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Zusammenfassung/Summary

Zusammenfassung

Peroxisomen sind in Eukaryonten an vielfaltigen Stoffwechselprozessen, wie der
Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt. Zwei Hauptaufgaben der
Peroxisomen in Pflanzen sind die 3-Oxidation von Fettsduren wahrend der Speicherfett-
Mobilisierung und die Photorespiration. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung
eines Glyoxysomalen Reticulums im Zuge der Speicherfett-Mobilisierung im Wildtyp von
Arabidopsis thaliana untersucht. Bei dem Glyoxysomalen Reticulum handelt es sich um
die Verschmelzung einzelner, runder Glyoxysomen zu einem knotigen Gebilde in
direkter Nahe zu den Lipidkorpern. Das Glyoxysomale Reticulum ftritt in keimenden
Samen von Arabidopsis nur kurzweilig auf und dient der raschen
Speicherstoffmobilisierung.

Den drei peroxisomalen Membranproteinen PEX2, PEX10 und PEX12 ist im C-
Terminus die Zink-RING-Finger-Doméne gemein, welche Zn**-lonen koordiniert und der
Protein-Protein-Interaktion dient bzw. eine E3-Ligasefunktion wahrend der
Ubiquitinierung erflllt. Ein Totalausfall eines dieser Proteine in Arabidopsis fuhrt zu
Embryoletalitat. Die Uberexpression von PEX2, PEX10 und PEX12 mit dysfunktionalem
Zink-RING-Finger im Wildtyp-Genom (AZn-Mutanten) belegte die Funktion der Zink-
RING-Finger auch in keimenden Samen. PEX2-AZn-Mutanten zeigen gestorten
glyoxysomalen Matrixproteinimport; eine Beeintrachtigung der Zink-RING-Finger-
Domanen in PEX10 oder PEX12 fiihrt zu Formstérung im Sinne einer verminderten
Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums.

PEX10-AZn-Mutanten belegen eine Beteiligung des PEX10-Zink-RING-Fingers
an der Peroxisomen-Formgebung, am Organellenkontakt zwischen Blatt-Peroxisomen
und Chloroplasten sowie am Kontakt zwischen Blatt-Peroxisomen und Mitochondrien im
Zuge der Photorespiration. Neben dem Zink-RING-Finger im C-Terminus von PEX10 ist
auch das konservierte Motiv TLGEEY im N-Terminus an der Peroxisomen-Formgebung
beteiligt und zudem am peroxisomalen Matrixproteinimport. Die Punktmutation PEX10-
G93E im TLGEEY-Motiv fuhrt - wie auch der Funktionsverlust des Zink-RING-Fingers -
zu Letalitdt in homozygoten Pflanzen, zu einem reduzierten Wachstum von
heterozygoten Pflanzen, zu einer Stérung des peroxisomalen Matrixproteinimports und
zu einer Formstérung der Blatt-Peroxisomen. Ein Kontaktverlust zu den Chloroplasten
wurde nicht beobachtet.

Bei der Suche nach Organellenkontakt vermittelnden Interaktionspartnern von
PEX10 wurde das Ca?*-bindende, cytosolische Protein AtCP1 mittels Yeast two-Hybrid-

Screen identifiziert und in vitro als Interaktionspartner von PEX10 nachgewiesen.

VI



Zusammenfassung/Summary

Summary

In Eukaryotes, peroxisomes are involved in a large number of metabolic
processes, such as the detoxification of reactive oxigen species. Two additional
important peroxisomal functions in plants are photorespiration and the [3-oxidation of
fatty acids during storage lipid mobilization. In this thesis, the formation of a glyoxysomal
reticulum during storage lipid mobilization in the Arabidopsis wild-type could be
demonstrated. The glyoxysomal reticulum arises via the fusion of distinct, spherical
glyoxysomes to form a knotted structure in direct proximity to the storage lipids. In
germinating seeds of Arabidopsis, the glyoxysomal reticulum can be detected only
during a brief window of time, during the rapid mobilization of storage lipids.

The C-terminal zinc RING-finger domain is common to the three peroxisomal
membrane proteins PEX2, PEX10 and PEX12. It coordinates Zn?**-ions, serves as a
protein-protein interaction motif and has E3-ligase activity during ubiquitination. A
complete knockout of one of these three PEX proteins in Arabidopsis results in embryo
lethality. Overexpression of PEX2, PEX10 and PEX12 with a dysfunctional zinc RING-
finger in the genomic background (AZn-mutants) confirmed the function of the zinc
RING-finger in germinating seed. PEX2-AZn-mutants have an impaired glyoxysomal
matrix protein import. A disruption of the zinc RING-finger domain in PEX10 and PEX12
affects the formation of the glyoxysomal reticulum.

PEX10-AZn-mutants corroborate the involvement of the PEX10 zink RING-finger
in peroxisomal biogenesis, in the inter-organelle contact between peroxisomes and
chloroplasts in leaves, and in the contact between leaf peroxisomes and mitochondria
during photorespiration. In addition to the zinc RING-finger domain in the PEX10 C-
terminus, the conserved motif TLGEEY in the PEX10 N-terminus is also involved in
peroxisomal biogenesis and matrix protein import. As observed for the dysfunctional
(AZn) zink RING-finger domain mutation, the PEX10-G93E point mutation in the
TLGEEY motif also causes embryo lethality in homozygous plants. In heterozygous
plants, the PEX10-G93E mutation results in reduced growth, impairment of peroxisomal
matrix protein import and misshaped leaf peroxisomes. A loss of contact between
chloroplasts and peroxisomes, however, was not observed.

In a yeast two-hybrid screen for interaction partners of PEX10 that mediate
organelle contact, we identified a cytosolic Ca?*-binding protein, AtCP1. The protein-

protein interaction was confirmed in in vitro binding assays.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Peroxisomen

Peroxisomen sind von einer Einheitsmembran umgebene Zellorganellen, die in fast allen
eukaryotischen Zellen eine Vielzahl lebensnotwendiger Funktionen erflllen. Dabei
zeigen sie eine morphologische und metabolische Vielfalt, welche von Organismus,
Zelltyp und nicht zuletzt von den gegebenen Umwelteinflissen abhangt und somit
Peroxisomen zu einem echten Vielzweck-Organell fur die Zelle macht.
Beschrieben  wurden  Peroxisomen zum ersten mal 1954 in einer
elektronenmikroskopischen Untersuchung von Mausleber als ,spherical and oval
microbodies® (Rhodin, 1954). Namensgebend war die biochemische Charakterisierung
1966 in S&ugerzellen, bei der Katalase- und Peroxidase-Aktivitdt in den microbodies
nachgewiesen wurde (De Duve and Baudhuin, 1966). Im selben Zeitraum wurden auch
die microbodies in der Pflanzenzelle untersucht und 1969 als Blatt-Peroxisomen
identifiziert (Mollenhauer and Morre, 1966; Frederick and Newcomb, 1969). Kurz zuvor
waren in Pflanzen die Glyoxysomen als eine weitere Peroxisomenklasse beschrieben
worden (Breidenbach et al., 1968) und wurden wie die Peroxisomen nach einem fir sie
biochemischen Charakteristikum, dem Glyoxylat-Zyklus, benannt. In den folgenden
Jahren wurden noch weitere Sonderformen der Peroxisomen entdeckt und manche mit
eigenen Namen versehen, wenn eine Spezialisierung vorlag, die von der Funktion der
Peroxisomen abwich. So werden die Peroxisomen der Trypanosomen als Glycosomen
bezeichnet (van den Bosch et al., 1992; Michels et al., 2006). In diesen spezialisierten
Peroxisomen des Malariaerregers lauft der Grofteil der Glycolyse ab. In einigen
Ascomyceten-Arten sind zusatzlich zu Peroxisomen die sogenannten woronin-bodies zu
finden, welche den Pilzen zum Wundschluss dienen (Soundararajan et al., 2004). Wird
eine Pilzhyphe verletzt, so verschlieBen die woronin-bodies die Septal-Poren zwischen
unverletzten und verletzten Zellen. Auf diese Art und Weise werden die
Cytoplasmabriicken geschlossen und der Pilz ,verblutet® nicht. In Kafern der Familie
Lampyridae dienen die Peroxisomen unter anderem zur Erzeugung von Biolumineszenz
mittels Luciferase (Shimomura and Johnson, 1975). Da die Biolumineszenz die
,2ublichen“ peroxisomalen Aufgaben nicht beeintrachtigt, sondern vielmehr eine
zusatzliche Funktion der Peroxisomen darstellt, hat sich fir diesen Peroxisomen-Typ
kein Eigenname etabliert.

Auch wenn es viele Arten von spezialisierten Peroxisomen gibt, so erflllen sie

doch bei Saugern, Pflanzen und Pilzen die gleichen wichtigen Funktionen. Allen ist die

1



Einleitung

3-Oxidation von Fettsduren gemein, wobei bei Saugern nur die R-Oxidation von
langkettigen Fettsauren in den Peroxisomen stattfindet, wahrend kurzkettige Fettsduren
in den Mitochondrien oxidiert werden (Poirier et al., 2006). Einen weiteren wichtigen
Aspekt stellt die Detoxifikation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxigen
spezies), wie etwa H,0O,, durch Katalase dar. Diese ROS entstehen bei der 3-Oxidation
als Nebenprodukt und wirken in hdheren Konzentrationen als Zellgift (Halliwell, 2006). In
niederen Konzentrationen dienen ROS in Pflanzen als Signalmolekile. Ebenso wirken
im Menschen die Lipid-Liganden fur die Peroxisomen Proliferator-aktivierten Rezeptoren
(PRAR), auch Nebenprodukte der 3-Oxidation, als Signalmolekile (Kersten et al., 2000;
Baker et al., 2006). Die Enzyme der peroxisomalen [3-Oxidation sind zudem an der
Synthese der pflanzlichen Phytohormone Jasmonsaure und Indol-3-Essigsaure beteiligt
(Baker et al., 2006). Zu den weiteren Funktionen der Peroxisomen zdhlen die a-
Oxidation von verzweigten Fettsauren in Sdugern und Pflanzen (Jansen and Wanders,
2006), die Hauptreaktionen der Photorespiration in Blatt-Peroxisomen (Reumann and
Weber, 2006), bei der ein besonders enger Kontakt zwischen den Peroxisomen, den
Chloroplasten und den Mitochondrien besteht, die letzten Schritte der Penicillin-
Biosynthese in einigen Fadenpilzen (Muller et al.,, 1991) und die Synthese von

Gallensaure und Lipidverbindungen wie Plasmalogen und Cholesterol (Wanders, 2004).

1.1.1. Peroxisomen-Biogenese

Es hat lange gedauert, etwas Licht in die Vorgdnge der Peroxisomen-Biogenese zu
bringen. Jahrzehnte diskutierte man die Entstehungs- und Verteilungsmechanismen von
Peroxisomen in sich teilenden Zellen. Es standen sich das growth-and-division-model
(Lazarow and Fuijiki, 1985) und das ER-vesiculation-model (Beevers, 1979) gegenlber.
Gemall dem growth-and-division-model vermehren sich Peroxisomen &hnlich
Mitochondrien und Chloroplasten durch Teilung, dem ER-vesiculation-model nach
schniren sich Peroxisomen vom Endoplasmatischen Reticulum ab und entstehen
sozusagen neu. Um eine eindeutige Aussage ftreffen zu koénnen, mussten die
Biogenese-Faktoren der Peroxisomen entschlisselt werden. Ein diesbeziglicher
Durchbruch gelang im Jahr 1987 Veenhuis und Mitarbeitern, die zeigen konnten, dass
Saccharomyces cerevisiae auf Olsdure als einziger Kohlenstoffquelle wachsen kann
(Veenhuis et al., 1987). Da in Hefe die Peroxisomen der alleinige Ort der 3-Oxidation
sind, wirde sich eine Beeintrachtigung der Peroxisomen-Funktion sofort im Wachstum
der Hefen widerspiegeln. Dies ermdglichte, gezielt nach Peroxisomen-

Biogenesemutanten, pex-Mutanten genannt (Erdmann et al., 1989; Erdmann et al.,
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1991), zu suchen und die involvierten PEX-Gene zu identifizieren. Die Genprodukte der
PEX-Gene wurden als Peroxine bezeichnet (Distel, 1996), die Nomenklatur in Saugern
und Pflanzen lautet PEXN, in Hefe jedoch PexNp. Es sind bisher insgesamt 32 Peroxine
identifiziert worden (Vizeacoumar et al., 2004; van der Zand et al., 2006; Schrader and
Fahimi, 2008), welche sich funktionell in zwei Gruppen aufteilen lassen. Bei den beiden
Hauptfunktionen handelt es sich erstens um die Biogenese der sich entwickelnden
Peroxisomenmembran und um die Proliferation der Peroxisomen und zweitens um den
Import von Matrixproteinen in das peroxisomale Lumen.

Zur ersten Gruppe der in die Peroxisomenmembran-Biogenese involvierten Peroxine
gehoéren PEX3, PEX16 und PEX19. Es wurde zuerst in menschlichen Zellen gezeigt,
dass ein funktionelles Fehlen eines dieser PEX-Gene zu einer vollstandigen
Abwesenheit der Peroxisomen fiihrt (Matsuzono et al., 1999; Ghaedi et al., 2000;
Sacksteder et al., 2000). Gleiches konnte flir PEX3 und PEX19 in S. cerevisiae
nachgewiesen werden; fir PEX16 scheint es kein Homolog in der Hefe zu geben
(Hettema et al., 2000). Durch funktionelle Komplementation dieser PEX-Mutanten war es
mdglich, voll funktionsfahige Peroxisomen de novo entstehen zu lassen (Matsuzono et
al., 1999; Ghaedi et al., 2000; Honsho et al., 2002). Dies zeigt die zentrale Rolle der
Peroxine PEX3, PEX16 und PEX19 in der Peroxisomenmembran-Biogenese.

PEX16 ist ein peroxisomales Membranprotein, dessen Funktion noch nicht vollstandig
aufgeklart ist. Wie bereits erwahnt ist PEX16 in Hefen mit Ausnahme von Yarrowia
lipolytica nicht zu finden, spielt aber in Homo sapiens und in Arabidopsis thaliana eine
gewichtige Rolle in der Peroxisomenmembran-Biogenese (Honsho et al.,, 1998;
Titorenko et al., 1998; Lin et al.,, 1999; Kim et al., 2006). Es gibt Hinweise auf die
Beteiligung an einer moglichen Protein-Insertionsmaschinerie in der Membran, wogegen
andere Befunde PEX16 in Verbindung mit der Verankerung von PEX3 in der
Peroxisomenmembran sehen (Kim et al., 2006; Matsuzaki and Fujiki, 2008).

PEXS3 ist ebenfalls ein peroxisomales Transmembranprotein und dient als Bindestelle flr
den Komplex aus PEX19 und neu synthetisierten peroxisomalen Membranproteinen
(Muntau et al., 2003; Fang et al., 2004; Hoepfner et al., 2005). Vermutlich ist PEX3 eines
der ersten Proteine, wenn nicht sogar das erste, welches in die de novo-Formation von
Peroxisomen involviert ist.

Bei PEX19 handelt es sich um ein farnesyliertes, hauptsachlich cytosolisches Protein, es
lokalisiert aber auch an oder in der Peroxisomenmembran. Hinzu kommt, dass PEX19
mit fast allen peroxisomalen Membranproteinen in vitro und in vivo interagiert (Snyder et
al., 2000; Fransen et al., 2001; Hadden et al.,, 2006). Diese Tatsachen legen die
Vermutung nahe, dass PEX19 als Rezeptor fir im Cytosol neu synthetisierte

peroxisomale Membranproteine dient, mit diesen einen Komplex bildet und Gber PEX3
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an die peroxisomale Membran andockt. Dort werden anschlielend die peroxisomalen
Membranproteine in die Peroxisomenmembran inseriert und PEX19 kehrt ins Cytosol
zurtick, um wieder als Rezeptor zur Verfigung zu stehen (Rottensteiner et al., 2004;
Rucktaschel et al., 2009). Zudem wird PEX19 eine Chaperon-Funktion zugeschrieben,
welche die peroxisomalen Membranproteine vor Aggregation im Cytosol schitzt (Jones
et al., 2004; Shibata et al., 2004). PEX19 koénnte auch als Membranintegrationsfaktor fur
peroxisomale Membranproteine dienen (Snyder et al., 2000; Fransen et al., 2001).
Peroxisomale Membranproteine besitzen nicht die herkémmlichen peroxisomalen
Targeting-Signale (PTS) wie die peroxisomalen Matrixproteine. Der Grofteil der
peroxisomalen Membranproteine wird von PEX19 erkannt und besitzt dazu eine interne
Erkennungssequenz. Diese PEX19-Bindestelle besteht aus einer Ansammlung
basischer oder basischer und hydrophober Aminosauren (Sparkes and Baker, 2002;
Rottensteiner et al., 2004; Van Ael and Fransen, 2006). Diese Bindestellen sind jedoch
so variabel, dass ein einheitliches Motiv nicht angegeben werden kann. Peroxisomale
Membranproteine bendtigen fir ein korrektes Targeting zusatzlich zu dieser PEX19-
Bindestelle mindestens eine Transmembrandomane. Es werden jedoch auch Peroxine,
die sich in der Peripherie der Peroxisomenmembran befinden durch PEX19 erkannt und
zu den Peroxisomen gebracht. Diese besitzen anstelle der Transmembrandomane eine
Protein-Protein-Interaktionsdomane, mit der sie an ein peroxisomales
Transmembranprotein assoziieren werden.

Zusatzlich zu dem PEX19-abhangigen Transport von peroxisomalen Membranproteinen
zu den Peroxisomen gibt es noch einen zweiten, von PEX19 unabhangigen Weg. Bei
diesem Transportweg werden die peroxisomalen Membranproteine zuerst in das ER
geschleust und von dort mittels Vesikeln zu den Peroxisomen transportiert. Zu diesen
Proteinen gehdren Pex3p und Pex22p in Hefe (Halbach et al., 2009) und PEX16 und
mdglicherweise PEX10 in Arabidopsis thaliana (Flynn et al., 2005; Mullen and Trelease,
2006; Karnik and Trelease, 2007). Auch hier ist eine eindeutige Unterscheidung der
Importsignale fir ER und Peroxisomen nicht mdglich. Aus Lokalisationsstudien mit
PEX16-Proteinsequenz-Stiicken in A. thaliana ist bekannt, dass die beiden Importsignale
fir  ER und Peroxisomen zu (berlappen scheinen und die beiden
Transmembrandomanen eine wichtige Rolle fir einen korrekten Import spielen (Karnik
and Trelease, 2007). Die vom ER abgeschnirten Vesikel werden als ERPIC (ER
peroxisome intermediate compartment) bezeichnet und scheinen in Pflanzen mit bereits
bestehenden Peroxisomen zu verschmelzen (Trelease and Lingard, 2006), in Hefen und
Saugern jedoch neue Peroxisomen zu bilden (Kunau, 2005; Kim et al., 2006; Titorenko
and Mullen, 2006). Es existieren auch Hinweise auf einen retrograden Vesikeltransport

von Peroxisomen zum ER in Pflanzen. In mit Tombusvirus infizierten Pflanzenzellen
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konnte gezeigt werden, dass das virale Protein p33 zuerst in die Peroxisomen importiert
wird und anschlief3end in Vesikeln zum ER geschleust wird (Mullen and Trelease, 2006).
Peroxisomen entstehen jedoch nicht nur de novo durch verschmelzende ERPIC-
Vesikel, sie teilen sich auch, um sich zu vermehren. Bei einem der ersten an diesem
Prozess beteiligten Proteine handelt es sich um das Peroxin PEX11. In PEX11-
Deletionsmutanten ist eine VergroRerung der Peroxisomen und eine Verringerung ihrer
Anzahl zu beobachten (Schrader and Fahimi, 2006; Nito et al., 2007), wogegen eine
Uberexpression zu einer Vermehrung der Peroxisomen fiihrt (Schrader et al., 1998; Li et
al., 2002; Rottensteiner et al., 2003; Tam et al., 2003; Orth et al., 2007). Es gibt in
Pflanzen funf Mitglieder der PEX11-Familie (PEX11a, PEX11b, PEX11c, PEX11d und
PEX11e) (Lingard and Trelease, 2006), in Hefe drei (Pex11p, Pex25p und Pex27p)
(Rottensteiner et al., 2003; Tam et al., 2003) und bei Sdugern ebenfalls drei (PEX11aq,
PEX11B und PEX11y) (Schrader et al., 1998; Li et al., 2002). Zudem sind die Proteine
FISSION1 (FIS1) und DYNAMIN-RELATED PROTEINs (DRPs), welche aus der Teilung
bei Mitochondrien bekannt sind, an der Peroxisomenteilung beteiligt. Bei den DRPs
handelt es sich um GTPasen, welche bei der Peroxisomenteilung fir die Einschniirung
verantwortlich sind (Thoms and Erdmann, 2005). Sauger-, Hefe- und Pflanzen-Zellen
ohne das entsprechende DRP-Homolog (DLP1, Vsp1p/Dnm1p, DRP3A/3B) haben stark
verlangerte Peroxisomen (Hoepfner et al., 2001; Li and Gould, 2003; Koch et al., 2004).
FIS1 dient den DRPs in Peroxisomen als Membrananker (Koch et al., 2005; Schrader
and Yoon, 2007). So scheint PEX11 fur die Elongation und beginnende Einschniirung
der Peroxisomen verantwortlich zu sein, wahrend die DRPs die Peroxisomen
voneinander abschniren (Desai and Hu, 2008). In S. cerevisiae sind fur die Trennung
der abgeschnirten Peroxisomen Pex28p und Pex29p verantwortlich (Vizeacoumar et al.,
2003). Die Proteine Pex30p, Pex31p und Pex32p scheinen am Peroxisomenwachstum
beteiligt zu sein (Vizeacoumar et al., 2004).
Letztendlich ist somit sowohl das growth-and-division-model als auch das ER-
vesiculation-model zumindest in Teilen bestatigt und die beiden Modelle lassen sich zu
einem Gesamtmodell zusammenfiigen, dem ER semiautonomous peroxisome
maturation and replication-Modell (Mullen and Trelease, 2006). Das Zusammenspiel aus

ERPIC und der Peroxisomen-Teilungsmaschinerie ist in Abbildung 1 wiedergegeben.
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Abbildung 1: Das ,,ER semiautonomous peroxisome maturation and replication“-Modell.
PEX19, PEX3 und PEX16 sind fiir die Peroxisomenmembran-Biogenese essenziel und deshalb
nahe am ER und somit am Ort der de novo-Entstehung von Peroxisomen abgebildet. Es ist der
EPRIC-Vesikelstrom vom ER zu den Peroxisomen dargestellt und der mdgliche Vesikel-
Rucktransport (gestrichelte Pfeile). Mitglieder der PEX11-Familie sorgen flr die Elongation und
beginnende Einschniirung der Peroxisomen. Im Anschluss schniiren die durch FIS1 (FISION1)
an die Peroxisomenmembran verankerten DRPs (DYNAMIN-RELATED PROTEINs) die
Peroxisomen ab. Nach der Teilung wachsen die Peroxisomen wieder zu einem ,reifen
Peroxisom®, wozu Membranmaterial vom ER und Import der peroxisomalen Matrixproteine notig
ist. (Abgeandert nach Platta and Erdmann, 2007)

1.1.2. Der peroxisomale Matrixproteinimport

Da die Peroxisomen kein eigenes Genom wie etwa Chloroplasten oder Mitochondrien
besitzen, sind alle peroxisomalen Proteine kerncodiert. Peroxisomale Matrixproteine
werden an freien Ribosomen im Cytosol synthetisiert, posttranslational zu den
Peroxisomen gebracht und dort integriert (Lazarow and Fujiki, 1985). Peroxisomale
Matrixproteine werden von einer Reihe von Peroxinen importiert, welche entweder frei im
Cytosol vorliegen oder sich in der peroxisomalen Membran befinden. Auch wenn es
einige Gemeinsamkeiten mit bereits bekannten Proteinimport-Maschinerien gibt,
unterscheidet sich der peroxisomale Matrixproteinimport in zwei Punkten fundamental
von diesen. Zum einen werden peroxisomale Matrixproteine vollstandig gefaltet mit

Kofaktoren und sogar in kleinen Komplexen in die Peroxisomen importiert (Glover et al.,
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1994; Walton et al., 1995). Zum anderen ist keine stabile Pore in der
Peroxisomenmembran bekannt, durch welche Proteine gefaltet importiert werden
kénnen. Daher wird angenommen, dass ein Translokon nur bei Bedarf generiert wird
und von transienter Natur ist (Erdmann and Schliebs, 2005; Stanley and Wilmanns,
2006; Ma and Subramani, 2009).

Obwohl bis jetzt die fundamentalen Mechanismen der Proteintranslokation in die
Peroxisomen nicht verstanden sind, l&sst sich der Importvorgang an sich in vier
grundlegende Schritte einteilen: (1) Das peroxisomale Matrixprotein wird nach seiner
Synthese im Cytosol von einem Rezeptor erkannt und gebunden. (2) Der mit dem
Matrixprotein beladene Rezeptor gelangt zum Peroxisom und dockt dort an bestimmte
peroxisomale Membranproteine an. (3) Das Matrixprotein wird in die Peroxisomen
geschleust. (4) Der Rezeptor wird in das Cytosol zurlckgefihrt, um wieder zur

Verfligung zu stehen.

1.1.2.1. Die Peroxisomalen Targeting-Signale PTS1 und PTS2 und deren Erkennung
durch PEX5 und PEX7

Ebenso wie der Proteinimport in anderen Zellorganellen hangt der Proteinimport in
Peroxisomen von Signalsequenzen ab. Diese Signalsequenzen werden in Peroxisomen
peroxisomal targeting signal (PTS) genannt. Bis jetzt wurden zwei konservierte Motive
identifiziert, die zum Matrixproteinimport in Peroxisomen flhren und als PTS1 und PTS2
bezeichnet werden. Die Mehrzahl der in Peroxisomen importierten Proteine tragt ein
PTS1, in Arabidopsis kennt man bis jetzt etwa 220 PTS1-Proteine (Reumann, 2004).
Das PTS2-Importsignal ist bei Weitem nicht so haufig und in Arabidopsis sind bisher 74
Kandidaten bekannt (Kamada et al., 2003). Das PTS2-Importsignal wird nach dem
Import von den Proteinen abgespalten. In C. vulgaris und A. thaliana Ubernimmt diese
Aufgabe die DEG15-Protease (Helm et al., 2007). Interessanterweise scheint es fiir die
PTS2-tragenden Proteine funktionell keinen Unterschied zu machen, ob die
Signalsequenz abgespalten wird oder nicht (Gietl et al., 1996). Zudem wurden 30
Proteine in Arabidopsis identifiziert, bei denen es sich um peroxisomale Matrixproteine
handelt, die aber weder PTS1 noch PTS2 tragen (Reumann, 2004).

Urspringlich wurde das PTS1 als carboxylterminales Tripeptid mit der Sequenz
(S/A/IC)(K/R/H)(L/M) definiert (Gould 1989), jedoch ist inzwischen bekannt, dass flr
einen korrekten Import gelegentlich noch zusatzliche Aminosauren vor dem SKL,
bevorzugt Leucin und Valin, von Bedeutung sind. (Brocard and Hartig, 2006). Erkannt

wird PTS1 vom vornehmlich cytosolischen Peroxin PEX5. Strukturell lasst sich PEX5 in
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zwei unterschiedliche Domanen aufteilen. Am Carboxyl-Terminus befindet sich die
hochaffine PTS1-Bindedomane bestehend aus sieben Tetratricopeptid-Wiederholungen
(TTRs, tetratricopeptide repeats) und einem Helixblindel, welche bei der
Ligandenbindung eine Ring-ahnliche Struktur bilden (Gatto et al., 2000; Stanley et al.,
2006). Am Amino-Terminus befinden sich Bindedomanen fur andere Peroxine. Hier
befinden sich nur wenige streng konservierte Aminosauren, wie zum Beispiel das
Pentapeptid WXXXF/Y (Otera et al., 2002). Es wird vermutet, dass diese Domanen flr
das Binden an die Peroxisomenmembran und fir den Kontakt zu Peroxinen der
Rezeptor-Recycling-Maschinerie verantwortlich sind (Stanley et al., 2006).

Das zweite peroxisomale Targeting-Signal PTS2 ist ein Nonapeptid und befindet sich
nahe dem Amino-Terminus und besteht aus den Aminosauren
R(LNVIIQ)XX(L/V/I/H)(L/SIG/A)X(H/Q)L (Lazarow, 2006). Wahrend in S. cerevisiae nur
Thiolase ein PTS2 tragt (Marzioch et al.,, 1994), besitzen um ein vielfaches mehr
Proteine in Arabidopsis ein PTS2 (Reumann et al.,, 2004). Interessanterweise fehlt in
Caenorhabditis elegans der durch PTS2 vermittelte Proteinimport véllig (Motley et al.,
2000). PTS2-tragende Proteine werden von dem cytosolischen Protein PEX7 erkannt.
PEX7 gehért zur WDA40-Protein-Familie, welche sich durch Domanen mit
Wiederholungen der Aminosauren Tryptophan (W) und Aspartat (D) auszeichnet
(Marzioch et al., 1994; Zhang and Lazarow, 1995). Im Gegensatz zu PEX5 ist PEX7
alleine jedoch nicht in der Lage, den Import von PTS2-tragenden Proteinen zu
vermitteln. Hierflr sind bei PEX7 ein oder mehrere Co-Faktoren nétig. Pex20p wird in Y.
lipolytica, P. pastoris, H. polymorpha und N. crassa zum PTS2-abhangigen Import
bendtigt (Titorenko et al., 1998; Sichting et al., 2003; Otzen et al., 2005; Leon et al.,
2006), wogegen in S. cerevisiae die strukturell verwandten Proteine Pex18p und Pex21p
notwendig sind (Purdue et al., 1998). In Saugern gibt es zwei Splice-Varianten von
PEXS5, eine kurze (PEX5S) und eine lange (PEX5L) (Otera et al., 2000). Beide Varianten
sind in der Lage PTS1 zu binden und PTS1-abhangigen Matrixproteinimport zu
vermitteln. Jedoch ist nur PEX5L in der Lage, an PEX7 zu binden und als Co-Faktor den
PTS2-abhangigen Import zu ermoglichen (Matsumura et al., 2000). In Arabidopsis
formen PEX5 und PEX7 einen PTS1/PTS2-Rezeptor-Komplex, indem der PEX5-N-
Terminus mit dem PEX7-C-Terminus interagiert (Nito et al., 2002). In pex5-Mutanten, in
denen speziell diese Interaktion nicht mehr zustande kommt, ist der Import von PTS1-
Proteinen nicht gestort, der PTS2-Protein-Import jedoch unterbrochen (Woodward and
Bartel, 2005). Beeintrachtigung des PEX5-Expressionslevels schlagt sich sowohl auf den
PTS1-vermittelten als auch auf den PTS2-vermittelten Proteinimport nieder (Hayashi et
al.,, 2005). Die Beziehungen der einzelnen Matrixproteinimportrezeptoren in den

verschiedenen Spezies ist in Abbildung 2 zusammengefasst.
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Abbildung 2: Fiir den PTS1- und PTS2-vermittelten Matrixproteinimport in Peroxisomen
existieren verschiedene Rezeptor-Konstellationen in Pflanze, Sauger und Hefe. (A) In
Arabidopsis benétigt man PEX5 sowohl fur den PTS1- als auch fur den PTS2-vermittelten
Proteinimport. (B) In Sdugern gibt es zwei Splice-Varianten von PEX5, PEX5S und PEX5L. Beide
binden PTS1 aber nur PEX5L vermag PEX7 zu binden und so den Import von PTS2-Proteinen zu
ermoglichen. (C) In S. cerevisiae werden PTS1-Proteine von PEX5 importiert, der Import von
PTS2-Proteinen wird von PEX7 mit den Co-Rezeptoren PEX18 und PEX21 durchgefihrt. (D) In
den Hefen N. crassa, P. pastoris, Y. lipolytica und H. polymorpha verlauft der PTS1-Import wie in
S. cerevisiae, PEX7 bendtigt hier jedoch PEX20 als Co-Rezeptor fir den PTS2-vermittelten
Matrixproteinimport. Der Einfachkeit halber wurde die Nomenklatur der Sauger und Pflanzen
verwendet. (Abgeandert nach Brown and Baker, 2008)

A
Arabidopsis PTS2
B
Séuger PTS2
C
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PTS2

Es werden zudem auch Proteine in Peroxisomen importiert, welche weder ein PTS1
noch ein PTS2 tragen. So bilden einige Proteine ohne ein PTS, beispielsweise
Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT), delta3,delta2-Enoyl-CoA-Isomerase (Eci1p)
und Acyl-CoA-Oxidase (Aox), einen Komplex mit PTS-tragenden Proteinen und werden
sozusagen ,Huckepack® in das Peroxisom importiert (McNew and Goodman, 1994; Yang
et al., 2001; Titorenko et al., 2002). Andere Proteine, wie Katalase oder die
Malatsynthase aus H. polymorpha, interagieren direkt mit PEX5, ohne jedoch ein PTS1
oder PTS2 zu besitzen (van der Klei and Veenhuis, 2002; van der Klei and Veenhuis,
2006). Da es sich bei der Interaktionsstelle nicht um die PTS1-Interaktionsstelle handelt,
vermutet man noch ein drittes peroxisomales Targeting-Signal PTS3 (Brown and Baker,
2008).
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1.1.2.2. Das Andocken der mit dem Matrixprotein beladenen PTS-Rezeptoren PEX5 und

PEX7 an die Peroxisomenmembran

Der Proteinkomplex, der PEX5 und PEX7 das Andocken an die Peroxisomenmembran
ermdglicht, besteht in Pflanzen und in Sadugern aus PEX13 und PEX14, in Hefe
zusatzlich aus Pex17p (Agne et al., 2003). Bei PEX13 handelt es sich um ein
peroxisomales Transmembranprotein, welches sowohl den Amino-, als auch den
Carboxyl-Terminus ins Cytosol exponiert. Am N-Terminus befindet sich die
Interaktionsstelle fir PEX7, am C-Terminus befindet sich eine SH3-Domane (Scr-
homology 3), welche sowohl fir den Kontakt zu PEXS5 als auch fur den Kontakt zu
PEX14 verantwortlich ist (Erdmann and Blobel, 1996; Gould et al., 1996; Pires et al.,
2003; Mano et al., 2006). PEX14 ist in Saugern und Pflanzen ein integrales
Membranprotein, in S. cerevisiae jedoch ein auflen an der Peroxisomenmembran
gelbundenes, peripheres Membranprotein. In S. cerevisiae interagiert Pex14p mit
Pex17p, welches ebenfalls ein peripheres Membranprotein ist (Erdmann and Schliebs,
2005). Ein Homolog zu Pex17p wurde weder in Sdugern noch in Pflanzen gefunden. In
allen Spezies ist PEX14 an der Bindung von PEX5 beteiligt, in Sdugern und Pflanzen ist
die Affinitat von PEX5 zu PEX14 sogar gréler als zu PEX13 (Saidowsky et al., 2001;
Nito et al., 2002; Otera et al., 2002). Mutationen in Arabidopsis PEX13 und PEX14
zeigen sowohl flir PTS1-Proteine als auch fir PTS2-Proteine eine Importstorung (Mano
et al., 2006).

1.1.2.3. Der Import der Matrixproteine durch die Peroxisomenmembran

Obwohl detaillierte Kenntnisse tber das Targeting von peroxisomalen Proteinen zu den
Peroxisomen bestehen, sind das Prinzip des Proteinimports und auch das Translocon
selbst unbekannt. Man weil3, dass PEX5, PEX7 und in Hefe zusatzlich Pex20p aus dem
Cytosol in die Peroxisomenmatrix oder zumindest in die Peroxisomenmembran integriert
werden und anschlieBend wieder im Cytosol zu finden sind (Rehling et al., 2000;
Dammai and Subramani, 2001). Dies deutet auf einen Kreislauf der Rezeptoren wahrend
des Matrixproteinimports und das Ruckflihren der Rezeptoren in das Cytosol hin.

Das bisher plausibelste Modell beschreibt die Formung einer transienten Pore durch
PEX5 (transient pore model), welche als Translocon fir die PTS-Proteine dienen soll
(Erdmann and Schliebs, 2005). Dieses Modell stiitzt sich auf die Eigenschaften, die dem
Peroxin PEX5 zugeschrieben werden. PEXS5 wandelt sich wahrend des Proteinimports in

die Peroxisomen von einem [6slichen, cytosolischen Protein durch
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Konformationsanderung zu einem peroxisomalen Membranprotein. Dabei ragt der C-
Terminus mit der PTS1-Bindedomane in die Peroxisomenmatrix. (Gouveia et al., 2000).
PEX5 scheint zudem in der Lage zu sein, Homooligomere zu bilden und liegt
membrangebunden in Komplexen vor (Reguenga et al.,, 2001). Aullerdem inseriert
rekombinantes PEXS5 spontan in Phospholipid-Membranen (Stanley et al., 2006). Mit
diesen Eigenschaften ahnelt PEXS5 einer heterogenen Klasse von Toxinen, welche in die
Membran inserieren und dabei eine Pore bilden (Dalla Serra and Menestrina, 2003; Wai
et al., 2003).

Ebenso wenig wie Uber das Translocon wei3 man Uber die Trennung der an die
Rezeptoren PEX5 und PEX7 gebundenen Matrixproteine und deren Entlassung in die
Peroxisomenmatrix. Das einzige Protein, welches bisher mit der Entlassung der
gebundenen PTS-Proteine in die Peroxisomenmatrix in Verbindung gebracht wurde, ist
Pex8p in Hefe. Bei Pex8p handelt es sich um das einzige intraperoxisomale, periphere
Membranprotein, welches sowohl ein PTS1- als auch ein PTS2-Signal tragt (Waterham
et al., 1994; Rehling et al., 2000). In Hefe ist die bisher am besten verstandene Funktion
von Pex8p die Verbindung des Docking-Komplexes aus Pex13p, Pex14p und Pex17p
mit dem peroxisomalem Zink-RING (realy interesting new gene) -Finger Komplex
bestehend aus Pex2p, Pex10p und Pex12p zu dem sogenannten importomer
(Rayapuram and Subramani, 2006). Fir eine Involvierung in die Entlassung von
gebundenen Matrixproteinen in die Peroxisomenmatrix sprechen die nachgewiesenen
Interaktionen mit Pex5p und dem PTS2-Co-Rezeptor Pex20p (Smith and Rachubinski,
2001; Wang et al., 2003; Leon et al., 2006).

1.1.2.4. Das Recycling der Rezeptor-Peroxine PEX5 und PEX7

Nachdem die PTS-tragenden Proteine von ihren Rezeptoren getrennt und in die
Peroxisomenmatrix importiert wurden, missen die Rezeptoren PEX5 und PEX7
inklusive Co-Rezeptoren wieder in das Cytosol rickgefiuihrt werden, um erneut zur
Verflgung zu stehen. Erst kirzlich gelang es, einige Mechanismen dieses
Ruckfihrungsprozesses zu verstehen. So muss der PTS1-Rezeptor PEX5 erst
ubiquitiniert werden, bevor er wieder ins Cytosol geschleust wird (Platta et al., 2004;
Carvalho et al., 2007; Platta et al., 2007). Bei Ubiquitinierung handelt es sich um einen
konservierten Protein-Modifikationsmechanismus, bei dem Ubiquitin kovalent an ein
Proteinsubstrat gebunden wird (Hershko and Ciechanover, 1998; Walling, 2006). Die
Anbindung eines Ubiquitins erfolgt in drei Schritten, namlich der Aktivierung des

Ubiquitins durch Bindung an ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1), die Uberfilhrung
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vom Ubiquitin-aktivierenden Enzym auf ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym (E2) und
schlieBlich die Ubertragung des Ubiquitinrestes durch eine Ubiquitinligase (E3) auf das
Substrat. Hierbei bindet die Ubiquitinligase sowohl Substrat als auch das Ubiquitin-
konjugierende Enzym und ist somit in der Lage, ein oder mehrere Ubiquitinmolekile als
Kette an ein Substrat anzufiugen (Bachmair et al., 2001; Walling, 2006). Ubiquitinierung
wirkt bei der Ruckfuhrung von PEXS5 mdglicherweise als Signal, da bekannt ist, dass
Polyubiquitinierung als Signal zur Degradation im 26S-Proteasom dient und
Monoubiquitinierung eine Weiterverwendung des modifizierten Proteins zur Folge hat
(Raiborg and Stenmark, 2009) (Abbildung 3).
In Hefe konnte gezeigt werden, dass die Polyubiquitinierung von Pex5p hauptsachlich
von dem E2-Protein Ubc4p abhangt und dessen Funktion zum Teil von Ubc5p oder
Ubc1p Ubernommen werden kann (Platta et al., 2004; Kiel et al., 2005; Kragt et al.,
2005). Polyubiquitinierung von PEX5 scheint nicht essenziel fir die Funktion von PEX5
wahrend des Matrixproteinimports in die Peroxisomen zu sein, es konnte jedoch einen
Qualitatskontrolimechanismus darstellen (Platta et al., 2004; Kiel et al., 2005), der als
RADAR (Receptor Accumulation and Degradation in Absense of Recycling) bezeichnet
wird (Leon et al., 2006).
Monoubiquitinierung von Pex5p in Hefe wird von Pex4p (Ubc10p) und im Menschen von
UbcH5a/b/c vermittelt (Platta et al., 2007; Grou et al., 2008; Williams et al., 2008). Diese
Monoubiquitinierung sorgt fiir eine Rickflihrung von Pex5p in das Cytosol (Abbildung 3).
Dort wird der Ubiquitinrest abgespalten und der Rezeptor steht wieder zum
Matrixproteinimport zur Verfigung (Carvalho et al., 2007; Platta et al., 2007; Grou et al.,
2008).
Klrzlich erst wurden die E3-Ligasen in Hefe identifiziert, welche den Ubiquitinrest von
den bereits bekannten E2-Proteinen auf PEX5 Ubertragen. Es handelt sich hierbei um
den Komplex aus den Zink-RING-Finger Peroxinen Pex2p, Pex10p und Pex12p
(Williams et al., 2008; Platta et al., 2009). Pex12p ist zusammen mit Pex4p flr die
Monoubiquitinierung von Pex5p verantwortlich (Platta et al., 2009). Was die
Polyubiquitinierung von Pex5p in Hefe betrifft, so scheinen sowohl Pex2p als auch
Pex10p daran beteiligt zu sein. Jedoch scheint Pex2p einen gewichtigeren Part an der
Polyubiquitinierung von Pex5p zu Ubernehmen, da ein fir die Ubiquitinierung
dysfunktionales Pex2p eine gravierendere Auswirkung auf die Polyubiquitinierung zeigt
als ein dysfunktionales Pex10p (Williams et al., 2008; Platta et al., 2009; Prestele, 2009).
Vor Kurzem konnte in Pflanze die Interaktion zwischen PEX12 und PEX7 gezeigt
werden (Singh et al., 2009) und in Hefe wurde eine Ubiquitinierung der Co-Rezeptoren
von Pex7p, Pex18p und Pex20p an der Peroxisomenmembran festgestellt (Purdue and

Lazarow, 2001; Leon et al., 2006). Da eine Beeintrachtigung der Funktion von PEX4

12



Einleitung

oder der Zink-RING-Finger-Proteine sich sowohl auf den PTS1- als auch auf den PTS2-
abhangigen Import auswirkt, muss noch geklart werden, inwieweit die
Ubiquitinierungskaskaden von Pex5p auch an der Ubiquitinierung von den PTS2-

Importrezeptoren beteiligt sind.

ﬁ\' ’ =

Cytosol

PTS1

Peroxisomen
-matrix
PTS2

Abbildung 3: Der Matrixproteinimport in die Peroxisomen und die Riickfiihrung der PTS1-
Rezeptors PEXS5 in das Cytosol. Peroxisomale Matrixproteine haben entweder eine PTS1- oder
ein PTS2-Sequenz, welches von cytosolischen Rezeptoren erkannt wird. PEX5 bindet PTS1 und
PEX7 bindet unter Zuhilfenahme verschiedener, Spezies-abhangiger Co-Rezeptoren PTS2. Der
Rezeptor-Matrixprotein-Komplex bindet an die Peroxine PEX13 und PEX14, in Hefe zusatzlich an
PEX17, an der Peroxisomenmembran und die Matrixproteine werden in das Peroxisom importiert.
Dies geschieht vermutlich durch den PTS1-Reseptor PEX5, welcher eine transiente Pore bildet.
Nachdem die Rezeptoren von ihrer Fracht getrennt wurden, in Hefe vermutlich durch PEX8, wird
das Translocon aufgelést und die Rezeptoren wieder ins Cytosol zurtickgefuhrt. Hierzu ist eine
Ubiquitinierung nétig, welche in Hefe durch die E2-Proteine Ubc4 (Polyubiquitinierung) und PEX4
(Monoubiquitinierung) vorbereitet und den RING-Finger-Komplex aus PEX2, PEX10
(Polyubiquitinierung) und PEX12 (Monoubiquitinierung) als E3-Ligasen vollzogen wird. Aus der
Peroxisomenmembran werden die ubiquitinierten Rezeptoren durch dem AAA-Proteinkomplex
(PEX1 und PEX6) ATP-abhangig entlassen. Monoubiquitinierte Rezeptoren werden
wiederverwendet, polyubiquitinierte Rezeptoren im 26S-Proteasom degradiert. (Angelehnt an
Brown and Baker, 2008)
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Die ATP-abhangige Ubiquitinierung der PTS-Rezeptoren ist Voraussetzung flir deren
Ruckfiihrung in das Cytosol. Die einzigen in Peroxisomen bekannten ATPase-Peroxine
sind PEX1 und PEX6. Sie gehdren zu der AAA-Protein-Familie (ATPase associated with
diverse cellular activities) und interagieren ATP-abhangig miteinander (Miyata and Fujiki,
2005; Platta et al., 2005, Fujiki, 2008). In Hefe sind Pex1p und Pex6p Uber Pex15p mit
der Peroxisomenmembran assoziiert, in Sdugern Uber PEX26 (Birschmann et al., 2003;
Matsumoto et al., 2003). Der genauer Freisetzungsmechanismus der Rezeptoren aus
der Peroxisomenmembran durch die AAA-Proteine PEX1 und PEX6 ist unbekannt. Es
existiert jedoch ein Exportsystem im Endoplasmatischen Reticulum fir missgefaltete,
polyubiquitinierte Proteine, welches dem der Peroxisomen zu ahneln scheint. Dieses
System wird als ERAD (endoplasmic-reticulum associated degradation) bezeichnet
(Raasi and Wolf, 2007). Hierbei scheint im Zuge des Proteinexports aus dem ER der N-
Terminus des AAA-Proteins Cdc48p mit den ubiquitinierten Proteinen direkt oder indirekt
zu interagieren und weist eben fiir diese Interaktionsregion eine sehr hohe Ahnlichkeit zu
Pex1p aus Hefe auf. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wird eine ATP-abhangige
Konformationsanderung von PEX5 als treibende Kraft zur Freisetzung in das Cytosol
vermutet (Shiozawa et al., 2004; Park et al., 2005; White and Lauring, 2007). Obwohl
alle Komponenten fiir eine Ubiquitinierung (PEX1, PEX4, PEX6 und der Zink-RING-
Finger Komplex) in Pflanzen konserviert sind, konnte eine Ubiquitinierung der
Importrezeptoren bislang nicht nachgewiesen werden.

Sind die Rezeptoren in das Cytosol ausgeschleust, so werden die monoubiquitinierten
durch deubiquitinierende Enzyme (DUBs, deubiquitinating enzymes) von Ubiquitin befreit
und stehen wieder als Rezeptor zur Verfugung. Polyubiquitinierte Proteine werden im

26S-Proteasom degradiert.

1.1.3. Die Zink-RING-Finger-Peroxine PEX10, PEX2 und PEX12

PEX2 (At1g79819), PEX10 (At2g26350) und PEX12 (At3g04460) sind integrale
Membranproteine und bilden in der Peroxisomenmembran der Hefe einen Komplex
(Chang et al., 1999; Okumoto et al., 2000). Diesen drei Transmembranproteinen ist das
Zink-RING (realy interesting new gene) -Finger-Motiv im C-Terminus gemein (Freemont
et al., 1991), welches alle drei Proteine in das Cytosol exponieren. Mit diesem Zink-
RING-Finger-Motiv sind PEX2, PEX10 und PEX12 in der Lage, Zink-lonen mittels
konservierter Cysteine und eines konservierten Histidins in einer cross-brace-Struktur zu
koordinieren (Abbildung 4) (Barlow et al., 1994; Borden and Freemont, 1996; Borden,
2000; Kosarev et al., 2002). Die konservierten Motive gehéren dem RING-HCa-Typ an,
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einem von acht RING-Typen in Arabidopsis (Stone et al., 2005), und lauten bei PEX2
und PEX10 C3HC,, bei PEX12 lautet es Cs. Durch diese Motive koordinieren PEX2 und
PEX10 zwei Zink-lonen, PEX12 koordinieren nur ein Zink-lon, da die Cysteine an

Position drei und sieben sowie das Histidin an Position vier fehlen (Abbildung 4).

PEX2 / PEX10 PEX12
] —— | — [0
C1_ (C6 |(H4 (CT €y @€ |
|z |z | oz 1o
(c2' (c5 |(c3 (c8 (c2) (c5)' . (cs
| — L [-.-.-T-d__4 C-.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zink-RING-Finger-Doméanen von PEX2, PEX10
und PEX12. Bei PEX2 und PEX10 (links) ermdglichen sieben Cysteine (C) und ein Histidin (H)
die Koordination von zwei Zn**-lonen. PEX12 (rechts) koordiniert ein Zn**-lon mittels vier
Cysteinen (C). (Verandert nach Kosarev et al., 2002)

RING Finger-Proteine sind an verschiedenen Prozessen der Zellentwicklung beteiligt, in
denen die RING-Finger-Domane selbst die Aufgaben der Protein-Protein-Interaktion
Ubernimmt (Lovering et al.,, 1993; Borden, 2000). In silico-Untersuchungen haben
gezeigt, dass es in A. thaliana Uber 300 RING Finger-Proteine gibt (Bachmair et al.,
2001; Kosarev et al., 2002; Stone et al., 2005) und diese durch ihre Zink-RING-Finger-
Domane moglicherweise auch als E3-Ligasen in der Ubiquitinierung fungieren kénnen
(Jackson et al., 2000).

Es wurde in vitro nachgewiesen, dass auch die Peroxine PEX2, PEX10 und PEX12 die
Fahigkeit zur Ubiquitinierung besitzen (Williams et al., 2008; Platta et al., 2009), wobei
der Zink-RING-Finger spezifisch das entsprechende E2-Protein bindet (Zheng et al.,
2000; Christensen et al., 2007). Eine Beteiligung der Peroxine PEX2, PEX10 und PEX12
am Matrixproteinimport in Arabidopsis konnte mittels RNAI-Linien durch Misslokalisation
des mit PTS1 versehenen Biolumineszenzmarkers GFP gezeigt werden (Nito et al.,
2007).

Speziell im Falle von PEX10 werden dem Zink-RING-Finger mehrere Funktionen
zugeschrieben. Zum einen Kkatalysiert der Zink-RING-Finger im Zuge der PEX5-
Polyubiquitinierung die Interaktion mit dem E2-Protein Ubc4 (Williams et al., 2008; Platta
et al, 2009). Zum anderen ist der PEX10-Zink-RING-Finger auch fir den
Organellenkontakt zwischen Peroxisomen und Chloroplasten zustandig. Dies wird in
PEX10AZn-Mutanten deutlich, in denen im Wildtyp-Hintergrund PEX10 mit
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dysfunktionalem Zinkfinger unter dem 35S-Promotor Uberexprimiert wird. In diesen
Mutanten konnte mittels Elektronenmikroskopie eine Formaberranz der Blatt-
Peroxisomen und eine Kontaktverlust zu den Chloroplasten gezeigt werden. Der
Kontaktverlust und die daraus resultierende Stérung der Photorespiration auf3ert sich im
makroskopischen Phanotyp der Mutante durch Chlorose und Zwergenwuchs.
Kompensiert werden kann dieser Phanotyp durch Begasung mit Hoch-CO, (1800 ppm)
(Schumann et al., 2007). Ob der fiir die Photorespiration ebenfalls notwendige Kontakt
zwischen Peroxisomen und Mitochondrien gestort ist, ist nicht bekannt. Neben der Zink-
RING-Finger-Domane im C-Terminus besitzt PEX10 auch konservierte Motive am N-
Terminus. Hierbei handelt es sich um ein konserviertes Prolin in Position 126 und das
Motiv TLGEEY (aa 91-96) (Abbildung 5).

HP —— = - - mmmm mmmm—mm - —— - MFKLL SFANEEARVEANFkosHr eEfrREAEN oLLD VvVKA IEYEs HGVH k[P E
S¢ ------ MKND NKLQ KEALMRLS QLEFEFADES]SPVOAHPIKDE QI0G LI#AIM KVTE LCKL IJSSQ LIgVN shP[3
¥l ----- MSDNT TIKKPIRPKPIR TERLEYAGKAEBIEAN MRKDHEFE EQ HLVT FLOK WLV 34T H of4KE
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Abbildung 5: Ein Sequenzvergleich von PEX10 in verschiedenen Organismen zeigt im N-
Terminus ein konserviertes TLGEEY-Motiv und ein konserviertes Prolin. Hp: Hansenula
polymorpha; Sc: Saccharomyces cerevisiae; Yl: Yarrovia lipolytica; Ath: Arabidopsis thaliana; Hs:
Homo sapiens. Die beiden N-terminal konservierten Motive sind rot eingerahmt und die Orte der
TILLING-Aminosauresubstitutionen G93E und P126S mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Die
Aminosauren des C-terminal liegenden Zn-RING-Finger-Motivs sind griin gekennzeichnet.
(Abgeandert nach Schumann et al., 2003)

Uber die Funktion des N-Terminus von PEX10 ist nichts bekannt. Eine vollstéandige
Funktionsunfahigkeit von PEX10 flhrt in Arabidopsis zu Embryoletalitat (Sparkes et al.,

2003, Schumann et al.,, 2003). Die pex10-Pflanzen sterben im Herzstadium ab;
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elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen ein vollstandiges Fehlen von Peroxisomen
sowie in Form und Anzahl stark beeintrachtigte Lipidkdrper und Proteinbodies
(Schumann et al., 2003).
Wie PEX10 ist auch PEX2 mit seiner Zink-RING-Finger-Domane an der PEX5-
Ubiquitinierung beteiligt und katalysiert die Interaktion mit dem E2-Protein Ubc4 in Hefe.
Die Interaktion zwischen dem E2-Protein Ubc4 und PEX2 ist starker als die Interaktion
zwischen dem E2-Protein Ubc4 und PEX10 und es wird vermutet, dass PEX2 bei der
Polyubiquitinierung von PEX5 und damit am Matrixproteinimport die Hauptrolle
Ubernimmt (Platta et al., 2009). Diese Vermutung unterstitzen die PEX2AZn-Mutanten.
Wie im Falle der PEX10AZn-Mutanten wird hier im Wildtyp-Hintergrund PEX2 mit
dysfunktionaler Zink-RING-Finger-Domane unter dem 35S-Promotor Uberexprimiert. Bei
der Untersuchung dieser Mutanten wurde eine peroxisomale Matrixproteinimportstérung
beobachtet. Es konnte weder eine Kontaktstorung der Peroxisomen mit den
Chloroplasten beobachtet  werden, noch zeigten die Mutanten einen
photorespiratorischen Phanotyp (Prestele, 2009). Ein Fehlen von PEX2 fihrt in
Arabidopsis zu Embryoletalitat (Hu et al., 2002).
Die Zink-RING-Finger-Domane von PEX12 ist fiir die Monoubiquitinierung von PEXS5 als
E3-Ligase zusammen mit PEX4 als E2-Protein in Hefe verantwortlich und somit direkt
am Matrixproteinimport beteiligt (Platta et al., 2009). Uber die Funktion der PEX12-Zink-
RING-Finger-Domane in Arabidopsis ist nichts bekannt. RNAi-Konstrukte von PEX12
zeigen einen gestorten Import und weisen auf eine Beteiligung von PEX12 mit seiner
Zink-RING-Finger-Domane am Matrixproteinimport wie in Hefe hin (Nito et al., 2007).
Wie bei den Peroxinen PEX2 und PEX10 ist ein kompletter Funktionsausfall von PEX12
in Arabidopsis embryoletal (Fan et al., 2005). Es existieren AZn-Mutanten, die in selber
Weise wie die PEX10AZn-Mutanten PEX12 mit dysfunktionaler Zink-RING-Finger unter
dem 35S-Promotor im Wildtyp-Hintergrund Uberexprimieren (Prestele, 2009). Es ist
jedoch noch nichts Uber deren Phanotyp, makroskopisch wie mikroskopisch, bekannt.

Es ist somit wahrscheinlich, dass die Zink-RING-Finger-Domanen der Peroxine
PEX2, PEX10 und PEX12 in jedem Peroxin eine oder mehrere Funktionen Ubernehmen,
die sich von der Funktion der Zink-RING-Finger-Domanen der anderen Peroxine

unterscheidet.
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1.2. Glyoxysomen

Bei Glyoxysomen handelt es sich um eine funktionell eigenstandige Gruppe der
Peroxisomen, welche in Pflanzen sowohl bei Keimung als auch bei Seneszenz
essentielle Aufgaben ibernehmen.

Bei der Keimung werden Reservestoffe mit Hilfe der Glyoxysomen mobilisiert und
ermoglichen der Pflanze das Wachstum bis zum Erreichen der Photoautotrophie. Die
Mobilisierung der Reservestoffe erfolgt mit Hilfe des fir die Glyoxysomen
namensgebenden Glyoxylat-Zyklus. Hierbei werden freie Fettsduren in der 3-Oxidation
zu Acetyl-CoA-Einheiten zerlegt, aus welchen im Glyoxylat-Zyklus der C4-Korper
Succinat synthetisiert wird (Kornberg and Beevers, 1957; Cooper and Beevers, 1969).
Von den funf Enzymen des Glyoxylat-Zyklus (Citrat-Synthase, Acconitase, Isocitratlyase,
Malatsynthase und Malatdehydrogenase) kommen nur zwei exklusiv in den
Glyoxysomen vor, namlich Isocitratlyase und Malatsynthase (Pracharoenwattana et al.,
2005; Kunze et al., 2006; Pracharoenwattana et al., 2007); fir die Gbrigen existieren
Isoenzyme im Cytosol bzw. den Mitochondrien. Diese beiden Enzyme dienen somit auch
als Markerenzyme fur Glyoxysomen.

Ergrinen die Keimblatter, wandeln sich die Glyoxysomen zu Blatt-Peroxisomen (Titus
and Becker, 1985; Nishimura et al., 1986) und Ubernehmen ihre zentrale Rolle in der
Photorespiration. Beginnt die Seneszenz in den Keimblattern, so werden die
Peroxisomen wieder in Glyoxysomen transformiert (De Bellis and Nishimura, 1991). Mit
der Seneszenz auftretende Glyoxysomen wurden nicht nur in Keimblattern, sondern
auch in seneszierenden Blattern und Blitenblattern gefunden (de Bellis et al., 1991),
wodurch die Glyoxysomen vermutlich die Membranlipide der seneszierenden Zelle
abgebaut und der Pflanze wieder zugefihrt werden. Diese Umwandlung von
Glyoxysomen zu Peroxisomen und wieder zurlick bedingt einen Tausch der
enzymatischen Grundausstattung der Organellen. Typisch fiir die Glyoxysomen sind die
Enzyme Malatsynthase und Isocitratlyase und fiir die Peroxisomen Hydroxypyruvat-
Reduktase und Glycolat-Oxidase (Hayashi et al., 2000). Die genauen Mechanismen, mit
denen die Pflanze die Umwandlung steuert, sind nicht bekannt. Es konnte aber in
Zellkulturen von Pimpinella anisum eine Umwandlung der Glyoxysomen in
unspezialisierte Peroxisomen und zurlck nur durch Austausch der Kohlenstoffquelle im
Medium erreicht werden (Kudielka and Theimer, 1983).

Glyoxysomen bendtigen eine effektive Matrixproteinimportmaschinerie, da die
Umwandlung der Glyoxysomen zu Peroxisomen und damit der erwahnte Austausch der

Matrixproteine schnell vonstatten gehen muss. Weil der Matrixproteinimport in die
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Glyoxysomen ebenso wie der Matrixproteinimport in die Peroxisomen mit Hilfe der
Peroxisomalen Targeting Signale 1 und 2 gesteuert wird (Gietl and Hock, 1982), ist
anzunehmen, dass der Matrixproteinimport in die Glyoxysomen auf den selben
Komponenten beruht und ebenso ablauft, wie der in die Peroxisomen.

Obwohl es sich bei den Glyoxysomen um spezialisierte Peroxisomen handelt, ist nicht
klar, ob sie sich wie die Peroxisomen nach dem ER semiautonomous peroxisome
maturation and replication-Modell (Mullen and Trelease, 2006) vermehren. In Ricinus
communis konnte gezeigt werden, dass wahrend der Keimung neu synthetisierte
glyoxysomale Proteine und Membranen vom ER abstammen (Donaldson, 1976;
Gonzalez and Beevers, 1976; Donaldson and Beevers, 1977; Donaldson and Beevers,
1978; Bergner and Tanner, 1981). Mdglicherwiese knospen glyoxysomale Vorstufen
wahrend der Samenreife zusammen mit Lipidkérpern vom ER ab und werden als eine
Art Tasche an die Lipidkdrper angeheftet (Wanner et al.,, 1981; Wanner et al., 1982).
Ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten einen ER-Membranrest, welcher bei der
Abknospung der Lipidkérper von spezialisierten Bereichen des ER durch Oleosine mit
abgeschnirt wird und an den Lipidkérper verbleibt (Murphy, 1993) (Abbildung 5A).
Hierbei handelt es sich nicht um angeheftete Glyoxysomen, sondern um eine ER-
Tasche, welche noch Ribosomen tragt (Wanner and Theimer, 1978; Wanner et al.,
1981).

In Samen dunkel gekeimter Wassermelone (Citrullus vulgaris) sind diese Anhange aus
rauen ER vom ersten Keimungstag an zu beobachten, lassen sich aber nicht als
Glyoxysomen identifizieren. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich nur wenige, kleine
Glyoxysomen frei im Cytosol. Diese sind rund und gleichmaRig Uber die Zelle verteilt.
Messungen der Isocitratlyase und Malatsynthase in Wassermelone und Gurke zeigten
an den ersten zwei Entwicklungstagen fast keinerlei Enzymaktivitat. Am dritten und
vierten Tag steigt deren Aktivitat jedoch sprunghaft an (Trelease et al., 1971; Wanner et
al., 1982). Selbiges wurde auch fur die glyoxysomale Malatdehydrogenase (gMDH) in
Wassermelone beobachtet. Anders, als Beispielsweise mitochondriale
Malatdehydrogenase (mMDH) ist in den ersten beiden Entwicklungstagen fast keine
gMDH zu detektieren, am dritten Tag steigt die Aktivitdt jedoch rapide an (Hock and
Gietl, 1982). Auch die Katalaseaktivitat nimmt erst ab dem zweiten Tag zu und kann
dann auch in den ER-Taschen detektiert werden. Diese Taschen nehmen ab dem dritten
Tag signifikant an GréRe zu und die neu hinzugekommenen Membranen tragen keine
Ribosomen (Abbildung 6B) (Wanner et al.,, 1982). Zum Wachstum der neuen
Glyoxysomen benétigte Triglyceride stammen direkt aus der half unit-Membran der
Lipidkorper (Chapman and Trelease, 1991). Die so neu entstandenen Glyoxysomen

umwachsen die Lipidkérper und verlieren hierbei jegliche Ribosomen, was
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moglicherweise auf eine Differenzierung der Membraneigenschaften hinweist. Mit dem
Grollenzuwachs der Glyoxysomen geht eine Verkleinerung der Lipidkorper einher, die
im Zuge der Reservestoff-Mobilisierung aufgebraucht werden. Dies lasst die
Glyoxysomen verzweigt erscheinen und mit Cytoplasma gefiillte glyoxysomale Taschen
entstehen. Dies erzeugt den Eindruck eines Reticulums und unterscheidet sich

grundlegend von der runden Form der Blatt-Peroxisomen (Wanner et al., 1982).

Abbildung 6: Bei der Formung der Lipidkérper werden ER-Taschen angehidngt, welche
sich bei der Keimung zu Glyoxysomen differenzieren. (A) Lipidkorper werden im ER bei der
Samenreife gebildet. Hierbei lagern sich Speicherlipide zwischen die ER-Membranen und werden
als Lipidkdrper abgeschnirt. Dabei verbleibt eine ER-Tasche inklusive Ribosomen an manchen
Lipidkdrpern. (B) Bei der Samenkeimung differenziert sich die ER-Tasche zu einem Glyoxysom
und verliert dabei alle Ribosomen. Das Glyoxysom umwachst die Lipidkdrper und bildet ein
glyoxysomales Netzwerk. LB: Lipidkérper, G: Glyoxysom, ER: Endoplasmatisches Reticulum
(Abgeandert nach Wanner et al., 1982)

Diese Formveranderung der Glyoxysomen scheint sich nicht nur auf Wassermelone zu
beschranken, sondern wurde auch in Gurke und Sonnenblume beobachtet (Gruber et
al., 1970; Trelease et al., 1971; Schopfer et al., 1975) und auch das Anhangen von ER-
Taschen an Lipidkérper scheint nicht Wassermelonen-typisch zu sein. In Kirbis, Raps
und Sonnenblume wurden dhnliche Strukturen gefunden (Wanner et al., 1981, Wanner,
1978). Hierbei konnte es sich um eine Strategie der Olsamen-bildenden Pflanzen
handeln, ,unreife“ Glyoxysomen bereits bei der Lipidkérper-Synthese mit diesen zu

verbinden, um bei der Keimung eine mdglichst schnelle und effiziente
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Reservestoffmobilisierung zu gewahrleisten. In Arabidopsis wurde bisher weder ein
Anhangen von ER-Taschen an Lipidkdrper beschrieben noch eine Auspragung eines

Glyoxysomen-Netzwerkes zur Reservestoffmobilisierung beobachtet.
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

Der Einfluss der Zink-RING-Finger der Peroxine PEX2 (At1g79819), PEX10 (At2g26350)
und PEX12 (At3g04460) in Arabidopsis thaliana auf die Glyoxysomen-Biogenese ist
weitgehend unbekannt. Ein Fehlen eines dieser Peroxine flihrt zu Embryoletalitat (Hu et
al.,, 2002; Schumann et al.,, 2003; Sparkes et al., 2003; Fan et al., 2005). Zur
Untersuchung der Funktion der Zink-RING-Finger-Domane standen konditional
subletalen AZn-Mutanten der Peroxine PEX2, PEX10 und PEX12 zur Verfligung. Hierbei
handelt es sich um Pflanzen, welche ein dysfunktionales Zink-RING-Finger-Motiv
zusammen mit dem Reporterprotein GFP-PTS1 im Wildtyp-Hintergrund iberexprimieren
und flr alle drei Peroxine als Transgenlinie und fir PEX10 auch als Hybridlinie vorliegen.
Bereits bekannt war eine Beeintrachtigung des Matrixproteinimports in Blatt-
Peroxisomen in den PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien und formaberrante Blatt-
Peroxisomen samt einem Kontaktverlust zwischen Chloroplasten und Peroxisomen in
der PEX10AZn1-Linie (Schumann et al., 2007; Prestele, 2009).

In  Mikroskopischen Analysen vieler Olsamen-bildender Pflanzen konnte eine
netzwerkartige Struktur der Glyoxysomen bei der Reservestoffmobilisierung beobachtet
werden (Gruber et al., 1970; Trelease et al., 1971; Schopfer et al., 1975; Wanner et al.,
1982). Die Formung, Auspragung und Verteilung dieses Glyoxysomalen Reticulums
sollte im Wildtyp durch Licht- und Elektronenmikroskopie eingehend untersucht werden.
Basierend auf den Wildtyp-Daten sollten die AZn-Mutanten sowie TILLING-
Punktmutanten (PEX10-G96E und PEX10-P126S) in konservierten Domanen am N-
Terminus von PEX10 beziiglich des Reticulums untersucht werden.

Um mogliche Funktionen des N-Terminus von PEX10 aufzuklaren, sollten die zwei
PEX10-Punktmutanten PEX10-G96E und PEX10-P126S in die Reporterlinie GFP-PTS1
rickgekreuzt werden. Die hierbei geschaffenen, von EMS-Hintergrund gesauberten
Transgenlinien werden als PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und PEX10-P126S-
GFP-PTS1-Transgenlinie bezeichnet und sollten durch Wachstumsversuche unter
verschiedenen Bedingungen, als auch durch Licht- und Elektronenmikroskopie
charakterisiert werden.

Die Beteiligung des Zink-RING-Fingers von PEX12 als E3-Ligase bei der
Monoubiquitinierung des Rezeptors PEX5 wurde in Hefe nachgewiesen. Somit ist die
Zink-RING-Finger-Domane von PEX12 direkt an der des Rezeptors PEX5 ins Cytosol
und damit am Matrixproteinimport in die Peroxisomen beteiligt (Platta et al., 2009). Es
sollte in PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien untersucht werden, inwieweit sich die

Uberexpression des dysfunktionalen Zink-RING-Fingers im Wildtyp-Hintergrund auf den
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makroskopischen und mikroskopischen Phanotyp der Mutanten auswirkt. Da PEX12 in
Hefe eine zentrale Rolle im peroxisomalen Matrixproteinimport spielt, soll insbesondere
eine mogliche Stérung des Matrixproteinimports und daraus resultierende Phanotypen
untersucht werden.

Exprimiert man PEX10 mit dysfunktionalem Zink-RING-Finger-Motiv im Wildtyp-
Hintergrund, so kommt es zwischen Blatt-Peroxisomen und Chloroplasten zu einer
Kontaktstorung (Schumann et al.,, 2007). Eine mdgliche Kontaktstorung zwischen
Peroxisomen und Mitochondrien soll durch Separation der Organellen im Saccharose-
Stufen-Dichtegradienten und durch Lichtmikroskopie verifiziert werden. Ein PEX10-
Interaktionspartner sollte auf biochemische Weise durch Yeast two-Hybrid und
Affinitdtschromatografie verschiedener Pflanzenextrakte gegen tberexprimiertes, natives
PEX10 identifiziert werden.
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2. Ergebnisse

Es wurde zum einen die Entwicklung des Glyoxysomalen Reticulums fir die
Fettmobilisierung bei dunkel gewachsenen Keimlingen und zum anderen die
Entwicklung der Blatt-Peroxisomen im Wildtyp und in diversen Mutanten untersucht. Bei
dem verwendeten Wildtyp handelt es sich um eine Reporterlinie, bei der PTS1-
markiertes GFP in die Glyoxysomen und Peroxisomen importiert wird (Mano et al.,
2002). Diese Wildtyp-Linie wird im Folgenden als wt-GFP-PTS1 bezeichnet. Zu den
untersuchten Mutanten gehért die bereits beschriebene PEX10AZn1-Mutante
(Schumann et al.,, 2007), die in die wt-GFP-PTS1-Linie eingekreuzt wurde. Die so
erzeugten Pflanzen werden als PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanzen bezeichnet.
Zusatzlich wurde, analog zur PEX10AZn1-Mutante, die PEX10-cDNA mit
dysfunktionalem Zink-RING-Finger-Motiv in wt-GFP-PTS1 lberexprimiert. Anders, als
bei den PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanzen, wurde in diesen Linien an das
Uberexprimierte PEX10AZn-Protein N-terminal einen T7-Tag angefligt. Die hier
gewonnenen Linien werden als PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien bezeichnet.
Als Kontrolle fir die PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien wurde das wt-PEX10-
Protein mit N-terminal angefligtem T7-Tag in der pex10-KO-Linie Uberexprimiert. Diese
Linien werden als PEX10-wt-T7-pex10KO-Transgenlinien bezeichnet. Ebenso wurden
transgene Linien erzeugt, welche im wt-GFP-PTS1-Hintergrund PEX2 mit
dysfunktionalem Zink-RING-Finger-Motiv und einem T7-Tag am N-Terminus
exprimieren. Diese Linien werden als PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien
bezeichnet. Als Kontrolle wurde das wt-PEX2-Protein mit N-terminalem T7-Tag im wt-
GFP-PTS1-Hintergrund Uberexprimiert. Diese Pflanzen heiRen PEX2-wt-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien. Als drittes RING-Finger-Peroxin wurde PEX12 untersucht. Auch hier
wurde PEX12 mit dysfunktionalem Zink-RING-Finger-Motiv und einem T7-Tag am N-
Terminus im wt-GFP-PTS1-Hintergrund exprimiert. Diese Linien werden PEX12AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien genannt. Zur Kontrolle wurde wt-PEX12-Protein mit N-
terminalem T7-Tag im wt-GFP-PTS1-Hintergrund Uberexprimiert. Diese Pflanzen werden
als PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien bezeichnet. Alle Konstrukte werden unter
der Kontrolle des 35S-Promotor transkribiert.

Zur Transkriptionskontrolle der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, der PEX10AZn-
T7-GFP-PTS1-Transgenlinien | und Il, der PEX10-wt-T7-pex10KO-Transgenlinie, der
PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |, Il und lll und der PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien I, 11l und IV und wurde eine quantitative RT-PCR (in Kooperation mit AG

Schwechheimer, Lehrstuhl Systembiologie, TU Mldnchen) mit Gen-spezifischen Primern
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an sieben Tage alten, im Licht gewachsenen Pflanzen durchgefiihrt (Abbildung 7). Es
wurde der Gesamt-Transkriptlevel aus endogenem Wildtyp-Transkript und mutiertem
Transkript ermittelt, gegen den Transkriptlevel von ACTIN8 (At1g49240) normalisiert und
anschlieRend der Expressionslevel in den Wildtyp-GFP-PTS1-Pflanzen als 1 definiert.
Zur Amplifikation von ACTIN 8 wurden die Primer ACT8 fw und ACT8 rv verwendet. Fir
PEX2 wurden die Primer PEX2 fw und PEX2 rv, fir PEX10 wurden die Primer PEX10 fw
und PEX10 rv und fur PEX12 wurden die Primer PEX12 fw und PEX12 rv verwendet.
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Abbildung 7: Die AZn-Linien zeigen klare Uberexpression auf Transkriptionsebene.
Transkriptionstest an: (A) PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze und PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien | und II; (B) Kontrollpflanze PEX10-wt-T7-pex10KO-Transgenlinie; (C) PEX2AZn-
T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |, Il und 11l und (D) PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien Il und
IV mit der PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie 11l als Kontrolle.

Die Gesamt-Transkriptmenge aus endogenem Wildtyp-Transkript und mutiertem
Transkript in  der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze erreichte etwa den
Transkriptlevel des Wildtyps, sie besteht aber zu gleichen Teilen aus dem Transkript von
PEX10AZn und Wildtyp-PEX10 (Schumann et al., 2007). Die PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien zeigten einen weit hdéheren Transkriptlevel als der Wildtyp oder die
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, namlich 110-fach (Linie 1) und 10-fach (Linie II).
Die PEX10-wt-T7-pex10KO-Transgenlinie enthalt kein Wildtyp-Transkript und der
Transkriptlevel von PEX10-wt-T7 war annahernd 60-mal héher als der in der Wildtyp-
Kontrolle. Es konnte in allen PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien eine deutlich
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Uberexpression gegeniiber dem Wildtyp festgestellt werden. Das Transkript der Linien |
und Il war 50 bzw. 40-fach hoher als das der Wildtyp-Kontrolle, in der Linie Il war der
Transkriptlevel sogar auf das 150-fache erhéht. Die Transkription in den PEX12AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien war nicht so stark erhéht wie in den Ubrigen Transgenlinien.
Die Linien Il und IV zeigten eine 5- bzw. 8-fache Erhéhung des Gesamttranskripts. Die
Linie 11l zeigt keine Uberexpression und wird als Kontrolle weitergefiihrt.

Weiterhin gibt es im N-Terminus von PEX10 zwei unter den PEX10-Proteinen aller
Organismen hoch konservierte Motive: das TLGEEY (aa 90-96) und ein Prolin in
Position 126 (Abbildung 5). Um diese Domanen von PEX10 zu untersuchen, wurden
Uber das Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) zwei PEX10-TILLING-Linien
des TILLING-Projekts (Targeting Induced Local Lesions in Genomes-Project) mit
Punktmutationen (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) in eben diesen Motiven zur
Untersuchung ausgewahlt. Im konservierten N-terminale Motiv TLGEEY kommt es durch
eine Punktmutation zu der Aminosauresubstitution G93E, das konservierte Prolin ist zu
einem Serin (P126S) substituiert. Diese beiden Linien wurden zur besseren
mikroskopischen Charakterisierung und um den genomischen Hintergrund zu saubern
zweimal in die Reporterlinie wt-GFP-PTS1 rickgekreuzt und werden im Folgenden als
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinien und PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinien

bezeichnet.

21. Entwicklung des Glyoxysomalen Reticulums

Das Glyoxysomale Reticulum wurde zuerst in Wildtyp-GFP-PTS1-Pflanzen untersucht,
da Uber dessen Bildung und Auspragung in Arabidopsis nichts bekannt war. Basierend
auf den im Wildtyp gewonnenen Erkenntnissen wurde untersucht, in welchem Male sich
die Uberexpression eines dysfunktionalen Zn-Finger-Motivs von PEX10, PEX2 und
PEX12 im wt-GFP-PTS1-Hintergrund auf die Zahl und Formbildung der Glyoxysomen
auswirkt und inwieweit der Matrixproteinimport beeinflusst wird. Mit gleicher Zielsetzung
wurden auch Mutationen im N-Terminus von PEX10 untersucht. Hierzu wurden die
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze mit einer relativen 1-fachen Expression von und
die PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien | (relative Expression 110-fach) und I
(relative Expression 10-fach), die PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien | (relative
Expression 50-fach), Il (relative Expression 150-fach) und Il (relative Expression 40-
fach), die PEX2-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie, die PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-

Transgenlinien Il (relative Expression 5-fach) und IV (relative Expression 8-fach) und die
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PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie und die PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie
lll als Kontrolle, sowie die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und PEX10-P126S-
GFP-PTS1-Transgenlinie untersucht. Diese Linien exprimieren GFP mit einem PTS1
(peroxisomal targeting signal 1) und ermdglicht so in vivo die Visualisierung der
Peroxisomen an einem Confocalen Laserscanning-Mikroskop.

Ultrastrukturelle Untersuchungen (in Kooperation mit AG Wanner, LMU Minchen) an
DAB-gefarbten Proben zeigten, dass Glyoxysomen in wt-GFP-PTS1-Pflanzen ein
Netzwerk, das Glyoxysomale Reticulum, bilden. DAB farbt Peroxisomen spezifisch und
ermdglichte eine eindeutige Identifizierung (Wanner et al., 1982).

Am Confocalen Laserscanning-Mikroskop konnte gezeigt werden, dass das
Glyoxysomale Reticulum weder durch Mutation des Zn-RING-Finger Motivs in der
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, den PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |
und Il, den PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien 1, 1l und Il und den PEX12AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien Il, Ill und IV noch durch Mutationen im N-Terminus von
PEX10 Einfluss in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und der PEX10-P126S-
GFP-PTS1-Transgenlinie in Form und Auspragung signifikant beeintrachtigt wird. Zudem
wurde ein Matrixproteinimportdefekt in die Glyoxysomen bei PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie Il und bei PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | sowie in den TILLING-
Linien PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und PEX10-P126S-GFP-PTS1-

Transgenlinie festgestellt.

2.1.1. Die Entwicklung des Glyoxysomalen Reticulums in wt-GFP-PTS1

Bei der Untersuchung der Glyoxysomen in wt-GFP-PTS1 wurde festgestellt, dass sich
die Glyoxysomen, anders als die Blatt-Peroxisomen, zeitabhangig im Zuge der
Reservestoffmobilisierung in der Zelle lokal konzentrieren. Es wurde beobachtet, dass
sich nach etwa vier Tagen die Glyoxysomen in der Zelle an Lipidkérpern sammelten und
fur mehrere Tage eine dicht gedrangte Struktur bildeten. Diese Struktur wird im
Folgenden als Glyoxysomales Reticulum bezeichnet. Diese Hirschgeweih-artigen
Gebilde innerhalb einer Zelle dienen der Speicherstoffmobilisierung; hierauf weist auch
die beginnende Vakuolisierung ohne tatsachliche Zellexpansion oder Grélkenzunahme
der Kotyledonen hin. Die Bandbreite an Auspragung und Anzahl dieses Reticulums

schwankt im Wildtyp betrachtlich.
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2.1.1.1. Zeitverlauf der Ausbildung des Glyoxysomalen Reticulums in wt-GFP-PTS1

Um den optimalen Zeitpunkt zur Untersuchung der Glyoxysomen zu ermitteln, wurden
wt-GFP-PTS1-Pflanzen in verschiedenen Altersstufen untersucht. Es wurden Pflanzen in
Dunkelheit angezogen und in den Altersstufen ein bis sieben Tage betrachtet. Zusatzlich
wurden Pflanzen nach drei Tagen Dunkelheit fir einen Tag belichtet. Die Kotyledonen
der Pflanzen wurden eingebetet, DAB (Diaminobenzidin) gefarbt (in Kooperation mit AG
Wanner, LMU Miinchen) und fiir die Lichtmikroskopie eingesetzt (Abbildung 8). Die
lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen ein  Maximum der Ausbildung des
Glyoxysomalen Reticulums ab dem Tag 4; ab Tag 6 nimmt es wieder ab. (Abbildung 8D-
G). Eine Vakuolisierung der Zellen ist ab Tag vier deutlich zu erkennen. In drei Tage
alten Pflanzen, welche zusatzlich einen Tag belichtet wurden, ist eine vdllige
Vakuolisierung, Blatt-Peroxisomen und keine Spur eines Glyoxysomalen Reticulums zu
beobachten (Abbildung 8H). Die beginnende Vakuolisierung der Zellen ohne ihre
tatsachliche GréRenzunahme deutet auf den Abbau von Reservestoffen hin. Da die
Vakuolisierung ab dem Tag vier zeitgleich mit der Bildung des Glyoxysomalen
Reticulums einhergeht, liegt die Vermutung nahe, dass die Vakuolisierung der Zelle mit

der Funktion des Glyoxysomalen Reticulums in Verbindung gebracht werden kann.
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Abbildung 8: Kotyledonen von in Dunkelheit gewachsenen Wildtyp-Pflanzen zeigen am
vierten und am fiinften Tag die stidrkste Auspriagung des Glyoxysomalen Reticulums. (A) 1
Tag, (B) 2 Tage, (C) 3 Tage, (D) 4 Tage, (E) 5 Tage, (F) 6 Tage, (G) 7 Tage, (H) 3 Tage dunkel +
1Tag Licht. Die Vakuolisierung beginnt am vierten Tag und deutet, da keine signifikante
Zellexpansion zu beobachten ist, auf den verstarkten Abbau von Reservestoffen hin. Die drei
Tage in Dunkelheit gezogene und einen Tag belichtete Pflanze zeigt bereits differenzierte
Chloroplasten, eine zellfillende Vakuole und nur noch wenige Mikrobodies. Balken: 10 um
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Die Hauptaufgabe des Glyoxysomalen Reticulums ist die Bereitstellung von
Reservestoffen, das heil3t, der Abbau von Lipidkdrpern. Hierbei nimmt die Vakuole den

Raum der abgebauten Lipidkorper ein.

2.1.1.2. Glyoxysomen fusionieren zum Glyoxysomale Reticulum

Zur Klarung der Frage, ob es sich beim Glyoxysomalen Reticulum um lokale
Ansamlungen der Glyoxysomen oder um ein Netzwerk aus fusionierten Glyoxysomen
handelt, wurden von Wildtyp-Pflanzen Serienschnitte zur Ultrastrukturaufklarung mittels
TEM (in Kooperation mit AG Wanner, LMU Minchen) angefertigt. Serienschnitte in

sieben Tage alten, etiolierten Wildtyp-Pflanzen zeigten am eindrucksvollsten, dass es
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Abbildung 9: Glyoxysomen bilden ein Netzwerk. Serienschnitte (A bis D) durch sieben Tage
alte, im Dunkeln gewachsene Kotyledonen zeigten deutlich, dass die Glyoxysomen im Zuge der
Reservestoffmobilisierung ein Netzwerk ausbilden. Es ist klar zu erkennen, dass die
Glyoxysomen nicht nur eng aneinander liegen, sondern miteinander verbunden sind.

MB: Glyoxysom, Balken 500 nm

sich bei dem Glyoxysomalen Reticulum sowohl um einzelne als auch um fusionierte
Glyoxysomen handelt (Abbildung 9). Die Glyoxysomen bilden also im Zuge der
Reservestoffmobilisierung ein Netzwerk aus. Dieses Netzwerk durfte dazu dienen,
Lipidkoérper zu ,umflieRen und so die Oberflache zwischen Lipidkdrper und
Glyoxysomalem Reticulum zu maximieren, um wiederum die Fett-Mobilisierung zu

beschleunigen.

2.1.2. Die Ausbildung des Glyoxysomalen Reticulums ist in PEX10AZn1-GFP-PTS1-
Hybridpflanzen und der PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | nicht

beeintrachtigt

Aufgrund statistischer Untersuchungen am wt-GFP-PTS1-Pflanzen wurde Tag 4 als am
gunstigsten fur eine vergleichende Untersuchung zwischen wt-GFP-PTS1, PEX10AZn1-
GFP-PTS1-Hybridpflanzen und PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien | erkannt
(Abbildung 11). Vier Tage alte Pflanzen wurden eingebettet, DAB-gefarbt und am
Lichtmikroskop (LM) und Transmissionselektronenmikroskop (TEM) (in Kooperation mit
AG Wanner, LMU Minchen) untersucht (Abbildung 10).
Die vergleichende Auswertung der LM-Aufnahmen an den 4d alten wt-GFP-PTS1,
PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen und PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |
zeigte weder bei der Glyoxysomenflache noch bei der Glyoxysomenzahl noch bei der
Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums einen Unterschied zu wt-GFP-PTS1-
Pflanzen (Abbildung 11A-C rechts). In den lichtmikroskopischen Aufnahmen ist die
Aggregation der Glyoxysomen zum Reticulum in allen Pflanzen gut zu erkennen. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl im wt-GFP-PTS1, in PEX10AZn1-
GFP-PTS1-Hybridpflanzen und der PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | eine
beginnende Bildung des Glyoxysomalen Reticulums. Der Entwicklungsstand des
Glyoxysomalen Reticulums ist in allen Proben gleich, jedoch zeigen die EM-Aufnahmen
eine weniger starke Auspragung des Reticulums, als es die LM-Ubersichtsbilder tun.
TEM-Aufnahmen von sieben Tage alten wt-GFP-PTS1-Pflanzen zeigten, dass es
sich beim Glyoxysomalen Reticulum um ein Netzwerk von Glyoxysomen handelt
(Abbildung 9). TEM-Aufnahmen von vier Tage alten wt-GFP-PTS1-Pflanzen,
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PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen und der PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie
| zeigen, dass sich die Glyoxysomen in allen Pflanzen um die Lipidkdrper konzentrieren.
Es ist zudem bei wt-GFP-PTS1-Pflanzen und PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen
eine scheinbare Deformation einzelner Glyoxysomen zu beobachten. Dies deutet auf
eine beginnende Vernetzung der Glyoxysomen untereinander zu Glyoxysomalen

Reticulum hin.

— 10IM 0, ele—f 10 pm

— 500 — 01111

Abbildung 10: Das Glyoxysomale Reticulum in 4 Tage alten PEX10AZn1-GFP-PTS1-
Hybridpflanzen der PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | ist in &hnlicher Weise
ausgebildet wie in wt-GFP-PTS1-Pflanzen. (A-C) LM- (D-F) und TEM-Aufnahmen von
Kotyledonen vier Tage alter, dunkel gewachsener Pflanzen. Bei (A, D) wt-GFP-PTS1, (B, E)
PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen und (C, F) PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | ist zu
beobachten, dass sich das Glyoxysomale Reticulum aus vielen runden Glyoxysomen
zusammensetzt, es jedoch auch abnorm geformte Glyoxysomen gibt, die auf ein Verschmelzen
der Glyoxysomen zu einem Netzwerk hindeuten. MB: Glyoxysomen, L: Lipidkérper, M:
Mitochondrium.
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2.1.2.1. Quantitativer Vergleich der Verteilung und Auspragung des Glyoxysomalen
Reticulums in wt-GFP-PTS1, PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen und der
PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | zeigt jeweils ein Maximum bei vier bis

funf Tagen

Die lichtmikroskopischen Aufhahmen an der wt-GFP-PTS1-Zeitreihe (Abbildung 8)
wurden hinsichtlich der Glyoxysomenflache, der Glyoxysomenzahl und der Auspragung
des Glyoxysomalen Reticulums ausgewertet, um eine quantitative Aussage treffen zu
kénnen (Abbildung 11). Die durchschnittliche Glyoxysomenflache wurde mit dem
Programm Imaged ermittelt, die Anzahl der Glyoxysomen/Zelle wurde durch auszahlen
ermittelt und fir die Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums wurde ein
»Auspragungs-Faktor” festgelegt (0 = kein Reticulum, 1 = in Anséatzen, 2 = wenig, 3 =
haufig).

Bei der Auswertung der durchschnittlichen Flache der Glyoxysomen zeigte sich, dass
diese bis zum flinften Entwicklungstag ansteigt und anschliefend rapide abfallt
(Abbildung 11A). Bei der Glyoxysomenzahl pro Zelle ist der Maximalwert bereits nach
drei Tagen erreicht und fallt bis zum Tag sieben wieder langsam ab (Abbildung 11B).
Das Glyoxysomale Reticulum ist wahrend der Entwicklungstage vier und finf am
starksten ausgepragt. Es entsteht nach dem dritten Tag sehr schnell und verschwindet
bereits wieder ab Tag sechs (Abbildung 11C). Betrachtet man die Werte der drei Tage in
Dunkelheit gewachsenen und einen Tag belichteten Pflanzen, so stellt man fest, dass
diese Werte deutlich unter den Werten der Pflanzen liegen, welche vier Tage
ausschlief3lich im Dunklen gezogen wurden (Abbildung 11A-C links). Diese Pflanzen
dienen als Kontrolle, da hier die Photomorphogenese durch die Belichtung induziert
wurde und aufgrund der Umwandlung der Glyoxysomen in Blatt-Peroxisomen kein
Glyoxysomales Reticulum zu erwarten war.

Die vergleichende Auswertung von vier Tage alten in Dunkelheit gewachsenen wt-GFP-
PTS1-Pflanzen, PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen und Pflanzen der PEX2AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinie zeigt, dass eine Beeintrachtigung des Zn-RING-Finger-Motivs
von PEX10 und PEX2 sich weder auf die Form, die Anzahl noch auf die Auspragung des

Glyoxysomalen Reticulums signifikant auswirkt (Abbildung 11A-C rechts).
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Abbildung 11: Die starkste Auspragung des
Glyoxysomalen Reticulums ist in etiolierten
Pflanzen bei vier bis fiunf Tagen =zu
beobachten. (A) Flachenvergleich des
Glyoxysomalen Reticulums in einer Zeitreihe an
wt- GFP-PTS1-Pflanzen (links) und zwischen
vier Tage alten wt-GFP-PTS1-Pflanzen,
PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen und
Pflanzen einer PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie | (rechts).

(B) Vergleich der Glyoxysomenzahl pro Zelle in
einer Zeitreihe an wt- GFP-PTS1-Pflanzen
(links) und zwischen vier Tage alten wt-GFP-
PTS1-Pflanzen, PEX10AZn1-GFP-PTS1-
Hybridpflanzen und Pflanzen einer PEX2AZn-
T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | (rechts).

(C) Vergleich der  Auspragung des
Glyoxysomalen Reticulums in einer Zeitreihe an
wt- GFP-PTS1-Pflanzen (links) und zwischen
vier Tage alten wt-GFP-PTS1-Pflanzen,
PEX10AZn1-GFP-PTS1-Hybridpflanzen und
Pflanzen einer PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie | (rechts). Grad der Auspragung
des Glyoxysomalen Reticulums (Ausprag. d.
Reticulums): 0 = kein Reticulum, 1 = in
Ansétzen, 2 = wenig, 3 = haufig. 1
Alter in Tagen 3+1: drei Tage in Dunkelheit Alter in Tagen
angezogene und einen Tag belichtete Pflanzen.
(D) Vergleich der Kotyledonengrdfie von in Licht
und in Dunkelheit gewachsenen wt-GFP-PTS1-
Pflanzen.
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Die quantitative Auswertung der mikroskopischen Analyse des Glyoxysomalen
Reticulums bestatigt klar, dass mit beginnender Vakuolisierung ab dem Tag vier die
Reservestoff-Mobilisierung intensiviert wird. Hier findet sich sowohl die maximale

Glyoxysomenflache als auch die starkste Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums.
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2.1.2.2. Vergleich der Kotyledonenflache in Dunkelheit und in Licht gewachsener wt-
GFP-PTS1-Pflanzen

Da der Ubertritt keimender Pflanzen zur Photoautotrophie sich nicht in wenigen
Augenblicken vollzieht, Gberlappen die Reservestoff-Mobilisierung und die beginnende
Photoautotrophie zeitlich. Dies ist der Zeitpunkt, an dem die Pflanze immer weniger von
den gespeicherten Reservestoffen abhangt und den Bedarf an Energie und Kohlenstoff
durch Photoautotrophie kompensiert. Um diesen Kompensationspunkt in der
Reservestoffmobilisierung zu ermitteln an dem die Pflanze zur Photoautotrophie Ubertritt,
wurden wt-GFP-PTS1-Pflanzen in Dunkelheit und im Licht angezogen und taglich die
Oberflache der Kotyledonen bestimmt (Abbildung 11D). Es zeigte sich, dass am Tag drei
die Kotyledonen in Licht und Dunkel noch von gleicher GréRe waren, bereits aber am
Tag vier einen Grolenunterschied zeigten. Wahrend die in Dunkelheit gewachsenen
Kotyledonen nicht an GréRe gewannen, nahm die Flache und damit die Grélke der
Kotyledonen der in Licht angezogenen Pflanzen bis zum Tag acht linear zu. Erst ab Tag
neun verringerte sich die Groflenzunahme und stagnierte ab Tag zehn. Hier
Ubernahmen die heranwachsenden Primarblatter die Aufgabe der Photosynthese. Da
sich die Kotyledonen von Arabidopsis bereits am Tag drei nach der Keimung aus der
Samenschale befreiten und zu ergriinen begannen, (U(berlappten hier bereits
Speicherstoffmobilisierung und Photosynthese. Da bei in Licht und in Dunkelheit
gewachsenen Pflanzen am Tag 3 die KotyledonengroRe aber noch die gleiche war,
wurde die zur Verfugung stehende Energie nicht sofort in ein GroRenwachstum der
Kotyledonen gesteckt. Die Pflanze schien erst den in Vorstufen vorhandenen
Photosyntheseapparat zur vollen Funktionalitdt zu entwickeln. Die FlachenvergréRerung
und vollstandige Ergrinung der Kotyledonen am Tag vier deutet auf beginnenden
Photoautotropismus und eine schwindende Abhangigkeit von den Speicherstoffen hin.
Dies wiederum deckt sich mit dem Vorkommen des Glyoxysomalen Reticulums, welches
ab dem dritten Tag in dunkel gewachsenen Pflanzen zu beobachten war und sich somit
mit der Ubertrittsphase zum Photoautotropismus Uberlappte. Die verstarket Auspragung
des Glyoxysomalen Reticulums an den Tagen vier und finf in dunkel gewachsenen
Pflanzen kénnte eine Art Erwartungshaltung der Pflanze beziiglich dem Ubertritt zur
Photoautotrophie sein. Ist dies der Fall, so bildet A. thaliana das Glyoxysomale
Reticulum beim Ubertritt zur Photoautotrophie méglicherweise nur so lange aus, bis die
Photosynthese den Bedarf an Energie und Kohlenstoff kompensiert. Die Ausbildung des
Glyoxysomalen Reticulums wurde somit einer madglichst raschen

Reservestoffmobilisierung dienen.
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2.1.2.3. In vivo-Untersuchung des Glyoxysomalen Reticulums in der PEX10AZn1xGFP-
PTS1-Hybridpflanze, den PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien; den
PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien, und den PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-

Transgenlinien

Um einen besseren Einblick in Auspragung und Verteilung des Glyoxysomalen
Reticulums in vivo in Abhangigkeit von PEX10, PEX2 und PEX12 zu erlangen, wurden
wt-GFP-PTS1-Pflanzen, die PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, die PEX10AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien | und Il, die PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |, 1l und
I, die PEX2-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie, die PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien 1l, Il und IV und die PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie am
Confocalen Laserscanning-Mikroskop untersucht (Abbildung 12). Alle Pflanzen waren
vier Tage alt und in Dunkelheit gewachsen.

Die wt-GFP-PTS1-Pflanzen zeigten das bereits im Lichtmikroskop nach DAM-Farbung
beobachtete Glyoxysomale Reticulum (Abbildungen 12A, E). Es war jedoch eine
gewisse Varianz in der Haufigkeit und Verteilung zu beobachten. So waren in manchen
Pflanzen in jeder Zelle ein oder mehrere glyoxysomale Ansamlungen zu beobachten,
wahrend in anderen Pflanzen nur in jeder zweiten oder dritten Zelle ein Reticulum
ausgebildet war. Die Ubergange waren flieBend. Es wurden keine Formaberranzen oder
eine vollige Abwesenheit des Glyoxysomalen Reticulums beobachtet. Bei den
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanzen wurde die grofitmoégliche Auspragungsstarke
des Glyoxysomalen Reticulums in wt-GFP-PTS1 nie beobachtet, jedoch verbleibt die
Auspragung der glyoxysomalen Strukturen (Abbildung 12B, F) im beobachteten
Schwankungsbereich des Wildtyps. Im Gegensatz zu den deformierten Blatt-
Peroxisomen in der PEX10AZn1-Mutante (Schumann et al., 2007) wurden in der
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze keine abnormal geformten Glyoxysomen
gefunden. Es wurden zudem die zwei unabhangigen PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien | und Il zum Vergleich untersucht (Abbildung 12C, G, Linie |; Abbildung
12D, H, Linie Il). Die beiden Linien zeigen bezlglich Form und Verteilung des
Glyoxysomalen Reticulums keine Unterschiede zu wt-GFP-PTS1.

Fir PEX2 wurden die drei unabhangigen PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |, I
und Il untersucht. Sowohl die PEX2-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie (Abbildung 12I, M)
als auch die drei PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien (Abbildung 12J, N, Linie I;
Abbildung 12K, O, Linie II; Abbildung 12L, P, Linie Ill) zeigen bezlglich Formgebung und
Haufigkeit des Glyoxysomalen Reticulums keine Abweichungen vom wt-GFP-PTS1-

Schwankungsbereich.
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Abbildung 12: Weder die PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze noch die PEX10AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien, die PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien und die die
PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien zeigen eine Abnormalitit in Form oder Verteilung
des Glyoxysomalen Retikulums. Die PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | und die
PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie Il zeigen einen gestérten Matrixproteinimport. (A,
E)wt-GFP-PTS1-Pflanze, (B, F) PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, (C, G) PEX10AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien | und (D, H) II, (I, M) PEX2-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie, (J, N)
PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien 1, (K, O) Il und (L, P) lll, (Q, U) PEX12-wt-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinie, (R, V) PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien I, (S, W) lII, (T, X) IV. Alle
Pflanzen zeigten das Glyoxysomale Reticulum in Form, Verteilung und Auspragung, wie es auch
in wt-GFP-PTS1 zu beobachten war. Nur die PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | und die
PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie |l zeigen einen gestoérten Matrixproteinimport.

Abgebildet ist je Linie die GFP-Aufnahme und darunter eine Uberlagerung des GFP-Signals mit
einer Durchlicht-Aufnahme. Die verwendeten Pflanzen waren vier Tage alt und in Dunkelheit auf
MS-Platten gezogen. Balken: 10 ym.

Es wurden auch von PEX12 eine PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie und drei
PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien betrachtet, wobei sich die PEX12-wt-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinie wie der Wildtyp verhielt (Abbildung 12Q, U). Die beiden PEX12AZn-
T7-GFP-PTS1-Transgenlinien 1l und IV variierten etwas in der Auspragung des
Reticulums (Abbildung 12R, V, Linie II; Abbildung 12T, X, Linie 1V), blieben aber im
Wildtyp-Schwankungsbereich. Auch die nicht exprimierende PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie 1l zeigte eine Wildtyp-typische Auspragung des Glyoxysomalen
Reticulums. Formaberranz wurde nicht beobachtet. Da die Formgebung der
Glyoxysomen im Glyoxysomalen Reticulum von rundlich bis lang gestreckt reicht, ist das
Erkennen einer tatsachlichen Formstérung stark erschwert. Anders als die
Formstorungen der Peroxisomen in PEX10AZn1 gehéren in diesem Fall lang gestreckte
Glyoxysomen zur Norm. Eine Formstérung wird hier als starke Abweichung zu
beobachteten Strukturen im wt-GFP-PTS1 behandelt und wiirde sich beispielsweise
durch vollige Abwesenheit des Glyoxysomalen Reticulums ausdriicken.

Sowohl die PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, die PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien | und Il als auch die PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien 1l und IV
waren in der Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums leicht beeintrachtigt. Diese
Beeintrachtigung wirkte sich jedoch nicht negativ auf die in Dunkelheit gewachsenen
Pflanzen aus. Die nicht exprimierende PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |l
zeigte eine starkere Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums als die Linien Il und IV.
Die PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien |, Il und lll zeigten eine Wildtyp-ahnliche

Auspragung und Verteilung des Glyoxysomalen Reticulums.
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2.1.2.4. Der Matrixproteinimport der Glyoxysomen in PEX10AZn1xGFP-PTS1-
Hybridpflanzen ist nicht gestort, wahrend er in der PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie 1l und in der PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | gestort ist

Die GFP-PTS1-Markerlinien ermdglichen nicht nur, anders als bei den eingebetteten,
DAB-gefarbten Proben fur die Lichtmikroskopie, eine groRe Menge an Pflanzen in vivo
hinsichtlich der Verteilung und Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums zu
untersuchen, sie erlauben auch die Untersuchung eines modglichen Defekts im
Matrixproteinimport der Glyoxysomen durch Fehllokalisation des GFP-PTS1 ins
Cytoplasma.

Weder die wt-GFP-PTS1-Pflanzen (Abbildung 12A, E) noch die PEX2-wt-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie (Abbildung 12I, M) und PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie (Abbildung
12Q, U) zeigten einen gestdrten Import: Nur die Glyoxysomen wurden durch das GFP
visualisiert; keine diffuse Farbung im Cytoplasma. Dies zeigt, dass die Uberexpression
von GFP-PTS1 einen intakten glyoxysomalen Matrixproteinimportkomplex nicht stort
oder Uberfordert.

Die Uberexpression von PEX10 mit dysfunktionalem Zn-RING-Finger-Motiv hat in der
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze und der PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie
| keinen sichtbaren Einfluss auf den Matrixproteinimport. Nur in der PEX10AZn-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinie |l ist ein leichter Defekt im glyoxysomalen Matrixproteinimport zu
detektieren, obwohl der Transkriptionslevel niedriger ist als in der Linie | (Abbildung 12D,
H). Ebenso zeigt fir PEX2 mit dysfunktionalem Zn-RING-Finger-Motiv nur die PEX2AZn-
T7-GFP-PTS1-Transgenlinie | einen Matrixproteinimportdefekt (Abbildung 12J, N). Die
PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien 1l und Il und die Kontrolle PEX2-wt-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinie zeigen keinen Importdefekt. Uberexprimiert man PEX12 mit
dysfunktionalem Zn-RING-Finger-Motiv in wt-GFP-PTS1, so ist keine Abnormalitat im
glyoxysomalen Matrixproteinimport zu beobachten. Weder die PEX12AZn-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinien Il und IV noch die als Kontrolle dienende PEX12-wt-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinie und die nicht exprimierende PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-

Transgenlinien Il zeigen eine Matrixproteinimportstérung.
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2.1.2.5. Die Mutationen G93E und P126S im N-Terminus von PEX10 stéren den
Matrixproteinimport in Glyoxysomen und beeintrachtigen die Auspragung des

Glyoxysomalen Reticulums

Um den Einfluss des Peroxins PEX10 an der Formation des Glyoxysomalen Reticulum
und an dessen Matrixproteinimport zu untersuchen, wurden nicht nur die C-terminalen
AZn-Mutanten herangezogen, sondern auch die Mutanten im N-Terminus, PEX10-G93E
und PEX10-P126S, im Alter von vier Tagen betrachtet (Abbildung 13). Als Kontrolle
wurde wt-GFP-PTS1 und die PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze herangezogen. Es
wurde weder fur die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie noch fiir die PEX10-P126S-
GFP-PTS1-Transgenlinie eine offensichtliche Stérung des Glyoxysomalen Reticulums
festgestellt. Sowohl Form, Auspragung als auch Verteilung des Glyoxysomalen
Reticulums in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und der PEX10-P126S-GFP-
PTS1-Transgenlinie konnte auch in wt-GFP-PTS1-Pflanzen beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu wurde die maximale Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums in wt-
GFP-PTS1 (Abbildung 13A, E) nie in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und
der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie sowie in der PEX10AZn1xGFP-PTS1-
Hybridpflanze beobachtet. Im Wildtyp ist meistens eine starke Auspragung des
Glyoxysomalen Reticulums zu beobachten, in manchen Pflanzen kann diese
Auspragung aber auch das geringe Auspragungsausmalf der Mutanten annehmen.
Sowohl in den Mutanten im PEX10-N-Terminus als auch in den in der
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze ist die Auspragungsstarke genau umgekehrt zum
Wildtyp. Die Auspragungsstarke der Glyoxysomalen Reticulums ist hier flir gewdhnlich
schwach, erreicht aber in Einzelfallen fast die Auspragung des Wildtyps.

Sowohl die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie als auch die PEX10-P126S-GFP-
PTS1-Transgenlinie weisen einen gestdrten Import auf. Die Importstérung ist bei der
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie regelmafig und deutlich zu beobachten, bei der
PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie ist der Matrixproteinimportdefekt nur leicht

ausgepragt und ist nur in einigen Pflanzen zu beobachten.
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Abbildung 13: Mutationen im N-Terminus von PEX10 filhren zu einer Stérung des
Matrixproteinimports in den Glyoxysomen. (A, E) wt-GFP-PTS1, (B, F) PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie, (C, G) PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie, (D, H) PEX10AZn1xGFP-
PTS1-Hybridpflanze. In Dunkelheit auf MS-Medium gekeimte Pflanzen, 4 Tage alt. Balken: 10 um

PEX10 hat in den Glyoxysomen ebenso wichtige Aufgaben wie in den Peroxisomen. Bei
einer Beeintrachtigung des Zink-RING-Finger-Motivs durch Uberexpression von PEX10
mit dysfunktionalem Zink-RING-Finger im Wildtyp-Hintergrund Zeigen alle PEX10AZn-
Mutanten eine Beeintrachtigung in der Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums. In
der PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie Il ist sogar eine leichte Importstérung zu
beobachten. Die Zink-RING-Finger-Domane von PEX10 ist jedoch nicht die einzige
Domane, welche am Matrixproteinimport und der Auspragung des Glyoxysomalen
Reticulums beteiligt ist. Die beiden Mutanten PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie
und PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie im N-Terminus von PEX10 weisen ebenso
wie die PEX10AZn-Mutanten eine reduzierte Ausprdgung des Glyoxysomalen
Reticulums auf. Zudem zeigen beide Mutanten einen leichten Matrixproteinimportdefekt.
Die PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien zeigen keinerlei Defekt in der Auspragung
des Glyoxysomalen Reticulums, jedoch ist in der PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie
Il ein deutlicher Matrixproteinimport zu beobachten.

Die beiden PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien Il und IV zeigen eine &ahnlich
geringe Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums wie die PEX10AZn-Mutanten. Es ist

keine Importstérung zu beobachten.
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2.2. PEX10 enthalt im N-Terminus zwei essentielle Motive fur die

Biogenese der Blatt-Peroxisomen

Die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie zeigten bei einer ersten Untersuchung ein Wachstumsdefizit im Vergleich
zum Wildtyp. Es konnte gezeigt werden, dass homozygote PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie-Pflanzen im Keimlingsstadium absterben, sofern sie im Licht gezogen
werden, wogegen belichtete, heterozygote Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie und homozygote Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie
ein im Vergleich zum Wildtyp vermindertes Wachstum zeigen. Um einen Defekt in der
Reservestoffmobilisierung als Grund fir die Keimlingsletalitat bei der homozygoten
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und das Wachstumsdefizit bei heterozygoten
Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und homozygoten Pflanzen der
PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie zu untersuchen, wurden sowohl segregierende
Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie als auch homozygote PEX10-
P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanznen auf MS-Platten mit bzw. ohne Saccharose
ausgesat. Die gewonnenen Daten zeigen fiir die segregierende PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie keinen Defekt in der Reservestoffmobilisierung. Homozygote
Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen einen leichten Defekt in

der Reservestoffmobilisierung.

2.2.1. Die Aminosauresubstitution G96E fuhrt in homozygoten PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinien zu Keimlingsletalitat

Um homozygote Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zu bekommen,
wurden die zweimal in GFP-PTS1 rickgekreuzten Pflanzen geselbstet. Die so
erhaltenen Pflanzen wurden auf MS-Platten ausgebracht, in Erde transferiert und mittels
PCR genotypisiert. Es gelang nicht, eine homozygote Pflanze der PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie auf Erde zu identifizieren. Daraufhin wurden, um einen moglichen
Defekt in der Reservestoffmobilisierung zu untersuchen, eine segregierende PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie erneut auf MS-Platten mit und ohne Saccharose
ausgesat und im Alter von 14 Tagen genotypisiert. Es konnte beobachtet werden, dass
homozygote Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie in Licht im Wachstum

stark zurlickbleiben und, sobald sie auf Erde Uberfihrt werden, sterben. Heterozygote
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Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie entwickeln ihren makroskopischen

Phanotyp erst auf Erde und zeigen ein Wachstumsdefizit.

2.2.1.1. Homozygote Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie sterben im

Keimlingsstadium, heterozygote Pflanzen zeigen ein retardiertes Wachstum

Bereits auf MS-Platten mit bzw. ohne Saccharose zeigte die segregierende PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie einen etwa 25%igen Anteil an vermutlich homozygoten
Pflanzen, welcher im Wachstum stark zurtickbleiben, wogegen der restliche 75%-Anteil
an vermutlich Wildtyp bzw. heterozygoten Pflanzen wie Wildtyp wuchsen (Abbildung
14C). Eine Genotypisierung (siehe 2.2.1.2) zeigte, dass es sich bei den kleinwtchsigen
Pflanzen tatsachlich um homozygote und bei den Wildtyp-groRen um heterozygote und
um Wildtyp-Pflanzen handelt. Es wurden sowohl im Wachstum zuriickgebliebene
Pflanzen als auch Wildtyp-groRe auf Erde Uberfiihrt und zu einem Alter von 31 Tagen

herangezogen.

Abbildung 14: Homozygote PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie-Pflanzen sind
keimlingsletal, wogegen heterozygote
Pflanzen ein Wachstumsdefizit zeigen. (A)
Heterozygote PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie-Pflanzen (linke Pflanze) zeigen im
Alter von 31 d ein Wachstumsdefizit gegentber
wt (rechte Pflanze) in Normalatmosphéare. (B)
Eine 23-tdgige Begasung mit Hoch-CO, (ca.
1800 ppm) kann das Wachstumsdefizit nicht
ausgleichen (links: PEX10-G93E-Pflanze, 57 d
Normalatmosphare; mitte: PEX10-G93E-Pflanze
31 d Normalatmosphare, 23 d Hoch-CO,; rechts:
wt-GFP-PTS1-Pflanze 57 d Normalatmosphare). + *
(C) 14 d alte homozygote (hom) PEX10-G93E- v @
GFP-PTS1-Transgen-linie-Pflanzen zeigen auf
MS-Platten mit (+) bzw. ohne (-) Saccharose eine
Wachstumsdefizienz gegentiber dem wt und den
heterozygoten (het) Pflanzen.

(D) Genotypisierung der Pflanzen der PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie. Das PCR-
Produkt des wt wird nicht verdaut und zeigt eine
Bande bei 727 bp, homozygote Pflanzen lassen
(hom) sich fast vollstandig zu den Fragmenten
447 bp und 280 bp verdauen. Heterozygote
Pflanzen (het) zeigen diese Verdauprodukte nur
schwach.
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Die kleinwiichsigen, homozygoten Pflanzen starben wenige Tage nach der Uberfiihrung
auf Erde, wogegen bei den Wildtyp-groRen Pflanzen die heterozygoten im Wachstum
hinter der Wildtyp-Kontrolle zurlickblieben (Abbildung 14A). Um Indizien auf einen
mdglichen photorespiratorischen Phanotyp zu erhalten, wurde einige Pflanzen der
segregierenden PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie in Hoch-CO,-Atmosphare (ca.
1800 ppm) Uberfuhrt und ein Teil weiter unter Normalatmosphéare gezogen. Die 23 Tage
CO,-Begasung der heterozygoten Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie
fuhrte nicht zu einem Wachstum ahnlich dem des Wildtyps. Die begasten PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen konnten den Vorsprung der unter Normalatmosphare
gewachsenen Wildtyp-Pflanzen nicht aufholen. Dieser Befund lasst vermuten, dass das
Wachstumsdefizit nicht in Photorespirationsproblemen liegt, die durch Hoch-CO, (1800

ppm) zu mildern gewesen waren.

2.2.1.2. Genotypisierung der Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie durch

PCR und Restriktionsverdau

Bei der Genotypisierung durch PCR wurde die Tatsache genutzt, dass die
Punktmutation in der jeweiligen Linie eine neue Restriktionsschnittstelle erzeugt oder
eine bereits bestehende eliminiert. Im Fall von PEX10-G93E entstand eine Eam1104I-
Schnittstelle, tUber die hinweg mit den flankierenden Primern AthPEX10-S3-Sense und
AthPEX10-Intron-Antisense amplifiziert wurde. Durch einen Restriktionsverdau des
PCR-Produkts wurde der Genomstatus der jeweiligen Pflanze bestimmt, wobei sich das
PCR-Produkt des Wildtyps nicht verdauen lasst, das PCR-Produckt homozygoter
Pflanzen komplett verdaut wird und das PCR-Produkt heterozygoter Pflanzen sowohl
eine wt-Bande bei 727 bp als auch die Verdaufragmente bei 447 bp und 280 bp
aufweisen sollte (Abbildung 14D). Die Genotypisierung zeigte, dass es sich bei den im
Wachstum zurickgebliebenen Pflanzen um homozygote Pflanzen der PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie handelt, auch wenn noch Reste der 727 bp-Bande sichtbar

waren.

Abbildung 15: Re-PCR und Verdau an den 727
bp-Banden einer Wildtyp-Pflanze, einer
homozygoten und einer heterozygoten PEX10-

G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen
belegen einen unvolistindigen Verdau durch
Eam1104l bei der Genotypisierung. (1)
homozygote PEX10-G93E-Pflanze, (2)
heterozygote PEX10-G93E-Pflanze, (3) Wildtyp-
Pflanze.
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Um zu belegen, dass der Verdau durch Eam1104I nicht vollstandig war, wurde die 727
bp-Bande, wie sie von einer homozygoten und einer heterozygoten PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie-Pflanze und dem Wildtyp nach Verdau und Gelelektrophorese
stammt, aus dem Agarosegel extrahiert, durch PCR amplifiziert und erneut verdaut. Die
PCR-Produkte der homozygoten und der heterozygoten Pflanze der PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie lieBen sich verdauen, die des Wildtyps nicht (Abbildung 15). Dies

deutet somit auf einen unvollstandigen Verdau hin.

2.2.2. Homozygote Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie
zeigen auf Erde Zwergenwuchs

Die zweimal in GFP-PTS1 rickgekreuzten und geselbsteten 14 Tage alten Pflanzen der
PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen auf MS-Platte mit (+) bzw. ohne (-)
Saccharose keinen makroskopischen Phanotypen, der sich vom Wildtyp unterscheidet
(Abbildung 16D). Uberfiihrt man homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie-

Pflanzen auf Erde, stellt sich ein deutlicher Zwergenwuchs ein (Abbildung 16A, B).
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Abbildung 16: Homozygote Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen ein
Wachstumsdefizienz. (A) 37d und (B) 57d alte homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie-Pflanze (linke Pflanze) mit gleichaltriger wt-GFP-PTS1-Pflanze (rechte Pflanze). (C)
Genotypisierung einer Wildtyp-Pflanze (1) und einer homozygoten Pflanze der PEX10-P126S-
GFP-PTS1-Transgenlinie (2). (D) Auf MS-Platten mit (+) und ohne (-) Saccharose zeigen
homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen (hom) gegentber dem Wildtyp
(wt) kein vermindertes Wachstum.

2.2.2.1. Genotypisierung der Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie

Zur Genotypisierung der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen wurde sich
der Punktmutation bedient, welche zur Aminosauresubstitution P126S fihrt. Mit einem
spezifischen Primer kann nun eine BspLI-Schnittstelle eingefiigt werden, welche durch
die Punktmutation eliminiert wird. Amplifiziert man nun Uber die Punktmutation hinweg,
erhalt man ein 125 bp grolles PCR-Produkt. Dieses PCR-Produkt Iasst sich nicht mit
BspLIl verdauen, wenn die Punktmutation P126S vorliegt. Handelt es sich um die
Wildtyp-Sequenz, so wird das 125 bp groRe PCR-Produkt in die Fragmente der GroRRe
98 bp und 27 bp verdaut (Abbildung 16C). Zur Amplifikation wurden die Primer
PEX10TILL92077 und AthPEX10-Intron-Antisense verwendet.

Auf diese Art und Weise konnte eine homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie identifiziert werden (Abbildung 16C).

2.2.3. Die Keimlingsletalitat tritt nur bei homozygoten Pflanzen der PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und nur im Licht auf, es handelt sich um

keinen Fettmobilisierungs-Phanotyp

Es wurde untersucht, ob die Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und
der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie eine gestorte Fettmobilisierung haben, um
den Grund fur die Keimlingsletalitdt bei homozygoten PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie-Pflanzen naher einzugrenzen. Hierfur wurde eine segregierende
Pflanzenpopulation der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und homozygote
Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie auf MS-Medium mit bzw. ohne
Saccharose ausgebracht und 14 Tage lang in Dunkelheit angezogen (Abbildung 17). Es
zeigte sich, das auf MS-Platten mit Saccharose weder bei Pflanzen der segregierenden
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie noch bei Pflanzen der homozygoten PEX10-

P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie ein vermindertes Wachstum zu beobachten war
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(Abbildung 17A, B). Auf Platten ohne Saccharose zeigten nur PEX10-P126S-GFP-
PTS1-Transgenlinie-Pflanzen ein leicht rickstandiges Wachstum (Abbildung 17D).
Pflanzen der segregierenden PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie wuchsen auch hier
wie Wildtyp (Abbildung 17C). Die Abbildung 17 zeigt eine reprasentative Anzahl der auf
MS-Platten ausgesaten Pflanzen. Es wurden etwa 100 Pflanzen je MS-Platte
ausgebracht, sodass eine Segregationsanalyse mdglich war. Hatte die homozygote
PEX10-G93E-Mutation Auswirkungen auf die Reservestoffmobilisierung, hatten 25% der
Pflanzen im Wachstum zuriickbleiben missen. Da die segregierenden PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen selbst auf MS-Platten ohne Saccharose nach 14
Tagen in Dunkelheit keinen Phanotyp unterschiedlich vom Wildtyp zeigten, ist eine
Stoérung in der Speicherstoffmobilisierung unwahrscheinlich. Jedoch zeigten homozygote
Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie ein leicht vermindertes Wachstum
auf MS-Platten ohne Saccharose, was auf eine Beeintrachtigung in der Reservestoff-

Mobilisierung hinweisen kdnnte.

wit PEX10-G93E wt PEX10-P126S

A ) > » 4 B,_

Abbildung 17: 14d dunkel gewachsene, segregierende PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie-Pflanzen zeigen keinen Phanotyp, wogegen homozygote PEX10-P126S-GFP-
PTS1-Transgenlinie-Pflanzen ohne Saccharose einen Riickstand im Wachstum aufweist.
(A) 14d alte dunkel gewachsene, segregierende Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie verhalten sich auf MS mit Saccharose (+), (B) ebenso wie homozygote Pflanzen
der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie, wie wt. (C). Auch auf MS ohne Saccharose (-)
wachsen segregierende PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen wie wt. (D).
Homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen zeigen nach 14d in Dunkelheit
auf MS ohne Saccharose ein leicht reduziertes Wachstum.
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2.2.4. Die Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und der PEX10-
P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen keine verringerte

Photosyntheseeffizienz

Um eine mogliche Verringerung der Photosyntheseleistung mit der daraus
resultierenden Wachstumsdefizienz zu untersuchen, wurden eine heterozygote PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und eine homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie im Alter von 33 Tagen hinsichtlich ihrer Photosyntheseleistung mittels
PAM-2000 (Pulse-Amplitude-Modifier, Walz-Effeltrich, Deutschland) untersucht
(Abbildung 18). Mit diesem Gerat ist es moglich, Photosyntheseparameter mittels der
Chlorophyllifluoreszenz zu bestimmen. Es konnte gezeigt werden, dass bezlglich der
Photosyntheseleistung kein Unterschied zur wt-GFP-PTS1-Kontrolle besteht. Zudem
konnte bei keiner der untersuchten Pflanzen Chlorose festgestellt werden. Dies gibt
einen Hinweis darauf, dass der beobachtete Zwergenwuchs sich nicht durch einen

photorespiratorischen Defekt wie in PEX10AZn1 begriinden |asst.

0,8
N
g 06 Abbildung 18: PEX10-G93E-GFP-PTS1-
% Transgenlinien und PEX10-P126S-GFP-PTS1-
§ Transgenlinie zeigen die gleiche
£ D) Photosyntheseeffizienz wie der wt. Die
uo’a‘ Photosyntheseeffizienz wurde an 33d alten Pflanzen
S 02 bestimmt. Es wurden heterozygote PEX10-G93E-GFP-
o PTS1-Transgenlinien, homozygote PEX10-P126S-GFP-
PTS1-Transgenlinien und als Kontrolle wt-GFP-PTS1
0 KE ” . vermessen.
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2.3. Die Entwicklung der Blatt-Peroxisomen in den PEX10-G93E-
GFP-PTS1-, den PEX10-P126S-GFP-PTS1- und den
PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien

Es war das Ziel, den Einfluss von Punktmutationen im N-Terminus des in PEX10 und
von einem mutierten Zn-Finger-Motivs im PEX12 auf die Blatt-Peroxisomen-Entwicklung,
den Matrixproteinimport und den Organellenkontakt zwischen Peroxisomen und
Chloroplasten zu untersuchen. Hierflir wurden die segregierende PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie, die homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie und die
PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien Il, IV, und VIl sowie als Kontrolle die nicht
exprimierende PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien Il verwendet. Es konnte
sowohl fir die segregierende PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie als auch fir
homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie ein Matrixproteinimportdefekt
nachgewiesen werden. Zudem wurde bei der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie
auch starke Peroxisomen-Formaberranz festgestellt. Ein Kontaktverlust der
Peroxisomen zu den Chloroplasten wurde weder in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie noch in der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie beobachtet. Die
PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien I, 1V, und VIl zeigten keinen Defekt im
Matrixproteinimport und auch keine Peroxisomen-Formaberranz. Es konnte auch keine
Stérung des Organellenkontakts zwischen Peroxisomen und Chloroplasten

nachgewiesen werden.

2.3.1. Die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigt sowohl Formaberranz
der Blatt-Peroxisomen als auch einen gestorten Matrixproteinimport; die
PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie verhalt sich wie Wildtyp

Die Untersuchung in Licht gewachsener Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie und der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie hinsichtlich ihrer
Peroxisomen zeigt nur fur PEX10-G93E auffallige Aberranzen. Die PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie und die PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie wurden im Zuge
einer ersten Genotypisierung nach der Selbstung auf Erde angezogen und am
Confocalen Laserscanning-Mikroskop charakterisiert.

Bei der homozygoten PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie wurde Keimlingsletalitat
beobachtet. Nur die PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie konnte als homozygote
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Linie erwirtschaftet werden. Um im Weiteren fiir die Keimlingsletalitdt bei der PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie einen maoglichen Fettmobilisierungs-Defekt
auszuschlieRen, wurden Pflanzen auf MS ohne Saccharose in Dunkelheit und in Licht
angezogen und am Confocalen Laserscannig-Mikroskop untersucht. Hierbei zeigt die
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie sowohl Formaberranz der Blatt-Peroxisomen als
auch einen gestorten Matrixproteinimport. Die PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie
zeigte keinerlei Abnormalitaten (Abbildung 19).

Zur Untersuchung des Kontakts zwischen Peroxisomen und Chlorplasten wurde
Blattmaterial der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie am FIB-Mikroskop (Focused
lon Beam) betrachtet (in Kooperation mit AG Wanner, LMU Munchen). Als Kontrolle
dienten Wildtyp und PEX10AZn1. Hierbei wurde festgestellt, dass die PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie, anders als PEX10AZn1, keine Stérung des Kontakts aufweist.

2.3.1.1. Die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigt  sowohl gestorten
Matrixproteinimport als auch Formaberranz; die PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie gleicht dem Wildtyp

Zur in vivo-Untersuchung der Blatt-Peroxisomen hinsichtlich Formstérung,
Organellenkontakt zu Chloroplasten und Matrixproteinimport wurden die PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie und die PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie am
Confocalen Laserscanning-Mikroskop untersucht. Es wurden fur beide Transgenlinien
genotypisierte Pflanzen im Alter von 26 Tagen untersucht (Abbildung 19). Die
untersuchten, homozygoten PEX10-P126S-Linien zeigten keine Auffalligkeiten
(Abbildung 19G, J), heterozygote PEX10-G93E-Linien zeigten jedoch peroxisomale
Formaberranzen ahnlich der PEX10AZn1-Mutante (Schumann et al., 2007). Es fiel auf,
dass bei weitem nicht alle Peroxisomen Formaberranz zeigen, die beobachteten
Aberranzen jedoch starkere Auspragung als in der PEX10AZn1-Mutante aufweisen. Es
wurde weder eine Storung des Matrixproteinimports noch ein Kontaktverlust zu den
Chloroplasten festgestellt (Abbildung 19B, E).

Um die in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie auftretende Keimlingsletalitat
genauer zu untersuchen, wurden Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie
auf MS-Platten mit bzw. ohne Saccharose angezogen und im Alter von 14 Tagen am
Confocalen Laserscanning-Mikroskop betrachtet (Abbildung 19G bis L). Heterozygote
Pflanzen auf MS mit Saccharose verhielten sich wie die bereits beschriebenen 26 Tage
alten heterozygoten Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie auf Erde.

Homozygote, 14 Tage auf MS-Medium mit Saccharose gewachsene Pflanzen der
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Abbildung 19: Die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigt nicht nur Formaberranz,
sondern auch einen gestorten Matrixproteinimport. Die PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie verhalt sich wie wt. (A, D) wt, (B, E) heterozygote PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie, auf Erde, 26 Tage alt, (C, F) homozygote PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie,
auf MS-Medium mit Saccharose, 14 Tage alt, (G, J) homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie, auf Erde, 26 Tage alt, (H, K) heterozygote und (I, L) homozygote PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie, auf MS-Medium ohne Saccharose, 14 Tage alt. Balken: 10 um

PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen zusatzlich zu den auflerst auffalligen
Formaberranzen auch einen gestérten Import (Abbildung 19C, F). Auf MS ohne
Saccharose zeigen sowohl die homozygoten als auch die heterozygoten Pflanzen der
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie erhebliche Matrixproteinimportstérungen. Die
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wt-GFP-PTS1-Pflanzen zeigen auf MS mit und ohne Saccharose, wie auf Erde, keine

Stérung im Matrixproteinimport oder dem Organellenkontakt (Abbildung 19A, D).

2.3.1.2. Die FIB-Untersuchung bestatigt die Formaberranz der Peroxisomen in der
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie

Zur genauen Untersuchung des Organellenkontakts zwischen Peroxisomen und
Chloroplasten und zur Bestatigung der Formstérung der Peroxisomen wurden
heterozygote Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zur
Ultrastrukturaufklarung am FIB-Mikroskop (in Kooperation mit AG Wanner, LMU
Munchen) betrachtet (Abbildung 20). Als Kontrolle dienten PEX10AZn1- und Wildtyp-
Pflanzen. Ein FIB-Mikroskop ermdglicht Serienschnitte mit sehr geringer Schichtdicke
(bis 5 nm) und EM-Auflésung. Mithilfe solcher Schnittserien war es moglich, einzelne
Peroxisomen vollstandig hinsichtlich Form und Kontakt zu den Chloroplasten zu

untersuchen.

Abbildung 20: Die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigt stark formaberrante
Peroxisomen, aber keinen gestorten Organellenkontakt wie in PEX10AZn1. (A — D) Wildtyp,
(E - F) PEX10AZn1, (I - L) PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie.

MB: Peroxisom, V: Vakuole, P: Plastid/Chloroplast.
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Der Wildtyp zeigte immer eine normale, runde Form und engen Kontakt zu den
Chloroplasten (Abbildung 20A-D). In der PEX10AZn1-Kontrolllinie waren viele
Peroxisomen zu beobachten, die keinen Kontakt zu Chloroplasten aufweisen und sich
nicht einmal in der N&he von Chloroplasten befinden (Abbildung 20E-H). Die
Peroxisomen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigten die bereits
beschriebene, starke Formaberranz. Eine Kontaktstérung wie in PEX10AZn1 war nicht
zu beobachten (Abbildung 20I-L). Die formgestorten Peroxisomen schienen sich sogar
an die Chloroplasten zu schmiegen.

Da Peroxisomen normalerweise rund sind, haben sie ein kleines
Membranoberflache/Volumen-Verhaltnis. Eine deformierte Form, wie sie in der PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zu beobachten ist, bedeutet einen Anstieg des
Membranoberflache/Volumen-Verhéltnises. Dies kann an eine VergroRerung der
Membranoberflache, eine Verkleinerung des Volumen oder an beidem liegen. Eine
mogliche Erklarung ware, dass diese Formveranderungen der Peroxisomen ein Versuch
ist, mogliche Defizite wichtiger Membranproteine, wie PEX10, durch eine groRere

Peroxisomenoberflache zu kompensieren.

2.3.2. Die Blatt-Peroxisomen-Morphogenese und der Matrixproteinimport sind in
den PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien nicht gestort

Die drei unabhangigen PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien I, IV, und VIl und die
nicht exprimierende PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie |1l als Kontrolle wurden am
Confocalen Laserscanning-Mikroskop auf Peroxisomen-Form und Matrixproteinimport
hin untersucht, um sie mit den bereits charakterisierten AZn-Linien der Peroxine 2 und
10 zu vergleichen und so Einsicht in die Funktion des Zink-Fingers in PEX12 zu
erlangen. Die makroskopische Untersuchung der PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien 1l, IV, und VII, der nicht exprimierende PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie 11l und der PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien | und Il zeigte weder
im Alter von 33 Tagen, noch im Alter von 57 Tagen in Normalatmosphare einen

Phanotyp verschieden zu gleichaltrigen wt-GFP-PTS1-Pflanzen (Abbildung 21).
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PTS1-Transgenlinien zeigen keinen
makroskopischen  Phanotyp. (A)
Wildtyp, PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien I, lll, IV und VII und
PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie
im Alter von 57 Tagen unter
Normalatmosphare.

(B) Wildtyp, PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien 1l, 1ll, IV und VII und
PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie
im Alter von 33 Tagen unter
Normalatmosphare.

In  vivo-Untersuchungen der Peroxisomen in den PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien 1l, IV und VII, der nicht exprimierende PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie Il als Kontrolle und einer PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie am
Confocalen Laserscanning-Mikroskop erbrachten keinen mikroskopischen Phanotyp.
Weder Formaberranz noch eine Importstorung konnte beobachtet werden (Abbildung
22). Dies bedeutet im Falle der PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie, dass der T7-Tag
am N-Terminus von PEX12 keine Beeintrachtigung hervorruft. Es konnte auch kein
Hinweis auf einen Kontaktverlust der Peroxisomen zu den Chloroplasten beobachtet

werden.
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Abbildung 22: Die PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien und PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie einen mikroskopischen Phanotyp nicht verschieden vom Wildtyp. wt (A, D),
PEX12-wt-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie (B, E), PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien Il (C,
F), lll (G, J), IV (H, K) und VII (I, L). Balken: 10 pm.
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2.4. Expression von PEX10 mit N-terminalem T7-6xHis-Tag in der
pex10-KO-Mutante

Welche Auswirkungen hat der T7-6xHis-Tag N-terminal an PEX10 auf den Phanotyp der
Pflanze? Durch die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und die PEX10-P126S-GFP-
PTS1-Transgenlinie wurde gezeigt, dass eine Mutation von konservieren Motiven N-
Terminus von PEX10 den Phanotyp der Pflanze beeinflusst. Hierzu zahlen
makroskopisch ein vermindertes Wachstum und mikroskopisch eine aberrante
Peroxisomenform und eine Matrixproteinimportstérung. Da bei den PEX10AZn-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinien N-terminal ein T7-Tag angehangt wurde, ist nicht auszuschlielen,
dass dieser Tag den N-Terminus maskiert und zum Phanotyp der PEX10AZn-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinien beitragt. Um dies zu Untersuchen, wurde die PEX10-cDNA mit
einem 6xHis-Tag und einem T7-Tag am N-Terminus in der pex10-KO-Mutante
exprimiert. Diese Linie heilt im weiteren PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie.

Die so erzeugten Pflanzen der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie zeigen ein
Wachstumsdefizit, ahnlich wie die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und die
PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie, der sich nicht durch Wachstum unter erhéhten
CO2-Druck (1800 ppm) beeinflussen lasst, wie es bei einer Beeintrachtigung der

Photorespiration der Fall ware.

2.41. Die Erzeugung der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie

Um eine Pflanze zu erhalten, welche nur PEX10-6xHis-T7 exprimiert, wurde die
embryoletale pex10-KO-Mutante mit dem PEX10-6xHis-T7-Konstrukt unter Kontrolle des
35S-Promotor komplementiert. Hierfur wurde PEX10 in den Vektor pET28(a) mit den
Primern PEX10 sense bin und PEX10 asense bin kloniert und so mit einem 6xHis- und
einem T7-Tag versehen. Die so getagte PEX10-cDNA wurde in den bindren Vektor
pCAMBIA 1301 umkloniert (Abbildung 23) und in Agrobacteium tumefaciens transformirt.
Durch floral dipping wurden eine segregierende Population von pex10-KO-Pflanzen mit
dem PEX10-6xHis-T7-Konstrukt transformiert und anschliellend auf Selektionsmedium
nach positiven Transformanten gesucht (Abbildung 23). Die so erhaltene PEX10-wt-T7-
pex10-KO-Transgenlinie tragt am N-Terminus von PEX10 einen 6xHis-Tag und einen
T7-Tag. Zudem gewahrt der pex10-KO-Hintergrund, dass kein endogenes PEX10 die

Auswirkungen des maskierten N-Terminus von PEX10-6xHis-T7 verfalscht.
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Abbildung 23: Transformation von PEX10-6xHis-T7 in die pex10-KO-Mutante. (A)
Restriktionsverdau an PEX10-6xHis-T7 (1256 bp) in pCAMBIA 1301 (9813 bp) vor der
Transformation in A. tumefaciens. (B) Sieben Tage auf Hygromycin-haltigem Medium
selektionierte Transformanten zeigten normales Wachstum, wahrend nicht transformierte
Pflanzen im Wachstum zurlickbleiben.

L 3

2.4.2. Genotypisierung der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie

Die mit PEX10-6xHis-T7 erfolgreich transformierten Pflanzen wurden flur die pex10-KO-
Mutation genotypisiert und fur diese in die Homozygotie gebracht. Die pex10-KO-
Mutante tragt ein DS-Element (Transposon) im vierten Exon. Zur Identifikation der
Pflanzen, die das DS-Element homozygot in PEX10 tragen und mit der PEX10-6xHis-
T7-cDNA komplementiert wurden, wurden drei PCR-Primer-Paare erstellt, mit denen alle
Segregationsméglichkeiten in der T,-Generation nachgewiesen werden konnten. Der am
Startcodon von PEX10 bindende Sense-Primer (AthPEX10-S3-Sense) amplifizierte mit
einem auf dem filinften Exon bindenden Antisense-Primer (AthPEX10-Exon-Antisense)
ein 922 bp groles Fragment, sollte zumindest eine genomische Kopie von PEX10
vorhanden sein (Abbildung 24 A, Exon). Ein 588 bp groftes Produkt wurde amplifiziert,
wenn zumindest eine Kopie der transgenen PEX10-6xHis-T7-cDNA vorhanden war
(Abbildung 24 B, Exon). Da die Amplifikation des langeren, genomischen Produkts von
PEX10 in Anwesenheit der PEX10-6xHis-T7-cDNA ineffizient ist, wurde mit einem
Antisense-Primer (AthPEX10-Intron-Antisense), der im vierten Intron bindet, spezifisch
fur endogenes PEX10 in Anwesenheit der PEX10-6xHis-T7-cDNA ein 727 bp Produkt
amplifiziert (Abbildung 24 A, Intron). Die PEX10-6xHis-T7-cDNA kann mit diesem Primer
nicht amplifiziert werden und auch endogenes PEX10, welches ein DS-Element tragt,
wird nicht amplifiziert (Abbildung 24 B, Intron). Das DS-Element in PEX10 wurde mit

einem dritten Antisense-Primer (AthPEX10-DS3’-Antisense) amplifiziert, welcher auf
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dem DS-Element bindet und ein 809 bp DNA-Fragment lieferte (Abbildung 24 B, DS-
Element). Da nur in Anwesenheit des DS-Elements ein Produkt amplifiziert werden
konnte, zeigt der Wildtyp keine Bande (Abbildung 24 A, DS-Element). Als Kontrolle
diente der Wildtyp. Es wurden Pflanzen identifiziert, welche fir das DS-Element in
PEX10 homozygot sind und mit der PEX10-6xHis-T7-cDNA komplementiert wurden
(Abbildung 24B).

A B
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Abbildung 24: Der pex10-KO-Hintergrund ist homozygot. (A) PCR an Wildtyp, (B) PCR an
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der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie.
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Zwischen homozygoten und heterozygoten PEX10-6xHis-T7-Linien in homozygotem
pex10-KO-Hintergrund kann nicht unterschieden werden, da die Insertionsstellen nicht
bekannt sind. Eine Segregationsanalyse im homozygoten pex10-KO-Hintergrund war
hinfallig, da homozygote pex10-KO-Pflanzen ohne die PEX10-6xHis-T7-cDNA
embryoletal sind und im Herzstadium absterben. Somit wird die pex10-KO-Pflanzen mit
die PEX10-6xHis-T7-cDNA selektioniert, sobald die pex10-KO-Mutation in die

Homozygotie gebracht ist.

24.3. Die PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie zeigt ein vermindertes

Wachstum

Homozygote pex10-KO-Linien mit PEX10-6xHis-T7-cDNA wurden zur phanotypischen
Analyse auf MS-Platten ausgesat, auf Erde udberfuhrt und sowohl unter
Normalatmosphéare als auch unter Hoch-CO, (1800 ppm) angezogen. Sowohl in
Normalatmosphéare als auch unter Hoch-CO,-Atmosphéare zeigte die PEX10-wt-T7-

pex10-KO-Transgenlinie ein vermindertes Sprosswachstum im Vergleich zu Wildtyp-
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Pflanzen. Dies zeigte eine klare Beeintrachtigung des Phanotypen durch die PEX10-
6xHis-T7-cDNA. Vergleicht man den Wildtyp und die PEX10-wt-T7-pex10-KO-
Transgenlinie, so stellt man fest, dass die PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie weit
weniger Héhenwachstum als der Wildtyp aufwiel3 (Abbildung 25C, D), jedoch sehr viele
Verzweigungen zeigte. Die Pflanzen wirkten dadurch gestaucht (Abbildung 25E, F, G,
H).

L.

Abbildung 25: Die PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie zeigt ein Wachstumsdefizit unter
Normalatmosphare und Hoch-CO,. Unter Normalatmosphére zeigten zwei Linien der PEX10-
wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie und eine wt-Pflanze (rechts) im Alter von (A) 22 Tagen noch
keinen Wachstumsunterschied, nach (C) 44 Tagen bleiben sie im Wachstum hinter dem wt
zurick. Unter Hoch-CO,-Atmosphare zeigten eine PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie (links),
die PEX10AZn1-Mutante (mitte) und eine wt-Pflanze (rechts) im Alter von (B) 22 Tagen noch
keinen Wachstumsunterschied, nach (D) 44 Tagen bleibt die PEX10-wt-T7-pex10-KO-
Transgenlinie im Wachstum hinter dem wt zurlick und , die PEX10AZn1-Mutante wachst wie der
wt. Sowohl unter (E, F) Normalatmosphare als auch unter (G, H) Hoch-CO, zeigt die PEX10-wt-
T7-pex10-KO-Transgenlinie eine nickende, dichte Infloreszenz und kurze Schoten.

59



Ergebnisse

In den Hoch-CO,-Versuchen wurde zur Kontrolle eines madgliche
Photorespirationsdefekts in der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie und der CO.-
Konzentration zusatzlich die PEX10AZn1-Mutante mit angezogen. Diese besitzt einen
photorespiratorischen Phanotyp, der sich durch Hoch-CO, (1800 ppm) retten lasst.
Zudem waren die Schoten stark verkirzt (Abbildung 25D). Die Pflanzen zeigten jedoch

keinen Defekt in der Samenreife oder im Keimungsvermdgen.

2.4.4. PEX10-6xHis-T7 lasst sich in der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie
nicht lokalisieren

Um PEX10-6xHis-T7 in der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie zu lokalisieren, wurde
die Expression von PEX10-6xHis-T7 gepruft. Hierzu wurde der Pflanzenrohextrakt
untersucht und eine Immunprazipitation mit a-T7-Tag-Antikdrpern gegen PEX10-6xHis-
T7 durchgefuhrt. Dies sollte zeigen, dass PEX10-6xHis-T7 in Pflanze Uberexprimiert wird
und dass es vom a-T7-Tag-Antikdrper erkannt wird. Im Rohextrakt wurde weder mit a-
PEX10- noch mit a-T7-Tag-Antikdrper PEX10-6xHis-T7 detektiert, was auf eine geringe
Expression hinweist. Nach einer Immunpréazipitation am selbigen Pflanzenrohextrakt mit
a-T7-Tag-Antikarpern wurde PEX10-6xHis-T7 nur von a-PEX10-Antikérper schwach
erkannt, nicht jedoch von ao-T7-Antikérper (Abbildung 26). Dies zeigte, dass der
Expressionslevel von PEX10-6xHis-T7 zwar gering, das Protein aber doch vorhanden
war. PEX10-6xHis-T7 in pex10-KO-Pflanzen wurden zusammen mit Wildtyp flr Immuno-
Gold-Elektronenmikroskopie vorbereitet und behandelt (in Kooperation mit AG Wanner,
LMU Minchen). Es konnte jedoch in keiner Probe PEX10-6xHis-T7 mit Immuno-Gold
markiert und somit detektiert werden. Dies lag sehr wahrscheinlich an der niedrigen
Expression von PEX10-6xHis-T7. Obwohl eine 60-fache Uberexpression auf
Transkriptebene vorlag (Abbildung 7), schienen nur geringe Mengen translatiert zu
werden. Moglicherweise reduzierte die Pflanze die Translation auf ein Maf3, welches zur

Kompensation des pex10-KO erforderlich ist.
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Abbildung 26: PEX10-6xHis-T7 wird nur schwach exprimiert. Es wurden 14 Tage alte PEX10-
6xHis-T7 in pex10-KO-Pflanzen aufgearbeitet. Es wurde versucht, sowohl mit (A) a-PEX10-
Antikorper, als auch mit (B) a-T7-Tag-Antikorper sowohl im (1) Rohextrakt als auch in einer (2)
Immunprazipitation mit a-T7-Tag-Antikdrper PEX10-6xHis-T7 zu detektieren. Es gelang nur in der
Immunprazipitation PEX10-6xHis-T7 mit a-PEX10-Antikdrper (A2, Kasten) zu detektieren. (C)
Coomassie-Gel.
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2.5. Eine Mutation im PEX10-Zn-RING-Finger-Motiv fuhrt zu

Jfreien“ Mitochondrien, die zu aggregieren scheinen

Von der PEX10AZn1-Mutante ist bekannt, dass die Uberexpression der PEX10-cDNA
mit dysfunktionalem Zink-Finger im Wildtyp-Hintergrund zu einer Stérung des
Organellenkontakts zwischen Blatt-Peroxisomen und Chloroplasten fihrt. Zudem zeigen
die PEX10AZn1-Pflanzen  einen  photorespiratorischen  Phanotyp, namlich
Zwergenwuchs und Chlorose in Normalatmosphare und Rettung des Phanotyps durch
Hoch-CO; (ca. 1800 ppm). Da der photorespiratorische Kreislauf nicht nur den Kontakt
zwischen den Blatt-Peroxisomen und den Chloroplasten erfordert, sondern auch den
Kontakt der Blatt-Peroxisomen zu den Mitochondrien benétigt, war es das Ziel, eine
mogliche Kontaktstérung diesbeziiglich in PEX10AZn-Mutanten zu untersuchen. Im
Zuge dieser Untersuchungen wurden PEX10AZn-Mutanten hinsichtlich ihrer
Organellendichte am Saccharosegradienten, ihrer Mitochondrien-Verteilung in vivo am
Confocalen Laserscanning-Mikroskop untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass in der PEX10AZn1-Mutante tatsachlich eine Population
Mitochondrien von hoherer Dichte existiert, welche im Saccharose-Stufengradienten in
dichteren Schichten anzutreffen ist als Wildtyp-Mitochondrien. Zudem wurde ein
vermehrtes Zusammenlagern der Mitochondrien abseits der Peroxisomen und
Chloroplasten in den PEX10AZn1-Mutanten beobachtet.

2.5.1. Mitochondrien aus PEX10AZn1-Pflanzen zeigen am Saccharose-

Dichtegradient hohere Dichte als Wildtyp-Mitochondrien

Zur Untersuchung eines Dichteunterschieds zwischen Wildtyp- und PEX10AZn1-
Mitochondrien wurden Rohorganellen aus griinen Blattern isoliert und am Saccharose-
Stufen-Gradienten aufgetrennt. Die Gradienten an Wildtyp und PEX10AZn1 wurden
fraktioniert und jede Fraktion sowohl auf Saccharosegehalt mittels Refraktometer als
auch auf Mitochondrienvorkommen mittels Antikdrper gegen die mitochondriale
Malatdehydrogenase (mMDH) untersucht. Die Wildtyp-Mitochondrien konzentrierten sich
an der Interphase zwischen den Saccharose-Stufen 33% und 43% und in den ersten
Fraktionen der 43%-Schicht (Abbildung 27A). Die Mitochondrien der PEX10AZn1-
Pflanzen zeigten zwei Populationen. Das erste Konzentrations-Maximum wurde an der

Interphase zwischen 33% und 43% Saccharose gefunden, die zweite Population
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lokalisierte an der Stufen-Grenze zwischen 50% und 43%, wobei die Mehrzahl in 43%
Saccharose gefunden wurde (Abbildung 27).

Aus Vorversuchen zur lIsolierung von intakten Peroxisomen am Saccharose-Stufen-
Gradienten war bekannt, dass es sehr schwierig ist, intakte Peroxisomen von den
Chloroplasten aufgrund der Organelleninteraktion zu trennen. Da in PEX10AZn1-
Pflanzen eine Stérung dieses Organellenkontakts zu beobachten ist, ist es denkbar,
dass auch der Kontakt zu den Mitochondrien gestdrt wird und auf diese Art und Weise
ein Teil der Mitochondrien geringeren oder keinen Kontakt zu den Peroxisomen hat.
Ohne die Bindung an die Peroxisomen und damit an die Chloroplasten sind diese
Jreien® Mitochondrien in der Lage, durch Saccharoseaufnahme in tiefere und damit
dichtere Gradientenschichten zu wandern. Die Chloroplasten wurden sowohl im Wildtyp
als auch in PEX10AZn1-Pflanzen in den Fraktionen 20 bis 25 detektiert und lokalisieren
somit mit der Mitochondrienpopulation beim Stufenubergang von 43% zu 33%
(Abbildung 27B).

A 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

dZn - . — P* e ——

B 50%-Stufe 43"/;-Stufe | 33%-Stufe

wt

dZn - - -
50%-Stufe 43%-Stufe | 33%-Stufe

Abbildung 27: PEX10AZn1-Pflanzen besitzen eine Mitochondrien-Population mit héherer
Dichte als im wt. Aufgetragen sind hier die Fraktionen 10 bis 25 der Saccharose-Stufen-
Gradienten. (A) Die obere Zeile zeigt die Detektion der mitochondtialen Malatdehydrogenase im
Wildtyp, die untere Zeile zeigt Detektion der mitochondtialen Malatdehydrogenase in
PEX10AZn1-Pflanzen. (B) Die obere Zeile =zeigt die Detektion des Chloroplasten-
Hullmembranproteins VIPP1 im Wildtyp, die untere Zeile zeigt Detektion von VIPP1 in
PEX10AZn1-Pflanzen. Darunter sind die Saccharosekonzentrationen der Stufen (50%, 43%,
33%) mit den Interphasen (1) aufgetragen.
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25.2. In der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze sind Mitochondrien-

Zusammenschlisse zu beobachten

Um die am Saccharose-Dichtegradient beobachteten zwei Mitochondrien-Populationen
in PEX10AZn1 in vivo genauer zu untersuchen, wurde die PEX10AZn1xGFP-PTS1-
Hybridpflanze am Confocalen Laserscannig-Mikroskop betrachtet. Als Kontrolle dienten
wt-GFP-PTS1-Pflanzen sowie die PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie |l. Betrachtet
wurden Protoplasten, da es nicht gelang, den Mitochondrienmarker (MitoTracker orange,
Invitrogen) durch die Kutikula und Zellwand in das Zell-Innere zu bringen.

In der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze konnte eine gelegentliche Aggregation der
Mitochondrien beobachtet werden. Dies Ansamlungen von Mitochondrien befanden sich
abseits der Chloroplasten mit wenigen oder keinen Peroxisomen (Abbildung 28).

Weder im wt noch in PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie konnte eine ahnlich starke
Aggregation abseits der Chloroplasten beobachtet werden. Die Anzahl der Peroxisomen
und der Mitochondrien war von Protoplast zu Protoplast unterschiedlich hoch und liefl3
diesbezlglich keinen Mengenvergleich zwischen den einzelnen Linien zu. Es war nicht
maoglich, Peroxisomenzahl und Mitochondrienzahl innerhalb einer Linie in Beziehung zu
setzen, da die Auspragung der einzelnen Organellen unabhangig von einander zu
variieren schien und auch Protoplasten mit Mitochondrien aber ohne Peroxisomen und
umgekehrt beobachtet wurden. Ob der Kontakt zwischen Mitochondrien und
Peroxisomen gestort ist, ist aus den confocalen Bildern nicht ersichtlich. Die
Ansamlungen der Mitochondrien abseits der Chloroplasten konnten jedoch fur eine

zweite Population ohne Kontaktfahigkeit sprechen.
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Abbildung 28: Die PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze zeigt Mitochondrien-
Aggregationen abseits der Chloroplasten. Weder der (A, D, G, J) wt noch die (C, F, I, L)
PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie 1l zeigen Mitochondrienansammlungen abseits der
Chloroplasten in einem AusmafR, wie es in der (B, E, H, K) PEX10AZn1xGFP-PTS1-
Hybridpflanze zu beobachten ist.

Dargestellt sind in der ersten Zeile die Aufnahmen der Mitochondrien. Darunter ist die
Uberlagerung der Signale der Mitochondrien (rot) und der Peroxisomen (griin) abgebildet. Die
weillen Rahmen kennzeichnen die Detail-VergréRerungen der Mitochondrien-Aggregate, welche
in der driten Zeile abgebildet sind. Die unterste Zeile zeigt die Uberlagerung der
Mitochondriensignale mit denen der Peroxisomen und Chloroplasten (wei). Balken: 10 ym
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2.6. Interaktionspartner von PEX10

Aus friiheren Studien von PEX10 war bekannt, dass in der PEX10AZn1-Mutante eine
Stérung des Organellenkontaktes zwischen Peroxisomen und Chloroplasten auftritt
(Schumann et al., 2007). Es ist ferner bekannt, dass Zink-RING-Finger-Domanen zur
Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen in der Lage sind. Es besteht die
Moglichkeit, dass PEX10 mit seinem Zink-RING-Finger-Motiv den Kontakt zwischen
Chloroplasten und Peroxisomen vermittelt und auf direkte oder indirekte Art mit einem
Chloroplasten-Membranprotein  interagiert. Um diese Interaktion genauer zu
charakterisieren, wurde ein Yeast two-Hybrid-Screen mit einer PEX10-Version ohne die
beiden Transmembrandomanen als Koder durchgefilhrt. Hierbei wurde das Ca®'-
bindende cytosolische Protein AtCP1 als Interaktionspartner gefunden.

Zudem wurde solubilisiertes PEX10 an eine T7-Saule gebunden und mit verschiedenen
Pflanzenextrakten beladen, um Interaktionspartner direkt aus einem Pflanzen-Rohextrakt

Zu isolieren.

2.6.1. AtCP1 wird in einem Yeast two-Hybrid-Screen als PEX10-

Interaktionspartner erkannt

Ziel des Yeast two-Hybrid-Screen (Y2H) war es, nach moglichen Interaktionspartnern
von PEX10 zu suchen. Es wurde jedoch nicht die Volllange des Peroxins 10 verwendet,
sondern eine Version ohne die beiden Transmembran-Domanen, wobei der N- und der
C-Terminus mit einem kurzen Linker von 7 Aminosduren verbunden wurde. Die
Entfernung der beiden Transmembran-Domanen erfolgte aus technischen Griinden, da
fur einen Y2H das angebotene Protein in I6slicher Form vorliegen muss. Zudem bestand
die Annahme, das PEX10 mit anderen Proteinen Uber die die N- und C-terminalen
Doméanen, die beide ins Cytosol ragen, interagiert. Der Y2H wurde nicht selbst
durchgeflhrt, sondern bei der Firma Hybrigenics (Paris, Frankreich) in Auftrag gegeben.
Gescreent wurde gegen eine cDNA-Bibliothek aus einer Woche alten Arabidopsis
thaliana-Keimlingen und es wurden 79,5 Millionen Klone untersucht.

Im Genom von Arabidopsis wurden bisher knapp 28000 Gene identifiziert. Berlcksichtigt
man die drei moglich reading-frames, die beiden mdglichen Orientierungen und geht von
einem statistisch gleich haufigen Auftreten der Gene aus, so deckt der Y2H das
Arabidopsis-Genom Uber 470-mal ab. Hierbei wurden drei Interaktionen mit PEX10

festgestellt, wobei nur die Interaktion mit AtCP1 als hoch signifikant anzusehen ist.
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Der N- und der C-Terminus von PEX10 wurden gesondert mit spezifischen Primern
amplifiziert und in den Vektor pEZS-CL kloniert. Fiir den N-Terminus wurden die Primer
AthPex 10-6xHis-Sense und AthPex 10-6xHis-Antisense verwendet. Der C-Terminus
wurde mit den Primern AthPex 10-6xHis-Sense und AthPex 10-6xHis-Antisense
amplifiziert. Als Linker zwischen N- und C-Terminus diente ein Stuck der multiple cloning
site, die 7 Aminosauren in frame lieferte. Die Gesamtgrofe der gekurzten PEX10-cDNA
betrug nur noch 972 bp (Abbildung 29).

M 1

bp

Abbildung 29: Klonierung von PEX10 ohne
Transmembrandomanen. Zu sehen ist ein Restriktionsverdau
an pEZS-CL mit PEX10 N+C-Terminus. Die GriulRe des Vektors
pEZS-CL betragt knapp 6000 bp, PEX10 N+C-Terminus ohne
Transmembrandomanen ist 972 bp grol3.

Die Korrektheit des Klons wurde durch Sequenzieren uberpriift. Dieser Klon wurde zur
Verwendung im Y2H an die Firma Hybrigenics geschickt und dort in den
Hefeexpressionsvektor pB27 (Hybrigenics, Frankreich) kloniert.

Sowohl die Ldslichkeit des verkirzten PEX10-Proteins als auch die optimalen
Expressionsbedingungen wurden von Hybrigenics ermittelt. Hierzu zahlten eine
Domanenanalyse von PEX10 und spater auch von AtCP1. Zudem wurde eine Toxizitat
fur Hefe ausgeschlossen und die nétige Konzentration an 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT),
namlich 0 mM, ermittelt. Dies geschah, um mdgliche Eigenaktivierung des
Reportersystems durch eine Kreuzreaktion von PEX10 mit sich selbst zu verhindern.
PEX10 war nicht zur Kreuzreaktion mit sich selbst, also zur Eigenaktivierung des
Reportersystems, in der Lage.

Unter 79,5 Millionen getesteter Klone wurden drei Interaktionen festgestellt. Es wurden
die Sequenzen der Gene At3g43300, At5g08720 und At5g49480 gefunden und
analysiert (Abbildung 30).
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Gene Name (Best Match m-m %id 5p_| %id 3p | PBS |

pB27_A-5 5p/3p Arabidopsis thaliana - AT5G08720 1053..1987 99.7 99.7
pB27_A-13  5p/3p Arabidopsis thaliana - AT5G08720 1053..1987 IF 98.1 99.4
pB27_A-1 5p/3p Arabidopsis thaliana - AT5G08720 1053..1987 IF 98.4 97.9
pB27_A-8 5p/3p Arabidopsis thaliana - AT5G08720 1083..2011 IF 99.6 99.3
pB27_A-9  5pi3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 -40..568 ¥ X F 98.4 1000 O
pB27_A-11  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 -40..634 ¥ X F 98.1 994 O
pB27_A-6  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 -40..574 ¥ X F 99.5 1000 O
pB27_A-2  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 -40..634 ¥ X F 96.4 996 Y
pB27_A-16  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 -40..649 ¥ X F 98.8 995 Y
pB27_A-18  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 -40..649 ¥+ X F 98.8 994 A
pB27_A-14  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 -40..568 * X F 99.8 1000 O
pB27_A-15  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 21.571 x IF 100.0 1000 B
pB27_A-20  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 45..670 x IF 1000 ALussz Y
pB27_A-7 5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 45..670 X IF 1000 ALUs1.1 Y
pB27_A-4 5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 45..670 x IF 1000 ALuse7 ¥
pB27_A-12  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 207..656 x IF 100.0 977 A
pB27_A-17  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 207..656 x IF 99.8 98.2 E
pB27_A-21  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATCP1 207..656 x IF 100.0 986 A
pB27_A-3 5p/3p Arabidopsis thaliana - ATMIN7 1740..2252 IF 100.0 100.0
pB27_A-10  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATMIN7 1740..2252 IF 100.0 100.0
pB27_A-19  5p/3p Arabidopsis thaliana - ATMIN7 1740..2252 IF 100.0 100.0

IF In Frame

I Interaktion mit sehr hoher Wahrschienlichkeit
Mittlere Interaktionsgewissheit
Diese Interaktionsklasse beinhalted: - falsch-positive Interaktionen
- mit Y2H schwer zu detektierende Interaktionen (geringe Abundanz der mRNA
in der Klon-Bibliothek, Faltung des Ziel-Proteins, Zielprotein toxisch fiir Hefe)
Interaktionen eng verwandter Proteindomédnen, mégliche unspezifische Interaktionen:
- Ziel-Proteine sind auf Grund lhrer biologischen Funktion eng verwandt
- Ziel-Protein beinhaltet ein bekanntes Protein-Protein-Interaktionsmotiv oder ein
Motiv mit mehreren bichemischen Funktionen.
Das Fragment beinhaltet die Vollldnge der kodierenden Sequenz
Das Fragment beinhalted mindestens eine Stop-Codon in Frame

% 34

Abbildung 30: PEX10 interagiert mit AtCP1. Es wurden insgesamt drei Interaktionen gefunden,
namlich PEX10 mit At3g43300 (ATMIN7), At5g08720 und At5g49480 (ATCP1). Dabei wurde nur
die Interaktion mit AtCP1 als starke und zuverlassige Interaktion bewertet, zum einen, weil die
Interaktion in 14 zum Teil unterschiedlichen Klonen gefunden wurde und zum anderen, weil
AtCP1 keine Eigenschaften aufweist, die auf eine falsch-positive Interaktion hinweisen.

Die Abbildung zeigt die Auswertung des von der Firma Hybrigenics durchgefiihrten Y2H mit
PEX10 ohne Membrandomanen gegen eine cDNA-Bank aus 7 Tage alten in Licht gewachsenen
Arabidopsis thaliana Keimlingen. In der ersten Spalte der Tabelle steht der Klonname, die zweite
Spalte zeigt, dass sowohl die 5~ als auch die 3'-Sequenz zur Interaktionsanalyse zur Verfiigung
stand. In Spalte drei ist der Genname aufgefiihrt, der eine Interaktion zeigt. Die nachste Spalte
zeigt das Start- und das Stop-Codon der Klonsequenz relativ zu der darauf liegenden c-DNA. Die
darauf folgende Spalte gibt Auskunft Uber den Leserahmen der cDNA. In den anschlieRenden
Spalten wird die Orientierung und die 5°- und 3"-Ubereinstimmung der Interaktor-Sequenz mit der
cDNA-Refferenz angegeben. In der letzten Spalte wird die Interaktion selbst evaluiert.

Das Gen At3g43300, auch AtMIN7 genannt, codiert fir eins von acht Mitgliedern der
Arabidopsis Adenosindiphosphat (ADP) ribosomaler Faktor (ARF) Guanin Nukleotid
Exchange Faktor (GEF) Protein Familie (the Arabidopsis adenosine diphosphate (ADP)
ribosylation factor (ARF) guanine nucleotide exchange factor (GEF) protein family).
Diese Proteine spielen eine zentrale Rolle im Vesikeltransport eukaryotischer Zellen. Es

wurde ein Klon von AtMIN7 dreimal gefunden und von Hybrigenics als Interaktion von
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mittlerer  Interaktionsgewissheit eingestuft. Da PEX10 vermutlich nicht am
Vesikeltransport beteiligt ist und AtMIN7 Bestandteil eines grolieren Proteinkomplexes
ist, ist eine Interaktion in vivo als unwahrscheinlich einzustufen.

At5g08720 wurde insgesamt viermal mit zwei verschiedenen Klonen gefunden. Es ist
jedoch nichts Uber die Funktion oder die biologischen Prozesse bekannt, in denen das
Protein involviert ist. Einzig die Lokalisation in den Mitochondrien und eine
vorhergesagte Zyklase/Dehydrase-Domane (InterPro:IPR005031) ist bekannt. Zyklasen
sind an der Synthese der groRRen Stoffgruppe der Poliketide beteiligt. Da keine
Transmembrandomanen vorhergesagt wurden und AT5G08720 somit in die
Mitochondrien lokalisiert wird, ist eine Interaktion mit PEX10 auszuschlieRen. Die
Interaktion wurde zudem von Hybrigenics als mdgliche unspezifische Interaktion
klassifiziert.

Als drittes Gen wurde At5g49480, auch als AtCP1 (Arabidopsis thaliana Calcium-
bindendes Protein 1) bezeichnet, identifiziert. Es wurden neun verschieden Klone
insgesamt 14-mal gefunden. Bei AtCP1 handelt es sich um ein kleines (17,2 kDa),
cytosolisches Protein, welches drei EF-Hand-Motive zur Bindung von Ca®* besitzt.
Ansonsten besitzt es keine vorhersagbaren Domanen. Die Interaktion wurde von
Hybrigenics mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit als positive Interaktion bewertet. Da es
sich bei AtCP1 um ein cytosolisches Protein handelt und Calcium ein allgegenwartiges
Signal in der Pflanzenzelle darstellt, ist eine Interaktion mit PEX10 in vivo durchaus
denkbar.

Mit fast 80 Millionen untersuchten Klonen kann der Y2H als gesattigt angesehen werden.
Es wurden jedoch weder PEX2 noch PEX12 gefunden, welche mit PEX10 in der
Peroxisomenmembran einen Komplex bilden. Dies konnte in der Tatsache begrindet
sein, dass PEX10 ohne Transmembrandomanen im Y2H angeboten wurde. Es ist
durchaus denkbar, das die Peroxine Uber ihre Transmembrandomanen miteinander
interagieren, da diese in der Membran in unmittelbarer Nahe zueinander liegen. PEX10
ohne Transmembrandomanen wirde demzufolge nicht mit PEX2 und PEX12

interagieren.

2.6.2. PEX10 lasst sich in E. coli nativ exprimieren und anreichern

Um PEX10 biochemisch zu untersuchen, wurde dieses peroxisomale Membranprotein in
Vollldnge mit seinen beiden Transmembrandomanen nativ in E. coli exprimiert. Hierzu

wurde PEX10 in den Expressionsvektor pET28(a) kloniert und in den
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Uberexpressionsstamm Rosetta2 DE3 transformiert. Durch die Klonierung in pET28a
wurde PEX10 am N-Terminus mit einem 6xHis- und einem T7-Tag zur Anreinigung und
Detektion versehen (Abbildung 31A) und wird im Folgenden als PEX10-6xHis-T7
bezeichnet.

Als optimale Expressionsbedingungen wurde eine Kultivierungstemperatur von 20°C und
nicht 37°C und eine Induktionskozentration von 50 uM und nicht 1 mM IPTG ermittelt.
Bei diesen sanften Bedingungen lagert E. coli PEX10-6xHis-T7 nicht nur als unldsliches
Protein in inclusion bodies ab, sondern inseriert es in seine Plasmamembranen
(Abbildung 31B).
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Abbildung 31: Expression und Anreicherung von nativem PEX10-6xHis-T7 aus E. coli. (A)
Restriktionsverdau an PEX10 (1146 bp) im Vektor pET28(a) (5369 bp) vor der Transformation in
den Expressionsstamm Rosetta2 DE3. (B) PEX10-6xHis-T7 lasst sich bei 20°C und einer
Induktorkonzentration von 50 uM IPTG in den E. coli-Plasmamembranen anreichern. Dargestellt
in Probe 1 sind die I6slichen Proteine nach Isolation der Cytoplasmamembranen. Probe 2 zeigt
die solubilisierten Cytoplasmamembranen. In Probe 3 sind die unléslichen Proteine aufgetragen.
Es sind sowohl die Coomassie-Gele (oben) als auch darunter die dazugehdrigen mit a-PEX10-
Antikérper behandelten Western-Blots abgebildet. (C) Solubilisiertes PEX10-6xHis-T7 wurde
mittels T7-Affinitatssdule so weit angereichert, dass die PEX10-6xHis-T7-Proteinbande am
Coomassie-Gel gut sichtbar war. Diese Bande wurde ausgeschnitten und ihre Identitat als
PEX10-6xHis-T7 mittels Massenspektrometrie bestatigt.
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PEX10-6xHis-T7 wurde aus den mittels Ultrazentrifugation isolierten
Cytoplasmamembranen mit dem Detergens Dodecyl-Maltosit solubilisiert. Dodecyl-
Maltosit wurde als Solubilisierungs-Detergens gewahlt, da dieses Detergens einen
niedrigen Kritischen Micellaren Punkt besitzt und deshalb schon in geringer Menge
Micellen bildet, in die sich PEX10 mit seinen beiden Transmembrandoméanen einlagert.
Dies ist zur Stabilisierung und Konformationserhaltung von PEX10 essentiel.

Das derart aus den Plasmamembranen solubilisierte PEX10-6xHis-T7 wurde Uber eine
T7-Affinitdtssdule angereichert und durch Massenspektrometrie identifiziert (Abbildung
31C). Da PEX10-6xHis-T7 als Transmembranprotein wahrend der Expression und der
Aufarbeitung zur Proteingewinnung durch die E. coli-Membranen stabilisiert und erst
sehr spat mit dem milden Detergens Dodecyl-Maltosit aus den Membranen solubilisiert

wurde, ist davon auszugehen, dass ein grolier Teil nativ vorlag.

2.6.3. AtCP1 lasst sich zusammen mit PEX10 prazipitieren

Zur biochemischen Untersuchung der Interaktion von PEX10 und AtCP1 in vitro wurde
AtCP1 mit den Primern Sense T7 pET28 und Antisense pET28 in den Expressionsvektor
pET28(a) kloniert und somit mit einem 6xHis- und einem T7-Tag versehen (AtCP1-
6xHis-T7) (Abbildung 32A). Diese Tags dienten sowohl zur Anreinigung als auch zur
Detektion, da kein Antikérper gegen AtCP1 vorlag. AtCP1-6xHis-T7 wurde im E. coli-
Stamm Rosetta2 DE3 tUberexprimiert. Als die glinstigsten Expressionsbedingungen hatte
sich eine Anzuchttemperatur von 37°C und eine Induktorkonzentration von 5 mM IPTG
erwiesen.

Um AtCP1-6xHis-T7 in moglichst kleinem Volumen anzureichern, wurden tber eine His-
Tag-Saule mit geringem Bettvolumen abgereichert (Abbildung 32B). Das so
angereicherte AtCP1-6xHis-T7 wurde zusammen mit PEX10-6xHis-T7 inkubiert und
anschlielfend wurde PEX10-6xHis-T7 mittels a-PEX10-Antikoérper prazipitiert. Da sowohl
AtCP1-6xHis-T7 als auch PEX10-6xHis-T7 einen T7-Tag tragen, konnten beide am
Western-Blot mit a-T7-Antikdrper nachgewiesen werden (Abbildung 32). Die GréRRe des
rekombinanten AtCP1-6xHis-T7 betrug 21 kDa. Eine Bande entsprechender Grofie
wurde nur bei den tatsachlichen Interaktionsproben gefunden, nicht aber in den
Kontrollen. Dies weist auf eine Interaktion und eine Coprazipitation von AtCP1-6xHis-T7
mit PEX10-6xHis-T7 hin.
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Abbildung 32: AtCP1-6xHis-T7 lasst sich mit PEX10-6xHis-T7 coprazipitieren. (A) AtCP1
(483 bp) wurde zur Uberexpression in den Vektor pET28(a) (5369 bp) kloniert. (B) Exprimiertes,
|6slicher AtCP1-6xHis-T7 (21kDa) wurde Uber eine His-Tag-Saule erfolgreich angereichert. (C)
Der Western-Blot zeigte in den Proben 3 und 4 die Coimmunoprazipitation von AtCP1-6xHis-T7
(21kDa) mit PEX10-6xHis-T7 (46kDa). Die Bande von AtCP1-6xHis-T7 war in Probe 4 besser als
in Probe 3 zu erkennen und ist hervorgehoben (o). Die Proben 3 und 4 enthielten beide AtCP1-
6xHis-T7 und PEX10-6xHis-T7, die Probe 4 enthielt jedoch noch zusatzlich 10 mM EDTA. Die
Proben 1, 2, 5 und 6 waren Kontrollen der Prazipitation. Probe 1 enthielt nur PEX10-6xHis-T7,
Probe 2 nur AtCP1-6xHis-T7. Die Probe 5 und 6 enthielten beide AtCP1-6xHis-T7 und PEX10-
6xHis-T7, es wurde jedoch in der Probe 5 mit a-gMDH-Antikérper prazipitiert und in Probe 6 kein
Antikdrper verwendet.
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2.6.4. Suche von in vivo-Interaktionspartnern von PEX10 mittels PEX10-6xHis-
T7-Affinitatssaule

Um Interaktionspartner von PEX10 direkt in Arabidopsis thaliana zu bestimmen, wurde
PEX10-6xHis-T7 an eine T7-Saule gebunden und mit Pflanzenextrakten beschickt. Es
wurden sowohl alle I6slichen Proteine eines Pflanzenrohextrakts als auch bestimmte
Fraktionen Uber die PEX10-6xHis-T7-Saule geschickt. Zur Fraktionierung wurden die
Pflanzen schonend im Kuihlraum aufgearbeitet und durch Zentrifugation die
Chloroplasten von den leichteren Organellen und dem Cytosol abgetrennt. Da ein
direkter Interaktionspartner in der aufleren Chloroplastenmembran vermutet wurde,
wurden die Chloroplasten weiter fraktioniert und die Hullmembranen isoliert. Beladen
wurde die PEX10-6xHis-T7-Affinitatssaule sowohl mit den isolierten
Chloroplastenmembranen als auch mit der Cytoplasmafraktion. Die Cytoplasmafraktion
wurde geladen, um mdogliche indirekte Interaktionspartner zu identifizieren und um die
Interaktion mit AtCP1 zu bestatigen.

Selbst nach Silberfarbung der Coomassie-Gele konnte keine Anderung im
Bandenmusters detektiert werden, welche auf das Binden eines Interaktionspartners an
PEX10 hingewiesen hatte. Der beim Beladen der T7-Saule mit PEX10-6xHis-T7
gebundene, bakterielle Proteinhintergrund war zu hoch, um die mdglicherweise
schwache Bande eines Interaktionspartners zu identifizieren. (Abbildung 33).
Anzunehmen ist, dass im Fall der Chloroplasten-Hullmembranen zu wenig Protein und
damit zu wenig Interaktionspartner zur Verfiigung standen. Ahnliches trifft wahrscheinlich
auf die cytoplasmatischen Proteine zu. Da PEX10 nur in geringer Menge exprimiert wird,
ist es mdglich, dass auch der Interaktionspartner nur in geringer Menge vorliegt,
besonders, wenn die Interaktion eine direkte ist. Erschwerend kommt hinzu, dass
PEX10-6xHis-T7 an der T7-Saule nicht sauber gereinigt werden kann und immer mit
einem Protein-Hintergrund behaftet ist. Wird nur sehr wenig Interaktionspartner

gebunden, so kdnnte dessen Bande vom Protein-Hintergrund Gberdeckt werden.
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Abbildung 33: Interaktionspartner von PEX10 konnten in Pflanzenextrakten nicht
identifiziert werden. Bei der Suche nach Interaktionspartnern wurden sowohl cytosolische
Proteine wie AtCP1 als auch Membranproteine in den Chloroplastenmembranen getestet.
Saulen, an die PEX10-6xHis-T7 Uber den T7-Tag gebunden wurde, wurden mit cytosolischen
Proteinen (Proben 1 bis 3) und mit Chloroplastenmembran-Proteinen (Proben 4 bis 6) beladen.
Als Kontrolle wurde zum einen nur das Saulenmaterial mit den Proteinextrakten beladen (Proben
1 und 4) und zum anderen nur dass mit PEX10-6xHis-T7 gebundene Saulenmaterial betrachtet.
Es konnte jedoch im Vergleich mit diesen beiden Kontrollen keine zusatzliche Bande in den
eigentlichen Interaktionstests (Proben 2 und 5) festgestellt werden.

74



Ergebnisse

2.7. Proteomik an Chloroplastenmembranen von Wildtyp und
PEX10AZn lasst keine Ruckschlisse auf die Interaktion mit
PEX10 zu

In friheren Studien zu PEX10 wurde offenkundig, dass eine Beeintrachtigung der Zink-

RING-Finger-Doméne zu einem Kontaktverlust zwischen Peroxisomen und
Chloroplasten fuhrt (Schumann et al., 2007). Zur Untersuchung dieses Kontaktverlustes
zwischen Peroxisomen und Chloroplasten in den PEX10AZn1-Pflanzen wurden sowohl
vom Wildtyp als auch von PEX10AZn1 Chloroplastenmembranen isoliert. Es war das

Ziel, moégliche

wt
1 2 3 4 5
ATCG01130.1 AT2G06860.1 AT3G02060.1 AT4G00640.1 AT5G01810.1
AT1G04630.1 AT2G07390.1 AT3G02060.2 AT4G02075.1 AT5G01810.2

AT1G05290.1
AT1G06950.1
AT1G08260.1
AT1G10890.1
AT1G11380.1
AT1G18200.1
AT1G22760.1
AT1G31640.1
AT1G48610.1
AT1G51080.1
AT1G54870.1
AT1G55970.1
AT1G63500.1
AT1G64570.1
AT1G65070.1
AT1G71080.1
AT1G73080.1
AT1G77890.1

AT2G07680.1
AT2G19820.1
AT2G24920.1
AT2G26420.1
AT2G27060.1
AT2G27285.1
AT2G28310.2
AT2G33220.1
AT2G35170.1
AT2G37080.1
AT2G41160.1

AT3G05270.1
AT3G12250.1
AT3G12250.2
AT3G12250.3
AT3G12250.4
AT3G12250.5
AT3G12580.1
AT3G12980.1
AT3G20760.1
AT3G22310.1
AT3G25090.1
AT3G30470.1
AT3G30600.1
AT3G48870.1
AT3G49260.1
AT3G49260.2
AT3G53880.1
AT3G55480.1
AT3G55480.2
AT3G55800.1
AT3G61260.1
AT3G63520.1

AT4G03280.1
AT4G03280.2
AT4G06634.1
AT4G06634.2
AT4G07470.1
AT4G08740.1
AT4G12020.1
AT4G16790.1
AT4G32200.1

AT5G02500.1
AT5G04480.1
AT5G06950.1
AT5G06950.2
AT5G06950.3
AT5G06950.4
AT5G06960.1
AT5G06960.2
AT5G13655.1
AT5G14650.1
AT5G17580.1
AT5G25110.1
AT5G27380.1
AT5G35030.1
AT5G36110.1
AT5G38344 .1
AT5G40030.1
AT5G40640.1
AT5G48130.1
AT5G48545.1
AT5G50920.1
AT5G51350.1
AT5G54095.1
AT5G56610.1
AT5G56610.2
AT5G60690.1

Tabelle 1: Die Isolation der Chloroplastenmembran-Proteine ist verunreinigt. Die MS-
Vermessung der Chloroplastenmembran-Isolation aus wt-Pflanzen zeigt eine mehr als 75%ige
Verunreinigung der Probe mit Proteinen, welche nicht in den Chloroplastenmembranen oder den
Chloroplasten selbst anzutreffen sind. Chloroplastenproteine wurden grin hinterlegt und
Chloroplasten-Hulllmembranproteine zusatzlich unterstrichen. Es wurden die ATG-Nummern der
fur die codierenden Gene der gefundenen Proteine aufgefiihrt und nach Chromosomen sortiert.
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Anderungen in Proteinpopulation und Abundanz zwischen wt und PEX10AZn1-Pflanzen
zu detektieren. Eine mogliche Anderung in der Proteinverteilung hatte hinsichtlich einer
Interaktion wichtige Hinweise liefern koénnen. In der massenspektroskopischen
Untersuchung der Hullmembranen wurden viele Chloroplasten-Proteine gefunden,
besonders in der Praparation der Chloroplastenmembranen aus PEX10AZn1-Pflanzen.
Es wurden hier fast ausschlie3lich Chloroplastenproteine gefunden, und zwar 32 aus 37
(Tabelle 2),

herausstellten. Beim wt wurden hingegen zwar viel mehr Proteine gefunden, namlich 96,

wovon sich 12 Proteine als Chloroplasten-Hillmembranproteine
aber der Chloroplasten-Proteinanteil lag nur bei 23% (Tabelle 1). Nur das Protein
TIC110 (Translocon at the Inner envelope membrane of Chloroplasts 110, At1g06950)
wurde in beiden Proben gefunden und war im Wildtyp das einzige Hillmembranprotein.
Da bei weitem nicht alle Chloroplastenmembranproteine gefunden wurden und es keine
ausreichende Schnittmenge zwischen den beiden MS-Vermessungen gab, war ein

Vergleich hinsichtlich der Proteinverteilung nicht méglich.

AZn

1

2

3

4

5

ATCG00480.1
ATCG00490.1
AT1G03630.1
AT1G06950.1

AT2G24820.1
AT2G28000.1
AT2G39730.1
AT2G43950.1

AT1G09340.1
AT1G12840.1
AT1G12900.1
AT1G20020.1
AT1G52400.1
AT1G55490.1
AT1G70610.1
AT1G76030.1
AT1G78000.1
AT1G79560.1

AT2G44640.1

AT3G06510.1
AT3G17970.1
AT3G63140.1

AT4G04640.1
AT4G13010.1
AT4G14070.1
AT4(G25450.1
AT4G25650.1

AT5G01220.1
AT5G01500.1
AT5G08540.1
AT5G14220.1
AT5G19620.1
AT5G22640.1
AT5G23890.1
AT5G42650.1
AT5G46420.1
AT5G64580.1

Tabelle 2: Die Isolation der Chloroplastenmembran-Protein aus PEX10AZn1-Pflanzen ist
sehr sauber. Bei der MS-Vermessung der Chloroplastenmembran-Isolation aus PEX10AZn1-
Pflanzen wurden nur funf von insgesamt 37 Proteinen identifiziert, die nicht in den Chloroplasten
lokalisierten. ~ Chloroplastenproteine  wurden  grun  hinterlegt und  Chloroplasten-
Hullmembranproteine zusatzlich unterstrichen. Es wurden die ATG-Nummern der fir die
gefundenen Proteine codierenden Gene aufgefiihrt und nach Chromosomen sortiert.
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3. Diskussion

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Ausbildung des Glyoxysomalen
Reticulums wahrend der Reservestoffmobilisierung zur Keimlingsentwicklung. Anhand
von Zeitreihen wurde im Wildtyp der glnstigste Zeitpunkt zur Beobachtung des
Glyoxysomalen Reticulums ermittelt, um Vergleiche hinsichtlich Form, Verteilung und
Auspragung mit der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, den AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien der Peroxine PEX10, PEX2 und PEX12, sowie den PEX10-G93E- und
PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinien anstellen zu kénnen.

Im zweiten Teil wurden N-terminale PEX10-Punktmutanten in konservierten Doméanen,
namlich die PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie und die PEX10-P126S-GFP-PTS1-
Transgenlinie, auf ihren Phanotyp hin untersucht und charakterisiert.

Im dritten Teil der Arbeit galt das Augenmerk der Entwicklung der Blatt-Peroxisomen in
den PEX10-G93E-GFP-PTS1-, den PEX10-P126S-GFP-PTS1- und den PEX12AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien.

Der vierte Teil der Arbeit beschéaftigt sich mit der PEX10-T7-6xHis-Expression in der
pex10-KO-Mutante und zeigt, dass bereits die Veranderung des N-Terminus von PEX10
durch Anhangen eines T7- und 6xHis-Tags ein vermindertes Wachstum zur Folge hatte.
Im funften Abschnitt wurde die Interaktion der Mitochondrien zu den Peroxisomen im
Wildtyp und in der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze untersucht, um das Auftreten
zweier Mitochondrienpopulationen unterschiedlicher Dichte in der PEX10AZn1-Mutante
zu untersuchen.

Das sechste und siebte Kapitel beschaftigt sich mit der Suche nach mdglichen
Interaktionspartnern von PEX10, da eine Uberexpression von PEX10 mit
dysfunktionalem Zink-RING-Finger im Wildtyp-Hintergrund zu einem Kontaktverlust

zwischen Blatt-Peroxisomen und Chloroplasten flihrt.

3.1. Die Entwicklung des Glyoxysomalen Reticulums in A. thaliana
sowie der Einfluss der Zink-RING-Finger-Domane von PEX2,
PEX10 und PEX12 auf dessen Auspragung und auf den
glyoxysomalen/peroxisomalen Matrixproteinimport

Anhand von licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte in den
Kotyledonen von A. thaliana die Entstehung eines Glyoxysomalen Reticulums wahrend

der Keimlingsentwicklung festgestellt werden. Ungewdhnliche Formgebungen der
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Glyoxysomen wurden bereits zuvor in elektronenmikroskopischen Studien beschrieben,
jedoch handelte es sich hierbei weniger um ein Reticulum, welches sich scheinbar aus
mehreren Glyoxysomen zusammensetzt, sondern viel mehr um Glyoxysomen, welche
von Einschlissen und Invaginationen durchsetzt sind (Gruber et al., 1970; Trelease et
al., 1971; Schopfer et al., 1975; Wanner et al., 1982). Diese Formveranderung der
Glyoxysomen ist zu Beginn der Keimung noch nicht zu beobachten. Ahnlich wie bereits
in vielen Spezies gezeigt sind die Glyoxysomen in Arabidopsis am ersten Tag der
Keimung scheinbar willkirlich und einzeln Uber die mit Reservestoffen dicht gepackte
Zelle verstreut (Trelease et al., 1971; Wanner et al., 1982; Chapman and Trelease,
1991). Diese Glyoxysomen sind verhaltnismaRig klein und es ist nicht klar, ob es sich
hierbei um eine ererbte Population handelt, oder ob diese wahrend der Samenreife neu
gebildet wurden. Es ist jedoch bekannt, dass zur Brechung der Samendormanz
Glyoxysomen nétig sind (Penfield et al., 2007) und dass Mutationen in der 3-Oxidation
sich negativ auf die Samendormanz auswirken, wie die cts (comatose)-Mutante, eine
ABC (ATP-binding casette)-Transporter-Mutante in der Glyoxysomenmembran, zeigt
(Russell et al., 2000; Footitt et al., 2002). Der starke Anstieg der Glyoxysomenzahl in
Arabidopsis in den ersten Tage der Keimung (Abbildung 11) spiegelt einen bereits in C.
vulgaris und C. sativus detektierten sprunghaften Anstieg der glyoxysomalen
Markerenzyme, Malatsynthase und lIsocitratlyase, in diesem Zeitraum wieder (Hock,
1969; Trelease et al., 1971; Wanner et al., 1982).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dunkel gewachsene Arabidopsis-Keimlinge
am dritten Tag ein Maximum der Glyoxysomenzahl erreichen und erste Auspragungen
des Glyoxysomalen Reticulums zu beobachten sind. In dunkel gehaltenen Pflanzen sind
diese Strukturen noch Uber mehrere Tage hin zu beobachten, wogegen ein Tag
Belichtung bei drei Tagen in Dunkelheit gezogenen Pflanzen zu deren vdlligem
Verschwinden fuhrt. Dies deutet auf eine zeitlich begrenzte Prasenz des Glyoxysomalen
Reticulums bis zur beginnenden Photoautotrophie in Arabidopsis hin. Bei dem
Glyoxysomalen Reticulum kdnnte es sich folglich um eine strukturelle Umformung der
Glyoxysomen handeln, welche es der Pflanze ermdglicht, Reservestoffe mdglichst
schnell zu mobilisieren, um den Ubertritt zur Photoautotrophie zu vollziehen. Die mit der
Ausbildung des Glyoxysomalen Reticulums einhergehende Zellvakuolisierung in den
dunkel gewachsenen Pflanzen und die VergroRerung der effektiv genutzten
Glyoxysomen-Membranoberflache durch die Bildung eines Reticulums sprechen fir
diese Hypothese. Der Vergleich der Kotyledonenflache von in Licht und in Dunkelheit
gewachsener Pflanzen zeigt, das vom Tag drei, an dem noch kein GréRenunterschied
zu beobachten ist, zum Tag 4 die Kotyledonenflache der in Licht gewachsenen Pflanzen

sich versiebenfacht, wahrend die Kotyledonenflache der in Dunkelheit gewachsenen
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Pflanzen annahernd gleich bleibt. Diese rasante Vergrélierung des photosynthetisch
aktiven Gewebes deutet auf einen raschen Ubertritt zur Photoautotrophie hin. Ermdglicht
wird dieser rasche Ubertritt durch das Vorhandensein von Etioplasten in den
Kotyledonen. Innerhalb kurzer Zeit werden diese durch Lichtinduktion in Chloroplasten
umgewandelt (Waters and Langdale, 2009).

Warum das Glyoxysomale Reticulum in belichteten Keimlingen nicht zu finden ist, kdnnte
mit dem durch Licht induzierbaren Teilungsprozess der Peroxisomen zusammenhangen
(Desai and Hu, 2008). Hierbei kdnnte die Belichtung das Signal zur ,Zerteilung® des
Glyoxysomalen Reticulums liefern und die Teilung, analog zur Proliferation der
Peroxisomen durch PEX11, DRP und FIS1 (Zhang and Hu, 2010), einleiten. Induziert
wird die Teilung der Peroxisomen durch dunkelrotes Licht, detektiert von Phytochrom A.
Die daraus resultierende Aktivierung des Transkriptionsfaktors HYH (HY5 HOMOLOG)
sorgt fir eine starkere Transkription von PEX11b und leitet somit die
Peroxisomenelongation, den ersten Schritt zur Peroxisomenteilung (Abbildung 1), ein
(Desai and Hu, 2008).

Die Auspragung und Verteilung des Glyoxysomalen Reticulums innerhalb der
Keimblatter einer Pflanze erscheint gleichmaRig, die Schwankungen der Auspragung
des Glyoxysomalen Reticulums von Pflanze zu Pflanze sind jedoch betrachtlich. So
entspricht die Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums im Wildtyp flir gewdhnlich der
in Abbildung 12A dargestellten, es wurde jedoch auch gelegentlich ein weit schwacher
ausgepragtes Reticulum beobachtet. Interessanterweise scheint in den betrachteten
PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanzen und den PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinien das Gegenteil der Fall zu sein. In der Regel wird eine schwache
Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums beobachtet und nur gelegentlich eine
annahernd Wildtyp-typische Auspragung. Da sich diese Schwankungen im Rahmen der
im Wildtyp beobachteten Verteilungen abspielen, kann nicht von einer Formaberranz
gesprochen werden. Diese tendenziell schwachere Auspragung des Glyoxysomalen
Reticulums in PEX10AZn-Pflanzen kdénnte mit der Funktion von PEX10 im
Organellenkontakt und der Formgebung der Peroxisomen zusammenhangen
(Schumann et al., 2007).

Zwar ist PEX10 auch in den peroxisomalen Matrixproteinimport involviert (Nito et al.,
2007; Platta et al., 2009) und ein leichter Defekt konnte in einer PEX10AZn-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinie nachgewiesen werden, jedoch scheint sich eine Stoérung des
Matrixproteinimports nicht auf die Ausbildung eines Glyoxysomalen Reticulums
auszuwirken. Dieser Matriximportdefekt rihrt nicht zwangslaufig von der
Beeintrachtigung der Zink-RING-Finger-Domane in PEX10 her. Importstérungen werden

auch bei N-terminalen Punktmutanten von PEX10 beobachtet und auch das Anfligen
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des T7-Tags an den PEX10-N-Terminus scheint sich negativ auf die Pflanze
auszuwirken (siehe folgendes Kapitel). Die Unabhangigkeit der Auspragung des
Glyoxysomalen Reticulums vom Matrixproteinimport belegen die PEX2AZn-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinien, welche fir Peroxisomen (Prestele, 2009) und auch in einer
PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie fir Glyoxysomen einen deutlich sichtbaren
Defekt im Matrixproteinimport zeigen. Das Glyoxysomale Reticulum ist in den PEX2AZn-
T7-GFP-PTS1-Transgenlinien jedoch trotz gestdrtem  Matrixproteinimport  voll
ausgebildet. Hingegen ist in den PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien keinerlei
Stérung des Matrixproteinimports zu beobachten und auch hier scheint die Auspragung
des Glyoxysomalen Reticulums wie in den PEX10AZn-Pflanzen leicht vermindert zu
sein. Grund hierflr kénnte ein funktioneller Komplex zwischen PEX10 und PEX12 sein
(Chang et al., 1999), der Uber einen Defekt in einer der Zink-RING-Finger-Doméanen in
PEX10 oder PEX12 destabilisiert wird. Die Funktion dieses Komplexes bei der Formung
des Glyoxysomalen Reticulums ware funktionell unabhangig vom glyoxysomalen
Matrixproteinimport zu sehen, da ansonsten eine Beeintrachtigung der Zink-RING-
Finger-Domane von PEX10 oder PEX12 eine Stérung im Matrixproteinimport zur Folge
hatte.

Es lasst sich somit sagen, dass sich eine Beeintrachtigung der Zink-RING-Finger-
Domaéane der Peroxine PEX2, PEX10 und PEX12 nur geringfligig oder gar nicht auf die
Ausbildung des Glyoxysomalen Reticulums auswirkt. Auch makroskopisch ist keine
Beeintrachtigung festzustellen. Die Pflanzen sind in der Lage in Dunkelheit auf MS-
Medium wie Wildtyp-Pflanzen zu keimen und zu wachsen. Ware die 3-Oxidation durch
einen gestorten Import relevanter Enzyme wie etwa dem ABC-Transporter COMATOSE
(CTS; auch PXA1 bzw. PED3) oder dem Multifunktionellem Protein MFP stark gestort,
so wilrde man eine verlangerte Samenruhe oder eine auf externe Zuckerquellen
angewiesene Keimlingsentwicklung beobachten (Graham, 2008). Eben diese Effekte
wurden bei RNAi-Konstrukten der Peroxine PEX2, PEX10 und PEX12 beobachtet. In
diesen Pflanzen wurde die Transkription fir PEX2 auf 31%, fir PEX10 auf 38% und fir
PEX12 auf 25% herabreguliert. Die RNAi-Pflanzen konnten auf MS-Medium ohne
Saccharose zwar keimen, es fand aber kein Keimlingswachstum statt. Zudem waren die
Pflanzen in der Lage, auf 4-(2,4-Dichlorphenoxy)buttersaure-haltigem Medium zu
wachsen (Nito et al.,, 2007). Dies weist auf einen Defekt im glyoxysomalen
Matrixproteinimport und der daraus resultierenden Beeintrachtigung der 3-Oxidation hin.
Zudem ist bekannt, dass ein volliges Fehlen der Gene PEX2, PEX10 oder PEX12 in
Arabidopsis thaliana zu Embryoletalitat fihrt (Hu et al., 2002; Schumann et al., 2003;
Sparkes et al., 2003; Fan et al., 2005); bei PEX10 genlgt ein Stopp-Codon vor der Zink-

RING-Finger-Doméane, um in homozygot betroffenen Pflanzen Embryoletalitat
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hervorzurufen (Prestele, 2009). Dennoch wurde eine gravierende Importstérung bei den
AZn-Konstrukten der Peroxinen PEX2, PEX10 und PEX12 nur in einer einzigen
PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie beobachtet. Dies konnte bedeuten, dass die
Zink-RING-Finger-Domanen in PEX2, PEX10 und PEX12 fur die frihe Entwicklung in A.
thaliana essenziell sind, jedoch an der Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums und
am Import in die Glyoxysomen nicht maRgeblich beteiligt sind.

Auch an der Formgebung der Peroxisomen scheint PEX12 nicht beteiligt zu sei, da in
den in Licht gewachsenen PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien (Abbildung 22)
keinerlei Formaberranz wie etwa in PEX10AZn (Schumann et al., 2007) zu beobachten
ist. Es ist auch in keiner Linie ein Matrixproteinimportdefekt festzustellen, was Befunden
an PEX12-RNAi-Konstrukten in Arabidopsis (Nito et al., 2007) und in vitro-Experimenten
in Hefe (Platta et al., 2009) entgegensteht. Eine Erklarung flir das Fehlen des zu
erwartenden Importdefektes in den PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien kdnnte ein
zu geringer Proteinexpressionslevel des AZn-Konstrukts sein. Mengenunterschiede der
Proteinexpression in der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, den PEX10AZn-T7-
GFP-PTS1-Transgenlinien und den PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien kdnnten
auch das unregelmafige Auftreten der Importstérungen in diesen Pflanzen erklaren.

Ein Indiz fir Mengenunterschiede in der Proteinexpression ist die qRT-PCR,
welche an allen betrachteten Uberexpressionslinien durchgefiihrt wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass in allen Uberexpressionslinien eine Transkription des jeweiligen
Konstruktes stattfindet (Abbildung 7), mit Ausnahme der nicht exprimierenden
PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie Ill. Die Unterschiede in den Transkriptmengen
der einzelnen Linien sind enorm. Fur die PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze wurde
eine Gesammt-Transkriptmenge aus endogenem Wildtyp-Transkript und mutiertem
Transkript ermittelt, die der Transkriptmenge des Wildtyps gleicht. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass das Gesamt-Transkript sich aus gleichen Teilen des Transkripts
von PEX10AZn und Wildtyp-PEX10 zusammensetzt (Schumann et al., 2007). Die beiden
PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien | und II werden 110-fach und 10-fach
Uiberexprimiert. Ahnlich verhalt es sich bei den PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien.
Hier ist die Linie | auf das 50-fache, die Linie 2 auf das 150-fache und die Linie IIl auf
das 40-fache erhoht. Bei den PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien Il und IV ist die
Transkription verhaltnismaRig niedrig mit 5-facher (Linie Il) bzw. 8-facher (Linie VI)
Transkription.

Solch starke Schwankungen in der Transkription kdnnten sich auch auf die
Proteinexpression niederschlagen,  jedoch treten interessanterweise die

Matrixproteinimportstérungen nicht in  den Linien mit  den héchsten
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Transkriptionsmengen auf. Dies weist darauf hin, dass die Transkriptmenge nicht direkt
mit der Proteinexpressionsmenge zu korrelieren scheint und dass moéglicherweise noch
andere regulatorische Mechanismen eine Rolle spielen. So konnte das Protein PEX10-
T7-6xHis in der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie auf biochemische Weise kaum
und im TEM durch Immuno-Gold-Lokalisation gar nicht detektiert werden, obwohl die
Expression des PEX10-wt-T7-pex10-KO-Konstrukts etwa 60-mal hoéher liegt als die
Expression von PEX10 im Wildtyp.

Vergleicht man die AZn-Mutanten mit RNAi-Linien, so muss man Folgendes
berlcksichtigen:

(1) Weder in den AZn-Mutanten noch in den RNAIi-Pflanzen ist die eigentliche Menge

des exprimierten Proteins bekannt. Es wurde in jedem Fall der
Transkriptionslevel ermittelt. Betrachtet man in den AZn-Mutanten das Verhaltnis
von endogenem zu mutiertem Transkript, so ist der relative Transkriptlevel an
endogenem PEX10 zum Teil erheblich niedriger als der in der entsprechenden
RNAiI-Linie. Im Fall der PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien entspricht die
relative Menge des endogenen Transkripts 1% (Linie 1) bzw. 10% (Linie II). Die
PEX10-RNAi-Pflanze weist einen Transkriptlevel von 38% an endogenem PEX10
auf (Nito et al., 2007). Im Falle der PEX2AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien ist
die relative Transkriptmenge an endogenem PEX2 in jeder Linie unter 3%
verdinnt. Die entsprechende PEX2-RNAi-Linie zeigt eine Erniedrigung des
endogenen Transkripts auf 31% (Nito et al., 2007). Bei den PEX12AZn-T7-GFP-
PTS1-Transgenlinien Il und IV wird das endogene Transkript auf 20% (Linie II)
bzw. 17% (Linie 1V) reduziert. Die PEX12-RNAi-Linie transkribiert 25% an
endogenem PEX12 (Nito et al., 2007).
Die Analyse des PEX10-wt-T7-pex10-KO-Konstrukts zeigte, dass sich die
Gesamt-Proteinmenge trotz 60-facher Uberexpression nicht detektierbar andert.
Vermutlich ist die Pflanze in der Lage, die Gesamtproteinmenge zu steuern und
zwischen endogenem und Uberexprimiertem Transkript zu diskriminieren. Ware
dies nicht der Fall, so wiirde man zum Beispiel in der PEX10AZn-T7-GFP-PTS1-
Transgenlinie | weniger als 1% intaktes PEX10 im Vergleich zum Wildtyp finden.
Eine so geringe Menge an PEX10 mit Funktionsfahiger Zink-RING-Finger-
Domane hatte in der Pflanze einen deutlichen Phanotypen, wenn nicht sogar
Embryoletalitdt zur Folge. Es ist also nicht auszuschlief’en, dass in den AZn-
Mutanten weniger endogenes Protein vorhanden ist, als in den RNAi-Linien.

(2) Mit den AZn-Mutanten wird nur die Zink-RING-Finger-Domane der Peroxine
PEX2, PEX10 und PEX12 beeintrachtigt. Es wird nur eine einzige funktionelle
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Domane betroffen, wogegen in den RNAi-Linien das gesamte Protein mit allen
funktionellen Doméanen herunterreguliert wird. Dies fiihrt womaoglich zu der in den
RNAIi-Linien von PEX2, PEX10 und PEX12 beobachteten peroxisomalen
Matrixproteinimportstorung. In Arabidopsis ist die Zink-RING-Finger-Doméane von
PEX10 far den Organellenkontakt zwischen Peroxisomen und Chloroplasten und
vermutlich zwischen Peroxisomen und Mitochondrien verantwortlich und es ist
anzunehmen, dass die Zink-RING-Finger-Domane von PEX2 fur die
Monoubiquitinierung von PEX5 und damit fir den Matrixproteinimport
verantwortlich ist. Ware fir den peroxisomalen Matrixproteinimport neben der
Zink-RING-Finger-Domane von PEX2 ein Komplex aus PEX2, PEX10 und
PEX12 Uber deren Transmembrandomanen nétig, so wirde man beispielsweise
in einer PEX10-RNAi-Linie einen gestdrten Import beobachten, obwohl die
Hauptaufgabe von PEX10 mit seiner Zink-RING-Finger-Domane der
Organellenkontakt ist. Der Nachteil der RNAi-Linien liegt in dem kumulativen
Effekt, der erzeugt wird, wenn ein Protein mit mehreren funktionellen Domanen
heruntergeregelt wird.
Stellt man die in dieser Arbeit enthaltenen Ergebnisse den Erkenntnissen aus den RNAi-
Konstrukten von PEX2, PEX10 und PEX12 gegeniber, so scheinen die Peroxine PEX2,
PEX10 und PEX12 zum einen verschiedene, funktionelle Domanen zu besitzen und zum
anderen scheint die Zink-RING-Finger-Domane der Peroxine PEX10 und PEX12 am
Matrixproteinimport in die Glyoxysomen nicht maf3geblich beteiligt zu sein. Die Stérung
der Blatt-Peroxisomen und der Photorespiration, insbesondere durch die PEX10AZn-
Mutanten, ist fir die Pflanze schwerwiegender als die Beeintrachtigung des

Glyoxysomalen Reticulums.

3.2. Mutationen im PEX10-N-Terminus zeigen einen starken
Einfluss auf den makroskopischen und mikroskopischen
Phanotyp von A. thaliana

Bei der Untersuchung der Punktmutanten G93E und P126S im Amino-Terminus von
PEX10 konnte sowohl ein retardiertes Wachstum als auch Stérung in Peroxisomenform,
in der Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums und beim Matrixproteinimport
beobachtet werden. Die Mutationen im PEX10-N-Terminus zeigen nicht den
photorespiratorischen Phanotyp, den eine Beeintrachtigung der Zink-RING-Finger-
Domane in PEX10 hervorruft (Schumann et al., 2007).
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Typisch flr einen photorespiratorischen Phanotyp waren Zwergenwuchs, eine
verzogerte Entwicklung und Chlorose in allen photosynthetisch aktiven Geweben, was
unter erhéhten CO,-Bedingungen (ca. 1800 ppm) gerettet werden kann. Mutanten
dieses Typs wurden bereits Anfang der 1980°er Jahre intensiv von Somerville und
Kollegen untersucht (Somerville and Ogren, 1980, 1981). Die Pflanzen PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie und PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen zwar ein
reduziertes Wachstum, dies Iasst sich aber nicht durch Hoch-CO,-Begasung retten. Es
ist auch keine Erniedrigung in der Photosyntheseeffizienz oder Chlorose zu detektieren,
welche auf eine Beeintrachtigung der Photorespiration schlief3en lassen kdnnte.

Es ist nicht gelungen, eine homozygote PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zu
erhalten. Sobald homozygote Pflanzen von MS-Medium auf Erde Uberfihrt werden,
sterben diese - auch unter Hoch-CO,-Begasung. Es scheint, als herrschen auf den MS-
Platten mit Saccharose so glnstige Wachstumsbedingungen, dass homozygote
Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie imstande sind, 14 Tage und langer
zu Uberleben. Dies deutet darauf hin, dass der Ubertritt zur Photoautotrophie zumindest
keine Schadigung des Keimlings mit sich flihrt. Dennoch scheint eine Photosynthese-
Ineffizienz vorzuliegen, da auf Erde Uberfiihrte Pflanzen zu ,verhungern“ scheinen. Die
Reservestoffmobilisierung funktioniert sowohl in homozygoten als auch in heterozygoten
Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie, was Wachstumstests im Dunklen
auf Platten mit und ohne Saccharose gezeigt haben. Probleme in der [3-Oxidation
wirden bereits frih zutage treten und es waren bei 25% der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie-Pflanzen beispielsweise eine verschlechterte Keimungsrate oder eine
deutliche Wachstumsstorung auf Medium ohne Zucker zu beobachten (Hayashi et al.,
2002; Fulda et al., 2004; Penfield et al., 2007). Heterozygote Pflanzen der PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen auf Erde ein retardiertes Wachstum, auf MS-Medium
mit Saccharose keinerlei Wachstumsunterschied zum Wildtyp.

Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen sowohl in Licht als auch in
Dunkelheit gewachsen einen gestdrten Matrixproteinimport. Auffallig hierbei ist, dass der
Matrixproteinimportdefekt bei in Dunkelheit gewachsen Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie kaum zu detektierenden ist. Die Auspréagung des Glyoxysomalen
Reticulums ist vergleichbar mit der in der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze. Dies
weist in Kombination mit Wachstumsversuchen auf Medium mit und ohne Saccharose
auch in homozygoten PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen auf eine
funktionierende R-Oxidation hin.

Der zu beobachtende Defekt des Matrixproteinimports in Licht gezogener Pflanzen der
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie ist ungleich gravierender als der in Dunkelheit

gezogener Pflanzen. Diese Beobachtung ist besonders interessant, da bis jetzt nur die
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Zink-RING-Finger-Domane von PEX10 mit dem Matrixproteinimport in Verbindung
gebracht wurde (Williams et al., 2008; Platta et al., 2009). Hierbei wird der Zink-RING-
Finger-Domane von PEX10 E3-Ligasefunktion zugeschrieben, durch welche der den
Matrixproteinimport  vermittelnde Rezeptor PEX5 polyubiquitiniert wird. Die
Ubiquitinierung von PEXS ist in Hefe fur die Ruckfuhrung des Rezeptors in das Cytosol
ndtig, wobei zwischen Monoubiquitinierung durch PEX12 und Polyubiquitinierung durch
PEX2 und PEX10 unterschieden wird. Polyubiquitinierung von PEX5 scheint nicht
essenziel fir die Funktion von PEX5 wahrend des Matrixproteinimports in die
Peroxisomen zu sein, es kdnnte jedoch einen Qualitdtskontrolimechanismus darstellen,
welcher die Degradation in den 26S-Proteasomen vermittelt (Platta et al., 2004; Kiel et
al., 2005). Der beobachtete Matrixproteinimportdefekt in den PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinien zeigt jedoch, dass der N-Terminus von PEX10 auf direkte oder indirekte
Weise am Matrixproteinimport beteiligt ist.

Bei der peroxisomalen Matriximportstérung in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie handelt es sich jedoch nicht um ein generelles Importproblem, da in Licht
gezogene heterozygote Pflanzen der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie auf MS-
Medium ohne Saccharose einen deutlichen Defekt im Matrixproteinimport zeigen,
welcher bei heterozygoten Pflanzen auf MS-Medium mit Saccharose nicht auftritt.
Zudem ware im Fall eines allgegenwartigen Importdefektes auch bei den dunkel
gewachsenen Pflanzen, insbesondere bei homozygoten, eine deutlichere Importstérung
zu beobachten.

Es scheint jedoch so, als wiirde der Ubergang zur Photoautotrophie die Pflanzen der
PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie vor ein ,Erndhrungsproblem® stellen, da
belichtete homozygote Pflanzen im Wachstum stark zuriickbleiben. Es handelt sich
hierbei jedoch nicht um einen Defekt in der Photorespiration, da heterozygote Pflanzen
dieselbe Photosyntheseeffizienz wie der Wildtyp aufweisen und auf Erde Uberfuhrte
homozygote Pflanzen sich durch Hoch-CO, nicht retten lassen. Auf MS-Platte Uberleben
homozygote PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen zudem 16 Tage in Licht,
ohne ein Zeichen von photooxidativen Schaden wie Chlorose zu zeigen.

Da bei heterozygoten PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen  ein
Matrixproteinimportdefekt auftritt, wenn diese auf MS-Medium ohne Saccharose
angezogen werden, scheint eine externe Zuckerquelle eine wichtige Rolle zu sielen. Die
externe Zuckerzufuhr scheint jedoch das Wachstum heterozygoter PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie-Keimlinge nicht zu beeinflussen, da sie auf MS-Platten mit und ohne
Saccharose gleich gut wachsen. Die GrélRenverhaltnisse von homozygoten PEX10-
G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen verandern sich auf MS-Medium mit und ohne

Saccharose nicht maBRgeblich zueinander. Die homozygoten Pflanzen entsprechen,
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wenn auch viel kleiner, in etwa dem Entwicklungsstand des Wildtyps oder der
heterozygoten PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen.

Neben der beobachteten Importstérung wurden sowohl in homozygoten als auch in
heterozygoten PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen eine Formaberranz der
Peroxisomen beobachtet. Die Peroxisomen sind stark verlangert, verlieren jedoch den
Kontakt zu den Chloroplasten nicht, wie es in der PEX10AZn1-Mutante zu beobachten
ist (Schumann et al., 2007). In der PEX10AZn1-Mutante wird eben dieser Kontaktverlust,
verursacht durch das dysfunktionale Zink-RING-Finger-Motiv, far den
photorespiratorischen Phanotyp verantwortlich gemacht. Da die PEX10-G93E-GFP-
PTS1-Transgenlinie noch Uber ein funktionsfahiges Zink-RING-Finger-Motiv verfugt, ist
der Kontakt zu den Chloroplasten und Mitochondrien vorhanden und die
Photorespiration lauft ungehindert ab.

Eine ahnliche Verlangerung der Peroxisomen ist auch in Mutanten der an der
Peroxisomenproliferation beteiligten Proteine beobachtet worden. PEX11 leitet die
Elongation und beginnende Segmentierung der Peroxisomen ein. Arabidopsis verflgt
Uber finf PEX11-Proteine (PEX11a-e) und Uberexpression oder down regulation
einzelner PEX11-Proteine flihrt zu einer Elongation der Peroxisomen (Lingard and
Trelease, 2006; Nito et al., 2007; Orth et al., 2007). Die Trennung der elongierten
Peroxisomen wird durch die Proteine DRP (dynamin-related protein) und FIS1
(FISSION1) vollzogen (Fagarasanu et al., 2007). Es wurden auch elongierte
Peroxisomen in drp-Mutanten beobachtet werden, bei welchen die durch DRP
vollzogene Abschnirung nicht stattfand (Mano et al., 2004; Zhang and Hu, 2009). Auch
in RNAi-Doppelmutanten an PEX3 in Arabidopsis konnten elongierte Peroxisomen
beobachtet werden, wobei die Transkription von PEX3-1 17% und die von PEX3-2 18%
betrug (Nito et al., 2007). Diese Elongation kann aber mdglicherweise durch einen
verminderten Import der PEX11-Proteine erklart werden, da es sich bei den PEX11-
Proteinen um peroxisomale Membranproteine handelt und diese Uber PEX3 in die
Peroxisomenmembran integriert werden (Fang et al., 2004; Hoepfner et al., 2005). Ist zu
wenig PEX11 in der Peroxisomenmembran vorhanden, versagt mdglicherweise der
peroxisomale Teilungsapparat und die Peroxisomen werden nur elongiert.

Diese morphologisch offensichtlichen Veranderungen der Peroxisomen konnten bis jetzt
nur bei belichteten Pflanzen beobachtet werden. Die Auspragung des Glyoxysomalen
Reticulums ist weder in der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze, den PEX10-, PEX2-
und PEX12-AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinien noch in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie signifikant beeintrachtigt. In Licht gewachsen zeigen diese PEX10-
Mutanten jedoch schwere Formveranderungen der Peroxisomen. Dies zeigt, dass die

Formveranderungen der Peroxisomen durch Licht hervorgerufen werden. PEX10 kénnte
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am peroxisomalen Teilungsapparat beteiligt sein. Da dieser durch Licht induziert werden
kann, ware dies eine Erklarung, warum man in den PEX10-Mutanten keine abnormal
geformten Glyoxysomen beobachten kann. Madoglicherweise funktioniert der
Teilungsapparat der Glyoxysomen auch auf anderem Wege, unabhangig von PEX10.
Auch dann wirde sich eine Mutation von PEX10 bezuglich der Peroxisomenteilung erst
bei Belichtung und der Umformung der Glyoxysomen zu Peroxisomen bemerkbar
machen.
Wie bereits erwahnt, bleibt in PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen der
Kontakt zwischen den Peroxisomen und den Chloroplasten erhalten. Die Peroxisomen
sind starker elongiert als in der PEX10AZn1-Mutante und liegen an den Chloroplasten
an. Es ist nicht bekannt, ob sich daraus flir die Peroxisomen eine héhere Kontaktflache
zu den Chloroplasten ergibt. Diese Veranderung des Membranoberflache/Volumen-
Verhaltnisses kann durch eine VergroRerung der Membranoberflache, eine
Verkleinerung des Volumen oder beides geschehen. Es kann auch nur spekuliert
werden, ob die G93E-Mutation in PEX10 selbst zu einer Verlangerung der Peroxisomen
fuhrt, oder ob es sich um einen sekundaren Effekt, zum Beispiel aufgrund der
Importstérung, handelt. Es ist jedoch verfiihrerisch, die Formveranderungen der
Peroxisomen in den PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen als Versuch zu
deuten, moégliche Defizite wichtiger Membranproteine, wie PEX10, durch eine groliere
Peroxisomenoberflache bzw. groRere Kontaktfliche zu den Chloroplasten zu
kompensieren.
Der Metabolitenfluss der Photorespiration in den PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinien ist nicht gestoért. Metabolomik-Studien an 14 Tage alten PEX10-G93E-
GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen weisen auf einen nicht gestérten Metabolitenfluss hin
und bestatigen durch stark erhdhte Serin- und Glycerat-Werte den gestorten
Matrixproteinimport. Ahnliche Studien wurden auch an PEX2 durchgefiihrt und auf
gleiche Weise ein gestorter Matrixproteinimport und keine Stérung im Organellenkontakt
und Metabolitenfluss festgestellt (Prestele, 2009). Es ist nicht bekannt, ob die
Formanderung der Peroxisomen auch zu einer VergroRerung der Kontaktflache
zwischen Peroxisomen und Mitochondrien fiihrt. Da jedoch keine Verschlechterung des
Metabolitenflusses festgestellt wurde, ist nicht von einer Veranderung des Kontaktes
zwischen Peroxisomen und Mitochondrien auszugehen.
Der folgende schwerwiegende Phanotyp ist bei der PEX10-G93E-GFP-PTS1-
Transgenlinie zu beobachten:

(1) Homozygote Pflanzen sterben auf Erde und bleiben auf MS-Medium im

Wachstum sehr stark zurlick. Sogar heterozygote Pflanzen zeigen eine

Wachstumsstorung auf Erde.

87



Diskussion

(2) Matrixproteinimportdefekte koénnen sowohl an homozygoten als auch an
heterozygoten  PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen  beobachtet
werden und Blatt-Peroxisomen zeigen eine schwere Formaberranz.

Dies belegt fur das konservierte TLGEEY-Motiv in PEX10 eine mindestens ebenso
wichtige Funktion, wie sie der Zink-RING-Finger-Domane zugeschrieben wird.

Homozygote Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie zeigen auf MS-
Medium mit Saccharose keinerlei Wachstumsstérungen, ein reduziertes Wachstum stellt
sich erst ein, wenn die Pflanzen auf Erde gezogen werden. Interessanterweise zeigen
dunkel gewachsene, homozygote Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie
auf MS-Medium ohne Saccharose tatsachlich ein leicht reduziertes Wachstum
gegenltber dem Wildtyp. Es ist jedoch unwahrscheinlich, das es sich hierbei um eine
ernsthafte Beeintrachtigung der R-Oxidation und somit der Reservestoffmobilisierung
handelt, da die Wachstumsstérung ansonsten viel schwerwiegender ausfallen wiirde und
die Pflanzen nach dem Keimen kaum noch wachsen wurden. Bereits 1998 suchten
Hayashi und Kollegen mit Hilfe von 4-(2,4-Dichlorphenoxy)buttersaure (2,4-DB) nach -
Oxidations-Mutanten. Bei funktionierender R-Oxidation wird 2,4-DB durch Entfernen
zweier Methylengruppen zu 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D), einem Herbizid,
umgesetzt (Hayashi et al., 1998). Auf diese Art und Weise wurden mehrere Mutanten
identifiziert, welche aufgrund eines Defekts in der [(-Oxidation auf 2,4-DB-haltigem
Medium zu Wachsen imstande waren. Diese Mutanten wurden als ped-Mutanten
(peroxisome defective) bezeichnet und zeichneten sich neben ihrer 2,4-DB-Resistenz
durch Abhangigkeit von einer externen Zuckerquelle aus (Hayashi et al., 1998). Studien
zeigten, dass es sich bei dem PED2-Gen um ein Ortholog des Peroxins PEX14 handelt
und dass PED3 fir den ABC-Transporter codiert, welcher die von den Lipidkérpern
stammenden freien Fettsauren in die Glyoxysomen zur R-Oxidation schleust (Hayashi et
al., 2000; Hayashi et al., 2002). PEX14 speilt beim Matrixproteinimport eine wichtige
Rolle, da es zusammen mit PEX13 den Docking-Komplex fiir den Importrezeptor PEX5
bildet. Fallt dieser Komplex aus, so fihrt dies zu einer Importstérung (Mano et al., 2006;
Nito et al., 2007). Diese ped-Mutanten keimen zwar auf Medium ohne Saccharose, es
findet jedoch keinerlei Keimlingswachstum statt. Da PEX10 ebenso wie PEX14 am
Matrixproteinimport beteiligt ist, lasst sich vermuten, dass die Mutation P126S im
PEX10-N-Terminus keinen schwerwiegenden Einfluss auf dem Matrixproteinimport fir
die R-Oxidation benétigter Enzyme hat, da sonst ein Phanotyp ahnlich der ped2-Mutante
zu erwarten ware. Gleiches lasst sich Uber die G93E-Aminosauresubstitution sagen,
welche im konservierten TLGEEY-Motiv im PEX10-N-Terminus liegt. Diese Vermutung
wird durch mikroskopische Untersuchungen an Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-

Transgenlinie unterstitzt, bei denen in Licht kein gestérter Import oder eine
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Formaberranz der Peroxisomen wie in den PEX10AZn-Linien beobachtet wurde. Dunkel
gewachsene PEX10-P126S-GFP-PTS1-Pflanzen zeigen nur gelegentlich einen schwach
gestorten Matrixproteinimport und die Auspragung des Glyoxysomalen Reticulums
gleicht derer in der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze.

Das konservierte Prolin P126 scheint also weder am Matrixproteinimport, der Ausbildung
des Glyoxysomalen Reticulums noch an der Photorespiration maf3geblich beteiligt zu
sein. Dennoch weisen homozygote PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen
ein vermindertes Wachstum auf. Dieses Wachstumsdefizit lasst sich nicht durch Hoch-
CO, (1800 ppm) beeinflussen. Es kann auch kein Anzeichen einer Beeintrachtigung der
Photorespiration beobachtet werden und die gemessene Photosyntheseleistung
entspricht der des Wildtyps. Das Wachstumsdefizit rihrt also nicht von einer gestérten
Photorespiration her. Die Funktion des konservierten Prolins im N-Terminus von PEX10
scheint fiir die Funktion von PEX10 keine entscheidende Rolle zu spielen, da
homozygote Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie nur ein vermindertes
Wachstum zeigen. Mdglicherweise fiihrt der Austausch von Prolin zu Serin zu einer
Konformationsanderung, welche die Funktionalitdt des N-Terminus selbst nicht stért aber
maogliche Interaktionen mit dem PEX10-N-Terminus erschwert.

Sowohl die Punktmutation in der PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie als auch die
Punktmutation in der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie flihrten zu einem
verminderten Wachstum. Die Wichtigkeit des PEX10-N-Terminus flir die Entwicklung in
Arabidopsis spiegelt auch die PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie wieder. Die
Embryoletalitait der pex10-KO-Pflanze wurde mittels Uberexpression eines am N-
Terminus mit einem 6xHis-Tag und einem T7-Tag versehenen PEX10 unter Kontrolle
des 35S-Promotors gerettet. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression
von Wildtyp-PEX10 im KO-Hintergrund den embryoletalen Phanotyp aufhebt und die
Pflanze wie den Wildtyp erscheinen lasst (Schumann et al., 2003). Interessanterweise
zeigt die PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie ein verringertes Wachstum, welches
sich auch durch Hoch-CO; nicht beeinflussen lasst. Die Pflanzen wirken gestaucht,
haben wesentlich kleinere Schoten als der Wildtyp und zeigen eine dichte, nickende
Infloreszenz (Abbildung 25). Dies macht deutlich, dass der N-Terminus von PEX10 einen
gewichtigen Einfluss auf die Entwicklung in Arabidopsis hat.

Die PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie zeigt einen gravierenderen Phanotyp als die
PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie. Auch wenn Uber Peroxisomenform und
Matrixproteinimport nur spekuliert werden kann, ist sie ebenso kleinwlichsig und zeigt
zusatzlich durch ihre kompakte, hangende Infloreszenz und die daraus entstehenden

stark verkirzten Schoten eine Beeintrachtigung in der Samenproduktion.
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Auf die Frage, welche Funktion der N-Terminus von PEX10 ausiibt, I&sst sich noch keine
klare Antwort geben. Es ist jedoch auffallig, dass sowohl Punktmutationen in
konservierten Motiven als auch eine Maskierung des N-Terminus mit einer kurzen
Aminosauresequenz zu Wachstumsstérungen und im Fall einer homozygoten PEX10-
G93E-Mutation sogar zum Tod der Pflanze fihrt. Diese Wachstumsdefizienz scheint vor
allem auch unabhangig vom Matrixproteinimport in die Peroxisomen zu sein, da in
homozygoten Pflanzen der PEX10-P126S-GFP-PTS1-Transgenlinie ein erniedrigtes
Wachstum, aber nie ein Defekt im Matrixproteinimport detektiert wurde.

Es kann nur spekuliert werden, wie sich wohl eine abgeschwachte Form einer
homozygoten PEX10-G93E-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanze auf das Wachstum der
Pflanze auswirkt. Moglicherweise ahnelt der Phanotyp dem der PEX10-wt-T7-pex10-KO-
Transgenlinie und zeigt stark reduziertes Wachstum, eine abnormal geformte
Infloreszenz und sehr kurze Schoten. Um dies genauer zu untersuchen, misste man
ahnlich der Untersuchungsmethode der Zink-RING-Finger-Doméne ein G93E-PEX10-
Konstrukt unter dem 35S-Promotor im Wildtyp-Hintergrund Uberexprimieren und somit
eine konditional subletale Mutante fir das TLGEEY-Motiv erschaffen. Des weiteren ware
die Kreuzung der PEX10-wt-T7-pex10-KO-Transgenlinie in die GFP-PTS1-Reporterlinie
lohnend, um sowohl die Peroxisomenformgebung als auch den Matrixproteinimport
untersuchen zu koénnen. Auskunft Uber einen gestorten Import kénnten auch die
transiente Expression eines GFP-PTS1-Konstruktes in PEX10-wt-T7-pex10-KO-

Transgenlinie-Protoplasten schnell liefern.

3.3. Die Interaktionspartner von PEX10

Der von Schumann und Kollegen beobachtete Kontaktverlust zwischen Peroxisomen
und Chloroplasten (Schumann et al., 2007) belegt die Bedeutung der Zink-RING-Finger-
Domane von PEX10 am Organellenkontakt. Eine bekannte Funktion der Zink-RING-
Finger-Domane ist die Protein-Protein-Interaktion (Lovering et al., 1993; Borden, 2000),
es ist jedoch nicht bekannt, ob PEX10 mit seiner Zink-RING-Finger-Doméane den Kontakt
zu den Chloroplasten direkt oder indirekt vermittelt. Es ist auch nichts tGber den Kontakt
zwischen Peroxisomen und Mitochondrien bekannt und von welchen Proteinen er
vermittelt wird.

Studien an Wildtyp-Pflanzen und PEX10AZn1-Pflanzen sollten zeigen, ob die Zink-
RING-Finger-Doméne von PEX10 auch am Kontakt zwischen Peroxisomen und

Mitochondrien beteiligt ist. Organellen von Wildtyp- und PEX10AZn1-Planzen wurden am
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Saccharose-Stufengradienten aufgetrennt. Die Immundetektion von Markerenzymen an
Saccharose-Stufengradienten-Fraktionen von Wildtyp und PEX10AZn1 zeigte eine
unterschiedliche Mitochondrienverteilung. In der PEX10AZn1-Pflanze wurde zusatzlich
zu der im Wildtyp entsprechenden Mitochondrienpopulation noch eine
Mitochondrienpopulation mit héherer Dichte gefunden. Um diesen Befund genauer zu
untersuchen, wurden Protoplasten von Wildtyp-GFP-PTS1-Pflanzen, PEX10AZn1xGFP-
PTS1-Hybridpflanzen und  PEX12AZn-T7-GFP-PTS1-Transgenlinie-Pflanzen  mit
MitoTracker orange gefarbt und unter dem Confocalen Laser Scanning-Mikroskop
untersucht. In den PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze-Protoplasten konnten
auffallige Ansammlungen der Mitochondrien abseits der Chloroplasten und Peroxisomen
beobachtet werden, die in diesem Ausmal weder im Wildtyp noch in der PEX12-
Mutante zu beobachten waren. Da auch eine Aggregation der Mitochondrien bei
Wasserstress in Wurzelhaaren von Brassica oleratia beobachtet werden konnte (Wu,
1987), konnte es sich bei dem Zusammenschluss der Mitochondrien um eine Reaktion
auf Stress handeln. Ein solcher Stress kdnnte in den PEX10AZn1xGFP-PTS1-
Hybridpflanzen durch die Stérung der Photorespiration hervorgerufen werden und die
Mitochondrien sogar direkt betreffen, da die Mitochondrien an der Photorespiration
beteiligt sind. In Saugern gibt es Hinweise, dass sich eine Formveranderung der
Mitochondrien auf das Ca”-Signaling, die neuronale Plastizitat, den Intermediate-
Metabolismus und auf die Leukozyten-Dynamik auswirkt (Camoes et al., 2009); zudem
scheint die Mitochondrienform, insbesondere die Mitochondrienteilung, auf die
Lebenserwartung des Askomyceten Podospora anserina Einfluss zu nehmen. Wird die
Teilungsrate der Mitochondrien herabgesetzt, so verldngert sich dessen
Lebenserwartung (Scheckhuber et al., 2007). Die mitochondriale Teilung scheint auch
ein SchlUsselereignis bei einsetzender Apoptose zu sein (Camoes et al., 2009). Die
Verschmelzung von Mitochondrien ist essenziell fur die Entwicklung der Plazenta und
des Embryos (Chen et al., 2003). Diese Verschmelzung von Mitochondrien scheint vom
Membranpotenzial abhangig zu sein (Meeusen et al., 2004; Sheahan et al., 2005) und
es wird vermutet, dass distinkte morphologische Klassen von Mitochondrien Vorteile bei
der Erflllung spezieller zellularer Aufgaben mit sich bringen (Sheahan et al., 2005;
Camoes et al., 2009). Dies kénnte eine ander Erklarung fir die Zusammenlagerung der
Mitochondrien in der PEX10AZn1xGFP-PTS1-Hybridpflanze liefern. Es kénnte sich um
Mitochondrien handeln, welche die Pflanze zur ATP-Produktion verwendet.
Médglicherweise sind die geschadigten Photosysteme nicht in der Lage, gentigend ATP
zu generieren und dieser Verlust muss durch Atmung ausgeglichen werden.

Auch ist bekannt, dass in Neuronen aktive Mitochondrien mit hohem Membranpotential

zu den Orten in der Zelle wandern, an denen ein hoher Bedarf an ATP herrscht.
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Funktionsbeeintrachtigte Mitochondrien mit einem niedrigen Membranpotential wandern
in die entgegengesetzte Richtung und sammeln sich im Zellplasma (Camoes et al.,
2009). Die beobachteten Mitochondrienansamlungen abseits der Chloroplasten kénnten
durch den Metabolitenstau geschadigte Mitochondrien sein, welche sich zur Degradation
sammeln. Die erhodhte Dichte dieser Mitochondrien kénnte von beschadigten
Membranen oder Transportern herrihren, welche die Aufnahmen von Saccharose bei
der Zentrifugation im Saccharose-Stufengradienten zulassen. Ob es sich bei der
Ansammlung von Mitochondrien tatsachlich um durch die Photorespiration geschadigte
Mitochondrien handelt, liele sich durch mikroskopische Untersuchungen an anderen
Photorespirationsmutanten in Erfahrung bringen. Es stellt sich namlich die Frage, ob die
Aggregation und der damit einhergehende Kontaktverlust der Mitochondrien zu den
Peroxisomen primar durch die Beeintrachtigung der Zink-RING-Finger-Doméane von
PEX10 oder sekundar durch Schadigung aufgrund gestdrter Photorespiration durch den
Kontaktverlust Peroxisom — Chloroplast zustande kommt. Ist die Funktionsstérung der
Zink-RING-Finger-Domane fir den Kontakt verantwortlich, so wird man in den anderen
Photorespirationsmutanten keinen Kontaktverlust zwischen Peroxisomen und
Mitochondrien beobachten kénnen. Liegt die Kontaktstorung aber im gestérten Ablauf
der Photorespiration begriindet, so ist diese auch in anderen Photorespirationsmutanten
zu erwarten.

Um mdgliche Interaktionspartner von PEX10 in der Chloroplastenmembran oder der
Mitochondrienmembran zu identifizieren, wurde ein Yeast two-Hybrid (Y2H) durch die
Firma Hybrigenics (Paris, Frankreich) durchgefuhrt. Als moglicher Interaktionspartner
von PEX10 wurde AtCP1 (At5g49480) identifiziert. Hierbei handelt es sich um ein 14
kDa kleines, cytosolisches, Calmodulin-dhnliches Protein, welches drei Ca**-bindende
EF-Hand-Domanen tragt (Jang et al., 1998). Eine erhdhte Transkription von AtCP1
wurde unter Salzstress und nach Behandlung mit Genotoxinen festgestellt (Jang et al.,
1998; Piao et al., 2001; Chen et al., 2003) und belegt damit die Beteiligung von AtCP1
an einer insbesondere durch Salzstress ausgeldsten Signalkaskade in A. thaliana. Dies
wird durch den Befund gestitzt, dass die Transkription von AtCP1 auch durch
Uberexpression einer in der Salzstressantwort beteiligten Kinase, namlich AtGSK1,
induziert wird (Piao et al.,, 2001). Abscisinsaure scheint keinerlei Einfluss auf die
Transkription von AtCP1 auszutiben (Jang et al., 1998). Welchen Effekt die Interaktion
von AtCP1 mit PEX10 zur Folge hat, ist nicht bekannt. Man weil} von einigen
Calmodulin-ahnlichen Proteinen, dass sie wahrend der Antwort auf Salzstress eine Rolle
spielen. So interagiert CML18 unter Salzstressbedingungen mit dem Na*/H’-Antiporter

AtNHX1, welcher in der Tonoplastenmembran sitzt. Die Interaktion ist pH-abhangig und
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reduziert die Aktivitat des Antiporters (DeFalco et al., 2010). AtCP1 kdnnte auf ahnliche
Weise wirken und durch ein Anbinden an PEX10 dessen Aktivitat regulieren.

Die Interaktion zwischen PEX10 und AtCP1 wurde als stark und sehr wahrscheinlich
eingestuft und in vitro-Untersuchungen an den Uberexprimierten Proteinen PEX10-T7-
6xHis und AtCP1-T7-6xHis zeigten eine Interaktion zwischen PEX10 und AtCP1. Aus
den YZ2H-Ergebnissen geht nicht hervor, ob AtCP1 mit dem N-Terminus, dem C-
Terminus oder beiden Enden von PEX10 interagiert. Uber welche Domane PEX10 mit
AtCP1 interagiert, ist nicht bekannt. Am wahrscheinlichsten ist die Zink-RING-Finger-
Domane im C-Terminus von PEX10, da Zink-RING-Finger-Domanen ein bekanntes
Motiv zur Protein-Protein-Interaktion darstellen. Da AtCP1 Uber keine expliziten Protein-
Protein-Interaktionsdomanen verfugt, kann keine Vorhersage bezlglich einer
Kontaktdomane fur AtCP1 getroffen werden.

Es liegen noch keine gefestigten Daten Uber AtCP1-KO-Pflanzen vor. Die untersuchten
KO-Pflanzen tragen noch eine weitere T-DNA-Insertion, welche bislang nicht beseitigt
werden konnte. Trotz dieser Hintergrundmutationen ist bisher bei keiner AtCP1-KO-
Pflanze ein Phanotyp aufgetreten. Hatte AtCP1 eine entscheidende Funktion im PEX10-
vermittelten Organellenkontakt, so wirde man in den AtCP1-KO-Pflanzen einen
ahnlichen Phanotyp wie in der PEX10AZn1-Pflanze erwarten. Es wirde Chlorose und
Zwergenwuchs auftreten. Dieser Befund erklart zwar nicht die Funktion der Interaktion
zwischen PEX10 und AtCP1, lasst die Beteiligung von AtCP1 am Organellenkontakt
jedoch als unwahrscheinlich erscheinen.

Neben AtCP1 wurden noch die durch die Gene At3g43300 (AtMIN7) und At5g08720
codierten Proteine gefunden. Die Wahrscheinlichkeiten der jeweiligen Interaktion wurden
als niedrig eingestuft.

Uber At5g08720 ist nur sehr wenig bekannt. Es handelt sich um ein mitochondriales
Protein, welches sich jedoch nicht in der Mitochondrienmembran befindet. Eine
Zyklase/Dehydrase-Domane deutet auf die Beteiligung von At5g08720 an der Poliketid-
Synthese hin.

AtMINY ist zentral im Vesikeltransport in eukaryotischen Zellen beteiligt und gehért zur
Familie der Arabidopsis Adenosindiphosphat (ADP) ribosomaler Faktor (ARF) Guanin
Nukleotid Exchange Faktor (GEF) Proteine. Diese Proteine sind hauptsachlich
cytosolisch lokalisiert, kdnnen aber vermutlich transient an Membranen anbinden, um
den Vesikeltransport zu vermitteln (Anders et al.,, 2008). Die ARF-GEF-Proteine sind
auch der Ansatzort des Pilzgiftes Brefeldin, welcher den Vesikeltransport vom ER zum
Golgi-Apparat unterbindet (Klausner et al., 1992; Tanaka et al., 2009). Ein Verlust der
AtMIN7-Aktivitat fihrt zu einer erhéhten Pathogenanfalligkeit der Pflanze. Es ist bekannt,

dass es sich bei AtMIN7 (Arabidopsis thaliana HopM Interaktor 7) um ein Zielprotein des
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Virulenzproteines HopM1 aus Pseudomonas syringae handelt. HopM1 destabilisiert
AtMIN7, was zu Polyubiquitinierung und Degradation in den 26S-Proteasomen fihrt
(Nomura et al., 2006).

Beide Proteine sind sowohl durch ihre Funktion als auch durch ihre Lokalisation
unwahrscheinliche Kandidaten fir eine Interaktion mit PEX10 und wurden deswegen
nicht weiter untersucht.

Die geringe Ausbeute an mdglichen Interaktionspartnern von PEX10 liegt nicht etwa an
einer zu geringen Tiefe des Y2H-Screens: es wurden annahern 80 Millionen Klone
untersucht und somit das Arabidopsis-Genom rein rechnerisch mehr als 470-mal
abgedeckt. Bei dem Y2H wurden aber als ,positive Kontrolle“ sozusagen zumindest die
beiden Peroxine PEX2 und PEX12 unter den Interaktionspartnern erwartet, da diese mit
PEX10 in der Peroxisomenmembran einen Komplex bilden (Okumoto et al., 2000; Eckert
and Erdmann, 2003). Diese wurden moglicherweise nicht identifiziert, da man von
Transmembranproteinen weil3, dass sie mittels ihrer Transmembrandomanen
interagieren  kénnen (Moore et al.,, 2008). Da PEX10 jedoch ohne
Transmembranregionen als bait angeboten wurde, ware eine Interaktion Uber die
Transmembrandomanen nicht mdglich. Auch von PEX19 ist eine Interaktion mit PEX10
bekannt (Fransen et al., 2001; Eckert and Erdmann, 2003). Man weil} jedoch auch, dass
fur ein korrektes Targeting von PEX12 zu den Peroxisomen die Transmembrandoméane
von entscheidender Bedeutung ist (Okumoto et al., 2000). Gilt dies auch fur PEX10, so
sind die Transmembrandomanen mdglicherweise auch fiir die Interaktion mit PEX19
mitverantwortlich.

Bei den in vitro-Interaktionsstudien zwischen PEX10 und AtCP1 ist es gelungen, PEX10
mit seinen Transmembrandomanen nativ zu exprimieren und in der E. coli-Membran
anzureichern. Es wurden auch Interaktionsstudien mit Proteinextrakten aus
verschiedenen Pflanzen durchgefiihrt. Es konnte jedoch weder aus Arabidopsis thaliana
noch aus Spinacia oleracea ein Protein identifiziert werden, welches in so grofRer Menge
an PEX10 bindet, um es am SDS-Gel sichtbar zu machen. Eine mdégliche Erklarung
hierfur liefert die niedrige Abundanz von PEX10 in der Wildtyp-Pflanze. So ist es nicht
mdglich, PEX10 am TEM oder in einem Pflanzenrohextrakt immunologisch zu
detektieren. Selbst bei Uberexpression des PEX10-T7-6xHis-Konstrukts in der pex10-
KO-Pflanze konnte dies nur schwach am Western-Blot detektiert werden. Wenn nun also
PEX10 nur in geringer Menge in Pflanze vorkommt, so liegt es nahe, dass die mit PEX10
interagierenden Proteine ebenso in geringer Menge vorkommen. Berlcksichtigt man die
Tatsche, dass PEX10 Uber den N-Terminus an die T7-Agarose gebunden war und nicht
wie in der Immunprazipitation mit AtCP1 dieser frei beweglich war, so konnte diese

Reduktion der Bewegungsfreiheit mogliche Interaktionen sterisch behindern. Auch darf
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nicht aufder Acht gelassen werden, dass Uber die Menge an korrekt gefaltetem PEX10
keine Aussage getroffen werden kann, da es diesbezliglich keine Funktionsanalyse gibt.
Madoglicherweise ist der Prozentsatz an nativem PEX10 so gering, dass er zwar genugt,
um uberexprimiertes AtCP1 in ausreichender Menge zu binden, jedoch fur die
Anreicherung maoglicher Bindungspartner aus einem Pflanzenrohextrakt nicht genugt.

Um mdgliche Bindungspartner von PEX10 speziell in der Chloroplastenmembran
zu identifizieren, wurde eine Proteom-Analyse an isolierten Chloroplasten-
Hullmembranen durchgeflihrt. Dabei wurde der Wildtyp mit der PEX10AZn1-Mutante
verglichen. Es war nicht moglich, eine genitigend grol’e Menge an Chloroplasten-
Hullmembranproteinen zu identifizieren, um einen Vergleich zwischen Wildtyp und der
PEX10AZn1-Mutante anzustellen. Von den etwa 150 bisher bekannten Chloroplasten-
Hullmembranproteinen in C3-Pflanzen (Brautigam et al., 2008) wurden nur einige wenige
identifiziert. Ein moglicher Grund fir die geringe Proteinausbeute liegt in der
aufwendigen Praparationsmethode, durch die nur geringe Mengen an Hullmembranen
gewonnen werden kdnnen. Ahnliche Studien zeigten, dass die Hillmembran-Isolation
aus Arabidopsis ungleich schwieriger ist als zum Beispiel aus Erbse (Brautigam et al.,
2008). Die MS-Analyse zeigt jedoch, dass die Praparationen besonders fiir die
PEX10AZn1-Mutante sehr sauber wahren. Wiirde mann diesen Ansatz weiter verfolgen,
so ware man in der Lage, durch weitere MS-Analysen einen weit groReren Bereich der
Chloroplasten-Hullmembranproteine abzudecken und Vergleiche zwischen Wildtyp und
der PEX10AZn1-Mutante anzustellen.

Die Beteiligung von PEX10 am Organellenkontakt und die mdgliche Involvierung
am Matrixproteinimport in die Blattperoxisomen mit verschiedenen Domanen ist unter
den RING-Peroxinen einzigartig und kénnte fur Pflanzen spezifisch sein. Ein Peroxin
kénnte mehr als eine Funktion besitzen, und die Hoheren Eukaryoten auf diese Art und

Weise von den Niederen Eukaryoten differenzieren.
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4. Material und Methoden

41.

Chemikalien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Chemikalie von den Firmen Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Minchen, Deutschland), Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland) und SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland) bezogen.

4.2.

Oligonukleotide

Die Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

Deutschland) bezogen. Die lyophilisiert gelieferten Primer wurden in autoklaviertem mQ-

Wasser gelost und auf eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt. Die Lagerung

erfolgte bei -20°C. Die Analyse der Primer auf die Bildung mdglicher unerwinschter

Sekundarstrukturen hin

wurde in

silico auf

der

http://www.cybergene.se/Primerdesign/genewalker/genewalker11.html

Internetseite

der Firma

Cybergene durchgefiihrt. Die so ermittelten Schmelztemperaturen (Tm) der Primer

wurden zur Berechnung der Annealing Temperatur in PCR-Reaktionen herangezogen.

Primer Sequenz [5°- 3] Tm [°C] Verwendung
Klonierung von
PEX10 in den
Uberexpressions-
PEX10 sense bin CACGGATCCATGAGGCTTAATGGGGATTCG 68 vektor pET28a und in
den binaren Vektor
pCAMBIA 1301;
BamHI
s.0.
PEX10 asense bin AAAGAGCTCCACGTGCTAAAAATCAGAATGATACAAACA 72
Sacl, Pmil
Kontrolle der PEX10-
AthPEX10-S3- KO-Mutation und der
e ATGAGGCTTAATGGGGATTCG 57 gy
Insertion
AthPEX10-Intron- GACAATTATATCAATATCAGCGG 59 s.0.
Antisense
AthPEX10-DS3'- GGTTCCCGTCCGATTTCGACT 59 s.0.
Antisense
AthPEX10 Exon CACAGGCCATCGCTGAATAG 56 s.0.
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AthPEX10-S3-

Zygotiebestimmung

ATGAGGCTTAATGGGGATTCG 57 der PEX10-G93E-
Sense .
Mutation
AthPEX10-Intron- GACAATTATATCAATATCAGCGG 59 s.0.
Antisense
Zygotiebestimmung
PEX10TILL92077 TTTGTTCATATTGTACCAGACCGCGGTT 65 der PEX10-P126S-
Mutation
AthPEX10-Intron- GACAATTATATCAATATCAGCGG 59 s.0
Antisense
Klonierung des
PEX10-N-Terminus
nc-nterm-s CGATCGATCAGTGAATTCATGAGGCTTAATGGGGATTCG 73 in den Vektor pEZS-
CL flr den Y2H;
EcoRI
S.0.
nc-nterm-as TCGACGGTACCGCGGGCAACAGGAAGAACCAC 71
Kpnl
Klonierung des
PEX10-C-Terminus
nc-cterm-s GCGGCCGTGGATCCCGTCGGAGTAATTTGTCATCTATC 74 in den Vektor pEZS-
CL flr den Y2H;
BamHI
S.0.
nc-cterm-as GCGACTCTAGAAAAATCAGAATGATACAAACA 67
Xbal
gRT-PCR,
PEX2 fw GGCAACTTGTGTGGAATGAA 55 Amplifikation des
Gesammttranskripts
PEX2 rv TCTTAACAGCTGAAGAGTTGAGCA 60 S.0.
PEX10 fw TGGTCTACCTCCGATTCAACTT 58 S.0.
PEX10 rv GGTGCTGACGGGTGCTTA 53 S.0.
PEX12 fw CTCCAACAGTGTACCCTCCAC 58 S.0.
PEX12 rv ATTCCTTCTTTGGCCATCTTT 56 S.0.
ACTS fw TCAGCACTTTCCAGCAGATG 56 S.0.
ACT8 rv CTGTGGACAATGCCTGGAC 54 S.0.
Klonierung von
AtCP1 in den
Sense T7 pET28 GTCGCGGATCCATGTGTCCTTCTGGTAGAATCGC 72 .
- Expressionsvektor

pET28a; BamHI

Antisense pET28

TGGTGCTCGAGTCAACACCCAAAGATCTTAAGCAG

71

S.0.

Xhol

Tabelle 3: Primerliste. Aufgefuihrt sind die fur diese Arbeit verwendeten Primer mit Namen,

Sequenz, Schmelztemperatur, Verwendungszweck und Restriktionsschnittstellen.
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4.3. Anzucht und screening von Organismen

4.3.1. Arabidopsis thaliana

Soweit nicht anders angegeben werden A. thaliana-Pflanzen auf MS-Platten
vorgezogen. Die hierflr bendtigten Samen werden in 80% EtOH mit 0,1 % Triton-x-100
fir eine halbe Stunde unter Schitteln sterilisiert. Die Samen werden sedimentiert und
der Uberstand wird steril abgenommen. Die Samen werden daraufhin finfmal mit
steriiem mQ-Wasser fur je funf Minuten gewaschen und anschlieRend unter
Zuhilfenahme einer 1000 ml-Pipette auf 15 cm-MS-Agarplatten ausgebracht. Platten fir
Dunkelkeimung werden mit Alu-Folie umwickelt. Zur Brechung der Samenruhe werden
die Platten fur etwa 48 h bei 4°C gelagert und zur Keimung in den Zellkulturraum bei
22°C und Dauerlicht (250 pE/m?s) Uberfiihrt. Nach zehn bis zwélf Tagen werden die
Keimlinge in Pflanztépfe mit Einheitserde mit einer Bodenschicht aus Perlit Gberfuhrt.
Das weitere Wachstum findet in Phytokammern (Conviron, Kanada) unter
Langtagbedingungen (16 h Licht, 65% rel. Luftfeuchte, 22°C und 8 h Dunkelheit, 75%
rel. Luftfeuchte, 18°C) oder im Gewachshaus statt, wobei die Bedingungen in
Gewachshaus, insbesondere Luftfeuchtigkeit und Temperatur starker schwanken als in
der Phytokammer. Die Phytokammer ermdglicht zudem eine Begasung mit CO, zur
Erzeugung einer Hoch-CO,-Atmosphare (ca. 1800 ppm, entspricht einer Flussrate von
40 ml/min). Dies ermoglicht es, den makroskopischen Phanotyp in photorespiratorischen
Mutanten zu unterdriicken und diese zur Samenreife zu flhren.

Das Screening von PEX10- und PEX12-Mutanten erfolgt auf 15 cm-MS-Agarplatten.
Hierflr werden etwa 3000 sterilisierte Samen pro MS-Platte ausplattiert und auf positive

Transformanten mittels Hygromycin (100 ug/ml) selektiert.

MS-Medium (pro Liter): 2,5 ml 400x Mikrosalze
100 ml 10x Makrosalze
10 g Saccharose
19 MES
pH-Wert auf 5,8 mit KOH einstellen
9 g Agar (wenn Platten gegossen werden)
Antibiotika werden nach dem Autoklavieren dem
handwarmen Medium steril zugegeben
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Mikrosalze (pro Liter): 27,8 mg FeS0O,47H,0, 37,2 mg Na,EDTA-2H,0, 0,75 mg
KJ, 10 mg MnSO,°H20, 3 mg H3BO3, 2 mg ZnSO4+7H,0,
0,25 mg Na,MoS0,4+2H,0, 0,025 mg CuSO,4+5H,0,
0,025 mg CoCl,*6H,0

Makrosalze (pro Liter): 16,5 g NH;NO3, 19 g KNO3, 1,7 g KHoPO,,
4,4 g CaCly*2H,0, 3,7 g MgSO,¢7H20

Erde: Fruhstorfer Einheitserde Typ T

4.3.2. Escherichia coli

E. coli wird in LB-Medium bei 37°C und 200 rpm kultiviert, sofern nicht anders
angegeben. Ubernacht- und Vorkulturen von E. coli werden mit einer Einzelkolonie von
Platte in 5 ml angeimpft und Uber Nacht bis zum Erreichen der stationaren Phase
geschuttelt. Hauptkulturen werden mit einer Verdiinnungsstufe von 1:1000 (sofern nicht
anders angegeben) aus einer Vorkultur angeimpft.

Agrobacterium tumefaciens wird ebenfalls in LB-Medium kultiviert, jedoch bei einer

Temperatur von 28-30°C und fiir mindestens 24 h.

LB-Medium (pro Liter): 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
pH-Wert mit NaOH auf 7,0 einstellen
18 g Agar (wenn Platten gegossen werden)
Antibiotika werden nach dem Autoklavieren dem
handwarmen Medium steril zugegeben

4.4. Molekularbiologische Techniken

4.4.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion wird zur analytischen Amplifikation von DNA-Fragmenten
standardmafig in einem Volumen von 20 ul durchgeflhrt. Ein typischer Reaktionsansatz
besteht aus 1 pl Templat-DNA, 0,2 pl Phire™ Hot Start DNA Polymerase (Finnzymes,
Finnland), 4 pl vom 5x Phire™ Reaktionspuffer, 1 yl INTPs (Endkonzentration 0,5 mM),
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je 1 uyl Primer (Endkonzentration 5 yM) und H.O ad 20ul (hier 11,8 ul). Die PCR-
Reaktion selbst beginnt mit einem initialen zweiminlUtigen Denaturierungsschritt bei
98°C. Darauf folgen 30 Zyklen mit einem Denaturierungsschritt von 5 sec bei 98°C, dem
Annealing mit einer den Primern entsprechnenden Annealing-Temperatur fir 10 sec und
die Elongation bei 72°C fur 20 sec/kb. Die finale Extension wird ebenfalls bei 72°C fir 2
Minuten durchgefuhrt.

Wird ein praparativer PCR-Lauf durchgeflihrt, etwa zu einer Klonierung, dann wird eine
Polymerase mit 3°-5"-Exonukleaseaktivitat (Proof-Reading) verwendet. Anwendung
finden hier die High-Fidelity (Roche, Deutschland) und die Phusion (Finnzymes,

Finnland). Zu beachten ist hier jedoch die fur gewdhnlich langere Extensionszeit pro kb.

4.4.2. Quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR) wurde in Kooperation mit der AG
Schwechheimer, TU Miinchen, wie folgt durchgefiihrt:

Aus sieben Tage alten Keimlingen wird mittels NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG, Deutschland) die Gesamt-RNA isoliert und 2 ug fir die cDNA-
Synthese mittels M-MUL V Reverse Transcriptase (Fermentas, Deutschland) eingesetzt.
Um Kontamination mit genomischer DNA zu vermeiden, wird wahrend der Extraktion
DNAse zugegeben. Zur Quantifizierung des Transkriptlevels in einer zweistufigen qRT-
PCR wird der C1000 Thermal Cycler mit CFX96 Real-Time System (Bio-Rad,
Deutschland) und der iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Deutschland) eingesetzt. Der
initiale Denaturierungsschritt der qRT-PCR-Reaktion bei 95°C dauert 10 min. In den
folgenden 40 Zyklen wird bei 95°C fur 10 sec denaturiert und bei 60°C fir 25 sec
elongiert. Normalisiert werden die Transkriptlevel der Mutanten gegen den
Transkriptlevel von ACT8 (AT1G49240). Zum Primerdesign wird die Software

ProbeFinder https://www.roche-applied-

science.com/sis/rtpcr/upl/index.isp?id=UP030000 (Roche, Deutschland) zu Hilfe

genommen.
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4.4.3. Agarose Gelelektrophorese

Durch Aufkochen in einer Mikrowelle bringt man die Agarose (1-3% w/v) in 1XTAE-Puffer
in Losung. Nach Abkuhlen auf Handwarme wird Ethidiumbromid zu einer
Endkonzentration von 0,2 ug/ml zugegeben und die Gele gegossen. Zur Elektrophorese
werden selbst konstruierte Kammern (Josef Reischenbeck) bei 200V fir etwa 30 min
betrieben. Die Dokumentation der DNA-Banden erfolgt auf einem UV-Schirm mittels
Doc-it Apparatur und Software (LTF Labortechnik GmbH und Co KG, Deutschland).

50x TAE: 2 M Tris/HCL
5,7 % Essigsaure (v/v)
50 mM EDTA
pH-Wert auf 8,0 einstellen

Ethidiumbromid-Stammlésung (1% w/v)

4.4.4. DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Banden aus Agarosegelen zu praparativen Zwecken wurde mit
dem Gelextraktionskit Nucleospin® Extrakt |l (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Elution erfolgt in 15-50 ul Wasser.

4.4.5. Restriktionsverdau von DNA

Der Verdau von DNA mittels Restriktionsenzymen erfolgt in einem Gesamtvolumen von
40 pl. standardmafig wird 1 u Enzym und etwa 1-5 ug DNA eingesetzt. Die Reaktion
lauft in einer 1x Pufferlésung bei 37°C fir 1,5 h ab, wobei die beim Enzym mitgelieferte
Pufferstammlésung mit Wasser auf eine 1x Pufferlosung verdinnt wird. Bei einem
Doppelverdau mit zwei Restriktionsenzymen wurde das Programm DoubleDigest™

http://www.fermentas.com/en/tools/doubledigest (Fermentas, Deutschland)

herangezogen. Restriktionsenzyme wurden standardmafig von Fermentas bezogen.
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4.4.6. Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde standardmafig in 20 pl Volumen durchgefihrt.
Far die Ligationsreaktion werden 1000 CEU (cohesive end ligation unit) T4-DNA-Ligase
(Fermentas, Deutschland) eingesetzt. Die eingesetzte DNA-Menge des Vektors betragt
fur gewdhnlich 20-100 ng, vom Insert wird, je nach GrdRe, ein bis zu funffacher
Stoffmengeniberschuss zugegeben. Die Reaktion lauft in 1x T4-DNA-Ligase-Puffer bei
RT fir etwa 1 h oder bei 4°C Uber Nacht ab. Fir eine Transformation wird der gesamte

Ligationsansatz verwendet.

4.4.7. Transformation chemisch kompetenter E. coli

Zur Transformation werden der 20 pl Transformationsansatz mit 80ul auf Eis
aufgetauten chemisch kompetenten Zellen in einem 2 ml Reaktionsgefal® gemischt und
fur 30 min auf Eis gestellt. Es folgt ein Temperaturschock flr 30 sec bei 42°C.
AnschlieRend wird der Reaktionsansatz flir 2 min auf Eis gekihlt. Es werden 900 pl
SOC-Medium (siehe Herstellung chemisch kompetenter E. coli) zugegeben und unter
Schitteln far 1 h inkubiert. Im Anschluss wird der Transformationsansatz auf

Selektionsmedium ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.4.8. Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli folgt dem Protokoll nach Inoue (Inoue et
al., 1990). Dabei werden 250 ml SOB-Medium mit 1 ml Ubernachtkultur angeimpft und
bei 18°C bis zu einer ODgyy von etwa 0,5 geschiittelt. Wenn diese ODggg erreicht ist,
werden die Zellen fiir 10 min auf Eis gestellt und anschlielend bei 4000g und 4°C fir 10
min sedimentiert. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen werden in 80 ml kaltem
Transformationspuffer resuspendiert. Es folgt ein erneuter Zentrifugationsschritt bei
4000g und 4°C fur 10 min. Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet in 20 ml
kaltem Transformationspuffer resuspendiert. Es wird 1,5 ml DMSO (Dimethylsulfoxid)
unter Schitteln langsam zugegeben. Die Zellen werden erneut fur 10 min auf Eis

gelagert und anschlielend als 210 pl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren.
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Gelagert werden kompetente Zellen bei -80°C. Samtliche Arbeitsschritte sind im

Kdhlraum durchzufihren.

SOB-Medium: 2 % Bactotrypton (w/v)
0,5 % Hefeextrakt (w/v)
10 mM NaCL
2,5 mM KCL
10 mM MgSO,
pH-Wert mit NaOH auf 7,0 einstellen
10 mM MgCl;, (sterilfiltriert nach Autoklavieren zugeben)

SOC-Medium: SOB-Medium
20 mM Glucose (nach Autoklavieren zugeben, ansonsten
wie SOB-Medium)

Transformationspuffer: 55 mM MnCl,
15 mM CaCl,
250 mM KCL
10 mM PIPES (aus 0,1 M PIPES, pH 6,7)
Der Transformationspuffer wird sterilfiltriert.

4.4.9. Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens

Die Transformation von elektrokompetenten A. tumefaciens erfolgt in einem
Elektroporator (Parameter: V= 2000 V, R= 700Q2, C= 25 yF, T=17,5 ms). Verwendet
wurde der elektrokompetente Agrobakterienstamm C58 pGV3101 (Van Larebeke et al.,
1974) mit Ti-Plasmid pMP90 (bakterielle Resistenzmarker gegen Rifampicin und
Gentamycin (Koncz and Schell, 1986; Ferrando et al., 2000), Stammsammlung #845).
Die kompetenten Agrobakteien werden auf Eis aufgetaut. 80 ul der kompetenten Zellen
werden mit 1 pl Plasmid-DNA in einer Elektroporationskivette gemischt und unter den
oben genannten Parametern elektroporiert. Die Zellen werden mit 600 ul LB-Medium
versetzt und flr etwa 2 h bei 28°C unter Schiitteln inkubiert. Es folgt eine Zentrifugation
in einer Tischzentrifuge bei 1200 rpm fir 2 min. Der Uberstand wird vorsichtig
abgenommen und das Pellet in 100 pyl LB-Medium resuspendiert. Die Selektion auf
positive Transformanten hin geschieht auf LB-Platten mit den entsprechenden
Antibiotika fur 2 Tage bei 28°C.
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4.4.10. Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens

Es wird eine 500 ml Ubernachtkultur bis zu einer ODgy von 0,5 bis 1 bei 28°C
geschuttelt und anschlielend flr 10 min auf Eis gestellt. Nach Sedimentation bei 4000g
und 4°C fir 10 min werden die Zellen in kaltem Wasser gewaschen und erneut fir 10
min bei 4000g und 4°C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird wiederholt. Danach wird
das Pellet in 20 ml 10% Glycerin (steril) resuspendiert und erneut flr 10 min bei 40009
und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss an die Resuspension der Zellen in 3 ml 10%

Glycerin (steril) werden 250 pl Aliquots in Nyjq, eingefroren und bei -80°C gelagert.

4.4.11. Plasmid Praparation aus E. coli / A. tumefaciens

Zur Sequenzierung wurden Plasmide mittels dem NucleoSpin® Plasmid Kitt der Firma
Macherey-Nagel isoliert, fur die Gbrigen analytischen und praparativen Anwendungen
wurde dem Protokoll nach Hattori (Hattori and Sakaki, 1986) gefolgt.

Es werden in einem 2 ml Reaktionsgefald in zwei Zentrifugationsschritten (14000 rpm, 2
min) insgesamt 4 ml einer Ubernachtkultur pelletiert und anschlieend in 100 ul der
Lésung | resuspendiert. Nach funfminitiger Inkubation bei RT werden 200 pl der Lésung
Il zugegeben und mehrere Male invertiert. Einer Inkubation auf Eis fur 5 min folgt die
Zugabe von 150 pl Lésung Ill. Nach erneutem Invertieren folgt eine weitere Inkubation
auf Eis fur 5 min. Nach der folgenden Zentrifugation bei 14000rpm fur 10 min wird der
Uberstand mit 500 pl Phenol gemischt und nach 2 min Inkubationszeit bei RT erfolgt die
Zugabe von 200 ul Chloroform. Die Probe wird gemischt und flir 5 min bei 14000 rpm
zentrifugiert. Nach Uberfiihren der wéassrigen Phase in 1 ml 96% Ethanol folgt eine
mindestens 20-mindtige Inkubation bei RT. Im Anschluss wird die Probe bei 14000 rpm
fur 10 min zentrifugiert und das so erhaltene Pellet in 500 pyl 70% Ethanol gewaschen.
Der Uberstand wird verworfen, das Pellet getrocknet und in 50 upl TE-RNase
aufgenommen. Nach einstlindiger Inkubation bei 37°C kann die Plasmidpraparation fir

weiterflihrende Experimente verwendet werden.

Losung I: 50 mM Glucose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCL pH 8,0
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Losung I 0,2 M NaOH
1% SDS (w/v)
(halt nur etwa 6 Wochen)

Lésung llI: 3 M K-Acetat
11,5% Eisessig (v/v)

TE-RNase: 1 mM EDTA
10 mM Tris/HCL pH 8,0
100 pg/ml RNase

4.4.12. Fallen von DNA

Um die DNA in einem Versuchsansatz zu prazipitieren, wird dem Ansatz Ethanol bis zu
einer Endkonzentration von 75% (v/v) und Na-Aceteat zu einer Endkonzentration von 60
mM zugegeben. Nach einer Inkubation Uber Nacht bei -20°C erfolgt eine Zentrifugation
bei 14000 rpm (Tischzentrifuge) und 4°C fiir 20 min. Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet in 200 pl 70% Ethanol gewaschen. Nach erneutem Verwerfen des

Uberstandes wird das Pellet in TE-Puffer oder Wasser gelost.

TE-Puffer: 1 mM EDTA
10 mM Tris/HCL pH 8,0

4.4.13. DNA-Isolation aus A. thaliana mittels CTAB

Die Isolation pflanzlicher DNA erfolgt nach einem modifizierten Protokoll von Murray und
Thompson (Murray and Thompson, 1980):

Eine kleine Menge Pflanzenmaterial (bis 100 mg) wird in Naq schockgefroren,
aufgeschlossen und unter Zugabe des 2x CTAB-Puffers fiir mindestens 10 min bei 65°C
inkubiert. Nach einer kurzen Abklhlphase werden 300 ul Chloroform zugegeben und
grindlich gevortext. Der Phasentrennung durch kurze Zentrifugation folgt die
Uberfiihrung der wassrigen Phase in 300 pl 2-Propanol. Nach griindlichem Mischen wird
die Probe fir 5 min bei 14000 rpm (Tischzentrifuge) zentrifugiert, um die DNA zu
pelletieren. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 500 pl 70% Ethanol

gewaschen. Nach kurzer Zentrifugation wird der Ethanol abgenommen, das Pellet
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luftgetrocknet und in 50 yl TE-RNase (siehe Plasmid Praparation aus E. coli / A.
thumefaciens) aufgenommen. Nach einstlindiger Inkubation bei 37°C kann die DNA-

Praparation fir weiterfliihrende Experimente verwendet werden.

2x CTAB-Puffer: 2% CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) (w/v)
1,4 M NaCl
20 mM EDTA
100 mM Tris/HCL  pH 8,0

4.4.14. Transformation von A. thaliana mittels floral dipping

Mit der Methode des floral dipping (Clough and Bent, 1998) ist es madglich,
Infloreszenzen von etwa 3 Wochen alten Arabidopsis (Columbia 0) Pflanzen mittels
Agrobakterien zu transformieren. Die Pflanzen werden hierfir je Transformationsansatz
in vier groen Pflanztdpfen (9 x 9 cm) zu etwa 20 Pflanzen je Topf angezogen.

Zur Transformation wird eine 400 ml LB-Ubernachtkultur mit das gewiinschte Konstrukt
tragenden Agrobakterien mit entsprechenden Antibiotika (Kansy und Rifso fur pCAMBIA)
herangezogen. Die Zellen werden bei 5000g fur 8 min in einem sterilen
ZentrifugationsgefalR sedimentiert und das Pellet in 350 ml Infiltrationsmedium
resuspendiert. Nach Uberfiihren des resuspendierten Pellets in ein steriles 400 ml
Dipgefaly erfolgt die eigentliche Transformation durch Eintauchen so vieler
Infloreszenzen, wie moglich. Eingetaucht wird flr ca. 10 sec. und nicht befeuchtete
Infloreszenzen werden mittels Pipette einzeln benetzt. Zur Schaffung optimaler
Transformationsbedingungen werden die Topfe ber Nacht in Cellofanfolie eingepackt.

Die Prozedur wird nach drei Tagen wiederholt, um die Transformationseffizienz zu

erhéhen.

Infiltrationsmedium: 50 g Saccharose

(pro Liter) 500 ul Vac-IN-Stuff (Silwet L-77, Lehle Seeds, USA)
10 pl BAP (Benzylaminopurin, 1 mg/ml in DMSO oder
EtOH)
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4.4.15. Kreuzung von A. thaliana

Zur Kreuzung von Arabidopsis Pflanzen eignet sich als Pollenspender nur eine seit
kurzem gedffnete Bliite, als Pollenempfanger werden kurz vor der Offnung stehende
Inforeszenzen verwendet. Zur Ubertragung des Pollens auf die Empfangernarbe werden
an der Empfangerpflanze alle Infloreszenzen bis auf drei entfernt. Bei diesen drei
Infloreszenzen werden mittels Pinzette die Kelch-, die Bliten- und die Staubblatter
entfernt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Narbe nicht in Kontakt mit den noch
unreifen Antheren kommt. Zur Bestaubung mit Fremdpollen wird der Spenderpflanze
eine ,reife” Bllite abgenommen und leicht zusammengedriickt. Aus der gespreizten Blite
wird eine Anthere entnommen und damit Uber die freigelegte Narbe der
Empfangerpflanze gestrichen, sodass der Pollen daran sichtbar hangen bleibt. Nach der
erfolgreichen Bestaubung wird der Griffel mit einem Stick Cellofanfolie umwickelt, um

vor Fremdbestaubung und Pollenverlust zu schitzen.

4.5. Proteinbiochemische Techniken

4.5.1. Ermittlung optimaler Proteinexpressionsbedingungen in E. coli

Zur Ermittlung der optimalen Proteinexpressionsbedingungen in E. coli werden die
Parameter Temperatur und IPTG-Konzentration (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid)
betrachtet. Hierzu werden 25 ml-Kulturen bei den Temperaturen 20°C, 30°C und 37°C
bis zu einer ODgyp von etwa 0,4-0,6 geschittelt und dann mit verschiedenen
Konzentrationen IPTG (0, 5, 50, 100, 200, 500, 1000 uM IPTG) induziert. Die induzierten
Kulturen werden Uber Nacht inkubiert und am nachsten Tag geerntet.

Die Ernte der Zellen erfolgt durch Zentrifugation bei 4000 g und 4°C fir 20 min. Nach
Verwerfen des Uberstands wird das Pellet je g Feuchtgewicht in 3 ml des Puffers 1
resuspendiert. Zum Aufbrechen der Zellen werden diese in Najq, schockgefroren und im
Wasserbad bei 37°C wieder aufgetaut. Nach 30 min Inkubation auf Eis folgt ein DNase-
Verdau (20ug DNase/ml Zellaufschluss) bei 37°C, bis der Zellaufschluss nicht mehr
viskos ist. Nach der Abtrennung der Iéslichen Proteine im Uberstand von den unléslichen
Proteinen in den Inclusion Bodies im Pellet durch Zentrifugation (50000g, 4°C, 20 min)

kénnen die |6slichen Proteine analysiert werden.
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Unlésliche Proteine mussen zu Analysezwecken in Losung gebracht werden. Nach der
Resuspension des Pellets in Puffer 1 (10 ml/g Feuchtgewicht) folgt eine erneute
Zentrifugation (50000g, 4°C, 20 min). Der Uberstand wird verworfen und das
gewaschene Pellet in 3 ml/ g Feuchtgewicht resuspendiert und gerthrt, bis die Lésung
translucent erscheint. Nach erneuter Zentrifugation bei 50000g und 4°C fur 20 min
enthalt der Uberstand nun die unléslichen Proteine.

Es wird von jeder Probe die gleiche Proteinmenge geladen, die Analyse erfolgt mittels
Western-Blot und Immunodetektion (siehe Western-Blot und Immunodetektion)

Es zeigte sich, dass PEX10-T7-6xHis bei 20°C und eine IPTG-Konzentration von 50 uyM
am besten |6slich exprimiert werden kann. Die optimalen Expressionsbedingungen von
AtCP1 liegen bei 37°C und 5 uM IPTG.

Puffer 1: 500 mM NacCl
1 mg/ml Lysozym
150 uyM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid, 50 mM in
Isopropanol, Aufbewahrung RT bis 6 Monate)
20 mM Na-Phosphat pH 7,4

Puffer 2: 20 mM Na-Phosphat
500 mM NaCl
8 M Harnstoff
pH 7,4

DNase (1 mg/ml): 2 mg/ml DNase
150 uM NaCl
1 mM MgCl,
10 mM Tris/HCI pH7,5
wenn geldst, gleiches Volumen an Glycerin zugeben und
vorsichtig invertieren, Aufbewahrung bei -20°C

4.5.2. Proteinexpression in E. coli

Die Proteinexpression wird in grolerem Malistab (mehrere Liter) durchgeflihrt. Hierzu
wird die Hauptkultur aus einer Ubernachtkultur 1:1000 angeimpft und bei der als optimal
bestimmten Temperatur bis zu einer ODgy von etwa 0,4-0,6 geschittelt. Nach der
Induktion mit der ermittelten IPTG-Konzentration wird Gber Nacht inkubiert. Am nachsten
Tag werden die Zellen (dem Protokoll in Ermittlung optimaler

Proteinexpressionsbedingungen in E. coli folgen) geerntet.
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4.5.3. lIsolation von PEX10-T7-6xHis-Tag aus der E. coli-Membran

Das integrale Membranprotein PEX10-T7-6xHis-Tag wird bei den ermittelten
Expressionsparametern (20°C, 50 uyM IPTG) vermehrt in die E. coli-Membranen
integriert und durch ein Ernten dieser Membranen nativ angereichert.

Der die léslichen Proteine enthaltende Uberstand wird fiir 1 h bei 60000 rpm und 4°C
(Ultrazentrifuge L80, Rotor 70.1 Ti, Beckmann) zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Pellet wird vorsichtig bei 4°C in Membranpuffer (0,5 ml/ Pellet)
resuspendiert, dann auf 0,2% Dodecyl-R-D-Maltosid verdinnt (mit Membranpuffer ohne
Detergens) und 1 h bei 4°C geschwenkt. Im Anschluss erfolgt eine Zentrifugation bei
60000 rpm und 4°C fir 1 h, um unldsliche Bestandteile zu sedimentieren. Der Uberstand
enthalt solubilisiertes PEX10-T7-6xHis-Tag.

Membranpuffer 300 mM NacCl
Na-Phosphat pH 8,0
2% Dodecyl-R-D-Maltosid (w/v, Roth)
Proteaseinhibitoren (cOmplete Mini, EDTA-frei, Protease
Inhibitor Kocktail, Roche)

4.5.4. Proteinanreicherung mittels T7-Tag an PEX10

Da PEX10-T7-His-Tag nur in geringer Mengen angereichert wird, ist das
Saulenbettvolumen gering zu halten (200-500 pl). Die T7-Agarose (Novagen) wird mit 10
Saulenvolumen Bindepuffer equilibrier und im Anschluss mit solubilisiertem PEX10-T7-
6xHis-Tag beladen. Nach Waschen der Saule mit 10 Saulenvolumen Bindepuffer wird
mit 5 x 1 Saulenvolumen 0,1 M Zitronensdure pH 2,2 in jeweils 150 ul
Neutralisatinspuffer (2M Tris pH 10,4) eluiert. Nach Elution wird die T7-Agarose mit 10

Saulenvolumen Bindepuffer mit 0.02% NaN; (w/v) gewaschen und bei 4°C gelagert.

10xBindepuffer 42.9 mM Na,HPO,
14.7 mM KH,PO,
27 mM KCI
1.37 M NaCl
0,2% Dodecyl-R-D-Maltosid (w/v, Roth)
0.02% NaNj; (w/v)
pH 7.5
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4.5.5. Proteinanreicherung mittels His-Tag an AtCP1

Bei einer His-Tag Reinigung bedient man sich der Affinitat von Histidin fur zweiwertige
Metallionen, zumeist Nickel und der kompetitiven Eigenschaft von Imidazol gegeniber
Histidin in eben dieser Affinitat.

Nach Equilibrierung der Ni-Matrix (Ni-NTA-Superflow, Qiagen; Protino Ni-TED 2000,
gepackte Saulchen, Macherey-Nagel) mit 10 Saulenvolumen Equilibrierungspuffer wird
die Probe auf die Saule geladen (Bettvolumen mdglichst gering halten). Steht eine FPLC
zur Verfigung, kann das Laden, Waschen und Eluieren mittels UV-Detektor tiberwacht
werden. Nach einem weiteren Waschschritt von 10 Saulenvolumen Equilibrierungspuffer
folgt die Elution der gebundenen Proteine mittels Imidazol-Stufengradienten (oder
linearem Gradienten an der FPLC). Ist die Elutionskonzentration bekannt, so wird zuerst
mit funf Saulenvolumen Elutionspuffer mit 5 mM Imidazol gewaschen, dann mit funf
Saulenvolumen Elutionspuffer mit 50 mM Imidazol (fir AtCP1) eluiert und das Eluat
fraktioniert. Nach der Elution der Zielproteine wird die Ni-Matrix mit zehn Saulenvolumen
Elutionspuffer mit 500 mM Imidazol gewaschen und schlieRlich mit 10 Saulenvolumen
Lagerpuffer gewaschen und in diesem bei 4°C aufbewahrt. Die Regeneration der Ni-

Matrix erfolgt nach Standardprotokollen der jeweiligen Firma.

Equilibrierungspuffer: 300 mM NacCl
Na-Phosphat pH 8,0
Elutionspuffer: 300 mM NacCl
5-500 mM Imidazol (Roth)
Na-Phosphat pH 8,0
Lagerpuffer: 300 mM NacCl
0,2% NaN3 (w/v)
Na-Phosphat pH 8,0

4.5.6. Proteinanreicherung mittels Immunprazipitation

Erfolgt die Immunprazipitation aus Arabidopsis, so wird zuerst ein Proteinrohextrakt
hergestellt. Es werden 1-2 g (max. 5 g) Blattmaterial in Nz, schockgefroren und in
einem gekihlten Morser aufgeschlossen. Es wird 1 ml Aufschlusspuffer/g

Pflanzenmaterial zugegeben und ein Homogenisat hergestellt. Nach Filtration durch zwei
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Lagen Miracloth (Calbiochem) ist der Proteinrohextrakt zur Weiterverwendung in der
Immunprazipitation bereit.

Dem Proteinrohextrakt wird der Antikorper gegen das zu prazipitierende Protein in
zenfach hdéherer Konzentration (a-PEX10-Antikérper 1:100) als fur den Einsatz im
Western-Blot zugegeben und flir 1 h bei 4°C geschwenkt oder invertiert. Nach 1 h
werden 20-50 ul Protein A/G Agarose (Santa Cruz Biotech) zugegeben und eine weitere
Stunde bei 4°C geschwenkt. Nach Sedimentierung der Agarose (Tischzentrifuge, 2000
rom, 1 min, RT) wird diese dreimal in Aufschlusspuffer gewaschen, anschlieend in 1x
loading dye Westenaufgekocht und mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert
(siehe SDS-Polyakrylamid Gelelektrophorese und Western-Blot).

Aufschlusspuffer: 100 mM NaCl
10% Glycerol
50 mM Tris/HCI pH 7,4
Proteaseinhibitoren (cOmplete Mini, EDTA-frei, Protease
Inhibitor Kocktail, Roche)

4.5.7. Protoplastengewinnung und Inkubation mit MitoTracker orange

Zur Protoplastierung von pflanzlichem Gewebe (hier 2-3 g Blatter) wird dieses sofort
nach der Ernte in einer Petrischale mit 15-20 ml Enzyml6sung auf einem Kippschuttler
fur 3-4 h bei RT inkubiert. Die Ernte der Protoplasten erfolgt durch Filtration der
Suspension durch ein Nylonnetz (Maschenweite 50 pm) und anschlieRende
Zentrifugation des Durchflusses bei 60g fir 2 min. Der Uberstand wird verworfen und
das Protoplastenpellet in 10 ml WIMK vorsichtig resuspendiert. Dieser Waschvorgang
wird zweimal wiederholt, beim zweiten Mal wird das Pellet jedoch in 1 ml WIMK
resuspendiert und MitoTracker® Orange zu einer Endkonzentration von 0,5 uM
zugegeben. Bereits nach wenigen Minuten Inkubationszeit koénnen die Proben

untersucht werden.

Enzymldsung: 1% Cellulase ,Onozuka“ R-10 (Yakult, Japan)
0,25% Macerozym R-10 (Yakult, Japan)
400 mM Mannitol
8 mM CacCl,
1% BSA
5 mM MES-KOH pH 5,6
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Die Herstellung der Enzymldsung erfolgt nach Standardprotokollen (Sambrook and
Russel 2001). Dabei wird eine Stammlésung mit 2% Cellulase, 0,5% Macerozym und 10
mM MES-KOH (pH 5,6) zweimal je 40 min dialysiert und mit PMSF (0,5 mM) behandelt.
Im Anschluss erfolgt die Zugabe von Mannitol (400 mM) und CaCl, (8 mM) und eine
Inkubation bei 55°C fur 30 min. Nach Zugabe von 1% BSA wird die Losung sterilfiltriert.
Die Lagerung erfolgt bei -20°C.

MitoTracker® Orange: 10 uM MitoTracker® Orange (Invitrogen) in WIMK
WIMK-L6sung: 0,5 mM Mannitol
5 mM MES-KOH pH 5,6

autoklavieren

4.5.8. Isolierung von Chloroplastenenvelopes aus Arabidopsis thaliana

Zur Isolation von Chloroplastenenvelopes werden etwa 400 g Blattmaterial je Ansatz
bendtigt. das Alter der zu verwendenden Pflanzen sollte 2-3 Wochen betragen, sie
sollten aber auf keinen Fall blihen (lasst sich durch Wachstum unter
Kurztagbedingungen hinauszogern). Alle folgenden Schritte werden im Kihlraum oder
auf Eis durchgeflhrt.

Das Pflanzenmaterial wird im Homogenisationsmedium bei 4°C mittels Mixer in kurzen
StoRen aufgearbeitet und zur Grobfiltrierung durch vier Lagen Verbandsmull filtriert.
Nach anschlieltender Feinfiltrierung durch ein Nylonnetz (Maschenweite 50 um) erfolgt
die Pelletierung der Chloroplasten bei 2070g und 4°C fir 2 min. Der Uberstand wird
verworfen (vollstandig!) und das Pellet ziigig mittels Schwenken und Spatel in insgesamt
30 ml Waschpuffer resuspendiert.

Die Abtrennung der intakten Chloroplasten erfolgt im Percoll-Gradienten. Nach Mischen
von einem Volumen Percoll (GE Helathcare) mit einem Volumen Gradientenmedium
erfolgt die Linearisierung von 30 ml Gradienten durch Zentrifugation (38700g, 4°C, 55
min). Es wird je Gradient vorsichtig 5 ml Chloroplastensuspension geladen und bei
13300g und 4°C fur 10 min zentrifugiert (siehe Abbildung 34).

zerstorte Chloroplasten
Abbildung 34: Percoll-Gradient mit intakten
Chloroplasten. Die Abbildung zeigt die Lage der
zerstorten und intakten Chloroplasten sowie das
entstehende Starkepellet.

- intakte Chloroplasten
Starke-Pellet

~——"
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Nach Absaugen des Uberstandes inklusive der zerstérten Chloroplasten mittels
Vakuum-Pumpe werden 10 ml der intakten Chloroplasten vorsichtig mit einer 5 mi
Pipette mit abgeschnittenen Spitzen geerntet, ohne dabei in das Starkepellet zu stof3en.
Die so geernteten Chloroplasten werden mit Waschpuffer 1:4 verdinnt und bei 2070g
und 4°C fir 2 min pelletiert. Die so pelletierten Chloroplasten werden in insgesamt 12 ml
Hypotonischem Medium resuspendiert.

Die Gewinnung der Huallmembranen erfolgt im Saccharose-Stufengradienten. Hierzu
werden Gradienten mit 3 ml 0,93 M Saccharose, 2,5 ml 0,6 M Saccharose und 2 ml 0,3
M Saccharose (in 4 mM MgCl,, 10 mM MOPS/NaOH, pH 7,8) geschichtet. Nach
Filtration der geplatzten Chloroplasten durch ein Nylonnetz (Maschenweite 50 um) wird
die die Huillmembranen enthaltende Suspension vorsichtig a4 3 ml auf die
Stufengradienten geladen. Nach Zentrifugation bei 20000 rpm und 4°C flr 75 min
(Ultrazentrifuge L7-55, Rotor SW41 Ti, Beckmann) lokalisieren die Hillmembranen an
der 0,93 M-0,6 M-Gradienten-Interphase (Abbildung 35).

Stroma-Proteine

Abbildung 35: Isolierte Chloroplastenenvelopes. Die
Abbildung zeigt die Lage der Stroma-Proteine, der
Thylakoide und der Chloroplastenenvelopes im
Saccharose-Stufengradienten.

Chloroplastenenvelopes

\v/Thylakoide

Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes werden die Chloroplastenenvelopes

abpipettiert. Sollten die Chloroplastenenvelopes sichtbar mit Thylakoiden kontaminiert
sein, so werden diese in einer Tischzentrifuge bei 14000 rpm 1 min zentrifugiert um die
Thylakoiden zu pelletieren. Die Huillmembransuspension wird 1:4 in Waschmedium
verdinnt und bei 25000 rpm und 4°C fir 1 h (Ultrazentrifuge L7-55, Rotor SW41 Ti,
Beckmann) zentrifugiert. Das Chloroplastenenvelope-Pellet wird in  50-100pl

Waschmedium resuspendiert und nach Einfrieren in Nyiq, bei -80°C gelagert.
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Homogenisationsmedium 0,45 M Sorbitol
10 mM EDTA
10 mM NaHCO,
0,1% BSA (w/v)
20 mM Tricin/KOH pH 8,4

Waschpuffer: 0,3 M Sorbitol
5 mM MgCl,
2,5mM EDTA
20 mM Tricin/KOH pH 7,6

Gradientenmedium: 0,6 M Sorbitol
10 mM MgCl,
5 mM EDTA
40 mM Tricin/KOH pH 7,6

Hypotonisches Medium: 10 mM MOPS/NaOH pH 7,8
4 mM MgCl,
1 mM PMSF
1 mM Benzamidin
0,5 mM e-Amino-Capronsaure
Proteaseinhibitoren frisch zugeben

Waschmedium: 10 mM MOPS/NaOH pH 7,8
1 mM PMSF
1 mM Benzamidin
0,5 mM e-Amino-Capronsaure
Proteaseinhibitoren frisch zugeben

4.5.9. Organellenauftrennung im 30 ml Saccharose-Stufengradienten

Pro 30 ml Gradient werden 30 g Arabidopsis-Rosettenblatter eingesetzt. Diese werden
bei 4°C in einer Mixer mit 200 ml Homogenisationsmedium in kurzen StoRen
homogenisiert. Nach der Filtration des Homogenisats erfolgt ein Zentrifugationsschritt
bei 270g und 4°C fir 10 min. Der Uberstand wird erneut zentrifugiert (10800g, 4°C, 15
min) und das so erhaltene Pellet vorsichtig (!) in 3 ml Homogenisationspuffer
resuspendiert. Es werden die 3 ml der Suspension vorsichtig (!) auf einen
Stufengradienten geladen und dieser bei 25000 rpm und 4°C fir 3 h zentrifugiert
(Ultrazentrifuge L7-55, Beckmann, Rotor AH 627, Sorval).
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Der Stufengradient besteht aus Saccharosekonzentrationen von 10% bis 57%. Die
einzelnen Konzentrationsstufen, und das Schichtvollumen sind der Tabelle 4 zu

entnehmen. Die Schichtung selbst erfolgt langsam mit gekihlter Saccharose.

60% Saccharose Gradientenmedium Endkonzentration Schichtvollumen
[mI] [mI] (wiv) [mI]
19.0 ml 1.0 57% 5
21.6 ml 4.3 50% 7
14.6 ml 5.8 43% 7
16.6 ml 13.5 33% 5
15.0 ml 30.0 20% 3
3.5 ml 17.5 10% 3

Tabelle 4: Erstellung der Saccharosekonzentrationen fiir den Stufengradienten. In der
Tabelle sind die Mengenverhéltnisse von 60%iger Saccharose und Gradientenmedium
angegeben, um die bendtigten Saccharosekonzentrationen fir den Stufengradienten zu erzielen.

Geerntet wird der Gradient von oben durch langsames Abpipettieren in 1 ml Schritten.

Alle Schritte werden im Kuhlraum oder auf Eis durchgefuhrt.

Homogenisatiospuffer: 50 mM Hepes
250 mM Saccharose
10 mM KCl
1 mM MgCl,
1 mM Na,EDTA
10 mM DTT (frisch zugeben)
pH 7.5

Gradientenmedium: 10 mM Na,EDTA
5 mM MgCl,
pH 7.5 (mit KOH)

Saccharose (60%): 132 g Saccharose
88 ml Gradientenmedium
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4.5.10. Denaturierender Proteinrohextrakt aus Pflanze

Proteinextraktion aus Arabidopsis thaliana erfolgt nach einem leicht modifiziertem
Protokoll nach Martinez-Garcia (Martinez-Garcia et al., 1999).

Etwa 100 mg Blattmaterial wird in einem 1,5-ml-Reaktionsgefal’ in Najq, schockgefroren
und mit einem gekihlten Pistill zerstoRen. Nach Zugabe von 200 ul Puffer E wird auf Eis
ein Homogenisat hergestellt. Nach Erwarmung auf RT wird das Homogenisat in einer
Tischzentrifuge bei 14000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wird mit 1/10
Volumen Puffer Z versetzt, flr 5 Minuten auf 95°C erhitzt und 40 pl fir PAGE eingesetzt.

Puffer E: 1% SDS (w/v)
10% Glycerin (v/v)
50 mM N328205
125 mM Tris/HCL pH 6,8

Puffer Z: 12% SDS (w/v)
10% Glycerin (v/v)
22% R-Mercaptoethanol (v/v)
0,1% Bromphenolblau (w/v)
125 mM Tris/HCL pH 6,8

4.5.11. SDS-Polyakrylamid Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen wird eine diskontinuierliche, denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese eingesetzt. Zur Fokussierung der Proteine im
Sammelgel bedient man sich der Eigenschaft des Glycins als Zwitterion, welches im
leicht sauren Milieu selbst protoniert wird und langsamer lauft als die Cl-lonen. Es
entsteht zwischen dem Leition (CI) und dem Folgeion (Glycin) ein Bereich mit sehr
hoher Spannung, in dem die Proteine fokussieren. Dies ist nur mdglich, da SDS
(Natriumdodecylsulfat) den Gelen zugesetzt wird, welches die Tertidr- und Quartar-
Struktur der Proteine aufbricht und dieses in einem konstanten Masse/Ladung-
Verhaltniss negativ ladt. Beim Erreichen des Trenngels schlagt die Ladung des Glycin
um und die Proteine werden nach ihrer Gréf3e im Gel aufgetrennt.

Verwendet werden Trenngele von 7,5% bis 15% (siehe Tabelle 5) mit einem 5%
Sammelgel nach Laemmli (Laemmli, 1970). Gegossen werden die Gele in Biorad Mini-

Protean VI® Kammern (Biorad, Miinchen). Die Uberschichtung des gegossenen
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Trenngels mit Isopropanol gewahrleistet eine gerade Lauffront. Nach der
Trenngelpolymerisation und dem Entfernen des Alkohols wird das Sammelgel
aufgegossen und es werden Kadmme zur Erzeugung der Auftragstaschen luftblasenfrei
eingesetzt. Polymerisierte Gele kdnnen in Feuchten Tldchern und Frischhaltefolie eine
Woche bei 4°C gelagert werden. Bei der Herstellung sowohl des Trenn- als auch der
Sammelgels ist darauf zu achten, dass APS (Ammoniumperoxodisulfat) als
Radikalbildner und TEMED (N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin, Serva, Heidelberg) als
Radikalstabilisator zuletzt zugegeben werden, da mit deren Zugabe die
Polymerisationsreaktion beginnt.

Proben fiir die Elektrophorese werden mit 6-fach Auftragspuffer versetzt und 5 Minuten
bei 95°C aufgekocht. Durchgefihrt wird die Elektrophorese bei 130V fir ca. 1h in SDS-
Laufpuffer.

fir 2 Trenngele Trenngel 7,5% Trenngel 12,5% Trenngel 15%
Acrylamid-Stamm-Lsg. 5 mi 8,3 mi 10 ml
mQ 11 ml 7,7 ml 6 mi
2 M Tris/HCL pH 8,8 3,72 ml
10% SDS (w/v) 200 pl
10% APS (w/v) 200 pl
TEMED 6,7 ul

Tabelle 5: Mengenzusammensetzung der PAGE-Trenngele in verschiedenen Konzentrationen
fur 2 Trenngele bei einem Gesamtvolumen von 20 ml.

Sammelgel 5% (10 ml): 1.7 ml Akrylamid-Stammlésung
6,9 ml mQ
1,25 ml 1M Tris/HCI pH 6,6
100 pl 10% (w/v) SDS
150 pl 10% (w/v) APS
5 ul TEMED

6-fach Auftragspuffer: 350 mM Tris/HCI pH6,6
30% Glycerin (v/v)
10% SDS (w/v)
0,5% Bromphenolblau (w/v)
10% R-Mercaptoethanol (v/v) (mdglichst frisch zugeben)

10-fach SDS-Laufpuffer: 1,9 M Glycin
1% SDS (w/v)
250mM Tris pH 8,3
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4.5.12. Coomassiefarbung

Zur Detektion der Proteine im PAGE-Gel werden diese Coomassie-gefarbt. Hierfir
werden die PAGE-Gele nach der Elektrophorese fur wenige Stunden bis Uber Nacht in
die Coomassie-Lésung gelegt und unter langsamen Schitteln inkubiert. Entfarbt werden

die Gele durch Uberfiihren in Entfarber-Lésung, welche mehrmals gewechselt werden

muss.
Coomassie-L6sung: 40% Methaol (v/v)

10% Eisessig (v/v)

0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v)
Entfarber-Losung: 40% Methanol (v/v)

10% Eisessig (v/v)

4.5.13. Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde nach der Methode von Blum (Blum et al., 1987) durchgeflhrt.
Der Vorteil einer Silberfarbung liegt in der hohen Sensitivitit. Es kénnen noch
Proteinmengen von 1 bis 10 ng nachgewiesen werden.

Zuerst werden die Proteine im Gel fixiert und anschlie®end gewaschen. Es folgt eine
Sensibilisierung der Proteine mit Natriumthiosulfat und erneutes Waschen. Bei der
Impragnierung mit Silbernitrat werden Silber-lonen von geladenen Resten der Proteine
komplexiert und es kommt zu einer Silberkeimbildung. Es folgen ein erneuter
Waschschritt und die Entwicklung. Im Entwicklungsschritt kommt unter anderem auch
das Reduktionsmittel Natriumthiosulfat zum Einsatz, welches ahnlich wie in der
Photographie die Silber-lonen reduziert. Dabei werden zuerst die Silbernitratkeime
reduziert, da ihr Redoxpotential etwas hoher liegt als bei freien Silber-lonen. Die
Entwicklungsreaktion darf nicht zu lange andauern, da sonst auch freie Silber-lonen
reduziert werden (Hintergrund). Hierzu wird mit Wasser gewaschen und mit einer
Methanol/Eisessiglésung abgestoppt. Der letzte Schritt ist eine Waschung mit Methanol.

In dieser Waschlésung ist das Gel einige Wochen bei 4°C stabil.
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Schritt Dauer Agentien
Fixieren > 1h 50% MeOH, 12% HAc, 0,02% FA (Formaldehyd)
Waschen 3x 20 min 50% EtOH
Sensibilisieren 60 sec 0,02% Natriumthiosulfat (w/v)
Waschen 3x 20 sec mQ
Impragnieren 20 min 0,2% Silbernitrat (w/v), 0,03% FA
Waschen 3x 20 sec mQ
Entwickeln <10 min 6% Natriumcarbonat (w/v), 0,02% FA, 0,0004%
Natriumthiosulfat (w/v)
Waschen 2x 2 min mQ
Abstoppen 10 min 50% MeOH, 12% HAc
Waschen > 20 min 50% MeOH

Tabelle 6: Silberfairbung nach Blum (1987). In der obigen Tabelle sind die Schritte, deren
Dauer und die verwendeten Losungen fir eine Silberfarbung an PAGE-Gelen aufgelistet.

4.5.14. Western-Blots

Zur immunologischen Detektion wurden die Proteine nach Auftrennung durch PAGE auf
Nitrozellulose-Membranen Ubertragen und fixiert. Hierfir wird zuvor in Puffer A
equilibrierte Nitrozellulose (Protran Nitrozellulose-Transfarmembran, Porengrofie 2um,
Whatman) mit dem zu blottenden Gel luftblasenfrei belegt und in eine Haltevorrichtung
eingespannt. Das Tankblotten erfolgt gekuhlt (durch Kihlraum oder Kihlakku) bei 100V
und 350 mA flr 1 h im Puffer A (Mini-Trans-Blot® Kammer, Biorad, Miinchen).

10x Puffer A: 1,92 M Glycin
250 mM Tris/HCL pH 8,3

4.5.15. Ponceau S Farbung

Zur Detektion der erfolgreich auf Nitrozellulose transferierten Proteine werden die
Membranen nach dem Blotten zweimal fir 5 min mit mQ gewaschen und anschlieend

fur funf bis zehn Minuten mit Ponceau S Uberschichtet. Zur Entfernung des Hintergrunds

119



Material und Methoden

wird mehrmals mit mQ gewaschen, bis die Proteinbanden zu erkennen sind. Diese

lassen sich durch weiteres Waschen auch entfarben.

Ponceau S: 0,6% TCA (Trichloressigsaure) (v/v)
0,4% Ponceau

4.5.16. Immunodetektion

Nach dem Proteintransfer auf die Membran und eventueller Ponceau S Farbung wird
diese mit TBS (tris buffered saline) gewaschen und im Anschluss mit 1% (w/v)
Rinderserumalbumin (BSA, Fulka) oder 5% (w/v) Magermilchpulver (Saliter, Kempten) in
TBS fir eine Stunde unter langsamen Schitteln geblockt. Dem Blocken folgte die
einstiindige Dekoration mit dem primaren Antikorper verdinnt in 1% BSA in TBS mit
0,02% NaN;. Im Anschluss wird sechsmal fir je finf Minuten mit TBST (tris buffered
saline + tween) gewaschen und fir eine Stunde mit dem sekundaren Antikdrper (anti-
Rabbit aus Ziege, Sigma), gekoppelt mit Alkalischer Phosphatase (AP), dekoriert. Nach
erneutem sechsmaligen Waschen fiur je funf Minuten mit TBST wird die Membran funf
Minuten in AP-Puffer equilibriert. Im Anschluss wird die Farbreaktion zur Detektion
gestartet. Hierflr wird die Membran in Dunkelheit mit 5 ml der AP-Farbelésung inkubiert,
bis Banden sichtbar werden. Abgestoppt wird die Farbreaktion durch Waschen der
Membran mit mQ. Die fertig entwickelten Blots kénnen in mQ dunkel mehrere Tage

aufbewahrt werden, dann beginnen sie nachzudunkeln.

10x TBS: 200 mM Tris/HCI
1,5 M NaCl
pH 7,5 mit HCI einstellen

TBST: 1x TBS
0,05% Tween 20 (v/v)

AP-Puffer: 100 mM NaCl
5 mM MgCl,
100 mM Tris/HCI
pH 9,5 mit NaOH einstellen

NBT-Stamml&sung: 5% NBT (w/v) (Nitrotetrazoliumblau, Boehringer, Ingelheim)
in 70% DMF (Dimethylformamid)
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BCIP-Stammlésung: 5% BCIP (w/v) (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat,
Boehringer, Ingelheim) in 100% DMF (Dimethylformamid)

AP-Farbeldsung: 5 ml AP-Puffer
30 uI NBT
15 pl BCIP

In der folgenden Tabelle werden die verwendeten Antikérper mit Verdiinnung (in TBST,
1% BSA, 0,02% NaN3) und Herkunft fir die Immunodetektion aufgelistet:

Antikorper gewonnen aus Verdiinnung fir Westen-Blot
a-PEX10 Hase 1:1000
a-gMDH Hase 1:3000
a-VIPP Hase 1:2000
goat- a-rabbit IgG (H+L)-AP- Ziege 1:50000
Konjugat (Milipore)
a-T7-AP-Konjugat (Novagen) Maus 1:10000

Tabelle 7: Antikorperliste

4.5.17. Bradford

Zur Ermittlung des Proteingehalts einer Lésung wird standardmafig ein Bradford-Assay
durchgeflhrt. Diese photometrische Nachweismethode detektiert Proteinkonzentrationen
in der Grélkenordnung von 0,5 pg Protein/ml, im glnstigsten Fall sogar bis 0,05 ug
Protein/ml. Die Detektionssensitivitat ist von der Aminosaurezusammensetzung des
jeweiligen Proteins abhangig zu machen, da der Farbstoff im Bradford-Reagenz,
Coomassie-Brilliantblue G250, als Hauptreaktionspartner die geladene, polare
Aminosaure Arginin bevorzugt. Es werden auch die Aminosauren Lys, His, Thr, Phe und
Trp gebunden. Gemessen wird bei einer Wellenlange von 595 nm, da sich das
Absorbtionsmaximum des Farbstoffes in Anwesenheit von Protein von 465 nm nach 595
nm verschiebt. Als Absorptionskoeffizient von Coomassie Brillant Blau an BSA wurde als
0,058 I/mol cm ermittelt. Es werden Dreifachestimmungen nach dem Probenansatz in

Tabelle 8 gemessen.:
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zu messende Probe Nullwert
X ul Probe -
200yl Bradford-Lésung 200 pl Bradford-Lésung
(800-x) I mMQ 800 ul mQ

Tabelle 8: Messansatz zu Proteinbestimmung mittels Bradford.

4.5.18. Prazipitation von Proteinen

Zur Erhéhung der Proteinkonzentration werden Proteine ausgefallt und in geringerem
Volumen wieder resuspendiert. Angewendet wurden sowohl die Prazipitation mittels
Trichloressigsaure als auch die Aceton-Fallung.

Proteine werden mittels Trichloressigsaure (TCA) gefallt, wenn schon eine
Proteinkonzentration von >5 pg/ml vorliegt. Dazu wird zum Vollumen der Probe das
gleiche Vollumen an 100% TCA zugegeben und gevortext. Nach einer Inkubation von 20
min auf Eis wird die Probe fir 10 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach
verwerfen des Uberstandes wird das Prazipitat in einem kleinen Volumen NaOH geldst
und kann weiterverwendet werden.

Die Acetonfallung eignet sich bei Proteinkonzentrationen <1 pg/ml. Es werden zur Probe
funf Volumen kalter Aceton (-20°C) zugegeben und gevortext. Nach einer Inkubation bei
-20°C fur 30 min erfolgt die Pelletierung der Proteine bei 10000g und 4°C fir 5 min. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet. Nach I6sen der Proteine

im gewlnschten Puffer kbnnen diese weiterverwendet werden.

4.6. Physiologische Experimente

4.6.1. Fluorometrie

Mittels des portablen Fluorometers PAM-2000 (Pulse-Amplitude-Modifier, Walz-
Effeltrich, Deutschland) ist es moglich Photosynthese-Parameter auf Basis der
Chlorophyll-Fluoreszenz zu bestimmen. Hierbei wird nach einem Lichtpuls die

Fluoreszenz des Photosystems Il bestimmt, welche Einsicht in den Elektronentransport
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durch den Plastoquinon-pool liefert. Der wichtigste daraus errechnete Wert ist die

photosynthetische Leistung Y (photosynthetic yield), welche wie folgt definiert ist:

Y= (Fm'-Ft)/Fm’

Dabei stellt Fm™ die maximale Fluoreszenzleistung eines lichtadaptierten Blattes und Ft

die gemessene Fluoreszenz zum Zeitpunkt t dar.

4.6.2. Proteomik an Chloroplastenenvelopes

Die Proteomik an isolierten Chloroplastenenvelopes wurde in Kooperation mit der AG
Weckwerth  (Max-Planck-Institut flir Molekulare Pflanzenphysiologie, Potsdam)
durchgeflhrt.

Zur Vorreinigung der Chloroplastenenvelopes wird sowohl die Wildtyp-Probe als auch
die PEX10AZn-Probe zuerst Uber SDS-PAGE gereinigt und ,gestreckt‘. Nach
vollendetem Gellauf werden die Gelbanen der beiden Proben ausgeschnitten und in je 8
gleiche Teile zerschnitten und in je ein Reaktionsgefall Gberflhrt.

Im Folgenden werden die Gelstlcke fur 10 min in mQ unter Schutteln gewaschen. Nach
Verwerfen der Flissigkeit schitteln die Gelstiicke fir 10 min in 0,1 M NH;HCO;. Es wird
das gleiche Volumen an Acetonitril zugegeben und erneut fir 10 min geschiittelt. Die
Flissigkeit wird abgenommen und verworfen. Sind die Gelstlicke noch nicht vollstandig
entfarbt, so wird erneut mit NH;HCO; und Acetonitril gewaschen. Diese Prozedur wird
wiederholt, bis die Gelstlicke vollstandig entfarbt sind.

Die Gelstlicke werden an der Speedvac bis zur Trockene einrotiert und im Anschluss mit
Verdaupuffer versehen, bis sie gut bedeckt sind. Nach einer halben Stunde Inkubation
bei RT wird die Flissigkeit abgenommen und verworfen. Die Gelsticke werden mit
Verdaupuffer ohne Trypsin Uberschichtet und Uber Nacht bei 37°C langsam invertiert.
Nach der Zugabe von 40 pl 5% Ameisensaure (v/v) werden die Proben 5 min geschuttelt
und die Flussigkeit wird in ein neues Reaktionsgefaly uberfuhrt. Die Gelstlicke werden
fur 45 min bei RT mit 200pl 1% Ameisensaure (v/v), 5% Acetonitril (v/v) unter Schitteln
inkubiert und der daraus resultierende Uberstand wird mit dem vorhergehenden der
jeweiligen Probe vereint. Im Anschluss werden die Gelstlcke fir 45 min bei RT mit 200l
1% Ameisensaure (v/v), 50% Acetonitril (v/v) unter Schutteln inkubiert und der daraus

resultierende Uberstand wird mit den anderen jeweiligen Probe vereint. SchlieRlich
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werden die Gelstiicke fir 45 min bei RT mit 200ul 1% Ameisensaure (v/v), 90%
Acetonitril (v/v) unter Schiitteln inkubiert und der daraus resultierende Uberstand wird mit
den anderen jeweiligen Probe vereint. Die Gelstiicke werden verworfen, die Flussigkeit
wird einrotiert und das Pellet bis zur Vermessung bei -20°C gelagert.

Die Pellets werden in 0,1% Ameisensaure (v/v), 20% Acetonitril (v/v) gelést und
massenspektrometrisch in einer GC-TOF-MS-Apparatur (Gaschromatographie-time-of-
flight-Massenspektrometer) vermessen. Die so erhaltenen Chromatogramme wurden
mittels der LECO®ChromaTOF™ Software und der Golmer Spektrenbibliothek
GMD@CSB.DB abgeglichen und aus den Daten die in den Proben enthaltenden Proteine
ermittelt.

Verdaupuffer: 25 mM NH4HCO;
10% Acetonitril (v/v)
5 mM CacCl,
12,5 ng/ul Trypsin (Roche)

4.7. Mikroskopie

4.7.1. Confocale Laserscanning-Mikroskopie (CLSM)

Pflanzenmaterial zur Betrachtung am Confocalen Laserscanning-Mikroskop (Fluoview
FV 1000, Olympus, Japan) wird sowohl auf Erde als auch auf MS-Platten angezogen.
Die zu betrachtenden Pflanzen oder Pflanzenteile werden sofort auf einen vorbereiteten
Objekttrager mit MS-Medium gelegt und mit einem Deckglas versehen. Dieses wird nicht
zu fest angedrickt, da sonst das Praparat zerdrickt wird. Die Auswahl des zu
betrachtenden Bereichs wird unter Durchlicht entschieden.

Die Fluoreszenzaufnahmen werden in Dunkelheit gemacht, flr das Flurochrom GFP wird
mit einem Laser der Wellenlange 488 nm (6-7,5% Laserstarke und eine Lichtintensitat
zwischen 390 und 490 hv) angeregt, detektiert wird im Bereich von 500 nm bis 510 nm.
Die Excitation des MitoTracker® Orange erfolgt bei einer Wellenlange von 561 nm
(10,5% Laserstarke und eine Lichtintensitat zwischen 440 und 490 hv), detektiert wird im
Bereich von 570 nm bis 598 nm. Die Autofluoreszenz von Chlorophyll ist nach einer
Anregung bei 488 nm (6-7,5% Laserstarke und eine Lichtintensitat mit 440 hv) bei 592
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nm bis 630 nm zu detektieren. Die Rauschunterdriickung wird zwischen 20% und 50%
gehalten, die Durchlichtstarke muss der Objektdicke angepasst werden.

Verwendet wurden die Objektive 10x (UPLFLN 10x, NA: 0,30), 40x (PLABPO 40x, NA:
0,90) und 60x (UPLSAPO 60x W, NA: 1,20).

4.7.2. Elektronenmikroskopie

Die Proben, Kotyledonen und Blatter, werden unter dem Binokular mit einer neuen
Rasierklinge in Cacodylat-Puffer mit Fixans in etwa 1x1 mm grofl3e Stlicke geschnitten.
Die Proben werden 30 min bis 2 h auf Eis inkubiert, um eine vollstandige Infiltration mit
dem Fixans und den Erhalt der Enzymaktivitat der Katalase flr die DAB-Farbung zu
gewahrleisten. In der folgenden Stunde wird viermal mit Cacodylat-Puffer gewaschen
(auf Eis) und anschliefend bei RT fir 2 h mit 2% DAB in Cacodylat-Puffer inkubiert.
Nach einer Inkubation Gber Nacht in Cacodylat-Puffer mit 2% DAB und 0,03% H,O, wird
die Probe flir zweimal 15 min und einmal 30 min in Cacodylat-Puffer gewaschen. Es folgt
eine Behandlung mit 1% OsO, in Cacodylat-Puffer fir 160 min und ein anschliefender
Waschschritt fir 30 min in Cacodylat-Puffer. Im Anschluss wird mit ddH,O fir 30 min und
zweimal fur 15 min gewaschen.

Entwassert werden die Proben in 10% Aceton (35 min), 20% Aceton (Uber Nacht), 20%
Aceton, 1% UrAc (35 min), 40% Aceton (30 min), 60% Aceton (30 min), 80% Aceton (35
min) und 100% Aceton fur insgesamt 2 h mit regelmafigem Acetontausch.

Eingebettet werden die Proben in einem 1:1 Gemisch aus Spurrs’ niedrigviskosem Harz
und Aceton Uber Nacht. Es folgt ein Inkubationsschritt mit einem Harz/Acetonverhaltniss
von 2:1 fir 2 h und anschlieRende eine Inkubation im Harz fir mindestens 4 h. Die

Auspolymerisierung erfolgt bei 63°C fiir 12 h.

Cacodylat-Puffer: 2 mM MgClI2
75 mM Natriumcacodylat pH 7,0

Fixans: 2,5% Glutaraldehyd (v/v)
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4.8. Klonierungsstrategien

4.8.1. PEX10-T7-6xHis-Tag in E. coli/ A. thaliana

Ziel dieser Klonierung war es, PEX10 mit einem T7- und einem 6xHis-Tag fur die
Expression sowohl in E. coli als auch in A. thaliana zu versehen. Zur Amplifikation der
PEX10-cDNA werden die Primer PEX10 sense bin und PEX10 asense bin verwendet
(siehe Oligonukleotide). Die amapifizierte PEX10-cDNA  wird mittels der
Restriktionsschnittstellen BamHI und Sacl in das Plasmid pET28a (Novagen) ligiert.
Dieses Plasmid tragt N-terminal vor der MCS (multible cloning site) sowohl den T7- und
6xHis-Tag und ermdglicht eine Uberexpression von PEX10-T7-6xHis-Tag in E. coli. Als
Uberexpressionsstamm dient Rosetta 2 (DE3) (Novagen).

Zur Expression in A. thaliana wird PEX10-T7-6xHis-Tag mittels Restriktionsverdau
(Ncol/Pmll) aus pET28a ausgeschnitten und in das Ncol/Pmll-verdaute bindre Plasmid
pCAMBIA1301 ligiert. Hierbei wird in der T-DNA-Region von pCAMBIA1301 das GUS-
Reportergen durch PEX10-T7-6xHis-Tag ersetzt.

Im Folgenden sind die cDNA von PEX10-T7-6xHis-Tag und dessen in silico-Transkript,
pET28a mit MCS und pCAMBIA1301 mit T-DNA-Region aufgelistet:

cDNA von PEX10-T7-6xHis-Tag (1248 bp):

agcagcggcctggtgccgcgcecggcagecat
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Proteinsequenz von PEX10-T7-6xHis-Tag (46158 Da):

Farbcode-Erklarung: BXElSENEE, T7-Tag, PEX10
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pET28a mit MCS:

Xho I(158)
Not I(166)
Eag 1(166)
Hind NI{173)
Sal 1(179)
Sac (190)
EcoR |(192)
BamH I(198)
11021 Nhe [(231)
Bpu1102 1(80) Nde 1(238)
Nco 1(296)

Dra 111(5127)

PVU 1(4426)
Sgf 1(4426)

Sma 1(4300) Miu 1(1123)

Bel 1(1137)

Cla l(4117)

?
Nru 1(4083) 3 || |Bste ne13o0s)
pET-28a(+) £ || Mva 1334
(5369bp) &
L
BssH 11(1534)
Eco57 1(3772) EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)
AIWN 1(3640)
BssS 1(3397) PshA 1(1968)
BspLU11 |(3224) Bal 1(2187)
Sap 1(3108) Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) Psp5 11(2230)
Tth111 1(2969)
MCS pET-28a(+)
T7 promoter primer #69348-3
PET upstream primer #69214-3 WT,,_" o of ol bs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTETGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
_Neol HisTag _Ndel Nhel  TrTag

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGETGCCGCGUGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA
HelGIySerSerPlsHlsHlsHlaHlsP|sSerSerGIyLeuVulProﬂr?GIISerklsNelAIaSerHelihrGlyGIyGInGIn
Eag| thrombin
BamH | EcoR | _Sac| Sall Hipdlll _ Notl  Xhol His*Tag
ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGE TTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE pET-28al+)
MetGlyArgGlySerGluPheClulevArgArgGinAloCyst | yArgThrArgAloProProProProProleuArgSerGlyCysEnd

.. GCTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCCACAAGCTTGCGGCCECACTCCAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGCTAACAAAGCCC  pET-2BbI(+)
GlyArgAspProAsnSerSerSerValAsplysleuAlodlaAloleuGluHisHisHisHIsHIsHIsEnd

.. .GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28ec(+)
_ClyArglileArglieArgAloProSerThrSerLleulrgProtisSerSerThrThrTheThrTheThrGlul leArgleuleuThrlysPro. .

Bpul10z | T7 t
GAAAGGAAGCTGAGTTGECTGL TGLCACCGLTCAGCAATAACTAGCATAACCCCTTEEEGCCTCTAAACGGGTCTTCGAGGGGTTTTTTE

-—
T7 terminator pnmer #69337-3
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pCAMBIA1301 mit T-DNA-Region:

Catalase Intron

gusA176
GUS First Exon gusA-354
35S promoter gusA350
LAC ZALPHA gusA478
MCS —4  gusA-648
CAMV3SS oW _ QUSATT9
/ . gusA Second Exon
L gusA-952
HYG(R) / \ - gusA1099
. | gusA-1256
POLYASITE ¥ pCamblats0T 1|\ qusAtd03
TBORDER (L) — P . gusA-1400
gusA-1551
\ gusA1701
kanamycin (R) ~ NOS polyA
8 T-BORDER (R)
pBR322 ori pVS1 Sta
pBR322 bom site pVS1-REP
T-DNA-Region pCambia1301
5607 bp by it

7
Xho 1(280) ea L (B217)

T border (L)

Bst EII (5266)
T-border (R)

Xho 1(1374) Bsr XI(2161)

Catalase Intron NOS POLYA
GUS First Exon Histidine tag
35S promoter Gus Second Exon

CaMV35S polyA  hygromycin
LacZ alpha
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4.8.2. AtCP1-T7-6xHis-Tag

Zur Uberexpression in E. coli wurde die cDNA von AtCP1 mit den Primern Sense T7
pPET28 und Antisense T7 pET28 (siehe Oligonukleotide) amlifiziert und mittels
BamHI/Xhol-Verdau in pET28a kloniert. Als Uberexpressionsstamm dient Rosetta 2
(DE3) (Novagen).

Es ist die cDNA- und Protein-Sequenz von AtCP1 aufgelistet. Die Vektorkarte mit MCS

von pET28a ist im vorangehenden Abschnitt zu finden.

cDNA von AtCP1-T7-6xHis-Tag (585 bp):

agcagcggcctggtgccgcgcggcagccat-
cgcggatcc

o]
-+
«Q
Q
Q0
Q
o]
Q
Q
Q
Q0
I

Proteinsequenz von AtCP1-T7-6xHis-Tag (20755 Da):
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4.8.3. PEX10 N- + C-Terminus

Terminus von PEX10 wird mit den Primern nc-cterm-s und nc-cterm-as amplifiziert und
nach Restriktionsverdau BamHI/Xbal in das Plasmid pEZS-CL kloniert.
Im folgenden ist die cDNA- und Protein-Sequenz von PEX10 N- + C-Terminus

aufgelistet:

O
O
Z
>
<
o
>
o
m
X
-
o
Z
T
+
QO
_|
[}
=
3
>
C
n
©
\l
()]
O
°

GGTACCGCGGGCCCGGGATCC

Proteinsequenz von PEX10 N- + C-Terminus (35665 Da):

GTAGPGS

13
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pCSZ-CL:

Y
Hind IIT__ pEZS-CL
S0 1= 5695 bp
%
Q%'o
« o7
% '
3 q Kb

"

;J// :k

¢ T,

Kpnl Sacll Apal Smal Bl Xbal

MCS von pCSZ-CL:
EcoRlI
giaattctgcagtcgacggtaclcgc1gggcclc1gglgatccaccggggccgcgactlctaga
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5.

5.1.

Anhang

ColorPlus Prestained

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder

Verwendete DNA- und Protein-Marker

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

Protein Marker (NEB) (Fermentas) (Fermentas)
. WDa bpng0Spe % tp bpng0Spg %
— 175
o 8 o
- 20 10000 450 0 00 y N
/, @00 S ) (E——/ / 7 14.
=2 R — S — Ry
N 5 ~ 700 450 90 Kl 70 — / 4000 300 6.0
R — R =" i %9 i
“ 00 118 . — Sl —_— , ,
X —~ 400 &0 80 = — 2500 %gO gU
_— - 46 2 .20 20 80 [Penll % S Rl -~ 2000 250 50
2 -20 &0 80 [El- 400 = Lo — 1500 250 50
- »
100 400 80 _—— 1000 60.0 120
-3 % ! - g ~750 250 50
- 3 - 500 250 50
-23 = — ol 1 -
0.5 50kns, 8¢ Naah o8 L 250 250 50
1XTBE. 5VWom 1 h = 2
] 2
17 : 2
-] - 100 ]
7 % o
- - 0.5 patane, 8 cm length gal,
0.5 ppiane, 20 om ke o,
T s v anROR O 4 TAE, 7Viem, 45 min
5.2. Glycerinstocks
Konstrukt Plasmid Vektor Resistenz/en | Reporter
Plasmide
pET28a DH5a Kan -
pEZS-CL DH5a Amp EGFP
pCambia1301 DH5a Kan, Hyg GUS
Klone in DH5a
PEX10-T7-6xHis pET28a DH5a Kan -
PEX10 N- + C- pEZS-CL DH5a Amp EGFP
Terminus
ATCP1-T7-6xHis RAFL4 DH5a Amp -
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Uberexpressionsklone

PEX10-T7-6xHis pET28a Rosetta 2 (DE3) Kan, Chlor -

ATCP1-T7-6xHis pET28a Rosetta 2 (DE3) Kan, Chlor -
Klone in bindren Vektoren

PEX10-T7-6xHis pCambia1301 DHb5a Kan, Hyg -

PEX10-T7-6xHis pCambia1301 A. thumefaciens Kan, Hyg -

Tabelle 9: Lister der im Zuge dieser Arbeit angelegten Glycerinkulturen. Antibiotika: Amp=
Ampecilin (50 pg/ml), Chlor= Chloramphenikol (34 pg/ml), Hyg= Hygromycin (in Pflanze, 100
pg/ml), Kan= Kanamycin (25 pg/ml).
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