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Zusammenfassung

AlleOrganismen sind für ihrÜberleben aufMetalle angewiesen. Neben den LeichtmetallenCa, K,Na
und Mg haben eine Reihe von Schwermetallen der dritten Übergangsperiode (»Übergangsmetalle«)
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 benötigt. Eine unzurei-
chende Verfügbarkeit dieser Metalle führt zu Mangelsymptomen, wohingegen die übermäßige Auf-
nahme toxisch wirkt. Letzteres gilt insbesondere für einige nicht-essentielle Metalle wie Hg und Pb.
In Organismen gibt es für jedes Metall einen Konzentrationsbereich, der das Optimum zwischen Me-
tallmangel, -bedarf und -toxizität darstellt. Es gilt mittlerweile als erwiesen, dass alle Organismen zur
Aufrechterhaltung des Metallgleichgewichts ein komplexes Netzwerk von Proteinen und niedermole-
kularenVerbindungen entwickelt haben.Hierzu zählen Systeme zurAufnahme, zur Verteilung und zur
Speicherung vonMetallen, die auf zellulärer Ebene sowie auf der Ebene vonOrganen im gesamtenOr-
ganismus operieren. Die molekularen Komponenten dieses Netzwerks sind nur zu einem Teil bekannt
und charakterisiert: In den letzten Jahrenwurden einige Proteinfamilien identifiziert, derenMitglieder
Metalle durch Lipidmembranen transportieren. Eine dieser Metalltransporterfamilien ist die Cation
Diffusion Facilitator (CDF)-Familie: Alle charakterisierten Mitglieder exportieren Metalle aus dem
Zytoplasma – entweder in zelluläre Kompartimente oder aus der Zelle heraus. Von den zwölf Mitglie-
dern dieser Familie inArabidopsis thaliana (A. thaliana) – Metall Toleranz Protein (MTP)- bis - –
wurden bisherAtMTP undAtMTP charakterisiert. In dieser Arbeit wird dieCharakterisierung von
AtMTPbeschrieben.WiediehomologenProteineAtMTPundAtMTP führtAtMTPzuZn-To-
leranz, wenn es heterolog in Zn-sensitivenHefemutanten exprimiert wird.MitAtMTP transformier-
te Hefemutanten zeigten darüber hinaus erhöhte Co-Toleranz und sehr leicht erhöhte Fe-Toleranz.
AtMTP in Fusion mit Enhanced Green Fluorescing Protein (EGFP) scheint in Hefe, in A. thaliana-
Protoplasten und in stabil transformiertenA. thaliana-Pflanzen in Membranen von Vakuolen und des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert zu sein. Dies legt nahe, dass AtMTP die erwähnten
Metalle in das Endomembransystem der Zelle transportieren kann. Eine gewebespezifische Lokalisie-
rungwurdemit Pflanzen durchgeführt, die das β-Glucuronidase (GUS)-Reporterprotein bzw. chimäre
Fusionsproteine aus EGFP und AtMTP unter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors exprimier-
ten. Diese Experimente bestätigten zum einen, dass der pMTP-Promotor nur unter Zn-Defizienz ak-
tiv ist. GUS-Aktivität 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. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die EGFP-Fusionsproteine unter Kontrolle des nati-
ven pMTP-Promotors nur in epidermalen Zellen exprimiert werden. Für eine homozygote Knock-
out-Linie,mtp-S, konnte bisher kein eindeutiger Phänotyp identifiziert werden. Auf Grundlage der
bisher durchgeführten Charakterisierung von AtMTP erscheinen zwei Modelle der Funktion von
AtMTP in der Pflanzemöglich:AtMTP könnte essentiell für die Versorgung des Endoplasmatische
Retikulum (ER) mit Zn unter Zn-Mangelbedingungen sein. Hierfür spricht, dassAtMTP in jungen,
teilungsaktiven und damit Zn-benötigenden Wurzelzonen exprimiert wird. Die auf die Epidermis be-
schränkte Lokalisation könnte bei diesem Modell auf die Möglichkeit der zwischenzellulären Zn-Ver-
teilung innerhalb des ER über Desmotubules hindeuten. Alternativ könnte AtMTP eine Funktion
bei der Detoxifizierung von Zn unter Zn-Schock Bedingungen haben: Es ist bekannt, dass unter Zn-
Mangelbedingungen die Expression der zellulären Zn-Aufnahmesysteme hochreguliert wird. Wenn
nun die Zn-Verfügbarkeit imBoden z. B durch eine pH-Änderung innerhalb kurzer Zeit stark ansteigt,
besteht die Notwendigkeit der Entgiung 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 ähnlicher Mechanismus wurde in der Bäckerhefe S. cerevisae beschrie-
ben, in der darüber hinaus ein Zn-Transporter verstärkt exprimiert wird, der Zn durchTransport in die
Vakuole entgien kann. Es ist durchaus möglich, dass inArabidopsis AtMTP die Zn-Detoxifizierung
unter diesen speziellen Bedingungen durch Zn-Transport in das ER oder die Vakuole vermittelt.

Zur Identifikation weiterer Komponenten des Metallhomöostasenetzwerks sind verschiedene An-
sätze denkbar. In dieser Arbeit wurde in Hefe ein heterologer Screen durchgeführt, um Interaktoren
für vier Mitglieder derArabidopsis-CDF-Familie zu identifizieren. Unter den  im Hefesystem bestä-
tigten Kandidaten befindet sich mit AtSPL ein AtMTP-Interaktionskandidat, der möglicherweise
eine Rolle bei der Cu-,Zn-Homöostase spielt. Als wahrscheinliche AtMTP-Interaktionskandidaten
wurde die c”-Untereinheit der vakuolären H+-ATPaseAtVHA identifiziert sowie mitAtNPSN ein
Protein, das vermutlich eine Rolle bei Fusionen von Vesikeln mit Zielmembranen spielt.

Ein anderer Ansatz zur Identifikation neuer Metallhomöostasegene ist die vergleichende Element-
analyse von natürlichen oder mutagenisierten Pflanzenpopulationen. Voraussetzung für diesen Ansatz
ist die schnelle und genaue Analyse des Elementgehalts von Pflanzen. Eine etablierte Methode zur si-
multanen Bestimmung von bis zu  Elementen in einer Probe ist die Inductively Coupled Plasma Op-
tical Emission Spectrometry (ICP OES). Der limitierender Faktor für einen hohen Probendurchsatz
ist die Notwendigkeit, Proben für die Analyse zu verflüssigen. Eine alternative Methode der Proben-
zuführung zum Analysegerät ist die elektrothermale Verdampfung (ETV) der Probe. Zur weitgehend
automatisierten Analyse von Pflanzenmaterial mit minimiertemArbeitsaufwand wurde eineMethode
entwickelt, die auf der Kopplung der ETV mit der ICP OES basiert.
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 Einleitung

In den folgenden Abschnitten wird zunächst auf die Bedeutung der Übergangsmetalle in der Biologie
eingegangen. Wichtige Komponenten zur Aufrechterhaltung der »Metallhomöostase« sind Mem-
branproteine, die alsTransporter für dieseMetalle dienen.UmdieCharakterisierung eines dieserTrans-
porter, AtMTP, in der Diskussion in den Kontext der bekannten Transporter der Pflanze zu stellen,
werden die identifizierten bzw. vermuteten Funktionen der bekannten Übergangsmetalltransporter
kurz beschrieben. Im letzten Teil der Einführung 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.

. Bedeutung der Übergangsmetalle in der Biologie

Neben denHauptgruppenelementenNa,Mg (dritte Periode) sowie K undCa (vierte Periode) gewan-
nen im Zuge der Evolution Metalle der dritten Übergangsperiode (Sc bis Zn) an Bedeutung. Außer
den ersten beiden Elementen Sc und Ti wurden für alle weiteren Elemente der dritten Übergangs-
periode (V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn) Funktionen in der Biologie identifiziert (Holleman et al.,
; Marschner, ). Diese Elemente sind dadurch charakterisiert, dass mit zunehmender Ord-
nungszahl die zweitäußerste Elektronenschale (d-Orbital) ausgebaut wird, nachdem bereits die äu-
ßerste Elektronenschale (s-Orbital) durch Elektronen besetzt wurde (K und Ca). Da nur die äußers-
te Schale entscheidenden Einfluss auf die Eigenschaen eines Atoms hat, unterscheiden sich die Ele-
mente der Übergangsperioden nicht so charakteristisch voneinander wie die Hauptgruppenelemen-
te. Neben der Tatsache, dass alle Elemente der Übergangsperioden Metalle sind, erkennt man das im
Fall der erwähnten Elemente z. B. an den fast identischen Atomradien (rAtom =,–,Å) und daran,
dass sie aufgrund der Anwesenheit von zwei Elektronen in der äußersten Schale imstande sind zwei-
wertig aufzutreten. Grob vereinfacht ausgedrückt ist hierdurch eine Feineinstellung der Zellchemie

im Langperiodensystem der Elemente
Die in dieserArbeit verwendetenBezeichnungen (z. B. Eisen oder Fe) beziehen sich auf die biologisch relevante oxidierte
Form der Elemente. Nur in biologisch relevanten Fällen wird der Oxidationsstatus explizit angegeben (z. B. Fe(III)/
Fe(II); Fe+/Fe+ bezieht sich auf das frei hydratisierte Ion.)


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möglich, die überwiegend durch die Hauptgruppenelemente C, N, O, P, S und Cl definiert ist. Ande-
rerseits birgt die chemische Ähnlichkeit innerhalb eines Großteils der Übergangsmetalle die Gefahr,
dass Metall einander in Verbindungskomplexen ersetzen können. Neben dem Ionenradius, der für
die (II)-wertigen Ionen mit steigender Ordnungszahl (Kernladung) abnimmt, hat hauptsächlich die
Ligandenfeldstabilisierungsenergie (LFSE)Einfluss auf die Stabilität derMetallionen-Komplexe (Hol-
leman et al., ).Hierin liegt dieBegründung fürdieBeobachtung, dass die Stabilität vonKomplexen
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-
genschaderÜbergangsmetalle. Betrachtet alsLewis-Säure/Base-Reaktion ist dieKomplexbildung die
Reaktion einesLewis-saurenMetall-KomplexzentrumsmitLewis-basischen Liganden (Elektronendo-
noren), wie S, N oder O. Als Zentralatom der Komplexe sind die Elemente der dritten Übergangspe-
riode ist dabei bestrebt, die Elektronenkonfiguration von Krypton zu erlangen (d¹⁰s²p⁶; »-Elek-
tronen-Regel«).DieTatsache, dass dieseMetalle häufig im aktivenZentrum vonEnzymen als prosthe-
tische Gruppe gefunden werden, liegt an der Eigenscha der Metalle, Bindungen der Ligandmoleküle
zu polarisieren und damit deren Aufbrechen zu erleichtern. Wichtig ist hierbei, dass die Substitution
von gleichenLigandmolekülen – von einigen biologisch nicht relevantenAusnahmen abgesehen – für
fast alle biologisch relevanten Metalle schnell (Halbwertzeit τ/ des HO Austauschs für Fe+ ≈² s)
bis sehr schnell erfolgt (τ/ der Aquakomplexe für Fe+, Co+ ≈⁶ s; für Zn+, Mn+ ≈⁷ s; für
Cu+ ≈⁹ s) (Holleman et al., ). Die Austauschgeschwindigkeit der HO-Liganden ist für Cu+

fast diffusionslimitiert und übertri die Ligand-Austauschgeschwindigkeit des in vielen Organismen
als Signal-Ions eingesetzten Ca+ (τ/ ≈ ⁸² s). Für die Katalyse von Redox-Reaktionen ist ausschlag-
gebend, dassmit Ausnahme vonZn alleMetalle der drittenÜbergangsgruppe in verschiedenenOxida-
tionsstufen vorliegen können.Aufgrundder günstigenKonfiguration der Ligandengeometrie für Fe+/
Fe+ sowie Cu+/Cu+ werden in Enzymen, die Redox-Reaktionen katalysieren, zumeist Fe und Cu ge-
funden. Znwird häufig als strukturell stabilisierendeKomponente in Proteinen gefunden, wobei durch
Zn Liganden von verschiedenen Aminosäureresten gebunden werden. Im Zuge der Evolution wurde
Zn hierfür aus zwei Gründen ausgewählt. Erstens tritt es als einziges Element der biologisch wichtigen
Übergangsmetalle nur in einer einzigen Oxidationsstufe (II) auf, wodurch keine Gefahr der Katalyse
unerwünschter Redox-Reaktionen durch dieses Metall besteht. Zweitens kann es als mittelharte Le-
wis-Säure starke Komplexverbindungen sowohl mit harten Basen (z. B. O-Donoren) undmittelharten

Andere essentielleHauptgruppenelemente sind: B (in Pflanzen), F, As, Se, Sn, I. EssentielleNebengruppenelemente sind
die im Text erwähnten (dritte Übergangsperiode) sowie Cd (Lane et al., ) und Mo (vierte Übergangsperiode).
Ähnlich zu den Metallen der dritten Übergangsperiode ist auch Cd (vierte Übergangsperiode) und das Hauptgruppen-
element Pb.
Die Hydratisierungsenergie von Mg+ (Ordnungszahl ) liegt auf einer Geraden mit Ca+ und Zn+ (Ordnungszahl
 und ). Dazwischen (Ordnungszahl –, –) steigt und fällt die Hydratisierungsenergie kontinuierlich aber
nichtlinear.
z. B. Halbwertzeit τ/ des HO Austauschs für den Aqua-Komplex von Cr+ ≈⁷ 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 für die auf ihren erwähnten chemischen Eigenschaen beru-
hendenbiologischenFunktionen, andererseits kann eine StörungdesGleichgewichts zwischenden ver-
schiedenenMetallen imOrganismus toxischeAuswirkungen haben. Bei Pflanzen führtMetalltoxizität
aufgrund zu hoher Metallkonzentrationen im Wachstumsmedium generell zu einem beeinträchtigten
Wachstum (Marschner, ). Die toxische Wirkung der Metalle ist zum einen der Redox-aktiven
Wirkung der meisten Übergangsmetalle zuzuschreiben, die aufgrund unkontrollierter Redox-Reak-
tionen zu oxidativem Stress führen kann (Pinto et al., ; Marschner, ). Zum anderen kann die
Metalltoxizität zur unerwünschten Substitution von Metallen in Proteinen führen: Eine solche Sub-
stitution von Metallen, die für die Funktion eines Proteins unerlässlich sind, durch andere, die die-
se biologische Funktion nicht übernehmen können, kann ernsthae Auswirkungen auf den Organis-
mus haben. Substitution solch essentieller Metalle durch chemisch ähnliche 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 o ähnlich toxische Auswirkungen (z. B. durch
Zn-verursachte Chlorose, s. Marschner, ). Die Notwendigkeit der Metalle sowie deren konzen-
trationsabhängige Toxizität führten in Pflanzen, wie auch in allen anderen höheren Organismen, zur
Entwicklung eines komplexen Netzwerks der Metallhomöostase, das die Konzentration jedes Metalls
im Organismus in einem relativ engen Bereich hält (Metallhomöostasenetzwerk, Überblick in Zenk,
; Nelson, ; Eide, ; Clemens, ; Hall, ; Finney und O’Halloran, ; Hall und
Williams, ; Krämer und Clemens, ; Colangelo und Guerinot, ). 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 Membranoberflächen macht diese Bindungsstel-
len indirekt ebenfalls zum Teil des Netzwerks.

. Metall-Transport-Systeme

Eine essentielle Rolle bei der Verteilung der Übergangsmetalle imOrganismus und bei der Aufrechter-
haltung der Metallhomöostase spielen Metalltransportproteine, die in den Membranen praktisch aller
Organismen nachgewiesen oder durch Sequenzanalyse vorhergesagt wurden. Beim Menschen können
Defekte in Metalltransportern zu ernsthaen Krankheiten führen, wie Menke’s- oder Wilson-Syn-
drom im Fall von nicht funktionalen Cu-transportierenden ATPasen (Petrukhin et al., ; Petris
et al., ). Auch für Mutationen die Mitglieder anderer Metalltransporterfamilien betri wurden
ähnlich ernsthaeAuswirkungen beobachtet. So wurde im Fall desKnockout des ZnTGenes, welches

Cd wurde kürzlich als Cofaktor derCarbonic Anhydrase einer Kieselalge identifiziert (Lane et al., )
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bei Mäusen einen Zn-spezifischen CDF kodiert, das Tödliche-Milch-Syndrom beschrieben (Huang
undGitschier, ). Pflanzen sindwie alleOrganismen auf die erwähntenÜbergangsmetalle der drit-
ten Periode sowie auf Mo angewiesen. Die kontrollierte Aufnahme dieser Metalle aus dem Boden –
unter Überwindung der ansonsten für Ionen undurchlässigen Membranbarriere – geschieht ebenfalls
durch Transportproteine. Als sesshae Organismen müssen Pflanzen in der Lage sein, bei temporal
und spatial extrem unterschiedlichen bioverfügbaren Metallkonzentrationen im Boden die Aufnah-
me der richtigen Menge jedes essentiellen Metalls zu gewährleisten: Neben den gegebenen geologi-
schen Bedingungen hängt die Bioverfügbarkeit der Metalle von Parametern wie dem pH-Wert, dem
Feuchtigkeitsgrad und der Temperatur des Bodens ab, die zu starken temporalen Änderungen führen
können. DasWachstum derWurzel durch Zonenmit verschiedenen bioverfügbarenMetallkonzentra-
tionen ist eine weitere Herausforderung für die Pflanze (Krämer und Clemens, ). Die Spezifität
der Transporter für die verschiedenen Übergangsmetalle scheint z. T. Beschränkungen zu unterliegen,
wodurch in einigen Fällen neben dem erwünschten Metall auch unerwünschte Metalle durch einige
dieser Transporter aufgenommen werden. So kann auch Cd als Substrat für einige Zn-Transporter
dienen (Clemens et al., ; Pence et al., ). Dass einige Zn-Hyperakkumulatoren wie laspi
caerulescens und Arabidopsis halleri (A. halleri) auch Cd hyperakkumulieren (Cosio et al., ; Zha
et al., ; Ebbs et al., ), geht aber nicht notwendigerweise auf die duale Substratspezifität der
Aufnahme-Systeme zurück. Ein Beispiel für die Existenz solcher Transporter mit einem breitem Sub-
stratspektrum ist allerdings IRT: Neben seiner Funktion als Haupt-Aufnahmesystem für Fe dienen
diesemTransporter derZinc-regulated transporter, Iron-regulated transporter-like Protein (ZIP)-Fami-
lie auch Zn, Mn und Cd als Substrat (Korshunova et al., ). Möglicherweise aufgrund des breiten
Substratspektrumswird dieser Transporter komplex reguliert: Regulation der Transkriptmenge erfolgt
in Abhängigkeit von der Zn-, Cd-, Fe-Konzentration (Connolly et al., ). Zudem wurde unter-
schiedliche posttranskriptionale Regulation durch Fe und Zn beobachtet. Die Substratspezifität und
die Regulation von IRT können somit die Beobachtung erklären, dass Zn-Überschuss sekundär zu
Fe-Defizienz führte (Connolly et al., ).

In den folgenden Abschnitten wird ein kurzer Überblick über die bisher identifizierten Familien
derMetalltransportproteine gegeben. Die hierbei vorgenommeneUnterteilung in Aufnahme- und Ex-
portsysteme bezieht sich auf die Richtung des Transports bezüglich des Zytoplasmas der Zelle. Für
Metall-transportierende ABC-Transporter wurde diese Aueilung nicht vorgenommen, da hierfür zu
wenig bekannt ist.

»Bioverfügbar« bedeutet »aufnehmbar« durch die Wurzel der Pflanze.
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.. ATP-binding cassette (ABC)-Transporter

Mit fast  Mitgliedern allein in Arabidopsis ist die ABC-Transporter-Familie eine der Größten in
allen drei Reichen des Lebens (Garcia et al., ; Sánchez-Fernández et al., ).Man unterscheidet
bei den Mitgliedern dieser Superfamilie zwischen »half-size« und »full-size« Transportern, die über
ein bzw. zwei Kopien einer zytoplasmatischen Nukleotid-Bindungsstelle verfügen, die jeweils gepaart
ist mit einer stark hydrophoben Domäne, bestehend aus vier bis sechs Transmembranhelices (Holland
et al., ). Die Mitglieder der sieben Unterfamilien transportieren ein breites Substratspektrum in-
kl. Lipiden, Zuckern, Peptiden, Pigmenten, Antibiotika, Xenobiotika und Ionen, wobei die Energie für
den Transport durch ATP-Hydrolyse gewonnen wird. Metalltransport wird für Mitglieder der Unter-
familie der Multidrug resistance associated proteins (MRP), der heavy metal tolerance factor (HMT)/
ABC transporter of mitochondria (ATM) und der pleiotropic drug resistance (PDR)-Transporter gefun-
den. FürAtMRP, einem von ArabidopsisMRPs, wurde gezeigt, dass er die Cd-Sensitivität der ycf
Hefemutante komplementiert (Tommasini et al., ). ScYcf ist ein Protein der Vakuolenmembran,
für das Transport von Bis-Gluthationato-Cadmium-Komplexen vom Zytoplasma in die Vakuole de-
monstriert (Li et al., ) wurde. In der Pflanze wurde AtMRP transkriptional durch erhöhte Cd-
Konzentrationen hochreguliert, wasmit verstärkter Cd-Akkumulation in Pflanzenorganen einherging
(Bovet et al., ). Allerdings konnte für keinen anderen der vier charakterisierten AtMRPs (, , 
und ) eine Rolle bei der Metalldetoxifikation nachgewiesen werden (Rea et al., ). Erst kürzlich
wurde vorgeschlagen, dass AtPDR eine Rolle bei der Pb-Toleranz von Arabidopsis spielt (Lee et al.,
). AtAMT exportiert mutmaßlich Fe/S-Cluster aus Mitochondrien (Kispal et al., ).

.. Metall-Aufnahmesysteme

Natural resistance associated macrophage protein (NRAMP)-Familie NRAMPs sind eine hoch-
konservierte ubiquitäreFamilie vonMetalltransportern, die sichdurchTransmembranhelices (TMs)
und ein charakteristisches »Konsensus-Transport-Motiv« zwischen TM- und TM- auszeichnen.
Für Mitglieder dieser Familie wurde Transport von verschiedenen zweiwertigen Metallkationen inkl.
Cu, Fe, Mn und Zn gezeigt (Übersicht in Williams et al., ). Als Transportmechanismen wurden
bei verschiedenen Mitgliedern der H+/Me+-Symport oder auch der H+/Me+-Antiport nachgewie-
sen (Goswami et al., ; Mackenzie und Hediger, ). In Arabidopsis wurden sechs Mitglieder
dieser Familie identifiziert (NRAMP–; Mäser et al., ; Williams et al., ), sowie EIN, ei-
nem an der Ethylen-Signalkette beteiligtem Protein (Übersicht in Guo und Ecker, ; Benavente
und Alonso, ), dessen N-terminalen Domäne Homologie zu den anderen NRAMP-Proteinen
zeigt (Alonso et al., ). Für AtNRAMP und - wurde gezeigt, dass sie essentiell für die Mobi-
lisierung von vakuolären Fe-Speichern bei der Samenkeimung sind (Lanquar et al., ). Auch für
AtNRAMP wurde Fe-Transport durch Komplementation einer Hefe-Fe-Aufnahmemutante gezeigt.
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Bei Überexpression in Pflanzen zeigten diese verstärkte Toleranz gegenüber toxischen Fe-Konzentra-
tionen.

Zinc-regulated transporter, Iron-regulated transporter-like Protein (ZIP)-Familie Mit über 
identifizierten Mitgliedern in allen drei Reichen des Lebens stellen die ZIPs eine sehr große Familie
Kationen-transportierenderMembranproteine dar (Grotz et al., ; Guerinot, ). Allein inAra-
bidopsis wurden neben dem zuerst identifizierten Mitglied der Familie, IRT,  weitere ZIPs identi-
fiziert. Die meisten ZIPs verfügen über acht Transmembranhelices, mit den C- und N-Termini außer-
halb des Zytoplasmas und über eine His-reiche Region variabler Länge und Sequenz zwischen TM-
und TM-. Ähnlich wie bei den CDF – die eine ähnliche His-reiche Region enthalten (s. unten) –
wird vermutet, dass dieser putativ Metall-bindende Bereich am Transportmechanismus oder an dessen
Regulation beteiligt sein könnte, oder möglicherweise eine Determinante derMetallspezifität ist (Mä-
ser et al., ). Die ZIPs lassen sich in vierUntergruppen einteilen, wobei fast alleArabidopsis-ZIPs in
eineGruppe fallen (Mäser et al., ;Hanikenne et al., ). FürAtIRT, denmutmaßlichwichtigs-
ten Fe-Aufnahme-Transporter derWurzel (Vert et al., ), wurde gezeigt, dass er Fe,Cd,Mn,Znund
Co transportieren kann (Korshunova et al., ). Eine regulatorische Wirkung auf die Expression in
epidermalen Wurzelzellen wurde aber nur für Cd, Zn und Fe festgestellt. Erhöhte 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 direkt die Transkriptmenge, wohin-
gegen Zn die Akkumulation des Proteins posttranskriptional inhibiert. Auch Fe reguliert die IRT-
Proteinmenge posttranskriptional, was aus fehlender Proteinakkumulation in Fe-suffizienten Wurzeln
einer pS::IRT-Linie geschlossenwurde (Connolly et al., ).Als Substrat dientAtIRTdie zwei-
wertige Form Fe+, weshalb die Fe-Aufnahme kritisch von der Aktivität der Fe+-Reduktase AtFRO
(ferric chelate reductase) abhängt, welche ebenfalls in der Plasmamembran epidermaler Wurzelzellen
lokalisiert ist (Übersicht über die FRO-Familie in Wu et al., ).AtIRT, obwohl wie IRT ein Fe-
Transporter, scheint den Ausfall von IRT nicht kompensieren zu können (Henriques et al., ).
Von anderen Mitgliedern der ZIP-Familie wird angenommen, dass sie wichtige Aufnahmesysteme der
Wurzel für Zn sind bzw. an der Verteilung von Zn in der Pflanze beteiligt sind, wie z. B. ZIP, - und
-, - und - (Grotz et al., ; Weber et al., ; Becher et al., )

Copper transport (COPT)-Familie Hierbei handelt es sichumeine eukaryotischeFamilie vonMem-
branproteinen, bei denen aufgrund der nur drei Membranhelices der N-Terminus (extrazellulär) und
der C-terminus (intrazellulär) auf unterschiedlichen Seiten derMembran lokalisiert sind (Eide, ).
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 (Frep). In Arabidopsis wurden fünf Mitglie-
der identifiziert (COPT bis COPT, Sancenon et al., ), die mit Ausnahme von COPT die
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Cu-Aufnahme einer hierin defekten Hefemutante wiederherstellen. Näher charakterisiert wurde nur
COPT. Eine AtCOPT-Knockdown-Mutante von Arabidopsis zeigte reduzierte Cu-Aufnahme, ver-
stärktes Wurzellängenwachstum und Defekte in der Pollenentwicklung (Sancenon et al., ).

Yellow Stripe Like (YSL)-Familie Mitglieder der YSL-Familie wurden aufgrund von Sequenzähn-
lichkeiten mitZmYS identifiziert, einem Protein, dass als H+/Fe-Phyotosiderophor-(PS)-Symporter
identifiziert wurde (Curie et al., ; Schaaf et al., ). Die Hauptfunktion von YS in Mais ist die
Aufnahme dieser Komplexe aus demBoden, obwohl YS auch in Blättern von Fe-defizienten Pflanzen
akkumuliert. Dies deutet auf eine zusätzliche Rolle bei der Metallverteilung in der Pflanze hin. Da Fe
von Nicht-Gräsern durch eine andere Strategie aufgenommen wird (s. ZIP-Familie), ist eine Haupt-
funktion als Fe-Aufnahmesystem bei Arabidopsis-Homologen unwahrscheinlich. Arabidopsis verfügt
über acht YSL-Proteine. Aufgrund der Unfähigkeit der Nicht-Gräser PS zu synthetisieren, wird ange-
nommen, dass hier stattdessenMetall-Nicotianamin (NA)-Komplexe als Substrat dienen.Die bekann-
ten Daten überAtYSL und - deuten darauin, dass diesen Transportern mutmaßlich eine Rolle bei
der Metallverteilung in der Pflanze zukommt (DiDonato et al., ; Schaaf et al., ).

.. Metall-Exportsysteme

PB-ATPaseFamilie Mitglieder der Superfamilie der P-Typ-ATPasen (Axelsen undPalmgren, )
nutzendieEnergie derATP-Hydrolyse, umKationenüber dieMembranbarriere zu transportieren.Der
Name deutet auf die bei jedem Transportzyklus auretende charakteristische Phosphorylierung eines
konservierten Aspartatrestes hin. Die Superfamilie wurde in verschiedene Unterfamilien geteilt, wo-
bei sich Transporter der Übergangsmetalle in der Familie der PB-ATPasen gruppieren (Williams und
Mills, ). In Arabidopsis wurden acht Mitglieder dieser Familie identifiziert (Heavy metal P-Typ
ATPase (HMA) bis HMA) 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. HMA und HMA
sind in der Zellmembran lokalisiert, wobei ihnen einemögliche Funktion bei der Beladung des Xylems
mit Zn zugeschrieben wird (Hussain et al., ; Eren und Arguello, ; Mills et al., ; Verret
et al., , ; Mills et al., ). Für HMA wurde gezeigt, dass es Cd und Pb aus dem Zytoplas-
ma exportiert (Gravot et al., ). HMA, -, - und - sind Cu-transportierende ATPasen. Hierbei
sind HMA und HMA (PAA) involviert in der Versorgung des Chloroplasten mit Cu und HMA
(PAA) transportiert Cu weiter in die ylakoide (Shikanai et al., ; Abdel-Ghany et al., b;
Seigneurin-Berny et al., ). Für HMA (RAN) wurde gezeigt, dass es wichtig für den Cu-Trans-
port inPost-Golgi-Vesikeln ist, inwelchenCu in einenEthylen-Rezeptor alsMetall-Kofaktor integriert
wird (Hirayama et al., ; Woeste und Kieber, ). Für das letzte Mitglied der A. thaliana-PB-
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Familie, HMA, wurde vorgeschlagen, dass es an der Detoxifizierung von Cu in Wurzeln unter Cu-
Überschuss beteiligt ist (Andres-Colas et al., ). Es wurden diverse zum Hefe-Atx homologe Cu-
Chaperone identifiziert und deren Interaktion mit HMAs und anderen Proteinen z. T. nachgewiesen
(Wintz und Vulpe, ; Arnesano et al., ; Chu et al., ; Andres-Colas et al., ).

CalciumExchanger (CAX)-Familie Über dieCAX-Familie ist bisherwenig bekannt.Aufgrundder
mit AtCAX, -, - und - 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, für die  bis  Transmembranhelices vorhergesagt wurden. Für CAX und - wurde eine syn-
ergistische Funktion inArabidopsis vorgeschlagen (Cheng et al., ): Beidewurden inder vakuolären
Membran lokalisiert, wobeiCAX-Transkript hauptsächlich in Blättern undCAX-Transkript haupt-
sächlich in Wurzel detektiert wurde. Die Doppelmutante zeigte eine fast %ige Reduktion der va-
kuolären H+-ATPase-Aktivität und stark beeinträchtigtes Wachstum mit nekrotischen Blattspitzen
undBlüten. FürOsCAXwurde vorgeschlagen, dass es eine Rolle bei der Kälteakklimatisation und der
Morphogenese der Pflanze spielt (Kamiya et al., ). Auch für CAX und - wurde vakuoläre Lo-
kalisation sowie Mn/Ca-Transport (Hirschi et al., ) bzw. nur Ca-Transport gezeigt (Schaaf et al.,
), wobei CAX bei heterologer Expression in Hefe erst nach der Modifikation der N-terminalen
Domäne Ca-Transportaktivität zeigte (Cheng et al., ). Tatsächlich wurden CAX-interacting pro-
teins (CXIP und -) identifiziert, die in vivo durch Interaktion mit der N-terminalen Domäne von
CAX dessen Aktivität modulieren (Cheng und Hirschi, ). Für AtMHX, einem zusätzlichen
Mitglied dieser Familie wurde nachgewiesen, dass es ein (Mg+/Zn+)/H+-Antiporter der vakuolären
Membran ist (Shaul et al., ). Die Autoren schlugen vor, dass MHX im Aufbau eines vakuolä-
ren Zn- und Mg-Pools in den Parenchymzellen des Xylems involviert ist, der zu Zeiten der Defizienz
mobilisiert werden kann oder als Puffer für die Beladung des Xylems mit diesen Ionen dient.

Cation Diffusion Facilitator (CDF)-Familie Alle identifizierten Mitglieder der ubiquitären CDF-
Familie verfügen charakteristischerweise über eine Cation-efflux-Domäne (CE, PFAM ) und
sechs Transmembranhelices (TM), wobei vorhergesagt wird, dass der N- und C-Terminus auf der zy-
toplasmatischen Seite liegen (Mäser et al., ; Paulsen und Saier, ). Ebenfalls auf dieser Seite
befindet sich bei eukaryotischenMitgliedern eineHis-reicheRegion stark variierender Länge zwischen
TM- und TM-, von der angenommen wird, dass sie an der Metallbindung beteiligt ist (Huang und
Gitschier, ; Williams et al., ) und evtl. eine Rolle bei der Metallspezifität der CDF-Protei-
ne spielt (Persans et al., ). Zwischen den teilweise hochhomologen Transmembrandomänen zei-
gen die Mitglieder der CDF-Familie eine ungewöhnliche Variabilität (Paulsen und Saier, ). Für
CzcD, einem CDF-Protein aus Bacillus subtilis, wurde nachgewiesen, dass es ein Me+/(K+/H+)-An-
tiporter ist (Guffanti et al., ). Für ZitB, einem CDF-Mitglied ausEscherichia coli (E. coli), konnte
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nur (Cd+/Zn+)/H+-Antiport nachgewiesen werden – ein K+-Gradient vermittelte keine Cd+ oder
Zn+-Transportaktivität (Chao und Fu, ). Auch für ein eukaryotisches CDF-Protein, ScZrc,
wurde Zn+/H+-Antiport-Aktivität vorgeschlagen (MacDiarmid et al., ). Anhand dieser Beob-
achtungen kann man mutmaßen, dass pflanzliche CDFs, wie die Mitglieder der CAX-Familie, Me+/
H+-Antiporter sind. Der Nachweis der Existenz von Dimeren für PtdMTP – einem CDF-Protein
aus Pappel – deutet darauf hin, dass der aktive Transportkomplex ein Homo- oder Heteromer von
CDF-Proteinen sein könnte (Blaudez et al., ).

In A. thaliana wurden zwölf Mitglieder der CDF Familie identifiziert, MTP bis MTP (MTP–
Metal Tolerance Protein gemäß Mäser et al., , phylogenetischer Baum einiger Mitglieder in Ab-
bildung .), deren Funktion und Metallspezifität zum Großteil noch zu untersuchen sind. ZAT
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Abb. .: Phylogenetischer Baum der CDF Familie. Mit
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der Metallspezifität einiger charakterisierter Mitglieder
farblich unterteilt.

(AtMTP) war der erste identifizierte CDF-Transporter in Arabidopsis (van der Zaal et al., )
und ist inzwischen gut charakterisiert (Desbrosses-Fonrouge et al., ; Kobae et al., ; Krämer,
). Demnach wird ihm die Rolle des Transports von überschüssigem zytoplasmatischen Zn in die
Vakuole, und damit die Vermittlung einer basalen Zn-Toleranz zugeschrieben. Promotoraktivität wur-
de in Blütenknospen, in Staubfäden und -beuteln reifer Blüten, in jungenBlättern und imMeristem so-
wie der Elongationszone von Wurzeln detektiert – also vorwiegend in jungen wachsenden Geweben –
und war unabhängig von der Zn-Konzentration im Wachstumsmedium. Daraus wurde geschlossen,
dass MTP für den Aufbau eines Vorrats an Zn in jungen Zellen durch Speicherung in der Vakuole
sorgt, wodurch gleichzeitig ein Schutz vor überschüssigemZn-Angebot gewährleistetwird. Je nach Sta-
bilität des Proteins könnteAtMTP jedoch auch eine Rolle in ausgewachsenen Geweben spielen. Erst
kürzlich wurde die Charakterisierung von AtMTP publiziert (Arrivault et al., ). Wie AtMTP
istAtMTP in der vakuolären Membran lokalisiert und transportiert Zn in die Vakuole; im Vergleich





 E

zu MTP aber auch in ausgeprägterem Maße Co. Die Transkription vonAtMTPwird im Gegensatz
zuAtMTP inAbhängigkeit von exogen zurVerfügung gestelltemZnhochreguliert.Wie fürAtMTP,
wird ohne Metallstress Promotoraktivität in Staubfäden und -beuteln festgestellt, wobei allerdings die
in Blüten festgestellten Transkriptmengen unter diesen Bedingungen niedrig sind. Dies deutet auf
funktionelle Redundanz in diesenGewebenhin, die allerdings in jungenBlättern und inWurzeln nicht
gefunden wird. Im Gegensatz zu MTP wird für MTP in jungen Blättern gar keine Promotoraktivi-
tät festgestellt und in Wurzeln in anderen Zonen: Unter Zn-Stressbedingungen wird starke pMTP-
Promotoraktivität in Kortex- und Epidermiszellen der Spezialisierungs-/Wurzelhaarzone festgestellt.
Diese Zonen liegen oberhalb des Bereichs, in dem pMTP-Promotoraktivität gefunden wird (Wurzel-
kappe, Meristem, Elongationszone). Niedrige konstitutive pMTP-Promotoraktivität wurde auch in
der Phloemregion im Spross, Blättern und Blattansätzen detektiert. Es wurde festgestellt, dassMTP
und IRT transkriptional co-reguliert sind. Wie oben erwähnt, ist das Fe-Aufnahmesystem IRT re-
lativ unspezifisch bezüglich 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 AtMTP immobilisiert wird. Eine
mögliche Erklärung könnte in dem Umstand liegen, dass Zn-Überversorgung unter Fe-Mangel beson-
ders kritisch ist aufgrund der kompetitiven Substitution von Fe+ in Fe-haltigen Proteinen durch Zn+

(Woolhouse, ). Demnach schützt AtMTP die Pflanze vor Zn-Toxizität bei Überversorgung mit
Zn durch Transport und Immobilisierung von überschüssigem Zn in Vakuolen von epidermalen- und
Kortexzellen der Wurzelhaarzone. Nur ein weiteres Mitglied der CDF-Familie,AtMTP, wurde teil-
weise funktionell charakterisiert (Dale Sanders, nicht publiziert). Die bisher erhaltenen Daten deuten
darauf hin, dassAtMTP durch Transport von überschüssigem Mn in das Golgi-System Toleranz ge-
genüber erhöhten Mn-Konzentrationen verleiht.

ImVergleich zu anderenOrganismen sind die Familien derMetalltransporter in Pflanzen vergleichs-
weise groß (Hall undWilliams, ).Hierfür gibt es eine Reihe vonmöglichenGründen: Als sesshaf-
te Organismen müssen Pflanzen ihre Metallversorgung unter Bedingungen extrem variierender bio-
verfügbarer Metallkonzentrationen gewährleisten. Unter Umständen gibt es für häufig auretende
(Mangel-/Überschuss-) Verhältnisse zwischen den Metallen (Zn:Fe:Mn:Mg…) jeweils eigene »Sät-
ze« vonTransportern.Mit einem solchen System könnte durchwenige Transporter eineGrundversor-
gung der Pflanze gewährleistet werden. Sollte durch Aufnahmesysteme mit breiten Substratspektrum
ein Ion in unerwünscht hohem Maße aufgenommen werden, könnte 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 stützt, ist das breite Substratspektrum von IRT.
IRT transportiert neben demHauptsubstrat Fe unter anderemMn und Zn (s. oben). Bei alkalischem
pH sinkt nicht nur die Löslichkeit von Fe, sondern auch von Mn und Zn. Dies könnte ein Hinweis
darauf sein, das gewisse Mangelbedingungen in der Natur häufig mit anderen einhergehen, wobei die
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Metallhomöostase unter diesen Bedingungen durch wenige Transportern mit breitem Substratspek-
trum gewährleistet wird. Für den Fall, dass dies nicht so ist, könntemöglicherweise die Expression eine
Reihe spezifischerTransporter notwendig sein.DieDiversität innerhalb derMetalltransporterfamilien
mag auch für die Reaktion auf verschiedene Stressbedingungen notwendig sein, sowie umdieAnforde-
rungen desMetalltransports in den verschiedenenOrganell- und zellulärenMembranen innerhalb der
Pflanze zu erfüllen.Mutmaßlich brauchenPflanzen für dieAnpassung an extremeBedingungen infolge
vonUmwelteinflüssen eine Reihe hoch- und niedrigaffiner Systeme. Die bisher bekannten Informatio-
nen über die CDF-Familie sprechen gegen eine funktionelle Redundanz der einzelnenMitglieder und
deuten vielmehr darauf hin, dass alle Mitglieder eine besondere Funktion in der Pflanze übernehmen.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, mitAtMTP undAtMTP zwei weitereMitglieder der CDF-Familie
zu charakterisieren.

. Screen zur Identifikation von Interaktoren fürMitglieder der

Cation Diffusion Facilitator Familie

Es gibt Beobachtungen und Überlegungen, mit denen man eine Hypothese stützen kann, dass Metall-
ionen zumindest einige der beschriebenenTransporter innerhalb der Zelle nicht durchDiffusion errei-
chen oder verlassen, sondernmöglicherweise inVesikeln transportiertwerden oder spezifisch anMetal-
lochaperone gebunden sind, die als Shuttle dienen. So wurde für einige Metalle experimentell nachge-
wiesen, dass statistisch nur ein ungebundenes Ion pro einerMillion Zellen vorhanden ist und somit die
intrazelluläre Konzentration an freiem Metall praktisch Null ist (Cu in Hefe s. Rae et al., ; Zn in
E. coli s.OuttenundO’Halloran, ).DaMetallewieCu, Fe, oderMn inProteinenhäufig alsRedox-
Katalysatoren dienen, ist diese Beobachtung im evolutionären Kontext insofern sinnvoll, als dass jedes
dieser Ionen in freier Form einen Ort unkontrollierbarer Redox-Reaktionen darstellen kann. Da diese
für die Zelle potentiell schädlich sind, kann man von einem evolutionären Druck ausgehen, diese Me-
tallionen kontrolliert durch spezifische intrazelluläreTrafficker (Metallochaperone) zu binden und zu
transportieren. Tatsächlich wurden in Hefe und im Menschen Chaperone für Cu gefunden (Valentine
und Gralla, ). Für Cu und Zn wurde geschätzt, dass die Anzahl der spezifischen Bindungsstellen
in der Zelle in Proteinen und Chelatoren den Gesamt-Metallionengehalt bereits übersteigen. Zusätz-
licher Bindung von Metallen an spezifische und unspezifische Bindungsstellen wie Aminosäuren und
Membranen deutet auf eine Überkapazität an Bindungsstellen für Cu und Zn hin, was mutmaßlich
auch für andere essentielle Übergangsmetalle gilt (Rae et al., ; Outten und O’Halloran, ).
Dies lässt eine rein diffusionsgesteuerte Kontrolle der zellulären anorganischen Chemie vieler Metal-
le unwahrscheinlich erscheinen. Vielmehr sprechen thermodynamische und kinetische Überlegungen
für eine gezielte Be- und Entladung von Metall-benötigenden Proteinen (Metalloproteinen) und Me-
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talltransportproteinen durch Metallochaperone oder durch Interaktion mit Metallchelator-Komple-
xen: In einer wässrigen Umgebung wird die Beständigkeit bzw. thermodynamische Stabilität eines hy-
dratisierten Komplexes MeLn ausgedrückt durch die Komplexbildungskonstante KB der Substitution
vonWassermolekülen hydratisierterMetallionen [Me(H₂O)p]m+ durch hydratisierte Liganden L. Die
Umkehrung /KB wird als Komplexdissoziationskonstante KD bezeichnet. Es gilt:

[Me(H₂O)m+
p ] + nL k→

GGGGBF GGGGk←
[MeLn

m+] + pH₂O (.)

KD =
1

KB
=

k←

k→
=

[Me(H₂O)m+
p ] · [L]n

[MeLn
m+]

. (.)

Die Komplexbildungskonstante KB hängt gemäß (. a) mit der freien Enthalpie ΔGB der Komplexbil-
dungsreaktion zusammen, für die wiederum die Gibbs-Helmholtz-Gleichung (. b) gilt:

(a) ΔGB = −2, 303 · RT log KB; (b) ΔGB = ΔHB − TΔSB, (.)

Hieran ist ersichtlich, dass neben der Reaktionsenthalpie ΔHB auch die Entropieänderung ΔSB ei-
ner Reaktion Einfluss auf KB hat: Bei der Substitution der H₂O-Liganden durch mehrzähnige Ligan-
den wie z. B. Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), den meisten Metall-Pufferverbindungen (Nico-
tianamin, Phytosiderophore, Metallothioneine) oder auch Metalloproteinen, führt die auf die Frei-
setzung von Wasser zurückzuführende Entropiezunahme (»Chelat-Effekt«) zu einer erhöhten ther-
modynamischen Stabilität (einem negativeren ΔGB), was sich in einem niedrigen KD-Wert widerspie-
gelt. Die Dissoziationskonstanten von Metalloproteinen unterscheiden sich in ihrem Wert nicht maß-
geblich von denen unspezifischer Bindungsstellen und sind zum Teil sogar größer als die Dissoziati-
onskonstanten von Metall-Puffersubstanzen wie Nicotianamin (Stephan und Scholz, ). So sind
z. B. für Zn die Dissoziationskonstanten der meisten untersuchten Enzyme bei neutralem pH-Wert
(KD ≈⁷–¹⁰) tausend- bis millionenfach (z. B. Alkalische Phosphatase) größer als die vonMetallo-
thionein (KD =,·¹³) (Jacob et al., ). Die Aufnahme von Zn durch die Apo-Formen derMetal-
loproteine aus dem wässrigen Pool ist für solche Proteine in der Gegenwart des höher Zn-affinen Apo-
Metallothionein thermodynamisch stark benachteiligt – insofern dieMetallbeladung des Proteins und
von Metallothionein im selben Kompartiment stattfindet. Selbst wenn die Apo-Metalloproteine eine
mit Puffersubstanzen vergleichbare Affinität gegenüber Zn haben, sprechen kinetische Gründe gegen
die Beladung von Apo-Metalloproteinen (z. B. neusynthetisierten) aus dem wässrigen Pool: Der nied-
rige Wert der Dissoziationskonstanten KD der Metallbindung an unspezifischen Bindungsstellen und
Puffersubstanzen ist ein Hinweis auf eine niedrige Dissoziationsrate k← der Metalle von diesen Bin-
dungsstellen, da KD = 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: Für den Übergang des energieärmeren (stabileren) Metall/Ligand-
Komplexes der Puffersubstanz zum energetisch höheren Metall/Wasser-Komplex (Rückreaktion der
Gleichung [.]) muss zusätzlich zur freien Aktivierungsenthalpie der Hinreaktion ΔG‡

→ die freie Re-
aktionsenthalpie ΔG→ der Hinreaktion aufgebracht werden, also ΔG‡

← = ΔG→ + ΔG‡
→. Einer Gleichge-

wichtsverteilung der Metalle über den Umweg des wässrigen Pools – also der Metall/Wasser-Komple-
xe gemäß Gleichung (.) – auf alle verfügbaren Bindungsstellen stehen niedrige Dissoziationsraten
im Wege, da die Gleichgewichtseinstellung sehr lange dauern würde. Dieses kinetische Problem des
Metalltransfers von Puffersubstanzen (Metallochaperone, niedermolekulare Komplexe) auf Apo-Me-
talloproteine über den wässrigen Pool könnte durch spezifisch mit den Proteinen interagierende Me-
tallochaperone umgangen werden. Hierfür ist die Dissoziationskonstante unter der Bedingung einer
Metallochaperon-Protein-Interaktionmaßgeblich, also ohneUmweg über einenMetall/Wasser-Kom-
plex. Die Übertragung des Metalls auf das Ziel-Protein könnte dabei erfolgen, indem durch Konfor-
mationsänderung desMetallochaperons bei der Interaktionmit demZiel-Protein dieDissoziationsrate
desMetallochaperon/Metall-Komplexes steigt (Finney undO’Halloran, ). Es besteht also prinzi-
piell die Möglichkeit, dass Metallochaperonproteine mit Metalltransportern interagieren. Tatsächlich
wird für CeCDF und für den hierzu homologen HsZnT, zwei Metalltransporter der CDF-Familie
von C. elegans und H. sapiens, angenommen, dass diese Zn direkt von Raf erhalten könnten, wo-
durch letzteres aktiviert wird (Jirakulaporn und Muslin, ). Die ungewöhnliche Koordinations-
Umgebung der Zn(II)-Bindung an ZntA, einem P-Typ-ATPase-Transporter aus S. cerevisae, könnte
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 lösungsexponiert ist (Banci et al., ). Gegen die
Möglichkeit, dass diese Position von einem HO Molekül eingenommen wird, sprechen die obigen ki-
netischen Überlegungen. Daher könnte die vierte Position bei der Zn-Übergabe an den Transporter
von einem Chaperon-Ligand besetzt sein. Für diese eorie spricht die große Ähnlichkeit der Zn(II)-
Bindungsstelle von ZntA zu der Cu(I) Bindungsstelle von Ccca (Banci et al., ), einer Cu-trans-
portierenden ATPase aus S. cerevisae, von der die Interaktion mit dem Cu-Chaperon Atx bekannt ist
(Arnesano et al., ): Mit Ausnahme zweier Liganden ist das Aminosäure-Rückrad der metallbin-
denden Domäne zwischen beiden Proteinen identisch und eine Cu-Koordindationsstelle ist in Ccca
lösungsexponiert.

Es gibt Hinweise auf eine Möglichkeit, dass einige Proteine der CDF-Familie aus Arabidopsis an
das Zytoskelett gebunden sind. Durch Sequenzvergleiche wurden inAtMTP ,  und  histidinreiche
Bereiche gefunden, die Homologie zu Hisactophilin aufweisen, für welches eine Bindung an Aktin
nachgewiesen wurde (Stoeckelhuber et al., ). Dabei wird durch das gehäue Aureten von His-
tidin wahrscheinlich eine pH-Abhängigkeit der Bindung vermittelt. Dem Zytoskelett wiederum misst
man eine bedeutende Rolle beim zellulären Transport zu, indem Vesikel oder Proteine aktiv an diesem
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Netzwerk entlanggleiten. Sowurde inXenopus-Oocyten eineAktin-abhängige Bewegung vonEndoso-
men beobachtet (Taunton, ). 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 für den Fe-Transport in Erythrocyten ein Mecha-
nismus vorgeschlagen, bei dem Fe in Endosomen zu den Mitochondrien geliefert wird (Ponka et al.,
). 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 Fällen, dem intrazellulären Trans-
port von Metallen durch Metallochaperone oder in Vesikeln, wird ein Kontakt von CDF-Proteinen
mit anderen Proteinen erwartet. Es gibt auch weitere mögliche Interaktoren vonCDF Proteinen, z. B.
Proteine die CDFs regulieren oder von CDFs reguliert werden – wie beispielsweise für das oben ge-
nannte Raf im tierischen System gezeigt wurde (Jirakulaporn und Muslin, ). AtMTP ist in
diesem Zusammenhang besonders interessant, da es eventuell eine »konservierte« Interaktion eines
unbekannten Proteins mit einem Protein der CDF-Familie darstellt (Abschnitt .). Darüber hinaus
besteht dieMöglichkeit, dass auch dieArabidopsis-CDFsmit sich selbst interagieren, indem sieHomo-
dimere bilden – wie für PtdMTP biochemisch nachgewiesen wurde (Blaudez et al., ). Für das
bakteriellen CDF Protein YiiP wurde die Funktion als Homodimer inzwischen nachgewiesen (Wei
und Fu, ). Auch Heteromere oder höhere quaternäre Strukturen sind vorstellbar. Für letztere gibt
es keine Hinweise, aber heteromere CDF-Komplexe wurden bereits in Hefe (Msc/Zrg) und im
tierischen System (ZnT/ZnT ) identifiziert (Ellis et al., ).

Einehäufig angewandteMethode, umProteininteraktionennachzuweisen, bzw. umdurchdas Scree-
ning einer cDNA-Bibliothek Interaktoren (Preys) von Proteinen (Baits) zu finden, ist das YH-Sys-
tem (Causier und Davies, ). Allerdings ist diese Methode auf Proteine oder Proteinfragmente be-
schränkt, die Zugang zum Zellkern haben. Mit dem Split Ubiquitin System (SUS) wurde durch Johns-
son und Varshavsky () eine Methode entwickelt, mit der auch Interaktionen von Membranpro-
teinen als Ganzes nachgewiesen werden können. Dabei wird das Bait-Protein mit der C-terminalen
Häle vonUbiquitin sowie einemReporterprotein fusioniert und inHefezellen exprimiert, die zudem
Prey-Proteine exprimieren, welche wiederum mit der N-terminalen Häle von Ubiquitin fusioniert
sind (Abbildung .). InteragierenBait undPrey, wirdUbiquitin rekonstituiert und das Reporterpro-
tein durch Ubiquitin-spezifische Proteasen abgespalten.

Das zweite Ziel der Promotionsarbeit ist die Suche nach Interaktoren fürMitglieder derCDF-Fami-
lie mit Hilfe des SUS sowie durch biochemische Methoden. Denkbare Ansätze für letzteres sind dabei
Untersuchungen zur Existenz von höhermolekularen Proteinkomplexenmittels Gelfiltration oderCo-
Immunopräzipitation. Putative Interaktionen sollen dann in planta inA. thalianamittels Fluorescence

Statt »Köder« und »Beute« werden in dieser Arbeit immer die bei Yeast two Hybrid (YH)-Systemen etablierten Be-
griff Bait und Prey verwendet.
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Abb. .: Das Split Ubiquitin System (SUS). Für den Screen wird der Hefestamm JD eingesetzt.

Resonance Energy Transfer (FRET) (Gadella et al., ) oder mittels Bimolecular Fluorescence Com-
plementation (BiFC) (Walter et al., ) bestätigt werden werden.

. Analyse der elementaren Zusammensetzung von Pflanzen im

Hochdurchsatz

Zur Analyse der Elementgehalte von Proben wird heutzutage zumeist der Atomspektrometrie der Vor-
rang gegenüber chemischen und physikochemischen Methoden gegeben. Aufgrund der fortlaufenden
Verbesserung der Gerätetechnik ist es heutzutage möglich, nicht nur ein oder einige wenige Elemente,
sondern bis über die Häle aller Elemente des Periodensystems in einer Messung simultan zu bestim-
men.Auchwennhierbei physikalisch und chemisch bedingte Limitierungen gelten, kann dadurch z. B.
die elementare Zusammensetzung einer Pflanze fast vollständig erfasst werden. Dies eröffnet die Mög-
lichkeit, in größerem Maßstab Vergleiche zwischen verschiedenen Pflanzenarten oder innerhalb von
natürlichen oderMutanten-Populationen durchzuführen. Solch ein Ansatz könnte einen entscheiden-
den Beitrag zur Aulärung wichtiger Komponenten des Metallhomöostasenetzwerks 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 Übersicht über atomspektroskopische Methoden ge-
geben, sowie das Funktionsprinzip der ICP OES vorgestellt. Eine etablierte Methode zur Probenauf-
bereitung für die Analyse ist hierbei die Probenverflüssigung durch Säure-Aufschluss. Für die Analyse
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von Pflanzenproben weniger verbreitet ist das »solid sampling« durch elektrothermale Verdampfung
(ETV):Hierbeiwird die Probe in einer nicht-oxidierendenAtmosphäre stark erhitzt unddie 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 für die Analyse von Pflanzenmaterial im Hochdurchsatz beschrieben.

.. Atomspektrometrie zur Elementanalyse

Bei der Atomspektrometrie wird zwischenMethoden 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 Wellenlängen, die elementspe-
zifisch sind. Die spezifische Energie einer Wellenlänge wird absorbiert durch die Energieübertragung
auf ein Hüllelektron des Elements, das im angeregten Zustand ein energetisch höheres Orbital besetzt
(sieheAbschnitt .. zur näheren Erläuterung). Das Ausmaß der Absorption hängt von der Konzen-
tration des Analyten ab. Als Methoden wären 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 für jedes Ele-
ment andere charakteristische Wellenlängen zur Verfügung stellen muss, können nur wenige oder gar
nur ein Element pro Messung bestimmt werden. Demgegenüber können 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 zunächst atomisiert. Im Unter-
schied zurAASwird durch eineHochenergiequelle die Energie für alle denkbarenElektronenübergän-
ge aller Elemente zur Verfügung gestellt (Abschnitt ..) – und nicht nur die Energie eines elements-
pezifischen Elektronenübergangs. Fallen die angeregten Elektronen auf ihreUrsprungsorbitale zurück,
kommt es zur Emission von Licht. Jedes Element emittiert Wellenlängen, die nur für dieses Element
charakteristisch sind und deren Intensitäten von der Konzentration des Elements abhängen. Als Bei-
spiel für 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 derselbenWellenlänge emittiert,
wie zuvor zur Anregung absorbiert wurde. Daher mag man annehmen, dass Absorption und Emission
sich gegenseitig aueben und Licht derselben Intensität detektiert wird, wie eingestrahlt wird. Dies ist
nicht der Fall, da diese Emission in alle Raumrichtungen stattfindet und somit die Intensität im Ver-
gleich zur Absorption des Lichts der gerichteten Lichtquelle vernachlässigbar ist. Zudem hat nur ein
Teil des emittierten Lichts dieselbe Wellenlänge wie die absorbierte.
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Die ICP OES ist eine weit verbreitete Technik zur Multielementbestimmung, da bei vertretbaren
Kosten schnell und akkurat bis zu  Elemente in einer Probe gleichzeitig bestimmt werden können.
Für gewöhnlich werden Proben analysiert, indem sie mit Säure aufgeschlossen werden und die gelöste
Probe als Nebel in ein als Hochenergiequelle dienendes Argonplasma injiziert (Abschnitt ..). Der
Aufschluss ist ein zeit- und arbeitsintensiverVorgang, weshalb sich dieseArt derÜberführung vonPro-
ben in das Plasma nur mit Einschränkung für den Hochdurchsatz von Proben eignet. Das Screening
vonArabidopsis-Ökotypen oder einer Ethanmethylsulfonat (EMS)-mutagenisiertenA. thaliana-Po-
pulation auf Änderungen im Elementgehalt sind denkbare Ansätze zur Identifikation neuer Quanti-
tative Trait Loci (QTL) oder neuer Gene, die einen Einfluss auf die Metallhomöostase haben. Hierfür
wäre hoher Durchsatz bei der Messung der Elementgehalte eine Grundvoraussetzung. Eine schnelle
Methode zur Überführung einer Probe in das Plasma ist die elektrothermale Verdampfung. Eine vor-
getrocknete Probe wird hierfür in mehreren Stufen in einer nicht-oxidierenden Atmosphäre auf bis zu
 °C erhitzt und das entstehende Aerosol in das Plasma geleitet. Die Atmosphäre ist nicht inert,
da halogenierte Kohlenwasserstoffe zur Halogenierung der Probe beigemengt werden. Dies erleichtert
die Verdampfbarkeit der Probe und verhindert Ablagerungen bei der Überführung des Aerosols ins
Plasma.

.. Funktionsprinzip der Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry

Hüllelektronen von Atomen können grundsätzlich durch Aufnahme diskreter Energien die von ihnen
besetzten Orbitale verlassen und energetisch höhere besetzten. Aufgrund der verschiedensten Kopp-
lungsmöglichkeiten mit anderen Elektronen steigt mit zunehmender Ordnungszahl des Elements die
Anzahl der Energiezustände, die von diesem Elektron besetzt werden können. Im Fall der Aufnahme
sehr großer Energien kommt es zur Ionisierung durch Verlust eines oder sogar zweier Elektronen. Die
angeregten Elektronen der Atome oder Ionen können von der Vielzahl der Energieniveaus – z. T. über
semistabile Zwischenstufen – ihr ursprüngliches Energieniveau (Orbital) wieder erreichen und senden
bei jedem Übergang die Energiedifferenz in Form von Licht entsprechender Energie (Wellenlänge)
aus. Selbst für ein simples Element wie Wasserstoff existiert bereits eine sehr große Anzahl besetzbarer
Energieniveaus, die zur Emission ebenso vieler verschiedener Wellenlängen führen (Lyman-, Paschen-,
Balmer-Serie). Da nicht jeder Energieübergang gleich wahrscheinlich ist, existieren für jedes Element
prominente Spektrallinien. Das Spektrum des emittierten Lichts ist somit für jedes Element charakte-
ristisch. Bei der ICP OES wird als Hochenergiequelle meist ein Argonplasma eingesetzt. Die Energie

Arabidopsis-»Ökotyp« wird in dieser Arbeit im Sinne des englischenArabidopsis-Accessions verwendet.
eoretisch ist die Anzahl für jedes Element unendlich, da zwischen dem letzten angeregten Zustand eines Atoms und
dem Verlust eines Elektrons unendlich viele energetische Zwischenzustände existieren. Daher ist jeder dieser Zwischen-
zustände gleich unwahrscheinlich und die darauf zurückgehende Emission (siehe Text) nicht messbar.
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zur Elektronenanregung der ins Plasma injizierten Elemente wird Plasmavorgängen entnommen. Sie
wird entweder thermisch übertragen durch Energietransfer bei Partikelkollisionen oder durchAbsorp-
tion vonLicht (was alsKollisionmit Photonenbetrachtetwerdenkann). ImArgonplasma liegt ein sehr
breites Energiespektrum vor, wodurch prinzipiell alle Elemente des Periodensystems gemäß den erör-
terten Prinzipien anregbar sind.Die Energie des Plasmaswirdmagnetisch induziert:DasArgon strömt
durch eine Quarzröhre, um die einige Windungen einer Spule (Radio Frequency (RF)-Generator) ge-
wickelt sind. Bei denmeistenGeräten oszilliert der Strom in dieser Spulemit  oder MHz, was ein
Magnetfeld innerhalb der Quarzröhre erzeugt. Bei der Zündung des Plasmas werden durch die elek-
trische Entladung eines Kupferdrahtes einige Argonionen erzeugt, die in demMagnetfeld eingefangen
und beschleunigt werden. Durch Kollision mit anderen Argonatomen entsteht Hitze, die zu weiteren
Ionisierungen führt. Die Kollisionen und die dadurch bedingte Hitze nehmen daher lawinenartig zu
und führen zu einem »brennenden« Plasma. Das Plasma stellt somit eine »hoch energetische Wol-
ke« von gasförmigen Ionen und deren Elektronen dar. Generalisiert kann bei jeder Materie von einem
Plasma gesprochen werden, wenn diese mehr als % Elektronen und positive Ionen neben neutralen
AtomenundMolekülen enthält.Wie schon erwähnt,wird für die ICPOES gewöhnlichArgon genom-
men. Die Energie und somit die Hitze des Plasmas kann durch den RF-Generator eingestellt werden,
der für gewöhnlich zwischen  und W induziert.

Wird eine Probe in das Plasma gebracht, durchläu sie mehrere Zonen: Bei einer flüssigen Probe
entstehen zunächst aus dem injizierten Aerosol feste Partikel. Durch die zunehmende Hitze wird die
Probe imweiteren Verlauf gasförmig, erreicht dann ZonenwoMoleküle zu Atomen zerfallen und liegt
in der analytische Zone des Plasmas bei ≈ –K in Form von angeregten Atomen und Ionen
vor. Diese repräsentieren die elementare Zusammensetzung der Probe. Bei vielen Geräten kann das
von den angeregten Atomen oder Ionen emittierte Licht radial zur Quarzröhre – meist durch ein klei-
nes Loch – oder axial detektiert werden: Der Anwender kann für jedes Element entscheiden, ob die
radiale oder axiale Emission einer charakteristischen Emissionslinie gemessen werden soll. Schwache
Emissionslinien, deren Intensität unempfindlich gegenüber Temperaturunterschieden im beobachte-
ten Plasma ist, werden vorzugsweise axial gemessen, starke radial. Um die große Vielzahl an Emissi-
onslinien spektral zu trennen, wird das Licht zunächst auf ein Brechungsgitter gelenkt. Die erreichbare
spektrale Auflösung eines Brechungsgitter liegt Größenordnungen über der eines Prismas und korre-
liert mit der Anzahl der Rillen pro mm. Zudem entstehen viele Brechungsordnungen, deren Spektren
sich mit zunehmender Ordnung überlagern. Dies nutzt man aus, um das emittierte Spektrum zweidi-
mensional auf einem Detektorchip abzubilden: Hierfür »fächert« man die sich überlagernden hohen
Brechungsordnungen spektral mittels eines gewöhnlichen Prismas auf. Auf dem Chip wird also z. B.
oben links das Infrarotspektrum der sten Brechungsordnung abgebildet und unten rechts das UV-
Spektrum der sten Brechungsordnung (s. a. Abbildung nebenTabelle .). Um zu vermeiden, dass
die größte Intensität des vom Brechungsgitter gebrochenen Lichts in der ersten Brechungsordnung ist
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– wie dies z. B. bei einer handelsüblichen CD zu beobachten wäre – haben die Brechungsgitter eine
Sägezahnstruktur, wodurch das Licht auf die hohen Brechungsordnungen gelenkt wird. Trotz dieses
Aufwands, mit dem eine spektrale Auflösung im Bereich von , nm erreicht wird, liegen die Emissi-
onslinien verschiedener Elemente z. T. zu dicht beieinander, um sie zu trennen. Da die Intensität einer
Emissionslinie mit der Konzentration eines Elements im Plasma korreliert, kann für jedes Element die
Kalibration mit Standardsubstanzen durchgeführt werden, die bekannte Konzentrationen dieses Ele-
ments enthalten.

Das dritte Ziel der Promotionsarbeit ist die Verbesserung einer Kopplungsmethode zwischen einem
Gerät für die elektrothermale Verdampfung und der ICP OES für die Analyse von Pflanzenproben im
Hochdurchsatz.
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 Material undMethoden

. MolekularbiologischeMethoden

.. Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden, wie die Transformation und Kultur von E.coli, Plasmidiso-
lierung, blunt end-Erzeugung von DNA-Strängen, Dephosphorylierung von DNA, Präzipitation von
DNAoder DNA-Extraktion aus Pflanzen, wurden gemäß Sambrook und Russel () durchgeführt.
Die enzymatische Restriktionspaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsenzymen der Firma Roche
Diagnostics (Mannheim, Deutschland) und New England Biolabs (Frankfurt/M., Deutschland) ent-
sprechend denAnleitungen desHerstellers. VomHerstellers RocheDiagnostics stammte auch dasKle-
now-Fragment der DNA-Polymerase  und Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP). Für Sequenzierung
bestimmte Plasmidpräparation aus E. coli, sowie für die Aufreinigung von PCRs oder Gelfragmen-
ten wurden die Kits QIA® SM bzw.QIA®G E desHerstellers
Quiagen verwendet.

.. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCRs zuKlonierungszweckenwurdenmit demPT®-Kit (Stratagene, La Jolla,CA,USA)
gemäß den Empfehlungen des Hersteller durchgeführt. Für alle anderen Zwecke wurde REDT™-DNA-Polymerase (SigmaAldrich, Steinheim,Deutschland)oderTaq-Polymerase (eigeneHerstellung)
eingesetzt. Die Bindungstemperaturen (Tm) von Perfect Match oder Mismatch-Primern wurden mit
M (Schütz und von Ahsen, ) gemäß derMaximum Neighborhood-Methode berechnet.
Im entsprechendenSchritt der PCRwurde eine  °CniedrigereTemperatur verwendet, umdie quanti-
tative Bindung der Primer an dieMatrize zu gewährleisten.Die Länge des Amplifikationsschrittes rich-
tete sichnachderProzessivität derPolymerase (PT®≈ bp ·min¹,Taq:≈  bp ·min¹).
Das folgende Grundprogramm wurde verwendet: min bei  °C, gefolgt von  Zyklen bestehend
aus  s bei  °C,  s bei Tm − °C, min pro  bp ( bp) zu amplifizierender Matrize bei /
 °C (Pfu/Taq) und abschließend min bei  °C. Wenn durch überlange Primer Sequenzen einge-

Bei sehr langenPrimernmit einerTm − °C>  °Cwurde dieselbeTemperatur verwendetwie imAmplifikationsschritt.
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führt wurden, ist nach den ersten fünf Zyklen die Bindungstemperatur von der berechnetenMismatch-
Tm (−  °C) auf die Perfect Match-Tm (−  °C) des Primers erhöht worden. Für Kolonie-PCR wurde
anstatt eines aufgereinigtenDNA-Templates einwenig einer frischenHefe- oderE. coli-Kolonie in den
Reaktionsansatz gegeben.

.. Homologe Rekombination inHefe

Für die Integration eines PCR- oder Plasmid-Fragments in einen Vektor mittels homologer Rekombi-
nation in Hefe wurde zunächst der Vektor linearisiert. Insofern es möglich war, wurden hierbei zwei
Restriktionsenzyme eingesetzt, die zu inkompatiblenÜberhängen beidseitig der Vektor-Enden führen.
DerVektorwurde nachderDephosphorylierung durch SAPmittels einesAgarosegels aufgereinigt. Ein
Fragment, das beidseitig Sequenzen von mindestens  bp Länge aufweist, die homolog zum aufgerei-
nigten Vektor sind, wurde zusammen mit diesem Vektor für 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 ..).

.. Plasmidisolierung aus Hefe

Zur Isolation von Plasmiden aus Hefe wurde eine Methode von A. Lorincz (Bethesda Research La-
boratories) angewendet, die für die Isolation von Vektoren angepasst wurde, die nur in ein bis zwei
Kopien in derHefezelle vorliegen.Hierzu wurden ml Supplement Complete (SC)-Selektionsmedium
mit einer frischen Hefekolonie angeimp und über Nacht bei  °C schüttelnd inkubiert. Nach der
Zentrifugation (× g, min) wurden die Zellen in  µl Lysis-Puffer aufgenommen (mM
Tris pH, mM NaCl, mM EDTA, ,% (m/V) SDS) und bis unter den Flüssigkeitsmeniskus
mit Säure-gewaschenen Glasperlen (∅ ,–, µm, s. Sambrook und Russel, ) versetzt. Die ml
Reaktionsgefäße wurden darauin min mit einem Schüttler (Vortex) bei max. Geschwindigkeit ge-
schüttelt. Hierzu wurden  µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI, ::) gegeben und die
Gefäße ein weiteres Mal für min geschüttelt. Nach dem Zentrifugieren (× g, min) wurden
 µl vomÜberstand in ein neuesReaktionsgefäß gegeben.UmdieDNAder aufgeschlossenenHefen
ein zweitesMal zu extrahieren, wurden die verbliebenen  µl der wässrigen Phasemit  µl frischem
Lysispuffer ergänzt. Nach der zweiten Extraktion wurden die wässrigen Überstände vereint (≈ µl)
und verbliebenes Phenol durch Waschen mit  µl Chloroform/Isoamylalkohol (:) entfernt. Die
DNA wurde durch Zugabe von ⁄ Vol. M NaAc pH,, ⁄ Vol. M MgCl₂ und  Vol. Ethanol

Ein spezieller Aufschluss der Hefezellen war nicht notwendig, insofern frisch transformierte Hefezellen verwendet wur-
den.
Quelle: Hahn Lab. http://www.fhcrc.org/labs/hahn/methods/mol_bio_meth/yeast_plas_
prep.html
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gefällt, zweimal mit % Ethanol gewaschen und in  µl H₂O gelöst. Zur Amplifikation der Plasmi-
de wurden hiervon  µl für die Transformation von hochkompetentenE. coli-Zellen (mind. ⁹ colony
forming units (cfu)/µg pUC) mittels Elektroporation eingesetzt. Alternativ wurde für PCRs , µl
der DNA pro  µl Reaktionsansatz eingesetzt.

.. Isolierung der cDNA der Interaktionskandidaten aus Hefe;
Retransformation vonHefe

Die cDNA der mit dem SUS identifizierten Kandidaten in den Prey-Plasmiden pGOi bzw. pCUP-
CGK (SUS-cDNA-Bibliotheken, s.Abschnitt .) wurde für die Retransformation vonHefe auf zwei
unterschiedlichen Wegen erhalten: Zum einen wurde das Plasmidgemisch aus den Hefen isoliert und
E. coli damit transformiert (Abschnitt ..). Obwohl ein Bait/Prey-Plasmidgemisch für die Trans-
formation verwendet wird, ist die Selektion von Prey-Vektor-(pCUP-CGK)-Transformanten im Fall
der LD-Bibliothek möglich, da nur diese resistent gegenüber Kanamycin sind. Dies ist im Fall der FS-
Bibliothek nicht möglich, da die Bait/Prey-Plasmide keine unterschiedlichen Resistenzmarker auf-
weisen. Hier wurde mittels PCR nach der Plasmidisolierung (Abschnitt ..) oder durch Kolonie-
PCR (Abschnitt ..) die im Vektor pGOi enthaltene cDNA des Kandidaten mit den Primern Nui
(’--’) und ADHterm (’--
-’) amplifiziert. Gleichzeitig wurden hierbei beidseitig der cDNA ≈ bp der pGOi-Vektor-
sequenz amplifiziert. Bei den Screens – (Tabelle .) wurde dies auch für Kandidaten aus der LD-
Bibliothek getan. Hierbei erfolgte die Amplifikation der cDNAs mit den Primern Nui und Cycr (’-
-’), wodurch ebenfalls ≈  bp des Trägervektors (hier pCUP-CGK)
amplifiziert wurden. Für die Retransformation von Hefe wurde neben dem Bait-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 (Abschnitt .., ..).

.. Rapid Amplification of cDNA-Sequences (RACE)

Für ’-Rapid Amplification of cDNA-Sequences (RACE) wurde eine cDNA-Bibliothek mit Material
aus verschiedenen Geweben vonA. thaliana hergestellt. Hierzu wurden folgende Gewebe vereint:

• mgGewebe von auf Erde gewachsenen, einenMonat alten Pflanzen, inklusive Blütenstände,
Schoten und Blütenstengel

• mg Wurzeln und mg oberirdisches Pflanzenmaterial von hydroponisch gewachsenen
Pflanzen, die für  Tage mit  µM Zn behandelt wurden

• mgWurzeln von hydroponisch gewachsenen Pflanzen, die für  Tagemit  µMZn behan-
delt wurden





 M  M

• mg Wurzeln von hydroponisch gewachsenen Pflanzen, die für  Tage  µM Cd ausgesetzt
wurden

Aus den vereinten Geweben wurde mit der TRI-Methode (Invitrogen) entsprechend der Anlei-
tung des Herstellers mg Gesamt-RNA isoliert, woraus  µg mRNA mit dem PAT System
(Promega Corp., Madison, WI, USA) präpariert wurden. Die ’-RACE-Bibliothek wurde unter Be-
nutzung von , µg mRNA mit dem S™RACE DNA-A-Kit (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany) hergestellt. Für die ’-RACE von AtMTP wurde PCR und nested PCR mit
dengenspezifischenPrimernAtCDF-Ra (’--’) undAtCDF-
Rb (’--’, nested) durchgeführt. Als Template wurden hierbei , µl
der Bibliothek bzw.  µl der ersten PCR im Fall der nested PCR eingesetzt. Die PCR-Produkte wur-
den elektrophoretisch in einem %igem Agarosegel aufgetrennt. Die identifizierten Banden mit einer
Größe von ≈ / bp (PCR/nested PCR) wurden in den Vektor pCR. (Invitrogen) kloniert.
Nach der Transformation von E. coli wurden neun Klone sequenziert, die aus der Transformation mit
dem nested PCR-Produkt hervorgingen sowie zwei Klone der zweiten Transformation (Sequenzen in
Anhang A..).

.. Klonierung vonAtAKT

Aus der A. thaliana ’-RACE cDNA-Bibliothek wurde mit den Primern GWAtAKTf (’--
-’) und GWAtAKTr (’--
-’) die kodierende Sequenz von AtAKTmit Stop-Codon amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde
gemäß denAnleitungen desHerstellers in denGateway®-Vektor pENTR/D (Invitrogen) kloniert. Das
entsprechende Konstrukt mit Stop-Codon im Vektor pDOR wurde zuvor bereits von A.-G Des-
brosses-Fonrouge erzeugt (nicht publiziert). Die Sequenz wurde durch Sequenzierung überprü. Die
Klonierung vonAtAKTmit Stop-Codon in pNubAGW-Lund ohne Stop-Codon in pM-Cub erfolg-
te mit der Gateway®-Technologie.
.. Klonierung vonAtMTP

Aus der A. thaliana ’-RACE cDNA-Bibliothek wurde mit den Primern ZATtpA ’--
-’ und ZATtpX ’--’ die kodieren-
de Sequenz von AtMTP ohne Stop-Codon amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde gemäß den Anlei-
tungen des Herstellers in den Gateway®-Vektor pENTR/D (Invitrogen) kloniert. Die Sequenz wurde
durchSequenzierungüberprü.Das entsprechendeKonstruktmit Stop-Codon imVektorpDONR
wurde zuvor bereits von A.-G. Garlonn Desbrosses-Fonrouge erzeugt (nicht publiziert). Die Klonie-

Max-Planck-Institut für molekulare Pflanzenphysiologie
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rung vonAtMTP ohne Stop-Codon in pM-Cubund vonAtMTPmit Stop-Codon in pNubAGW-L
erfolgte mit der Gateway®-Technologie.
.. Klonierung vonAhMTP

Für die Klonierung vonAhMTPmit Stop-Codon in denVektor pNubAGW-Lmittels derGateway®-Technologie wurde das Gateway®-Entry-Konstrukt von AhMTP verwendet, dessen Konstruktion in
Dräger et al. () beschrieben wurde.

.. Klonierung vonAtMTP

Aus der A. thaliana ’-RACE cDNA-Bibliothek wurde mit den Primern ZATtpA (’--
-’) und ZATtpX (’--’) die kodieren-
de Sequenz von AtMTP ohne Stop-Codon amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde gemäß den Anlei-
tungen des Herstellers in den Gateway®-Vektor pENTR/D (Invitrogen) kloniert. Die Sequenz wurde
durch Sequenzierung überprü. Das entsprechende Konstrukt mit Stop-Codon wurde zuvor bereits
von A.-G. Desbrosses-Fonrouge erzeugt (nicht publiziert).

.. Klonierung vonAtMTP

Für die Klonierung von AtMTP ohne Stop-Codon in den Vektor pM-Cub mittels der Gateway®-Technologie wurde das Gateway®-Entry-Konstrukt von AtMTP verwendet, dessen Konstruktion in
Arrivault et al. () beschrieben wurde.

.. Klonierung vonAtMTP

Die Klonierung von AtMTP erfolgte mittels homologer Rekombination in Hefe (Abschnitt ..,
..). Durch überlange Primer wurden beidseitig der kodierenden AtMTP-Sequenz mittels PCR
Sequenzen eingeführt, die homolog zu den attB und attB Rekombinationsstellen von Gateway®-Expressionsvektoren sind. Für die Amplifikation von AtMTP ohne Stop-Codon mit den Primern
GWHR-AtCDFf (’--
ATG-’) undGWHR-AtCDFr (’--
-’) wurde dieselbe A. thaliana cDNA-Bibliothek ver-
wendet, wie zuvor für ’-RACE. Der für die homologe Rekombination eingesetzte Vektor pM-Cub

Für 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 attB
Seite des Expressionsvektors die Sequenz ’--’ und in der attB Seite die Sequenz ’--
-’. Die Klonierung von cDNAs in den Vektor pENTR/D ist die neuere der beiden grundsätzlich
verschiedenen Technologien, cDNAs in das Gateway®-System einzuführen.
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enthieltAtMTP (Abschnitt .), welches zuvor unter Verwendung des pENTR/D (AtMTP)-Kon-
struktesmit demGateway®-System in diesenVektor kloniert wurde.Die für die homologeRekombina-
tion notwendige Linearisierung des Vektors (Abschnitt ..) wurde mit BlnI durchgeführt, wodurch
ein Großteil der AtMTP Sequenz entfernt wurde.

.. Klonierung der Interaktionskandidaten

Da die Kandidaten des Interaktionsscreens (Tabelle .) zumeist verkürzt im Prey-Vektor vorlagen,
wurden diese neu kloniert. Der annotierte Open Reading Frame (ORF) wurde hierfür unter Verwen-
dung der A. thaliana ’-RACE cDNA-Bibliothek mit den in Anhang A.. 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
pFLGW, pNubAGW und pNubGGW erfolgte mit der Gateway®-Technologie.
.. Southern Blot dermtp-S-Linie

GenomischeDNAwurdemit einermodifiziertenMethode gemäßMurray undompson () iso-
liert. Es wurden  g Blüten in flüssigem Stickstoff in einem Mörser zu feinem Puder zerrieben und in
ml Zentrifugenröhrchen überführt. Die Gefäße wurden nach der Zugabe von ml Extraktionspuf-
fer (mMSorbitol, mMEDTA, mMNaCl, % (m/V)N-Lauryl Sarcosin) geschüttelt (Vor-
tex), bis eine homogene Suspension erhalten wurde. Nach der Zugabe von ml Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (PCI, ::) wurden die Gefäße für weitere min geschüttelt. Nach dem Zentri-
fugieren (min,  × g,  °C) wurde der wässrige Überstand (≈ ml) in saubere ml Zentrifu-
genröhrchen überführt und hierzu vorsichtig ml Isopropanol gegeben.DieGefäßewurden vorsichtig
dreimal invertiert und min bei – °C inkubiert. Der Überstand wurde nach dem Zentrifugieren
(min,  × g) entfernt und das Pellet für –min getrocknet. Die RNA wurde verdaut durch
Zugabe von ml H₂O+,mg ·ml¹ RNAse und Inkubation bei  °C für min. Unlösliches Mate-
rial wurde durchZentrifugieren (min,  × g) entfernt, derÜberstand (ml) in ein neuesGefäß
überführt und die gDNA durch Zugabe von ⁄ Vol. M NaAc pH,, ⁄ Vol. M MgCl₂ und 
Vol. Ethanol gefällt. Die Gefäße wurden min bei – °C inkubiert, worauin die gDNA durch
Zentrifugieren (min,  × g) pellettiert und nach dem Entfernen des Überstands getrocknet
wurde. Das Pellet wurde vorsichtig in  µl H₂O gelöst. Zehn Mikrogramm der gDNA wurden mit
XbaI verdaut und die entstehenden Fragmente elektrophoretisch in einem ,%igem Agarosegel auf-
getrennt. Das Gel wurde mit Ethidiumbromid gefärbt und nach dem Anlegen eines fluoreszierenden
Lineals fotografiert. Nach dem Blot der DNA (Kapillar-Blot mit SSC-Puffer (mM NaCl, mM
Natriumcitrat pH  gemäß Sambrook und Russel, ) 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 darauin mit Wasser angefeuchtet und  h bei  °C in Herby-Puffer (mM Na₂HPO₄/
NaH₂PO₄ pH,, mM EDTA, ,% (m/V) SDS, % (m/V) BSA) vorhybridisiert. Durch Restrik-
tionsverdau von pBIN-ROK (Baulcombe et al., ) mit BsaBI/BstBI wurde das NPTII-Gen als
Fragmentmit einer Größe von  bp erhalten. Die radioaktiveMarkierung (³²P) von  ngDNAdie-
ses Fragments erfolgtemit demM-Kit (GEHealthcare, ehem.AmershamBiosciences; nicht
mehr erhältlich). ZurHybridisierung wurde die Sonde für  h bei  °C inHerby-Puffermit derMem-
bran inkubiert. Darauin wurde die Membran einmal mit × SSC+ ,% (m/V) SDS gewaschen
(min,  °C), gefolgt von einem zweiten Waschschritt mit ,× SSC+ ,% (m/V) SDS (min,
 °C).DieDetektion dermembrangebundenenRadioaktivität erfolgtemit demKS
I F X-OMAT™AR. Der Film wurde exponiert, bis ein gutes Signal zu erkennen war (≈ 
Wochen).

. Hefe-Vektoren, Klonierungen

.. NUb/Prey-Vektoren

Alle NUb-Vektoren gehen auf Johnsson und Varshavsky () zurück, wurden aber unterschiedlich
modifiziert. Unter anderem ergeben sich hierdurch unterschiedliche Linker-Sequenzen zwischen NUb

und den cDNAs (s. Anhang A.). Gemeinsam ist allen Vektoren, dass sie auf dem Grundgerüst von
pRS aufbauen (Sikorski und Hieter, ) und daher aufgrund des ARSH/CEN-Replikations-
ursprungs in Hefe in ein bis zwei Kopien vorliegen (low copy-Vektoren). Da in allen Vektoren die
pCUP::NUb-Kassette von Johnsson und Varshavsky () enthalten ist, steht bei diesen Vektoren
die Expression der chimären Fusionsproteine unter Kontrolle des pCUP Promotors.

pGOi (pCUP::NUb:cDNA): SUS-cDNA-Bibliothek (FS-Bib.) Eine der beidenmit demSUS ge-
screenten cDNA-Bibliotheken wurde von Felippa Santos erhalten (FS-Bibliothek). Für die Konstruk-
tion der Bibliothek wurde der Vektor pGOi aus mehreren Plasmiden konstruiert: Für die Erzeugung
von pGOi wurde der Promotor pCUP und die NUb-kodierende Sequenz gemeinsam von dem von
Johnsson und Varshavsky () abstammenden NUbI-Vektor amplifiziert. Durch überlange Primer
wurde upstream von pCUP eine Erkennungssequenz für die Restriktionsendonuklease SacI einge-
führt. Downstream von NUb wurde ein Haemagglutinin (HA)-Epitop-Tag sowie die Erkennungsse-
quenzen für die Restriktionsendonukleasen AscI, SmaI, BamHI and SalI eingeführt (Sequenz s. An-
hang A.). Dieses PCR-Fragment wurde mit SacI und SalI verdaut und in den ebenso verdauten Vek-
tor pRS eingefügt. Vom Vektor pGAD (Bartel et al., ) wurde die Sequenz des ADH-

Da auch der Bait-Vektor diesen Replikationsursprung hat (pRS-Grundgerüst), liegt von jedem Vektor unter Selekti-
onsbedingungen nur ein Plasmid in der Hefezelle vor.
Universität Freiburg, Pflanzenbiotechnologie, AG Palme, Sonnenstr. ,  Freiburg
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Terminators amplifiziert. Hierbei wurden durch überlange Primer upstream derADH-Terminatorse-
quenz die Erkennungssequenzen für die Restriktionsendonukleasen ApaI, NotI und BglII eingeführt
unddownstream eineKpnI-Erkennungssequenz.Dieses PCR-FragmentwurdeApaI/KpnI verdaut und
unterBenutzungdieserRestriktionsschnittstellendownstreambezüglichdes zuvor indenVektorpRS
eingefügten NUb-Fragments kloniert. Der somit erhaltene Vektor wurde pGOi genannt. Er liegt auf-
grund desARSH/CEN-Replikationsursprung inHefe in ein bis zwei Kopien vor (low copy-Vektor).
Er enthält den Auxotrophiemarker TRP, sowie den pCUP-Promotor und den ADH-Terminator
zur Expression von cDNAs in S. cerevisae. Die Selektion erfolgt in E. coli durch  µg · ml¹ Ampicillin
bzw. Carbenicillin.

Für die Konstruktion der Bibliothek wurdeGewebe vonA. thaliana-Zellkulturen, oberirdische Tei-
le von vier bis sechsWochen altenGewächshauspflanzen undWurzeln von vier bis sechsWochen alten
hydroponisch gewachsenen Pflanzen verwendet. Die Gesamt-RNA wurde mit dem R M-
Kit (Quiagen) isoliert und hieraus über vorgepackte oligo(dT)-Zellulose-Zentrifugationssäulen (GE
Healthcare, ehem. Amersham Biosciences) mRNA präpariert. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem
SPS(Invitrogen).Diese cDNAwurdeüberSalI/NotI-Restriktionsschnitt-
stellen in den Vektor pGOi kloniert.

pCup-CGK(pCUP::NUb:cDNA): SUS-cDNA-Bibliothek (LD-Bib.) Die zweite der beidenmit
dem SUS gescreenten cDNA-Bibliotheken wurde von Laurent Deslandes erhalten (LD-Bibliothek).
Der hierbei eingesetzte Vektor pCUP-CGKgeht auf denselbenPrey-Vektor (pNub) von Johnsson und
Varshavsky () zurück, wie der für die Konstruktion von pGOi eingesetzte Vektor. DerVektor wur-
de starkmodifiziert (Deslandes et al., ):Durch einen zusätzlichenbakteriellenMarker kanndie Se-
lektion inE. coli nebenAmpicillin auchmittels  µg · ml¹ Kanamycin erfolgen. Zudemwurden durch
einen synthetischen Linker mittels komplementärer Primer attB- und attB-Seiten eingeführt, wo-
durch der Vektor kompatibel mit demGateway®-System ist. Er enthält den AuxotrophiemarkerTRP,
sowie den pCUP-Promotor und denCYC-Terminator zur Expression von cDNAs in S. cerevisae.

Für die Konstruktion der cDNA-Bibliothek wurde mRNA aus Blüten isoliert und in cDNA umge-
schrieben. Unter Benutzung der EcoRI- und XhoI-Restriktionschnittstellen zwischen den attB und
attB-Seiten wurde die cDNA in den Vektor pCUP-CGK kloniert.

pNubGGW, pNubAGW, pNubIGW (pCUP::NUbG/A/I:cDNA) Diese Vektoren stammen eben-
falls von Johnsson und Varshavsky () und wurden von Craig Wood für das Gateway®-System er-
weitert (nicht publiziert).Hierzuwurden die entsprechendenNUb-VektorenmitClaI/BamHI verdaut

Max-Planck-Institut für Züchtungsforschung, AG Sommsich, Abteilung Biochemie, Carl-von-Linne-Weg , 
Köln
CSIRO Plant Industry, Australien
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und die ’-Überhänge mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aufgefüllt. Die Gateway®-Kassette rfA (Invitrogen) wurde darauin blunt eingefügt. Mit Ausnahme des zweiten Antibiotika-
Resistenzgens besitzen diese Vektoren alle Merkmale des Vektors pCUP-CGK.

pNubAGW-L (pCUP::NUb:cDNA) Durch Austausch des Auxotrophiemarkers von pNubAGW
wurde von Baomin Feng (nicht publiziert) der Vektor pNUBA-GW-L erzeugt. Hierzu wurde mit-
tels PCR vom Vektor pRS (Sikorski und Hieter, ) LEU inkl. Promotor und Terminator am-
plifiziert und gleichzeitig durch die Primer ’--’ und
’--’ die Erkennungssequenzen fürHindIII und SnaBI
eingeführt. Unter Benutzung dieser Restiktionsschnittstellen wurde das PCR-Produkt in den Vek-
tor pNubAGW eingefügt. Mit Ausnahme des ausgetauschten Auxotrophiemarkers verfügt der Vektor
pNubAGW-L über dieselben Merkmale wie pNubAGW.

.. CUb/Bait-Vektor

pM-Cub (pMET::cDNA:CUb) Für die Konstruktion von pM-Cub wurde das pRS basierte
Konstrukt STE-Cub-RURA (Nils Johnsson, nicht publiziert, wurde analog zu dem von Wittke
et al., , beschriebenenpRSbasiertenKonstrukt konstruiert) vonCraigWood fürdasGateway®-System erweitert (nicht publiziert). Hierzu wurde das Konstrukt ClaI/SalI verdaut und die ’-Über-
hänge mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aufgefüllt. Nach der Dephosphorylierung
der Enden wurde die Gateway®-Kassette rfB (Invitrogen) blunt eingefügt. Die Orientierung der Kas-
sette wurde durch Restriktionsverdau mitNotI überprü.

.. Hefe-Expressionsvektoren

pFLGW (pPGK::cDNA) Der Vektor pFLGW ist die Gateway®-kompatible Version des Vek-
tors pFL (Minet et al., ): Hierfür wurde pFL mitNotI linearisiert und die ’-Überhänge mit
dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aufgefüllt. Die Gateway®-Kassette rfC. (Invitrogen)
wurde darauin blunt eingefügt (A.-G. Desbrosses-Fonrouge, nicht publiziert). Alle Varianten des
Vektors pFL liegen aufgrund des  µ-Replikationsursprungs in Hefe in mehreren Kopien vor (multi
copy-Vektor). Sie enthalten den Auxotrophiemarker URA, sowie den Promotor und Terminator des
Phosphoglyceratkinase  (PGK)-Gens zurExpression von cDNAs inS. cerevisae.Das inE. 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 vonAtMTPmit

Pennsylvania State University, Biology Department, University Park, USA
Universität Münster, Institut für medizinische Biochemie, Von-Esmarch-Str.   Münster
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Stop-Codonmittels der Gateway®-Technologie kloniert. Die Selektion vonE. coli-Transformanten er-
folgte durch  µg · ml¹ Ampicillin bzw. Carbenicillin.

pFLGW (pPGK::×HA:cDNA) Durch Klonierung von cDNAs in den Vektor pFLGW
mit der Gateway®-Technologie wird eine translationale Fusion des kodierten Proteins mit dem N-ter-
minalen Epitop-Tag ×HA erzeugt (Dräger et al., ). Die kodierenden Sequenzen der inTabelle
. aufgelisteten Kandidaten des Interaktionsscreens wurden mit Stop-Codon in diesen Vektor klo-
niert. Die Selektion von E. coli-Transformanten erfolgte durch  µg · ml¹ Ampicillin bzw. Carbeni-
cillin.

pFLGW-H (pPGK::cDNA) Für die Konstruktion des Vektors pFLGW-H wurde der Vektor
pFL (Bach et al., ) modifiziert (A.-G. Desbrosses-Fonrouge, nicht publiziert). Aus dem Vektor
pFL (Minet et al., ) wurde eine Kassette bestehend aus dem PGK-Promotor und Terminator
mit SmaI/BglI ausgeschnitten und unter Benutzung dieser Restriktionsschnittstellen in den Vektor
pFL eingefügt. Dieses Konstrukt wurdemitNotI linearisiert und dieGateway®-Kassette rfC. (Invi-
trogen) eingefügt. Die Orientierung der Kassette wurde mittels Restriktionsverdau überprü. Für den
Austausch des Auxotrophiemarkers URA wurde das entstanden Konstrukt (pFLGW) mit BglII
linearisiert und die ’-Überhänge mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aufgefüllt. Eine
HIS-Kassettewurde alsBamHI-Fragment desVektors YDp-H (Gilbert Berben, ) erhalten.Nach
demAuffüllen der ’-Überhängewurde die beidenFragmenteblunt ligiert.Die Expression von cDNAs
steht im entstandenen Vektor pFLGW-H somit wie bei pFL unter der Kontrolle des PGK-Pro-
motor. ImGegensatz zu diesem handelt es sich aber um einen low copy-Vektor (CEN) und der Vektor
kodiert statt desURA- denHIS-Auxotrophiemarker. Die Selektion von E. coli-Transformanten er-
folgte durch  µg · ml¹ Ampicillin bzw. Carbenicillin.

pUGGW (pMET::cDNA:yEGFP) Der Vektor pUGGW ist die Gateway®-kompatible Ver-
sion des Vektors pUG (Güldener und Hegemann, ): Hierfür wurde pUG mit SmaI linea-
risiert und die Gateway®-Kassette rfB (Invitrogen) blunt eingefügt (Craig Wood, nicht publiziert).
Durch Klonierung von cDNAs in diesen Vektor wird eine translationale Fusion des Yeast Enhanced
Green Fluorescing Protein (yEGFP) an den C-Terminus des kodierten Proteins erhalten. Der Vektor
liegt aufgrund desARSH/CEN-Replikationsursprungs inHefe in ein bis zweiKopien vor (low copy-
Vektor). Er enthält den AuxotrophiemarkerURA, sowie den Methionin reprimierten pMET-Pro-
motor und den CYC-Terminator zur Expression von cDNAs in S. cerevisae. In diesen Vektor wurde
die kodierende Sequenz von AtMTP mit Stop-Codon mittels der Gateway®-Technologie kloniert.
Die Selektion von E. coli-Transformanten erfolgte durch  µg · ml¹ Ampicillin bzw. Carbenicillin.
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. Pflanzen-Expressionsvektoren, Klonierungen

pGPTV-Kan(cDNA:uidA) DerVektordientderUntersuchungderPromotoraktivität vonSequen-
zen, die upstream des ’-Terminus vom GUS-Reportergen uidA kloniert werden. Mittels PCR wurde
von genomischerA. thaliana-DNA mit den Primern ’--’ und ’--
-’ ein Sequenz-Fragment mit einer Größe von  bp amplifiziert, dass
die Promotorregion von AtMTP, die  bp umfassende ’-Untranslated Region (UTR), ein Intron
von  bpGröße sowie  bp der kodierendenAtMTP-Sequenz enthielt. Unter Benutzung der hier-
bei eingeführten Erkennungssequenzen für die RestriktionsendonukleasenNheI undNgoMVI wurde
das Fragment in den XbaI und XmaI verdauten Vektor pGPTV-Kan kloniert (DNA Klonierungsser-
vice,Herman Schmidt,Hamburg,Deutschland).Die kodierendeAtMTP-Sequenz umfasst die ersten
beiden Transmembranhelices. Die transformierten Sämlinge wurden auf Kanamycin-Resistenz selek-
tiert.

pKFWG (pS::cDNA:EGFP) Der binäre Vektor pKFWG (Karimi et al., ) 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 enthält den Promo-
tor undTerminator vonCauliflowerMosaic Virus (CaMV) S.Die kodierende Sequenz vonAtMTP
wurde ohne Stop-Codon in diesen Vektor kloniert. Die Selektion von Transformanten erfolgt inE. co-
li und Agrobacterium tumefaciens (Agrobacterium) mit  µg · ml¹ bzw.  µg · ml¹ Spectinomycin
und in Pflanzen mit  µg · ml¹ Kanamycin. Zur Expression desAtMTP-EGFP-Fusionsproteins un-
ter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors wurde dieses AtMTP-pKFWG-Konstrukt modifi-
ziert: Durch Restriktionsverdau mit SacI/AscI wurde ein verkürztes Vektorfragment mit einer Größe
von  bp erhalten. Das verworfene Fragmentmit einer Größe von  bp umfasste den pS-Pro-
motor sowie die gesamte kodierende AtMTP-Sequenz. Mittels PCR wurde von A. thaliana-gDNA
mit den Primern pCDFfSacI (’--’) und pCDFrAscI (’-
-’) ein Fragment mit einer Größe von  bp amplifi-
ziert. Dieses Fragment enthält die Sequenz der  bp umfassenden Region zwischen dem ’-Ende
dermRNA-kodierenden Sequenz vonAtg und dem translationalen Startcodon vonAtMTP
(Atg), sowiedie kodierendeAtMTP-Sequenz.DasPCR-Produktwurde indenVektorpCR.
kloniert und die Sequenz durch Sequenzierung auf Korrektheit überprü. Nach dem Restriktionsver-
dau dieses Konstrukt mit SacI/AscI wurde ein Fragment mit einer Größe von  bp erhalten, das
mit dem zuvor erzeugten SacI/AscI-pKFWG-Vektorfragment mit einer Größe von  bp ligiert
wurde.

unterstützt durch cDNAs und ESTs: Acc.Nr. gi|, gi|, gi|, gi|, gi|
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pKWGF (pS::EGFP:cDNA) Der binäre Vektor pKWGF (Karimi et al., ) ist analog
zu pKFWG, nur dass hier eine translationale Fusion von EGFP an den N-Terminus eines Proteins
erhalten wird. Die kodierende Sequenz von AtMTP wurde mit Stop-Codon von A.-G. Desbrosses-
Fonrouge mittels der Gateway®-Technologie in diesen Vektor kloniert (nicht publiziert). Zur Expres-
sion des EGFP-AtMTP-Fusionsproteins unter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors wurde die-
ses Konstrukt modifiziert: Durch Restriktionsverdau mit SacI/SpeI wurde ein verkürztes Vektorfrag-
ment mit einer Größe von  bp erhalten, wobei das verworfenen Fragment mit einer Größe von
 bp den pS-Promotor umfasste. Mittels PCR wurde von genomischer A. thaliana-DNA mit
den Primern pCDFfSacI (’--’) und pCDFrSpeI (’--
-’) ein Fragment mit einer Größe von  bp amplifi-
ziert. Dieses Fragment enthält die Sequenz der  bp umfassenden Region zwischen dem ’-Ende
dermRNA-kodierenden Sequenz vonAtg und dem translationalen Startcodon vonAtMTP
(Atg). Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR. kloniert und die Sequenz durch Se-
quenzierung auf Korrektheit überprü.Nach demRestriktionsverdau dieses Konstruktsmit SacI/SpeI
wurde ein Fragment mit einer Größe von  bp erhalten, das mit dem zuvor erzeugten SacI/SpeI-
pKWGF-Vektorfragment mit einer Größe von  bp ligiert wurde.

pA-pS-N-GFP (pS::RSsmGFP:cDNA) Der Vektor pA-pS-N-GFP wurde erzeugt (Ka-
trin Czempinsky), um eine translationale Fusion von Red-shied soluble modified GFP (RSSmGFP)
(Davis und Vierstra, ; Haseloff et al., ) an den N-Terminus eines Proteins zu erhalten. Der
Vektor wurde angepasst für Klonierungen mit dem Gateway®-System (Ben Trevaskis). Der Vektor
enthält den CaMV-pS-Promotor und den NOS-Terminator zur Expression von cDNAs in Pflan-
zenzellen. Die Selektion vonE. coli-Transformanten erfolgte durch  µg · ml¹ Ampicillin bzw. Carbe-
nicillin.Die kodierende Sequenz vonAtMTPwurdemit Stop-Codonmit derGateway®-Technologievon A.-G. Desbrosses-Fonrouge in diesen Vektor kloniert (nicht publiziert).

pBWG (pS::cDNA) Der Vektor pBWG (Karimi et al., ) enthält den Promotor und
Terminator von CaMV S zur Überexpression von cDNAs in Pflanzen. Die kodierende Sequenz von
AtMTP wurde mit Stop-Codon mit der Gateway®-Technologie von A.-G. Desbrosses-Fonrouge in
diesenVektor kloniert (nicht publiziert).Die Selektion vonTransformanten erfolgt inE. coliundAgro-
bacteriummit  µg · ml¹ bzw.  µg · ml¹ Spectinomycin und in Pflanzen mit  µg · ml¹ DL-Phos-
phinotricin.

Universität Potsdam, Deutschland
CSIRO Plant Industry, Canberra, Australien
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. ProteinchemischeMethoden

.. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Es wurden  g frisches Blattmaterial geerntet und mit ml vorgekühltem Homogenisierungspuffer
(mM HEPES pH,, mM KCl, mM MgSO₄, mM Ca(NO₃)₂,  µM ZnSO₄, % (m/V) Na-
Ascorbat, %(V/V)Glycerol, Proteaseinhibitor (Complete-Mix, SigmaAldrich, Steinheim,Deutsch-
land) in einem vorgekühltem Mixer homogenisiert (fünfmal min bei max. Geschwindigkeit,  °C).
DasHomogenisatwurde durch zwei LagenMiracloth filtriert und für min zentrifugiert ( × g,
 °C). Der Überstand wurde ultrazentrifugiert (× g,  h,  °C) und die mikrosomalen Mem-
branen imPellet in  µlHomogenierungspuffer + ,% Igepal (SigmaAldrich, Steinheim,Deutsch-
land) gelöst. Bei jedem Schritt wurden Aliquots entnommen. Die Aurennung der Proteine in die-
sen Aliquots erfolgte gemäß ihrer molekularen Masse unter nativen Bedingungen mit der von Schräg-
ger und Jagow () beschriebenen Methode. Für das Gel wurde ein Gradient von ,–,% Poly-
acrylamid (oben–unten) hergestellt.

.. Silberfärbung von Proteingelen

Silberfärbung von Proteingelen wurde mit einigen Modifizierungen wie von Blum et al. () be-
schrieben durchgeführt. Zur Fixierung wurde das Gel dreimal min in Ethanol/Essigsäure/Wasser
(::, V/V/V) inkubiert und anschließend dreimal min mit Wasser gewaschen. Die Sensibi-
lisierung erfolgte durch Inkubation in ,%iger Na-iosulfatlösung (frisch hergestellt) für min,
worauin zweimal min mit Wasser gewaschen wurde. Nach Imprägnierung mit Silbernitratlösung
(‰ Formaldehyd, ,‰ AgNO₃) für min wurde darauf geachtet, höchstens  s (– s) mit
Wasser zu waschen. Die Inkubation mit Entwicklerlösung (% K₂CO₃, ‰ Formaldehyd, ‰ Na-
iosulfat) erfolgte solange, bis das Proteingel hinreichend gefärbt war (–min). Abgestoppt wurde
durch mehrmaliges Spülen mit %iger Essigsäure, worauin einmal mit Wasser gewaschen wurde.

.. Western Blot

Vor dem Transfer der Proteine von einem nativen Proteingel auf eine Polyvinylidin-Difluorid-Mem-
bran (Immobilon™, Bedford,MA,USA) durch electroblotting (Towbin et al., )wurden die Protei-
ne denaturiert:Hierzuwurde dasGel min in Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Trenngelpuffer (mM
Tris-HCl, ,%SDSpH,) inkubiert.DieMembranwurde  h bei – °Cmit % (m/V)Milch-
pulver inPBST(mMNa₂HPO₄/mMKH₂PO₄pH,, mMKCl, mMNaCl, ,%(V/V)
Tween ) blockiert und anschließend mit PBST kurz gewaschen. Der primäre anti-HA-Antikörper

Für alle Puffer und Waschschritte bis (inkl.) der Entwicklung wurde MΩ-H₂O verwendet.
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wurde in PBST+ %BSA verdünnt (:) undmit derMembran  h inkubiert. ImAnschluss wur-
de die Membran dreimal min in PBST+ % BSA gewaschen. Für den kolorimetrischen Nachweis
wurde ein anti-Maus-IgG-Alkalische Posphatase-Konjugat in der Verdünnung : mit der Mem-
bran  h inkubiert, zweimal min in PBST gewaschen, einmal min mit PBS (PBST ohne Tween
) und einmal min inAP-Puffer (mMTris-HCl pH,, mMNaCl, mMMgCl₂). NBT/
BCIP (SigmaAldrich, Steinheim, Deutschland) wurde entsprechend derHerstellerangabe in AP-Puf-
fer verdünnt eingesetzt.

. Hefe-Experimente

.. Verwendete Stämme

ccc MATa ccc::kanMXhisΔ leuΔmetΔ uraΔ (Chen undKaplan, );
isogen zu BY

JD MATa ura- his-Δ leu-, trp-Δ lys- (Dohmen et al., )
zrc MATα zrc::kanMX hisΔ leuΔ lysΔ uraΔ (MacDiarmid et al., );

isogen zu BY
ycf MATα ycf::kanMX hisD leuΔ lysΔ uraΔ (Petrovic et al., ); isogen

zu BY
zrc cot MATa zrc::natMX cot::kanMX hisΔ leuΔ metΔ uraΔ; isogen zu

BY, Abkömmling von cot (MacDiarmid et al., ).
BY Wildtyp MATa hisΔ leuΔ metΔ uraΔ (Brachmann et al., )
BY Wildtyp MATα hisΔ leuΔ lysΔ uraΔ (Brachmann et al., )

.. Aminosäuremix

Für Supplement Deficient (SD)-Selektionsmedium wurden nur die Aminosäuren bzw. die Pyrimidin-
base Uracil zugegeben, für die der verwendete Hefestamm bzw. die transformierten Hefenzellen auxo-
troph sind. Für die Herstellung von Supplement Complete (SC)-Selektionsmedium wurden die im Fol-
genden aufgelistetenAminosäuren bzw. die PyrimidinbaseUracil (SigmaAldrich, Steinheim,Deutsch-
land) in den angegebenen Endkonzentrationen eingesetzt: mg · l¹ Ade (Hemisulfat), mg · l¹ Arg
(HCl), mg · l¹ Asp, mg · l¹ His (HCL Monohydrat), mg · l¹ Iso, mg · l¹ Leu, mg · l¹
Lys, mg · l¹Met, mg · l¹ Phe, mg · l¹r, mg · l¹Trp, mg · l¹Tyr, mg · l¹Ura, mg · l¹
Val, mg · l¹ Glu und mg · l¹ Ser. Die zur Selektion von Transformanten weggelassenen Amino-
säuren (bzw. Uracil) sind beim jeweiligen Experiment aufgelistet. Es wurde hierzu ein Mix hergestellt,

Ausgehend von der cotMutante wurde die Doppelmutante von Christian Krach erzeugt (Krach, )
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der kein Uracil sowie alle obigen Aminosäuren außer Met, His, Trp und Leu enthielt. Bei der Zuberei-
tung des SC-Mediums wurde dieser Mix eingesetzt und entsprechend ergänzt.

.. Transformation vonHefe

VonHefestämmen, die keine Plasmide enthielten, wurde eine mlÜbernachtkulturmit YPAD-Medi-
um ( g · l¹ Bacto Hefe Extrakt,  g · l¹ Bacto Pepton,  g · l¹ D-Glukose, mg · l¹ Adenine He-
misulfat) angesetzt. Anderenfalls wurde SC-Selektionsmedium verwendet. Hiermit wurde eine ml
Hauptkultur angeimp und dabei durch spektrometrische Messung sichergestellt, dass die optische
Dichte in der Nähe von OD₆₀₀ ≈ , war. Sobald die OD₆₀₀ der Hauptkultur , erreichte, wurden die
Hefezellen durch Zentrifugation ( × g, min) geerntet. Die Zellen wurden zunächst mit ml
H₂Ogewaschen.NachZentrifugation ( × g, min)wurden dieZellen vorsichtig in ml mM
LiAc gelöst und gewaschen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (× g,  s) geerntet und
vorsichtig in ,ml mM LiAc aufgenommen. Zu einem  oder  µl-Aliquot in einem ml Re-
aktionsgefäß wurde  µl mg ·ml¹ Träger-DNA (aus Lachssperma) gegeben, die zuvor denaturiert
wurde (min,  °C). DieMenge der hierzu gegebenen Plasmide oder PCR-Produkte, mit denen der
Hefestamm transformiert werden sollte, richtete sich nach der Art der Transformation (zu / µl
Hefezellen zugegebenes Gesamtvolumen ≤ / µl):

A Transformationen mit einer cDNA-Bibliothek: max.  µg Plasmid
B Transformationen mit einem Plasmid: ,–, µg Plasmid
C Doppeltransformationen: äquimolare Mengen der beiden Plasmide bis je max. , µg
D Homologe Rekombination eines PCR-Produktsmit einemPlasmid: ≈ ng PCR-Produkt so-

wie ≈  ng Plasmid
E DreiDNAQuellen (PCR-Produkt, zweiPlasmide):≈ ngPCR-Produkt sowie jeweils≈  ng

der Plasmide

Hierzu wurden  µl DMSO gegeben. Von der Transformationslösung (mM Tris-HCl pH,, %
(m/V) PEG , mM LiAc, mM EDTA) wurden hierzu / µl gegeben (bei Verwendung
von / µl Hefezellen), wobei auf gute und schnelle Durchmischung geachtet wurde. Die Trans-
formationsansätze wurden in einem Wasserbad zunächst bei  °C für min inkubiert, worauin
die Temperatur für weitere min auf  °C erhöht wurde. Im Fall des Hefestamms JD folgte hier-
auf für Hocheffizienz-Transformationen eine zusätzliche Inkubation bei  °C für h. Die Reaktions-
gefäße wurden alle min dreimal invertiert. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation geerntet
( × g,  s) und vorsichtig in ml H₂O gelöst und gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
(× g,  s) wurden die Zellen wieder in ml H₂O aufgenommen. Für Transformationen ge-
mäß B,C,D,E wurden in dieser Reihenfolge zunehmende Mengen des Transformationsansatzes (–
 µl) auf SC-Selektionsmedium auf einer runden Platte (∅  cm) plattiert. Im Fall von Hocheffi-
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zienz-Transformationen gemäßA für Screens mit dem SUS wurde ein Transformationsansatz auf fünf
Platten (quadratisch,  cmKantenlänge) verteilt. Zudemwurden die Transformationsansätze und die
Zahl der Platten skaliert: pro Bait × für die Screens Nr.  und  (Tabelle .), pro Bait × für die
ScreensNr.  und , sowie × für alle anderen Screens. Die Transformationsansätze wurden auf SD-Se-
lektionsmedium+ mg ·ml¹ -Fluororotsäure (-FOA) plattiert. Durch die Zugabe von -FOA aus
einer frisch zubereiteten mg ·ml¹-Stammlösung sank der pH-Wert auf ≈ . Der niedrige pH-Wert
ist notwendig, da Hefezellen nur die protonierte Form von -FOA aufnehmen können (Abschnitt
.). In diesem Falle wurden für die Kontrolle der Transformationseffizienz  µl des Transformations-
ansatzes auf SD-Selektionsmediumohne -FOA auf einer runden Platte plattiert, wobei zuvor der pH-
Wert des Medium mit HCL auf  eingestellt wurde.

.. Tropfentest-Experimente

Für jedes Konstrukt wurden zwei bis vier Kolonien einer Transformation in ml SC-Selektionsme-
dium über Nacht bei  °C bis zur frühstationären Phase (OD₆₀₀ ≈ ) kultiviert. Im Fall großer Un-
terschiede in der optischen Dichte zwischen den Konstrukten wurde zur Synchronisation des Wachs-
tums eine weitere Übernachtkultur auf eine optische Dichte von OD₆₀₀ ≈ , mit diesen Kulturen an-
geimp. Die Hefezellen wurden durch Zentrifugation ( × g, min) geerntet, einmal mit ml
H₂O gewaschen und nach dem Zentrifugieren in ml H₂O+,‰ (V/V) Tween  aufgenommen.
Durch Verdünnen mit H₂O+ ,‰ (V/V) Tween  wurde von jeder Kultur in ml Reaktionsge-
fäßen eine Hefezellsuspension mit einer optische Dichte von OD₆₀₀ = , ± , eingestellt. Hier-
mit wurde eine serielle Verdünnung von OD₆₀₀ = ,, ,, , und , hergestellt. Sollte das
Wachstum der Hefen unter verschiedenen definierten Metallkonzentrationen getestet werden, wur-
de Agarosemedium (,% (m/V) Seakem-Agarose) verwendet, das wenig Phosphat und Sulfat ent-
hält (Low Sulphate/Phosphate Medium (LSP), modifiziert nach Conklin et al., ). Dieses Medium
enthält mM NH₄Cl, ,mM KH₂PO₄, mM MgSO₄, ,mM CaCl₂, mM NaCl, mM KCl,
Spurenelemente (, µMZnSO₄, , µMMnSO₄,  µMH₃BO₃, , µMCuSO₄, , µMKI, , µMFe-
SO₄, , µM NH₄MO₄), Vitamine (, µM Biotin, , µM des Hemi-Calciumsalzes von D-Panto-
thensäure, , µMNicotinsäure, , µMPyridoxinHCl, , µMiamin,  µM Inositol) und %
(m/V) D-Glucose. Zur Selektion von Transformanten enthielt dieses Medium alle inAbschnitt ..
aufgelisteten Aminosäuren mit Ausnahme der Aminosäuren (bzw. Uracil), welche die Transforman-
ten aufgrund des Auxotrophiemarker der Plasmide synthetisieren können. Die hergestellten Wachs-
tumsplatten wurden ergänzt mit verschiedenen Metallkonzentrationen aus sterilen Stammlösungen
von ZnSO₄ (,M), CoCl₂ (,M), MnCl₂ (M), CdSO₄ (M), NiSO₄ (M), FeSO₄ (,M) oder

Vor jeder Verwendung frisch hergestellt undmit  µMNa-Ascorbat ergänzt, umOxidation zu Fe(OH)SO₄mit einher-
gehender Präzipitation zu verhindern.
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MnCl₂ (M). Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und drei Tage bei  °C inkubiert.

.. Screenmit dem Split Ubiquitin System

Die Entwicklung der inAbbildung . aufgelistetenMethodik zum Screen der zwei cDNA-Bibliothe-
ken mit dem SUS ist inAbschnitt . beschrieben.

. Analyse transgener Pflanzen

.. Pflanzenmaterial und Transformation

Transgene Pflanzen von Arabidopsis thaliana (L.) Heynhold (Ökotyp Columbia, Col-) wurden mit-
telsAgrobacterium vermittelterTransformationdurchFloral-dip-Infiltration erzeugt (CloughundBent,
). Der Stamm Agrobacterium tumefaciens-GV (enthält Hilfsplasmid pMP) wurde mittels
Elektroporation mit den zur Expression in der Pflanze bestimmten binären Vektoren transformiert.

.. Oberflächen-Sterilisation von Samen

Die Sterilisation erfolgte durch Inkubation für min in % Ethanol + ,% (V/V) Tween , ge-
folgt von min Inkubation in % Ethanol + ,% (V/V) Tween . Im Fall von stark kontaminier-
ten Samen der T₁-Generation folgte hierauf eine zusätzliche Inkubation für min in Bleichlösung
(% (m/V) NaOCl, ,% (V/V) Tween ). Anderenfalls folgte direkt ein Waschschritt mit sterilem
deionisiertem H₂O+,%(V/V) Tween , gefolgt von zwei weiteren Waschschritten in H₂O ohne
Tween . Für die Selektion von Samen der T₁-Generation wurden die Samen über Nacht auf steri-
lem Filterpapier getrocknet und dann auf Wachstumsplatten verteilt. Für Segregationsanalysen in der
T₂- und T₃-Generation wurden die Samen in Tropfen mit einer ml Pipette auf den Platten verteilt.
Sollten Linien verglichen werden (Wurzelwachstum, Enzymaktivitäten, Transkriptmengen), wurden
die Samen einzeln auf den Platten mit einer Microtiter-Pipette (Ultipipette, Agar, Germany) verteilt.
Nach den auretenden Problemen Zn-Defizienz zu erzeugen (Abschnitt .. und ..), wurde für
Zn-Defizienz-Experimente beim ersten Waschschritt zusätzlich  µM EDTA zugegeben.

.. Wachstumsbedingungen

Auf Erde A. thaliana-Pflanzen wuchsen auf einem : (V/V)-Mix aus Standarderde (GS) und
Vermiculit in einemGewächshaus ( h Licht bei  µE, Tag/Nacht:  °C/ °C, %/% relative
Lufeuchtigkeit).


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Auf Platten Sterilisierte Samen wurden auf Arabidopsis-Medium mit einem pH-Wert von , aus-
gesät, das ½-konzentriertemMurashige Skoog (MS)-Medium (Murashige und Skoog, ) ohne Zu-
cker entspricht, dem ,% (m/V) Select-Agar (Invitrogen) zugegeben wurden. Insofern nicht anders
angegeben, wurden dem Medium ,% (m/V) Sacharose zugefügt. Zur Selektion transgener Pflan-
zen wurden ja nach Selektionsmarker folgende Verbindungen eingesetzt: Kanamycin (Sigma Aldrich,
Steinheim,Deutschland) mg · l¹, DL-Phosphinotricin (Duchefa,Haarlem,Holland) mg · l¹ (je-
weils unter Verwendung von ×konzentrierten Stammlösungen). Zur Kontrolle wurden Samen
des Wildtyps derselben Selektion unterzogen.

Um kontrollierte Bedingungen für Metallionen-Behandlungen zu erzielen, wurde ¼-konzentrier-
tesHoagland (HOAG)-Medium benutzt (Hoagland und Arnon, ; Becher et al., ). Zur Mi-
nimierung unerwünschter Metallkontaminationen wurde ,% (m/V) Seakem-Agarose oder ,%
(m/V) Sigma-Typ-A-Agar eingesetzt, anderenfalls ,% (m/V) Sigma-Typ-M-Agar. Dieses Minimal-
medium enthält ,mM KH₂PO₄, ,mM KNO₃, ,mM Ca(NO₃)₂, ,mM MgSO₄,  µM Fe-
HBED,  µM H₃BO₃,  µM MnSO₄,  µM ZnSO₄, , µM CuSO₄,  µM KCl,  µM Na₂MoO₄ und
mMMESpH, (KOH).Der pH-Wert wurde direkt vor demAutoklavieren eingestellt. FürMetall-
behandlungen wurde das entsprechende Metall bei der Zubereitung weggelassen und aus konzentrier-
ten Stammlösungen je nach gewünschter Konzentration bei der Herstellung der Wachstumsplatten
zugegeben. Im Fall von Zn-Defizienz wurde Znwährend der Zubereitung zunächst lediglich weggelas-
sen.Nach demAureten von ProblemenZn-Defizienz zu erzeugen, wurden alle Stammlösungen unter
Verwendung reiner Chemikalien in Schott-Flaschen (Schott, Deutschland) neu angesetzt, die einmal
mit mM HCl sowie zweimal mit MΩ H₂O gespült wurden. Die zugegebene Agarose wurde
dreimal mit ml mM EDTA gewaschen, gefolgt von acht Waschschritten mit ml MΩ
H₂O. Der Verlust von einem Drittel der Agarose während des Waschens wurde kompensiert, indem
entsprechend mehr Agarose verwendet wurde. Die Wachstumsplatten aus Polyethylen wurden vor der
Verwendung mit ml mM EDTA gewaschen, gefolgt von zwei Waschschritten mit ml MΩ
H₂O. Diese Maßnahmen waren ausreichend, um die Zn-Kontamination in frisch zubereiten Medien
auf nicht detektierbareWerte zu senken (Tabelle .). Allerdings wurde bei diesem zunächst Zn-freien
MediumZn-Kontamination festgestellt, nachdem es sich dreiWochen 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 Ionenkonzentrationen des HOAG-Mediums wurden hierzu
mit dem Programm GCPC modelliert: Da HEDTA auch Fe+, Mn+ und Cu+ komplexiert,
wurde dies durch Zugabe von Fe-HBED kompensiert. Bei Zugabe von  µMHEDTA und  µMFe-
HBED, sinkt der Gehalt des kontaminierenden, freien Zn+ von max.  nM auf , nM. Allerdings
sinkt auch freies Cu+ von , µM auf , pM, freies Mn+ von , µM auf , µM und freies Fe+

von , fM auf , 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  °C für drei Tage gelagert. Die Platten wurden dann
in einer Kammer mit kontrolliertem Klima ( h Licht bei  µE, Tag/Nacht:  °C/ °C, %/
% relative Lufeuchtigkeit; Percival, CLF Laborgeräte GmbH, Emersaker, Deutschland) vertikal
platziert. Antibiotikaselektion (siehe oben) wurde nur für Segregationsanalysen durchgeführt (zehn
Tage) oder im Fall der Konfokalmikroskopie mit Pflanzen der T₁-Generation. Alle anderen Experi-
mente wurden mit homozygoten Linien ohne Antibiotikaselektion durchgeführt. Im Fall der Konfo-
kalmikroskopie mit Pflanzen der T₂-Generation, wurde die :-Segregation des Antibiotikamarkers
zunächst überprü. Für die Mikroskopie wurden Pflanzen auf HOAG-Medium ohne Antibiotika an-
gezogen, damit 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 Reaktionsgefäße (ca. ,ml) gegeben, die ⅛-konzentriertes HOAG-Medium und ,%
Noble-Agar (BIO , Vista, USA) enthielten. Zum Stratifizieren/Vernalisieren wurden die Reakti-
onsgefäße bei  °C für drei Tage gelagert. Nach dem Abtrennen der Gefäßböden wurden je  Re-
aktionsgefäße schwimmend in jeweils eine Kiste mit  l ⅛-konzentriertem HOAG-Medium in eine
Kammer mit kontrolliertem Klima (siehe oben) gestellt. Nach fünf Tagen wurde das Medium durch
¼-konzentriertes HOAG-Medium ersetzt. Das Medium wurde darauin wöchentlich ersetzt, wobei
beim zweiten Mediumswechsel je drei Pflanzen in jeweils eine Kiste mit , l Volumen gebracht wur-
den. Für Zn-Defizienz-Versuche wurde dem HOAG-Medium,  ½ Wochen nachdem die Pflanzen in
die Klimakammer gestellt wurden, kein Zn mehr zugegeben.

.. Charakterisierung von homozygoten transgenen Linien

Rund  Samen der T₁-Generation wurden gleichmäßig auf einer quadratischen Platte ( cmKan-
tenlänge) verteilt, die Arabidopsis-Selektionsmedium (Abschnitt ..) enthielt. Nach zwei Wochen
Wachstum in einer Kammer mit kontrollierten Klima (s. oben) wurden  tolerante Pflanzen zur Pro-
duktion von Samen der T₂-Generation auf Erde umgesetzt. Rund  T₂-Samen von jeder T₁-Pflanze
wurden wie beschrieben selektiert und die Anzahl der toleranten und sensitiven Keimlinge bestimmt.
Anhand des Verhältnisses zwischen toleranten:sensitiven Keimlingen wurde gemäß den Mendelschen
Regeln abgeschätzt, ob eine T-DNA-Insertion an einem einzigen genetischen Lokus (Verhältnis von
: = ,) in den transgenen Linien vorliegt. Linien, die dieses Verhältnis ±, aufwiesen (jeweils
rund  der ), wurden in die T₃-Generation propagiert. In der T₃-Generation wurde die Selektion
analog zur T₂-Generation durchgeführt, um homozygote Linien zu identifizieren, die ein Verhältnis
von : zeigten.
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.. Bestimmung der Elementgehalte in Pflanzenmittels ICPOES

Für die Analyse der Elementgehalte in Kapitel  wurde das Pflanzengewebe geerntet, drei Tage bei
 °C getrocknet und die getrocknete Biomasse bestimmt. Zwischen  und mg homogenisiertes
Material wurden mit %iger Salpetersäure in einem mikrowellenbasierten Reaktionsbeschleuniger
(MARS ) aufgeschlossen und die Elementgehalte mittels ICP OES bestimmt.

.. Konfokalmikroskopie

Konfokalmikroskopie wurde mit – Tage alten Keimlingen von vier bis acht unabhängigen trans-
genenA. thaliana-Linien durchgeführt, die mit Konstrukten transformiert wurden, welche translatio-
nale Fusionen von AtMTP mit EGFP kodieren. Die Expression der N- oder C-terminalen Fusionen
stand hierbei entweder unter der Kontrolle des nativen pMTP- oder des CaMV-pS-Promotors.
Für Analysen in der T₁-Generation, wurden Pflanzen auf HOAG-Agarosemedium angezogen, dem
zur Selektion transgener Pflanzen Kanamycin zugegeben wurde (Abschnitt ..). Sobald transgene
Keimlinge von nicht-transgenen unterschieden werden konnten ( Tage nach Aussaat), wurden die
transgenen Keimlinge auf HOAG-Agarosemedium ohneAntibiotika transferiert. Für Analysen in der
T₂-Generation erfolgte keine Selektion mit Antibiotika (s. oben, S. ). Andere Anzuchtbedingun-
gen werden inAbschnitt .. beschrieben. Gegenfärbungen für die Konfokalmikroskopie von Wur-
zeln wurden z. T. mit DAPI ( µg · ml¹, Zellkerne) und Propidiumjodid ( µg · ml¹, Zellwände und
-kerne) durchgeführt, indemdieWurzeln fürmind. min in denFarbstoffen inkubiertwurden (beide
Farbstoffe von Molecular Probes, jetzt Invitrogen). Propidiumjodid färbt bei niedrigen Konzentratio-
nen (≈  µg · ml¹) neben Zellwänden nur Zellkerne von geschädigten 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 SP, Leica Microsystem,
Wetzlar, Germany), wobei die folgenden Einstellungen verwendet wurden: EGFP /– nm
(Anregung/Detektion),DAPI /– nm, Propidiumjodid /– nm. Bei der Aufnah-
me vondigitalenBildernwurde die Fluoreszenz vonEGFPundPropidiumjodid gleichzeitig detektiert,
wobei als Strahlteiler ein doppelterDicroic-Spiegel (max. Durchlässigkeit bei / 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-Soware gesteuert.

.. Analyse der β-Glucuronidase-Aktivität durch histochemische Färbung

Pflanzenmaterial wurde geerntet und in eiskaltes, %iges (V/V) Aceton transferiert. Nach Abschluss
der Ernte wurde das Gewebe durch Inkubation bei – °C für min fixiert. Das Gewebe wurde
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in Färbepuffer (,% (V/V) Triton X-, mM Na₂HPO₄/NaH₂PO₄ pH,, mM K₃Fe(CN)₆,
mM K₄Fe(CN)₆) gewaschen und darauin in Färbepuffer + mM X-Gluc (Duchefa) transferiert.
Die Proben wurden für min einem milden Vakuum ausgesetzt und durch langsames Aueben die-
ses Vakuums infiltriert. Exprimierten die Pflanzen GUS unter Kontrolle des pMTP- oder pMTP-
Promotors, erfolgte die Färbung durch Inkubation für  h bei  °C. Im Fall von pMTP::GUS-Linien
erfolgte die Inkubation bei  °C überNacht. Nach der Inkubation in %Ethanol für  h wurden die
gefärbten Proben fixiert durch Inkubation in Fixierlösung (% (V/V) Ethanol, % (V/V) Formalde-
hyd, % (V/V) Essigsäure) für min. VerbliebenesChlorophyll wurde durch sequenzielle Inkubati-
on in % und % (V/V) Ethanol entfernt. Nach der mikroskopischen Analyse wurden die Proben
für den weiteren Gebrauch bei  °C im Dunkeln gelagert.

.. Fluorimetrische GUS-Bestimmung

Fluorimetrische GUS-Bestimmung wurde mit einigen Modifizierungen wie von Jefferson et al. ()
beschrieben durchgeführt. Wurzelmaterial wurde geerntet und nach dem Schockgefrieren mit flüs-
sigem Stickstoff (- °C) bei - °C gelagert. Für die Proteinextraktion wurde das Wurzelmaterial
mit Seesand in  µl Extraktionspuffer (mM Na₂HPO₄/NaH₂PO₄ pH,, mM S-Mercapto-
ethanol, mM EDTA, ,% (m/V) SDS und ,% (V/V) Triton X-) gemörsert. Die Proben
wurden zentrifugiert ( × g, min,  °C) und  µl vom Überstand mit  µl GUS-Inkuba-
tionspuffer (mM -Methylumbelliferyl-β-D-Glucuronid (MUG) in Extraktionspuffer) vermischt.
Nach dreistündiger Inkubation bei  °C wurden die Reaktionen durch Zugabe von  µl mM
Na₂CO₃ abgestoppt. Die Fluoreszenz des gebildeten -Hydroxy--Methylcoumarin (MU) wurde mit
einem Fluorimeter bestimmt (Anregung/Emission  nm/ nm). Die Proteinbestimmung nach
Bradford () erfolgtemit B-RPA der Firma Bio-Rad (München, Deutschland)
gemäß denHerstellerangaben unter Benutzung einer BSA-Eichgerade. Die auf denGesamt-Proteinge-
halt bezogene spezifischeAktivitätwurde inder internationalenEinheitU promgProtein angegeben.

. Transformation vonA. thaliana-Protoplasten

Protoplasten von A. thaliana-Col--Suspensionskultur-Zellen (Sébastien omine) wurden wie in
Dräger et al. () beschrieben präpariert. Mit der ebenfalls in Dräger et al. beschrieben Methode
wurden die Protoplasten transformiert mit AtMTP in den Vektoren pKFWG und pA-pS-N-
GFP zur Expression der chimären Fusion von EGFP bzw. RSsmGFP an den C- bzw. N-Terminus von
AtMTP (Abschnitt .). Zwei Tage nach der Transformation wurden die Protoplasten mittels Kon-

IUPAC, U=  µmol MU ·min¹
CNRS, Gı̂f-sur-Yvette, Frankreich
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fokalmikroskopie (Abschnitt ..) untersucht.

. Kopplung der ETVmit der ICPOES

Die Proben wurden in Graphittiegel am Autosampler AWD- (Spectral Systems) eingewogen, der
über die serielle Schnittstelle (EIA- bzw. RS-) mit einem Computer verbunden ist. Die Aufzeich-
nung der Probeneinwaagen geschah mit einem Terminal-Programm (TT), nachdem amAu-
tosampler die Einwaage unter Verwendung eines -fach Probentellers mit »WeighUpd.« gestartet
wurde.Die aufgezeichnetenEinwaagenwurden in einerDateimit derDateinameserweiterung»*.rwe«
oder »*.swe« (Reference Weight/Sample Weight) gespeichert. Zur elektothermalen Verdampfung von
Pflanzenprobenwurde die ETV (Spectral Systems)mit folgendenParametern betrieben: ml ·
min¹ äußerer Argonfluss, ml · min¹ innerer Argonfluss, dem ml · min¹ Freon (Chlordiflour-
methan) beigemischt wurden, Stand Alone-Betriebsmodus. Es wurde das folgendeHeizprogramm ver-
wendet (Abschnitt ..): – s bei  °C, – s bei  °C, – s bei  °C, – s bei  °C,
– s bei  °C.Die Temperaturen sind die programmiertenVorgaben, der das System bei Tempera-
turanstiegen mit leichter Verzögerung (≈ °C · s¹) und bei der Abkühlung mit starker Verzögerung
(≈ °C · s¹) folgt. Die Kühlung des Systems erfolgt über einen zirkulierendenWasserkreislauf mit der
WasserkühlungKWL- von Spectral Systems.Die ETVwurde an die ICPOES IRIS I
HR D (ermo Elemental) gekoppelt. Die Überleitung des Probenaerosols ins Plasma erfolgte mit
einem Teflon®-Schlauch von  cm Länge, der leicht gebogen verlegt wurde. Für die Analyse wurde
eineMethode in der Steuerungssoware (T v.) des an die ICPOES gekoppeltenComputersmit
folgenden Parametern entwickelt: Lichtquelle: »ICAP«, Probenzufuhr: »IonChromatograph«,Aus-
löser: »Door Switch«. Die Wellenlängen und Brechungsordnungen der analysierten Elemente sind in
Tabelle . aufgelistet. Die Soware 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 T R M ein Horizontal Table Report generiert und als
E-Tabelle (Version , »Data only«) exportiert. Die E-Datei wurde entsprechend der Da-
tei benannt, welche die dazugehörigen Einwaagen enthält (Dateinamenserweiterung *.r.xls oder *.s.xls
(Reference/Sample). Die Auswertung erfolgte mit der inAbschnitt . vorgestellten Erweiterung für
O. Die Erweiterung ist in die PDF-Datei dieser Arbeit eingebettet und kann durch Klicken auf
das Symbol auf Seite  gespeichert oder installiert werden.

Hiermit wird vermieden, dass Licht vom glühenden Graphitrohr auf den Detektorchip der ICP OES fällt, was insbe-
sondere die Detektion von Na und K beinträchtigt.
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 Resultate Teil A: Interaktionsscreen für

Mitglieder derCationDiffusion Facilitator-Familie

. Vorexperimente zur Etablierung des Split Ubiquitin System für

Screens

Vor dem Screening von zwei Bibliotheken auf Interaktoren von MTPs wurde überprü, ob die ver-
wendeten A. thaliana-cDNA-Bibliotheken die als Bait benutzten Proteine beinhalten. Die Präsenz
ist nicht unbedingt erforderlich, aber es ist davon auszugehen, dass spezifische Interaktoren für 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
höher. Eine der beiden verwendeten A. thaliana-Bibliotheken wurde von Laurent Deslandes erhalten
(LD-Bibliothek, s. S. ) und enthielt cDNAs aus Blüten. Die zweite verwendete Bibliothek von Fil-
ippa Santos (FS-Bibliothek, s. S. ) enthielt gepoolte cDNAs aus Suspensionskultur-Zellen, grünen
Pflanzenteilen von Gewächshauspflanzen und Wurzeln von Hydrokulturpflanzen. In Abbildung .
ist wiedergegeben, dass die LD-Bibliothek tatsächlich die cDNAs aller für den Screen verwendeten
MTPs enthält, wohingegen AtMTP in der FS-Bibliothek nicht enthalten ist.
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Abb. .: Präsenz von AtMTP, AtMTP und AtMTP in den Split Ubi-
quitin-Bibliotheken. PCRs mit spezifischen Primern wurden durchge-
führt, um zu überprüfen, ob die cDNAs der im Screen eingesetzten
Bait-Proteine in den Bibliotheken enthalten sind. Falls vorhanden, wur-
de für AtMTP ein  bp Produkt erwartet (ͱ'-ĆęČČĆČęĈęęĈĆĆČęĈĈĈ-
ĈĆĈĈ-ͯ'/ͱ'-ČĈČĈęĈČĆęęęČęĆęĈČęČĆĈĆęČ-ͯ'), für AtMTP  bp (ͱ'-ĆČ-
ČČĆĈĆĆĈĈĆęęĆĆČĆęČĈ-ͯ'/ͱ'-ĆĈČĈęĈČĆęęęČęĆęĈČęĆĆĈČęČĆ-ͯ') und für
AtMTP  bp (ͱ'-ĆęČĆĆĆČĆĈĈĆęĆęęĈĆęČĆČĈĆęČ-ͯ'/ͱ'-ĆČČĆęĈęęĈĈĆĈ-
ęĈĈČČĈęęĆ-ͯ').

Die Überprüfung der funktionalen Expression der Bait-Fusionsproteine in Hefe (S. cerevisae) er-
möglicht esmehrere Fragen zu beantworten. Zum einen ist die Expression der Fusionsproteine inHefe
essenziell für 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 korrekt ist.Nur in diesemFallewäre das Fusionsprotein funktional und dieWahrschein-
lichkeit hoch, dass die für eine putative Interaktion benötigte Domäne für einen Interaktor vorhanden
und prinzipiell zugänglich ist. Allerdings kann die Zugänglichkeit solcher Domänen nicht direkt ge-
testet werden. Sie könnte z.B. durch das fusionierte CUb verdeckt sein. Putative Interaktoren könnten
ebenso wie die Baits Membranproteine sein. Für den positiven Nachweis der funktionalen Expressi-
on der Fusion eines Membranprotein mit NUb als Beispiel für einen Prey gelten daher analoge Über-
legungen wie für die Bait-Fusionsproteine. Von AtMTP und - ist bekannt, dass sie in planta und
heterolog exprimiert in Hefe in der Vakuolenmembran lokalisiert sind und die Zn-Hypersensitivität
der zrc bzw. der zrc cot Mutante von S. cerevisae komplementieren (Arrivault et al., ; Dräger
et al., ).Abbildung . zeigt, dass die MTPs in Fusion mit CUb – mit Ausnahme vonAtMTP –
der zrc cotMutante erhöhte Zn-Toleranz verleihen und somit funktional sind. Bei dem entsprechen-
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Abb. .: Funktion der MTPs als CUb-Fusionsproteine. AhMTP, AtMTP und AtMTP wurden in den Bait-Vektor Gate-
way®-kloniert und die Zn-hypersensitive Knockout-Mutante zrc damit transformiert. Als negative bzw. positive Kon-
trolle für den Komplementationstest dienten der pM-Cub-Leervektor bzw. AhMTP im Expressionsvektor pFLGW-H.
ÜbernachtkulturenwurdenmitWasser gewaschen und Verdünnungsstufen von OD₆₀₀ = ,, ,, , und , her-
gestellt. Davon wurden je  µl Tropfen auf SC−HIS −MET-Platten pipettiert, welche ,  und mM ZnSO₄ enthielten.
Die Expression der Bait-Fusionsproteine steht unter Kontrolle des Methionin-reprimierten Promotors pMET.

denTest derNUb-Fusionsproteinewurde gleichzeitig die optimaleCu-Konzentration zur Induktionder
pCUP-Promotor kontrolliertenExpressionderPrey-ProteinederBibliothekenbestimmt (Abbildung
.). Beim Einsatz des SUS wurde ursprünglich davon ausgegangen, dass genug kontaminierendes Cu
im Medium vorhanden ist. Um dies zu überprüfen, wurde der Cu-Gehalt des verwendeten Mediums
mittels ICP OES ermittelt. Die Cu-Konzentration betrug nur ≈, µM. Dieses Ergebnis und die in
Abbildung . dargestellte Beobachtung, dass bei Zugabe von  µM Cu die Komplementation von
zrc durch MTP am stärksten ausgeprägt ist, lässt darauf schließen, dass die Zugabe von Cu für den
Screen erforderlich ist. Es ist vorstellbar, dass es bei starker Überexpression der Prey-Proteine zur In-
teraktionmit demBait lediglich aufgrund räumlicher Limitierungen in der Zelle kommen könnte. Bei
dem inTabelle . (S. )mit T bezeichneten Screenwurde daher getestet, ob steigendeCu-Konzen-
trationen zu einer steigendenAnzahl an (falsch positiven)Kandidaten führt.Da dies nicht der Fall war,

L. Deslandes, persönliche Kommunikation
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wurden bei allen folgenden Screens  µM Cu zugegeben, um die Expression der von der Bibliothek
kodierten Prey-Proteine zu gewährleisten.
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Abb. .: Funktion der MTPs als NUbA-Fusionsproteine und Cu-Abhängigkeit der Komplementation. AhMTP und AtMTP
wurden in den Prey-Vektor Gateway®-kloniert und die Zn-hypersensitive Doppel-Knockout-Mutante zrc cot damit
transformiert. Im Prey-Vektor (pNubI/A/V/G) ist die Expression der klonierten cDNA unter der Kontrolle des Cu-induzier-
ten Metallothionein-Promotors pCUP. Als negative bzw. positive Kontrolle für den Komplementationstest dienten der
pNub-Leervektor bzw. AhMTP im Expressionsvektor pFLGW-H. Übernachtkulturen wurden mit Wasser gewaschen
und Verdünnungsstufen von OD₆₀₀ = ,, ,, , und , hergestellt. Davon wurden  µl Tropfen auf SC−LEU-
Platten pipettiert. Diese enthielten entweder kein Zn oder die für zrc cot toxische Konzentration von mM Zn. Zur
Induktion der Expression der Prey-Fusionsproteine wurden verschiedene Mengen Cu hinzugegeben. Für die positive
Kontrolle pFLGW-H-AhCDFwurden SC−HIS-Platten benutzt.

Die prinzipielle Funktion des verwendeten SUS wurde mit Bait- und Prey-Proteinen getestet, für
welche die Interaktion entweder schon nachgewiesen bzw. vermutet wurde. So wurde für AtAKT
Selbstinteraktion bereits mehrfach demonstriert (Daram et al., ; Obrdlik et al., ). Letzte-
re benutzten dabei eine Variante des SUS, die dem hier verwendeten System ähnelt, aber aufgrund
des verwendeten Reporters weniger stringent ist. So führt bei der hier verwendeten Variante des SUS
die Interaktion eines Bait-Proteins mit einem Prey zum Abbau eines Urap-Reporters gemäß dem in
Abbildung . dargestellten Schema. Nur wenn dieser Reporter vollständig abgebaut ist und mithin
keine Urap-Restaktivität verbleibt wird bei Wachstum auf -FOA-Selektionsmedium kein toxisches
-Fluoruracil synthetisiert. Interaktion wird folglich durch Resistenz gegenüber -FOA angezeigt. Im
Gegensatz dazu ist der verwendete Reporter beim vonObrdlik et al. verwendeten SUS einTranskripti-
onsfaktor, der bei Abspaltung vonCUb nicht abgebaut wird, sondern die Expression vonHis und lacZ
initiiert. Auch teilweise Komplementation einer HIS-Auxotrophie des für den Screen verwendeten
Hefestamms und geringe β-Galactosidase-Aktivität aufgrund geringer lacZ-Expression führt hier zu
einem positiven Interaktionssignal. Die MTPs selber wurden als weitere putative positive Kontrollen
eingesetzt. Für PtdMTP wurde Selbstinteraktion mittels SDS-PAGE nachgewiesen (Blaudez et al.,
). Daher wurden auch für homologe MTPs aus A. thaliana Interaktionen aufgrund von homo-
oder heteromeren Komplexen erwartet. Bei ersten inAbbildung . dargestellten Interaktionstests im
SUS wurden die Bait-Prey-Doppeltransformanten des Hefestamms JD auf Minimalmedium (SD)
mit und ohne -FOA plattiert. Beobachtet wurde sowohl für die positiven als auch für die negativen
Kontrollen das gleiche, unerwartete Ergebnis: Eswuchsen in allen Fällen auf den-FOA-Platten einige


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wenige Hefekolonien. Für die positiven Kontrollen (Selbstinteraktion von MTPs bzw. von AtAKT)
wurde erwartet, dass auf den -FOA-haltigen Selektionsplatten ebenso viele Kolonienwachsenwie auf
Platten ohne -FOA. Im Gegensatz dazu sollten bei den negativen Kontrollen (MTPs mit AtAKT)
auf -FOA-haltigen Selektionsplatten keine Kolonien wachsen. Zur Erklärung der Beobachtung wur-

Zn [mM]: 0 8 10

eV (pCub-rub)

pCub-AhMTP1

pCub-AtMTP1

pCub-AtMTP3

pFL38-AhMTP1

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

1

2

3

1

2

3

pNub-AtCDF1+AtAKT1-pCub:Minimalmedium mit 5-FOApNub-AtCDF1+AtAKT1-pCub: Minimalmedium ohne 5-FOA

3d3dAtMTP1x-Cub + 
Nub-At3g17930

AtMTP3x-Cub + 
NubA eV

AtMTP3x-Cub + 
Nub-At5g61240

AtMTP
1 32 1 32

LD-Lib. FS-Lib.

M
1500 bp

1000 bp
800 bp
600 bp
400 bp
200 bp

At1g66270

At5g53560

unbekant

unbekannt

unbekannt

unbekannt

Kandidat
mit 

5-FOA
ohne

5-FOA

1 10-210-1 10-3 1 10-210-1 10-3 1 10-210-1 10-3OD600=0,5 x

At1g66270

At5g53560

unbekant

unbekannt

unbekannt

unbekannt

Kandidat
mit 

5-FOA
ohne

5-FOA

At5g54940 (1)

At3g17930 (1)

At1g50020 (1)

At5g53560 (1)

At2g31800 (Ah1)

At3g45600 (3)

At2g32580 (3)

mit 
5-FOA

ohne
5-FOA

Kandidat
(AtMTP)

0/2

2/2

2/2

14/14

2/2

2/2

2/2

A B

At4g27500 (3)

At1g24520 (3)

At3g17440 (3)

At2g32720 (3)

At5g37310 (3)

At4g27840 (3)

At4g32530 (3)

mit 
5-FOA

ohne
5-FOA

10/10

2/2

2/2

2/2

2/2

2/2

2/2

Kandidat
(AtMTP)

Abb. .: Test des Split Ubiquitin Systemsmit Interaktionskontrollen. Der Hefestamm JD wurde transformiert mit dem
Vektor pNubAGW-L, der die cDNAs vonAhMTP,AtMTPbzw.AtAKT enthielt. Jede dieser Transformantenwurde darauf-
hin transformiert mit pM-Cub, der die cDNAs von AhMTP, AtMTP, AtMTP bzw. AtAKT enthielt. Nach gleichmäßiger
Aufteilung der Doppeltransformanten auf Minimalmedium ohne und mit -FOA (mg ·ml¹), sollte im Falle positiver
Interaktion eine vergleichbare Anzahl Kolonien wachsen. Dies war bei keiner der zwölf Kombinationen der Fall, wes-
halb nur eine Kombination exemplarisch dargestellt ist. Die Expression der Bait Fusionsproteine steht unter Kontrolle
des Methionin-reprimierten Promotors pMET. Zur Expression der Prey-Fusionsproteine wurde  µM Cu zumMedium
gegeben. Das Experiment wurde zweimal wiederholt.

den zwei Hypothesen aufgestellt: Entweder deutet dasWachstum auf den -FOA-haltigen Selektions-
medien darauf hin, dass alle Kontrollen positive Interaktion anzeigen. Dass hierbei auf den -FOA-
haltigenMedien viel weniger Kolonien wachsen als auf den Platten ohne -FOA, könnte am niedrigen
pH-Wert von, liegen, der nach-FOA-Zugabe erreichtwird.UnterUmständenüberlebennurweni-
geTransformanten, wenn sie aufMediummit diesempH-Wert plattiert werden.Die zweiteHypothese
war, dass alle Kontrollen negative Interaktion anzeigen. Das Wachstum einiger weniger Kolonien auf
-FOA-haltigem Medium könnte in diesem Fall auf Escapes zurückgehen. Als Escapes werden dabei
solche Hefen bezeichnet, die den Urap-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 für einen Screen eingesetzt wird, sollte man im Falle nicht
vorhandener Interaktion zwischenBait und Prey erwarten, dass unter einigenMillionenDoppeltrans-
formanten keine oder nur sehr wenige Transformanten der Selektion entgehen und fälschlicherweise
Interaktion anzeigen. Um den beiden Möglichkeiten auf den Grund zu gehen, wurde der in Abbil-
dung . dargestellte Tropfentest durchgeführt. Bei diesem Experiment wurden Doppeltransforman-
ten erhalten, indem sie nach der Transformation zunächst auf Minimalmedium ohne -FOA plattiert
wurden. Von einigen dort wachsenden Kolonien wurden Übernachtkulturen angeimp, die für den
darauf folgenden Tropfentest auf Selektionsplatten mit und ohne -FOA bei verschiedenen pH-Wer-
ten verwendet wurden. Es wurde erwartet, dass im Falle von Interaktion alle im Tropfen enthaltenen
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Abb. .: Tropfentest mit positiven und negativen Kontrollen sowie einigen Interaktionskandidaten zum Test des Split
Ubiquitin Systems. Von den in Abbildung . erwähnten Doppeltransformanten wurde für diesen Test eine Prey/Bait-
Kombination mit erwarteter Interaktion ausgewählt, sowie zwei Kombinationen, bei denen dies nicht erwartet wurde.
Zusätzlich wurden zwei durch Screening identifizierte Kandidaten (vergl. TĆćĊđđĊ ͯ.ͮ, S. ) getestet. Doppeltransfor-
manten desHefestamms JDwurdenwie inAććĎđĉĚēČ ͯ.Ͱbeschrieben erhalten und aufMinimalmediumohne -FOA
ausplattiert. Von je drei Kolonien pro Prey/Bait-KombinationwurdenÜbernachtkulturen angesetzt, diesemitWasser ge-
waschen und Verdünnungsstufen von OD₆₀₀ = ,, ,, , und , hergestellt. Davon wurden  µl Tropfen auf
SC−HIS −MET−URA-Platten pipettiert. Die Platten unterschieden sich im pH-Wert (, und ,) sowie im -FOA-Gehalt
(ohne oder mg ·ml¹). Zur Induktion der Expression der Prey-Proteine wurden  µM Cu zum Medium gegeben. Die
Expression der Bait-Fusionsproteine steht unter Kontrolle des Methionin-reprimierten Promotors pMET.

Zellen auf -FOA-Platten wachsen bzw. gar keine im Falle nicht stattfindender Interaktion. In der
Abbildung sind bei der Kombination von AtMTP-Cub und NubA-AtMTP bei den zwei höchsten
Zelldichten (pH. mit -FOA) zwei Escapes zu erkennen. Zwei zu diesem Zeitpunkt bereits durch
Screening identifizierte putative Interaktoren wachsen dahingegen deutlich unterscheidbar auf dieser
-FOA-Platte, woraus geschlossen wurde, dass das verwendete SUS zumindest prinzipiell funktional
sein könnte. Weiterhin zeigt die Abbildung, dass -FOA nur bei niedrigen pH-Wert funktional ist, da
bei pH , auf den -FOA-Platten alle Kombinationen wachsen. Aus der Literatur ist bekannt, dass
nur die protonierte Form von -FOA vonZellen aufgenommenwerden kann (maximaleWirksamkeit
bei pH ,, ausreichend wirksam bei pH und unwirksam bei pH> ). Der Unterschied zwischen
Escapes und tatsächlichem Wachstum auf -FOA Selektionsplatten bei pH , ist in Abbildung .
deutlich zu erkennen. Somit ist klar, dass alle Kolonien auf -FOA-Platten in Abbildung . auf Es-

Zn [mM]: 0 8 10

eV (pCub-rub)

pCub-AhMTP1

pCub-AtMTP1

pCub-AtMTP3

pFL38-AhMTP1

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

1

2

3

1

2

3

pNub-AtCDF1+AtAKT1-pCub:Minimalmedium mit 5-FOApNub-AtCDF1+AtAKT1-pCub: Minimalmedium ohne 5-FOA

3d3dAtMTP1x-Cub + 
Nub-At3g17930

AtMTP3x-Cub + 
NubA eV

AtMTP3x-Cub + 
Nub-At5g61240

AtMTP
1 32 1 32

LD-Lib. FS-Lib.

M
1500 bp

1000 bp
800 bp
600 bp
400 bp
200 bp

At1g66270

At5g53560

unbekant

unbekannt

unbekannt

unbekannt

Kandidat
mit 

5-FOA
ohne

5-FOA

1 10-210-1 10-3 1 10-210-1 10-3 1 10-210-1 10-3OD600=0,5 x

At1g66270

At5g53560

unbekant

unbekannt

unbekannt

unbekannt

Kandidat
mit 

5-FOA
ohne

5-FOA

At5g54940 (1)

At3g17930 (1)

At1g50020 (1)

At5g53560 (1)

At2g31800 (Ah1)

At3g45600 (3)

At2g32580 (3)

mit 
5-FOA

ohne
5-FOA

Kandidat
(AtMTP)

0/2

2/2

2/2

14/14

2/2

2/2

2/2

A B

At4g27500 (3)

At1g24520 (3)

At3g17440 (3)

At2g32720 (3)

At5g37310 (3)

At4g27840 (3)

At4g32530 (3)

mit 
5-FOA

ohne
5-FOA

10/10

2/2

2/2

2/2

2/2

2/2

2/2

Kandidat
(AtMTP)

Abb. .: Unterschied zwischen Escapes und tat-
sächlichem Wachstum auf -FOA-Selektionsplat-
ten bei pH ,. Zur Durchführung des Experiments
siehe Abbildung .. In der vergrößerten Box er-
kennt man deutlich, dass nicht auf der gesamten
Fläche des Tropfens Zellen gewachsen sind, son-
dern nur eine Kolonie, die auf einen Escape zurück-
geht (siehe Text zur Erklärung).

capes zurückgehen. Aus dem inAbbildung . gezeigten Experiment, dass zwischen Escapes und echt-

http://www.duke.edu/web/microlabs/mccusker/Resources/MediaRecipes.pdf


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Positiven im SUS unterschieden werden kann, folgt, dass mit der hier verwendeten Version des SUS
die erwarteten Interaktionen der Proteine AtAKT, AtMTP und AtMPT mit sich selbst nicht be-
stätigtwerden können.UmdieMöglichkeit auszuschließen, dass die durch denpCUP-Promotor kon-
trollierte sehr starke Überexpression desPrey bei Zugabe von  µM Cu das gehäue Aureten 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 für alle in
Abbildung . erwähnten Kombinationen zwischen AtAKT und MTPs wurde mit dem besser ge-
eigneten Tropfentest (Abbildung .) mit dem gleichen negativen Ergebnis nochmals durchgeführt
(nicht dargestellt).

. Interaktionsscreenmit dem Split Ubiquitin System in Hefe

Beim Screening von zwei cDNA-Bibliotheken wurden als Baits AhMTP, AtMTP, AtMTP und
AtMTP eingesetzt. Eine Übersicht über alle durchgeführten Screens ist in Tabelle . gegeben. Bei

Tab. .: Übersicht über alle mit dem SUS durchgeführten Screens zweier Bibliotheken (LD- und FS-Bibliothek, Ę. Ać-
ĘĈčēĎęę ͮ.ͮ) mit AtMTP, AhMTP, AtMTP und AtMTP als Bait. Die Unterschiede zwischen den Screens sind im Text
beschrieben. Die im Zuge der Screens etablierteMethode ist inAććĎđĉĚēČ ͯ.ͳ beschrieben. Für jeden Bait ist die Anzahl
der gescreenten Klone sowie die Zahl der identifizierten und bestätigten Kandidaten (vergl. TĆćĊđđĊ ͯ.ͮ) angegeben
(jeweils ., . und . Spalte unter jedemBait). Die letzte Spalte kennzeichnet dasMedium, auf das dieDoppeltransforman-
ten plattiert wurden. Der zweite Screen, bei dem vor der Selektion auf -FOA ein Amplifikationsschritt auf SC-Medium
erfolgte, wurde in der Zusammenfassung (letzte Zeile) nicht berücksichtigt.

Screen Bait Plattiert auf

AtMTP1 AhMTP1 AtMTP2 AtMTP3

T1 — / — / — 4 · 10⁴ / 0 / 0 — / — / — — / — / — 5-FOA, 0,3 µM Cu
1 1 · 10⁶ / >1000 / 0 — / — / — — / — / — 1 · 10⁶ / >1000 / 0 SC , 5-FOA, 0,3 µM Cu
2 8,1 · 10⁴ / 1 / 0 8,1 · 10⁴ / 0 / 0 — / — / — 8,1 · 10⁴ / 1 / 0 5-FOA, 0,3 µM Cu
T2 3 · 10⁴ / 0 / 0 2,2 · 10⁴ / 0 / 0 — / — / — 2,1 · 10⁴ / 0 / 0 5-FOA, 0–100 µM Cu
3 — / — / — — / — / — — / — / — 4,1 · 10⁵ / 0 / 0 5-FOA, 30 µM Cu
4 6,4 · 10⁵ / 5 / 3 6,4 · 10⁵ / 3 / 2 — / — / — 6,4 · 10⁵ / 1 / 1 5-FOA, 30 µM Cu
5 1,2 · 10⁵ / 8 / 3 4,7 · 10⁴ / 0 / 0 — / — / — 1,5 · 10⁵ / 8 / 8 5-FOA, 30 µM Cu

6 (LD) 2,4 · 10⁶ / 8 / 0 1,7 · 10⁶ / 6 / 1 2,4 · 10⁶ / 8 / 1 2,1 · 10⁶ / 9 / 0 5-FOA, 30 µM Cu
6 (FS) 2,7 · 10⁶ / 21 / 2 2,7 · 10⁶ / 23 / 0 2,7 · 10⁶ / 0 / 0 3,6 · 10⁶ / 20 / 1 5-FOA, 30 µM Cu

Summe 5,9 · 10⁶ / 43 / 8 5,2 · 10⁶ / 32 / 2 5,1 · 10⁶ / 8 / 1 7 · 10⁶ / 39 / 10

der Durchführung der Screens wurde ab dem in dieser Tabelle mit T 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
-FOA-Selektionsmedium gegeben (s. S. ). Die in Abschnitt . erörterten Vorexperimente zeig-
ten, dass Zugabe von  µM Cu zum -FOA-Selektionsmedium notwendig ist. Da beim ersten (mit


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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

6) Plattieren der Doppeltransformanten auf 
Platten ohne 5-FOA

7) Resuspendierte Kolonien auf Platten mit 
5-FOA tropfen

4a) Prey-Plasmid Isolation 
und Ampli�kation in 
E.coli

5a) Retransformation von 
JD53 mit Kandidat-
Prey und Bait

b) Retransformation von 
JD53 mit Bait, linearisier-
tem Prey-Plasmid + PCR 
Produkt

b) Ampli�kation der Prey-
cDNA + beidseitig je 
100 bp �ankierender 
Vektorsequenz per PCR

Abb. .: Übersicht über den Screen. Ergänzen-
de Informationen zum dargestellten Schema: 
Plattieren auf SC−HIS-Medium,  Plattieren auf
SD+ LEU+ LYS+URA-Medium mit mg ·ml¹ -FOA
und  µMCu, a, a nurmöglich, wenn Bait- und Prey-
Plasmid unterschiedliche bakterielle Marker haben
(im Falle der LD-Bibliothek, s. S. ), b, b Gap Repair-
Methode, angewendet für die FS-Bibliothek (s. S. ),
 Plattieren auf SC−HIS −TRP-Medium. Alle somit be-
stätigten Kandidaten wurden sequenziert. Entweder
wurden dafür die schon vorliegenden Plasmide aus
Schritt a verwendet, oder das nachträglich gemäß
diesem Schritt isolierte und amplifizierte Bait/Prey-
Plasmidgemisch im Falle der Kandidaten, die über den
Weg b/b identifiziert wurden.

T bezeichneten) Screen mit AhMTP als Bait keine Kandidaten identifiziert werden konnten, wur-
de angenommen, dass frisch transformierte Zellen durch möglicherweise zeitlich frühere Expression
des Bait-Proteins und des fusionierten Urap-Reporters aufgrund dessen Aktivität (Synthese von to-
xischem -Fluoruracil) tot sind, bevor eine Interaktion stattfinden kann, die den Reporter abbaut. Um
es den Zellen zu ermöglichen beide Fusionsproteine in ausreichendem Maße zu exprimieren, wurden
die Doppeltransformanten beim zweiten Screen zunächst zwei Tage auf Medium ohne -FOA plat-
tiert. Es zeigte sich jedoch, dass durch diesen Schritt lediglich eine starke Amplifikation von Escapes
stattfand. Die Kandidaten des Screens  und  (Tabelle .) wurden nicht durch den inAbbildung .
Schritt sechs und sieben umfassendenTropfentest überprü, sondern lediglich durch Re-plattieren auf
-FOA-Selektionsmedium.Da aufgrund vonEscapes in diesem Falle immerWachstum auf -FOA-Se-
lektionsplatten beobachtet wird, ist dieser Test für eine Überprüfung der Kandidaten nicht geeignet.
Bei denVorexperimenten stellte sich heraus, dass der inAbbildung . beschriebeneTropfentest besser
geeignet ist, um Escapes von tatsächlichem Wachstum auf -FOA-Selektionsplatten zu unterscheiden.
Alle bis dahin identifizierten Kandidaten wurden daher gemäß dem in dieser Abbildung beschriebe-
nen Tropfentest überprü. Später wurde dieser Test etwas modifiziert, um einen höheren Durchsatz
bei der Überprüfung von weiteren, in späteren Screens identifizierten Kandidaten zu erzielen. So wur-
den nicht für jede zu testende Doppelmutante eine Übernachtkultur angesetzt, um darauin serielle
Verdünnungen herzustellen, sondern es wurden lediglich Kolonien gleicher Größe in jeweils  µl
H₂ resuspendiert, um davon  µl auf Selektionsplatten zu tropfen. In TeilA der Abbildung . sind
exemplarische Ergebnisse dieses Tests dargestellt. Bei einigen Kandidaten wuchsen von bis zu sieben
getesteten Kolonien auf -FOA-haltigem Medium nur einige wenige. Auch diese Kandidaten wurden
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Abb. .: Tropfentest zur Bestätigung der im Screen identifizierten Kandidaten im SUS. Doppeltransformanten (Kandi-
dat-Prey +MTP-Bait) des Hefestamms JD wurden erhalten wie in Abbildung . beschrieben und auf SC−HIS −TRP
plattiert. Einzelne Kolonien wurden in  µl H₂O resuspendiert und davon  µl auf SD+ LEU+ LYS+URA-Medium mit
und ohne -FOA getropft. Zur Induktion der Expression der Prey-Proteine wurden  µM Cu zumMedium gegeben. Die
Expression der Bait Fusionsproteine steht unter Kontrolle des Methionin-reprimierten Promotors pMET. A exemplari-
sche Ergebnisse dieses Test (siehe Text), B Ergebnis des Tests für alle in TĆćĊđđĊ ͯ.ͮ/ͯ.ͯ aufgelistete Kandidaten, außer
Atg, Atg und Atg.

sequenziert, wobei sich in diesem Falle immer herausstellte, dass die Kandidaten nicht in ame mit
NUb fusioniert waren.Daherwurden dieseKandidaten verworfen. InTabelle . sindmit drei Ausnah-
men nur Kandidaten aufgelistet, für die Wachstum auf -FOA-Selektionsplatten bei allen getesteten
Kolonien nachgewiesen wurde (B in Abbildung .). Für den AtMTP-Kandidaten Atg, den
AhMTP-Kandidaten Atg und den einzigen AtMTP-Kandidaten Atg wurde dieser
Test bisher nicht durchgeführt. Sie sind trotzdem in der Tabelle aufgelistet, da bei diesen Kandidaten
NUb in ame mit der cDNA der Kandidaten fusioniert war. Wie bereits angedeutet, war bei vielen
Kandidaten, die nicht bestätigt werden konnten, nicht der Fall. Einige Kandidaten wurden mehrfach
in derselben Bibliothek identifiziert (Tabelle . und .), wobei lediglich Atg in beiden Bi-
bliotheken mit AtMTP als Bait gefunden wurde.

. Überprüfung der Kandidaten

Als effizienteMethode, um falsch positiveKandidaten zu identifizieren, wurde in der neuerenLiteratur
die Verknüpfung von existierenden Daten mit den Daten des SUS beschrieben. Bei der dafür 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, ähnlicher Mutanten-Phänotyp usw. (Miller et al., ).
Die cDNA der identifizierten Preys war entweder stark verkürzt (Tabelle .) oder umfasste untrans-
latierte Sequenzen am ’-Terminus. Vor der weiteren molekularbiologischen Untersuchung der Kan-


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Tab. .: Putative Interaktoren für AtMTP, AhMTP, AtMTP und AtMTP. Die hier aufgeführten Kandidaten wurden
durchScreeningvon zwei Bibliotheken (LS- undFS-Bibliothek,Ę.AćĘĈčēĎęęͮ.ͮ)mit der inAććĎđĉĚēČͯ.ͳbeschriebenen
Methode identifiziert undverifiziert. Für die KandidatenAtgundAtg, diemit den Baits AtMTPbzw.AtMTP
identifiziert wurden, erfolgte die Überprüfung gemäßAććĎđĉĚēČ ͯ.ʹ zusätzlich auchmit dem jeweils anderen Bait. Dies
führte in beiden Fällen zu einem positiven Ergebnis. Die CSB.DB-Koeffizienten sagen aus, wie stark die gefundenen
Kandidaten auf Transkriptebene mit dem Bait korrelieren (Steinhauser et al., ). Es wurden jeweils die Werte der
Matrix angegeben, bei der die stärksteKorrelation zwischendemKandidatenunddem jeweiligenMTPgefundenwurde.

Bait Kandidat Annotation …× CSB.DB

ident. Spearman P-Value Matrix

AtMTP1 At2g47070 squamosa promoter binding protein-like 1 (AtSPL1) 2 -0,32 1,26 · 10² atge0250
” At3g17930 expressed protein 3 -0,78 3,15 · 10¹⁴ atge0100
” At1g50020 tubulin α-6 chain-related 1 -0,44 3,06 · 10⁴ atge0100
” At5g53560 cytochrome b5 isoform 1 (AtB5-A) 2 0,41 2,62 · 10³ nasc0271

AhMTP1 At2g31800 ankyrin protein kinase, putative 1 -0,43 3,80 · 10⁴ atge0100
” At2g47010 expressed protein 1 -0,51 2,68 · 10⁵ atge0250

AtMTP2 At1g04410 malate dehydrogenase, cytosolic, putative 1 — — —
AtMTP3 At3g45600 senescence-associated family protein, TET3 1 0,41 1,17 · 10³ atge0250

” At2g32580 expressed protein 1 0,41 1,08 · 10³ atge0250
” At4g27500 AtPPI1, AtAHA1 interactor 2 0,05 6,97 · 10¹ atge0250
” At1g24520 anther-specific proteinAtAGP1 1 — — —
” At3g17440 novel plant SNARE 13 (AtNPSN13) 1 0,05 6,79 · 10¹ atge0250
” At2g32720 cytochrome b5, putative isoform 4 1 0,28 2,75 · 10² atge0250
” At5g37310 endomembrane protein 70, putative 1 0,24 7,02 · 10² atge0250
” At4g27840 expressed protein 1 -0,03 8,25 · 10¹ atge0250
” At4g32530 vacuolar membrane ATPase subunit c (AtVHA-c”1) 1 0,39 1,88 · 10³ atge0250

Ein Spearman-Koeffizient von − bedeutet negative Korrelation; + positive Korrelation. Je kleiner derWert P ist, umso unwahrscheinlicher
ist, dass sich die Korrelation zufällig ergibt (P sollte kleiner als . sein).
atge: developmental series, atge: abiotic stress series(roots), nasc: miscellaneous experiment
Fukuchi-Mizutani et al. ()
Kinase-Motiv annotiert durch computergestützte Vorhersage und durch Rudrabhatla et al. ().
Als Mitglied der Tetraspanin-Familie eingeordnet durch Cnops et al. ().
Morandini et al. (); Viotti et al. (). Sowohl in der LD- als auch in der FS-Bibliothek (s. Abschnitt .) identifiziert.
Xu et al. ()

didaten wurde der gesamte annotierte ORF aus mehreren Gründen kloniert: Zum einen könnte die
Interaktion des verkürzten Proteins mit dem jeweiligen Bait-MTP ein Artefakt sein, weshalb die In-
teraktion mit dem vollständigen Protein überprü werden sollte. Zudem wurden weitergehende Tests
geplant, welche ein funktionales Kandidaten-Protein voller Länge voraussetzen. Untranslatierte ’-Se-
quenzen könnten wiederum bei diesen weitergehenden Experimenten unerwünschte modifizierende
Auswirkungen auf die Expressionsstärke haben. Für die Klonierung wurde der ORF mittels PCR aus
einer A. thaliana-cDNA-Bibliothek amplifiziert und in den Gateway®-Entry-Vektor pENTR/D klo-
niert (Abschnitt ..). Es wurde durch Sequenzierung sichergestellt, dass alle Kandidaten fehlerfrei
in pENTR/D vorlagen. In fast allen Fällen stimmte der vorhergesagte ORF mit dem ORF überein,
der von der cDNA imPrey-Vektor und der neu klonierten cDNA kodiert wird. Nur bei Atg lag


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die Splice site des letzten Exons in zwei sequenzierten Klonen  bp vor (upstream) der vorhergesag-
ten. Daraus ergibt sich ein anderer Leserahmen für dieses Exon mit einem Stop-Codon, das  bp vor
dem vorhergesagten liegt. Diese identifizierte Splice site liegt auch in der einzigen annotierten cDNA
(Acc.Nr. gi|) vor. Auch wenn die vorhergesagte Splice site nicht ausgeschlossen werden kann,
wird aufgrund der vier cDNA-Klone davon ausgegangen, dass dies eine falsche Vorhersage ist. Für wei-
tere inAbschnitt .. erörterteExperimente zurÜberprüfungderKandidatenwurdederORFmittels
der Gateway®-Technologie in die in Tabelle . angegebenen Ziel-Vektoren kloniert. Weiterhin ist in
dieser Tabelle die Anzahl der vorhergesagten Transmembranhelices und die vorhergesagte subzelluläre
Lokalisierung angegeben. Da für die eingesetzten Baits die subzelluläre Lokalisierung weitestgehend
bekannt ist (vakuolär für MTP und - (Arrivault et al., ; Dräger et al., ); MTP siehe Ab-
schnitt ..), helfen diese Informationen bei der Einschätzung, welche Kandidaten biologisch rele-
vante Interaktoren sein könnten (Abschnitt .).

.. Untersuchung der Kandidaten in anderen Varianten des Split Ubiquitin
System

Der Tropfentest in Abbildung . diente der Bestätigung der Interaktion der Baitsmit den Kandida-
ten, welche imPrey-Vektor vorliegen. Die vomPrey-Vektor kodierte NUb-Variante ist NUbI, welches die
größte Affinität zuCUb aufweist (Abbildung .). DieNUbA- undNUbG-Varianten haben eine geringere
Affinität zu CUb. Starke Interaktoren sollten auch im Falle der Fusion mit diesen weniger affinen NUb-
Varianten mit dem zugehörigen MTP interagieren und die Formation von Ubiquitin aus den beiden
Hälen unterstützen. Diese Kandidaten sollten folglich bei einem analog zuAbbildung . durchge-
führten Tropfentest positiv getestet werden. Um somit die Interaktion auf unterschiedlich stringente
Weise zu testen, wurden die inTabelle . aufgeführten Kandidaten in pNubAGW und pNubGGW
kloniert. Die Interaktionstests wurden wie in Abbildung . beschrieben durchgeführt. Für keinen
der getesteten Kandidaten konnte bei Verwendung von pNubGGW oder pNubAGW Wachstum auf
-FOA-Selektionsmedium beobachtet werden; d. h. durch dieses stringentere System wurde keine In-
teraktion angezeigt. Unter anderem wurde vermutet, dass die Änderungen der Sequenz zwischen NUb

und den identifizierten cDNA Fragmenten, die sich aus der Neuklonierung ergeben, hierbei eine Rol-
le spielen. Wie in Abschnitt . näher diskutiert wird, hat diese Sequenz entscheidenden Einfluss auf
die räumlicheOrientierung der beiden Komponenten desPrey-Hybridproteins zueinander. Die räum-
liche Orientierung von NUb zum fusionierten Prey-Protein ist wiederum kritisch für die Anzeige der
Interaktion. Um den Einfluss dieser Änderungen abzuschätzen, wurden zwei Kandidaten in den Vek-
tor pNubIGWkloniert. Dieser kodiert wie die Bibliotheksvektoren pGOi und pCUP-CGK die NUbI-
Variante – mithin sollte beim Interaktionstest mit pNubIGW für beide Kandidaten das gleiche Er-
gebnis wie inAbbildung . erhalten werden. Wie inAbbildung . zu sehen, war dies nicht der Fall.
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Dies könnte – neben den inAbschnitt . diskutierten Gründen – darauf hindeuten, dass die Anzeige
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Abb. .: Einfluss unterschiedlicher NUbI-Vektoren auf das
Ergebnis des Interaktionstest im SUS. Der Test wurde wie
inAććĎđĉĚēČ ͯ.ʹ beschrieben durchgeführt. Der Kandidat

Atg im Vektor pCUP-CGK entspricht dem schon in
dieser Abbildung getesteten (verkürzten) cDNA-Klon, der
im Screen identifiziert wurde. Dahingegen liegt im Vek-
tor pNubIGW der vollständige ORF der beiden getesteten
Kandidaten vor (vergl. TĆćĊđđĊ ͯ.ͯ). Neben diesen Unter-
schieden unterscheiden sich die Prey-(NUbI)-Vektoren unter
anderem in der Sequenz zwischen zwischen NUbI und der
cDNA (Linker-Sequenz, s. AēčĆēČ A.ͮ).

der Interaktion tatsächlich sehr entscheidend von der Sequenz zwischen NUb und dem identifizier-
ten Fragment abhängt. Die für die Stringenztests eingesetzten Vektoren pNubAGW und pNubGGW
sind – bis auf die Aminosäure  von NUb – identisch zu pNubIGW. Auch wenn es bisher nur für zwei
Kandidaten gezeigt wurde, bedingen die Veränderungen durch die Neuklonierung mutmaßlich auch
bei den anderen Kandidaten das negative Ergebnis der Stringenztests – und nicht die NUb-Varianten.

.. Einfluss der Kandidaten auf die Zn-Homöostase in Hefe

Es ist vorstellbar, dass die Interaktionskandidaten den Einfluss der heterolog exprimiertenArabidopsis-
CDF auf die Zn-Homöostase inHefemodifizieren; auch wenn es sich um ein heterologes System han-
delt. Um dies zu überprüfen, sollten die Kandidaten mit dem jeweiligenBait-MTP im Zn-hypersensi-
tiven Hefestamm zrc cot exprimiert werden. Sollte die Expression des Kandidaten hierbei niedriger
sein die Expression des CDF, könnte ein eventuell vorhandener Effekt des Kandidaten auf den CDF
schwer beobachtbar sein, da er nur für eine Teilpopulation aller Proteinkopien des CDF wirksam sein
könnte. Daher wurden die CDFs in den single copy-Vektor pFLGW kloniert und die Kandidaten in
den multi copy-Vektor pFLGW. Die Expression erfolgte jeweils unter Kontrolle des konstitutiven
PGK-Promotors. Um auszuschließen, dass beobachtete Wachstumsunterschiede durch den Kandi-
daten allein ausgelöst wurden, wurde zum Vergleich zrc cot nur mit den Kandidaten in pFLGW
transformiert. InAbbildung . ist dieses Experiment für die AtMTP-Interaktionskandidaten dar-
gestellt. Für die zrc cot (AtMTP; ev)-Kontrolle im Falle der Doppeltransformanten und die zrc
cot (ev)-Kontrolle der Einzeltransformanten wurden zwei Tropfentests dargestellt, die mit denselben
Verdünnungen hergestellt wurden (technische Replikate), um die Variabilität innerhalb eines Geno-
typs zu illustrieren. Anhand dessen ist ersichtlich, dass es trotz identischer Zellzahlen unter Kontroll-
bedingungen ( µM Zn) zu Wachstumsunterschieden zwischen isogenen Klonen kommen kann. Die
Auswertung wurde unter Berücksichtigung dieses Umstandes vorgenommen. Es ist ersichtlich, dass al-
le Kandidaten, mit Ausnahme von Atg, nur einen sehr subtilen Einfluss auf die Zn-Sensitivität
vonAtMTP-exprimierenden zrc cotZellen haben.Den deutlichsten Einfluss hatAtg, der zu
einer erhöhten Zn-Sensitivität im Vergleich zu zrc cot (MTP, ev) führt. Allerdings ist dieser Effekt





 R T A: I  M  CDF-F

0 mM Cd 10 µM Cd 15 µM Cd 20 µM Cd
BY4742

ycf1

ycf1

ev

ev

AtMTP2

AtMTP
1 32 1 32

LD-Bib. FS-Bib.

M
1500 bp

1000 bp
800 bp
600 bp
400 bp
200 bp

M 9 10 14131211 15 col-0
mtp2-S3

M
8000 bp

5000 bp

4000 bp

2 µM Zn 0.2 mM Zn 0.3 mM Zn 0.75 mM Zn

0.3 mM Co 0.5 mM Co 0.75 mM Co0 mM Co

ev

ev

AtMTP2

BY4741

zrc1 cot1

zrc1 cot1

0 mM Cd 15 µM Cd 30 µM Cd 60 µM Cd

0 mM Fe 2.5 mM Fe
BY4741

ccc1

ccc1

ev

ev

AtMTP2

3 mM Fe2 mM Fe

ev

ev

AtMTP2

BY4741

zrc1 cot1

zrc1 cot1

ev

ev

AtMTP2

BY4741

zrc1 cot1

zrc1 cot1

pFL61GW-

At2g32580

At2g32720

At3g17440

At3g45600

At4g27500

At4g32530

At5g37310

At4g27840

3 mM Zn2 µM Zn

zrc1 cot1 transformiert mit 
Kandidaten (in pFL61GW)

ev

+ pFL38GW-
ev

AtMTP3

"

"

"

"

"

"

"

"

200 µM Zn 2 µM Zn

zrc1 cot1 transformiert mit Kandidaten
(in pFL61GW) und AtMTP3 (in pFL38GW)

WT 12-210-76-55-53-5 -RT17-314-113-2

AtMTP2

AtEF1α

p35S::AtMTP2

250

500
750

250

500
M

0

1

2

3

4
β-

G
al

ac
to

si
da

se
 A

kt
iv

itä
t (

m
U

)

WT+ev msc2+ev

 
 0,3 µM Zn
 20 µM Zn

msc2+AtMTP2

1 76532 11098 76543 10

mtp2-S3 x Col-0Col-0 x mtp2-S3 
mtp2-

S3 
 Col-0

250 bp

500 bp
750 bp

1000 bp
M 1 65432 10987 1211

mtp2-S3 

 Col-0M M

400 bp
600 bp
800 bp

1000 bp
H2O

Abb. .: Einfluss der Kandidaten auf die Zn-Homöostase in Hefe. Die zrc cot Doppelmutante wurde transformiert
mit AtMTP in pFLGW und den Kandidaten in pFLGW. Doppeltransformanten wurden selektiert durch Plattieren
auf SC −HIS −URA. Einzeltransformanten von zrc cot mit den Kandidaten in pFLGW wurden durch plattieren auf
SC −URA selektiert. Übernachtkulturen wurden mit Wasser + ,‰ (V/V) Tween  gewaschen und Verdünnungsstu-
fen von OD₆₀₀ = ,, ,, , und , hergestellt. Davon wurden  µl auf LSP Platten getropft (Doppeltransfor-
manten: −HIS −URA, Einzeltransformanten: −URA), die für Kontrollbedingung  µM Zn und für Hoch-Zn mM/,mM
Zn (Doppel-/Einzeltransformanten) enthielten. Die Erhöhung oder Erniedrigung der Zn-Sensitivität durch die Kandida-
ten im Vergleich zur Kontrolle (Doppeltransformanten: zrc cot (AtMTP; ev), Einzeltransformanten: zrc cot (ev)) wurde
farbkodiert: gelb Zn-Sensitivität entspricht der Kontrolle, rot erhöhte Zn-Sensitivität, grün geringere Zn-Sensitivität. Für
die Doppeltransformanten wurden in zwei Experimenten insgesamt fünf unabhängige Klone getestet. Für die Einzel-
transformanten wurden in einem Experiment drei unabhängige Klone getestet. Dargestellt sind repräsentative Klone.

unter Zn-Stressbedingungen auch bei der Einzeltransformante zrc cot (Atg) zu beobachte-
ten. Daher ist davon auszugehen, dass dieser Effekt nicht auf eine Interaktion zwischenAtg und
AtMTP zurückgeht. Auch fürAtg undAtgwurde sowohl für dieDoppeltransforman-
ten, als auch für die Einfachtransformanten eine erhöhte Zn-Sensitivität beobachtet. Hierbei war der
Einfluss auf die Zn-Sensitivität durch den Kandidaten allein deutlich ausgeprägter als in den Doppel-
transformanten. Einen ebenso starken inhibitorischen Effekt unter Zn-Stressbedingungen durch den
Kandidaten alleinwurde beiAtgbeobachtet, wohingegen in den entsprechendenDoppeltrans-
formanten kein Effekt beobachtet wurde. Nur bei Atg ist eine leicht geringere Zn-Sensitivität
der Doppeltransformanten zu beobachten, wohingegen kein Effekt durch den Kandidaten allein auf-
trat. Diese Ergebnisse zeigen, dass der – in fast allen Fällen beobachtete – Einfluss auf die Zn-Sensiti-
vität durch den Kandidaten allein, die Interpretation der Ergebnisse der Co-Expression mit AtMTP
erschwert, da sich hierbei negative und positive Einflüsse auf das Wachstum der Hefen überlagern. Die
Konsequenzen hieraus werden inAbschnitt . diskutiert.


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. Biochemische Experimente zur Identifikation von

AtMTP-Interaktoren

Neben dem genetischen Ansatz bieten sich auch einige biochemische Experimente an, um potentiel-
le Interaktoren für MTPs zu identifizieren. Für diese Experimente wurden Proteine aus Blättern von
A. thaliana-Linien isoliert, dieAtMTPmit einemN-terminalenHA-Tag überexprimieren (Arrivault
et al., ).Der hierfür verfügbareHA-Antikörper ist für ExperimentewieCo-Immunopräzipitation
und Western Blots notwendig, da kein ausreichend guter Antikörper für AtMTP verfügbar war. Für
die Co-Immunopräzipitation wäre es notwendig, neben dem für die Präzipitation eingesetzten HA-
Antikörper einen spezifischen Anti-AtMTP-Antikörper für die Detektion im Western Blot zur Ver-
fügung zu haben.Daher wurde versucht, höhermolekulare Komplexe im nativen Proteingel zu identifi-
zieren, bei demdie Proteine ähnlich zu einem SDS-Gel derGröße nach aufgetrennt werden (Schrägger
und Jagow, ).Obwohl nachAurennungmittels eines SDS-GelsAtMTP imWesternBlot bei Be-
nutzung des Anti-HA-Antikörpers nachgewiesen werden konnte (Arrivault et al., ), gelang dies
nicht nach Aurennung mittels Blue native PAGE (Abbildung .). Es stellte sich heraus, dass der
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Abb. .: Identifizierung von höhermolekularen Protein-
komplexen durch BlueNative PAGE (,–,%Acrylamid-
Gradient, s. Schräggerund Jagow, ; Silberfärbung). Im
parallel durchgeführtenWestern Blot wird mit dem Anti-
HA-Antikörper nur die  kDa-Bande des RubisCo-Kom-
plexes unspezifisch detektiert. Spuren: , Gesamtprote-
in, ,  ×g Überstand, ,  ×g Überstand, ,
 ×g Pellet (mikrosomale Fraktion)

verwendete HA-Antikörper nicht mehr funktional war. Für einen weiteren Versuch wurde Wurzel-
material der oben erwähnten Linien isoliert, die auf Platten mit  µM Zn angezogen wurden. Unter
diesen Bedingungen wird AtMTP in Wildtyppflanzen exprimiert, weshalb angenommen wird, dass
auch putative Interaktoren unter diesen Bedingungen in diesem Gewebe exprimiert werden. Ein zu-
küniges Experiment – die Isolation von Proteinen der mikrosomalen Fraktion und die Aurennung
der Proteinkomplexe im Blue native Gel – wurde bisher aus Zeitgründen nicht durchgeführt.
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Tab. .:Übersicht über die Kandidaten: In silico-Analyse undKlonierungen. Zusätzlich zudenKandidaten inTĆćĊđđĊ ͯ.ͮ
ist Atg aufgeführt: Dieser AtMTP Kandidat konnte gemäß Schritt sechs und sieben inAććĎđĉĚēČ ͯ.ͳ nicht bestä-
tigt werden und diente bei allen folgenden Experimenten als negative Kontrolle. In den ersten fünf Spalten ist angege-
ben, in welchem Screen die Kandidaten identifiziert wurden (Übersicht in TĆćĊđđĊ ͯ.ͭ), die Größe des annotierten ORF,
die Anzahl der denORF kodierenden Exons undwieviel Nukleotide am’-Terminus der identifizierten Prey-cDNA fehlen.
In silico-Analyse der subzellulären Lokalisation wurde mit AėĆĒĊĒēĔē (Schwacke et al., ) und LOCęėĊĊ (Nair und
Rost, ) durchgeführt; experimentelle Daten wurden durch Abfrage der SUBA-Datenbank (Heazlewood et al., )
erhalten.AėĆĒĊĒēĔē vereint (nur fürMembranproteine) TĆėČĊęP, PėĊĉĔęĆė, ĎPSĔėę,CčđĔėĔP, PCLR,MĎęĔPėĔę,MĎę-
ĔĕėĊĉ, SĎČēĆđP HMM und SĎČēĆđPNN bei der Vorhersage. Aufgelistet ist die vorhergesagte Anzahl an Transmembran-
helices (TM) und der Durchschnittswert der am häufigsten vorhergesagten Lokalisierung (–unwahrscheinlich, –sehr
wahrscheinlich). Das hierarchische System LOCęėĊĊ simuliert die zellulärenMechanismen bei der Vorhersage der Loka-
lisierung, ist aber bisher nicht für Membranproteine geeignet. Angegeben ist der Reliability Index zwischen  (niedrig)
und  (sicher). Prozentuale Angaben stehen für den LOCkey-Wert einer weitergehenden SWISS-PROT-Schlüsselwortsu-
che unter hoch homologen Proteinen. Abkürzungen: C Chloroplast, CW Zellwand, Cy Zytoplasma, ER Endoplasmatische
Retikulum, Ex Extrazellulär, N Zellkern, ND nicht DNA bindend, M Mitochondrium, S Secretory pathway, VM vakuoläre
Membran. Vakuoläre Lokalisation kann weder von AėĆĒĊĒēĔē noch von LOCęėĊĊ genau vorhergesagt werden und
ist hier Teil der Kategorie S oder Ex. Die letzten Spalten (pNubGGW bis pFLGW) kennzeichnen die Ziel-Vektoren, in
welche der vollständige ORF – nach Klonierung in pENTR/D – mit der Gateway®-Technologie kloniert wurde.

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

At-Nr. (Bait cDNA- (bp) (ORF) verkürzt A LOC exp. GW GW GW GW

At/AhMTP) Bib. um... (bp) TM

At5g54940 (1) 4LD 339 1 0 0 — C (1) − + + − +
At2g47070 (1) 4LD 2646 10 2430 1 C( 0,2) N (95%) − − − − −
At3g17930 (1) 4,5LD 573 5 0 2 C/M (0,6) C/M (8), C(5) C + + − +
At1g50020 (1) 5LD 630 4 207 1 C (0,8) Cy(3) C + + − +
At5g53560 (1) 6FS 405 3 171 1 — ER (100%) PM/C − − − −
At2g31800 (1) 6LD 1431 12 924 0 — Cy (90%) − − − − −
At2g47010 (1) 4LD 1356 3 0 0 — Ex (9) − − − − −
At1g04410 (2) 6LD 999 7 0 0 — Cy(3); M (71%) N/PM − − − −
At3g45600 (3) 4LD 855 2 429 3 S (0,7) S (3), Ex (2) PM + + − +
At2g32580 (3) 5LD 540 3 0 0 — Ex (8) − + + − +
At4g27500 (3) 5LD,6FS 1836 6 1551 1 — N(1) PM + + + +
At1g24520 (3) 5LD 378 1 0 0 S (1,0) Ex (10) PM − − − −
At3g17440 (3) 5LD 807 10 492 1 — Cy (1) PM + + − +
At2g32720 (3) 5LD 402 3 0 1 — ER (100%) − + + − +
At5g37310 (3) 5LD 1782 7 1467 7 S(0,8) N (1), ND (9) CW + + + +
At4g27840 (3) 5LD 783 1 354 1 S (0,6) N(6) − + + − +
At4g32530 (3) 5LD 543 4 0 4 C/M (0,4) N(6) − + + − +

AtMTP1 6 — Ex (9) VM
AtMTP2 6 C/M (0,6) Ex (9) ER(?)
AtMTP3 7 C/M (0,7) Ex (9) VMⁿ

Bestandteil des ylakoidmembran-Proteoms (Peltier et al., ; Friso et al.,  [MassSpec]).
Bestandteil des ylakoidmembran-Proteoms (Peltier et al.,  [MassSpec]).
Lokal. in der Plasmamembran (Marmagne et al.,  [GFP])/Bestandteil desylakoidmembran-Proteoms (Peltier et al.,  [MassSpec]).
Bestandteil des Nukleus- (Bae et al.,  [MassSpec]) oder des Plasmamembran-Proteoms (Alexandersson et al.,  [MassSpec]).
Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Alexandersson et al., ; Marmagne et al.,  [MassSpec]).
 Der in der FS-Bibliothek identifizierte Kandidat ist am ’-Terminus um  bp verkürzt.
Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Nühse et al.,  [MassSpec]).
Verankert in der Plasmamembran über Glycosylphosphatidylinositol (GPI) Borner et al. (, ) [Vorhersage und MassSpec].
Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Alexandersson et al., ; Marmagne et al.,  [MassSpec], Uemura et al.,  [GFP]).
LautVorhersage umfasst Exon sieben  bp; die cDNAdesPrey unddes klonierten full length-ORFkodiert ein  bpExon in einemanderen
Leserahmen. Die hier identifizierte Splice site wird durch die Sequenz des einzigen annotierten cDNA-Klon gi| gestützt.
Bestandteil des Zellwand-Proteoms (Bayer et al.,  [MassSpec]).
Lokalisiert in der vakuolären Membran (Desbrosses-Fonrouge et al., ; Kobae et al.,  [GFP]).
Diese Arbeit (Abschnitt .. [GFP]).
ⁿLokalisiert in der vakuolären Membran (Arrivault et al.,  [GFP]).
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 Resultate Teil B: FunktionelleCharakterisierung

vonAtMTPundAtMTP

. Funktionelle Charakterisierung vonAtMTP

.. ’-RACE und Klonierung vonAtMTP

Für AtMPT existierten zwei computergestützte Genmodelle, die sich in der Länge 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. Gemäß der Vorhersage von e Arabidopsis Information Resource (TAIR) ist dieses Protein je-
doch fusioniert mit einen N-terminalen Protein unbekannter Funktion (Abbildung .). Für keines
der beiden vorhergesagten Genmodelle konnten innerhalb der entsprechenden Promotorregionen bis
− bp (bezügl. des jeweiligen putativen Start-ATG) klassische Promotorelemente wie die TATA-
oder CAAT-Box gefunden werden (analysiert mittels PLACE, Higo et al., ). Um die korrekte
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Abb. .: Computergestützte Vorhersage von AtMTP: Durch TAIR bzw. MIPS werden unterschiedliche ORFs für
AtMTP vorhergesagt. Der Hydrophobizitätsplot der zwei Proteindomänen wurde gemäß Kyte und Doolittle () als
gleitender, gewichteter Mittelwert in Fenstern von jeweils  Aminosäuren berechnet. Rot markiert wurden Transmem-
branhelices, die aufgrund eines Konsensusentscheides (–unwahrscheinlich, –sehr sicher) von AėĆĒĊĒēĔē vorherge-
sagt wurden (Schwacke et al., ). Der vonMIPS vorhergesagte ORF kodiert ein typisches Protein der CDF-Familie mit
den hierfür 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 ’-RACE durchgeführt. InAbbildung . ist dargestellt, dass da-

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/


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 R T B: C AMTP  AMTP

bei ausschließlich die von TAIR vorhergesagte Sequenz erhalten wurde (Sequenz in Anhang A..).
Damit wurde bestätigt, dassAtMTP tatsächlich eine Fusion eines unbekannten Proteins mit einem
Protein der CDF-Familie ist. Die MIPS-Annotation des AtMTP(Atg)-ORF basiert somit
auf einer falschen Vorhersage. Schon bei der Klonierung des ’-RACE-Fragments, welches am ’-Ter-
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1636 bp Abb. .: ’-RACE von AtMTP wurde mit dem SĒĆėę™ RACE ĈDNA-AĒĕđĎċĎĈĆęĎĔē-Kit
von Clontech durchgeführt. Selbst unter Bedingungen, welche die Amplifikation der kür-
zeren, von MIPS vorhergesagten, Sequenz bevorzugten, wurde ausschließlich die Se-
quenz erhalten, die der TAIR-Vorhersage entspricht (vergl. AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͭ).

minus nur  bp kürzer als der identifizierteAtMTP-ORF ist, wurde ein sehr schlechtesWachstum
der transformiertenE. coli-Zellen beobachtet, obwohl der verwendete Vektor pENTR/D keinerlei Ex-
pressionder Sequenz zulassen sollte. BeimVersuchderKlonierungder vollen kodierendenSequenz von
AtMTP inE. coliwurden keine Klonemit der korrekten Sequenz erhalten. In allen Fällen hatten Se-
quenzumlagerungen stattgefunden. Dies konnte auch durch verschiedene Klonierungsstrategien und
unterVerwendung verschiedenerE. coli-Stämmeund -Vektorennicht umgangenwerden.Ursache hier-
für ist wahrscheinlich der hoheA/TGehalt des ’-Bereichs desORF vonAtMTP (bis zu %).A/T
reiche Sequenzen enthalten potentiell Promotor-ähnliche Sequenzen, welche in E. coli die Transkrip-
tion von Sequenzen, unabhängig vom benutzten Klonierungsvektor und der Orientation der cDNA,
initiieren (Fakhfakh et al., ). Im Falle vonAtMTP könnte dies bedeuten, dass durch die Promo-
toraktivität des ’-Bereichs toxische Mengen der CDF-Domäne gebildet werden. Für viele Membran-
proteine wird Toxizität in E. coli beobachtet (Stewart et al., ). Es gelang letztendlich, AtMTP
mittels homologer Rekombination in Hefe zu klonieren. Dabei wurde mittels PCR ein AtMTP-
Fragment amplifiziert, welches an den ’- und ’-Enden jeweils  bp Überlappungen mit dem Vektor
pM-Cub enthielt, die mit den Primern eingeführt wurden. Der Hefestamm JD 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. SollteAtMTP in Hefe mit einem vergleichbaren Mechanismus wie
in E. coli toxisch sein, würden die Effekte durch den low copy-Vektor möglichst gering gehalten. Für
die Sequenzierung der nach der homologen Rekombination erhaltenen Plasmide wurden die Plasmide
dieser Transformanten isoliert und inE. coli amplifiziert. Auch bei diesemAmplifikationsschritt wurde
wieder das sehr schlechte Wachstum der E. coli-Zellen beobachtet. Der durch die Toxizität entstehen-
de Selektionsdruck fürMutationen ist wahrscheinlich auch dafür verantwortlich, dass keine fehlerfreie
Sequenz erhalten wurde. Aus diesem Grunde wurde keines der amplifizierten Plasmide für weitere Ex-
perimente verwendet.

AccessionNr. gi|
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.. Heterologe Expression vonAtMTP in verschiedenenHefemutanten

Um zu bestimmen, welche zelluläre Funktion AtMTP hat, wurden Komplementationstests in He-
fe durchgeführt. Einer der dafür verwendeten Hefestämme, zrc, ist Zn-, Co- und Cd-hypersensitiv.
Zrc ist ein vakuolärer Metalltransporter der CDF-Familie. Da AtMTP erfolgreich mittels homo-
loger Rekombination im Hefestamm JD unter Verwendung des low copy-Vektors pM-Cub kloniert
werden konnte, wurde dieser Vektor auch für die Klonierung in der Hefemutante zrc verwendet. Da
imVektor pM-CubAtMTP als Fusionsproteinmit CUb undUrap vorliegt (Abbildung .), wurde
zur Expression von AtMTP alleine parallel die homologe Rekombination mit dem multi copy-Ex-
pressionsvektor pFLGW versucht. In diesem Falle konnten allerdings keine positiven Klone identi-
fiziert werden. Wegen der höheren zu erwartenden Transkript- und Proteinmengen bei Verwendung
eines multi copy-Vektors, deutet dies möglicherweise auf Toxizität von AtMTP auch in Hefe hin.
Mit den Klonen von AtMTP in pM-Cub wurden Tropfentests auf LSP-Agarosemedien durchge-
führt, die verschiedene Konzentrationen an Co, Cu, Fe, Ni, Mn und Zn enthielten. In keinem Fall
konnte ein Wachstumsunterschied zwischen den AtMTP-Transformanten von zrc und der Leer-
vektorkontrolle von zrc beobachtet werden.

AtMTPweist von allenA. thaliana-CDFs-Proteinendie größteHomologie zuScMscauf.ScMsc
ist ein Mitglied der CDF-Familie in S. cerevisae und ist zusammen mit Zrg involviert im Zn-Trans-
port in das ER (Ellis et al., ). Um zu überprüfen, ob AtMTP die Unfolded Protein Response
(UPR) dermsc-Mutante komplementiert, wurde ein weiteres mal versucht,AtMTPmittels homo-
loger Rekombination in den Expressionsvektor pFLGW 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 pFL wurde in diesem Fall bisher nicht versucht.

. Funktionelle Charakterisierung vonAtMTP
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Abb. .:Der Hydrophobizitätsplot von AtMTP wurde gemäß Kyte und Doolittle () als gleitender, gewichteter Mit-
telwert in Fenstern von jeweils  Aminosäuren berechnet. Rotmarkiert wurden Transmembranhelices, die aufgrund ei-
nes Konsensusentscheides (–unwahrscheinlich, –sehr sicher) vonAėĆĒĊĒēĔē vorhergesagtwurden (Schwacke et al.,
). Sechs Transmembranhelices sind typisch für Proteine der CDF Familie.
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.. Heterologe Expression vonAtMTP in verschiedenenHefemutanten

Um herauszufinden, welche zelluläre Funktion AtMTP hat, wurden Komplementationstest in Hefe
durchgeführt. Einer der dafür verwendeten Hefestämme, zrc cot, ist Zn-, Co- und Cd-hypersensi-
tiv. Die Mitglieder der CDF-Familie Zrc und Cot sind vakuoläre Metalltransporter (Conklin et al.,
). Der zweite verwendete Stamm, ccc, ist sensitiv gegenüber erhöhten Fe-Konzentrationen. Ccc
ist ein vakuolärer Transporter für Fe (Li undKaplan, ). Ein weiterer für die heterologe Expression
vonAtMTP verwendeter Hefestamm ist die Deletionsmutante ycf, welcher der vakuoläre Glutathi-
on-Konjugat-Transporter Ycf fehlt. Dieser Transporter wurde identifiziert aufgrund seiner Fähigkeit
Toleranz gegenüber erhöhtenCd-Konzentrationen zu verleihen (Szczypka et al., ). Da Ycf diver-
seGlutathion-S-konjugierteXenobiotika in die Vakuole transportiert (und somit detoxifiziert), ist ycf
hypersensitiv gegenüber einer Reihe von Metallen, z. B. Cd, Hg und As (Ghosh et al., ; Gueldry
et al., ; Li et al., ). Als letzte Mutante wurdemsc verwendet. Wie bereits inAbschnitt ..
erwähnt, ist Msc ein Mitglied der CDF-Familie in S. cerevisae und zusammen mit Zrg involviert
im Zn-Transport in das ER (Ellis et al., ). Da Zn essenziell für die korrekte Faltung vieler Pro-
teine im ER ist, wird bei niedrigen Zn-Konzentrationen als Teil des Phänotyps dieser Mutante eine
UPR beobachtet. Sollte AtMTP in der Lage sein bei heterologer Expression in Hefe Zn in das ER
zu transportieren, wird Komplementation dieses Phänotyps erwartet. In Abbildung . ist zu sehen,
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Abb. .: Heterologe Expression
von AtMTP in verschiedenen
Hefemutanten für Komplemen-
tationstests. Die Hefemutanten
zrc cot und ccc wurden mit
der AtMTP-cDNA in pFLGW
und pFLev transformiert.
BY und BY wurden mit
pFLGW (ev) transformiert.
Transformanten wurden se-
lektiert durch Plattieren auf
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dass AtMTP die Zn-Toleranz von zrc cot erhöhte, also die Mutante teilweise komplementierte. In
geringerem Maße wurde auch die Toleranz der Mutante gegenüber Co erhöht, wohingegen bei Cd
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keinerlei durch AtMTP vermittelter Effekt aurat. Dies wird bestätigt durch die heterologe Expres-
sion von AtMTP in ycf, wo ebenfalls kein Effekt von AtMTP auf die Cd-Sensitivität der Mutante
beobachtet wurde. Sehr gering erhöhte Fe-Toleranz zeigen mit AtMTP transformierte ccc-Zellen.
Die UPR dermsc-Mutante wird durch heterologe Expression von AtMTP in dieser Mutante nicht
komplementiert (Abbildung .). Durch morphologische Analysen wurde der Einfluss vonAtMTP
auf einen zweiten Aspekt des Phänotyps vonmsc untersucht: Zellen vonmsc sind abnormal groß im
Vergleich zum Wildtyp BY (≈ ×). Im Vergleich zum Wildtyp wurden Zellen doppelter Größe
auch beimsc-Zellen beobachtet, die mitAtMTP transformiert wurden. Dies deutet darauf hin, dass
AtMTP in Hefe nicht in der Lage ist, Zn in das ER zu transportieren.
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Abb. .: AtMTP komplementiert nicht die UPR von
msc. Die Hefemutantemscwurde transformiertmit der
AtMTP-cDNA in pFLGW und mit pFLGW (ev). Der
Wildtyp BY wurde transformiert mit pFLGW (ev).
Übernachtkulturen der Transformanten wurden in Low
Zinc Medium (LZM) −URA angesetzt, das  µM Zn ent-
hielt. Nach Waschen der Hefen in Wasser wurden Haupt-
kulturen in LZM-Medium angeimpft, das , bzw.  µM
ZnSO₄ enthielt. Nach fünf Stunden wurden β-Galactosi-
dase-Assays mit Proteinextrakten gemäß Rose und Bot-
stein () durchgeführt. Dargestellt sind jeweils derMit-
telwert ± SD aus einem Experiment mit je fünf unabhän-
gigen Transformanten. Präsenz von AtMTP in denmsc-
Transformanten wurde mittels PCR überprüft.

Zusammenfassend deuten alle durchgeführten Komplementationstests darauf hin, dass AtMTP
die zelluläre Entgiung von Zn, Co und Fe vermitteln kann, wobei der Effekt für Zn am stärksten
ist. Ein Hinweis, ob die Entgiung durch Export der Metalle aus der Zelle oder durch Transport ins
Endomembransystem vermittelt wird, konnte durch diese Experimente nicht erhalten werden.

.. Lokalisation und Zeitverlauf der Transkription vonAtMTP in der
Pflanze - pMTP::GUS-Analysen

Erste Experimente zur Transkriptionsanalyse von AtMTP wurden in der T₂-Generation transgener
A. thaliana-Col--Pflanzen durchgeführt, die aufgrund einer T-DNA-Insertion das Reporterprote-
in GUS unter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors exprimieren. Die Segregationsanalysen wur-
den auf Grundlage der Kanamycin-Resistenz durchgeführt, die durch das NPTII-Gen der T-DNA-
Insertion vermittelt wird. Am ’-Terminus des GUS-Reportergens befindet sich ein Teil des ORF von
AtMTP, der die ersten zwei der insgesamt sechs Transmembranhelices kodiert. Der Assay wurde
in den ersten drei Wochen nach Aussaat auf ½-konzentriertem MS-Agarmedium alle zwei Tage mit
je fünf Pflanzen von neun :-segregierenden Linien durchgeführt. Die Pflanzen wurden nach drei





 R T B: C AMTP  AMTP

Wochen auf Erde umgesetzt und GUS-Färbung von allen überirdischen Pflanzenteilen durchgeführt,
nachdem Blüten und die ersten Schoten entwickelt waren. Zu keinem Zeitpunkt konnte Färbung in
irgendeinemGewebe beobachtet werden.Daten vonAffymetrixGeneChip®-Experimenten zeigten zu
diesem Zeitpunkt, dass die Transkription vonAtMTP bei Zn-Mangel in der Wurzel sehr stark hoch-
reguliert wird. Die neun Linien wurden in die T₃-Generation propagiert, in der durch Segregations-
analysen acht unabhängige Linien positiv auf Homozygotie getestet wurden. Tatsächlich wurde bei all
diesen Linien nach Keimung auf Platten, die HOAG-Medium ohne zugegebenes Zn enthielten, nach
einigen Tagen in der meristematischen Zone der primären Wurzelspitze auf GUS-Aktivität zurück-
zuführende Blaufärbung nach Inkubation mit dem Substrat X-Gluc beobachtet (Abbildung .). Bei
älteren Pflanzen war stattdessen starke Färbung in derselben Zone von Seitenwurzeln zu beobachten,
die in einigen Fällen auch Färbung in der Differenzierungszone der Wurzel zeigten (zu den Wurzelzo-
nen s.Abbildung .). Obwohl diese Färbung bei allen acht unabhängigen Linien beobachtet wurde,
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Abb. .: Analyse von pAtMTP::GUS-
Linien nach Anzucht auf Agarosemedi-
en. Sterilisierte Samen der T₃-Generati-
on vonacht unabhängigenhomozygo-
ten Linien wurden auf HOAG−Zn-Aga-
rosemedium ausplattiert. Zum Medi-
umwurde ,% (m/V) Sacharose zuge-
geben. GUS-Assays wurden nach Ern-
te der Pflanzen zu den angegebenZeit-
punkten nach der Keimung (Tage nach
Aussaat (DAS)) durchgeführt. Die ge-
zeigte Färbung ist repräsentativ für alle
acht unabhängigen Linien.

gab es Ausnahmen: Bei jeder Linie gab es etliche Pflanzen, die gar keine Färbung aufwiesen. Zudem
waren häufig nicht alle sekundären Wurzelspitzen einer Pflanze gefärbt. Die zwei Zonen der Wurzel-
spitze – diemeristematische und dieDifferenzierungszone –waren nicht immer gleichzeitig gefärbt. Es
wurde vermutet, dass entweder lokale Zn-Kontaminationen die Expression verhindern oder nicht alle
Wurzelspitzen Kontakt zum Medium hatten und eventuell Faktoren zur Transkription vonAtMTP
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 ausschließlich bei der Linie
pMTP::GUS-- die schon auf Agarosemedium beobachtete Färbung in der meristematischen und
der Differenzierungszone von Seitenwurzeln beobachtet (Abbildung . B–D). Wie zuvor auf Aga-
rosemedien waren auch bei diesen hydroponisch angezogenen Pflanzen nicht alle Wurzelspitzen einer
Pflanze gefärbt. Zudem zeigten die gefärbtenWurzelspitzen nicht immer in beiden Zonen gleichzeitig

Ina N. Talke, persönliche Kommunikation
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Abb. .: Analyse von pAtMTP::GUS-Linien in Hydrokultur. Hydrokultur wurdemit Pflanzen der T₃-Generation von acht
unabhängigen homozygoten Linien durchgeführt. Nach zwei Wochen wurde Medium ohne zugegebenes Zn verwen-
det, das wöchentlich ausgetauscht wurde. GUS-Assays wurdenwöchentlichmit je drei Pflanzen pro Linie durchgeführt.
Drei Wochen nach Zn-Entzugwurde die dargestellte Färbung beobachtet. Die Färbung in denWurzelspitzenwurde nur
bei einer Linie beobachtet. Die Färbung im Leitgewebe wird für ein Artefakt gehalten, da sie auch unter Kontrollbedin-
gungen ( µM Zn) und bei Wildtyppflanzen ab der dritten Woche beobachtet wurde.

Färbung: Bei einigen der gefärbtenWurzelspitzen trat die Färbungnur in derDifferenzierungszone auf.
Diese Zone ist charakterisiert durch das Erscheinen von Wurzelhaaren und der beginnenden Lignifi-
zierung des Xylems. Die in dieser Zone befindlichen Wurzelhaare waren ebenfalls gefärbt. Ebenfalls
in der Abbildung ist die Beobachtung dargestellt, dass vier Wochen nach Zn-Entzug die Färbung der
Wurzelspitzen nicht mehr beobachtet wurde bzw. nur bei zwei Wurzelspitzen einer Pflanze der Linie
pMTP::GUS-- sehr schwache Blaufärbung in derDifferenzierungszone aurat. Auchwenn die Fär-
bung der Wurzelspitzen nur bei einer Linie nach Anzucht im hydroponischen System – drei Wochen
nach Zn-Entzug – beobachtet wurde, wird nicht angenommen, dass es sich um ein unrepräsentatives
Artefakt handelt: Dagegen spricht, dass die Färbung auf Agarosemedien bei allen acht Linien beobach-
tet wurde – auch wenn nicht bei allen Pflanzen pro Linie. Zudem bestätigte das Muster der Färbung
im hydroponischen System die vorherigen Beobachtungen sehr deutlich. Um ein Artefakt scheint es
sich allerdings bei der Färbung im Leitgewebe zu handeln, die ab der dritten Woche nach Weglassen
von Zn im Wachstumsmedium bei ≈ % aller Pflanzen beobachtet wurde. Für die Annahme, dass es
sich hierbei um ein Artefakt handelt, sprechen drei Gründe: Zum ersten wurde diese Art der Färbung
auch beim Wildtyp beobachtet. Zweitens erscheint es unwahrscheinlich, dass die Promotoraktivität
von pMTP das beobachtet Muster der Leitgewebe-Färbung bedingt: So war in manchen Fällen das
Leitgewebe nicht durchgängig gefärbt, sondern unterbrochen von Zonen ohne jegliche Färbung. Zu-
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dem wurde bei Pflanzen, welche diese Färbung aufwiesen, häufig weitere Färbung beobachtet, die klar
auf bakterielle oder Pilzinfektion zurückgeht (H inAbbildung .). Drittens wurde Färbung im Leit-
gewebe auch beim Col--Wildtyp unter Kontrollbedingungen ( µM 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 häufiger Unterschiede
im Wachstum innerhalb eines Genotyps beobachtet, die eindeutig auf die verwendeten Kunststoff-
behälter zurückgehen, in denen die Pflanzen schwimmen. Dies kann zum einen mit der vorherigen
Verwendung des Gefäßes zusammenhängen: 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 Säure nicht herausgelöst werden kann. An-
dererseits ist bekannt, dass teilweise bei der PVC-Verarbeitung Zn-haltige Konditionierer und Härter
eingesetzt werden. Im Zusammenhang mit der Charakterisierung von AtMTP-Knockout-Pflanzen
stellte sich tatsächlich heraus, dass im verwendeten HOAG-Medium Zn-Kontaminationen vorlagen.
Bei einem weiteren Experiment zur vergleichenden GUS-Färbung von AtMTP, - und - nach An-
zucht auf Agarosemedium (Abschnitt ..) wurden die in Abschnitt .. erörterten Maßnahmen
zur Minimierung der Zn-Kontamination ergriffen. Dabei sei vorweggenommen, dass auch hier Kon-
taminationen im Bereich von  bis  µM Zn im Agarosemedium der Wachstumsplatten vorlagen.
Auf einer Agaroseplatte mit ≈  nM waren über % aller Wurzelspitzen gefärbt, wohingegen bei
 nM Zn nur ≈ % aller Wurzelspitzen Färbung 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 ., S. ). Im HOAG-Medium von zwei Wachstumsgefäßen, die
im hydroponischen System eingesetzt werden, wurden ≈  nM Zn detektiert. Die oben aufgestell-
te ese, dass mangelnder Kontakt zum Agarosemedium die fehlende Färbung einiger Wurzelspitzen
verursacht, konnte nicht bestätigt werden.

In der Entwicklungsserie (Developmental Series) von AGE (Zimmermann et al., )
wurde für AtMTP eine deutliche erhöhte Expression in späten Stadien der Samenreifung und in rei-
fen Pollen angezeigt. Bei darauin durchgeführten GUS-Färbungen mit Samen der Stadien late tor-
pedo bis early green cotyledons sowie mit Blüten und Pollen wurde keine GUS-Aktivität in diesen Ge-
weben beobachtet. Durch Mikroskopie wurde sichergestellt, dass die im Experiment analysierten Sa-
men tatsächlich im richtigen Entwicklungsstadium waren. Es wird angenommen, dass die in AG-
E angezeigte erhöhte Expression auf Kreuz-Hybridisierung mit anderen MTPs zurückgehen
könnte, da die Massively Parallel Signature Sequencing (MPSS)-Datenbank (Brenner et al., )
nur erhöhte Transkriptmengen in Wurzeln bestätigt. Für Pollen wurden in den MPSS-Daten keine

Henk Schat, persönl. Kommunikation
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/botanik/mcb/AFGN/
http://mpss.udel.edu/at/?
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erhöhten Transkriptmengen gefunden, wohingegen für Samen der letzten Entwicklungsstadien keine
Aussage getroffen werden kann, da für dieses Stadien keine Daten vorliegen. Bei MPSS wird die Tran-
skriptmenge einesGenes aufgrund derHäufigkeit von Signatursequenzen bestimmt, die für dieses Gen
spezifisch sind.

.. Vergleichende Promotor::GUS-Analysen vonAtMTP, - und -

Die CDF-Familie umfasst inA. thaliana Mitglieder, wovon sichAtMTP, -, -, - und - im phy-
logenetischen Stammbaum im Zweig der mutmaßlichen Zn-Transporter befinden (Abbildung .).
Für AtMTP und - wurde bereits der Nachweis des Zn-Transports erbracht (Desbrosses-Fonrouge
et al., ; Arrivault et al., ). Für PtdMTP aus Pappel wurde auch Zn-Transport nachgewie-
sen (Blaudez et al., ), wie auch für viele nicht pflanzliche Mitglieder der CDF-Familie in diesem
Zweig, z. B. HsZnT (Palmiter und Findley, ), die zuvor erwähnten Mitglieder ScMsc (Li und
Kaplan, ), ScZrc und ScCot (Li und Kaplan, ). In diesem Zusammenhang stellt sich die
Frage, inwiefern die pflanzlichen CDFs redundante Funktionalität haben oder unter unterschiedli-
chen Bedingungen eine Rolle bei der Metallhomöostase spielen. Daher wurde in einem vergleichen-
den Experiment die Lokalisierung der Transkription von AtMTP, - und - in der Wurzel mittels
Promotor::GUS-Fusionen analysiert. Es wurde je eine charakteristische Linie ausgewählt und sterili-
sierte Samen aufHOAG-Agarosemedium plattiert, das ,  und  µMZn enthielt. Nach histochemi-
scher Färbung auf GUS-Aktivität mit X-Gluc als Substrat acht und zehn Tage nach Aussaat wurde für
pMTP::GUS-Pflanzen bei allen Zn-KonzentrationenBlaufärbung in allenWurzelspitzen beobachtet
(Abbildung .). Dahingegen war GUS-Aktivität für pMTP::GUS nur bei  µM Zn zu beobach-
ten und für pMTP::GUS nur bei  µM Zn. Im Fall von pMTP::GUS war acht Tage nach Aussaat
oberhalb der Verlängerungszone derWurzel (distal derWurzelspitze) in der gesamtenWurzel Färbung
zu beobachten (zu den Wurzelzonen s.Abbildung .). Zwei Tage später wurde dieses Färbungsmus-
ter in allen Seitenwurzeln der pMTP::GUS-Linie beobachtet. Die Färbung in der Hauptwurzel war
zu diesem Zeitpunkt deutlich auf die Wurzelhaarzone beschränkt. Für pMTP::GUS wurde die in
Abschnitt .. beschriebene Lokalisation der GUS-Aktivität festgestellt. In diesem Abschnitt wurde
auch erwähnt, dass auf Agaroseplattenmit niedriger Zn-Kontamination ein prozentual höherer Anteil
der Wurzelspitzen gefärbt war, als auf Platten mit höherer Zn-Kontamination. Das Zn-Kontaminati-
onsproblem wird in Abschnitt .. erörtert, ebenso wie die Maßnahmen zur Reduktion der Kon-
tamination für das hier durchgeführte Experiment. Detaillierte Analyse der Lokalisation der GUS-
Aktivität (Abbildung .) zeigt, dass pMTP::GUS und pMTP::GUS ähnliche Transkriptionsmus-
ter aufweisen: Im Fall von pMTP::GUS ist starke GUS-Aktivität in der meristematischen Zone zu
sehen, die kontinuierlich über die Elongations- und Differenzierungszone bis hin zur Reifungszone
geringer wird. Bei der AtMTP-Linie ist die Elongationszone frei von jeglicher GUS-Aktivität. Wur-
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zu CUb durch Mutation eines Isoleu-
cin in NUb an Position 13 in folgen-
der Reihe fällt:
NUbI>NUbV>NUbA>NUbG.

Erst jetzt wird Ubiquitin durch 
Ubiquitin spezi�sche Proteasen 
(UBP) erkannt, und der Ura3p Re-
porter durch sie abgespalten.  
Dieser wird aufgrund eines Arginins 
am N-Terminus gemäß dem N-end 
rule pathway abgebaut. Erst der 
komplette Abbau macht Zellen tol-
erant gegenüber 5-Fluororotsäure.
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Abb. .: Zn-Abhängigkeit der Promotoraktivität von
AtMTP, - und - in Keimlingen. Samen von transge-
nen Col--Linien, welche homozygot für eine T-DNA-
Insertion zur Expression von pMTP::GUS (Linie -),
pMTP::GUS (Linie - von Desbrosses-Fonrouge et al.,
) bzw. pMTP::GUS (Linie . von Arrivault et al.,
) sind, wurden sterilisiert und auf ,×HOAG-Me-
dium plattiert, welches ,% (m/V) Sacharose, ,%
(m/V) Seakem-Agarose sowie -, - bzw.  µM Zn-
SO₄ enthielt. Histochemische Färbung auf GUS-Aktivi-
tät wurde acht und zehn Tage nach Aussaat durchge-
führt. Die inAććĎđĉĚēČͰ.͵detailliert dargestellte Loka-
lisation GUS-Aktivitätwurde fürMTP und -mit blauen
Pfeilen gekennzeichnet. Für pMTP::GUS-Pflanzen wur-
de das untere Drittel der Wurzel bis zur Primärwurzel-
spitze (eingesetzte Kästchen) nicht dargestellt.
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Abb. .: Lokalisierung der Promotoraktivität von AtMTP, - und - in Keimlingen (zehn Tage nach Aussaat). Zu den
Linien und der Anzucht der Pflanzen siehe AććĎđĉĚēČ Ͱ.ʹ. A,B pMTP::GUS-Linie bei ,  und  µM Zn, C–E pMTP::GUS-
Linie bei  µM Zn, F pMTP::GUS-Linie bei  µM Zn. A Entwicklungsstadien von Seitenwurzeln der pMTP::GUS-Linie B
Apex der Primärwurzel der pMTP::GUS-Linie mit Detailvergrößerungen, C Entwicklungsstadien von Seitenwurzeln der
pMTP::GUS-Linie,D(E) Apex einer Seitenwurzel (Primärwurzel) der pMTP::GUS-Linie mit Detailvergrößerungen, F Apex
der Primärwurzel der pMTP::GUS-Linie mit Detailvergrößerungen.





. F C  AMTP

5 DAS 8 DAS 10 DAS

1 mm

C

D E
100 µm

F

AtMTP2: 0 µM Zn

A B

AtMTP1: 0 µM Zn (repäsentativ für 0, 5 und 30 µM Zn)

AtMTP3: 30µM Zn

Wurzel-
kappe

Verlänge-
rungs-
zone

Di�erenzierungszone

Reifungszone

Meriste-
matische
Zone

Promeristem

1 2 87643 5

1 2 43

5 6 2 43

1

2 3

1

2 3

1

2 3

1

mit 
5-FOA

ohne 
5-FOA

KandidatVektor

4/4At4g27500pCUP-CGK 517–612

0/4pNubIGW At4g27500  1–612

0/4At5g37310 pNubIGW 1–594

AS

35
40
45

0
0,1
0,2
0,3

1
2
3
4
5
6
7
8

 

n.
 d

.

n.
 d

.

0 5 30
[Zn] (µM)

β-
G

lu
cu

ro
ni

da
se

 (m
U

/m
g)

pAtMTP1::GUS
pAtMTP2::GUS
pAtMTP3::GUS

Abb. .: Anatomie der Arabidopsis-Wurzel. Übernommen von AėĊĝ (http://www.arex.org)

zelhaare der Differenzierungszone sind immer gefärbt. Im Zuge der Entwicklung einer Seitenwurzel
sind pMTP und pMTP zu den gleichen Zeitpunkten aktiv. Bei der Lokalisierung der GUS-Akti-
vität treten allerdings einige Unterschiede auf: So fällt bei einigen pMTP::GUS-Pflanzen auf, dass
im Gegensatz zu pMTP::GUS in der Zone der Wurzelkappe keine GUS-Aktivität vorliegt (vergl. A
mit D in Abbildung .). Auch in der meristematischen Zone, die durch isodiametrische Zellen cha-
rakterisiert ist (Scheres et al., ), wird bei einigen Seitenwurzeln keine GUS-Aktivität beobachtet
(C inAbbildung ., C inAbbildung .). Wurzelhaar-tragende epidermale Zellen (Trichoblasten)
sind bei pMTP::GUS deutlich stärker gefärbt, als die dazwischen liegenden epidermalen Zellen ohne
Wurzelhaare (Atrichoblasten). Im Fall relativ schwacher Färbung ist zu erkennen, dass ausschließlich
Trichoblasten gefärbt sind (E inAbbildung .). Der Kortex der Arabidopsis-Wurzel besteht aus acht
Zellen, wobei sich Trichoblasten immer über antiklinalen Zellwänden kortikaler Zellen entwickeln
(Scheres et al., ). Stärkere Färbung der Trichoblasten wurde auch bei pMTP::GUS beobachtet.
So deutlichwie inB inAbbildung .wurde dies allerdings nur in sehrwenigen Fällen beobachtet. Die
Färbung der Wurzelhaare wurde durch Desbrosses-Fonrouge et al. () nicht beschrieben. Sie trat
im allgemeinen nur sehr unregelmäßig auf und betraf in diesem Falle nur einige wenige Wurzelhaare
der beginnenden Differenzierungszone. Im direkten Vergleich von A und F in Abbildung . ist zu
erkennen, dass die Färbung der Wurzelhaare bei pMTP::GUS vergleichsweise schwach war. Zudem
waren überwiegend kurze Wurzelhaare gefärbt. Aufgrund des unregelmäßigen Auretens wird ange-
nommen, dass der Farbstoff aus den Wurzelhaar-tragenden epidermalen Zellen durch mechanischen
Einfluss während der Färbeprozedur überwiegend in kurze Wurzelhaare gelangen könnte.

Um die in den Abbildungen gezeigten Intensitäten der Blaufärbung zu erzielen, mussten Pflanzen
der pGUS::MTP-Linien über Nacht mit dem Substrat X-Gluc inkubiert werden. Dahingegen wur-
den vergleichbare Intensitäten bei der pMTP::GUS- und der pMTP::GUS-Linie bereits nach rund
min Inkubation mit X-Gluc erzielt. Um eine genauere Aussage über die relative GUS-Aktivität
zu treffen, wurden Wurzel-Proteinextrakte von Keimlingen der pMTP(,)::GUS-Linien analysiert.
Die GUS-Aktivität wurde anhand der Umsetzung von MUG zu dem fluoreszierenden Produkt MU


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fluorimetrisch bestimmt (Abbildung .). Hierbei bestätigten sich die vorherigen Beobachtungen:
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Abb. .: Promotoraktivität von AtMTP, - und - in
Keimlingen: MUG-Assay. Die angegebenen Zn-Konzen-
trationen wurden zu 1/-konzentriertem MS-Agarose-
medium gegeben und auf jeweils drei replikaten Platten
je eine charakteristische Line sowie der Wildtyp (Col-)
angezogen. Vierzehn Tage nach Aussaat wurden für je-
de Linie die Wurzeln der Keimlinge einer Platte (≈ ) ge-
poolt und aus dem homogenisierten Material Proteine
extrahiert. Es wurde die Proteinkonzentration der Extrak-
te bestimmt (Bradford, ) und die GUS-Aktivität fluo-
rimetrisch quantifiziert. Die spezifische Aktivität wurde
abzüglich der Hintergrundaktivität der Col--Pools inmU
(IUPAC, U =  µmol MU ·min¹) promgGesamtprotein an-
gegeben (n. d.–nicht detektierbar).

Die pMTP::GUS-Linie zeigte bei allen Zn-Konzentrationen annähernd gleiche GUS-Aktivität, wo-
hingegen die pMTP::GUS-Linie nur bei  µM Zn GUS-Aktivität aufwies. Dass hierbei nur ≈ ½ der
Aktivität der pMTP::GUS-Linie gemessen wurde, ist in Übereinstimmung mit der oben erwähnten
Tatsache, dass die Pflanzen der pMTP::GUS-Linien für die gleiche Intensität der Blaufärbung rund
–mal längermitX-Gluc inkubiertwerdenmussten alspMTP::GUS-Pflanzen. Für die auf  µM
Zn gewachsenen pMTP::GUS-Pflanzen wurde sehr starke GUS-Aktivität gemessen. Bei  µM Zn
wurde nur sehr geringe Aktivität gemessen. Diese war allerdings nominell höher als für pMTP::GUS.
Dies könnte auf tatsächlich unterschiedliche Transkriptmengen, unterschiedliche Transkript-/Prote-
instabilitäten sowie darauf zurückgehen, dass der Wurzelbereich, in dem AtMTP exprimiert wird,
rund zehnmal größer als der Bereich in derWurzelspitze ist, in demAtMTP exprimiertwird. Bei  µM
Zn könnte somit selbst sehr niedrige Hintergrundexpression von GUS in der Linie pMTP::GUS zu
einer höheren GUS-Aktivität führen als im Fall der induzierten GUS-Expression bei pMTP::GUS-
Pflanzen. Für die MTP-Linie wurde im Vergleich zur hohen Aktivität bei  µM Zn nur ≈ ½ der
Aktivität bei  µM Zn und ≈ ⁄ bei  µM Zn gemessen.

.. Zelluläre Lokalisation des Proteins

Durch computergestützte Topologievorhersagen ist bekannt, dass AtMTP, 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-
gestützte Ansätze, die Lokalisierung eines Proteins durch Sequenzanalyse vorherzusagen, aber meis-
tens bieten diese Vorhersagen nur einen ersten Ansatzpunkt für weitergehende Untersuchungen. Bei
AtMTP tritt direkt nach dem Start-Methionin ein XXRR-Aminosäuremotiv auf (Sequenz in An-
hang A..), welches häufig bei ER-residenten Membranproteinen gefunden wird: Ähnlich wie lu-
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menale ER-Proteine, die das Tetrapeptid K(H)DEL als ER-Retention Signal im C-Terminus haben,
verfügen viele ER-Membranproteine über ein solches XXRR-Motiv im N-Terminus oder ein KKXX-
bzw KXKXX-Motiv im C-Terminus (Teasdale und Jackson, ). Allerdings ist für eine Vorhersa-
ge der Lokalisation das Aureten dieser Motive weder notwendig noch hinreichend. Zudem muss das
XXRR-Motiv innerhalb der ersten Aminosäuren aureten, um ER-Lokalisierung als alleinige Deter-
minante zu bewirken. Ein ähnliches Motiv wird bei keinem der anderen zwölf MTPs von A. thaliana
gefunden.

Für die Analyse der Lokalisation in der Zelle, wurden Konstrukte hergestellt, die chimäre Fusionen
von AtMTP mit EGFP kodieren. Für Analysen in Hefe wurde AtMTP in den Vektor pUGGW
kloniert (pMTP::MTP:EGFP). Auch für Analysen in Protoplasten, die aus Zellen vonA. thaliana-
Zellkulturen hergestellt wurden, erfolgte die Fusion von EGFP an den C-Terminus von AtMTP
durch Klonierung von AtMTP in den Vektor pKWGF. Nach Transformation von Hefe bzw. Pro-
toplasten wurde die Lokalisierungmit einemConfocal Laser ScanningMicroscope (CLSM) untersucht
(Abbildung .). In beiden Fällen wurden netzwerkartige Strukturen beobachtet, die charakteris-
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Abb. .: Lokalisierung von AtMTP als chimäres EGFP-Fusionsprotein in
Hefe und in A. thaliana Protoplasten. EGFP-Fluoreszenz ist grün darge-
stellt. A Hefezellen der Mutante zrc, die AtMTP-EGFP exprimieren. Das
Zytoplasma wird durchzogen von einem für das ER typischen Netzwerk.
Die hellen Strukturen von ≈ µm Durchmesser könnten Golgi-Stapel oder
inclusion bodies sein (siehe Text). B Transiente Expression von AtMTP-
EGFP in A. thaliana-Protoplasten, die aus Zellkulturen hergestellt wurden
( h nach der Transformation). Für das ER typische Netzwerkstrukturen
werden auch hier beobachtet. Die Vakuole wird in der rechten Abbildung
von einem zytoplasmatischen Strang durchzogen.

tisch für das ER sind. InHefe wurden zusätzlich Strukturenmit einer Größe von ≈  µm gefunden, die
entweder auf Golgi-Stapel zurückgehen oder Inclusion bodies. Letztere entstehen aufgrund der Über-
expression von Proteinen mit hydrophober Oberfläche häufig inE. coli und Hefe. Da diese Strukturen
nur bei starker Expression des EGFP-Fusionsprotein beobachtet wurden (obere zwei Zellen inA, vergl.
mit Abbildung  b in Giorgini et al., ), handelt es sich hierbei höchstwahrscheinlich tatsächlich
um solche Inclusion bodies – also Aggregate des überexprimiertenAtMTP.

DieLokalisation vonAtMTPwurde zunächst in stabil transformiertenA. thaliana-Pflanzendurch-
geführt, die N- und C-terminale Fusionen von EGFP an AtMTP unter der Kontrolle des pS-Pro-
motors exprimierten. Dazu wurde AtMTP in die Vektoren pKFWG (pS::EGFP:MTP) und
pKWGF (pS::MTP:EGFP) kloniert. Keimlinge der T₂-Generation transgener Pflanzen wur-
den auf ½-konzentriertem MS-Agarosemedium angezogen, welches kein Antibiotika zur Selektion
transgener Pflanzen enthielt. Acht Tage nach Aussaat wurde Konfokalmikroskopie durchgeführt.Wie
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in A–F in Abbildung . zu erkennen ist, kann im Fall der N-terminalen Fusion von EGFP an
AtMTP keine klare Aussage in Bezug auf die subzelluläre Lokalisation getroffen werden. In vielen
Fällen ist EGFP-Fluoreszenz prominent in der Tonoplastenmembran bzw. denMembranen von Präva-
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., ). Sie entstehen durch Ablösung eines Teils der Hauptvakuole, die darauin den abgelös-
ten Teil wieder umhüllt ohne mit ihm zu fusionieren sowie durch Einstülpungen und Faltungen des
Tonoplast. Weitere Zweifel an einer ausschließlich vakuolären Lokalisation ru die Beobachtung her-
vor, dass in den meisten Fällen der Nukleus geschlossen umgeben ist von einem fluoreszierenden Ring,
der sehr wahrscheinlich ER ist. Die in E sehr deutlich erkennbaren punktförmigen Strukturen gehen
wahrscheinlich nicht auf Golgi-Stapel zurück: Strukturen dieser Art werden häufig inA. thaliana be-
obachtet und werden als ER Körper bzw. Fusiform bezeichnet (Matsushima et al., ; Hawes et al.,
). Diese Strukturen mit einem Durchmesser von , µM können eine Länge von bis zu  µM er-
reichen. Im Fall der C-terminalen Fusion von EGFP an AtMTP wurde ausschließlich die schon in
Protoplasten beobachtete Netzwerkstruktur des ER gefunden.

Um neben der zellulären Lokalisation auch die gewebespezifische Lokalisation zu analysieren, wur-
den Fusionen vonAtMTPmit EGFP hergestellt, die unter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors
exprimiert werden. Bei Verwendung des nativen Promotors wird zudem die Gefahr fehlerhaer Loka-
lisierung reduziert. Sie besteht insbesondere dann bei EGFP-Fusionsproteinen, wenn diese aufgrund
des pS-Promotors in Geweben stark überexprimiert werden, in denen das native Protein im Wild-
typ nicht exprimiert wird. Für die N-terminale EGFP-Fusion wurde dazu im zuvor klonierten Kon-
strukt pS::EGFP:MTP imVektor pKFWGder pS-Promotor durch  bpder genomischen
AtMTP-Sequenz upstream des translationalen Start-Codons ersetzt. ImFall derC-terminalen Fusion
wurde im Konstrukt pS::MTP:EGFP im Vektor pKWGF die Sequenz pS::MTP durch die
 bp umfassende genomische Sequenz pMTP::MPT ersetzt. Aufgrund der in Abschnitt ..
und .. erörterten Promotor::GUS-Analysen ist bekannt, dass AtMTP unter stark Zn-defizienten
Bedingungen inWurzelspitzen exprimiertwird. Für die Selektion von transgenenPflanzenwird imFall
der beiden hier verwendeten Vektoren Kanamycin eingesetzt. In einem vorläufigen Experiment wurde
die Erfahrung gemacht, dass Kanamycin-Selektion und Zn-Defizienz zuviel Stress für einen Keimling
darstellen, da kurz nach der Keimung alle Keimlinge ihr Wachstum einstellten. Um trotzdem in einem
ersten Experiment die Lokalisierung in der T₁-Generation durchzuführen, wurden Pflanzen auf ½-
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.
Tatsächlich wurde sieben Tage nach Transfer (DAT) in einigen Wurzelspitzen Fluoreszenz beobach-
tet, die der in Abbildung ., ., . und . dargestellten GUS-Aktivität entsprach (Abbildung
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Abb. .:Zelluläre Lokalisierung vonAtMTP als chimäres EGFP-Fusionsprotein in stabilenA. thaliana-Transformanten.
Fortsetzung auf nächster Seite....





 R T B: C AMTP  AMTP

Abb. .: Zelluläre Lokalisierung von AtMTP als chimäres EGFP-Fusionsprotein in stabilen A. thaliana-Transforman-
ten – Fortsetzung. Transgene A. thaliana-Linien tragen T-DNA-Insertionen, die AtMTP als C- und N-terminale Fusion
mit EGFP (EGFP-MTP bzw. MTP-EGFP) kodieren. Die Expression steht unter Kontrolle des pS-Promotors zur ektopi-
schen Überexpression (A–H) sowie unter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors (I-W). A–H Keimlinge der T₂-Genera-
tion wurden auf 1/-konzentriertem MS-Agarmedium angezogen, das ,% Saccharose und ,% Sigma-Typ-M-Agar
enthielt. Konfokalmikroskopie acht Tage nach Aussaat. I-W Keimlinge der T₁-Generation der pMTP-Linien wurden auf
demselbenAgarosemediumangezogen, das zusätzlich  µg ·ml¹ Kanamycin zur Selektion von T-DNA-Transformanten
enthielt. Um die zur Induktion des pMTP-Promotors nötigen Zn-defizienten Bedingungen zu erzielen (AćĘĈčēĎęę Ͱ.ͮ.ͮ
und Ͱ.ͮ.ͯ), wurden Kanamycin resistente Keimlinge drei Tage nach der Keimung auf HOAG-Medium transferiert, wel-
ches ,% (m/V) Sacharose, ,% (m/V) Seakem-Agarose sowie  µM Zn enthielt. Dabei wurden die in AćĘĈčēĎęę Ͱ.ͮ.Ͳ
erörtertenMaßnahmen zur Vermeidung von Zn-Kontamination berücksichtigt. Konfokalmikroskopie sieben Tage nach
Transfer. AWurzelspitze, BMeristem/Differenzierungszone, C,F Putative ER-Lokalisierung,D,E Putative vakuoläre Lokali-
sierung, G,HMeristem/Differenzierungszone, I-L,Q-S Entwicklungsstadien von Wurzelspitzen analog zu AććĎđĉĚēČ Ͱ.͵,
Fluoreszenz nur in der Epidermis,MWurzelhaar, N,O Fluoreszierende epidermale Zellen imMeristem/Differenzierungs-
zone, putative vakuoläre Lokalisation, P Putative ER-Lokalisation T,U,V,W Putative ER-Lokalisation. EGFP-Fluoreszenz ist
grün dargestellt. Gegenfärbungen wurden z. T. mit DAPI ( µg ·ml¹, Zellkerne, blau) und Propidiumjodid ( µg ·ml¹,
Zellwände und -kerne, rot) durchgeführt. Propidiumjodid färbt bei niedrigen Konzentrationen (≈ µg ·ml¹) neben Zell-
wänden nur Zellkerne von geschädigten und toten Zellen, ist bei hohen Konzentrationen aber in der Lage die Zellmem-
bran zu durchdringen.

.). In beiden Fällen – 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 Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Promotor::GUS-
Analysen ist. Auf zellulärer Ebene wurden dieselben Beobachtungen wie zuvor bei Pflanzen gemacht,
welche die Fusionsproteine unter der Kontrolle des pS-Promotors ektopisch überexprimierten. Im
Fall der N-terminalen Fusion von EGFP an AtMTP zeichneten sich die Vakuolen häufig klar ab. Bei
der dreidimensionalen Rekonstruktion solcher Zellen wurden sehr klar die von Uemura et al. ()
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Abb. .: A Vakuolen

von zwei epidermalen

Wurzelzellen der Diffe-

renzierungszone von

transgenen A. thaliana-

Pflanzen (pMTP::EGFP-

MTP). B D-Rekon-

struktion der zwei

komplexen Vakuolen

( optische Ebenen,

 µm).

beschriebenen komplexen vakuolären Strukturen
beobachtet (vergl. Abbildung  dortmitAbbildung
.). Auch wenn in einigen Fällen netzwerkarti-
ge Strukturen auszumachen sind (P in Abbildung
.), spricht dies für hauptsächlich vakuoläre Lo-
kalisation des Proteins. Solch klar umrissene stark
fluoreszierende Membranen werden im Fall der C-
terminalen Fusion (pMTP::MTP-EGFP) nicht
beobachtet. Ausgeschlossen werden kann auch Lo-
kalisierung in Golgi-Stapeln: hier würde pro Zel-
le eine große Anzahl fluoreszierender Partikel mit
≈  µm Durchmesser zu beobachten sein. Ebenso
kann mitochondriale Lokalisation ausgeschlossen werden. Daher wird angenommen, dass die netz-
werkartige Struktur nicht auf eine sehr große Anzahl dicht gepackter Golgi-abgeleiteter Prävakuolen
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zurückgeht, sondern ER darstellt. Um den Einfluss von Zn auf die zelluläre Lokalisation der chimären
Fusionsproteine zu überprüfen, wurden Pflanzen in der T₂-Generation parallel auf HOAG-Medien
mit und ohne zugegebenem Zn angezogen. Vor der Konfokalmikroskopie wurde einigen Zn-defizien-
ten Pflanzenwieder Zn zur Verfügung gestellt, indem sie zwei Stunden inHOAG-Medium+  µMge-
gebenwurden. Dies wurde bisher nur für Pflanzen durchgeführt, welche die chimären Fusionsproteine
unter Kontrolle des pS-Promotors exprimierten. Bei der vergleichendenAnalyse der verschieden be-
handelten Pflanzen konnte kein Einfluss des Zn auf die Lokalisation festgestellt werden. Für Pflanzen,
bei denen die Expression der EGFP-Fusionsproteine unter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors
steht, konnte dieses Experiment bisher in der T₁-Generation nicht durchgeführt werden, ist aber für
spätere Generationen geplant. Zudem sollte die ER-Lokalisierung in zukünigen Experimenten expe-
rimentell durch Co-Lokalisation mit einem ER-Marker, z. B. einem KDEL-DsRed-Konstrukt, bestä-
tigt werden. Als alternativeMethode sollte Konfokalmikroskopie nach Immunolabeling vonAtMTP
in Wurzeln des Wildtyps durchgeführt werden. Hierfür wäre es allerdings zunächst notwendig, einen
AtMTP-spezifischen Antikörper zu erzeugen.Wenn dieser Antikörper anAtMTP bindet, kann der
gebundene Antikörper mit einem zweiten Fluoreszenz-markierten Antikörper detektiert werden.

.. Genotypisierung derA. thaliana mtp-S-Mutante

In der SALK-Kollektion von T-DNA-Knockout-Linien (Alonso et al., ) befindet sich auch eine
mtp-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 führt. Samen einer Linie
der T₄-Generation der Knockout-Mutante SALK  wurden von David Salt erhalten. Die von
dieser Arbeitsgruppe erhaltenen Daten sind in Abbildung . dargestellt. Man erkennt, dass in der
Linie mtp-S kein AtMTP-Transkript detektiert wurde. Mittels PCR wurde in der T₄-Generation
nachgewiesen, dass die Linie homozygot in Bezug auf die T-DNA-Insertion inMTP ist. Nochmali-
ge Überprüfung in der T₅-Generation innerhalb dieser Arbeit bestätigte dieses Ergebnis (Abbildung
.). Das mit dem Le-Border-Primer LBa und dem genspezifischen Primer ZATtpX erhaltene
PCR-Produkt wurde in denVektor pCR. kloniert und nach der Amplifikation inE. coli sequenziert.
Hiermit wurde bestätigt, dass die T-DNA an Position  derAtMTP-Sequenz inseriert ist. Die Re-
vision der inAbbildung . unterA dargestellten Southern Blots zeigt, dass zumindest zwei T-DNA-
Insertionen imAtMTP-Locus vorliegen: Nur wenn dieLe Border der T-DNA an beiden Seiten der
Insertionsstelle vorliegen, können bei den durchgeführten 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..:Test aufHomozygotie der T-DNA-Mutantemtp-S. Nachdembereits in der T₄-GenerationdurchdieAGD. Salt
Homozygotie der T-DNA-Mutantemtp-S nachgewiesen wurde, wurde dies bei Pflanzen der T₅-Generation überprüft.
Es wurde gDNA isoliert und PCR zum Test auf Homozygotie bezüglich der T-DNA-Insertion in AtMTP durchgeführt. Für
erfolgreiche Amplifikation der Left Border zwischen T-DNA und AtMTP mit den Primern LBa und ZATtpX wurde ein
Produkt mit einer Größe von  bp erwartet und für die Amplifikation des kompletten AtMTP-ORF mit den Primern
rtZATF und ZATtpX ein Produkt von  bp Größe. PCRwurde für die zwei Primersätze unabhängig durchgeführt und
für die Beladung des Gels zusammengehörige Proben vereint.

nomischen Sequenz entstehen, können mit Schemas wie inAbbildung . ausgerechnet werden. Für
eine Reihe von möglichen Konfigurationen der T-DNA-Insertion wurde dies in Tabelle . getan.
DurchAgrobacterium vermittelteTransformationen führenhäufig zuMehrfach-Insertionen,wobei ne-
ben mehreren unabhängigen Loci mit Einfach-Insertionen durch Rekombinationsprozesse auch kom-
plexeMehrfach-Insertionen an einemeinzelnenLocus entstehenkönnen (DeBuck et al., ). In letz-
terem Falle wurde bei Kopf-zu-Kopf Insertionen immer eine präzise 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 ³²P-markiertes AtMTP-Fragment
eingesetzt, wodurch Dreifach-Insertionen von T-DNA imMTP-Locus sowie unabhängige T-DNA-
Insertionen nicht nachgewiesen werden können. Daher wurden noch einmal Southern Blotsmit sieben
Pflanzen der T₅-Generation durchgeführt, bei denen ein ³²P-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 ≈  bp und ≈  bpGröße beobachtet.
Bei Dreifach-Insertion mit Le Borders beidseitig der Insertionsstelle sind mit  bp und  bp

Banden zu erwarten, die den beobachteten Größen nahe kommen. In diesem Fall kann lediglich die
Diskrepanz zwischen der erwarteten/beobachteten Bande mit einer Größe von  bp/≈  bp
nicht durch die Insertion von DNA erklärt werden, da Insertion von DNA zwischen verbundenen
Right Borders zweier T-DNAs in der Literatur bisher nicht beschrieben wurde (De Buck et al., ).
Das Vorhandensein von AtMTP-DNA zwischen den T-DNAs könnte allerdings auf zwei unabhän-
gige Insertionen imMTP-Locus zurückgehen (eine Einfach-Insertion und eine Zweifach-Insertion).
Alle in derTabelle . dargestellten Daten deuten daher auf eine Dreifach-Insertion imAtMTP-Lo-
cus hin, da sich alle anderen Varianten gegenseitig ausschließen. Mit großer Wahrscheinlichkeit auszu-
schließen ist auch eine zusätzliche T-DNA-Insertion an einer anderen Stelle im Genom. Bei Verwen-
dung des ³²P-markiertenNPTII-Fragmentes als Sonde käme eine der beiden beobachteten Banden in
diesemFalle aus demMTP-Locus unddie zweite aus einemzusätzlichenLocus.Nur bei zwei inTabel-
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Abb. .: Daten der AG D. Salt: Southern Blots, Northern Blots und
RT-PCR von mtp-S. A Southern Blot eines Individuums der T₄-Ge-
neration der mtp-S-Linie. Aus Blattmaterial von Wildtyppflanzen
(, , ) und der mtp-S-Mutante (, , ) wurde gDNA isoliert und
Restriktionsverdau mit BamHI, EcoRI, HindIII durchgeführt. Als Son-
de wurde der komplette ³²P-markierte AtMTP-ORF eingesetzt. B Be-
stimmung der Expression der AtMTP-mRNA in der T-DNA-Mutante
mtp-S durch RT-PCR: mtp-S (, ) und Wildtyp (, ) von A. thal-
iana. Gesamt-RNA wurde isoliert aus Blättern, cDNA mittels Reverse
Transcriptase synthetisiert und PCR amplifiziert mit AtMTP-Primern
oder Actin-Primern. C Hybridisierungsanalyse von mgAliquots der
Gesamt-RNA. Die RNA wurde aus dem Wildtyp (, ) und der mpt-
S-T-DNA-Mutante (, ) isoliert, mittels eines Agarose-Formaldehyd-
Gels fraktioniert, auf eine Nylonmembran transferiert und mit ³²P-
markierten PCR-Produkten von AtMTP hybridisiert. Als Kontrolle für
die Gel-Beladung wurde rRNA zum Vergleich dargestellt (,). Der
Mutante fehlt die entsprechende Wildtypbande, wodurch Knockout
der Expression anzeigt wird.
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Abb. .: Southern Blot von Individuen der T₅-Genera-
tion der mtp-S-Linie. Aus Blattmaterial der Individu-
en wurde gDNA isoliert und Restriktionsverdau mit XbaI
durchgeführt. Als Sonde wurde ein ³²P-markiertes NPT-
Fragment eingesetzt.

Tab. .: Southern Blots von Individuen der mpt-S-Linie. Alle Southern Blots mit der ³²P-AtMTP-Sonde wurden in der
Arbeitsgruppe von D. Salt durchgeführt (AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͭͲ). Der Blot, bei dem eine ³²P-NPTII-Sonde verwendet wurde,
ist in AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͭͳ dargestellt. Die Position und Orientierung der T-DNA am ’-Terminus von AtMTP ist bekannt, da
die Knockout-Mutante durch Sequenzierung mit dem Left Border-(LB)-Primer LBa identifiziert wurde. Aufgelistet sind
die Größen der Banden, die bei zusätzlichen T-DNA-Insertionen zu erwarten wären. Alle Restriktionsenzyme schneiden
einmal innerhalb der T-DNA sowie upstream und downstream vonAtMTP (AćĎđĉĚēČͰ.ͭʹ). Orientierung der T-DNA: Left
Border–Right Border entspricht−→.

T-DNAs im AtMTP2 Locus ³²P-AtMTP2-Sonde ³²P-NPTII-Sonde

Anzahl Orientierung EcoRI HindIII BamHI XbaI
(5’MTP2–T-DNAs–MTP2 3’) erw. (bp) beob. (bp) erw. (bp) beob. (bp) erw. (bp) beob. (bp) erw. (bp) beob. (bp)

0 9477 9344 11076 -
1 ←− 8888 9978 8621 5667

4969 3748 7720 -
2 ←−←− 8888 9978 8621 5667

4969 3748 7720 4380
2 −→←− 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 9978 8621 5667

4969 3748 7720 4380
3 ←−−→←− 8888 9978 8621 6918

4969 3748 7720 5667





 R T B: C AMTP  AMTP

EcoRI EcoRIBamHI BamHIHindIII HindIII

At3g61910 At3g61920 At3g61930

AtMTP2

At3g61950 At3g61960

Xba I Xba I

BamHI

EcoRIXba IHindIII
NPTII

RBLB pROK2 pROK2pROK2

766

(-6618) (-4371)  (-3489) (-1442)  (2726)  (5106)  (8472) (7587)
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Abb. .: Schematische Darstellung der T-DNA-Inserti-
on inmtp-S. Die Annahme, dass drei T-DNAs in der dar-
gestellten Konfiguration in AtMTP integriert sind, ergibt
sich aus der Analyse aller durchgeführten Southern Blots
(TĆćĊđđĊ Ͱ.ͭ). Die Positionen innerhalb der genomischen
Sequenz wurden relativ zum Start-ATG von AtMTP (= )
angegeben. Die Positionen innerhalb der T-DNAdes Vek-
tors pROK beziehen sich auf den Start der Left Border der
T-DNA.

le . dargestellten Fällen würde die Insertion imMTP-Locus zu einer einzigen detektierbaren Bande
führen. Keine der beiden mit dem ³²P-markiertenNPTII-Fragment detektierten Banden (Abbildung
.) weist die in diesen zwei Fällen jeweils zu erwartende Größe auf. Eine sichere Aussage in Bezug
auf die Anzahl unabhängiger T-DNA-Insertionen kann erst durch die Analyse der F₂-Generation der
Rückkreuzung vonmtp-Smit demWildtyp getroffen werden (Abschnitt ..).Mittel PCR konn-
te mit den Primern LBa/ZATtpX (Abbildung .) bzw. LBb/ZATtpX (Abbildung .) nur
eine Grenze zwischen T-DNA und AtMTP amplifiziert werden. Mit allen anderen getesteten Kom-
binationen zwischen denT-DNA-PrimernRBa, RBb, LBa, LBb und den genspezifischen Primern
ZATtpA,ZATtpX (Sequenzen inAnhangA..) konnte kein Produkt amplifiziertwerden. Sequen-
zen zwischen zwei T-DNAs könnenmit den T-DNA-Primernmittels PCR nicht amplifiziert werden,
da die redundanten T-DNA-Sequenzen zur Formation von Haarnadelschleifen führen.

.. Phänotypisierung derA. thaliana mtp-S-Mutante

Nachdem bereits in der Arbeitsgruppe von David Salt gezeigt wurde, dass diemtp-S-Mutante kein
AtMTP-Transkript aufwies, sollte die Linie phänotypisiert werden. Hierzu wurden bereits einige Ex-
perimente in der AG D. Salt durchgeführt: Für Cd-, Co- und Ni-Stress wurde kein Unterschied zwi-
schen demWildtyp undmtp-S festgestellt, wenn Pflanzen auf Platten unter diesen Bedingungen an-
gezogenund einenMonat inkubiertwurden.Auchunter oxidativemStress, dermittels t-Butylhydroxid
ausgelöst wurde, konnte kein offensichtlicher Phänotyp für mtp-S beobachtet werden. Promotor::
GUS-Analysen und Affymetrix GeneChip®-Experimente deuteten darauf hin, dass AtMTP unter
Zn-Mangelbedingungen exprimiert wird (s. S. ). Wie inAbschnitt .., .. und .. erläutert,
ist AtMTP sehr wahrscheinlich im ER von Epidermiszellen der Wurzelspitze lokalisiert. Es wurde
die Hypothese aufgestellt, dass AtMTP unter Zn-Mangelbedingungen Zn ins Lumen des ER trans-
portiert. Dies könnte verschiedene Funktionen haben: Im Falle einer Zn-Mangel induzierten UPR in
Arabidopsis analog zur Hefe könnte hierdurch die Zn-Zufuhr in das ER erhöht werden. Vorstellbar ist
auch, dass unter Zn-Schock-Bedingungen das ins Zytoplasma eindringende Zn möglicherweise durch
Transport insERdetoxifiziertwird.DieseAnnahmeberuht auf derTatsache, dass unterZn-Mangel alle
Zn-Aufnahmesysteme in der Pflanze hochreguliert werden, um denMangel zu kompensieren. Erreicht
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die Wurzel einen Bereich mit hohen bioverfügbaren Zn-Konzentrationen, könnte dies zur Zn-Über-
flutung der aufnehmenden epidermalen Zellen führen. Um diese Gefahr zu mindern, wäre es möglich,
dass für diese Situation spezielleMechanismen existieren, um den Schock abzupuffern. In der Tat wur-
de ein Mechanismus dieser Art in Hefe beschrieben (MacDiarmid et al., ), wobei der vakuoläre
Zn-Transporter Zrc eine duale Funktion hat: Einerseits spielt Zrc eine Rolle bei der Zn-Toleranz,
indem ein zytoplasmatischer Zn-Überschuss abgebaut wird durch Zn-Transport in die Vakuole. An-
dererseits wird auch durch stark Zn-limitierende Bedingungen die Expression von Zrc induziert, was
die Hefe befähigt, den bei Zn-Zugabe auretenden Zn-Schock abzupuffern.

Um der ese nachzugehen, dass bei A. thalianaMTP einen Zn-Schock durch Transport von im
Übermaß in die Zelle eintretendem Zn ins ER abpuffert, wurdenmtp-S- 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 für A. thaliana nicht- ( µM Zn),
moderat- ( µM) bis hochtoxisch ( µM). Als Maß für die Toleranz der Pflanze wurde das Wurzel-
längenwachstum gemessen. Bei diesem Experiment wurde nach Transfer auf über  µM Zn sowohl
für Wildtypkeimlinge, als auch für mtp-S-Keimlinge kein Wachstum mehr beobachtet (nicht dar-
gestellt). Um den Bereich weiter einzugrenzen, wurden beim nächsten Experiment die Pflanzen auf
niedrigere Zn-Konzentrationen überführt. Nach Transfer auf über  µM Zn stellten sowohl Wildtyp
als auchmtp-S das Wachstum ein (Abbildung .). Damit wurde gezeigt, dass Zn-Schock tatsäch-
lich eine Wachstumsbedingung ist, die eine Gefahr für das Überleben vonA. thaliana darstellen kann.
Ohne diese Zn-Schock-Bedingungen, d. h. nach Anzucht auf  µM Zn, kann Arabidopsis nach einem
Transfer Zn-Konzentrationen über  µM 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 möglicherweise zwei Effekte überlagern: 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 mtp-S-Pflanzen, nach dem Transfer auf Platten mit höheren Zn-Kon-
zentrationen diesen Rückstand aber bis zum Tag – (nach Aussaat) auolten. Dieses schlechte-
re Wachstum von Wildtyppflanzen unter Zn-defizienten Bedingungen konnte zu diesem Zeitpunkt
nicht geklärt werden. Als Ursache wurde unter anderem unterschiedliche »Fitness« der Samen ver-
mutet. Die Möglichkeit, dass es sich um einen realen Phänotyp handelte, konnte nicht ausgeschlossen
werden.Die Tatsache, dassWildtyppflanzen denWachstumsrückstand auolten, geht auf eine höhere
relativeWurzelverlängerung derWildtyppflanzen imVergleich zumtp-S-Pflanzen zurück, nachdem
sie auf höhere Zn-Konzentrationen transferiert wurden. Für die inAbbildung . dargestellte relati-
ve Wurzelverlängerung wurde die Verlängerung der Wurzel acht Tage nach dem Transfer (– DAS)
bezogen auf die Länge der Wurzel am Tag des Transfers (acht DAS). Wie in Teil A der Abbildung
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Abb. .:Wurzelwachstum vonmtp-S undWildtyp unter Zn-Schock-Bedingungen. Sterilisierte Samen der T₅-Gene-
rationder T-DNA-Liniemtp-SundvomWildtypwurden auf HOAG-Mediumgekeimt, das ,% (m/V) Seakem-Agarose,
 µMZnund,% (m/V) Sacharose enthielt. Acht TagenachAussaatwurdendie Pflanzen vondiesemMedium, demkein
Zn zugegebenwurde, auf Medien transferiert, die verschiedenen Zn-Konzentrationen (A  und , µM Zn, B  und  µM
Zn) aber keine Sacharose enthielten. Angegeben ist die Standardabweichung, die auf Grundlage von je  Individuen
auf einer Platte pro Zn-Konzentration berechnet wurde.

zu sehen, ist im Fall des Transfers der Pflanzen auf , , und  µM Zn die durchschnittliche relative
Wurzelverlängerung für den Wildtyp im Vergleich zur mtp-S-Mutante jeweils doppelt so groß. Es
liegt nahe daraus zu schlussfolgern, dassmtp-S tatsächlich sensitiver gegenüber Zn-Schock ist als der
Wildtyp. Dagegen spricht allerdings Diagramm B in der Abbildung: Es ist vorstellbar, dass die höhere
relativeWachstumsrate derWildtyppflanzen auf die kürzereWurzellänge amTag des Transfers zurück-
geht und die Pflanzen lediglich einen Wachstumsschub nach Transfer auf Zn-haltige Medien erfahren.
Um dieser ese nachzugehen, wurde in Diagramm B die Wurzellänge am Tag des Transfers aufgetra-
gen gegen die relative Wurzelverlängerung nach dem Transfer. Tatsächlich scheint eine Abhängigkeit
zwischen relativer Wurzelverlängerung (oder -rate) und der Länge der Wurzel am Tag des Transfers –
unabhängig vom Genotyp – zu bestehen: Mit zunehmender Wurzellänge am Tag des Transfers sinkt
die relative Wurzelverlängerung nach dem Transfer und nähert sich asymptotisch der X-Achse. Es
scheint somit, dass Wildtyppflanzen nur deswegen eine höhere relative Wurzelwachstumsrate haben,
weil sie am Tag des Transfers kleiner sind. Sobald das Wachstum nicht mehr durch die Abwesenheit
von Zn inhibiert wird, erfahren kleinere Pflanzen einen größeren Wachstumsschub als größere 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 führt, überlagert von
einem Wachstumsschub, den die Pflanzen aufgrund der Gabe von Zn erfahren. Das DiagrammB deu-
tet darauf hin, dass die Abnahme der Wachstumsrate nach dem Transfer mit steigender Wurzellän-
ge am Tag des Transfers für alle Genotypen gleich ist. Unterschiede zwischen den Genotypen wären

Lineare Abnahme würde bedeuten, dass ab einer gewissen Wurzellänge am Tag des Transfers kein Wachstum nach dem
Transfer mehr stattfindet.
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Abb. .: RelativeWurzelverlängerung vonmtp-S undWildtyp unter Zn-Schock-Bedingungen. Das Experimentwur-
de durchgeführt wie in AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͭ͵ beschrieben. Für die relative Wurzelverlängerung wurde die Verlängerung der
Wurzel innerhalb von acht Tagen nach dem Transfer geteilt durch die Länge der Wurzel am Tag des Transfers. In Dia-
gramm A ist zu erkennen, dass nach Transfer auf Medien mit , , und  µM Zn die relative Wurzelverlängerung des
Wildtyps höher ist als die der Mutante. Dies geht jedoch nicht auf eine unterschiedliche Reaktion gegenüber Zn zurück,
sondern auf das unterschiedliche Wachstum von Wildtyp- und mtp-S-Pflanzen vor dem Transfer: Diagramm B zeigt
am Beispiel des Transfers auf  und , µM Zn (exemplarisch für alle Konzentrationen), dass die relative Wurzelverlän-
gerung nach dem Transfer mit zunehmender Wurzellänge am Tag des Transfers asymptotisch abnimmt. Unterschiede
zwischen dem Wildtyp und mtp-S wären – nach Anpassung der Daten mit einer asymptotischen Funktion – an ver-
setzt verlaufenden Regressionskurven erkennbar. Aufgrund zu geringer Überlappung der Wurzellängen am Tag des
Transfers zwischen den Genotypen können keine Unterscheide zwischen Wildtyp undmtp-S gezeigt werden.

durch parallel verlaufende Fitkurven zu erkennen. Ein Vergleich zwischen denGenotypen auf Grund-
lage eines asymptotischen Fits ist allerdings nicht möglich, da hierfür eine zu geringe Überlappung der
Wurzellängen am Tag des Transfers zwischen den Genotypen existiert.

Zusammenfassend wurden drei Beobachtungen gemacht: Zum ersten wurde die Annahme, dass
A. thaliana sensitiv gegenüber Zn-Schock ist, in zwei Experimenten bestätigt. Pflanzen erleiden Schä-
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 alsmtp-
S-Pflanzen. Die dritte Beobachtung ist, dass Wildtyppflanzen nach Transfer auf Zn-haltige Medien
einen höheren Wachstumsschub erfahren als Pflanzen dermtp-S-Mutante. Dieser Unterschied war
bei allen Zn-Konzentrationen gleich und geht wahrscheinlich lediglich auf das schlechtere Wachstum
desWildtyps vor demTransfer zurück.Unterschiede inder Sensitivität gegenüberZn-Schock zwischen
mtp-S- und Wildtyppflanzen scheinen somit nicht zu existieren.

Um diese Beobachtungen zu bestätigen, wurde eine Reihe vonWiederholungen dieses Experiments
durchgeführt. Bereits beim folgenden Experiment war die erste Beobachtung, der stark inhibierende
Effekt auf das Wachstum bei Transfer auf Zn-Konzentrationen über  µM, weniger ausgeprägt als bei

Um Missverständnisse 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 durchgeführten Ex-
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Abb. .:Wiederholung: Wurzelwachstum vonmtp-S und Wildtyp unter Zn-Schock-Bedingungen. Das Experiment
wurde durchgeführt wie in AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͭ͵ beschrieben, mit dem Unterschied, dass die Medien nach dem Transfer (A
 und , µM Zn, B  und  µM Zn) ebenfalls Saccharose enthielten. Das bessere Wachstum auf  µM Zn im Fall der als
»Kategorie « bezeichneten Wildtyppflanzen (vergl. AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͮͮ), geht wahrscheinlich auf Zn-Kontamination der
Medien durch die verwendeten Polyethylenplatten zurück (siehe Text und TĆćĊđđĊ Ͱ.ͮ). Bei allen weiteren Wiederho-
lungen entsprach das Wachstum des Wildtyps auf Medien ohne zugegebenes Zn der Kategorie  (vergl. AććĎđĉĚēČ
Ͱ.ͮͰ).

perimenten wurde von Zn-freien Medienmit Saccharose auf Medien ohne Saccharose transferiert. Es
ist bekannt, dass bei einem hohen Stickstoff/Kohlenhydrat-Verhältnis vermehrt Seitenwurzeln gebil-
det werden.Da die hoheAnzahl der Seitenwurzeln bei der Auswertung störte, wurde bei allenweiteren
Wiederholungen ,% 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 Toxizität von Zn
nach dem Transfer hat. Aufgrund der folgenden Beobachtung wurde allerdings vermutet, dass nicht
die Gabe von Zucker der Grund für das bessere Wachstum nach dem Transfer ist, sondern Zn-Konta-
mination derNull-Zn-Platten, die dasAusmaß des Zn-Schocksminimiert:Wie unter Punkt zwei oben
erwähnt, wuchsen Wildtyppflanzen auf Medien ohne zugegebenes Zn deutlich schlechter als mtp-
S. Bei dem inAbbildung . dargestellten Wiederholungsexperiment wurde das zuvor beobachtete
schlechte Wachstum des Wildtyps nur auf einer von drei identischen HOAG-Agarose-Platten deut-
lich beobachtet (Kategorie ;D inAbbildung .). Auf den beiden anderen technischen Replikaten
waren die Wurzeln der Wildtyppflanzen acht Tage nach Aussaat rund doppelt so lang (Kategorie ;C
inAbbildung .) und erreichten fast die Länge dermtp-S-Pflanzen. Unterschiedliche »Fitness«
der Samen kann als Ursache ausgeschlossen werden, da auf diesen drei technischen Replikaten diesel-
ben Samen plattiert wurden. Als wahrscheinlichsterUnterschied zwischen den drei Platten kommt der
verwendete Platten-Batch in Frage, da alle anderen Variablen – wie zu unterschiedlichen Zeitpunkten
hergestellte Medien – ausgeschlossen werden konnten. Beim Transfer der Pflanzen wurde der unter-
schiedlichen Länge der Pflanzen nicht soviel Augenmerk geschenkt, weshalb in der Folge nur auf den


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Abb. .:Wurzelwachstum vonmtp-S undWildtyp auf Platten ohne zugegebenes Zn. Sterilisierte Samen der T₅-Ge-
neration der T-DNA-Linie mtp-S (A, B) und vom Wildtyp (C, D) wurden auf HOAG-Medium gekeimt, das ,% (m/V)
Seakem-Agarose, µM Zn, ,% (m/V) Sacharose enthielt. Dargestellt wurden jeweils zwei technische Replikate. Bei
diesem Experiment wurde bei einem technischen Replikat deutlich besseresWachstum desWildtyp beobachtet (C und
AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͮͭ). Bei allen weiteren Wiederholungen des Experiments entsprach das Wachstum des Wildtyps auf Me-
dien ohne zugegebenes Zn dem Wachstum auf C (vergl. AććĎđĉĚēČ Ͱ.ͮͰ). Wildtyp und mtp-S-Samen stammen von
Pflanzen, die zumgleichen Zeitpunkt imGewächshaus kultiviert wurden. Ursache ist wahrscheinlich Zn-Kontamination
durch die verwendeten Polyethylenplatten (siehe Text und TĆćĊđđĊ Ͱ.ͮ).

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 fünfzehn Tage nach Aussaat kontinuierlich weiter. Das zu-
vor deutliche unterschiedliche Wachstum vonmtp-S- und Wildtyppflanzen auf Platten ohne zuge-
gebenesZnwar nichtmehr so ausgeprägt. Zudemwuchsen sowohlWildtyp als auchmtp-S-Pflanzen
nach dem Transfer selbst auf Medien mit Zn-Konzentrationen, wo zuvor (Abbildung .) keinerlei
Wachstum mehr beobachtet wurde. Als Ursache hierfür wurde Zn-Kontamination der Platten ange-
nommen, welche zur Anzucht der Keimlinge verwendet wurden, um bei diesen Zn-Defizienz auszulö-
sen. Ein weiteres Indiz dafür ist, dass bei zur Kontrolle durchgeführten GUS-Färbungen mit Pflanzen
der pMTP::GUS-Linie - (Abschnitt .. und ..), die auf denselben Wachstumsplatten ohne
zugegebenes Zn angezogen wurden, keine oder nur sehr wenige Wurzelspitzen Färbung zeigten. Bei
der Herstellung von neuem HOAG-Medium wurden daher alle zur Herstellung benötigten Geräte
und Gefäße mit Säure gewaschen. Trotzdem konnte keine Zn-Defizienz der Pflanzen erreicht werden.
Im Laufe weiterer Wiederholungen wurde die Zn-Konzentration aller verwendeten Stock-Lösungen
sowiederPlattenmittels ICPOESbestimmt.Dabei zeigte sich, dass dieWurzelverlängerungnicht line-
ar mit sinkender Zn-Konzentration abnimmt. InAbbildung . ist die Beobachtung dargestellt, dass
vielmehr sowohl Wildtyp- als auch mtp-S-Pflanzen bei normalen Zn-Konzentrationen zwischen 
und  µM ein deutlich geringeres Wurzelwachstum aufwiesen als bei Konzentrationen im Bereich von
 nM. Für alle bis zu diesem Zeitpunkt durchgeführten Experimente wurde inAbbildung . das


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Abb. .: Wiederholung: Wurzelwachstum
vonmtp-SundWildtypauf Plattenohne zu-
gegebenes Zn. Sterilisierte Samen der T₅-Ge-
neration der T-DNA-Linie mtp-S und vom
Wildtypwurden auf HOAG-Mediumgekeimt,
das ,% (m/V) Seakem-Agarose,  oder  µM
zugegebenes Zn und ,% (m/V) Sacharo-
se enthielt. Bei der Herstellung der Medi-
en wurden die im Text erörterten Maßnah-
men zur Vermeidung von Zn-Kontaminati-
on beachtet. Die Zn-Konzentration auf den
Wachstumsplatten wurde mittels ICP OES
bestimmt (s. auch TĆćĊđđĊ Ͱ.ͮ).

Wurzelwachstum von mtp-S und vom Wildtyp auf Medium ohne zugegebenes Zn dargestellt. Es
ist deutlich zu sehen, dass nur beim ersten Experiment sowohl mtp-S-Pflanzen als auch Wildtyp-
pflanzen das Wachstum nach einer gewissen Zeit einstellten. Auch Wildtyppflanzen der Kategorie 
des Folgeexperiments taten dies, obwohl diesen Pflanzen nach dem Transfer weiterhin Saccharose zur
Verfügung stand. Wie beim ersten Experiment zeigten diese Pflanzen deutliche Merkmale von Zn-
Defizienz. Genaue Betrachtung von Abbildung . lässt auf folgendes Szenario schließen: Bei Kon-
zentrationen zwischen  und  µM Zn wird normales Wurzelwachstum beobachtet. Bei niedrigen Zn-
Konzentrationen um  nM tritt sehr starkes Wachstum der Primärwurzel auf, wohingegen sehr viel
weniger Seitenwurzeln gebildet werden und der oberirdische, grüne Teil der Pflanze deutliche Anzei-
chen von Zn-Defizienz zeigt (Abbildung .). Ab einem gewissen Schwellenwert, der vermutlich bei
ca.  nM liegt, ist die Pflanze nicht mehr in der Lage, auf die Zn-Defizienz mit verstärktem Wurzele-
longationswachstum zu reagieren. Selbst durch Waschen aller Geräte und Gefäße mit Säure sowie der
Samen, der Polyethylenplatten und der Seakem-Agarose mit EDTA (Abschnitt .., ..) konnte
die Zn-Kontamination auf den Wachstumsplatten nicht unter  nM gesenkt werden. Anhand der in
Tabelle . dargestellten ICP OES-Messungen wurde als Hauptursache für die Kontamination Dif-
fusion von Zn aus dem Polyethylen der Wachstumsplatten identifiziert. Die Maßnahmen zur Vermei-
dung von Zn-Kontamination bei derHerstellung desHOAG-Mediums halfen tatsächlich, die norma-
lerweise eingebrachte Zn-Kontamination im Bereich von  bis  nM auf nicht detektierbare Werte
zu senken. Die in einem Fall beträchtliche Zn-Kontamination einer Wasserprobe ist indikativ für die
stete Gefahr einer Zn-Kontamination. In derTabelle . sind Medien aufgelistet, die  µM HEDTA
enthalten. Diese Medien wurden hergestellt, um zu überprüfen, ob spezifische Komplexierung von Zn
hil, Zn-Defizienz bei A. thaliana zu erreichen. Mit der Soware GPC wurde der Einfluss
von HEDTA auf die Konzentration von Fe+, Cu+, Mn+ und Zn+ modelliert, um ein Verhältnis zu
finden, bei dem die freie Zn-Konzentration von  nM auf , 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. .: Zusammenfassung aller Experimente: Wurzelwachstum vonmtp-S und Wildtyp auf Platten ohne zugege-
benesZnbis DAS. Sterilisierte Samender T₅-Generationder T-DNA-Liniemtp-SundvomWildtypwurdenaufHOAG-
Medium gekeimt, das ,% (m/V) Seakem-Agarose,  oder  µM zugegebenes Zn und ,% (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 ) oder ,% Sacharose enthielten. Dargestellt ist hier nur
dasWachstum vonmtp-S undWildtyp auf Platten ohne zugegebenes Zn. Für jedes Experimentwurde die Gesamtzahl
der Pflanzenpro Zn-Konzentration angegebenunddieAnzahl der technischenReplikate pro Kondition. Dargestellt sind
jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie einige repräsentative Standardabweichungen. Zu erkennen ist, dass bei
allen Experimenten die Wildtyppflanzen (A) schlechter wuchsen, als diemtp-S-Pflanzen (B).

zwischen  und  nM.Obwohl auf diesen Platten ein stark beeinträchtigtesWachstumder Pflanzen
beobachtet wurde, konnte kein Unterschied zwischenmtp-S und dem Wildtyp festgestellt werden.
Bei parallel durchgeführten GUS-Assays zur Visualisierung der pMTP-Promotoraktivität der Linie
pMTP::GUS - waren auf diesen Medien zum Teil weniger Wurzelspitzen gefärbt als auf Zn-defizi-
enten HOAG-Agarosemedium ohne HEDTA. Dies deutet darauf hin, dass HEDTA möglicherweise
unabhängig von der Zn-Defizienz der Pflanzen das Wachstum schädigt.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich Wurzellängenwachstum aus mehreren Gründen als
ungeeignet herausgestellt hat, die Hypothese des Zn-Schocks zu überprüfen: Zum ersten konnte bei
keiner der neun Wiederholungen dieses Experimentes ein Unterschied im Wurzelwachstum zwischen
mtp-S und Wildtyp festgestellt werden, der deutlich in Abhängigkeit 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
großen Einfluss auf das Wachstum der Wurzel hat (Abbildung . und .), ist die Grundlage für
einenVergleich zwischenWildtyp undMutante nicht gegeben. Zudem ist zu vermuten, dass die Adap-
tation an neue Zn-Konzentrationen sehr rapide innerhalb weniger Stunden erfolgt. Daher wurde für
ein zuküniges Experiment geplant, alternative Marker für den Stress der Zelle zu messen.





 R T B: C AMTP  AMTP

Tab. .: Bestimmung der Zn-Kontamination in verschieden HOAG-Medien mittels ICP OES. Wo nicht anders ange-
geben, sollten die Proben Zn-frei sein ( nM). Da die gemessenen Werte sehr nah am unteren Detektionslimit der ICP
OES liegen, wurde eine optimierteMethode erstellt. Es wurden von drei spezifischen Zn-Emissionslinien jeweils die Bre-
chungsordnungenmit der größten Intensität gemessen (zwei Brechungsordnungen von , nm, je eine von , nm
und , nm) und das Gerät mit Standardlösungen zwischen  und , µM Zn kalibriert. Messungen müssen aufgrund
thermal bedingter Verschiebungen der Optik innerhalb einer halben Stunde nach der Kalibration erfolgen, wobei die
Standardabweichung innerhalb dieses Zeitraums bereits von ≈% auf % ansteigt. Die angegebene Standardabwei-
chung wurde auf Grundlage des arithmetischen Mittelwertes aller gemessenen Emissionslinien von zwei Messungen
berechnet. PE Platte Polyethylenplatten, die für vertikaleWachstumsassays im Phytotron benutzt werden (quadratische
Platte mit  cm Kantenlänge und runde mit . cm Durchmesser); Hydroponic HOAG-Medium von Pflanzen die hydro-
ponisch kultiviert werden; Standardlsg Lösungen, die zur Kalibration des Gerätes eingesetzt wurden.

Geräte mit Säure gewaschen, Agar(ose) und PE-Platten mit EDTA gewaschen Keine speziellen Maßnahmen
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 ± 4,5
HOAG + Seakem-Agarose auf runder PE-Platte 44 ± 7,4 Wasserprobe 3 99 ± 8,4
HOAG + Sigma-Typ-A-Agar in Schott-Flasche 0 ± 8,8 Wasserprobe 4 13 ± 5,6
HOAG + Sigma-Typ-A-Agar auf quad. PE-Platte 220 ± 9,3 Wasserprobe 5 -2 ± 3,5
HOAG + Sigma-Typ-A-Agar auf runder PE-Platte 158 ± 6,2 0 nM Standardlsg. -6 ± 4,1
HOAG + 15 µM HEDTA + Seakem-Agarose in Schott-Flasche 0 ± 8,6 50 nM Standardlsg. 46 ± 6,2
HOAG + 15 µM HEDTA + Seakem-Agarose auf quad. PE-Platte 22 ± 5,0 100 nM Standardlsg. 93 ± 7,8
HOAG + 15 µM HEDTA + Seakem-Agarose auf runder PE-Platte 117 ± 4,5 HOAG-Probe 1 20 ± 11,2
HOAG + 15 µM HEDTA + Sigma-Typ-A-Agar in Schott-Flasche 36 ± 7,5 HOAG-Probe 2 20 ± 11,9
HOAG + 15 µM HEDTA + Sigma-Typ-A-Agar auf quad. PE-Platte 168 ± 6,1 Hydroponic-Probe 1 32 ± 11,0
HOAG + 15 µM HEDTA + Sigma-Typ-A-Agar auf runder PE-Platte 25 ± 4,0 Hydroponic-Probe 2 34 ± 11,1

.. Elementgehalt dermtp-S-Mutante im Vergleich zumWildtyp

Um zu überprüfen, ob AtMTP unter normalen Bedingungen auf Erde einen Einfluss auf die Metall-
homöostase der Pflanze hat, wurden mittels ICP OES die Elementgehalte in Knospen, Blüten, Scho-
ten, Spross, Stengelblättern und Rosettenblättern bestimmt (Abbildung .). Mit der Ausnahme des
Fe-Gehalts in Rosettenblättern wurde kein Unterschied zum Wildtyp festgestellt. Für Rosettenblätter
wurde diese Messung mit neuem Material wiederholt, um die doppelte Fe-Konzentration in Blättern
des Wildtyps im Vergleich zur mtp-S-Mutante zu bestätigen. Der zuvor beobachtete Unterschied
trat hier nicht auf und ging wahrscheinlich auf das unterschiedliche Alter der gemessenen Rosetten-
blätter des Wildtyps und der mtp-S-Linie zurück. In einem vorläufigen Experiment wurde in voll
entwickelten Rosettenblättern rund doppelt soviel Fe wie in jungen oder seneszenten Blättern gemes-
sen. Obwohl kein Unterschied im Elementgehalt zwischen Mutante und Wildtyp gefunden wurde,
ist die Verteilung der Elemente über die Pflanze interessant: Die Konzentration von Ca, Cu und Mo,
weniger ausgeprägt auchCo, Cd undMg, ist am höchsten in Stengel- und Rosettenblättern und gerin-
ger in Knospen, Blüten, Schoten und Spross. P und Zn-Gehalte steigen in der Reihe Spross, Stengel-
und Rosettenblätter, Schoten, Blüten, Knospen kontinuierlich an. Für 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.

.. Komplementation und Bestätigung eines Phänotyps dermtp-S-
Mutante

Um mit Sicherheit einen Phänotyp derKnockout-Mutante derAtMTP-Funktion zuzuordnen, sollte
der Phänotyp – insofern er identifiziert wurde – mit unabhängigen Ansätzen bestätigt werden. Eine
zweite Knockout-Mutante wurde in der Gabi-Kat-Kollektion von T-DNA-Mutanten identifiziert.
Zunächst muss die Insertion der T-DNA  bp upstream des Start-ATG im Bereich des pMTP-Pro-
motors bestätigtwerden.Weiterhinmuss verifiziertwerden, dass dieTranskription vonAtMTPdurch
diese Insertion tatsächlich verhindert wird. Aufgrund von Problemen in der T₂-Generation wurden
vonGabi-Kat bereits Pflanzen in die T₃-Generation propagiert. Von  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 vonAtMTP
erfolgversprechend ist, wurde dies bisher nicht durchgeführt.

Um zu überprüfen, ob ein Phänotyp rezessiv und reversibel ist und um eventuelle weitere Mutatio-
nen im Genom der mtp-S-Linie zu beseitigen, wurde die Rückkreuzung der mtp-S-Mutante mit
Col- durchgeführt. Hierfür wurde die Mutante mit Pollen von Col- bestäubt (Col- × mtp-S)
und umgekehrt (mtp-S×Col-). Es wurden für beide Richtungen einige Schoten erhalten. Samen
der F₁-Generation wurden auf Erde ausgesät und aus Blättern gDNA isoliert, um mittels PCR die He-
terozygotie der Pflanzen zu überprüfen. Mit Ausnahme zweier F₁-Individuen der Richtungmtp-S×
Col- wurde in allen Pflanzen sowohl die T-DNA-Insertion von mtp-S identifiziert, als auch der
komplette ORF desAtMTP-Wildtypgens von Col- (Abbildung .). Für eine Komplementation
vonmtp-SwurdedieMutantemit verschiedenenAtMTP-Konstrukten transformiert:S::AtMTP,
pMTP::AtMTP-EGFP, pMTP::EGFP-AtMTP. Es liegen jeweils Samen der T₁-Generation vor.

.. Charakterisierung von pS::AtMTP Pflanzen

Es liegen Samen der T₃-Generation von acht homozygoten Linien vor. Homozygotie wurde durch Se-
gregationsanalysenbestimmt:EswurdenLinien ausgewählt, für die dieResistenzdesMarkers inderT₂-
Generation als einziger Lokus segregierte (:). Mittels semiquantitativer RT-PCR wurde überprü,
ob in den transgenen Linien mehr AtMTP-Transkript vorliegt als im Wildtyp. In Abbildung .
ist zu sehen, dass alle getesteten Linien stark erhöhte MTP-Transkriptmengen aufweisen. Bei Kulti-
vierung im Gewächshaus konnte bisher kein Phänotyp identifiziert werden. Wie in Abschnitt ..

http://www.gabi-kat.de/


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 R T B: C AMTP  AMTP
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Abb. .: Bestimmung der Elementgehalte inmtp-S und Col- mittels ICP OES Fortsetzung auf nächster Seite…
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. F C  AMTP
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Abb. .: Bestimmung der Elementgehalte in mtp-S und Col- mittels ICP OES – Fortsetzung. Pflanzen wurden im
Gewächshaus auf Erde kultiviert, wobei die Anordnung der Pflanzen alle sieben Tage zufällig verändert wurde. Es wur-
den  Tage nach Aussaat pro Gewebe fünf Pools geerntet, die jeweils Material von vier Pflanzen enthielten. Zwischen
 und mg homogenisiertes Material wurden mit %iger Salpetersäure in einemmikrowellenbasierten Reaktions-
beschleuniger (MARS ) aufgeschlossen und die Elementgehalte mittels ICP OES bestimmt.
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 R T B: C AMTP  AMTP
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Abb. .: Rückkreuzung von mtp-S mit dem Wildtyp. Die Mutante wurde mit Pollen von Col- bestäubt (Col- ×
mtp-S) und umgekehrt (mtp-S×Col-). Aus Pflanzen der F₁-Generation wurde gDNA isoliert und PCR zum Test auf
Heterozygotie bezüglich AtMTP und mtp-S durchgeführt. Für erfolgreiche Amplifikation der Left Border zwischen
T-DNA und AtMTPmit den Primern LBb und ZATtpX wurde ein Produkt mit einer Größe von  bp erwartet und für
die Amplifikation des kompletten AtMTP-ORF mit den Primern ZATtpA und ZATtpX ein Produkt von  bp Größe.
PCR jeder Probe wurde für die zwei Primersätze unabhängig durchgeführt. Für die Beladung des Gels wurden zusam-
mengehörige Proben vereint.

gezeigt, ist AtMTP sehr wahrscheinlich im ER lokalisiert. Der in Abschnitt .. aufgestellten Hy-
phothese folgend, dass AtMTP Zn in das ER transportiert, wurde vermutet, dass bei Wachstum auf
moderat toxischen Zn-Konzentrationen pS::MTP-Linien ein anderesWachstum aufweisen als der
Wildtyp. Dies konnte nicht bestätigt werden. Zn-Akkumulation in diesen Linien wurde bisher nicht
analysiert.
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Abb. .: Relative AtMTP-Transkriptmengen in A. thal-
iana-pS::MTP-Linien. Aus Blättern je eines Individuums
von acht homozygoten Linien der T₃-Generation wurde

RNA isoliert und mittels reverser Transkriptase cDNA syn-
thetisiert. Jeweils  ng cDNA wurden als Template in den
PCRseingesetzt,wobei für beidePCR-Varianten Amplifi-
kationszyklen erfolgten. Für das EFα Primerpaar EFaf und
EFarwurdemit  bpdie für cDNAerwarteteProduktgrö-
ße erhalten (gDNAmit Intron:  bp). Mit dem Primerpaar
AtCDFsfa und ZATtpX zur Detektion von AtMTP wurde
ein Produkt mit der erwarteten Größe von  bp amplifi-
ziert.
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 Resultate TeilC: ETV ICP-OESbasierte

Screeningmethode

. Kopplung eines Geräts für die elektrothermale Verdampfung

mit der ICP-OES

In den folgenden Abschnitten wird im Speziellen die Kopplung der ETV- von S S-
 an die IRIS I HR D von T E beschrieben. Die hierbei erörterte
Problematik betri nichtsdestotrotz die ETV-ICP OES Kopplung im Allgemeinen. Die vorgestellte
Sowareerweiterung fürOrigin® kannmit geringenAnpassungen auch für die Auswertung vonDaten
verwendet werden, die mit anderen Gerätekombinationen erhoben wurden.

.. Problemstellung

Um Proben durch elektrothermale Verdampfung in das Plasma einzubringen, müssen eine Reihe von
Geräten synchronisiert zusammenarbeiten. Die Funktion dieser inAbbildung . dargestelltenGeräte
wird im Folgenden kurz umrissen. Im Vergleich zur Messung von flüssigen Proben ergeben sich für die
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Graphitrohrofen 
+ Autosampler

Steuerungscomputer der ICP 
OES

ETV4000

0
200
400
600
800
2500

 Te
m

p.
 (°

C)

0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit (s)

0
2000
4000
6000
8000

10000
12000

0
2000
4000
6000
8000
10000
12000P2154

dI
/d

t  
(C

TS
/s

)

dI/dt
Intensität

Arabidopsis
 (Samen)

In
te

ns
itä

t (
C

TS
)

 Arabidopsis Blatt  Tabak
 Lucerne

 Leer
Arabidopsis Samen

Te
m

p.
 (°

C)
dI

/d
t  

(C
TS

/s
)

d I
/d

t  
(C

TS
/s

)
dI

/d
t (

C
TS

/s
)

dI
/d

t (
C

TS
/s

)

0

20

40

60

80

100

0 10 20 30 40 50 60 70

Pb
220,353 nm (118)

0
1000
2000
3000
4000
5000
6000

0 10 20 30 40 50 60 70

S
182,034 nm

(142)

0
1000
2000
3000
4000
5000
6000

0 10 20 30 40 50 60 70

Zn
213,856 nm (122)

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

0
500

1000
1500
2000
2500
3000
3500

0 10 20 30 40 50 60 70

Mg
202,582 nm (129)

0

100

200

300

400

500

0 10 20 30 40 50 60 70

Na
268,034 nm

(97)

0
500

1000
1500
2000
2500
3000
3500

0 10 20 30 40 50 60 70

Mn
260,569 nm (101)

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

0

500

1000

1500

0 10 20 30 40 50 60 70

Al
186,231 nm (139)

0

500

1000

1500

0 10 20 30 40 50 60 70

Ca
219,779 nm (119)

0

50

100

150

200

250

0 10 20 30 40 50 60 70

Cd
226,502 nm (115)

0

100

200

300

0 10 20 30 40 50 60 70

Cu
224,700 nm (116)

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

dI
/d

t  
(C

TS
/s

)
Te

m
p.

 (°
C)

0

200

400

600

800

1000

Tabak 15:22 h
Leer  15:27 h

 Leer  15:33 h

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

Ca
219,779 nm (119)

0

200

400

600

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

Tabak 15:22 h
Leer  15:27 h

 Leer  15:33 h

Cu
224,700 nm (116)

0

2000

4000

6000

Tabak
(CRM VTL2)

S
182,034 nm (142)

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

0

1000

2000

3000

4000

5000

Arabidopsis
(Blatt)

S
182,034 nm (142)

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

dI
/d

t  
(C

TS
7s

)
 Te

m
p.

 (°
C)

0

1000

2000

3000

4000

5000

Arabidopsis
(Samen)

S
182,034 nm (142)

0
200
400
600
800

2500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

dI
/d

t  
(C

TS
/s

)
 Te

m
p.

 (°
C)

0
200
400
600
800

2500
0

500

1000

1500

Zeit (s)
0 10 20 30 40 50 60 70

S
182,034 nm (142)

Rohr kaputt gegangen?

0

500

1000

1500

2000

0

2000

4000

6000

0 10 20 30 40 50 60 70

 dI/dt korrekt
 dI/dt Teva 1.6
 Intensity

d I
/d

t  
(C

TS
/s

)

Zeit (s)

In
te

ns
itä

t  
(C

TS
)Mg

202,582 nm
(129)

0

200

400

600
1000
2000

0 10 20 30 40 50 60 70

Fe
216,677 nm (120)

0 10 20 30 40 50 60 70
0

500
1000
1500

5000
10000 P

215,408 nm (121)

Abb. .: Gerätetechnik der ETV-ICP
OES. Der Autosampler bestückt den
Graphitrohr-Ofen mit Proben, die zu-
vor an der integrierten Feinwaage in
Graphittiegel eingewogen wurden. Im
automatischen Modus löst das Schlie-
ßen der Ofentür ein Signal an das
Steuerungsgerät der ETV (ETV)
aus, welches daraufhin ein Programm
zur Verdampfungder Probe abarbeitet.
Gleichzeitig gibt dieses Steuerungsge-
rät ein Signal an den wartenden Steue-
rungscomputer der ICP OES, der dar-
aufhin mit der Messung beginnt.





 R T C: ETV ICP-OES  S

ETV-Kopplung einige Veränderungen in der Analytik, da ein grundsätzlich anderes Signal gemessen
wird.Der an die ICPOES angeschlosseneComputer hat die Funktion derKontrolle der ICPOESund
der Verarbeitung der Messdaten. Bei der üblichen ICP OES-Analytik wird hierbei manuell oder auto-
matisch durch einenAutosampler eine Lösung aufgesogen, zerstäubt, in das Plasma überführt und nach
Ablauf einer gewissen Vorspülzeit ein konstantes Signal gemessen. Da dieses Signal konstant bleibt, bis
die Probe aufgebraucht ist, kanndie Soware durch einenPreexposure für jedeEmissionslinie die Inten-
sität bestimmen und die Auslesefrequenz dieser Linien optimieren. Dies ist aufgrund der kumulativen
Arbeitsweise des Charge Injection Device (CID) Detektors notwendig: Durch den photoelektrischen
Effekt führen auf den Chip aureffende Photonen zu elektrischen Ladungen, die für jeden Pixel bis
zum Zeitpunkt des Auslesens gespeichert werden. Daher kann es bei zu niedriger Auslesefrequenz zur
Sättigung dieser Speicherpuffer kommen, wodurch kein korrektes Signal mehr gemessen wird. Durch
dieOptimierung der Auslesefrequenz können gleichzeitig sehr intensive und sehr schwache Emissions-
linien gemessen werden. Dieser dynamische Umfang ist bei Kopplung mit der ETV nicht gegeben, da
aufgrund des transienten Signals keineOptimierung derAuslesefrequenz für jede Emissionslinie durch
einen Preexposure erfolgen kann. Vielmehr wird für jedes Element ein Zeitfenster gesetzt, in dem die
Integration des Signals erfolgt. Die Auslesefrequenz in diesen Zeitfenstern ist für jede Emissionslinie
gleich. Das Integral über die Intensität gibt die vomDetektor in diesemZeitfenster gemessenenCounts
(CTS) an,wobei acht Photonen geräteintern einenCount auslösen.Angegebenwerden die gemittelten
Counts pro Sekunde (CTS · s¹).

Die T-Soware kann in einen Modus für die Detektion transienter Signale geschaltet werden,
kann aber nicht alle Geräte steuern, die im Fall der Kopplung der ICP OES mit der ETV synchroni-
siert zusammenarbeiten müssen. Im Modus zur Messung von transienten Signalen löst der Start einer
Messung in der T-Soware nicht die Messung an sich aus. Vielmehr wird auf ein Signal von einem
externenGerät –hier das Steuerungsgerät derETV–zumStart derMessung gewartet.Das Steuerungs-
gerät 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 groß: Zunächst muss der Kontrollcomputer der ICP OES in den Bereitschasmodus für eine
Messung geschaltet werden.Dannwird vomAnwender eine Probe amAutosampler eingewogen und in
den Graphitrohr-Ofen gebracht. Sobald dies geschehen ist, startet der Anwender das Steuerungsgerät
der ETV, welches ein Programm zur Verdampfung der Probe abarbeitet und gleichzeitig das Signal an
den Steuerungscomputer der ICP OES zum Start der Messung gibt. Diese Vorgänge können teilweise
automatisiert werden, indem derComputer der ICPOES nach jederMessung in den Bereitschasmo-
dus für die nächste Messung zurückkehrt (»Continuous Run«), der Autosampler die zuvor eingewo-
genen Proben automatisch sequenziell in den Graphitrohr-Ofen schiebt und das Steuerungsgerät der
ETV automatisch die Messung auslöst sowie die Probenverdampfung einleitet. Die Messung der ICP
OESmuss beendet sein, bevor die nächste Probe verdampwird, da die Sequenz des alsMaster fungie-





. E  A  P

renden Autosamplers nicht von den anderen Geräten unterbrochen werden kann. Dies ist ein großer
Nachteil, weil hierdurch beiGerätefehlernwie einem erloschenenPlasma oder einemdurchgebrannten
Graphitrohr meist alle folgenden Proben vernichtet werden. Die eingewogenen Mengen der gemesse-
nen Proben können zwar an den Steuerungscomputer der ICPOES übergebenwerden, aber dieT-
Soware kann diese – auch in der aktuellen Version . – nicht auslesen. Soll eine Kalibration für die
Messung von Pflanzenmaterial innerhalb der T-Soware erfolgen, müsste der Anwender extrem
genau vorgegebene Mengen Referenzmaterial (Certified Reference Material (CRM)) im Bereich von
≈  ng bis mg einwiegen. Dies gelingt nur mit vielen Korrekturen und ist daher ein sehr zeitauf-
wendiger Vorgang. Zudem ist es für die Berechnung der Elementkonzentrationen erforderlich, für 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 ähnlich einfach
und komfortabel gestaltet ist, wie bei der konventionellen ICP OES-Analytik von flüssigen Proben.
Wünschenswert wäre zudem eine verbesserte Datenauswertung und -aufbereitung. Nur dadurch kann
der erwünschte hoheDurchsatz für einen ScreenmitminimalemArbeitsaufwand erreicht werden. Als
Voraussetzungmusste zunächst eineMethode zurVerdampfung undAnalyse von Pflanzenmaterial eta-
bliert werden.Hierfürwurden zunächst geeignete Emissionslinien zur Bestimmung der Elemente iden-
tifiziert (Abschnitt ..). Gleichzeitig wurde ein Temperaturprogramm zur Verdampfung des Pflan-
zenmaterials entwickelt (Abschnitt ..). Für die automatisierte Analyse der Probenmittels eines -
fachAutosampler wurde der inAbschnitt .. beschriebene Arbeitsablauf etabliert. InAbschnitt .
wird eine Erweiterung fürO® beschrieben. Diese Erweiterung übernimmt die bei der ETV-ICP
OES-Analytik fehlende Funktionalität der T-Soware zur Kalibration der Methode und der Ana-
lyse von Proben. Auch wenn nur relative Elementgehalte verschiedener Proben verglichen werden sol-
len, ist eineKalibration derMethode immer notwendig:Das Sättigungsverhalten ist für alle Emissions-
linien unterschiedlich undwürde zu falschenErgebnissen führen, wenn es nicht durch eineKalibration
korrekt beschrieben wird. Über die Berechnung der Elementkonzentrationen hinaus können mit der
vorgestellten Erweiterung Experimente mit einer großen Anzahl von Proben ausgewertet werden –
inkl. der graphischen Darstellung aller Analysen.

. Entwicklung einer Analysemethode für Pflanzenmaterial

.. Wahl geeignter Emissionslinien zur Elementbestimmung

Für die Quantifizierung eines Elements müssen geeignete Emissionslinien gewählt werden, die eine
Reihe von Kriterien erfüllen: Zum ersten darf es bei dieser Linie nicht zur Interferenz mit anderen
Matrix- oder Analytlinien kommen, d. h. die Linie muss spezifisch für dieses Element sein. In der Ein-
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leitung wurde erörtert, dass die Unterschiede in der atomaren Konfiguration für alle Elemente eigent-
lich spezifische Emissionslinien bedingen. Allerdings liegen diese vielfach so dicht beieinander, dass
sie von der Optik nicht spektral getrennt werden können. Bei der Auswahl der Analytlinien sind da-
her einige Kriterien zu beachten: Erstens sollte für eine Analytlinie bei der IRIS I HR D
im Bereich von ±, nm keine messbare Emission einer zweiter Linie vorliegen. Man konzentriert
sich daher auf auf solche Analytlinien, in deren Nähe entweder nur extrem schwache Emissionslini-
en von häufigen Elementen oder nur Emissionslinien von sehr seltenen Elementen liegen. Gute An-
haltspunkte liefert hierbei die mit der T-Soware mitgelieferte Wellenlängenbibliothek. Zweitens
muss die Intensität dieser Analytlinie bei den erwarteten Elementkonzentrationen im gut detektierba-
ren Bereich sein. Sie sollte nicht unter ≈ CTS · s¹ und möglichst nicht über CTS · s¹ liegen.
Drittens sollte die Linie gut kalibrierbar sein (Abschnitt ..). Für Punkt zwei und drei muss sicher-
gestellt werden, dass die Elementkonzentrationen im Kalibrationsmaterial und in den Proben ähnlich
sind. In einem großen spektralen Bereich bedingt die Eigenemission des Argonplasmas einen intensi-
ven Hintergrund (siehe Abbildung in Tabelle .). Schwache Emissionslinien in diesem Bereich sind
prinzipiell messbar, da für die Quantifizierung jeder Emissionslinie eine Hintergrundkorrektur ange-
wendet wird: Die hierfür notwendigenHintegrundintensitäten werden aus Pixeln auf demCID-Chip
ausgelesenen, die der Anwender in einem Bereich von ±, nm neben der Analytlinie definiert. Die
dort detektierten Intensitäten werden von der eigentlichen Analytlinie subtrahiert. Eine starke Hin-
tergrundemission verschlechtert aber für schwache Emissionslinien das Signal/Rausch-Verhältnis und
führt bei starken Emissionslinien viel schneller zur Sättigung. Unter Berücksichtigung all dieser Krite-
rien wurden aus ≈  überprüen Emissionslinien die in Tabelle . aufgelisteten ausgewählt. Die in
dieser Tabelle aufgeführte Na-Emissionslinie bei , nm ist ein Beispiel für die zuletzt erwähnte
Problematik der starkenHintergrundemission:Obwohl hier beimaximaler Einwaage nur CTS · s¹
auf die Emission von Natrium zurückgehen, wird bereits die Sättigung des CID-Chips erreicht (Ab-
bildung . und .). Dies liegt an der starkenHintergrundemission durch das Argonplasma in diesem
spektralen Bereich. ImGegensatz dazuwird im vergleichsweise ungestörten Bereich der Zn-Emissions-
linie bei , nm selbst bei CTS · s¹ keine Sättigung erreicht. Für eine Reihe von Elementen
konnten keine Emissionslinien gefunden werden, die den oben aufgeführten Kriterien gehorchen. So
wurde keine der für As, Co, Cr, K, Ni und Mo getesteten Linien in die Methode aufgenommen. Mit
Ausnahme von K konnte für diese Elemente keine ausreichend intensive Emissionslinie bei der Ver-
dampfung der verwendeten Pflanzenmaterialien identifiziert werden. Bei allen intensiven Ni-Emissi-
onslinien kommt es zur Interferenzmit Si. Dagegen ist K sehr häufig in der Pflanze, weshalb nur relativ

Kosmische Häufigkeit der Elemente in Abbildung  in Holleman et al. ()
GetesteteLinien (Brechungsordnung):As, nm(),, nm(), , nm (),Co, nm(),
, nm (),Cr , nm (), , nm (),K , nm (), , nm (),Mo , nm (),
, nm (),Ni, nm(), , nm(), , nm().Die unterstrichenenLinien sind kalibrier-
bar, erreichen aber bei max. CRM-Einwaage < CTS · s¹.
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Tab. .: Emissionslinien für die Quantifizierung von Elementen in Pflanzenmaterial. In A und B ist der für die Detektion
relevante Bereich des CID-Chips dargestellt. A Intensitätsverteilung nach  s Exposition bei der Erhitzung eines leeren
Probengefäßes. Im oberen Bereich des Chips bis ≈  nm/. Brechungsordnung ist sehr deutlich die Eigenemission
des Argonplasmas zu erkennen. B Intensitätsverteilung nach  s bei der Verdampfung von CRM-VTL (CRM aus Tabak)
abzüglich der Intensität eines leeren Probengefäßes. Temperaturprogramm siehe AććĎđĉĚēČ ͱ.ͱ.

Element Wellenlänge Brechungs- Kalibrationsbreich

(nm) ordnung von bis
ng CTS · s¹ ng CTS · s¹

Al 186,231 139 6,6·10¹ / 1,6 8,6·10² / 62,2
Ca 219,779 119 35,0 / 5,9 46,0·10³ / 726,1
Cd 226,502 115 2,7·10⁴ / 0,6 3,6·10¹ / 14,0
Cu 223,008 117 2,3·10² / 3,1 27,8 / 71,5
Cu 224,700 116 ” / 5,7 ” / 115,5
Fe 216,677 120 3,7·10¹ / 5,5 4,9·10² / 887,9
Fe 217,805 119 ” / 1,3 ” / 244,6
Mg 202,582 129 7,0 / 15,5 9,3·10³ / 1567,0
Mn 260,569 101 6,8·10² / 0,3 90,0 / 349,6
Na 268,034 97 9,5·10¹ / 9,4 1,2·10³ / 118,7
P 203,349 128 6,1 / 5,4 8,0·10³ / 693,3
P 215,408 121 ” / 6,6 ” / 1133,0
Pb 220,353 118 3,7·10³ / 1,0 4,8 / 30,9
S 182,034 142 6,9 / 9,7 9,0·10³ / 409,7
S 182,034 144 ” / 0,8 ” / 30,7
Zn 206,200 127 6,6·10² / 2,7 87,3 / 404,5
Zn 213,856 122 ” / 24,0 ” / 2213,0

Bei Einwaage von  µg bis ,mg P-A (CRM aus Lucerne).
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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 überstrahlt wird.

.. ETV-Programm zur Verdampfung und Analyse von getrocknetem
Pflanzenmaterial

Die Verdampfung der zu analysierenden Probe geschieht in einem Graphitrohr, das durch Strom auf
bis zu  °C erhitzt werden kann. In dieses Graphitrohr wird die Probe in einem Graphittiegel ein-
gebracht, dessen Temperatur beim ETV-System durch einen Infrarotsensor gemessen wird. Alle
erhitztenKomponentenwerdenmitArgon umspült, umOxidation zu verhindern, wobei über die Pro-
be einArgon/Freon-Gemisch geleitetwird.Durch dasReaktionsgas Freonwird die Probe halogeniert,
wobei z. B. schwer verdampfbare Oxide und Carbide in leichter verdampfbare Halogenide umgewan-
delt werden (Kantor, ). Die Präsenz von Kohlenstoff im Reaktionsgas verhindert die Freisetzung

Freon geht auf den Markennamen von Dupont für halogenierte Kohlenwasserstoffe zurück – Fridgen® ist der Marken-
name von Hoechst hierfür. Für die hier durchgeführten Analysen wurde Dupont™Freon R® (CClF₃) eingesetzt.
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vonOxiden durchReduktion zuCOundCO₂ und verlängert dieHaltbarkeit desGraphitrohres durch
pyrolytische Beschichtung mit Ruß. Zudem treten weniger Ablagerungen im Kunststoffschlauch (z.B.
Tygon®, Teflon®) bei der Überführung des Aerosols ins Plasma auf. Dadurch wird die Transportef-
fizienz von  bis % auf  bis % erhöht (Friese et al., ). Dies ist deutlich höher als bei
Zufuhr von flüssigen Proben durch einen konventionellen Zerstäuber. Hier gelangen nur rund –%
der Probe ins Plasma – der Rest wird verworfen. Die genaue Zusammensetzung des ins Plasma injizier-
ten Aerosols ist nicht bekannt, aber es wird von einemGemisch aus Partikeln,Molekülen undAtomen
ausgegangen (Samuel et al., ). Durch die Zugabe von Freon wird die Atomisierung des Analy-
ten in der Gasphase allerdings stark unterdrückt (Kantor, ). Die Zusammensetzung ist schwer
zu untersuchen, da sie sich während des Transports im Zuge der Abkühlung des Dampfes ändert. Bei
der Verdampfung von komplexen Materialen wie Pflanzenproben ist zudem nicht vorhersehbar, wel-
che Verbindungen während der Verdampfung entstehen. Vor der Verdampfung von Pflanzenmaterial
muss ein Trocknungs- und Veraschungsschritt erfolgen, da es bei zu schneller und zu starker Erhitzung
zur Überladung und Auslöschung des Plasmas durch die schlagartig verpuffende Probe kommt. Ne-
ben der Verdampfung finden Vorgänge wie Schmelzen, Desolvatisierung und Zersetzung statt. Durch
die unterschiedlichen Verdampfungstemperaturen der verschiedensten chemischen Verbindungen fin-
det bei langsamer Temperaturerhöhung eine Art chromatographische Aurennung der Elemente statt.
Die Auflösung dieser »Chromatographie« wird limitiert durch Vermischungsvorgänge während der
Überführung ins Plasma. Ein geringer Innendurchmesser des Schlauches und eine hohe Gasflussge-
schwindigkeit reduzieren diesen Effekt, führen aber andererseits zu vermehrten Ablagerungen und
Kollisionen von Partikeln im Schlauch. Als günstiger Kompromiss haben sich –mm Innendurch-
messer und ein Gasfluss von ,–, l min¹ erwiesen (Friese et al., ). Idealerweise erreicht jedes
zu analysierende Element in einem wohl definierten Zeitfenster das Plasma. Hierin liegt der Haupt-
unterschied zur ICP OES mit flüssigen Proben: Bei letzterer liegt nach dem Probenaufschluss eine
relativ kleine Probeneinwaage stark verdünnt in einem großen Volumen vor. Durch den zusätzlichen
Transportverlust aufgrund des Zerstäubers ist die Konzentration der Probe im Plasma zu jedem Zeit-
punkt 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 Größenordnungen niedriger als bei flüssiger Probenzufuhr. Mittels eines Timescans kann für je-
des Element die Intensitätsänderung der Emissionslinien im Verlauf der Verdampfung (dI/dt) visuali-
siert werden. Anhand dessen wird ein Detektionszeitfenster für jedes Element in der T-Soware
gesetzt. Die Integration der Fläche unter dieser Intensitätskurve entspricht den CTS, die in diesem
Zeitfenster registriert werden. Ausgegeben wird allerdings nicht die Summe der detektierten Intensi-
tät, sondern die mittlere Intensität im Zeitfenster. Hierbei ist es problematisch, wenn bei zu langsamer
Erhitzung verschiedene chemische Formen eines Elements zumehr als einemPeak führen. Bei der Ent-
wicklung des Heizprogramms wurde dies häufig beobachtet: So wurde z. B. für Schwefel während der
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langsamer Erhitzung auf  °C ein Peak beobachtet und ein weiterer beim anschließenden Ausglü-
hen des Probengefäßes bei  °C (Abbildung .). Bei stufenweiser Erhöhung der Temperatur auf
 °C,  °C,  °C und  °C wurden sogar drei Peaks beobachtet. Über die Natur der Ver-
bindungen, welche diese Peaks hervorrufen, lässt sich ohne genauere Untersuchungen nur spekulieren.
Der erste Peak könnte auf organisch gebundenen Schwefel zurückgehen, da organische Verbindungen
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Abb. .: Multiple transiente Signale

für Schwefel bei der Verdampfung von

Pflanzenmaterial (oben) in Abhängig-

keit von Heizprogrammen (unten). Für

Details siehe AććĎđĉĚēČ ͱ.ͱ.

schon bei relativ geringen Temperaturen verdampfen oder sich
zersetzen. In der Pflanze ist relativ viel Schwefel organisch gebun-
denen in Form von z. B. iolgruppen und Disulfidverbindun-
gen in Proteinen oder in niedermolekularen Verbindungen wie
Glutathion, Phytochelatinen undGlucosinolaten.Der beimTem-
peraturanstieg auf  °CbeobachtetePeak gehtwahrscheinlich
auf anorganische Sulfate und Sulfide zurück. Diese schmelzen erst
bei bei viel höheren Temperaturen (z. B. MnSO₄  °C, Na₂SO₄
 °C, MgSO₄  °C, K₂SO₄  °C, CaSO₄  °C, MnS
 °C, CdSO₄  °C). Die genauen Verdampfungstempera-
turen sind schwer vorhersagbar:Ohne die Beimischung vonFreon
zerfallen Sulfate zu den entsprechendenOxiden (CaSO₄ > °C

GGGGGGGGBF GGGGGGGG

CaO+SO₃G G BF G GCaO+SO₂+¹−O₂). Die tatsächliche Dissoziation-
stemperatur ist abhängig vom SO₃-Partialdruck im Graphitrohr.
Da viele Metalloxide aufgrund der sehr hohen Verdampfungstemperaturen (Schmelztemperatur von
CaO  °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. CaCl₂ ≈  °C). Der beim Temperaturanstieg von  °C auf
 °C auretende Schwefel-Peak in Abbildung . geht wahrscheinlich ebenfalls auf eine anorgani-
sche Schwefelverbindungmit relativ niedriger Verdampfungstemperatur zurück. EineMöglichkeit um
diesen Annahmen nachzugehen wäre der Vergleich des beobachteten Profils mit den Temperaturpro-
filen von Standardsubstanzen. Allerdings wäre dies mit einer großen Unsicherheit behaet, da hierbei
die sehr komplexe Matrix des pflanzlichen Gewebes fehlen würde. Dieses Problem könnte reduziert
werden, indem eine Pflanzenprobe mit Standardsubstanzen gezielt »kontaminiert« wird und die re-
lativen Änderungen derPeaks untersucht werden. Problematisch sind diese verschiedenen chemischen
Verbindungen eines Elements bei der Bestimmung des Gesamtgehaltes dieses Elements in der Pflanze,
da hierfür die Fläche aller Peaks integriert werden muss. Liegen diese zeitlich weit auseinander, führt
dies zu einem sehr niedrigen Signal, da dieses – wie oben erwähnt – als Mittelwert der Counts im ge-
setzten Zeitfenster angegeben wird. Die Beschränkung auf die Integration von nur einem Peak bei der

Manche Sulifide sublimieren ohne zu schmelzen: ZnS  °C, CdS  °C.
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Kalibration mit einem Referenzmaterial sowie bei den Proben ist aus zwei Gründen 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 Verhältnisse der Peaks
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Abb. .:Das Verdampfungsprofil von Schwefel ist abhängig vomPflanzenmaterial. 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 ≈  s /  °C) und anorganischen Schwefel
(bei ≈  s /  °C) zurück. Das Verhältnis der zwei Peaks unterscheidet sich bei unterschiedlichen Pflanzenmaterialien.

zueinander bei unterschiedlichen Pflanzenmaterialien variieren. Eine genaue Aussage über die Verhält-
nisse der Peaks zueinander ist anhand derTimescans nicht möglich: Die Auslesefrequenz der Pixel des
CID-Chips lag bei den dargestelltenTimescans deutlich unter der Auslesefrequenz im Analysemodus.
Bei extrem starken Intensitätsanstiegen kommt es hierdurch zu Artefakten. Aufgrund der erwähnten
Problemewurde angestrebt, einTemperaturprogrammzu entwickeln, bei dem jedes Element nur einen
Peak hervorru.Wurde die Temperatur direkt nach einer Veraschungsphase von  sDauer bei  °C
auf > °C erhöht, kam es bereits bei sehr geringen Einwaagen von ≈ ng zum Erlöschen des
Plasmas. Dies geht auf einen übermäßigen Energieentzug zurück, was als Überladung bezeichnet wird.
Werden große Probenmengen schlagartig verdamp, kommt es zu einer hohen Elementkonzentration
im Plasma. Die Atomisierung, Ionisierung und Anregung der Elemente entzieht hierbei viel Energie.
Zudem kann es zum Mitreißen von Partikeln beim schlagartigen Verpuffen der Probe nach unzurei-
chender Veraschung kommen. Bei Probenmengen, die zum »Flackern« des Plasmas führen, wird bei
einigenElementen eine scheinbare geringereKonzentration festgestellt als bei niedrigerenProbenmen-
gen.Dies liegt an unzureichenderAnregung der Elemente durch das zu kühle Plasma. Auch beim zuvor
erwähnten Programmmit langsamer Erhöhung auf  °C vor demAusglühen (Abbildung .) kam
es bei Einwaagen >mg häufig zur Überladung des Plasmas. Im Fall des zweiten in dieser Abbildung
dargestellten Programms mit Temperaturerhöhung in vier Stufen auf  °C (jeweils ≈ s bei ,
 und  °C) konnten bis zu ,mg Pflanzenmaterial verdamp werden. Allerdings war Schwefel
aufgrund der drei auretenden Peaks nicht quantifizierbar. Beim letztendlich gewählten Temperatur-
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programm wird die Probe zunächst  s auf  °C erhitzt. Dies gewährleistet ausreichende Trock-
nung und teilweise Veraschung des Pflanzenmaterials, ohne dass während dieser Phase eine Schwefel-
form verdamp. Darauin folgt ein zweiter Veraschungsschritt bei  °C, der mit  s relativ kurz
gewählt wurde. Die Verdampfung aller Elemente erfolgt durch Erhitzung auf  °C für  s. Die-
ses Programm erlaubt die Analyse von relativ großen Einwaagen bis ,mg und führt nur bei wenigen
Elementen zu zweiPeaks. Diese liegen dicht beieinander, weshalb die Fläche unter beidenPeaks zusam-
menfassend integriert werden kann. Zu den Elementen, für die zwei Peaks detektiert wurden, gehören
Cu und Ca. Bei diesen Elementen trat der zusätzliche Peak aber nicht während der Veraschungspha-
se bei  °C auf. Vielmehr kam es bei Ca nach der Erhöhung der Temperatur auf  °C zu einem
scharfen Peak, dem ein zweiter folgte, der sich weit in die Abkühlungsphase hinein erstreckte. Für Cu
trat der zweite Peak sogar nach dem  °C-Ausglühschritt auf. In Abbildung . ist das Ergebnis
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Abb. .: Artefakt-Signale für Cu und
Ca bei der Verdampfung von Pflan-
zenmaterial. Bei drei direkt aufeinan-
derfolgenden Verdampfungen wur-
de dasselbe Probengefäß verwendet.
Nur bei der ersten Verdampfung er-
folgte die Einwaage von Pflanzenma-
terial. Für beide Elementewurde auch
bei leerem Probengefäß ein zweiter
Peak beobachtet. Die Intensität die-
ses Peaks nahm für Cu im Laufe der
Messungen zu und für Ca ab.

dreier Verdampfungenmit demselbenGraphittiegel dargestellt, wobei nur bei der ersten Verdampfung
die Einwaage von Pflanzenmaterial erfolgte. Der zweite bei Ca auretende Peak wurde hierbei auch
beim leeren Graphittiegel beobachtet, nahm aber von Experiment zu Experiment ab. Für Cu nahm
die Intensität 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 CaC₂
(CaO+C > °C

GGGGGGGGGBF GGGGGGGGG CaC₂+CO), das bei  °C schmilzt und sich erst bei  °C zersetzt. CaC
wird technisch in riesigen Mengen imCarbidofen unter fast identischen Bedingungen hergestellt. Zur
Bildung vonCaO sollte es allerdings durch die Beimengung von ml · min¹ Freon zumArgonfluss von
, l · min¹ nicht kommen. Prell et al. () stellten für die Bildung vonCaC einenMechanismus vor,
dermittels derQuantentheorie von Festkörpern zu erklären ist: Das bei zunehmender Temperatur ver-
mehrt freigesetzte elementareCa lagert sich gemäß diesereorie an denKohlenstoff desGraphitrohr-
Ofens durch Wechselwirkung der bei diesen Temperaturen bereits angeregten Ca-Elektronen mit der
Elektronenband-Struktur des Kohlenstoffs an. Im angelagerten Zustand bildet sich durch Änderung
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 häufigsten Elemente in der Pflan-
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ze. Die erste Verdampfungsphase von  s Dauer bei  °C reicht hierbei offensichtlich nicht aus
um alles CaC zu verdampfen, weshalb es zu einem »Mitschleppeffekt« kommt. Die Ausdehnung des
Peaks bis in die Abkühlphase hinein deutet auf kontinuierliche Chlorierung von CaC hin: Solange die
Temperatur über  °C liegt, würde CaCl₂ verdampfen – aber nicht CaC. In Abbildung . ist zu
erkennen, dass nach zweimaligem »Ausbrennen« des Probengefäßes kein Signal für Ca mehr detek-
tiert werden konnte. Es wurde bisher nicht getestet, ob durch die Erhöhung der Freonmenge dieser
zweite Peak bei Ca unterdrückt werden kann. Eine Erhöhung der Freonflusses birgt die Gefahr der py-
rolytischen Beschichtung der Probe mit einer schützenden unreaktiven Kohlenstoffschicht (Hamier
und Salin, ). Neben dem Umstand, dass aufgrund der CaC-Bildung Ca nicht korrekt quantifi-
ziert werden kann, trägt 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 CaCl₂ oder LaCl₂ zum Analyten (Welz et al., ).
Die Haltbarkeit des Graphitheizrohres ist mit  bis  Messungen schon relativ gering. Für VaCl₄
und CrCl₃ wurde gezeigt, dass bei Temperaturen über  °C die Dissoziation der Chloride deren
Bildung überschreitet, mit einhergehender Restauration der Carbidbildung (Matousek und Powell,
). Möglicherweise kann das Problem des zweiten Peaks für Ca in zukünigen Versuchen gelöst
werden, indem die Temperatur des Verdampfungsschrittes von  °C auf ≈  °C gesenkt wird.
Wird diese Phase zudem verlängert, kann eventuell durch die effektivere Chlorierung alles Ca in einem
Ausheizschritt verdamp werden. Die Reduktion der Temperatur könnte auch das zweite Problem lö-
sen: Für Cu wird angenommen, dass der zweite Peak auf Kontamination aus dem Gerät zurückgeht,
die mit steigender Erwärmung der Apparatur zunimmt. In Abbildung . sind die Timescans für al-
le Elemente dargestellt, die mit der entwickelten Methode gemessen werden. Für Cd, Fe, Na und Pb
wird wie bei Schwefel vor dem Verdampfungsschritt bei  °C ein zweiter Peak während der Vera-
schungsphase bei  °C beobachtet. Hierbei liegen offensichtlichMetall-Schwefel-Verbindungenmit
niedrigenVerdampfungstemperaturen vor,möglicherweise in FormvonKomplexen dieserMetallemit
den schwefelhaltigen organischen Komplexbildnern wie Phytochelatinen.

Erschwerend bei der Analyse der Zeitabhängigkeiten der Verdampfung für die Entwicklung des op-
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Abb. .: Timescanbug der TĊěĆ Software.

timalen Temperaturprogramms war der erst sehr spät ent-
deckte Umstand, dass die T-Soware die erste Ableitung
der Intensität dI/dt meist fehlerha berechnet (Abbildung
.). Die von der Soware angezeigten Peaks sehen häufig
wie in dieser Abbildung aus und verschwinden bei sehr ab-
rupten Änderungen der Intensität komplett. Für die Neube-
rechnung undDarstellung der Zeitabhängigkeitenwurde da-
her ein zusätzliches Origin®-Plugin programmiert, mit dem
die Analyse nach Export der Rohdaten extern erfolgen kann. Die in dieser Arbeit dargestellten Inten-
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Abb. .: 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
Temperaturerhöhung um  °C mit ≈ – s Verzögerung. Die erste Phase von  s Dauer bei  °C dient der Trock-
nung und teilweisen Veraschung des Pflanzenmaterials. Veraschung erfolgt durch Erhitzung auf  °C für  s. Für die
Verdampfung der Elemente wird anschließend für  s auf  °C erhitzt. Die Abkühlung von  °C auf ≈  °C dau-
ert beim verwendetenWasserkreislauf-Kühlsystem :min. Dargestellt ist für die angegebenen Emissionslinien die In-
tensitätsänderung dI/dt, die von der ICP OES nach dem Start der Messungen im Timescan Modus detektiert wurde.
Zusätzlich zu der Wellenlänge, wurde die gerätespezifische Brechungsordnung angegeben, bei der diese Wellenlänge
gemessenwurde.Mithilfe dieser Timescanswerdendie gelb dargestellt Zeitfenster gesetzt. Für dieMessung von Proben
im Quantifizierungsmodus wird durch die TĊěĆ-Software für jedes Element die mittlere Intensität in diesem Zeitfenster
in CTS · s¹ angegeben.
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sität-Zeit-Diagramme wurden alle extern mit dieser Sowareerweiterung in Origin® berechnet und
repräsentieren somit nicht die Ausgabe der T-Soware. Genauere Untersuchung des Fehlers ergab,
dass für den Zeitraum starker Intensitätsänderungen der korrekt berechnete Wert am Anfang der Än-
derung für alle folgendenWerte lediglich kopiertwird.Dies betri auch dieAbleitungen der Intensität
vonPixeln, die für dieHintergrundkorrektur verwendetwerden (Abschnitt ..) – obwohl bei diesen
naturgemäß keine großen Intensitätsänderungen aureten.

.. Methodik zur automatisiertenMessung von fünfzig Proben

Wie zuvor erwähnt, ist die T-Soware nicht in der Lage, die im Autosampler gespeicherten Ein-
waagen der Proben zu lesen und mit den Daten der ICP OES zu verknüpfen. Die vomAutosampler an
den seriellen Port des Kontrollcomputers der ICP OES übermittelten Einwaagen werden daher mit
einem separaten Terminalprogramm empfangen und in einer ASCII-Datei gespeichert. Die Einwaage
der bis zu fünfzig Proben geschieht am Autosampler mit Hilfe der integrierten Feinwaage. Darauin
wird der Kontrollcomputer der ICP OES in den oben beschriebenen Modus für 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 über
den zuvor beschriebenenHandshake-Mechanismus eineMessungmit der ICPOES.Wenn alle fünfzig
Proben gemessen wurden, wird mit der T-Soware eine E Tabelle exportiert, in der für jede
gemessene Emissionslinie die Rohdaten (CTS · s¹) aller Proben aufgelistet sind. Innerhalb der T-
Soware wird keinerlei Auswertung durchgeführt, weshalb Kalibrationsdaten genauso wie normale
Proben analysiert werden.

. Erweiterung für Origin® v. und v.O ist ein Programm zur Erstellung von wissenschalichen Graphen und zur Datenanalyse. Zur
automatisierten Steuerung der Soware bietet es die proprietäre SkriptspracheLT. Seit der Ver-
sion . unterstützt es zusätzlich die komplette Syntax von ANSI-C sowie einige C++ und C# Merk-
male.Hiermit ist dieGrundlage gegeben,O® an die eigenenBedürfnisse anzupassen.Dabei kann
auf alle verfügbaren Funktionen zur Manipulation und Analyse der Daten sowie zur Erstellung von
Graphen zurückgegriffen werden.

.. Funktionalität

Für die Auswertung der Rohdaten der ETV-ICP OES Analytik wurde die im Folgenden vorgestell-
te Sowareerweiterung für 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 O v. installiert ist –
durch Doppelklick auf das Symbol am Seitenrand installiert werden. Hierdurch erscheint in O
eine neue Werkzeugleiste mit sechs Buttons, welche die folgende Funktionalität bieten:

• Kalibrationsdaten laden
• Kalibrationsdaten fitten (zwei alternative Buttons)
• ETV-Messungen laden und Elementkonzentrationen berechnen (zwei alternativeButtons)
• 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 standardmässig Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet
und graphisch dargestellt. Vor dem Laden von neuenMessungen können neue Kalibrationsdaten gela-
den werden. Die Berechnung der Elementkonzentrationen von neu geladenen Messungen wird immer
auf Grundlage des zuletzt durchgeführten Fits der Kalibrationsdaten durchgeführt. Dies erlaubt in ei-
nemProjekt die zusammenfassendeAuswertung undDarstellung vonExperimenten, die sich über viele
Tage erstrecken.Hierdurch ist esmöglich, bei großenExperimentenmit hunderten oder tausenden von
Proben – wie einem Screen auf den Elementgehalt von Individuen einer EMS-mutagenisierten Popu-
lation – in wenigenMinuten einenÜberblick über 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, müssen zunächst die Parameter von
Regressionsfunktionen berechnet werden, welche die Abhängigkeit zwischen den Elementkonzentra-
tionen und den gemessenen Signalen der Emissionslinien beschreiben. Hierfür werden drei Daten-
quellen vom Programm in einer Tabelle zusammengefasst: Zum ersten sind dies die Einwaagen des
Kalibrationsmaterials. Diese ASCII-Datei wird – wie oben erwähnt – von einem Terminalprogramm
geschrieben, welches dieGewichte bei der Einwaage amAutosampler empfängt. Die zweiteDatenquel-
le ist eine ASCII-Datei, welche die elementare Zusammensetzung des Kalibrationsstandards enthält.
Die dritte Datenquelle ist eine E-Datei, welche in chronologischer Reihenfolge die Rohdaten der
gemessenen Elemente enthält. Die Tabelle wird mit dem T Report Manager als Horizontal Table
Report exportiert. Sie sollte der Nomenklatur »Bezeichnung.r.xls« folgen, wobei den dazugehörigen
Einwaagen dieselbe Bezeichnung mit der Erweiterung »*.rwe« gegeben werden sollte. Dies ermög-

Die Funktion der Buttons wird angezeigt, wenn der Mauszeiger über ihnen schwebt. Beispieldaten aus dieser Arbeit
werden bei der Installation des Pakets unter ’C:\ETV-Auswertung Beispiel’ gespeichert und können z. B. mit derDemo-
version (http://www.originlab.com) analysiert werden.
Um Missverständnisse zu vermeiden, wird in dieser Arbeit statt »Anpassung« oder »Ausgleichskurve« das englische
Wort Fit verwendet.



http://www.originlab.com

Toralf Senger
EIODA
EIODA: Plugin für Origin zur Auswertung von Daten, die mit der hier vorgestellte Methode der ETV ICP-OES Kopplung erhoben wurden. Installation durch Doppelklick; Speichern durch Rechtsklick.
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licht, dass beim Laden der E-Tabelle die zugehörigen 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 enthält.
Es werden nur die Emissionslinien von Elementen geladen, für die ein Wert in dieser Datei existiert.
Alle anderen Linien werden ignoriert. Im O®-Projekt werden zwei Ordner angelegt, welche die
geladenen Daten bzw. die Graphen für alle geladenen Emissionslinien enthalten.

Fit der Kalibrationsdaten Idealerweise herrscht ein direkter linearer Zusammenhang zwischen der
Intensität Iij einer Emissionslinie und der Konzentration c der Atome im Plasma (Heckmann undTrä-
bert (), Gleichung (.)):

Iij = β · c. (.)

Iij steht hierbei für die Intensität, die beim Übergang eines Elektrons vom Energielevel i zum Energie-
level j. Die Wahrscheinlichkeit für einen solchen Übergang Aij verbirgt sich hierbei im Factor β:

β = αAij
gi

g0
hvije−Ei/(kT). (.)

Hierbei sind gi und g0 statistische Gewichte für den angeregten bzw. Grundzustand, h ist die Planck-
Konstante, vij die Frequenz des Übergangs, Ei ist das Anregungspotential des Atoms, k die Bolzmann-
Konstante, T die absolute Temperatur und α ist das Verhältnis der Atomdichte im Plasma zur Ele-
mentkonzentration in der Probe. Tatsächlich kommt es aber bei steigenden Atomkonzentrationen im
Plasma zur Selbstabsorbtion. Durch die Einführung des zusätzlichen Faktors b in Gleichung (.) zur
Berücksichtigung dieses Umstandes erhält man die Scheibe-Lomakin-Funktion – die Grundfunktion
der quantitativen Spektroskopie:

Iij = β · cb. (.)

Der Bereich, in dem die Kurve annähernd linear ist, wird als »dynamischer Umfang« bezeichnet. Er
kann bei der ICP OES bis zu vier Größenordnungen umfassen und ist für die ICP-MS sogar noch
etwas größer. Aufgrund der inAbschnitt .. erwähnten Limitierung bezüglich der Auslesefrequenz
der einzelnen Linien im Modus für transiente Signale ist der dynamische Umfang bei Kopplung mit
der ETV etwas niedriger. Im Gegensatz zum bisher Erörterten liegen im Plasma hauptsächlich Ionen
und keine Atome vor. Die Scheibe-Lomakin Funktion zur Berechnung der absoluten Intensitäten gilt
– mit einem modifizierten Term (.) – auch für angeregte Ionen. Zum Fit der Graphen wurde daher
zunächst die Scheibe-Lomakin-Funktion mit einem zusätzlichenOffset-Term a implementiert:

I = f (c) = β · cb + a. (.)

Im Folgenden wird I am Sinne von Iij verwendet.


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Die Konzentrationen c können hiermit aus den Intensitäten I durch die Umkehrfunktion

c = f−1(I) =
(

I − a
β

) 1
b

(.)

berechnet werden. Die Funktion (.) kann sehr gut an die Kalibrationsdaten angepasst werden. Al-
lerdings kam es aufgrund von Ausreißern im oberen Kalibrationsbreich bei Cd und Pb häufig zu An-
passungen, die statt Sättigungskurven zur Signalachse gebogene Kurven beschreiben. Solche Kurven
können durchaus der Realität entsprechen, wenn es mit zunehmender Probeneinwaage zu einer stei-
genden Transporteffizienz kommt (Kantor und de Loos-Vollebregt, ). Dies wurde jedoch in die-
ser Arbeit nicht beobachtet. Dies ist inÜbereinstimmungmit der Tatsache, dass die Transporteffizienz
bei der Zugabe des Reaktionsgases Freon – auch schon bei niedrigen Probeneinwaagen – sehr hoch ist
(siehe Abschnitt ..). Ausreißer im unteren Kalibrationsbereich führten bei Anpassungen mit der
Funktion (.) ebenfalls zu Kurvenverläufen, die einen exponentiellen Anstieg anstatt einer Sättigung
beschreiben.Weiterhin verlaufen die Kurven bei gekrümmtemVerlauf inmanchen Fällen oberhalb des
letzten Kalibrationswertes. Dies entspricht rein optisch nicht der Sättigung, die aufgrund der gemesse-
nen Kalibrationswerte erwartet wird. Aufgrund dieser Probleme wurde als alternative Sättigungsfunk-
tion die Hyperbelfunktion (.) implementiert:

I = f (c) =
A · c
c + k

+ b. (.)

Diese Funktion unterscheidet sich von der klassischen Hyperbelfunktion durch den zusätzlichenOff-
set-Parameter b. Dies ermöglicht die präzisere Anpassung an Kurven solcher Emissionslinien, die bei
 ng Einwaage schon eine gewisse Intensität zeigen. Beobachtet wurde dies nur fürNa.Die Berechnung
der Elementkonzentrationen erfolgte in diesem Fall durch die Umkehrfunktion

c = f−1(I) =
k(I − b)

A − I + b
. (.)

Vor dem Fit der Kalibrationsdaten kann der Anwender offensichtliche Ausreißer maskieren, wodurch
die oben erwähnten Probleme bei Anpassungen mit der Funktion (.) größtenteils vermieden wer-
den können. Die Maskierung geschieht durch Selektion der Ausreißer mit dem Maskierungswerkzeug
im Graphen. Diese Punkte werden beim Fit nicht berücksichtigt. Da die Hyperbelfunktion insbeson-
dere bei unmaskierten Ausreißern, robustere Ergebnisse lieferte wurde die Auswertung standardmäßig
hiermit durchgeführt. Allerdings unterscheiden sich beide Funktionen nach der Maskierung von Aus-
reißern zumeist nur sehr marginal. In Abbildung . sind für jedes Element Kalibrationsdaten sowie
Kurven dargestellt, die durch Fits mit den Funktionen (.) und (.) erhalten wurden. Die Diagram-
mewerdendurchdasPlugin generiert, wobei Emissionslinienmit ähnlichenX-undY-Achsen in einem


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I = f (c) =
A c

c + k
+ bFitfunktionen: I = β · cb + af (c) =
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Abb. .: 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 für OėĎČĎē® 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 (grüne Kurven) werde nahezu identische Anpassungen an die Daten erhalten. Der Verlauf der
Hyperbel bei hohenElementkonzentrationenüberdenkalibriertenBereichhinaus entspricht häufigeherder 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 standardmäßig alle inTabelle . aufgelisteten Linien gemessen werden. Die alter-
nativen Emissionslinien ergeben identische Kurvenverläufe, die sich nur in den gemessenen CTS · s¹
unterscheiden. Vom Programm werden in einer Tabelle für die generierten Fits alle Parameter, deren
Fehler, sowie das Bestimmheitsmaß R2 und die minimierte Prüfgröße χ2 gespeichert. Sollten anhand
der Kurven oder dieser Parameter fehlerhae Fits erkannt werden, ist erneutes Fitten nach dem Mas-
kieren problematischer Datenpunkte möglich, bevor Messungen geladen werden. Die Funktionalität
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 für Al, Ca, Mg, und P der Verlauf der Hy-
perbel bei hohen Elementkonzentrationen über den kalibrierten Bereich hinaus eher der Erwartung
entspricht. Häufig wird dies auch für Schwefel beobachtet. Treten bei Messungen CTS · s¹ im oberen
Kalibrationsbereich und darüber hinaus auf, liefert die Hyperbelfunktion demnach akkuratere Ergeb-
nisse.

LadenvonMessungen DasLadenderRohdaten indas Projekt geschieht analog zumLadenderKali-
brationsdaten. Insofern bei der Benennung der beiden benötigtenDateien dieNomenklatur»Bezeich-
nung.s.xls« für ICP OES-Rohdaten und »Bezeichnung.swe« für 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 parts per million (ppm) berechnet.
Sollen die Elemenkonzentrationen auf Grundlage der Parameter der Scheibe-Lomakin-Funktion mit
deren Umkehrfunktion (.) berechnet werden, müssen die Daten mit der entsprechenden Import-
funktion geladen werden. In diesem Fall werden die Elementkonzentrationen nur für Proben berech-
net, derenCTS · s¹ imKalibrationsbereich liegen. Für dieHyperbelfunktion erfolgt die Berechnung in
einem um den Faktor , 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 ungefährer 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 (siehe oben). Werden beim Laden der Messungen
technische Wiederholungen von Messungen derselben Probe auf Grundlage identischer Probenbe-
zeichnungen nicht erkannt, können diese interaktiv manuell eingegeben werden.

Auswertung der geladenen Messungen Bei Wahl dieser Funktion werden alle geladenen Messun-
gen in einer Tabelle zusammengefasst. Insofern technischeWiederholungen vonMessungen derselben
Probe vorliegen, wird für diese der Mittelwert und die Standardabweichung der Konzentration (ppm)
berechnet. Bei der darauin folgenden graphischen Darstellung dieser Tabelle werden wahlweise al-
le Emissionslinien eines Elements in einem Diagramm zusammengefasst oder in je einem Diagramm
dargestellt. Zur Einschätzung der Verlässlichkeit der berechneten Werte erfolgt in jedem Diagramm
eine Gegenüberstellung des kalibrierten Bereichs mit dem Bereich der CTS · s¹, die für die Proben ge-
messen wurden. Für die Proben wird hierbei ein Boxplot dargestellt: Die Box reicht vom % bis zum
%-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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.. Vergleich des Elementgehalts von Samen von Arabidopsis-Ökotypen

Um die entwickelte Methode der ETV-ICP OES-Kopplung zu testen, wurden Elementgehalte im Sa-
men von  Arabidopsis-Ökotypen mit je drei technischen Wiederholungen gemessen (Abbildung
.). Die Daten von  Ökotypen mussten verworfen werden, da ein verschlissenes Graphitheizrohr
im Verlauf der Messung zum kontinuierlichen Ansteigen der Messwerte und Standardabweichungen
führte. DieÖkotypenwurden nach geographischerHerkun ausgewählt. Eine kurze Beschreibung so-
wie Bilder der Pflanzen sind auf den Webseiten von ABRC und NASC zu finden. Als limitierender
Faktor für den Probendurchsatz stellte sich die Haltbarkeit des Graphitheizrohres heraus. Im Regelfall
war das Rohr nach nur rund  Messungen durchgebrannt. Die Lebensdauer des Graphitrohres reicht
somit gerade für die Lokalisation der Elemente auf demCID-Chip (»Mapping«), dieKalibration und
die Analyse von  Proben mit je drei Wiederholungen. Die Einwaage der Proben am Autosampler
in einen -fach Probenteller und die automatische Analyse dauert rund anderthalb Stunden. Ohne
Wechsel des Graphitrohres sind somit ≈  Proben mit drei technischen Wiederholungen an einem
Tag messbar. Aufgrund des Zeitverlustes beim Einbau eines neuen Graphitrohres und der erneuten
Kalibration sind nur rund  Proben messbar. Zur Verlängerung der Haltbarkeit des Rohres wurde
der Argonstrom, der das Rohr zum Schutz umspült, über Petroleum geleitet. Hierbei wird angenom-
men, dass dies den Verschleiß teilweise kompensiert durch pyrolytische Neubeschichtung des Rohres
mit Kohlenstoff während der Erhitzung. Dies hatte keinen feststellbaren verlängernden Effekt auf die
Lebensdauer des Graphitrohres.

Von diesem Umstand abgesehen eignet sich die Methode sehr gut zur Analyse von Pflanzenproben.
DerArbeitsaufwand für dieAnalyse vonProben an einemTagbeträgt inklusive desAustauschs eines
Graphitrohres rund zwei Stunden. Die Analyse derselben Anzahl Proben nach Verflüssigung mittels
eines mikrowellenbescheunigten Säureaufschlusses dauert zwei Tage mit rund sechs Stunden Arbeits-
aufwand. Die Standardabweichungen in Abbildung . sind im Rahmen üblicher Werte. Die in die-
ser Abbildung hellgrau dargestellten Werte gehen auf je drei Messwerte an zwei verschiedenen Tagen
zurück, wobei unterschiedliche Graphitrohre und Kalibrationen verwendet wurden. Mit Ausnahme
von Schwefel führt dies zu keiner Erhöhung der Standardabweichung im Vergleich zu den anderen
Messwerten, was für die Robustheit der Methode spricht. Die erhöhte Standardabweichung im Fall
von Schwefel erklärt sich dadurch, dass aufgrund unterschiedlicher Probeneinwaagen unterschiedli-
che CTS · s¹ erhalten wurden: An einemTag lagen dieMesswerte am oberen Ende des kalibrierten Be-
reichs,wohingegen amzweitenTagdieMesswerte rund,-fachhöher als der höchsteKalibrationswert
waren. Wie in Abschnitt .. erwähnt, werden in diesem Bereich noch Elementkonzentrationen bei
Verwendung der Hyperbelfunktion berechnet. Hierdurch ist nach wie vor ein Vergleich mit anderen

http://www.arabidopsis.org/abrc/catalog/natural_accession_1.html
http://arabidopsis.info/MultiResult?ecotype=ecotype;range=10


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Abb. .: Elementgehalte in Arabidopsis-Ökotypen. Fortsetzung auf nächster Seite…
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Abb. .: Elementgehalte in Arabidopsis-Ökotypen – Fortsetzung. Für jeden Ökotyp wurden jeweils rund mg 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-AđċĆđċĆ (Lucerne) verwendet
wurde. Dargestellt sind dieMittelwerte ± SD von drei replikatenMessungen. Die hellgrau dargestelltenWerte gehen auf
je drei Messungen an zwei verschiedenen Tagen zurück. Für den Kalibrationsstandard P-AđċAđċĆwurde der Mittelwert
und die Standardabweichung auf Grundlage je einer Messung pro Tag berechnet. Die Diagramme wurden durch das
vorgestellte Programm generiert. Zur Einschätzung der Verlässlichkeit der berechneten Werte (ppm), wird hierbei in
jedemDiagrammder kalibrierteBereichdargestellt (inCTS · s¹, nichtppm!) undderBereich indemdieProbengemessen
wurden (CTS · s¹). Für die Proben ist der Bereich als Boxplot dargestellt: Die Box reicht vom %bis zum %-Quantil der
Daten. Zudem wird der minimale und der maximale gemessene Wert dargestellt. Idealerweise sollte diese Box mittig
im (linearen) Kalibrationsbereich liegen.

Probenmöglich, aber es gelten die oben erwähnten Limitierungen. Die in denDiagrammen angegebe-
ne Wiederfindung des Kalibrationsmaterials P-A liegt zwischen  und %. Der Vergleich
mit denDaten, die nach Säureaufschluss undAnalyse der flüssigenProben erhaltenwurden, zeigte, dass
mit Ausnahme von P mit den beiden Methoden vergleichbare Werte erhalten wurden (vergl. Abbil-
dung . und .). Die vergleichende Analyse derselben Probe mit beiden Methoden bestätigte dies
(Tabelle .).

Element Elementkonzentration (ppm)
ETV Säureaufschluss

Ca 33042,4 ±3394,9 36385,0 ±1520,3
Cd 0,02 ± 0,00 0,09 ± 0,10
Cu 13,4 ± 1,2 14,2 ± 0,2
Fe 33,3 ± 1,1 33,9 ± 5,4
Mg 5225,6 ± 299,6 5925,0 ± 75,0
P 8432,6 ± 592,8 6574,5 ± 546,6
S 14620,0 ± 678,8 15599,5 ± 512,4
Zn 51,9 ± 2,0 63,2 ± 19,5

Tab. .:Vergleich der Probenanalyse durch ETV-ICPOESmit der
ICPOES Analyse nach Säureaufschluss. Für nicht dargestellte Ele-
mente konnte aufgrund zu hoher oder zu niedriger Messwerte
entweder kein Wert berechnet werden, oder die Elemente wur-
den nicht mit beiden Methoden quantifiziert. Dargestellt sind
Mittelwerte ± SD von drei replikaten Messungen.
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 Diskussion

. Interaktionsscreen

.. Prinzipieller Test des Split Ubiquitin System

Vor der Durchführung von Interaktionscreens sollte die Funktion des Split Ubiquitin Systems (SUS)
prinzipiell getestet werden. Mit dem hier verwendeten SUS wurde weder für die positiven, noch für
die negativenKontrollen ein positives Interaktionssignal erhalten (Abschnitt .). FürAtAKTwurde
Selbstinteraktion bereits mit dem SUS gezeigt (Obrdlik et al., ), weshalb es als positive Kontrolle
eingesetzt wurde. Zu demhier verwendeten SUSweist das vonObrdlik et al. verwendete System einige
Unterschiede auf. Zum ersten ist es generell weniger stringent, wodurch auch schwache Interaktionen
angezeigt werden (s. S.  für Erläuterungen): Alle CUb-Fusionsproteine ergeben in Kombination mit
dem Wildtyp-NUb (NUbI) in Obrdlik et al. ein positives Interaktionssignal, was beim hier eingesetzten
SUS nicht der Fall war. Zudem sind die Peptid-Linker zwischen NUb/AtAKT und zwischen CUb/
AtAKT in Obrdlik et al. sechs bzw. sieben Aminosäuren länger als bei den hier eingesetzten Kon-
strukten (AtAKT/pNubAGW-L und AtAKT/pM-Cub). Die Länge und Sequenz der Linker hat
entscheidenden Einfluss auf das Ergebnis von Interaktionstest mit YH-Systemen, wie im folgenden
Abschnitt .. näher behandelt wird. Um die generell geringere Stringenz des von Obrdlik et al. ver-
wendeten Systems zu kompensieren, wurde hier anstatt der bei Obrdlik et al. verwendeten stringen-
testen NUb-Variante (NUbG) die weniger stringente NUbA-Variante des NUb-Vektors eingesetzt, um die
AtAKT-Selbstinteraktion zu bestätigen. Dass trotzdem keine Selbstinteraktion von AtAKT be-
obachtet wurde, ist möglicherweise den kürzeren Linkern der Vektoren pM-Cub und pNubAGW-L
zuzuschreiben. Allerdings erhalten auchObrdlik et al. für die Interaktion vonAtAKT mit sich selbst
nur unter solchen Bedingungen (mM Met) ein positives Signal, unter denen auch für andere Prote-
inpaare (z. B. AtKAT-CUb und NUb-AtSUT) unspezifische Signale erhalten werden. Da Kandidaten
von zu diesem Zeitpunkt bereits durchgeführten ersten Screens erfolgreich bestätigt werden konnten

Linker der NUb-Vektoren von Obrdlik et al.: NUb-PGGSTSLYKKAGSPTT-AtAKT (die einfach unterstrichene Se-
quenz ist homolog zum Linker von pNubI(A,G)GW und pNubAGW-L, vergl.Anhang A.); CUb-Vektor von Obrdlik
et al. (pMetYCgate):AtAKT-YPAFLYKVVGGGGSGGGGS-CUb; CUb-Vektor hier (pM-Cub):AtAKT-NPAFLY-
KVVDSY-CUb

Zur Modifikation der Stringenz innerhalb einer Variante des SUS vergl.Abbildung .
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(Abbildung .), kann trotz der negativen Resultate mitAtAKT auf die prinzipielle Funktionsfähig-
keit des SUS geschlossen werden.

.. Identifikation von Interaktoren fürAtMTP, - und -

Durch das Screening von zweiArabidopsis cDNA-Bibliotheken mithilfe des SUS wurden insg.  In-
teraktionskandidaten für vierMitglieder derCationDiffusion Facilitator-Familie identifiziert (Tabelle
.). Unter Verwendung der identifiziertenPrey-Vektoren der Bibliothekenwurden hiervon Kandi-
daten in diesem System nach Re-Transformation frischer Hefenzellen bestätigt (Abbildung .). Die
Sequenzierung derKandidaten ergab, dass sie  verschiedene Proteine kodierten. In der Liste derKan-
didaten in Tabelle . sind drei weitere Proteine enthalten, die bisher noch nicht im SUS überprü
wurden, aber als einzige Kandidaten für AhMTP und AtMTP weitergeführt wurden. Die in den
Bibliotheken im Screen identifiziertenPrey-cDNAswaren entweder stark verkürzt oder umfassten un-
translatierte Sequenzen am ’-Terminus. Für weitergehende Experimente wurde der vollständigeORF
der meisten Kandidaten aus mehreren Gründen neu kloniert: Zum einen könnte die Interaktion des
verkürzten Proteins mit dem jeweiligen Bait-MTP ein Artefakt sein, weshalb die Interaktion mit dem
vollständigen Protein überprüwerden sollte. Untranslatierte ’-Sequenzen könnten bei weitergehen-
den Experimenten unerwünschtemodifizierendeAuswirkungen auf die Expressionsstärke haben.Wei-
terhin kann nicht davon ausgegangen werden, dass verkürzte Proteine biologische Aktivität haben, ob-
wohl im Fall von autoinhibitorischen Domänen auch das Gegenteil zutreffen kann (z.B. C-terminale
autoinhibitorische Domäne der V-ATPasen AHA und AHA, s. Axelsen et al., ; Baunsgaard
et al., ).

.. Die Stärke der Interaktion konnte nicht bestimmt werden

Einfluss auf die Stärke einer Interaktion zwischen zwei Proteinen hat z. B. die Affinität der interagie-
renden Proteine zueinander, die Häufigkeit 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 nennenswerteAffinität der Proteine zueinander zurückgehen, son-
dern auf dieHäufigkeit des Zusammentreffens dieser Proteine. Tatsächlich zeigtenWittke et al. ()
für Membranproteine, dass durch ein Ura-Reporter-basiertes SUS auch unspezifische Interaktionen
zwischen Proteinen benachbarter Membranen (z. B. Golgi-/ER-/vakuoläre Membran) in Abhängig-
keit von der lokalen Konzentration dieser Proteine zu einem positiven Interaktionssignal führen kön-
nen. Innerhalb der existierenden Varianten des SUS, die sich durch verschiedene Kombinationen aus
Reportern und Selektionsmöglichkeiten kennzeichnen, ist die Stringenz des SUS durch die Verwen-
dung verschiedenerNUb-Mutanten desNUb-Vektors justierbar (Abbildung .). Für dieDurchführung
eines solchenTestswurde der vollständigeORFderKandidatenmit demGateway®-System in verschie-
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dene NUb-Vektoren kloniert. Wie in Abschnitt .. gezeigt wurde, fiel hier der stringentere Interak-
tionstest unter Verwendung der NUbA/NUbG Varianten für alle zehn getesteten Kandidaten negativ aus.
Zum einen könnte dies auf eine unspezifische Interaktion sowohl im primären Screen und als auch bei
der Bestätigung zurückgehen. Ein weitere mögliche Erklärung könnten 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 pCUP-Promotors zur Expression der cDNAs hat wahrscheinlich die
unterschiedliche Linker-Sequenz zwischen NUb und den klonierten cDNAs den größeren Einfluss auf
das Verhalten der Vektoren im SUS (Anhang A.). Die Sequenz und die Länge der Linker bestimmt
die räumliche Orientierung von NUb zum Prey-Protein. Änderungen derLinker können somit die An-
zeige einer zuvor beobachtet Interaktion zwischenBait und Prey verhindern, wenn hierdurch die zwei
notwendigen Interaktionen zwischen den vierKomponenten der beidenHybridproteine sterisch nicht
möglich sind (s. Schema inAbbildung.).DerselbeEinfluss, denLinker-Sequenzen auf die räumliche
Orientierung von NUb 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 hinzugefügt. Die Interaktion der Kandidaten unter Verwendung der NUbI-Variante
wurde zuvor nur mit den identifizierten Prey-Vektoren der Bibliotheken (pCUP-CGK bzw. pGOi)
überprü (Abbildung .). Um den Einfluss der veränderten Sequenz zwischen NUb und den identifi-
ziertenKandidat-Fragmenten auf das Ergebnis der Interaktionstests abzuschätzen,wurden zweiKandi-
daten in den Vektor pNubIGW kloniert. Beim anschließend durchgeführten Tropfentest (Abbildung
.) konnte für diese Kandidaten das in Abbildung . gezeigte Ergebnis des Interaktionstest nicht
bestätigt werden. Bemerkenswert ist hierbei, dass die Länge der Linker zwischen NUbI und der cDNA
in pNubIGW und dem Bibliotheksvektor pCUP-CGK nahezu identisch ist ( bzw.  Aminosäu-
ren, s. Anhang A.). Allerdings liegen bei den beiden getesteten Kandidaten im Vektor pNubIGW
 bzw.  (Atg bzw. Atg) zusätzliche Aminosäuren des N-Terminus im Vergleich
zum Vektor pCUP-CGK der cDNA-Bibliothek vor. In letzterem wurden jeweils nur kurze C-termi-
nalen Fragmente identifiziert ( bzw.  Aminosäuren), deren Interaktion mit den MTPs durch
Neutransformtion frischerHefen bestätigt wurde. Das unterschiedliche Ergebnis des Interaktionstests
bei Verwendung des NUbI-Vektors der Bibliothek im Vergleich zur Verwendung von pNubIGW könn-
te daher auch darauf zurückgehen, dass im vollständigen Protein die Domänen nicht zugänglich sind,
die beim verkürzten Protein die Interaktion mit dem Bait-MTP vermittelten. Um zu überprüfen, ob
die zusätzlichen Aminosäuren oder die unterschiedliche Linker-Sequenz die Anzeige der Interaktion
verhindern, sollten in einem zukünigen Experiment auch die im Screen identifizierten cDNA-Frag-
mente in pNubIGW kloniert werden. In jedem Falle wurde durch dieses Experiment für die beiden in
pNubAGW, pNubAGW und pNubIGW klonierten Kandidaten gezeigt, dass das negative Ergebnis
der stringenteren Interaktionstest nicht oder nicht nur auf die erhöhte Stringenz derNUb-Varianten zu-
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rückgeht: Die für die Stringenztests eingesetzten stringenterenVektoren pNubAGWund pNubGGW
sind – bis auf die Aminosäure  von NUb – identisch zu dem am wenigsten stringenten pNubIGW.
Wahrscheinlich verursachten die Veränderungen durch die Neuklonierung auch bei den anderen Kan-
didaten das negative Ergebnis der Stringenztests – und nicht die erhöhte Stringenz der NUb-Varianten.
Obwohl somit bisher die Stärke 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 . tat-
sächlicheCDF-Interaktoren sind – zumindest im heterologen Hefesystem.

.. Einfluss der CDF-Interaktionskandidaten auf die Zn-Homöostase inHefe

Der Test der Stärke der Interaktion ist zwar ein Mittel um falsch-positive Kandidaten herauszufiltern,
da es sich aber um ein heterologes System handelt, können hierbei auch tatsächliche Interaktoren ver-
loren gehen. Dies tri auch auf das Experiment zu, das zum Test des Einflusses der Kandidaten auf die
Metallhomöostase der Hefe durchgeführt wurde (Abschnitt ..). Hierbei wurden die Kandidaten
alleine und zusammenmit den entsprechendenCDFs in der Zn-hypersensitivenMutante zrc cot ex-
primiert. Einerseits bietet dieses Experiment dieChance, den qualitativenEinfluss des Interaktionskan-
didaten auf die Fähigkeit des CDF-Proteins abzuschätzen, die Zn-Sensitivität derMutante zu komple-
mentieren. Hiermit wäre ein erster Hinweis auf die Funktion der Interaktion des Kandidaten mit dem
CDF-Protein in der Pflanze gegeben. Anderseits können bei einem negativen Ergebnis aufgrund des
heterologen Systems keine Rückschlüsse bezüglich der Interaktion mit demCDF und deren Funktion
in planta gezogen werden. Wie in Abschnitt .. gezeigt, wurde für die meisten Kandidaten nur ein
sehr subtiler Einfluss auf die Zn-Sensitivität von zrc cot festgestellt. Lediglich Atg (putatives
Endomembran Protein ) bewirkte eine deutlich erhöhte Zn-Sensitivität von zrc cot – unabhän-
gig von der Co-Expression mitAtMTP. 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 unspezifischZn-transportiert undmutmaßlich zu erhöhtenZn-Konzentrationen in
der Zelle führt. Erhöhte Zn-Toleranz wurde nur im Fall der Co-Expression von Atg (AtPPI)
mitAtMTP beobachtet. Diesem ebenfalls im folgendenAbschnitt imDetail behandelte Kandidaten
wurde eine Erhöhung derAktivität der PlasmamembranH+-ATPaseAtAHA zugeschrieben (Moran-
dini et al., ; Viotti et al., ). Für alle verbleibenden AtMTP-Interaktionskandidaten wurde
in den beiden Experimenten kein eindeutiger Einfluss beobachtet und für die Interaktionskandidaten
von AtMTP, - und AhMTP wurden diese Experimente bisher nicht durchgeführt.
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.. Verknüpfung der Ergebnisse des Screens mit Literaturdaten und in silico
Analyse

Neben den durchgeführten Tests auf die Stärke der Interaktion lassen sich Rückschlüsse auf die Wahr-
scheinlichkeit einer echten, biologisch relevanten Interaktion zwischenKandidat undMTPauchdurch
den Vergleich von Daten wie der Lokalisation und dem Zeitpunkt der Expression auf zellulärer Ebene
und in der Pflanze ziehen.Diese Strategiewurde durchMiller et al. () angewandt, umdie von einer
anderen Variante des SUS detektierten  Interaktionen zwischen  Proteinen auf  Interaktio-
nen der höchsten Sicherheit zu reduzieren. Die hierbei verwendete Methode ist sehr elegant, aber ar-
beitsintensiv: Mithilfe von Robotern wurden alle  getesteten Proteine sowohl in einen NUb-Vektor
als auch in einen CUb-Vektor kloniert und Doppeltransformanten erzeugt, die ebenfalls maschinell auf
Arrays getrop 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 Glaubwürdigkeit der ursprünglich vom SUS detektierten Interaktionen.
Obwohl derUmfang dieser Experimente außerhalb derMöglichkeiten dieser Arbeit liegt, lässt sich der
Ansatz übertragen.

In Tabelle . sind die experimentell unterstützen subzellulären Lokalisierungen aufgelistet, die
durch Abfrage der SUBA Datenbank (Heazlewood et al., ) erhalten wurden. Zudem wurden
die durch A (Schwacke et al., ) und LOC (Nair und Rost, ) vorhergesag-
ten Lokalisierungen angegeben. Beide Vorhersageprogramme liefern momentan die besten Ergebnis-
se: A vereint die Ergebnisse von zehn bereits existierenden Programmen (s. Erklärung in
Tabelle .) und LOC simuliert durch die Aneinanderkettung mehrerer SVMs die zellulären
Mechanismen des Protein-Targeting. Für dieBaits AtMTP und - ist die Lokalisation in der vakuolä-
ren Membran in Hefe und in der Pflanze bekannt (Arrivault et al., ; Desbrosses-Fonrouge et al.,
; Kobae et al., ), und fürAtMTP kommt nur dieMembran der Vakuole oder des ER in Fra-
ge (Abschnitt ..). Interaktionskandidaten, diemit großer Sicherheit Transmembranhelices aufwei-
sen, sollten in der pflanzlichen Zelle Teil der benannten Membranen sein, um als wahre Interaktoren
für diese CDFs in Frage zu kommen. Wie schon in Tabelle . angemerkt, kann vakuoläre Lokalisa-
tion weder von A noch von LOC genau vorhergesagt werden und ist hier Teil des
Secretory pathway. Dies Vorhersage wird tatsächlich mit % Sicherheit für alle drei CDF von LOC-
 getroffen. Rund die Häle der von A abgefragten Vorhersageprogramme sagt für
AtMTP mit ≈% Sicherheit chloroplastidäre Lokalisierung voraus und die andere Häle mit der
selben Sicherheit mitochondriale Lokalisierung. Dies entspricht beides nicht der experimentell gefun-
denen vakuolären Lokalisierung des EGFP/AtMTP Fusionsproteins. Unter Beachtung dieses Um-
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standes kann es somit nur als positiver Hinweis gewertet werden, wenn für AtMTP und AtMTP-
Interaktionskandidaten der Secretory pathway vorhergesagt wird – wobei auch diese Vorhersage falsch
sein kann. Auch zytosolische Interaktoren sind für alle Baits vorstellbar, wobei diese auch membran-
verankert sein können (z. B. über Glycosylphosphatidylinositol, s. Borner et al., ).

Anhand vonTabelle . ist ersichtlich, dass eine Aussage bezüglich der wahrscheinlichen Lokalisie-
rung der Kandidaten häufig nicht eindeutig vorzunehmen ist. Sowohl die in silicoAnalyse als auch die
experimentellen Daten liefern in sich widersprüchliche Ergebnisse. Die auffälligsten sind:

• Atg/Cytochrom b Isoform /AtB-A (AtMTP-Interaktionskandidat): Von LOC-
 mit % Sicherheit im ER vorhergesagt (Wert geht auf SP-Annotation zu-
rück), durch massenspektrometrische Identifikation als Teil des ylakoidmembran-Proteoms
identifiziert (Peltier et al., ), Marmagne et al. () lokalisierten AtB-A als DsRed-Fu-
sionsprotein in der Plasmamembran.

• Atg/Malat Dehydrogenase, zytosolisch, putativ (AtMTP-Interaktionskandidat): Von
LOC als zytoplasmatisches odermitochondriales Protein vorhergesagt, durchmassenspek-
trometrische Identifikation einmal als Teil des Nukleus-Proteoms (Bae et al., ) und einmal
als Teil des Plasmamembran-Proteoms gefunden (Alexandersson et al., ).

Für die neunKandidaten, für die nebender computergestütztenVorhersage auch experimentelleDaten
der subzellulären Lokalisierung verfügbar sind, kann daher nur für fünf eine relativ sichere Aussage
getroffen werden:

• Atg/expressed protein (AtMTP-Interaktionskandidat): Chloroplastidäres Protein mit
zweiTransmembranhelices (A,LOC),wahrscheinlichTeil desylakoidmem-
bran-Proteoms (Peltier et al., ).

• Atg/tubulin α- chain-related (AtMTP-Interaktionskandidat):Chloroplastidäres Pro-
tein mit einer Transmembranhelix (A), wahrscheinlich Teil des ylakoidmem-
bran-Proteoms (Peltier et al., );Vorhersageder zytoplasmatischenLokalisierungdurchLOC-
 hat niedrige Wahrscheinlichkeit.

• Atg/senescence-associated family protein (AtMTP-Interaktionskandidat): Zweimal als
Teil des Plasmamembran-Proteoms identifiziert (Alexandersson et al., ; Marmagne et al.,
), Secretory Pathway in A und LOC.

• Atg/Anther Specific Protein AtAGP (AtMTP-Interaktionskandidat): Wird als »ex-
portiert« vorhergesagt (LOC, A; beide % Sicherheit). Die extrazytolo-
sische Verankerung mit der Plasmamembran über Glycosylphosphatidylinositol (GPI) wurde
von Borner et al. () vorhergesagt und bestätigt (Borner et al., ; massenspektrometri-
sche Analyse des Plasmamembran-Proteoms).

• Atg/Endomembran Protein , putativ (AtMTP-Interaktionskandidat): Als Bestand-
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teil des Zellwand-Proteoms identifiziert (Bayer et al., ), Secretory Pathway in A-
, mit fast niedrigster Wahrscheinlichkeit von LOC als Protein des Nukleus vorherge-
sagt (nicht DNA bindend).

Neben der subzellulären Lokalisierung sind auch Daten über die Verteilung der Expression in den
verschiedenen Geweben der Pflanze sowie der Zeitpunkt der Expression hilfreich, um eine Einschät-
zung bezüglich derWahrscheinlichkeit einer biologisch relevanten Interaktion zu vorzunehmen.Hier-
zu wurden durch AGE und mehrere kleinere Projekte generierte Affymetrix Genechip®-Daten mit Werkzeugen wie G (Zimmermann et al., ), BAR FP B
Schmid et al.,  undCSB.DB (Steinhauser et al., ) abgefragt. Als Alternative zu denHybridi-
serungsdaten wurde die MPSS-Datenbank (Brenner et al., ) von Transkript-Signatursequenzen
abgefragt.

... PutativeAtMTP Interaktoren

Basierend auf den oben aufgelisteten Vorhersagen erscheint eine Interaktion zwischen AtMTP und
Atg bzw. AtMTP und Atg in der Pflanzenzelle extrem unwahrscheinlich, da diese
Kandidaten bei einer Lokalisierung in der ylakoidmembran unzugänglich für AtMTP – einem
Protein der vakuolären Membran – wären. Ein weiterer Hinweis, dass Atg und Atg
Funktionen im selbenPathwayhaben, ist die durchCSB.DBaufgezeigte deutlichpositiveCo-Regulati-
on der beiden Gene zueinander (Spearmen= ,; P = ,·¹¹). Gemäß der AGE-Daten
sind die beiden Gene in allen grünen Pflanzenteilen vergleichbar exprimiert. Im Gegensatz hierzu ist
die Expression von AtMTP im Vergleich zu beiden Genen in allen Geweben stark unterschiedlich.
DassAtgdreimal identifiziertwurde (in zwei unabhängigenScreens), reflektiertwahrscheinlich
lediglich die Häufigkeit von chloroplastidären Transkripten in der Zelle. Da keine der beiden verwen-
deten cDNA-Bibliotheken normalisiert wurde, ist diese Häufigkeit auch in den Bibliotheken gegeben.
Zudem sind in Hefe chloroplastidäre Proteine grundsätzlich falsch lokalisiert, was zur unspezifischen
Interaktion mit vakuolären Proteinen wieAtMTP führen kann.

Einer der zwei verbleibenden AtMTP-Interaktionskandidaten ist Atg, die Isoform  von
Cytochromb (AtB-A).AlleVorhersagen der subzellulärenLokalisierungwidersprechen sich für die-
ses Protein (s. oben). Die Cyt b Isoformen von Säugetieren sind gut charakterisiert (Borgese et al.,
). Hier, ebenso wie in Pflanzen (Fukuchi-Mizutani et al., ), wurde es als Bestandteil der Kette
der Elektronenübertragung von NADH auf Fettsäuren bei deren Desaturierung beschrieben. In Säu-
getieren gilt die ER-Lokalisierung als gesichert (Borgese et al., ). Bei der Analyse der Sequenz von
AtB-A fällt auf, dass wie bei vielen ER-residenten Membranproteinen (Teasdale und Jackson, )

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 %ige Sicherheit bei der Vorhersage durch
LOC, dass es sich um ein Protein des ER handelt, geht auf die Annotation durch SP zu-
rück, die von LOC allerdings nur als Bestätigung bei großer Sicherheit der Vorhersage durch die
Kette der SVMs (s. oben) abgefragt wird. Obwohl (sich widersprechende) experimentelle Daten für
die subzelluläre Lokalisierung verfügbar sind, erscheint somit die vorhergesagte ER-Lokalisierung am
wahrscheinlichsten. Gemäß der Daten von MPSS sowie AGE liegen sowohl von AtB-A
als auch von AtMTP in der Wurzel erhöhte Transkriptmengen vor. Trotz dieser ähnlichen Gewebe-
spezifität der Expression spricht eine ER-Lokalisierung gegen die Möglichkeit, dass es sich beiAtB-A
um einen biologisch relevanten Interaktor des vakuolären Zn-TransportersAtMTP handelt.

Der letzte verbleibendeAtMTP-Interaktionskandididat ist das SQUAMOSA promotor binding li-
ke protein- (AtSPL, Atg). SQUAMOSA-Promotor bindende Proteine (SBPs) sind putativ
pflanzenspezifische Transkriptionsfaktoren, die ursprünglich in Antirrhinum majus identifiziert wur-
den. Die %ige Sicherheit der LOC-Vorhersage, dass AtSPL im Zellkern lokalisiert ist, deckt
sich mit der Klassifizierung als Transkriptionsfaktor. AmSBP und - binden an die Promotor-DNA
des »Blütenmeristem Identität-Gens« SQUAMOSA und kontrollieren die Entwicklung der Blüte.
In Arabidopsis wurden  SBPs identifiziert (SPL bis -, Cardon et al., ), wovon nur wenige
charakterisiert sind. AtSPL wird als AmSBP/-Ortholog betrachtet. Pflanzen, die AtSPL konsti-
tutiv überexprimierten, blühten verfrüht (Cardon et al., ). AtSPL wird benötigt für die Ent-
wicklung des Pollensacks (Unte et al., ) und AtSPL spielt eine Rolle bei der Blattmorphologie
und bei der Sensitivität gegenüber Pilztoxinen (Stone et al., ). Die SBP-Proteine kennzeichnen
sich durch eine hochkonservierte DNA-bindende Domäne (SBP-Box) mit insgesamt acht Cys/His-
Resten (CX₄CX₁₃HX₅HX₁₅CQQCX₃HX₁₁C), deren Lösungsstruktur mittelsNuclearMagnetic Re-
sonance (NMR) inzwischen für AtSPL, - und - aufgeklärt wurde (Übersicht in Yamasaki et al.,
). Demnach werden hiervon zwei aufeinander folgende Zn-bindende Bereiche gebildet. Dem nä-
her am N-Terminus gelegenen Bereich wird die Aufrechterhaltung der Tertiärstruktur 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 diemajor groove der DNA geleitet.
Mit dem Copper Response Regulator- (Crr) wurde in Chlamydomonas ein SBP-Protein charakte-
risiert, das eine wichtige Rolle bei der Cu-Homöostase spielt (Kropat et al., ). Die Arabidopsis-
Verwandten mit der größten Ähnlichkeit sind AtSPL, - und -. Die Funktion der Regulierung der
Cu-Homöostase wird vermittelt durch transkriptionale Aktivierung von Zielgenen durch die Bindung
vonCrr an sog.Copper Response Elements (CuREs). Es wurden zweiModelle vorgeschlagen, in denen
Crr drei biochemische Aktivitäten zugeschrieben werden: Die Erkennung von CuREs in Zielgenen,
die Funktion als Cu-Sensor und die transkriptionelle Aktivierung. Das Schlüsselelement der Regulati-
on ist in beidenModellen die Bindung vonCu: Entweder wird bei Cu-Überschuss das in der SBP-Do-
mäne gebundeneZndurchCu ersetzt, was nach strukturellerReorganisationdieDissoziation vonCrr
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von der DNA bewirkt. Von Kropat et al.wurde vorgeschlagen, dass zwei His-Reste der SBP-Domäne,
die nicht an der Zn-Bindung beteiligt sind, die Cu-Konzentration »messen« (Cu-Sensing). Cu-Bin-
dung an dieseHis-Reste führt evtl. zur Reorganisation aller zehnHis-Liganden der SBP-Domäne und
resultiert im Austausch des gebundenen Zn durch Cu. Ersatz von Zn durch Cu wurde bereits für Me-
tallothioneine von Säugetieren beschrieben (Zhang et al., ). Alternativ wird vorgeschlagen, dass
Cu an den Cys-reichen C-Terminus von Crr bindet, der Ähnlichkeit zuDrosophila-Metallothionein
zeigt. Dies bewirkt wiederum durch intramolekulare Kommunikation die Dissoziation von Crr von
der DNA. Der Beladungsstatus der SBP-Domäne mit Cu oder Zn ist somit die kritische Komponente
der Regulation.Wie bereits in der Einleitung erwähnt, wurde inHefe bzw.E. coli gezeigt, dass die freie
Cu- undZn-Konzentration in der Zelle praktischNull ist (O’Halloran, ;Outten undO’Halloran,
).Dass inHefeCu aktiv zuCu-benötigenden Proteinenwie der P-TypATPaseCcc, der zytosoli-
schenCu,Zn-SODundCytochrom cOxidase durch dieCu-ChaperoneAtx,Ccs undCox geliefert
wird (Lin et al., ;Culotta et al., ;Horng et al., ), ist daher nicht unerwartet. ZuAtx,Ccs
und Cox orthologe Cu-Chaperone wurden in Arabidopsis identifiziert (Wintz und Vulpe, ).
Enzyme, die Metalle im aktiven Zentrum tragen, verlieren dieses wahrscheinlich selten und es ist an-
zunehmen, dass sie nach ihrer Synthese nicht sehr häufig erneut damit beladen werden müssen. Wenn
selbst solche Proteine aktiv beladen werden, erscheint es um so wahrscheinlicher, dass Proteine wie
Crr, deren Funktion kritisch vom wechselnden Metallbeladungszustand abhängt, aktiv beladen wer-
den. Die phylogenetisch nahe Verwandscha zwischenCrr undAtSPL legt nahe, dass auchAtSPL
eineRolle bei derMetallhomöostase spielt – evtl. sogar bei derCu-Homöostase. In diesemZusammen-
hang ist bemerkenswert, dassAtSPL in einemScreening-System identifiziertwurde, in dem µMCu
eingesetzt werden. Rein spekulativ ist ein Szenario vorstellbar, in demCu durch einCu-Chaperon zum
DNA-gebundenenTranskriptionsfaktorCrr(/SPL?) geliefert wird, der darauin von derDNAdis-
soziiert und denNukleus verlassen kann. Abhängig vomCu(Chaperon)/Zn-Gleichgewicht könnte die
Wiederbeladungmit Zn durch einweiteres Chaperon oder durch direkte Zn-Übergabe von einemZn-
Transporter erfolgen. ObwohlAtSPL als Interaktor vonAtMTP identifiziert wurde, ist ein direkter
Zn-Transfer vonAtMTP aufAtSPL unwahrscheinlich, daAtMTP Zn aus dem Zytoplasma in die
Vakuole transportiert. Es ist allerdings möglich, dass AtMTP der Ort der Beladung durch eine drit-
te, unidentifizierte Komponente ist. Es ist auch vorstellbar, dass AtSPL die Aktivität von AtMTP
durch Bindung an diesen moduliert: Eine Unterbindung des Zn-Transports in die Vakuole könnte die
Wiederherstellung des Cu/Zn Gleichgewichts im Zytoplasma beschleunigen. All dies sind jedoch nur
Mutmaßungen, aus denen sichExperimente ableiten lassen, umdieseeorien zuüberprüfen.CSB.DB
zeigt keine Co-Regulation der Gene an (Tabelle .). Gemäß AGE und MPSS sind in der
Wurzel und in Blüten vergleichbare Transkriptmengen. Dies unterstützt die Möglichkeit einer funk-
tionellen Kopplung – zumindest in diesen Geweben. Im Xylem der Rosette liegen dagegen gemäß der
AGE-Daten relativ hohe AtSPL-Transkriptmengen vor, aber keinAtMTP-Transkript.
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Dem Ansatz der Kategorisierung von Miller et al. () folgend, kann nur AtSPL die höchste
Sicherheit zugeschrieben werden, ein wahrer AtMTP-Interaktor zu sein, und die weiteren drei Kan-
didaten fallen in die Kategorie der niedrigsten Sicherheit.

... PutativeAhMTP Interaktoren

Die Motivation, AhMTP im Screen von A. thaliana-Bibliotheken einzusetzen, lag in der Annahme,
dass im Fall der Identifikation von ähnlichen oder gleichen Kandidaten wie für AtMTP die Wahr-
scheinlichkeit hoch ist, echte MTP-Interaktoren identifiziert zu haben. Es wurden allerdings keine
AhMTP-Interaktionskandidaten gefunden, die Ähnlichkeit zu den Kandidaten der anderen Bait-
MTPs aufweisen. Für Atg wurde durch Rudrabhatla et al. () ein Kinasemotiv mit ho-
her Sicherheit vorhergesagt und laut LOC ist es mit % Sicherheit ein zytosolisches Protein.
Analyse durch I bestätigt das Vorhandensein eines Serin/reonin Proteinkinase-Motivs
(IPR) und darüber hinaus werden drei Ankyrin-Wiederholungen (IPR) im N-termi-
nalen Bereich identifiziert. Ankyrin-Wiederholungen sind eine der am häufigsten auretenden Prote-
in-Protein-Interaktionsmotive der Natur (Mosavi et al., ). Atg weist über % Identität
zur Ankyrin Protein Kinase  (APK) aus Medicago truncatula und /% Identität zu APKs aus
Brassica rapa/-napus auf Aminosäureebene auf. In Medicago wurde für AKP gezeigt, dass vermehrt
Transkript bei osmotischem Stress gebildet wird (Chinchilla et al., ). 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 enthält ein GCC-Box-Motiv, an welches Ethylene
Response Element Binding Proteins (EREBPs) binden. Von EREBPs wird angenommen, dass sie die Si-
gnalkette des Ethylen-Pathwaysmit anderen Signalen integrieren (Übersicht über den Ethylen-Signal-
Pathway in Guo und Ecker, ). Die Verknüpfung des Ethylen-Signal-Pathwaymit dem Metallho-
möostasenetzwerk wird bereits durch die Tatsache nahegelegt, dass Cu für die Funktion der Ethylen-
rezeptoren ETR/, ERS/ und EIN benötigt wird. EIN, ein weiteres Protein dieser Signalkette,
ähnelt NRAMPs (Abschnitt ..), aber es konnte keine Transportaktivität festgestellt werden. Ge-
mäß AGE werden die höchsten Transkriptmengen in Pollen gefunden, was mit Daten für
AtMTP übereinstimmt. Allerdings wird im Gegensatz zu letzterem keine Transkript in Wurzeln an-
gezeigt. Unter Berücksichtigung dieser Daten ist es durchaus vorstellbar, dass Atg ein echter In-
teraktor von Ah/AtMTP ist und eine Integration des Metallhomöostasenetzwerks bei der Antwort
auf osmotischen Stress vermittelt.

Für Atg, den zweiten AhMTP-Interaktionskandidat, sind keine Informationen verfügbar.

http://www.ebi.ac.uk/interpro/index.html
AccessionNr. der BrassicaAKPs: gi| (B. rapa), gi| (B. napus)
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Der einzige Anhaltspunkt ist die Vorhersage der extrazellulären Lokalisierung durch LOC. In-
sofern die LOC SVM des Secretory Pathway, welche zwischen »exportiert« und »Organell«
entscheidet, bei der getroffenen Vorhersage »exportiert« richtig liegt, würde dies Atg als In-
teraktionskandidat fürMTP ausschließen. Allerdings werden auch die vakuolären ProteineAtMTP
und - durch LOC als »exportiert« vorhergesagt. Daher ist auch für Atg vakuoläre Lo-
kalisation durchaus möglich und somit auch eine Interaktion mit AtMTP. Sterische Überlegungen
sprechen allerdings gegen diese Möglichkeit: Für ein positives Interaktionssignal im SUS müsste das
zytosolisch lokalisierte CUb (fusionierte am C-Terminus von AtMTP) mit einem im Lumen der Va-
kuole befindlichen NUb interagieren. Dies erscheint unwahrscheinlich, auch wenn es Hinweise für das
gelegentliche Aureten membrandurchspannender CUb/NUb-Interaktionen im SUS gibt (Miller et al.,
). Analyse der AGE-Daten zeigt, dassAtMTP und Atg in Wurzeln und Blü-
ten vergleichbar exprimiert sind.Dies unterstützt dieMöglichkeit einer funktionellenKopplung dieser
Proteine, auch wenn dies sehr spekulativ ist.

Zusammenfassend ist die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei den beiden Kandidaten um echte
MTP Interaktoren handelt, geringer als für AtSPL, aber höher als für die anderen bisher behan-
delten Kandidaten.

... Der putativeAtMTP Interaktor…

…Atg kodiert putativ eine Malatdehydrogenase, wobei es sich hierbei trotz der Annotierung
als zytosolsiche Isoform laut LOCmit % Sicherheit auch um diemitochondriale Isoform han-
deln kann. Wie bereits oben erwähnt, wurde es auch als Teil des Zellkernmembran- und Plasmamem-
bran-Proteoms identifiziert. Bekannte Malatdehydrogenasen enthalten kein Zn (s. Beschreibung von
IPR) und es erscheint sehr unwahrscheinlich, dass Atg ein echter AtMTP Interaktor
ist.

... PutativeAtMTP Interaktoren

Der erste AtMTP-Interaktionskandidat in Tabelle . ist Atg, der als senescence-associated
family protein annotiert ist. Seneszenz von Blättern ist ein reguliertes Ereignis (Miller et al., ),
bei dem die Hochregulation der Expression von Cu-Chaperonen und Metallothioneinen beobachtet
wurde (Abdel-Ghany et al., a; Guo et al., ). Erst kürzlich wurde Atg als Mitglied
der Tetraspanin-Familie eingeordnet und als AtTET bezeichnet (Cnops et al., ). Für AtTET
(TORNADO, TRN) wurde eine Schlüsselfunktion beim Patterning während der frühen Blatt-
entwicklung gezeigt. Zu diesem Zeitpunkt ist anhand der verfügbaren Daten schwer einschätzbar, mit

Patterning ist ein Prozess, der in multizellulären Organismen zur Bildung von Symmetrieachsen, Domänen bei der Or-
ganformation und letztendlich zur Differenzierung von Gewebe- und Zelltypen führt.
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welcher Sicherheit es sich bei AtTET um einen AtMTP Interaktor handelt. Die überwiegende Ex-
pression in Blatt- und Sprossgeweben mit maximaler Expression im Rosetten-Xylem, Hypocotyl und
Sprossknoten (laut AGE-Daten) lässt jedoch eine funktionale Kopplung zu dem haupt-
sächlich in Wurzeln exprimiertenAtMTP eher unwahrscheinlich erscheinen.

Für den zweiten Kandidaten, Atg, ist noch weniger bekannt. Gemäß AGE sind
die Transkriptmengen in Wurzeln nicht höher als in allen anderen Geweben. Laut Vorhersage durch
A und LOC handelt es sich um ein lösliches und sehr wahrscheinlich exportiertes
Protein. Analyse durch I ergab, dass in Arabidopsis thaliana und Oryza sativa  homologe
Mitglieder unbekannter Funktion annotiert sind. Insofern die vorhergesagte extrazelluläre Lokalisie-
rung korrekt ist, schließt dies Atg als Interaktionskandidat für AtMTP aus. Diesbezüglich
gelten allerdings dieselben Überlegungen, die für Atg (s. oben) diskutiert wurden.

Atgwurde in einemYH-Screen als Interaktor derH+-ATPase AHA der Plasmamembran
identifiziert und als Proton Pump Interactor  (PPI) bezeichnet (Morandini et al., ). Die Loka-
lisation deckt sich mit der Identifikation als Bestandteil des Plasmamembran-Proteoms (Nühse et al.,
). Im C-Terminus wird durch A und I eine Transmembranhelix vorherge-
sagt, mit der AtPPI in der Plasmamembran verankert sein könnte. Weitergehende Studien zeigten,
dass AtPPI mit dem C-Terminus von AtAHA interagierte und die bereits aktivierte ATPase weiter
stimulierte (Viotti et al., ).DerC-Terminus vonPlasmamembran-ATPasenwirkt als autoinbitori-
sche Domäne, deren autoinhibitorische Wirkung durch Senken des pH-Werts und durch die Bindung
von -- Proteinen aufgehoben wird (Palmgren, ). Erst die hierdurch ausgelöste Deplatzierung
desAtAHA-C-Terminus ermöglicht mutmaßlich die Bindung vonAtPPI an denC-Terminus. Plas-
mamembran-ATPasen erzeugen durch die Generierung eines Protonengradienten (Export vonH+ aus
dem Zytoplasma) die notwendige Triebkra für eine Reihe von Transportprozessen. Die Bedingun-
gen, unter denen AtPPI die schon aktivierte H+-ATPase noch stärker aktiviert (≈ ×), sind bisher
nicht bekannt. Die Co-Expression von AtPPI und AtMTP in zrc cot führte zu einer leicht er-
höhten Zn-Toleranz (Abbildung .). Dies könnte auf die indirekte Erhöhung der Aktivität eines
in Hefe bisher nicht identifizierte Zn+/H+ Antiporters in der Plasmamembran zurückgehen. Auch
in Arabidopsis wurde bisher kein in der Plasmamembran lokalisierter Zn+/H+ Antiporters identifi-
ziert. Im Menschen wurde mit HsZnT ein Mitglied der CDF Familie identifiziert, das in der Plas-
mamembran lokalisiert ist und mutmaßlich Zn-Export aus der Zelle vermittelt (Palmiter und Huang,
). Eine Funktion vonAtPPI bei der Aufrechterhaltung der Zn-Homöostase durch indirekte Er-
höhung der Zn-Exportkapazität der Zelle ist daher vorstellbar, aber die Rolle des vakuolär lokalisierten
AtMTP ist in diesem Zusammenhang nicht augenfällig: eine gleichzeitige Interaktion mitAtMTP
und AtAHA – beim Modell einer hypothetischen AtMTP-abhängigen Erhöhung der AtAHA-
Aktivität – erscheint unwahrscheinlich. Nichtsdestotrotz spricht die unabhängige Identifikation von
AtPPI in zwei verschiedenen Bibliotheken mit dem Bait AtMTP (Tabelle .) für eine biologisch
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relevante Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen. Unterstützt wird die Möglichkeit einer funk-
tionellen Interaktion durch MPSS- und AGE-Daten, die für beide Proteine stark erhöh-
te Transkriptmengen in der Wurzel anzeigen. Möglich ist allerdings auch, dass die Interaktion von
AtPPI mit AtMTP darauf zurückgeht, dass AtPPI in Hefe fälschlicherweise in der Vakuolenmem-
bran lokalisiert ist: Bei Membranproteinen mit nur einer Transmembranhelix kann selbst bei nicht-
heterologer Expression von Proteinen durch geringe Sequenzänderungen in der Transmembranhelix
ein Protein statt zur Tonoplast- zur Plasmamembran geleitet werden und andersrum (Brandizzi et al.,
).

Der nächste Kandidat, AtAGP (Atg), ist spezifisch im Tapetum von Staubbeuteln sowie
in Mikrosporen (Pollen) exprimiert und ist essenziell für die Entwicklung von fruchtbaren Pollen (Xu
et al., ).Wie schon oben aufgelistet, kannmit relativer Sicherheit davon ausgegangenwerden, dass
AtAGP über einenGPI-Ankermit der Plasmamembran extrazytosolisch verankert ist. VonAtMTP
ist bekannt, dass es auch in Pollen und Blüten geringe Transkriptmengen vorliegen (Arrivault et al.,
).Während der Entwicklung vonMikrosporen bildet sich in der noch uninuklearen Zelle aus vie-
len kleinenVakuolen eine einzige große Vakuole. Nach der Bildung der generativen Zelle innerhalb der
vegetativenZelle fragmentiert diese großeVakuolewieder, wobei die entstehendenVesikel wahrschein-
lich mit der Plasmamembran der vegetativen Zelle fusionieren (Yamamoto et al., ). Insofern ist es
durchaus vorstellbar, dass AtMTP in Mikrosporen in der Plasmamembran lokalisiert und somit ein
zugänglicher Interaktionspartner für AtAGP ist. Xu et al. zeigten, dass AtAGP in Pollen sehr stark
exprimiert ist. Gemäß der Werte der Affymetrix-Hybridisierungssignale liegt im Pollen rund ×
mehr AtAGP-Transkript als AtMTP-Transkript vor (AtAGP:AtMTP=:). Somit ist
AtAGP inder nicht-normalisierten SUS-cDNA-Bibliothek (LD-Bib., aus Blüten, s. S. ) stark über-
repräsentiert, was die Wahrscheinlichkeit der Detektion von im SUS falsch-positiven Hefe-Doppel-
transformanten erhöht. Selbst wenn eine biologisch relevante Interaktion auch dannnicht ausgeschlos-
sen werden kann, wenn auch auf Proteinebene ein Verhältnis von : gefunden wird, so erscheint
eine solche Interaktion zumindest sehr unwahrscheinlich.

Novel Plant SNARE  (AtNPSN/Atg) ist ein Mitglied einer kleinen Untergruppe der
 soluble N-ethyl-maleimid sensitive factor attachment protein receptors (SNAREs) der Qb-Unterfa-
milie von Arabidopsis (Zheng et al., ; Uemura et al., ). SNAREs sind eine Familie von Pro-
tein, die ähnliche Sekundärstrukturmerkmale aufweisen und in Vesikel-trafficking involviert sind. Ne-
ben der auch inAtNPSN vorhergesagtenTransmembranhelix imC-Terminus enthalten diemeisten
SNAREs eine zytosolische coiled-coil Domäne, die wichtig für die Interaktion mit anderen SNAREs
ist. SNAREs wurden früher in v-SNAREs und t-SNAREs unterteilt, je nachdem ob sie in der Mem-
bran vonTransportvesikeln oder in der Ziel-(target)-Membranen verankert sind.Da dies häufig schwer

https://www.genevestigator.ethz.ch/
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zu entscheiden ist, erfolgte eine neue Klassifizierung in Q(a, b, c) und R-SNAREs gemäß den Amino-
säuren (Glutamat, Arginin), die im konservierten Interaktionsmotiv gefunden werden (Übersicht in
Uemura et al., ). Basierend auf GFP-Analysen, wurden AtNPSN, - und - einer Gruppe
von SNAREs zugeschrieben, die Transportprozesse zwischen der Plasmamembran (PM) und Endo-
somen regulieren (Fluoreszenz in der PM und in Endosomen). Die Identifikation von AtNPSN als
Teil des Plasmamembran-Proteoms (Marmagne et al., ) bestätigt die Plasmamembran-Lokalisati-
on. Für NSP wurde eine Funktion bei der Formation der Zellplatte im Zuge der Zellteilung gezeigt
(Zheng et al., ). Wie in der Einleitung erwähnt, ist es durchaus vorstellbar, dass Zn in Endoso-
men innerhalb der Zelle transportiert wird. Diese Art des Transports wurde für Fe in Erythroidzellen
vorgeschlagen (Ponka et al., ): Fe wird gemäß 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 darauin wieder mit der Zellmembran. Auch
Zn könnte inArabidopsis in Endosomen zur Vakuole transportiert werden, dort durch einenTranspor-
ter diese verlassen und direkt anAtMTP übergeben werden. Wenn in der Membran der Endosomen
AtNPSN verankert ist – welches die Re-Fusion der Endosomen mit z. B. der Plasmamembran ver-
mitteln könnte – wäre auch die Möglichkeit eines transienten Kontakts mitAtMTP gegeben. Gegen
eine funktionale Kopplung spricht das Expressionsmuster vonAtNPSN: laut AGE und
MPSS liegen in fast allen Geweben vergleichbare Transkriptmengen vor. Eine präferentielle Expressi-
on inWurzeln ist nicht erkennbar – nur in Pollen sind die Transkriptmengen stark erhöht. Auch wenn
eine funktionelle Verbindung zu diesem Zeitpunkt sehr spekulativ ist, erscheintAtNPSN nichtsde-
stotrotz als Kandidat, der weiter untersucht werden sollte.

Für die Isoform  von Cyt b (Atg) gilt das schon bei der Isoform  (Atg) gesagte
(s. S. ), weshalb dieser Kandidaten sehr wahrscheinlich kein Interaktor vonAtMTP ist.

Atg (putatives Endomembran Protein ) wurde als Mitglied der Transmembran  Superfa-
milie (TMSF) vorhergesagt (IPR). Das Gründungsmitglied dieser Familie, ScEMP, wur-
de in gereinigten Endosomen in Hefe gefunden. Es wird vermutet, dass die Mitglieder dieser Familie
Kanäle oder Transporter für kleine Moleküle sind (Schimmöller et al., ). Durch A
und I wurden sieben Transmembranhelices und ein Export-Signalpeptid vorhergesagt. Von
Bayer et al. () wurde es mittels massenspektrometrischer Analyse als Bestandteil des Zellwand-
Proteoms identifiziert. Die Funktion als mutmaßlicher Kanal oder Transporter der Plasmamembran
bietet auch eine Erklärungsmöglichkeit für die deutlich erhöhte Zn-Sensitivität der zrc cot Mutante,
wenn diese Atg – allein oder zusammen mit AtMTP – exprimieren (Abbildung .). Ent-
weder spezifisch oder unspezifisch könnte dies zu einer erhöhten Zn-Aufnahme der Hefezellen füh-
ren. Dies sollte durch ICP OES-Analysen bestätigt werden. Auch wenn eine aktive Funktion bei der
Aufrechterhaltung der Zn-Homöostase in Hefe und in der Pflanze für diesen Kandidaten identifiziert
werden sollte, spricht die Lokalisierung eher gegen die Möglichkeit, dass Atg ein spezifischer
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Interaktor von AtMTP ist. Die laut AGE in allen Geweben nahezu identischen Tran-
skriptmengen von Atg – im Gegensatz zuAtMTP – unterstützen diese Annahme.

Für Atg ist keine Funktion annotiert. Durch A wurde eine C-terminale Trans-
membranhelix vorhergesagt unddurch IeineN-terminaleDomäne, dieHomologie zurLon-
gin-Domäne von sog. Longins zeigt (IPR). Longins sindMitglieder der R-SNARE-Familie. Der
 Aminosäuren umfassenden N-terminalen Domäne, die direkt vor dem coiled-coil-Motiv dieser
SNAREs lokalisiert ist, wird eine regulatorische Funktion bei der SNARE-SNARE Interaktion zu-
geschrieben (Dietrich et al., ). Obwohl Atg keine Homologie zu SNAREs zeigt und auch
kein SNARE-typisches coiled-coil-Motiv durch I gefunden wird, ist es möglich, dass es sich
hierbei um ein membranverankertes Protein handelt, welches eine regulatorische Funktion auf SNA-
RE-Interaktionen hat. Dies könnte auf eine Beteiligung im Rahmen eines auch für AtNPSN vor-
geschlagenen Modells des Zn-Transports in Endosomen hinweisen. Allerdings zeigt laut AGE-
 auch Atg wie AtNPSN nahezu gleichmäßige Transkriptmengen in fast allen Gewe-
ben, mit stark erhöhten Transkriptmengen in Pollenstengeln. Dies wiederum lässt eine funktionelle
Interaktion mit dem wurzelspezifisch exprimiertenAtMTP unwahrscheinlich erscheinen.

Mit AtVHA-c” (Atg) wurde eins der  Gene identifiziert, welche die  Untereinheiten
der H+-ATPase der Vakuole kodieren (Sze et al., ). Die c”-Untereinheit wird von zwei Genen ko-
diert und ist Teil der aus fünf Untereinheiten bestehenden V₀-Intramembrankomponente. Durch die
Aktivität der V-ATPAse wird die Triebkra für eine Reihe von Transportprozessen geliefert (Sze et al.,
) – unter anderem auch für diemutmaßlichenH+/Me+-AntiporterAtMTPund -. Auchwenn
dies für eine erhöhte Wahrscheinlichkeit der Interaktion zwischen AtMTP und AtVHA spricht,
kann die Detektion einer (falsch-positiven-) Interaktion auch einfach auf eine Überrepräsentation der
AtVHA-kodierendenTranskripte in der nicht-normalisierten cDNA-Bibliothek zurückgehen. Positiv
zu werten ist, dass laut der AGE-Daten AtVHA-c” wie AtMTP hauptsächlich in der
Wurzel exprimiert wird.

Bei der Aueilung der AtMTP-Kandidaten können – basierend auf der Wahrscheinlichkeit, dass
es sich um echteAtMTP-Interaktoren handelt – zusammenfassend vier Kategorien gebildet werden:

. sehr wahrscheinlich: Atg (AtNPSN), Atg (AtVHA-c”)
. wahrscheinlich: Atg (AtPPI), Atg
. nicht ausgeschlossen, aber unwahrscheinlich:Atg (AtTET),Atg (putat. EMP)
. sehr unwahrscheinlich: Atg, Atg (AtAGP), Atg (Cyt b-)

.. Zukünige Experimente im Rahmen des Interaktionsscreens

Zunächst sollte die hier formulierte ese bestätigt werden, dass die Tests auf die Stärke der Interak-
tionen aufgrund der veränderten Sequenz zwischen NUb- und den identifizierten cDNA-Fragmenten
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durch dieNeuklonierung derKandidatenmit negativen Ergebnis ausfielen.Die schnellsteMöglichkeit
hierfür ist die Klonierung der identifizierten C-terminalen Fragmente von Atg und Atg
in pNubIGW mit dem Gateway®-System, da für diese beiden Kandidaten der entsprechende Inter-
aktionstest mit den vollständigen Proteinen – mit negativen Ergebnis – bereits durchgeführt wurde
(Abbildung .). Die von pNubIGWkodierten Fusionsproteine ausNUbI und denC-terminalen Frag-
menten würden sich nur durch zwei fehlende Aminosäuren imLinker von den identifizierten Fusions-
proteinen unterscheiden. Sollte beim hiermit durchgeführte Interaktionstest die Interaktion erwar-
tungsgemäß angezeigt werden – für die nahezu identischen Konstrukte in pCUP-CGK war dies der
Fall (Abbildung .) – könnten die Stringenztests aller Kandidaten erneut und unter Verwendung der
im Screen identifizierten Fragmente in pNubAGW und pNubGGW durchgeführt werden. Es bieten
sich auch noch eine Reihe von anderen Experimenten in Hefe an, um die Interaktion der Kandidaten
zu bestätigen. Bei YH-Systemen häufig angewandt wird der reziproke Austausch von Prey-Fragment
und Bait für die Überprüfung einer Interaktion. Als biochemisches Experiment bietet sich die Co-
Immunopräzipitation an (zur Erläuterung des Prinzips vergl.Abschnitt .): Wie Tabelle . zu ent-
nehmen ist, liegen die meisten Kandidaten bereits mit N-terminalen HA-Tag im Vektor pFL vor.
Daher kann schnell überprü werden, ob beim Einsatz eines Anti-HA-Antikörpers höhermolekula-
re MTP/Kandidat-Komplexe detektiert werden. Die in dieser Arbeit aufgetretenen Probleme bei der
Bestätigung im SUS deuten darauf hin, dass die Konfiguration der eingesetzten Hybridproteine (Se-
quenz,Linker, N- oder C-terminale Fusionen) sehr kritisch für die Anzeige der Interaktion ist. Anstatt
noch mehr Zeit auf die Bestätigung mit diesem heterologen System zu verwenden, erscheint es sinn-
voller, die identifizierten Kandidaten direkt in Arabidopsis zu bestätigen. Dem SUS nahe verwand ist
das Split YFP-System (auch als Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) bezeichnet, Walter
et al., ): 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 tatsächliche Interaktionen durch die sterische Konfiguration der Hybridproteine
fälschlicherweise nicht angezeigt werden.Umdieses Risiko zuminimieren sollten idealerweise alle vier
Kombinationen der Fusion der YFP-Hälen an die Bait- und Prey-Proteine getestet werden (NYFP-
Bait, Bait-NYFP, CYFP-Prey, Prey-CYFP). Für einen ersten Versuch soll der Test nur mit den Fragmen-
ten durchgeführt 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 Bait- und Prey-Proteinen erfolgen
soll. Insofern hiermit die Interaktion in planta nicht bestätigt werden kann, ist die Durchführung des
ausführlichen Tests nur für die wahrscheinlichsten Kandidaten (siehe oben) geplant. Schneller durch-
zuführen undmit weniger Gefahren der sterischen Inhibition von Interaktionen verbunden ist die Co-

Marc Lohse, persönliche Kommunikation
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Immunopräzipitation in Co-transformierten Protoplasten, weshalb dieses Experiment auch für weni-
ger wahrscheinliche Kandidaten geplant ist. Wie beim YH-System besteht allerdings auch hier die
Gefahr, dass Proteininteraktionen angezeigt werden, die auf durch dieÜberexpression der Kandidaten
bedingte Aggregate oder gar Inclusion bodies zurückgehen und nicht auf reale funktionale Interaktio-
nen. Um der eorie des Metalltransports in Endosomen nachzugehen (Atg/AtNPSN und
Atg), soll auch untersuchtwerden, ob dasZytoskelett hierbei eineRolle spielt.Hierfür sind bio-
chemische (z. B. Inhibition des Myosinfunktion mit Wortmannin) und genetische (z. B. Einsatz von
Zytoskelett-Mutanten) Methoden denkbar.

. AtMTP kodiert ein atyptisches CDF-Protein

TypischeMitglieder derCDF-Familieweisen sechsTransmembranhelices auf (Gaither undEide, ).
Die Amplifikation des ’-Endes von AtMTPmittels ’-RACE zeigte, dass AtMTP eine zusätzli-
che N-terminale, nicht-CDF-ähnliche Domäne besitzt, die acht bis zehn zusätzliche Transmembran-
helices umfasst (Abschnitt .). Um die Wahrscheinlichkeit der Amplifikation alternativer Transkrip-
te zu erhöhen, wurde für die Konstruktion der ’-RACE-Bibliothek mRNA aus gepooltem Gewebe
von unterschiedlichMetall-behandeltenA. thaliana-Pflanzen isoliert. Dennoch konnte kein alternati-
ves Transkript detektiert werden. DieMIPS-Annotation desAtMTP (Atg)-ORF basiert so-
mit auf einer falschen Vorhersage. Eine N-terminale Verlängerung mit zusätzlichen  bis  putativen
Transmembranhelices wurde auch in je einemMitglied derCDF-Familie vonH. sapiens (ZnT), S. ce-
revisae (Msc) und S. pombe (AccessionNr. gi|) gefunden. Die N-terminalenDomänen dieser
Mitglieder zeigen keinerlei Homologie zueinander oder zur N-terminalen Domäne von AtMTP.
Von den vier genannten CDF-Proteinen werden nur fürHsZnT etliche (nicht-pflanzliche) hochho-
mologe Proteine gefunden, die wahrscheinlich in den entsprechenden Organismen die zu HsZnT
orthologen Proteine darstellen. Auch für Msc aus S. cerevisae existieren einige wenige moderat-ho-
mologe Proteine in anderen Pilzen wie Candida glabra und Klyveromycis lactis. Für AtMTP wur-
de in Oryza sativa ein vorhergesagtes Protein identifiziert, dass deutliche Homologie zu AtMTP
zeigt. In der N-terminalenDomäne bzw. der C-terminalenCDF-Domäne werden bei den beiden Pro-
teinen % bzw. % identische Aminosäuren gefunden, was eine %igen Identität zwischen den
vollständigen Proteinen ergibt. Für die N-terminale Domäne von AtMTP werden keine weiteren
homologen Sequenzen gefunden und durch I wird keine Ähnlichkeit zu bekannten Prote-
inmotiven aufgezeigt. Von A wird für AtMTP mit einer Wahrscheinlichkeit von %
chloroplastidäre Lokalisierung vorhergesagt.

Weitere Untersuchungen vonAtMTP wurden erschwert durch das Fehlschlagen aller gewählten

AccessionNr. gi|
AccessionNr. gi|
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Strategien, AtMTP in E. coli ohne gravierende Mutationen zu klonieren. Wie bereits in Abschnitt
. erläutert, könnte dies auf Promotoraktivität des ’-Bereichs von AtMTP aufgrund des hohen
A/T-Gehalts (%) zurückgehen (Fakhfakh et al., ). Hierdurch könnte unerwünschterweise ein
potentiell toxisches Protein exprimiert werden. Für Membranproteine wird häufig Toxizität in E. coli
gefunden, was mutmaßlich auf die Störung der Lipid-Doppelschicht – und der damit einhergehenden
Undichtigkeit dieser Barriere – zurückgeht (Stewart et al., ). Die in vivoKlonierung durch homo-
loge Rekombination gelang letztendlichmit einem Single-CopyVektor inHefe – allerdings wird durch
den verwendeten Vektor eine translationale Fusion mit Urap erzeugt. Bei Komplementationsexperi-
mentenmit diesem sehr großen Fusionsprotein wurde keine Änderung der Sensitivität von zrc gegen-
über Co, Cu, Fe, Ni, Mn und Zn im Vergleich zur Leervektorkontrolle beobachtet. Die Expression des
Fusionsproteins wurde hierbei durch die Komplementation derURA-Auxotrophie des Hefestamms
angezeigt. Es ist allerdings vorstellbar, dass durch die C-terminale Fusion von AtMTP mit Urap
eine putative Transportaktivität von AtMTP gestört wird. Bei Verwendung desMulti-Copy-Vektor
pFLGW für die in vivo Klonierung in msc und zrc wurden keine AtMTP-enthaltenden Hefe-
Transforamten identifiziert. Die entsprechenden Komplementationsexperimente mit diesen Mutan-
ten konnten daher nicht durchgeführt werden. Die Amplifikation des erfolgreich in Hefe (in vivo)
erzeugten AtMTP-Konstruktes in E. coli gelang nicht. Da die Klonierung von AtMTP in binäre
Pflanzenvektoren somit erheblich erschwert ist, erfolgte bisher keine weitere Charakterisierung von
AtMTP. EineA. thaliana Knockout-Mutante existiert bisher ebenfalls nicht, was auf die physiologi-
sche Bedeutung dieses atypischen CDF-Proteins in der Pflanze hindeuten könnte.

Die zwei CDF-Proteine ScMsc und HsZnT, welche wie AtMTP über eine zusätzliche N-ter-
minale Domäne mit mehreren Transmembranhelices verfügen, wurden bereits eingehender analysiert
(Ellis et al., , ; Suzuki et al., a,b). Obwohl beide Proteine im N-Terminus keinerlei Ho-
mologie zueinander aufweisen, scheinen sie ähnliche zelluläre Funktionen zu haben. ZnT und ZnT
bilden demnach ein Hetero-Oligomer und transportieren Zn in das trans-Golgi Netzwerk (Suzuki
et al., a). Es wurde durch die Autoren gezeigt, dass die Zn-Beladung – und somit Aktivierung –
der extrazytosolisch über GPI-verankerten alkalischen Phosphatase kritisch von der Funktion dieser
beiden Proteine abhängt. ZnT transportiert ebenfalls Zn in das trans-Golgi Netzwerk – allerdings
alsHomo-Dimer (Suzuki et al., b). Ein ähnlichesHeteromer wie durch ZnT/ZnT scheint auch
durch die verwandtenCDF-ProteineMscpundZrgp gebildet zuwerden (Ellis et al., ). Eswur-
de gezeigt, dass diese beiden ProteineZn in das ER transportieren und denPhänotyp dermscMutante
synergistisch komplementieren. Die heterologe Expression von ZnT und ZnT inmsc komplemen-
tierte ebenfalls deren Phänotyp, aber nicht die Expression von ZnT oder ZnT alleine. Die ähnliche
Funktiondieser phylogenetischnur entfernt verwandtenProteine ausH.SapiensundS. cerevisaedeutet
darauf hin, dass auch AtMTP eine entsprechende Funktion im Zusammenspiel mit einem weiteren
CDF in A. thaliana haben könnte. Die durch AGE und MPSS angezeigten Transkript-
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mengen deuten darauf hin, dassAtMTP nahezu ubiquitär in der gesamten Pflanze exprimiert wird.
Nur in Pollen werden keine nennenswerten Transkriptmengen gefunden, wohingegen im Hypocotyl,
im Rosetten-Xylem und in der Wurzelhaarzone erhöhte Transkriptmengen vorliegen.

. AtMTP ist im Endomembransystem der Zelle lokalisiert und

vermittelt in Hefe Zn- undCo-Detoxifizierung

AusdemEinfluss vonAtMTPaufdieMetalltoleranz verschiedenerHefe-Mutanten (Abschnitt..)
wurde geschlossen, dass AtMTP hauptsächlich Zn-, aber auch Co- und in sehr geringerem Maße Fe-
Detoxifizierung vermittelt. Diese Metalle sind bekannte Substrate für eine Reihe prokaryotischer oder
eukaryotischer CDF-Proteine (Haney et al., ; Gaither und Eide, ). Die verfügbaren Daten
legen nahe, dass CDF-Proteine generell zweiwertigeÜbergangsmetalle von der zytoplasmatischen Sei-
te einer Membran auf die extrazytoplasmatische Seite transportieren (Gaither und Eide, ). Inso-
fern stellte sich die Frage, ob die erhöhte Zn und Co-Toleranz durch Export aus der Zelle vermittelt
wird oder durch Sequestrierung in ein intrazelluläres Kompartiment. In der Aminosäuresequenz von
AtMTP befindet sich direkt nach dem Start-Methionin ein XXRR-Motiv, dass häufig bei ER-resi-
denten Proteinen gefunden wird (Teasdale und Jackson, ). Allerdings konnte keines der zehn von
Aramemon abgefragten Programme eine eindeutige Vorhersage bezüglich der subzellulären Lokalisie-
rung treffen.Umder Frage der subzellulären Lokalisierung experimentell nachzugehenwurdenN- und
C-terminale Fusionen von AtMTP mit EGFP in Hefe, A. thaliana-Protoplasten und in stabil trans-
formierten A. thaliana Pflanzen exprimiert. Hierbei wurde für EGFP-Fusionen am C-Terminus von
AtMTP sowohl in Hefe als auch in Protoplasten und in stabil transformierten Pflanzen ein für ER-
Lokalisierung typisches Netzwerk beobachtet (Abschnitt . und .). Bei der N-terminalen Fusi-
on vonEGFP anAtMTPwurde in pflanzlichenZellen auch in vakuolärenMembranen ein deutliches
Signal detektiert. Auch wenn bisher über dasTargeting von Membranproteinen zu ihren Zielmembra-
nenwenig bekannt ist, könnte diesmit derMaskierung desXXRR-Motivs durch das fusionierte EGFP
erklärt 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., ). Bei Membranproteinen bietet sich hierfür eine vorhergesagte zytoplasmatische Domäne
an.

Aufgrund der EGFP-Fusionen ist nicht endgültig zu entscheiden, obAtMTP ausschließlich imER
lokalisiert ist. Auch imFall derC-terminalen Fusionen sind zumTeil vesikuläre Strukturen zu erkennen
(Abbildung .). Neuere Erkenntnisse machen deutlich, dass das Konzept von klar unterscheidbaren
Organellen entlang des secretory pathway, die durch vorwärts und rückwärts gerichtete Vesikel versorgt
werden, möglicherweise keine genaue Wiedergabe der Situation in der Zelle ist (Hawes und Satiat-
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Jeunemaitre, ). Vielmehr scheinen die membranumhüllten Kompartimente des ER, des Golgi-
Systems und des trans-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 vakuoläre- oder Plasmamembran ist, besteht die Mög-
lichkeit der Detektion des Proteins auch in allen Kompartimenten entlang des secretory pathway auf
demWeg zurZielmembran. Idealerweise ist dieAkkumulation des Proteins amOrt seiner biologischen
Aktivität am höchsten, aber es ist nicht auszuschließen, dass die Akkumulation inmehrerenKomparti-
menten eine biologisch Funktion hat (z. B. Bereithaltung des Proteins für den Zeitpunkt des Bedarfs).
Tatsächlich sind solche multisubzellulär lokalisierten Proteine bekannt (Silva-Filho, ). 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. Für einige Proteine
wurde beobachtet, dass sich die Lokalisierung in Abhängigkeit von externen Stimuli ändert. 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-
gungmit diesenMetallen imFall desCu-TransportersHsCRTbzw. imFall derMaus-Zn-Transporter
MmZIP, -, - und - auf (Petris et al., ; Kim et al., ; Wang et al., ). Dies wurde auch
bei Hefe-Homologen beobachtet (Gitan et al., ; Gitan und Eide, ; Pena et al., ). Durch
diese Regulation wird vermutlich sichergestellt, dass die Zelle nach der Wiederversorgung nicht mit
diesen Metallen überflutet wird. Diesem Konzept folgend ist es durchaus vorstellbar, dass AtMTP
sowohl in Membranen des ER akkumuliert, transient in Golgi Stapeln lokalisiert ist, aber auch in den
Membranen von prevakuolärenVesikeln und derVakuole akkumuliert.Wie inAbschnitt .. gezeigt
wurde, wirdAtMTP nur bei Zn-Defizienz in der Wurzelspitze exprimiert. Zur Überprüfung, ob sich
die Lokalisation von AtMTP in Abhängigkeit von einem Zn-Stimuli ändert, wurden Zn-defizien-
te pS::EGPF-MTP und pS::MTP-EGFP Pflanzen auf Zn-Überschuss-Medien transferiert. Es
konnte allerdings keine deutlich sichtbare Änderung der Lokalisation festgestellt werden. Bevor weit-
reichende Schlüsse aus der subzellulären Lokalisation von AtMTP gezogen werden, sollte diese al-
lerdings mit alternativen Methoden überprü werden (Abschnitt .) – unter anderem mit den nun
verfügbaren Pflanzen, die EGFP-Fusionsproteine unter Kontrolle des nativen pMTP-Promotors ex-
primieren. Bisher kann somit keine eindeutige Aussage getroffen werden, ob die Zn- und Co-Toleranz
von Hefe hauptsächlich 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 ..), lässt die Frage auommen, ob die durch AtMTP vermit-
telte Zn-Toleranz tatsächlich durch Zn-Transport in das ER erklärt werden kann. Für eukaryotische
Zellen wurde etabliert, dass der pH-Wert im ER nahezu neutral ist (pH= ,) und zudem die Mem-
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bran des ER hochdurchlässig für H+ ist (Kim et al., ; Paroutis et al., ). Entlang des secretory
pathway nimmt der pH-Wert bis zu einem Wert von ≈  im trans-Golgi Netzwerk ab. Die Identifi-
zierung von ER-lokalisierten Mitgliedern der CDF-Familie (z. B. Msc und Zrg, Ellis et al., )
belegt, dass der Transport über diese Membran möglich ist. Entweder deutet dies auf einen H+-un-
abhängigen Transportmechanismus oder der aktive Transportkomplex befindet sich in Sektionen des
ER, die in Richtung der Abspaltung von Golgi-Cisternen bereits saurer als pH , sind (s. oben und
Modell in Paroutis et al., ). Hierbei ist interessant, dass für die S. cerevisae-CDF-Proteine der va-
kuolären Membran Zrc und Cot gezeigt wurde, dass sie auf ihrem Weg durch das System des se-
cretory pathway Zn in das ER transportieren (Ellis et al., ). Bei diesen CDF-Mitgliedern wird
davon ausgegangen, dass es H+/Me+ Antiporter sind (MacDiarmid et al., ). Allerdings ist trotz
eines mittlerweile existierenden molekularen Modells für den H+/Me+ Antiport-Mechanismus pro-
karyotischer CDF-Proteine (Haney et al., ;Wei und Fu, ) nach wie vor unklar, ob alle CDF-
Mitglieder denselbenTransportmechanismus haben, ob der Austausch auch gegen andereKationen als
H+ erfolgen kann (z. B. K+ im Fall von CzcD, Guffanti et al., ) und welche Rolle das Membran-
potential ΔΨspielt. Auch in S. pombe wurde mit Zhf ein ER-lokalisiertes Mitglied der CDF-Familie
identifiziert (Clemens et al., ), welches aber eine grundsätzlich andere Funktion als Msc/Zrg
hat. Diese Protein transportiert wieAtMTPZn undCo, aber auchCd. Es wurde gezeigt, dass die Zn-
undCo-Hypersensitivität von zhf auf die Unfähigkeit dieserMutante zurückgeht, das ER als Speicher
für überflüssiges Zn und Co zu nutzen. Damit wurde gezeigt, dass das ER in S. pombe trotz seiner zel-
lulären Schlüsselfunktion bei der Proteinsynthese als Speicher für diese Metalle genutzt werden kann.
Es wurde allerdings auch gezeigt, dass dies nicht für Cd zutri. Die toxische Wirkung dieses ebenfalls
von Zhf transportierten Substrates nimmt vielmehr mit steigender Cd-Konzentration im ER zu. Im
Gegensatz zur zhf Mutante wurde beimsc und zrg keine erhöhte Zn-Sensitivität beobachtet (Ellis
et al., , ). Dies könnte ein Hinweis auf unterschiedliche Transportmechanismen mit unter-
schiedlicher Triebkra sein. Allerdings könnte es auch auf fundamentaleUnterschiede in der Funktion
oder der Aufgabenverteilung der subzellulären Kompartimente in S. pombe und S. cerevisae zurückzu-
führen sein. Zur Überprüfung der Annahme, dass die erhöhte Zn-Toleranz von zrc cot auf den Zn-
Transport in das ER durch AtMTP zurückgeht, wurde AtMTP in der msc-Mutante exprimiert.
Diese Mutante zeigt bei niedrigen Zn-Konzentrationen eine deutlich ausgeprägtereUnfolded Protein
Response (UPR) als der Wildtypstamm, was durch Transformation mit Msc komplementiert wurde
(Ellis et al., , ). Heterologe Expression von AtMTP in dieser Mutante komplementierte
allerdings die Zn-Defizienz-induzierte UPR nicht (Abbildung .). Dies ist verwunderlich, da bis-
her alles darauf hindeutete, dass Zn durchAtMTP inHefe in das Endomembransystem transportiert
wird. Diese Resultate sollten daher durch heterologe Expression vonAtMTP in der zhf -Mutante von
S. pombe überprü werden. Es ist nicht ausgeschlossen, dassAtMTP wie inArabidopsis auch in Hefe
partiell in der vakuolärenMembran lokalisiert ist und nur hier Transportaktivität zeigt.Möglicherwei-
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se wird für die Aktivität der im ER lokalisierten AtMTP-Proteinfraktion die Interaktion mit einem
unbekannten A. thaliana Protein benötigt – analog zum aktiven Msc/Zrg Heteromer-Transport-
komplex inHefe. In Erweiterung des inAbschnitt .Gesagtem, könnteAtMTP inA. thaliana das
zu ScMsc-orthologe Protein sein und AtMTP könnte das A. thaliana-Orthologe von ScZrg sein.
Dies ist allerdings rein spekulativ und kann für AtMTP noch weniger anhand von Sequenzhomo-
logien belegt werden als für AtMTP. Auch die Darstellung der verwandtschalichen Beziehungen
zwischen denCDFs ausHefe,Menschen undArabidopsis als phylogenetischer Baum liefert keineHin-
weise (Abbildung A.).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die erhöhte Zn- und Co-Toleranz der Hefemutanten
auf die Speicherung dieser Metalle durch AtMTP im ER zurückgehen könnte, aber die Ergebnisse
mit der msc-Mutante eher für Transport in ein anderes Endomembransystem sprechen. Obwohl die
subzelluläre Lokalisierung von AtMTP nicht vollständig geklärt werden konnte, zeichnen sich für
AtMTP zwei in den nächsten Kapiteln erörterte mögliche Funktionen in der Pflanze ab.

. AtMTP, - und - erfüllen spezifische Funktionen in der

Wurzel der Pflanze.

In der Einleitung wurde die Frage aufgeworfen, ob die  Mitglieder der CDF-Familie in A. thaliana
redundante Funktionen erfüllen oder ob jedes Mitglied eine spezifische Funktion hat. Für AtMTP
und AtMTP wurde bereits gezeigt, dass die Funktionen der beiden Transporter nur teilweise über-
lappen (s. Abschnitt .., Arrivault et al., ; Krämer, ). Für die Wurzel ergibt sich demnach
folgendes Bild: AtMTP wird in jungen aktiven Geweben wie der meristematischen Zone und der
Elongationszone der Wurzel bei allen externen Zn-Konzentrationen in gleichem Maße exprimiert.
Die gezeigte Zn-Transportaktivität und die Lokalisation in der vakuolärenMembran lassen es es wahr-
scheinlich erscheinen, dass AtMTP in diesen Geweben zwei Funktionen erfüllt: Zum ersten sorgt es
mutmaßlich für denAufbau eines vakuolärenZn-Speichers, den die reifeZelle jederzeit re-mobilisieren
kann. Für Samenwurde gezeigt, dassNRAMPund - dieRolle der Zn-Mobilisierung aus derVakuole
bei der Samenkeimung übernehmen (Lanquar et al., ). Bisher ist nicht bekannt, ob auch in ande-
ren Geweben die Mobilisierung von vakuolärem Zn durch Mitglieder der NRAMP Familie erfolgt.
Aufgrund des Transports von Zn in die Vakuole kann AtMTP auch vor Zn-Überschuss schützen.
Abhängig von der Stabilität dieses Proteins, ist es durchaus möglich, dass es diese Funktion auch noch
in älteren Zellen hat, in denen keine Promotoraktivität festgestellt wurde. FürAtMTP wurde bisher
nicht untersucht, in welchen Zelltypen der trankriptionsaktiven Wurzelzonen der pMTP-Promotor
aktiv ist. Bei der Erstellung der Bilder inAbbildung .wurde der Eindruck gewonnen, dassAtMTP
hier in allen acht Zellschichten exprimiert wird, was für eine Primärfunktion vonAtMTP beim Auf-
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bau eines Speichers für ein essentiellesMetall in jungenZellen spricht. InAbbildung . ist deutlich zu
erkennen, dass bei Zn-Überschuss die pMTP-Promotoraktivität in der Zone der Wurzel erkennbar
wird, in der mit zunehmender Distanz zum Wurzelapex die pMTP-Promotoraktivität zum erliegen
kommt: in derWurzelhaarzone. VonArrivault et al. ()wurdeweiterhin gezeigt, dass pMTP-Pro-
motoraktivität nur in Epidermis- und Kortexzellen der Wurzel auritt. Folglich übernimmtAtMTP
möglicherweise in Epidermis- und Kortexzellen der restlichen Wurzel bei Zn-Überschuss die Aufgabe
von AtMTP, weiterhin Zn in die Vakuole zu transportieren und damit das Zytoplasma vor hohen
Zn-Konzentratioenn zu schützen. Nach den Expressionsdaten der heterologen Expression in Hefe zu
urteilen, kann AtMTP – im Gegensatz zu AtMTP – auch verstärkt Co transportieren. Dies unter-
stützt die Annahme, dass die primäre Rolle von AtMTP 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 unerwünschter Transport
in den Spross unterbunden Arrivault et al. ().

AtMTP ist nach Kenntnis des Autors das erste bekannteCDF-Gen, dessen Expression nur bei Zn-
Mangel induziert wird. Anhand von Reporterlinien konnte Promotoraktivität nur unter Zn-Defizienz
undnur in zweiZonenvonWurzelspitzen festgestelltwerden (Abbildung.).Wie fürAtMTP legen
dieHefe-Expressionsdaten nahe, dassAtMTPZnundCo transportiert. InAnbetracht dermöglichen
subzellulären Lokalisierung im ER wurde dieHypothese aufgestellt, dass durchAtMTP Schutz beim
Übergang von Zn-Defizienz auf Zn-Überschuss-Bedingungen (»Zn-Schock«) gewährleistet wird: In
Hefe wurde beobachtet, dass hierfür zwei Regulationsmechanismen existieren: Zum einen wird das
Haupt-Zn-Aufnahmesystem Zrt durch Endozytose aus der Plasmamembran entfernt (Gitan et al.,
, s. auch oben) und zum anderen wird das im Übermaß in die Zelle einströmende Zn durch Zrc
in die Vakuole weitergeleitet (MacDiarmid et al., ) und somit detoxifiziert. Ein mögliches Szena-
rio wäre, dass die Expression von AtMTP in Vorbereitung auf einen solchen Zn-Schock erfolgt und
das hierbei in die Zelle im Übermaß einströmendes Zn durch Transport ins ER detoxifiziert wird. In
Anbetracht der Bedeutung des ER für die Zelle kann nicht davon ausgegangen werden kann, dass das
ER die selbe Zn-Akkumulationskapazität wie die Vakuole hat. Allerdings erscheint es insbesondere
nach Wachstum unter Zn-Mangelbedingungen plausibel, dass im ER für den Fall eines Zn-Schocks
genug Zn-Aufnahmekapazität vorhanden ist. Die mögliche Funktion des ER bei der Co- und Zn-De-
toxifizierungwird durch die Entdeckung eines solchenMechanismus inS. pompe unterstützt (Clemens
et al., ). Im Falle des Zutreffens dieser Zn-Schock-Hypothese sollte die mtp-S-Mutante unter
Zn-Schock-BedingungenWachstumsnachteile gegenüber demWildtyp haben.Hauptproblembei die-
sen Experimenten, bei denen das Wurzellängenwachstum 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 ..). 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 ausgeprägt,
wobei bisher nicht mit Sicherheit geklärt werden konnte, ob der Wachstumsunterschied tatsächlich
nur bei starker Zn-Defizienz auritt und nur aufgrund der Zn-Kontaminationen nicht so deutlich
reproduziert werden konnte. Ein weiterer möglicher Erklärungsgrund könnte unterschiedliche »Fit-
ness« der Wildtyp- und mtp-S-Samen sein, obwohl diese zum selben Zeitpunkt unter identischen
Bedingungen erzeugt wurde. Unterschiedliche Fitness der Samen könnte auch auf eine Erkrankung
der Mutterpflanzen zurückzuführen sein, aber auch z. B. die Behandlung bei der Sterilisation der Sa-
men hat hierauf einen Einfluss. Unabhängig hiervon stellte sich aufgrund des großen Einflusses von
Zn-Kontaminationen auf das Wurzellängenwachstum heraus, dass die Quantifizierung des Wurzel-
längenwachstum zu fehleranfällig als Basis für die Charakterisierung eines Zn-Schock-Phänotyps ist.
Daher sollen bei zukünigen Experimenten andere molekulare Marker für 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
welchenZelltypen derWurzelspitzeAtMTP exprimiert ist. Im Fall der Zn-Detoxifizierung unter den
Bedingungen eines Zn-Schocks ist zu erwarten, dass dieselben Zelltypen geschützt werdenmüssen wie
bei Zn-Überschuss. AtMTP, dessen Hauptfunktion der Schutz für übermäßigen Zn-Konzentratio-
nen ist, wird in epidermalen- und Kortexzellen exprimiert. Im Gegensatz hierzu zeigte die Expressi-
on von N- und C-terminalen AtMTP/EGFP-Fusionskonstrukten in stabil transformierten A. thal-
iana-Pflanzen unter Kontrolle des nativen Promotors, dass die Expression vonAtMTP ausschließlich
auf die Epidermis beschränkt ist (I–M und Q–S in Abbildung .). In der meristematischen Zone
der Wurzel überdeckt sich der Bereich der pMTP- und pMTP-Promotoraktivität nahezu. Insofern
AtMTP in dieser Zone translatiert wird und tatsächlich in allen acht Zellschichten aktiv ist (vergl.
oben), spricht gegen die Bedeutung vonAtMTP bei einem Zn-Schock das Argument, dassAtMTP
diese Funktion übernehmen könne und möglicherweise auch bei Zn-Schock überschüssiges 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 Nährstoransport – mutmaßlich auch der Zn-Transport – in den Zentralzylinder der Kontrolle
und Selektion der Endodermiszellen (Taiz und Zeiger, a), wodurch vermutlich bei zu hohen Zn-
Konzentrationen die Zellen innerhalb der Endodermis geschützt sind.

Aufgrund dieser Informationen ist auch eine andere als die »Zn-Schock«-Funktion für AtMTP
vorstellbar: Die Stelle der Aufnahme von Mineralien in der Wurzel wird kontrovers diskutiert und
hängt zum Teil vom Mineral als auch von der Pflanzenspezies ab (Taiz und Zeiger, b). Generell
ist die Aufnahme von Ionen in derWurzelhaarzone am größten. Diemeristematische Zone kann nicht
über das Xylem mit Mineralien versorgt werden, da Wasser und Mineralien im Xylem nur nach oben
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transportiert werden können. Insofern auch das Protophloem in dieser Region nicht in der Lage ist die
dort befindlichen Zellen mit Zn zu versorgen, müssen diese Zellen die benötigten Mineralien selbst
aus der Umgebung aufnehmen. Wie schon erwähnt, ist in der Zone zwischen Wurzelkappe und Elon-
gationszone ist noch keine Endodermis ausgebildet. Durch die Ausbildung des Casparischen Streifen
in ausgewachsenen Zellen können Mineralien nicht im Apoplast in den Zentralzylinder eindringen.
Die freie Bewegung von aufgenommenen Mineralien ist allerdings vom Wurzelapex bis zur Differen-
zierungszone möglich, wodurch sich hier jede Zelle durch die Aufnahme von frei im Apoplast diffun-
dierenden Ionen selbst versorgen kann. Weiter Aufwärts ist dies nicht mehr möglich: alle Zellen au-
ßerhalb des Casparischen Streifens haben zwar nach wie vor Zugang zu in die Wurzel eindringenden,
frei beweglichen Ionen im Apoplast, aber für die Versorgung von Zellen innerhalb der Endodermis
muss jedes Ion zumindest einmal in den Symplast aufgenommen werden. Danach kann es über 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 Aufnahmefähigkeit der Wurzel
wird durch zwei Faktoren bestimmt: Durch die Wurzeloberfläche und durch die Fähigkeit zu wach-
sen. Wächst eine Wurzel zu langsam, sinkt die Konzentration von bioverfügbaren Mineralien in der
Wurzelumgebung schnell, wenn durch Diffusion nicht mit derselben Geschwindigkeit Mineralien aus
umgebenden Erdbereichen nachströmen. Obwohl in der umgebenden Erdschichten genug Minera-
lien vorhanden sein könnten, entsteht hierdurch lokal um die Wurzel eine Defizienz. Sinkt z. B. die
Konzentration von bioverfügbaren Zn – entweder durch langsamesWurzelwachstum, durchUmwelt-
einflüsse oder durch Wachstum der Wurzel in eine Erdschicht ohne Zn – hat dieser Zn-Mangel seine
größte Wirkung wahrscheinlich in sich teilenden, elongierenden und ausreifenden Zellen der Wurzel-
spitze, also in jungen transkriptionsaktiven Zellen, die viele Zn-benötigende Proteine synthetisieren
müssen. In solchen Zellen wurde auch für AtMTP Promotoraktivität gezeigt (Desbrosses-Fonrouge
et al., , Abbildung .). Da AtMTP hier wahrscheinlich auch aktiv ist, kann hierdurch Zn –
möglicherweie auch unerwünscht – in die Vakuole transportiert werden. Eine weitereMöglichkeit des
Verlusts vonZnunterZn-Mangelbedingungen liegt in derZn-Bindungskapazität desApoplasten:Die-
ser Raum zwischen den Zellen besteht hauptsächlich aus Zellwänden und nimmt zwischen  und %
des gesamten Gewebevolumens ein und Wasser kann in diesem Raum frei diffundieren. Aufgrund der
enorm großen wasserzugänglich Oberfläche der Zellwände bietet der Apoplast eine große Zahl unspe-
zischer Zn-Bindungsstellen. Dies führt zu einer weiteren Senkung der ohnehin schon niedrigen Zn-
Konzentration. Unter Zn-Mangelbedinungen kann in der Region zwischenWurzelapex und der Zone
des ausgebildetenCasparischer Streifens vermutlich jede Zelle Zn durchHighAffinityAufnahmesyste-
me derZIP-Familie aus demApoplast aufnehmen. Bevor dieses Zn imER angelangt, bestehtwiederum
die Möglichkeit der Zn-Verknappung durch die enorme Zn-Bindungskapazität des Zytoplasmas. Für
Hefe und Säugerzellen wurde gezeigt, dass das ER ein Ort erhöhten Zn-Bedarfs ist: So wird z. B. in
β-Zellen des Pankreas Zn für die Zusammensetzung von Proinsulin zu Homohexameren im ER be-
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nötigt (Huang und Arvan, ). GPI-verankernde Enzyme (GPI-Phosphoethanolamintransferasen)
sind ER-residente Enzyme, die wie alle Mitglieder der Superfamilie der alkalischen Phosphatasen Zn
im aktiven Zentrum tragen (Galperin und Jedrzejas, ; Mann et al., ). Scjp, ein DnaJ-ho-
mologes ER-residentes Chaperon aus Hefe, hat zwei Zinkfinger-Motive und benötigt vermutlich Zn
für seine Funktion (Linke et al., ; Ellis et al., ). Es ist davon auszugehen, dass auch Pflan-
zen für Zn-Beladung ER-residenter Zn-Metalloproteine und vonZn-Metalloenzymen des secretory pa-
thway Zn im ER benötigen. Möglicherweise wird unter Zn-defizienten Bedingungen durchAtMTP
die Zn-Versorgung des ER in den beiden AtMTP-expressionsaktiven Wurzelzonen (Abbildung .
und .) gewährleistet: Mutmaßlich sinkt in radialer Richtung hin zum Wurzelzentrum die ohne-
hin niedrige Konzentration aufgrund des Verlusts im Apoplasten sowie durch die zelluläre Zn-Auf-
nahme. Epidermalen Zellen steht demnach von allen Zelltypen in diesen Wurzelzonen vermutlich das
meiste Zn zur Aufnahme zur Verfügung. In einem solchen Szenario könnte AtMTP das in die epi-
dermalen Zellen aufgenommene Zn in das ER weiterleiten. Zn könnte dann innerhalb des ER über
Desmotubules von Zelle zu Zelle gelangen. Hierdurch wäre möglicherweise die Versorgung des ERs
aller Zellen in den Wurzelzonen gewährleistet, in denen AtMTP in epidermalen Zellen aktiv ist. Es
ist auch vorstellbar, dass durch ein bisher unbekanntes, ausschließlich Epidermis-spezifisches zellulä-
res Zn-Aufnahmesystem – höchstwahrscheinlich der ZIP-Familie – alles in derUmgebung derWurzel
befindliche Zn aufgenommen wird, dieses durch AtMTP in das ER transportiert wird und die Zn-
Versorgung aller nicht-epidermalen Zellen ausschließlich über 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 ausschließlich über das ER verteilt wird, müsste angenommen werden,
dass Zn-Transport im ER effizienter erfolgt, als über den Symplast. Dies ist durchaus möglich, da bei
der Zn-Verteilung im ER die Gefahr des Zn-Verlusts durch AtMTP vermittelten Transport in die
Vakuole nur in epidermalen Zellen besteht. Andererseits ist ein solcher Verlust hypothetisch, da un-
ter Bedingungen der Zn-Defizienz AtMTP auf Proteinebene inaktiviert werden könnte. Bei beiden
Auslegungen des Modells wird zumindest im ER die Zn-Beladung von Zn-benötigenden Proteinen
gewährleistet, was ein entscheidender Beitrag zur Aufrechterhaltung des Wurzellängenwachstums sein
könnte. Die Sicherstellung desWurzellängenwachstums könnte bei bestimmtenMineralmangelbedin-
gungen – möglicherweise bei Vernachlässigung aller anderen Prozesse – die höchste Priorität haben:
Hierdurch versucht die Pflanze den Erdbereich des Mangels schnell zu durchwachsen, um wieder Zo-
nen mit erhöhten Mineralkonzentrationen zu erreichen. Dies wurde in dieser Arbeit sehr deutlich bei
Zn-Mangel beobachtet (Abbildung.) und ebenso deutlich beiCu-Mangel, der durchKnockout des
Kupferaufnahmesystems COPT erzeugt wurde (Sancenon et al., ). Im Vergleich zu Kontroll-

Desmotubules sind ER-Schläuche innerhalb von Plasmodesmen (Oparka und Roberts, )
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bedingungen wurde unter Zn-Defizienz fast die doppelte Wurzellänge erreicht. Trotz des verstärkten
Wurzellängenwachstums ist in Abbildung . die Zn-Defizienz der Pflanzen anhand der geringen
Biomasse der oberirdischen Pflanzenteile und dem deutlich Zn-defizienten Erscheinungsbild der Blät-
ter zu erkennen.

Die vorgeschlagene Rolle von AtMTP bei der Zn-Verteilung unter Zn-Mangelbedingungen wird
durch das Muster der Expression von AtMTP in der Wurzel unterstützt: Promotoraktivität wird
hauptsächlich 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 et al., ). In diesen Abbildungen ist auch zu erkennen, dass die GUS-
Aktivität bzw. die EGFP-Fluoreszenz in einigen Fällen auch ein wenig in die Elogationszone hinein-
reicht. Warum in der verbleibenden Elongationszone keine Promotoraktivität detektiert wird, aber am
Anfang der darauf folgenden Wurzelhaarzone, erscheint beim vorgeschlagenen Modell der Funktion
von AtMTP nicht offensichtlich. Dieses Muster konnte mit den Pflanzen, welche EGFP-Fusionen
mit AtMTP unter Kontrolle des nativen Promotors exprimierten, bisher nicht beobachtet werden
(I–L u.Q–S inAbbildung .). Dies lag an der geringen Anzahl von unabhängigen Pflanzen der T₁-
Generation (jeweils ≈  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 Expressionsaktivität gefunden, die fast alle zu kurz waren, um beide Wurzel-
zonen klar zu unterscheiden (vergl. I–L u. Q–S in Abbildung .. Da das GUS-Protein N-terminal
mit den ersten zwei Transmembranhelices vonAtMTP fusioniert ist (Abschnitt .), ist es nicht un-
wahrscheinlich, dass die GUSProteine eine ähnliche Stabilität wie dieAtMTP-GFP-Fusionsproteine
haben und bei weiteren Experimenten mit den EGFP-Linien dasselbe Expressionsmuster wie für die
GUS-Linien gefunden wird. Auf Grundlage der pMTP::GUS-Experimente bieten sich mehrere Er-
klärungsmöglichkeiten für die Existenz von zwei transkriptionsaktiven Wurzelzonen an:

. Der pMTP Promotor wird täglich nur einmal angeschaltet und die Distanz zwischen den bei-
den Zonen geht auf das Wachstum in der Zwischenzeit zurück. Dass teilweise keine pMTP-
Promotraktivität in dermeristematischenZonebeobachtetwurde (Abbildung.u..), könn-
te darauf zurückgehen, dass die Transkriptionsaktivität der verschiedenen Wurzelspitzen nicht
vollständig synchronisiert ist. In diesem Fall müsste es rein statistisch in einigen Fällen allerdings
auch Promotoraktivität zwischen den beiden beobachteten Zonen geben, was nicht der Fall war.

. In der Elongationszone ist die Verteilung von Zn im ER möglicherweise unerwünscht, da hier-
durch Zn auch anZellen verloren gehenwürde, die in dieser Zone zu (totem)Xylem differenzie-
ren. In der beginnendenWurzelhaarzonewirdAtMTPdann evtl. nur kurzwieder angeschaltet,
um das ER der sich ausdifferenzierten Wurzelzellen wieder mit Zn zu versorgen.

. Möglicherweise wird in der Elongationszone nicht soviel Zn für die Synthese von Metallopro-
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teinen im ER benötigt, da die Zellelongation hauptsächlich durch Aufnahme von Wasser mit
Vergrößerung der Vakuole und durchWachstumder Zellwand charakterisiert ist. Eventuell wur-
den alle Zn-benötigenden Proteine, die für die Synthese der Zellwand und vonLipidenwährend
der Zellelogantion benötigt werden bereits vor dem Eintritt der Zellen in die Elongationszone
synthetisiert.

. Da die Wurzelhaarzone die Zone der beginnenden verstärkten Mineralaufnahme ist, könnte
durch die Aktivität von AtMTP in dieser Zone eine Minimalversorgung des ER mit Zn ge-
währleistet werden, dass über andere Systeme in der gesamten Wurzel verteilt werden kann.
AtMTP wird nur in wurzelhaartragenden Trichoblasten exprimiert, also in Zellen, die auf-
grund der der stark vergrößerten Oberfläche mehr Wasser und Nährstoffe aufnehmen können.
Eine Erklärung warumAtMTP nur in der beginnendenWurzelhaarzone exprimiert wird, aber
nicht höher, könnte mit dem Wachstum der Wurzel durch Zn-armes Medium (/Erde) zusam-
menhängen: Aufgrund dieses Wachstum wird evtl. durch die Wurzelspitze nahezu alles umge-
bendeZn aufgenommen,wodurchdie oberenWurzelzonen vonnahezuZn-freiemMediumum-
gebenwerden.WennwiederumkeinZn in die epidermalenZellen einströmt, kann auch keinZn
in das ER weitertransportiert werden. Die meristematische Zone stellt evtl. das einzige zusätz-
liche Gewebe dar, wo Zn-Aufnahme in das ER essentiell ist. In den Zellen der Elongationszone
könnte noch genug Zn undAtMTP-Protein von dem Zeitpunkt vorhanden sein, als sich diese
Zellen noch in dermeristematischen Zone befanden (R inAbbildung .), so das keine zusätz-
liche Transkription nötig ist.

Gegen die Bedeutung von AtMTP bei der Aufrechterhaltung des Wurzelelongationswachstums bei
Zn-Defizienz spricht allerdings, dass für diemtp-SMutante in keinemFall ein geringeresWurzellän-
genwachstum im Vergleich zum Wildtyp beobachtet wurden. Die Stärke der erreichten Zn-Defizienz
kann aufgrund der unbekannten Zn-Kontamination bei den meisten Wurzelwachstumsexperimen-
ten nicht abgeschätzt werden kann (Abbildung .). Nichtsdestotrotz zeigt Abbildung ., dass
Wildtyp- undmtp-S-Pflanzen zumindest in diesemExperiment ausreichendZn-defizientwaren, um
verstärktesWurzelwachstum zu zeigen. Auch in diesem Fall wurde – imWiderspruch zur Erwartung –
tendenziell eher besseres Wachstum der AtMTP-Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyppflan-
zen beobachtet.

. Zukünige Experimente imRahmen der Charakterisierung von

AtMTP

Alle beiden vorgeschlagenen Modelle zur biologischen Funktion von AtMTP, das Zn-Schock-Mo-
dell und das Modell der Zn-Aufnahme und Verteilung über das ER, sind zu diesem Zeitpunkt durch
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experimentelle Daten weder bestätigt noch widerlegt. Sie bieten allerdings Anhaltspunkte für zukünf-
tige Experimente. Zunächst sollte die subzelluläre ER-Lokalisierung von AtMTP überprü werden.
Pflanzen, dieAtMTP-Fusionen mit EGFP unter Kontrolle des nativen Promotors exprimieren, wur-
den bisher nur in der T₁-Generation nach Anzucht in Gegenwart eines Antibiotika-Selektionsmarkers
und späterem 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 Verfügbarkeit von Pflanzen der T₂-Ge-
neration ermöglicht die direkte Anzucht auf Medium ohne Zn und ohne Antibiotika. Bei diesen
Experimenten kann leichter überprü werden, ob auch bei Expression unter Kontrolle des nativen
pMTP-Promotors die Lokalisation unabhängig von kurzfristigen Änderungen der Zn-Konzentrati-
on im Medium ist. Um mehr Sicherheit bezüglich der subzellulären Lokalisierung zu gewinnen, sollte
in Protoplasten undHefe noch dieCo-LokalisationmitMarkern für das ER erfolgen. Bisher existieren
keine überzeugenden Fluoreszenzfarbstoffe für das ER, weshalb für diese Experimente fluoreszenz-
markierte Proteine benutzt werden sollten. Die subzelluläre Lokalisierung auf Grundlage von GFP-
Fusionen ist allerdings mit einer gewissen Unsicherheit behaet, die zum einen auf den unbekannten
Einfluss der GFP-Fusion auf die Lokalisation zurückgeht und zum anderen auf die Interpretation der
Fluoreszenz-Bilder (Heazlewood et al., ).BeiAbfrageder SUBA-DatenbanknachGFP-lokalisier-
ten Proteinen wurden für  von  Proteinen zwei unterschiedliche subzelluläre Lokalisationen
gefunden, für  Proteine drei und für drei Proteine sogar vier. Einige dieser multisubzellulären Lokali-
sierungen sind sicher real und einTeil der scheinbar widersprüchlichenDaten haben sicher biologische
Bedeutung. Die Erkenntnisse von Heazlewood et al. zeigen jedoch klar, dass mehrere Methoden zur
Lokalisation eines Proteins kombiniert werden sollten, um Sicherheit zu erlangen. Als alternative Me-
thode könnte die Bestätigung der ER-Lokalisation immunozytochemisch erfolgen (Satiat-Jeunemaitre
und Hawes, ). Voraussetzung hierfür ist allerdings ein funktionaler Antikörper, der für AtMTP
bisher nicht existiert. Alternativ könnte eine Fusion von AtMTP mit einem kurzen Tag – z. B. mit
HA– erzeugt werden.Nach derTransformation vonProtoplasten könntemit einemAntikörper gegen
HAdieMarkierung des Proteins in situ erfolgen. Allerdings besteht auch bei immunohistochemischen
Methoden die Gefahr der fehlerhaen Lokalisierung aufgrund der vielen notwendigen Schritte.

Essentiell für die Überprüfung der vorgeschlagenen Modelle der Funktion von AtMTP ist ein
mtp-Phänotyp sowie die Komplementation dieses Phänotyps durch AtMTP. Neben der homozy-
goten mtp-S Mutante wurde inzwischen eine zweite mutmaßliche Knockout-Linie (GK-F-
) in die T₃-Generation propagiert. Zudem liegen Samen der F₂-Generation der Rückkreuzung

In der Präsenz von Antibiotika keimten Pflanzen ohne Zn nicht (Abschnitt ..)
Das positiv geladene Molekül DiOC() (Dihexaoxacarbocyaniniodid) wird hierfür benutzt, akkumuliert allerdings
aufgrunddes stärker negativenMembranpotentials vonMitochondienbei niedrigenKonzentrationen zunächst in diesen
und erst bei höheren Konzentrationen im ER. In fixierten Zellen färbt DiOc alle intrazellulären Membranen (Hawes
und Satiat-Jeunemaitre, ).
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von mtp-S Mutante mit Col- vor. Hiermit sollte die Grundlage gegeben sein, einen identifizier-
ten Phänotyp eindeutig dem Knockout von AtMTP zuzuschreiben oder dies auszuschließen. Wenn
AtMTP eine essentielle Funktion bei der Aufnahme von Zn in das ER unter Zn-Defizienz hat, ist
sehr wahrscheinlich, dass fürmtp stärkere Zn-Mangelsymptome aureten, als beimWildtyp.Wie für
Hefe wurde auch in Arabidopsis eine Unfolded Protein Response (UPR) identifiziert, allerdings bisher
nur als Antwort auf Tunicamycin- und DTT-induzierten Stress (Martinez und Chrispeels, ) und
nicht als Antwort auf Zn-Defizienz im ER. Zudem sind keine Promotorelemente wie in Hefe bekannt
(UPR Elements, UPRE), die UPR-Gene eindeutig kennzeichnen. Daher ist zum jetzigen Zeitpunkt
schwer abzuschätzen, ob sich in Arabidopsis die Analyse der Transkriptmengen der vermutlich UPR-
induziertenGene eignet, das Ausmaß vonZn-Mangel imER zu quantifizieren. Von Ina Talke durchge-
führte Affymetrix Genechip®-Experimente zeigen (nicht publiziert), dass zumindest von einemUPR-
Gen, BiP, die Transkription auch unter Zn-Defizienz hochreguliert wurde. Als alternative Metho-
de zur Überprüfung der eorie, dass AtMTP essentiell für die Zn-Beladung von Proteinen im ER
ist, könnte man auch direkt die Enzymaktivität von vermutlich im ER mit Zn beladenen Enzymen in
vivomessen. Ein häufig als vakuolärerMarker genutztes Enzym ist α-Mannosidase (Wilden undChris-
peels, ). Der Zn-Bedarf dieses Enzyms ist seit langem bekannt (Snaith und Levvy, ) und geht
wahrscheinlich bei allenMitgliedern dieser Familie auf die aktive Beteiligung von Zn am katalytischen
Mechanismus zurück (van den Elsen et al., ). Isoformen wurden entlang des secretory pathway in
Golgi-Stapeln, in der Vakuole und der Zellwand gefunden (Wilden und Chrispeels, ; van den El-
sen et al., ). Es ist nicht unwahrscheinlich, dass die Zn-Beladung dieser Isoformen bereits direkt
nach der Synthese imER erfolgt.Daher ist es vorstellbar, das unterZn-defizientenBedingungenUnter-
schiede in der α-Manosidase-Aktivität zwischen Wurzel-Proteinextrakten vonmtp-S-Pflanzen und
Wildtyppflanzen bestehen könnten.

Die meisten Übergangsmetalle lösen bei zu hohen Konzentrationen oxidativen Stress aus (Stohs
und Bagchi, ), wohingegen für Zn im tierischen und bakteriellen System eine antioxidative Wir-
kung gezeigt wurde (Stohs und Bagchi, ; Bray und Bettger, ). Für Znwurde vielmehr gezeigt,
dass Zn-Defizienz oxidativen Stress auslöst, der durchWiederversorgungmitZnbehobenwerden kann
(Bray und Bettger, ; TateJr. et al., ; Oteiza et al., ). Es wurde durch Hammermueller
et al. () demonstriert, dass bei Zn-Defizienz H₂O₂ vom NADPH-abhängigen Cytochrom P
entweicht. Umgekehrt wurde für B. subtilis gezeigt, dass erhöhte Zn-Konzentrationen das Wachstum
unter oxidativem Stress (Behandlung der Zellen mit H₂O₂) verbesserten (Rijstenbil et al., ). Die
antioxidative Wirkung von Zn basiert vermutlich auf der Verdrängung von Redox-aktiven Metallen
von Bindungsstellen, an denen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen können (Stohs und Bagchi,
). Andererseits gibt es Hinweise, dass in Pflanzen phytotoxische Zn-Konzentrationen ebenfalls
oxidativen Stress auslösen (Cuypers et al., ). Oxidativen Stress könnte man anhand der Lipidper-
oxidation messen und vergleichen, ob unter Zn-Defizienz oder unter Zn-Schock Unterschiede zwi-
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schenmtp-S und dem Wildtyp bestehen.

Für die Untersuchung der Regulation vonAtMTP-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 AtMTP und einem Markergen für Zn-Defizienz wie AtZIP unter diesen
Bedingungen zu bestimmen. Hiermit soll überprü werden, ob die Transkription von AtMTP tat-
sächlich nur durch Zn-Defizienz hochreguliert wird. Aufgrund der engen Verknüpfung des gesamten
Metallhomöostasenetzwerks ist es vorstellbar, dass auch nicht-Zn-Behandlungen sekundär Einfluss auf
die Expression von AtMTP haben. So wurde z. B. für AtIRT gezeigt, dass Zn-Überschuss sekundär
zuFe-Defizienz führt (Connolly et al., , s.Abschnitt .).NebendiesenExperimenten sollmit be-
reits vorliegendem Material (Stéphanie Arrivault) die gewebesspezifische Transkription vonAtMTP
überprüwerden.Weiterhin wurdenmtp-S-Pflanzen unter Zn-Defizienz hydroponisch angezogen.
In dieser Mutante, sowie in der zweiten verfügbaren mtp-Mutante (nach der Identifikation von ho-
mozygoten Pflanzen) sollen mittels q-RT-PCR die Transkriptmengen von verschiedenen Genen im
Vergleich zum Wildtyp überprü werden:

. mutmaßliche Zn-Aufnahme- und Verteilungssysteme: IRT, ZIP, ZIP, ZIP
. Gene der Chelatorsynthese:NAS,NAS
. Zn-Export- und Verteilungssysteme:HMA, -, -;MTP, -, - und 
. UPR-Gene: BIP, BIP,DER-like
. andere Metallhomöostasegene: IRT (Fe-Aufnahme), FER (Fe-Speicher)
. Stressmarker bei Zn-Zugabe: Atg,HSP

DieQuantifizierung derTranskripte dieserGene ermöglichtRückschlüsse aufUnterschiede im zellulä-
renMetallstatus vonmtp-S- undWildtyppflanzen unter Zn-Defizienz. Sollte z. B.AtMTP tatsäch-
lich Zn in das ER transportieren, ist es vorstellbar, dass UPR-Gene bei Zn-Defizienz in derKnockout-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich stärker transkribiert werden. Die Quantifizierung von
Proteinen der Fe-Aufnahme und Speicherung könnte helfen aufzuklären, ob AtMTP einen Einfluss
auf die Fe-Homöostase hat: Für eine solche Möglichkeit spricht erstens, dass eine Beteiligung eines
A. thaliana-CDFs Proteins (AtMTP) an der Fe-Homöostase bereits gezeigt wurde (Arrivault et al.,
) und zweitens zeigteAtMTP einen leichten Einfluss auf die Fe-Sensitivität einerHefe-Mutante
(Abbildung .).

Bisher nicht durchgeführt aber geplant ist die Bestimmung des Elementgehalts (insbes. Zn) inWur-
zeln von mtp-S- und Wildtyppflanzen mittels ICP OES, nachdem die Pflanzen auf Zn-freien Me-
dien angezogen wurden.
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. Die ETV-Kopplungmit der ICPOES eignet sich als

Hochdurchsatzmethode

Die entwickelte Methode zur Analysen von Pflanzenmaterial ohne Säure-Aufschluss wurde bisher nur
in relativ kleinem Maßstab getestet. Die Ergebnisse zeigen, dass die erreichte Messgenauigkeit im Rah-
men der etablierten Probenverflüssigungsmethode ist (s. Tabelle .). Somit eignet sich die Methode
gut für die Bestimmung vonElementgehalten in pflanzlichenProben, insbesonderewenn für das Scree-
ning des Elementgehalts vonPflanzenpopulationennur relativeGehalte von Interesse sind.DerHaupt-
vorteil ist die prinzipbedingte Erhöhung der Analysesensitivität der ICPOES durch die Kopplungmit
der ETV: während für die Analyse von verflüssigten Proben mind. mg Material benötigt werden,
sind beim Probeneintrag mit der ETV ,–,mg ausreichend. Ebenfalls von Vorteil ist der deutlich
geringere Arbeitsaufwand und der erhöhte Probendurchsatz pro Zeiteinheit. Lahner et al. () zeig-
ten, dass auch ohne mikrowellenbeschleunigten Probenaufschluss mit HNO in kurzer Zeit und mit
guter Reproduzierbarkeit pflanzliche Proben aufgeschlossen und analysiert werden können. Allerdings
wurde hier ein deutlich sensitiveres ICP-MS-Analysegerät verwendet, wodurch nur ≈ mg statt  bis
mg bei Analysen mit der ICP OES verflüssigt werden müssen. Schwachpunkte der hier vorge-
stellten Methode sind die möglicherweise gekoppelten Probleme der Quantifizierung von Ca und die
kurze Lebensdauer der benutzten Graphitrohre. Daher ist in einem zukünigen Experiment geplant,
die mutmaßliche Bildung von CaC₂ durch Senkung der maximalen Probenverdampfungstemperatur
und durch Modulation der zugegebenen Freon-Menge zu verhindern.
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A Anhang

A. Sequenzen vonAtMTP undAtMTP, Primerbindungsstellen
In den beiden folgenden Untersektionen werden zunächst die im Zuge der Charakterisierung von
AtMTPundAtMTP eingesetzten Primer namentlich genannt und eineReferenz auf das(die) zuge-
hörige(n) Experiment(e) gegeben. Zusätzliche Informationen sind in den referenziertenAbbildungen/
Tabellen oderAbschnitten zu finden.Darauf folgt jeweils eine tabellarischeAuflistung der Primer. Auf-
gelistet ist die Sequenz der Primer, die Richtung bezüglich der kodierenden Sequenz (Sense, forward: →;
Anti-Sense, reverse: ←) sowie die Temperatur, bei der % der Primermenge an der Matrize gebunden
sind (Tm, mit M Schütz und von Ahsen,  berechnet). Die Primer-Bindungsstellen sind
farblich in der auf diese Auflistung folgenden Sequenz vonAtMTP bzw. AtMTPmarkiert.

A.. AtMTP (Atg): ORF, Primer, Aminosäuresequenz
Klonierung von AtMTP in pENTR/D mit(ohne) Stop-Codon: ZATtpA/ZATtpZ(ZATtpX)
(Abschnitt ..); Test aufHomozygotie vonmtp-S (Abb. .): LBa/ZATtpX und rtZATF/
ZATtpX;CharakterisierungderT-DNA-Insertion vonmtp-S: inAbschnitt.. aufgelisteteKom-
binationen zwischen RBa, RBb, LBa, LBb, ZATtpA und ZATtpX; Test auf Heterozygotie der
mtp-S×Col- Rückkreuzung (Abb. .): LBb/ZATtpX und ZATtpA/ZATtpX; Charakte-
risierung von pS::AtMTP-Linien (Abb. .): EFar/EFar und AtCDFsfa/ZATtpX.
Primer die nicht an derAtMTP-Sequenz binden, wie die für EFα oder die T-DNA-Primer, wurden
in der Auflistung abgesetzt.

Bezeichnung Richtung Sequenz Tm

ZATtpA → ’- -’ , °C
ZATtpX ← ’- -’ , °C
ZATtpZ ← ’- -’ , °C
rtZATF → ’- -’ , °C
Atcdfsfa → ’- -’ , °C

LBa – ’--’ , °C
LBb – ’--’ , °C
RBa – ’--’ , °C
RBb – ’--’ , °C
EFaf → ’--’ , °C
EFar ← ’--’ , °C

ohne Stop-Codon: in dieser Arbeit, mit Stop-Codon: A.-G. Desbrosses-Fonrouge

A



A A

. . . . . . . . . . . .
ATGGATTCAAGAAGAAGTAAAGTTTGTGGAGAAACAGCTTGTGGGTTTTCAACATCTTCA
M D S R R S K V C G E T A C G F S T S S

. . . . . . . . . . . .
AGTGATGCTAAGAAACGAGCTGCTTCAATGCGAAAGCTCTGTTTCGTTGTGGTGTTATGT
S D A K K R A A S M R K L C F V V V L C

. . . . . . . . . . . .
CTTTTGTTCATGAGCATAGAAGTTGTTTGTGGCATTAAGGCTAACAGTTTGGCTATATTA
L L F M S I E V V C G I K A N S L A I L

. . . . . . . . . . . .
GCAGATGCAGCTCATTTGCTCACTGATGTTGGTGCTTTTGCTATCTCTATGCTCTCCTTG
A D A A H L L T D V G A F A I S M L S L

. . . . . . . . . . . .
TGGGCTTCTTCTTGGGAAGCAAATCCGCGACAGAGTTATGGGTTCTTCAGGATAGAGATT
W A S S W E A N P R Q S Y G F F R I E I

. . . . . . . . . . . .
TTAGGCACTCTTGTCTCAATCCAGCTCATTTGGTTACTCACTGGGATTTTGGTCTACGAA
L G T L V S I Q L I W L L T G I L V Y E

. . . . . . . . . . . .
GCCGTAACTAGACTCGTTCAAGAGACCAATGATGATGTTGATGGTTTCTTTATGGTTCTT
A V T R L V Q E T N D D V D G F F M V L

. . . . . . . . . . . .
GTTGCTGCTTTTGGTTTAGTTGTAAACATCATAATGATTGTTGTGCTTGGACATGATCAC
V A A F G L V V N I I M I V V L G H D H

. . . . . . . . . . . .
GGACATGGGCATGATCATGGTCACAGTCATGATCATGGTCATAGTTATGGGGAAAGAGCT
G H G H D H G H S H D H G H S Y G E R A

. . . . . . . . . . . .
GAGCAGTTGTTGGAGAAATCCAAGGAAATAAGGAACATTAATGTGCAAGGGGCTTATCTT
E Q L L E K S K E I R N I N V Q G A Y L

. . . . . . . . . . . .
CATGTTCTTGGGGATTTAATTCAGAGCATTGGGGTAATGATTGGAGGGGGTATGATTTGG
H V L G D L I Q S I G V M I G G G M I W

. . . . . . . . . . . .
TATAACCCTAAATGGAAAGTAATTGACTTGATATGCACGTTATTCTTTTCAGTTATTGTT
Y N P K W K V I D L I C T L F F S V I V

. . . . . . . . . . . .
TTAGGGACAACCATTAAGATGCTTCGAAGCATACTTGAAGTTCTAATGGAGAGCACACCG
L G T T I K M L R S I L E V L M E S T P

. . . . . . . . . . . .
AGAGAGATAGACGCGAGGCAGCTCGAAAAGGGATTGATGGAAATTGAGGAAGTTGTGGAT
R E I D A R Q L E K G L M E I E E V V D

. . . . . . . . . . . .
GTTCATGAGCTGCACATATGGGCAATTACAGTTGGAAAAGCTCTGTTTTCTTGTCATGTC
V H E L H I W A I T V G K A L F S C H V

. . . . . . . . . . . .
AAGGTTAGACCAGAAGCTGGTGATGAAATGGTGCTGAACAAAGTGATCGATTACATCTGG
K V R P E A G D E M V L N K V I D Y I W

. . . . . . . . .
AGAGAGTATCGTATCAGTCACGTTACGATACAAATCGAGCGTTAA
R E Y R I S H V T I Q I E R .

A.. AtMTP (Atg): ORF, Primer, Aminosäuresequenz

KlonierungdurchhomologeRekombination inHefe (Abschnitt..):GWHR-AtCDFf/GWHR-
AtCDFr; genspezifischePrimer für ’-RACE(Abschnitt..):AtCDF-Ra,AtCDF-Rb (nested);
Sequenzierungsprimer:AtCDFsfa, rtZATr (nebenVektorprimern sowieAtCDF-RaundAtCDF-
Rb).
Der Primer GWHR-ATCDFf enthält sechs Codons upstream des translationalen Start-ATG, die in
derAtMTP-Sequenz nicht aufgelistet sind. Mit anderen Primern, die downstream der hellgrau mar-
kierten Bindungsstelle binden, konnteAtMTP nicht amplifiziert werden. Für die Primer, die für die

B



A. S  AMTP  AMTP, P

Klonierung vonAtMTP durch homologe Rekombination inHefe verwendet wurden, wurde die Tm

inklusive und exklusive der attB Seiten angegeben.

Bezeichnung Richtung Sequenz Tm

GWHR-AtCDFf → ’- -
ATG-
-’ (attB)

, °C/, °C

GWHR-AtCDFr → ’- -
-
-’ (attB)

, °C/, °C

AtCDF-Ra ← ’- -’ , °C
AtCDF-Rb ← ’- -’ , °C
AtCDFsfa → ’- -’ , °C
rtZATr ← ’- -’ , °C

’-RACE Identifizierte Sequenz upstream des translationalen Start-ATG. Einer der neun sequen-
zierten Klone (s.Abschnitt ..) wies die dargestellte Sequenz auf, fünf Klone waren am ’-Terminus
gegenüber diesem um  bp verkürzt, einer um  bp und zwei um  bp.

. . . . . . . . . . . .
AAATCACAAAAATCATGTCTTGACGAAAATTTCCTCCGGCGACTCATCGGGAAAAATCTC

. . . .
AAAAGCTTCCGCATCAACAACA

AtMTP-ORF
. . . . . . . . . . . .

ATGGTGGATCATCATCATCATCATCATCATCAACATCGACCTAATCGTCTTTCAGTACCA
M V D H H H H H H H Q H R P N R L S V P

. . . . . . . . . . . .
CAACCAACAATCGGAAGAACATACCCATCATTCCCTTACACTCCAACTCCAACCCCTTCC
Q P T I G R T Y P S F P Y T P T P T P S

. . . . . . . . . . . .
AAAACCCGTCTCTCTTCTTCTTCTTCCTACAGATCGATCCATGGAAGCAAATCATCACTT
K T R L S S S S S Y R S I H G S K S S L

. . . . . . . . . . . .
TCATTTCTCTTTCTCATTCTCTTCTCTCTTAGATCTCTTTACTCTCTCTTACCTTTCCTT
S F L F L I L F S L R S L Y S L L P F L

. . . . . . . . . . . .
CGTTCTTCACCTTCTTTCTCTCTTTTCCCTTTCTCCTTCCTCGTCTCTCTTCTCTCTTTC
R S S P S F S L F P F S F L V S L L S F

. . . . . . . . . . . .
CTCTTCTCACTTTCTTTCACTATCATCTCTTCCTTTTCACCTTCAAAGAAAGACCCTTTT
L F S L S F T I I S S F S P S K K D P F

. . . . . . . . . . . .
CTTCTCCGTCTTCAAAATCGTTCCTTTTCCTCAATTTCATCTCTTTCTTCCTCTCAAATC
L L R L Q N R S F S S I S S L S S S Q I

. . . . . . . . . . . .
AAACTCTTACTCGCTAAATCATTCCTTCTTGCTTTCGTCTTTCTTCTCCGTTTTCAAGCT
K L L L A K S F L L A F V F L L R F Q A

. . . . . . . . . . . .
CTTCGTTACTGTGGTGCTGCTGCTATGATCTTAGCTGAACTCTCTGGCACAGTTTCAGCC
L R Y C G A A A M I L A E L S G T V S A

. . . . . . . . . . . .
AGAGTCTTGTTTAGTGATACTGGTGGAATTGGAGTTAGATCATCTAAGGTTCGTGGGTTT
R V L F S D T G G I G V R S S K V R G F

C



A A

. . . . . . . . . . . .
TGCGTTTTGTTTGCTGGGTTGTTGTTGTTATCAATCAGCTGGGATCGTGTTGATTGTTTC
C V L F A G L L L L S I S W D R V D C F

. . . . . . . . . . . .
CCGTTTTCATCATCTGTTGAAAGTTGGGGTTTTTGGATTTACCCTAAAGAGAATTGCTTG
P F S S S V E S W G F W I Y P K E N C L

. . . . . . . . . . . .
AGGATTTGGCCTCTGTTGCTTCCGTTTCTATCTGGTTTCTTAGGTTGTTATGAGAAAGTT
R I W P L L L P F L S G F L G C Y E K V

. . . . . . . . . . . .
TCTGTGAATTGGAATGAGATCAAACAGTTAGATCAGAAACGAGTTCGATTACTGTCTTTG
S V N W N E I K Q L D Q K R V R L L S L

. . . . . . . . . . . .
TTTCTAACCACTGTGTTGTTGTTCCCACTTGCTATTTGGAGTTTCTTCTTCTCTGGTAGT
F L T T V L L F P L A I W S F F F S G S

. . . . . . . . . . . .
GGTGATGATAGTGTCTCTTTTGGGAATTTAGGTTGGCCTTTAGCTAACACTGTTGTATTT
G D D S V S F G N L G W P L A N T V V F

. . . . . . . . . . . .
GGAGTGTTGTTGAGTGAGAATTATAATGATGATAAGTTTTCAAGCTCGAAGAAGAAGGAC
G V L L S E N Y N D D K F S S S K K K D

. . . . . . . . . . . .
TCAGAGAGGGAGTTTCTTGTAACGTTTCTATGTACTATAGTATTGGAACTCTTCTATTTT
S E R E F L V T F L C T I V L E L F Y F

. . . . . . . . . . . .
CCTGAGCTATCTCTTTGGGGATTGTTGCTTTGTGGTTTGTTGCTTTACATTGCTGTTAGA
P E L S L W G L L L C G L L L Y I A V R

. . . . . . . . . . . .
GAGTTGGAGTCTGTGTATTCAGATTATCAAGAGATTGGTATGGAATCGCCTGAGTCGTTT
E L E S V Y S D Y Q E I G M E S P E S F

. . . . . . . . . . . .
TCCACTATGTTTATGAAGCCTATCCGTCACATTTTGAGCGAGAAGAAATCGAGGAAGATT
S T M F M K P I R H I L S E K K S R K I

. . . . . . . . . . . .
GCGTTGTTTCTTTTGATTAATACGGCGTATATGGTGGTTGAGTTTGTGGCTGGTTTTATG
A L F L L I N T A Y M V V E F V A G F M

. . . . . . . . . . . .
AGTAACAGTCTTGGATTGATCTCAGACGCTTGTCATATGTTGTTTGATTGTGCTGCTTTG
S N S L G L I S D A C H M L F D C A A L

. . . . . . . . . . . .
GCAATTGGGCTGTATGCGTCTTATATCTCTCGTCTTCCTGCAAACCATCAGTATAACTAT
A I G L Y A S Y I S R L P A N H Q Y N Y

. . . . . . . . . . . .
GGCCGAGGTAGATTTGAAGTGCTTTCTGGTTATGTTAACGCGGTGTTCCTTGTTCTTGTT
G R G R F E V L S G Y V N A V F L V L V

. . . . . . . . . . . .
GGGGCTCTGATTGTGCTTGAGTCGATTGAGAGAATCTTGGATCCTCAGGAGATTTCTACA
G A L I V L E S I E R I L D P Q E I S T

. . . . . . . . . . . .
AATAGTCTTTTGGTTGTTTCGGTTGGTGGGCTTCTCGTGAATATCGTCGGGTTAATCTTT
N S L L V V S V G G L L V N I V G L I F

. . . . . . . . . . . .
TTCCACGAGGAACATCATCATGCTCATGGTGGATCTGGTTGCACACATTCTCACTCACAC
F H E E H H H A H G G S G C T H S H S H

. . . . . . . . . . . .
CAATCCCATAGCCATAAAAATGAGGAGCATCATCAGCATTCAGATAGCCATAAACATGAG
Q S H S H K N E E H H Q H S D S H K H E

. . . . . . . . . . . .
GAACATCATCAGCATTCAGATAGCCATAAACATGAGGAACATCATGAGCATGACCATCAT
E H H Q H S D S H K H E E H H E H D H H

. . . . . . . . . . . .
CATCATTCCCATAGCCATAAACACGAGGAGTGCAACCACAACCACGACCATGAGCATCAA
H H S H S H K H E E C N H N H D H E H Q

. . . . . . . . . . . .
TCCCATAGCCATAATCACGAGGAGTGCAACCACAACCACGACCATCATTCTGATCACCAA
S H S H N H E E C N H N H D H H S D H Q

D



A. S  AMTP  AMTP, P

. . . . . . . . . . . .
CCTGAAAAAAGCGAAAAGAAGGAGCATCGCCACATTGATCACAATATGGAAGGAATCTTT
P E K S E K K E H R H I D H N M E G I F

. . . . . . . . . . . .
CTTCATGTTTTAGCAGACACAATGGGGAGTGTTGGAGTTGTGATATCGACACTCTTGATT
L H V L A D T M G S V G V V I S T L L I

. . . . . . . . . . . .
AAATACAAGGGCTGGTTAGTTGCAGATCCAGCCAGCTCAATCTTTATCTCCATCCTCATC
K Y K G W L V A D P A S S I F I S I L I

. . . . . . . . . . . .
ATCGCTTCAGTCATTCCGTTGCTACGAAACTCTGCGGAGATTCTACTGCAAAGAGTCCCT
I A S V I P L L R N S A E I L L Q R V P

. . . . . . . . . . . .
AGGGCTCACAGGCAAGACCTGAAAGAAGCTATGAGGAACATACTTAAGACTAAAGGTGTT
R A H R Q D L K E A M R N I L K T K G V

. . . . . . . . . . . .
TGCAGTATCCAGAGGCTGCATGTATGGAGTTTCACCAACTCAGACGTCGTGGCTACTCTC
C S I Q R L H V W S F T N S D V V A T L

. . . . . . . . . . . .
CATCTCCTTGTATCTGCAGATTCAGACAAGACGGATACTAAGTTACAAGTGTCACGTTTG
H L L V S A D S D K T D T K L Q V S R L

. . . . . . . . . . .
TTAGAAGATGCAGGAGTAAAGGATTGGACATTGCAGGTGGAATCTGTTAACTCATAG
L E D A G V K D W T L Q V E S V N S

A.. Primer für die Klonierung der Interaktionskandidaten
Für die Klonierung der Kandidaten in den Gateway®-Vektor pENTR/D wurden die im Folgenden
aufgelisteten Primer verwendet. Zusätzliche Sequenzierungsprimer wurden abgesetzt.

Bezeichnung Richtung Sequenz Tm

Atgf → ’--’ , °C/ °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/ °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’  °C/ °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’  °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
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Bezeichnung Richtung Sequenz Tm

AtgrZ ← ’--’ , °C
Atgf → ’--’ , °C/, °C)
AtgrZ ← ’--’ , °C

Atgsra ← ’--’ , °C
Atgsfa → ’--’ , °C
Atgsra → ’--’ , °C

A. NUb-Vektoren:Linker-Sequenzen zwischenNUb und cDNA

Im Folgenden sind Ausschnitte aus den DNA-Sequenzen der im SUS eingesetzten NUb-Vektoren dar-
gestellt. Die Restriktionsschnittstellen, die für die Klonierung der cDNAs bei der Konstruktions der
Bibliotheken eingesetzt wurden, sind farbig markiert: EcoRI (|), SalI (|). Die 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 Aminosäuren – vonUBI; alle anderen Vektoren kodieren die Aminosäuren –.

I/A/G

. . . . . . . . .
pGOi ATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCATAACATTGGAA
pCUP-CGK ATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCATAACATTGGAA
pNubIGW ATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCATAACATTGGAA
pNubAGW ATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCGCAACATTGGAA
pNubGGW ATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCGGAACATTGGAA
pNubAGW-L ATGCAGATTTTCGTCAAGACTTTGACCGGTAAAACCGCAACATTGGAA︸ ︷︷ ︸

NUb

. . . . . . . . . .
pGOi GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC
pCUP-CGK GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC
pNubIGW GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC
pNubAGW GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC
pNubGGW GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC
pNubAGW-L GTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGAC︸ ︷︷ ︸

NUb

. . . . . . . . .
pGOi AAGGAATTCTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGCGCGCCCGGG
pCUP-CGK AAGGAAGGGATCCCCCATCAAACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCA
pNubIGW AAGGAAGGGATC....ATCA..CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC
pNubAGW AAGGAAGGGATC....ATCA..CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC
pNubGGW AAGGAAGGGATC....ATCA..CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCC
pNubAGW-L AAGGAAGGGATC....ATCA..CAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCG︸ ︷︷ ︸︸ ︷︷ ︸

NUb Linker

F



A. NU-V: L-S  NU  DNA

M

. . . . .
pGOi ATCCGTCGAC.CCACGCGTCCGATG
pCUP-CGK GAATTCGGCACGAGG.......ATG
pNubIGW GCGGCGGCCCCCTTCACC....ATG
pNubAGW GCGGCGGCCCCCTTCACC....ATG
pNubGGW GCGGCGGCCCCCTTCACC....ATG
pNubAGW-L ......................ATG︸ ︷︷ ︸

Linker

Aminosäuresequenz der Linker zwischen NUb und cDNA:

HA-Tag von pGOi

pGOi FYPYDVPDYAGAPGIRRPTRPM
pCUP-CGK GIPHQTSLYKKAGSEFGTR..M
pNubI(A,G)GW GII..TSLYKKAGSAAAPFT.M
pNubAGW-L GII..TSLYKKAGS.......M︸ ︷︷ ︸

Linker

Die Sequenz derLinker derVektoren pNubI(A,G)GWundpNubAGW-L ist abhängig vomGateway®-Entry-Vektor, der in der LR-Reaktion eingesetzt wurde: bei der Verwendung von pDONR ergibt
sich der bei pNubAGW-L dargestellte Linker und bei der Verwendung von pENTR/D der bei pNu-
bI(A,G)GW dargestellteLinker. Dies entspricht der tatsächlichen Konfiguration aller in dieser Arbeit
erwähnten pNubI(A,G)GW und pNubAGW-L Konstrukte.
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A. CDFs vonHefe, Mensch undArabidopsis: Phylogenetischer
Baum

AtMTP2
AtMTP3

AtMTP4

HsZnT-4

HsZnT-8

HsZnT-2

HsZnT-3

AtMTP12

HsZnT-5
HsZnT-7

AtMTP5

HsZnT-6

SpZhf1

ScCot1

ScZrc1

ScMsc2
HsZnT-10

ScMft1

AtMTP8

AtMTP11

AtMTP10

AtMTP9

AtMTP7

HsZnT-9

ScZrg17

AtMTP6

ScMmt1

HsZnT-1
AtMTP1

Abb. A.: Phylogenetischer Baum von Hefe, Mensch und Arabidopsis. Die zugrundeliegenden Proteinsequenzen der
CDFs wurden durch MAFFT v. (Katoh et al., ) mit Standardeinstellungen aligniert. Der phylogenetische Baum
wurde daraufhin basierend auf einemMaximum Likelihood-Ansatz mit dem Programm SEMPHY v. berechnet (Fried-
man et al., ). Diese Methode hat den Vorteil, gleichzeitig den evolutionären Abstand der CDFs und die Topologie
des Baumes zu ermitteln. Die jeweils zwei Mitglieder der CDF-Familien von H. sapiens und S. cerevisae, für welche die
Bildung eines heteromeren Komplexes gezeigt wurde (Ellis et al., , ; Suzuki et al., a,b), wurden gelb bzw.
grünmarkiert.AtMTP ist wahrscheinlich das zuHsZnT- und ScMsc orthologe Protein inArabidopsis (sieheAćĘĈčēĎęę
Ͳ.ͮ und .). Ein Interaktionspartner wurde für dieses Protein bisher nicht identifiziert. Auch der phylogenetische Baum
liefert keine diesbezüglichen Hinweise.
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