAAGTGCTTTCTGGTTATGTTAACGCGGTGTTCCTTGTTCTTGTT
G R G R F E s L S G Y v N A v F L v L v
1505 1510 1515 1520 1525 1530 1535 1540 1545 1550 1555 1560
GGGGCTCTGATTGTGCTTGAGTCGATTGAGAGAATCTTGGATCCTCAGGAGATTTCTACA

G A L I v L E S I E R i L D P 0 E I S T
1565 1570 1575 1580 1585 1590 1595 1600 1605 1610 1615 1620

AATAGTCTTTTGGTTGTTTCGGTTGGTGGGCTTCTCGTGAATATCGTCGGGTTAATCTTT
N S L L vV S v G G L L v N I v el L I F

1625 1630 1635 1640 1645 1650 1655 1660 1665 1670 1675 1680
TTCCACGAGGAACATCATCATGCTCATGGTGGATCTGGTTGCACACATTCTCACTCACAC
F H E E H H H A H e} e} S e} c T H s H S H

1685 1690 1695 1700 1705 1710 1715 1720 1725 1730 1735 1740

CAATCCCATAGCCATAAAAATGAGGAGCATCATCAGCATTCAGATAGCCATAAACATGAG
Q S H S H K N E E H H Q H S D S H K H E

1745 1750 1755 1760 1765 1770 1775 1780 1785 1790 1795 1800

GAACATCATCAGCATTCAGATAGCCATAAACATGAGGAACATCATGAGCATGACCATCAT
E H H Q H S D S H K H E E H H E H D H H

1805 1810 1815 1820 1825 1830 1835 1840 1845 1850 1855 1860
CATCATTCCCATAGCCATAAACACGAGGAGTGCAACCACAACCACGACCATGAGCATCAA
H H S H S H K H E E c N H N H D H E H o

1865 1870 1875 1880 1885 1890 1895 1900 1905 1910 1915 1920

TCCCATAGCCATAATCACGAGGAGTGCAACCACAACCACGACCATCATTCTGATCACCAA
S H S H N H E E c N H N H D H H S D H Q
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1925 1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980

CCTGAAAAAAGCGAAAAGAAGGAGCATCGCCACATTGATCACAATATGGAAGGAATCTTT
P E K s E K K E H R H I D H N M E G I F

1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040
CTTCATGTTTTAGCAGACACAATGGGGAGTGTTGGAGTTGTGATATCGACACTCTTGATT
L H \ L A D T M G S s G \ Y I S T L L 1
2045 2050 2055 2060 2065 2070 2075 2080 2085 2090 2095 2100

AAATACAAGGGCTGGTTAGTTGCAGATCCAGCCAGCTCAATCTTTATCTCCATCCT
K Y K G W L v A D P A S S I F I S I L I

2105 2110 2115 2120 2125 2130 2135 2140 2145 2150 2155 2160

TACGAAACTCTGCGGAGATTCTACTGCAAAGAGTCCCT
I A S \ I P L L R N S A E I L L Q R v P

2165 2170 2175 2180 2185 2190 2195 2200 2205 2210 215 2220
AGGGCTCACAGGCAAGACCTGAAAGAAGCTATGAGGAACATACTTAAGACTAAAGGTGTT
R A H R Q D L K E A M R N I L K T K e} v
2225 2230 2235 2240 2245 2250 2255 2260 2265 2270 2275 2280

TGCAGTATCCAGAGGCTGCATGTATGGAGTTTCACCAACTCAGACGTCGTGGCTACTCTC
c S I Q R L H v W S F T N S D v v A T L

2285 2290 2295 2300 2305 2310 2315 2320 2325 2330 2335 2340
CATCTCCTTGTATCTGCAGATTCAGACAAGACGGATACTAAGTTACAAGTGTCACGTTTG
H L L A\ S a D S D K T D T K L o} v S R L
2345 2350 2355 2360 2365 2370 2375 2380 2385 2390 2395
TTAGAAGATGCAGGAGTAAAGGATTGGACATTGCAGGTGGAATCTGTTAACTCATAG
L E D A e] v K D w T L Q s E S v N S

A.1.3 Primer fiir die Klonierung der Interaktionskandidaten

Fir die Klonierung der Kandidaten in den Gateway®-Vektor pPENTR/D wurden die im Folgenden
aufgelisteten Primer verwendet. Zusitzliche Sequenzierungsprimer wurden abgesetzt.

Bezeichnung Richtung  Sequenz T

At1g24520f > 5’-CACCATGGGTCGCCAAAACATTG-3 61,6°C/68°C)
At1g24520rZ < S’-TCATAAAACAATGCCCAACTTAG-3’ 60,2°C
At1g50020f > 5’-CACCATGGCTTCTTCTTCTCTGGAG-3’ 61,9°C/679°C)
At1g50020:rZ < S’-CTAATTTAGACGAGGATCCATCC-3’ 60,8°C
Ar2g32580f > 5’-CACCATGGCGAAGCACACGG-3’ 62,3°C/69,3°C)
At2g32580rZ < S’-TTAAGCAACCTCAGTGCCG-3’ 62,9°C
Ar2g32720f > 5’-CACCATGGGAGACGAAGCAAAGATC-3’ 62,9°C/68,6°C)
Ar2g32720rZ < 5’-CTACCCTGATTTGGTGTAGATAC-3’ 60,8°C
At3g17440f > 5’-CACCATGGCTTCTAATCTCCCCATG-3’ 62,1°C/68°C)
At3g17440rZ < 5’-TCACATGTAGTCTTGATTCCTC-3’ 60,1°C
At3g17930f > 5’-CACCATGGCTTCTTTACCGTTCG-3’ 60,4°C/66,9 °C)
At3g17930rZ < 5’-CTACTCAACCTTGGTCTTCTC-3’ 60,1°C
At3g45600f > 5’-CACCATGAGAACAAGCAACCATCTC-3’ 61°C/67°C)
At3g45600rZ < 5’-TCAAAGATGGAAATGACTAGGATG-3’ 61,3°C
Ar4g27500f > 5’-CACCATGGGTGTTGAAGTTGTAAACTC-3’ 62°C/674°C)
At4g27500rZ < 5’-CTAGAGAACGTAGTAGTAACCCAAG-3’ 62,7°C
Ar4g27840f > 5’-CACCATGACTTCGAATCAACGTATGTTG-3 62,5°C/67,6°C)
Ar4g27840rZ < 5’-TTACCCATCGATGCATTGAAAC-3’ 62,1°C
Ar4g32530f > 5’-CACCATGTCTGGTGTGGTTGCTC-3’ 62,5°C/68,8°C)
Ar4g325301Z < 5’-CTATTTCGTTGGCCATGTCG-3 61,9°C
Ar5g37310f > 5’-CACCATGGTACTTCTTCCTTCGATGAC-3’ 62,7°C/68,1°C)
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Bezeichnung Richtung  Sequenz T

At5g37310rZ < S’ -TCAAGTTTTACTCGCACTTGATTG-3’ 62,9°C
At5g54940f > 5’-CACCATGGTTGAGCTAGACATTCAG-3’ 60,2°C/66,4°C)
At5g54940rZ < S’ -TTAGAAACCGTGGATCTTGATC-3’ 60,7°C
At5g37310sra < S’-GAAGTCTGCATGAACCCTGAC-3 63,7°C
At5g37310sfa > S’-GTTTCCTTGCGACGATTCTC-3’ 61,8°C
At4g27500sra > S’ -TGGTTTAGGTGCAGAAACTGG-3’ 63,2°C

A.2 Ny,-Vektoren: Linker-Sequenzen zwischen Ny, und cDNA

Im Folgenden sind Ausschnitte aus den DNA-Sequenzen der im SUS eingesetzten Ny,-Vektoren dar-
gestellt. Die Restriktionsschnittstellen, die fiir die Klonierung der cDNAs bei der Konstruktions der
Bibliotheken eingesetzt wurden, sind farbig markiert: EcoRI (G|AATTC), SZI(E|FEGAE). Dic Se-
quenzen wurden durch Sequenzierung von mindestens drei Klonen erhalten bzw. im Fall der Vekto-
ren pGOi und pCUP-CGK auf Grundlage von jeweils mehr als zehn Kandidaten. Der Vektor pGOi

kodiert nur die Aminosiuren 1-34 von UBI4; alle anderen Vektoren kodieren die Aminosiuren 1-36.

pGOi
pCUP-CGK
pPNubIGW
PNUbAGW
PNubGGW
PNUbAGW-L

pGOi
pCUP-CGK
PNUbIGW
PNubAGW GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC
PNubGGW GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC
NN BN G T TGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC

pGOi
pCUP-CGK
PNUbIGW
PNUDAGW
PNubGGW
PNubAGW-L




A.2 Ny,-VEKTOREN: LINKER-SEQUENZEN ZWISCHEN Ny, UND CDNA

M
5 160 165

pGOi .[ECAEGEGTCCGCINYE

pCUP-CGK GAATTCEGEAGGAGG. ... ... ATG
PNubIGW E©CGGCGleCle[gfele T TEA[EC . . . .
PNUbAGW ECGGCGeCeeeeTTeAEC . . . .
PNubGGW € CGGCGleClelejeleT T[EA[GC . . . .
PNUbAGW-L . ... . . .

Linker

Aminosauresequenz der Linker zwischen N, und cDNA:

HA-Tag von pGOi

pGO1i FYPYDVPDMAGIMPGIRR[FTRPM
pCUP-CGK ENEPHQUNSHRNI G ONESIEFGTR . .
PNubI (A,G)GW [eBET . . i@ INeSiA AAEFT . U
PNUbAGW-L [ENNT .

BTSLYKKAGS

Linker

Die Sequenz der Linker der Vektoren pNubI(A,G)GW und pNubAGW-L ist abhingig vom Gateway®-
Entry-Vektor, der in der LR-Reaktion eingesetzt wurde: bei der Verwendung von pDONR201 ergibt
sich der bei pPNubAGW-L dargestellte Lizker und bei der Verwendung von pENTR/D der bei pNu-
bI(A,G)GW dargestellte Linker. Dies entspricht der tatsichlichen Konfiguration aller in dieser Arbeit
erwihnten pNubI(A,G)GW und pNubAGW-L Konstrukte.
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A.3 CDFsvon Hefe, Mensch und Arabidopsis: Phylogenetischer

Baum
HsZnT-6
AtMTPS HsZnT-10
ScMsc2
ScCot1
HsZnT-5 Spzhff
HsZnT-3
HsZnT-2
HsZnT-8
HsZnT-4
AMTRA AT
tMTPR emTP2
ScMmt1
AtMTP6

ScZrg17

Abb. A.1: Phylogenetischer Baum von Hefe, Mensch und Arabidopsis. Die zugrundeliegenden Proteinsequenzen der
CDFs wurden durch MAFFT v5.8 (Katoh et al., 2002) mit Standardeinstellungen aligniert. Der phylogenetische Baum
wurde daraufhin basierend auf einem Maximum Likelihood-Ansatz mit dem Programm SEMPHY v1.05 berechnet (Fried-
man et al}2002). Diese Methode hat den Vorteil, gleichzeitig den evolutiondren Abstand der CDFs und die Topologie
des Baumes zu ermitteln. Die jeweils zwei Mitglieder der CDF-Familien von H. sapiens und S. cerevisae, fir welche die
Bildung eines heteromeren Komplexes gezeigt wurde (Ellis et al., 2004, 2005; Suzuki et al.,|2005a/b), wurden gelb bzw.
grin markiert. AtMTP12 ist wahrscheinlich das zu HsZnT-5 und ScMsc2 orthologe Protein in Arabidopsis (siehe ABSCHNITT

ScMft1
AtMTP8
AtMTP11
AtMTP10
AtMTP9
AtMTP7
HsZnT-9

[6-2lund[6.3). Ein Interaktionspartner wurde fiir dieses Protein bisher nicht identifiziert. Auch der phylogenetische Baum

liefert keine diesbeztiglichen Hinweise.
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