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VIII

Abkirzungen

ACP Acyl Carrier Protein

ANTS 8-Aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonsdure
At Arabidopsis thaliana

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)
CAZy Carbohydrate-Active enZY mes database
CDGD1 Glykosyltransferasedoméne der DGD1
cDNA zur mRNA komplementére DNA

CL Cardiolipin

CoA Coenzym A

Col Columbia

DAG Diacylglycerin

DC Dunnschichtchromatographie

deion. deionisiert

DGDG Digalaktosyldiacylglycerin

DIK Differentialinterferenzkontrast

DNA Desoxyribonucleinsdure

DPX p-Xylene-bis-pyridiniumbromid

E. coli Escherichia coli

EMS Ethanmethylsulfonat

ER Endoplasmatisches Reticulum

EST Expressed sequence tag

FID Flammenionisationsdetektor

G3P Glycerol-3-phosphat

GC Gaschromatographie

GGGT Galaktolipid:Galaktolipid Galaktosyltransferase (jetzt SFR2)
GIcA Glukoronséure (engl. glucoronic acid)
GIcADG Glukuronosyldiacylglycerin

HRP Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)
kDa Kilo Dalton

LHC Lichtsammelkomplex (engl. Light-harvesting complex)
LHCII Lichtsammelkomplex des Photosystems Il
Lj Lotus japonicus

LUV grolRe (engl. large) unilamellare Vesikel
MGDG Monogalaktosyldiacylglycerin

MGlcDG Monoglycosyldiacylglycerin

MLV multilamellare Vesikel

mol% Mol-Prozent

MRNA Boten-RNA (engl. messenger RNA)
NDGD1 N-Terminaler Bereich von DGD1
Ni2*-NTA Nickel-Nitrilotriacetat

oD optische Dichte

PA Phosphatidsaure (engl. phosphatidic acid)
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PAM Puls-Amplituden-Modulation

PAP PA Phosphatase

PC Phosphatidylcholin



PCR

PE

PG

Pl

PIPES
PL

PS

PSI

PSII
Q-TOF MS
RNA
RNAse
rpm

RT

sn
SQDG
TAG
TAP
T-DNA
TriGDG
UDP
UDP-Gal
UDP-Glc
uLv
WT

Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylglycerin

Phosphatidylinositol

1,4-Piperazinediethansulfonsdure

Phospholipase

Phosphatidylserin

Photosystem |

Photosystem Il

Quadrupol Time-Of-Flight Massenspektrometer
Ribonukleinséure (engl. ribonucleic acid)

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
Raumtemperatur

stereospezifische Nummerierung
Sulfoquinovosyldiacylglycerin

Triacylglycerin

Tandem Affinitatsreinigung (engl. tandem affinity purification)
Transfer-DNA

Trigalaktosyldiacylglycerin

Uridindiphosphat

UDP-Galaktose

UDP-Glucose

unilamellare Vesikel

Wildtyp

Fettsduren werden X:Y abgekirzt, wobei X der Anzahl der Kohlenstoffatome und Y der Anzahl der

Doppelbindungen entspricht.

Die Reihenfolge der angegebenen Fettsduren eines Glycerolipides entsprechen, wenn nicht anders

angegeben, der jeweiligen sn-Konfiguration (snl1/sn2).
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1 Einleitung

1.1 Lipide in Pflanzen

Lipide gehoren neben den Kohlenhydraten und Proteinen zu den Hauptbausteinen der Zellen aller
Organismen. Generell werden Substanzen als Lipide bezeichnet, die aufgrund ihrer Polaritét in Wasser
unléslich sind. Diese Eigenschaft wird auch als Hydrophobie bezeichnet. Lipide 16sen sich in unpolaren
Losungsmitteln wie z.B. Chloroform. In biologischen Systemen fungieren sie u.a. als Energiespeicher
(Ole/Fette), Pigmente (wie Chlorophyll oder die Carotinoide) oder auch Signalmolekiile. Durch ihre
Fahigkeit zur Ausbildung von Membranen sind die Membranlipide essentiell fir die Funktionalitat der
Zellen. Die Membranen bilden die Barriere zu der AufRenwelt und unterteilen die biologischen Prozesse
tber die Zellorganellen, wie z.B. Chloroplasten oder Mitochondrien, in einzelne Kompartimente. Die
Lipidmatrix der Membranen dient auch zu der Einbettung vieler durch Proteine vermittelter biologischer
Prozesse. Zum Beispiel ist die gesamte photosynthetische Elektronentransportkette innerhalb des
Endomembransystems der Chloroplasten, der Grana- und Stromathylakoide, lokalisiert. Membranlipide
sind amphiphil, d.h. sie besitzen einen hydrophilen und einen hydrophoben Teil. In den
Lipiddoppelschichten (,,Bilayer) biologischer Membranen weisen die hydrophilen Kopfgruppen der
Lipide zu der wassrigen Umgebung, wéahrend der hydrophobe Teil in das Innere der Doppelschicht zeigt.
Pflanzliche Membranen sind hauptsachlich aus Phosphoglycerolipiden sowie Glykoglycerolipiden
aufgebaut, die den Glycerolipiden zugeordnet werden. Die drei Kohlenstoffatome des fiir die
Glycerolipide charakteristischen Glycerinriickgrates werden (ber die sn-Nomenklatur (sn =
stereospezifische Nummerierung) unterschieden (Abbildung 1). Fur die sn-Nomenklatur steht die an das
chirale C-Atom gebundene Hydroxygruppe in der Fisher-Projektion immer links. Das chirale C-Atom
des Glycerins in Glycerolipiden ist das C2-Atom. Das C-Atom uber dem chiralen Zentrum wird als C1,

das unterste als C3 bezeichnet.

H
H—C—O-R,
D)
R,-0=—C*=H
H—C—O-R,
H

Abbildung 1: sn-Nomenklatur des Glycerolipide.

Das C1- und C2-Atom ist in der Regel mit je einer Fettsdure verestert. Fettsauren sind aliphatische
Monocarbonsduren. Pflanzliche Fettsduren haben eine Kettenlénge von 12-22 C-Atomen, wobei die

C16- und C18-Fettsduren uUberwiegen. Ungeséattigte Fettsduren mit einer oder mehreren
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Doppelbindungen (in héheren Pflanzen bis zu drei) werden von den geséttigten Fettsduren ohne
Doppelbindungen abgegrenzt. Fettsduren werden in der Regel in der Kurzform beschrieben. Zum
Beispiel ist die Kurzform fiir die Hexadecatriensiure ,,16:3%, hierbei beschreibt die erste Ziffer die
Anzahl der Kohlenstoffatome und die Ziffer nach dem Doppelpunkt die Anzahl der Doppelbindungen.
Die polare Kopfgruppe der Phospho- und Glykoglycerolipide ist in Eukaryoten immer an der sn3-
Position, d.h. sie ist an das C3-Atom gebunden. Die Phosphatgruppe der Kopfgruppe der Phospholipide
ist mit diesem C-Atom verestert, wahrenddessen die Zuckerkopfgruppe der Glykolipide (ber eine
glykosidische Bindung gebunden wird. Die sogenannten Galaktolipide Monogalaktosyldiacylglycerin
(MGDG) und Digalaktosyldiacylglycerin (DGDG) sind die in Pflanzen vorherrschenden
Glykoglycerolipide. Die Kopfgruppe dieser Lipide ist aus einem oder mehreren Galaktosemolekiilen
aufgebaut. Weitere Glykoglycerolipide in Pflanzen sind Sulfoquinovosyldiacylglycerin (SQDG) und
Glukuronosyldiacylglycerin (GICADG).

1.1.1 Strukturen der Membranlipide in wassriger Umgebung

In Abhdngigkeit von ihrer Molekdlstruktur zeigen die Glycerolipide ein unterschiedliches Verhalten in
wassriger Umgebung. Membranen die mit Lipiden mit einer kleinen Kopfgruppe und/oder mehrfach
ungesattigten Fettsduren angereichert sind (wie MGDG oder Phosphatidsaure (PA)), neigen zu der
Ausbildung der sogenannten hexagonalen Hll-Phase (s. Abbildung 2 A) (Shipley et al., 1973; Bruce,
1998). Diese Lipide werden auch als nicht-bilayerstabilisierende Lipide bezeichnet. VVon diesen Lipiden
werden die bilayerstabilisierenden Lipide wie Phosphatidylcholin (PC) und DGDG abgegrenzt. Diese
haben eine groRere Kopfgruppe sowie zumeist einen hoheren Sattigungsgrad der Fettsauren.
Membranen die mit bilayerstabilisierenden Lipiden angereichert sind, neigen zu der Ausbildung der
lamellaren L-Phase. Durch den Ringschluss dieser Doppelmembran entstehen Lipidkugeln, die mit der

wassrigen Losung gefullt sind (s. Abbildung 2 B). Diese werden Liposomen oder auch Vesikel genannt.

%\% iy
Ny,
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.4
o~ L Mpran
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1

hexagonale HII-Phase lamellare L-Phase Liposom/ Vesikel

Abbildung 2: Lipidstrukturen in wassriger Umgebung. A Hexagonale HII-Phase und lamellare L-Phase.
Die Ausbildung dieser Phasen ist von mehreren Faktoren, wie z.B. der Kopfgruppengréfe oder dem
Desaturierungsgrad der Fettséuren, abhéngig. B Liposomen. Der wéssrige Inhalt der Liposomen oder Vesikeln ist
von einer oder auch mehreren Lipiddoppelschicht/en umgeben.
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1.2 Die Galaktolipide
Die Galaktolipide MGDG und DGDG gehdéren zu den Hauptbestandteilen der Membranen

photosynthetisch aktiver Organismen. Die Membranlipide pflanzlicher Mesophyll-Zellen enthalten bis
zu 75 mol% der beiden Galaktolipide, wobei der Anteil des MGDGs berwiegt (~ 50 mol% der
Gesamtlipide) (Dérmann and Benning, 2002). Unter optimaler Nahrstoffversorgung beschrankt sich das
Vorkommen beider Lipide auf plastidare Membranen, insbesondere die der Chloroplasten. Neben den
neutralen Galaktolipiden enthalten diese auch die anionischen Lipide SQDG sowie
Phosphatidylglycerin (PG). In den Chloroplasten ist MGDG in den Thylakoiden sowie in der inneren
Hullmembran stark angereichert (~ 50 mol% der Lipide der jeweiligen Fraktion), in der duReren
Hullmembran ist es jedoch geringer konzentriert (17 mol%) (Block et al., 1983). DGDG ist im Vergleich
dazu in den drei Membrankompartimenten des Chloroplasten gleichméBig verteilt (~ 30 mol%).

Die Zuckerkopfgruppe des MGDGs ist mit dem C3-Atom des Glycerin-Riickgrates B-glycosidisch
verknlpft (Carter et al., 1956) (s. Abbildung 3). Bei der Synthese des DGDGs wird das zweite
Galaktosemolekul mit der Kopfgruppe des MGDGs a-(1—6)-glycosidisch verknipft.

A
Monogalaktosyldiacylglycerin Digalaktosyldiacylglycerin
(MGDG) (DGDG)
B o] o] 0
HO)\/\/\/\/\/\/\/\ Ho)j\/\/\/:\/=\/=\/ Ho)l\/\/\/\/=\/‘=\/‘=\/
Palmitinsiure Hexadecatriensiure a-Linolensdure
16:0 16:3 (72, 10Z, 137) 18:3(9Z, 127, 157)

Abbildung 3: A Kopfgruppenstrukturen der in Pflanzen vorherrschenden Galaktolipide MGDG und
DGDG. Ry, Rz = Fettséurerest B Fur die pflanzlichen Galaktolipide charakteristische Fettsduren. Erlauterung
zu der Fettsdaurenomenklatur am Beispiel der Hexadecatriensdure. 16:3 = Anzahl Kohlenstoffatome:Anzahl der
Doppelbindungen. 7Z, 10Z, 13Z = Position der Doppelbindungen, Doppelbindungen sind in cis-Konfiguration.

MGDG aus Arabidopsis enthdlt in erster Linie die mehrfach ungesattigten Fettsduren
Hexadecatriensdure (16:3) sowie a-Linolenséure (18:3) (s. Abbildung 3 B) (Siebertz and Heinz, 1977).
Das DGDG dieser Pflanze enthélt hauptséchlich 18:3 und in geringeren Mengen Palmitinsiure (16:0),

der Gehalt an 16:3 ist vernachldssigbar.
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1.2.1 Die Biosynthese der Galaktolipide in Pflanzen

Der Hauptbiosyntheseweg der Galaktolipide involviert zwei Glykosyltransferasen, MGD1 und DGD1
(s. Abbildung 4). Diacylglycerin (Glycerin verestert mit zwei Fettsduren, DAG) ist das Substrat dieses
Syntheseweges. MGD1 (fruher MGDA) katalysiert die Ausbildung der B-glykosidischen Bindung
zwischen DAG und der Galaktose in der inneren Hillmembran des Chloroplasten (Miege et al., 1999;
Jarvis et al., 2000). Als Zuckerdonor dient bei dieser Reaktion UDP-a-Galaktose (Coveés et al., 1986).
Da es hierbei zu einer Anderung der Anomerie des Zuckers kommt, gehért MGD1 zu den invertierenden
Glykosyltransferasen. In der CAZy-Datenbank (Carbohydrate Active EnZYmes, www.cazy.org) wird
sie zu der Gruppe GT28 zugeordnet. Der Hauptanteil des synthetisierten MGDGs wird direkt zu den
Thylakoiden zur Ausbildung der photosynthetisch aktiven Membranen transportiert. Ein kleinerer
Anteil wird von der inneren zu der &ueren Hillmembran transportiert, wo es als Substrat fir die
DGDG-Synthese durch DGD1 dient (Dérmann et al., 1995a; Froehlich et al., 2001). DGD1 nutzt wie
MGD1 UDP-a-Galaktose als Zuckerdonor (Kelly et al., 2003). Bei dieser Glykosylierungsreaktion
behalt aber der Zucker seine Anomerie, weshalb DGD1 den erhaltenen (,retaining*)
Glykosyltransferasen zugeordnet wird. In der CAZy-Datenbank wird DGD1 der Gruppe GT4
zugewiesen. Das synthetisierte DGDG wird nun zu der inneren Hillmembran und von dort aus weiter
zu den Thylakoiden transportiert. Der Mechanismus des Transports der Galaktolipide zwischen den

beiden Hlllmembranen ist bis jetzt noch nicht geklart.

Die Biosynthese der Galaktolipide beginnt mit der Fettsduresynthese in dem Stroma der Chloroplasten.
Die Fettsauresynthese wird initiiert durch die Synthese von Malonyl-CoA durch den Acetyl-CoA-
Carboxylase-Komplex (Ohlrogge and Browse, 1995). Bevor die Malonylgruppe in den Zyklus zur
Fettsauresynthese eingeschleust werden kann, muss sie zunéchst auf ein Acyl-Carrier-Protein (ACP)
transferiert werden. Innerhalb des Fettséuresynthesezykluses verlaufen aufeinander folgend
Kondensations-, Reduktions- und Dehydrationsreaktionen, die durch den Fettsauresynthase-Komplex
vermittelt werden. Die neu synthetisierten Fettsauren sind zundchst geséttigt. Die erste Doppelbindung
wird Uber die plastidare Stearoyl-ACP A9-Desaturase in die 18C-Kette eingefiigt. In Arabidopsis sowie
einigen weiteren Pflanzen verzweigt sich an diesem Punkt der weitere Biosyntheseweg in den
sogenannten prokaryotischen Weg im Chloroplasten und den eukaryotischen Weg im

endoplasmatischen Reticulum (ER) (Browse et al., 1986).

In dem prokaryotischen Weg wird Glycerin-3-phosphat (G3P) im Chloroplasten durch zwei
Acyltransferasen (ATS1 und ATS2) zu PA umgewandelt. ATS1 acyliert spezifisch 18:1 an die snl-
Position des Lipidgrundgertstes, ATS2 hingegen 16:0 an die Position sn2 (Frentzen et al., 1983). Durch
die Dephosphorylierung des PAs durch plastiddare PA Phosphatasen (LPPS, LPPel, LPPe2) wird DAG
synthetisiert, welches direkt fiir die Galaktolipidbiosynthese genutzt werden kann (Nakamura et al.,

2007). Lipide, die von diesen Vorlaufern abstammen, sind charakterisiert durch eine 16C-Fettsaure an
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der sn2-Position und werden aufgrund ihres evolutionaren Ursprunges auch prokaryotische Lipide

genannt.

Der eukaryotische Weg beginnt mit der Hydrolyse des Acyl-ACPs durch plastidére Thioesterasen
(FATA und FATB) zur Produktion von freien Fettsduren (Dérmann et al., 1995b; Pollard and Ohlrogge,
1999; Salas and Ohlrogge, 2002; Bonaventure et al., 2003; Li-Beisson et al., 2013). Es wird
angenommen, dass die Fettsauren fur den Export in der Form von Acyl-CoA aktiviert werden mussen.
Diese Reaktion wird wahrscheinlich tber die Langketten Acyl-CoA Synthasen (LACS) vermittelt
(Roughan and Slack, 1977; Joyard and Stumpf, 1981). Der Mechanismus des Transports des Acyl-CoAs
zu dem ER konnte bis jetzt noch nicht genau geklért werden. Es zeigte sich jedoch, dass dabei mehrere
ABC-Transporter sowie die Acyl-CoA Bindeproteine (ACBP) eine Rolle spielen (fir weitere
Informationen s. Hurlock et al. (2014)). In der &ufReren Hullmembran und/oder im ER werden die
Fettsduren u.a. fur die Synthese der Phospholipide wie PC eingesetzt. Eine ER-gebundene
Acyltransferase (bertragt dabei spezifisch eine 18C-Fettsdure an die sn2-Position des Glycerin-
Grundgerustes (Browse et al., 1986). Diese 18C-Fettsaure an der sn2-Position ist charakteristisch fiir

die sogenannten eukaryotischen Lipide.

Bis jetzt herrscht noch Unklarheit dartiber, wie und in welcher Form die eukaryotischen Vorlaufer zu
den Chloroplastenhillmembranen zuriick transportiert werden. Es zeigte sich, dass ein ABC-
Transporterkomplex (TGD1, TGD2, TGD3) in der inneren Hillmembran sowie ein weiteres Protein in
der &ulReren Hillmembran (TGD4) an dem Transport der eukaryotischen Vorlaufer beteiligt sind (Xu et
al., 2003; Awai et al., 2006b; Lu et al., 2007a; Xu et al., 2008; Roston et al., 2011; Wang et al., 2012).
TGD2 sowie TGD4 binden spezifisch PA, aber ob dieses Lipid auch transportiert wird, ist unklar (Awai
et al., 2006b; Wang et al., 2012). Des Weiteren wird u.a. ein direkter Import von PC oder lysoPC
vermutet (Mongrand et al., 2000; Hurlock et al., 2014). Womadglich spielen dabei Kontaktstellen

zwischen dem Chloroplasten und dem ER eine wichtige Rolle.

Zur Bereitstellung der DAGs fiir die Galaktolipidbiosynthese ist die Abspaltung der Kopfgruppe der
importierten Phospholipide notwendig. Welche Phospholipasen daran beteiligt sind, ist bis jetzt noch
nicht genau geklart. Eine Studie konnte Hinweise darauf geben, dass PC in der duBeren Hullmembran
des Chloroplasten mit Hilfe von einer cytosolischen Phospholipase D (PLD) sowie PA Phosphatase zu
DAG umgesetzt wird, welches dann als Substrat fiir die MGDG-Synthese dient (Andersson et al., 2004).
Aber auch weitere Wege, wie die Abspaltung der gesamten Kopfgruppe (Phosphocholin) durch eine

Phospholipase C, sind wahrscheinlich.

Pflanzen, wie Arabidopsis oder auch Spinat, in denen sowohl der prokaryotische als auch der

eukaryotische Weg stattfindet, werden auch 16:3-Pflanzen genannt, da in diesen Pflanzen bei MGDG
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diese Fettsdure stark angereichert ist. Pflanzen, wie die Erbse (Pisum sativum), Lotus japonicus oder
auch die Monokotyledonae im Allgemeinen, in denen hingegen nur der eukaryotische Weg verlduft,
werden als 18:3-Pflanzen bezeichnet. In einer groRen Studie mit mehreren hundert Pflanzenarten konnte
gezeigt werden, dass der prokaryotische Weg im Laufe der Evolution der Pflanzen in mehreren
Pflanzengruppen reduziert oder auch vollstandig aufgegeben wurde (Mongrand et al., 1998).

18 ER
_ J:m
l UDP-Gal
DG%UDP 18

~ [ -18(16)

l_filg/‘IS ‘
| |

}g UDP-Gal
J: UDP
HO - 43 MG%

16

HO

aH iH
DAG J: Phosphoglycerolipid MGDG DGDG
HOJ: P PROGYCEToT OJ QOJ

Abbildung 4: Der Hauptbiosyntheseweg der Galaktolipide in 16:3-Pflanzen. Lipide mit griin markierten
Fettsduren stammen von dem prokaryotischen Biosyntheseweg ab, mit rot markierten von dem eukaryotischen.
&H = duRere Hullmembran, iH = innere Hillmembran.

Die Desaturierung der Fettsauren im Chloroplasten verlauft auf Galaktolipidniveau durch plastidare
Desaturasen. FADS initiiert die Desaturierung der an prokaryotischem MGDG gebundenen 16C-
Fettsdure durch die Insertion einer Doppelbindung an der Position A7 (Roughan et al., 1979; Ohlrogge
and Browse, 1995; Heilmann et al., 2004). Interessanterweise ist aber prokaryotisches DGDG kein
Substrat dieser Desaturase. Der zweite Desaturierungsschritt erfolgt durch FADS, die sowohl 16:1 als
auch 18:1 an Position @6 (A10 bzw. A12) desaturiert (Falcone et al., 1994). FAD7 und FADS fiigen
abschlieBend die dritte Doppelbindung beider Fettsduren an Position ®3 (A13 bzw. A15) ein (Iba et al.,
1993; McConn et al., 1994). Der eukaryotische Vorlaufer di18:1-PC wird iber FAD2 und FAD3 im ER
aufeinanderfolgend zu dil8:3-PC desaturiert (Lemieux et al., 1990; Miquel and Browse, 1992).
Radioaktive Pulsmarkierungsexperimente (,,pulse-chase-analysis*) konnten aber Hinweise darauf
geben, dass in erster Linie das Lipidrickgrat von dil8:2-PC in die Galaktolipidbiosynthese
eingeschleust wird (Roughan, 1970, 1975).

In Arabidopsis Uberwiegt die prokaryotische Form des MGDGs (18:3/16:3 [snl/sn2], ~ 70 mol%),
wéhrend DGDG hauptséchlich in der eukaryotischen Form (18:3/18:3, ~ 80 mol%) vorliegt (Browse et
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al., 1986; Kelly et al., 2003). Wie schon zuvor erwahnt, enthalt prokaryotisches DGDG im Gegensatz
zu MGDG fast ausschlieBlich Palmitinsdure (16:0) an der sn2-Position. Die Ursachen flr diese
markanten Unterschiede zwischen Substrat und Produkt der DGDG-Synthese sind bis jetzt noch offen.
Im Gegensatz zu MGD1, fur das sich herausstellte, dass es keine Selektivitat fur prokaryotisches oder
eukaryotisches DAG zeigt (Miége et al., 1999; Awai et al., 2001), ist bis jetzt noch nichts Uber eine
Substratspezifitdt von DGD1 bekannt.

1.2.2 Die Funktion der Galaktolipide

Den Galaktolipiden werden neben ihrer Funktion als Grundbaustein der photosynthetischen Membranen
auch weitere spezielle Funktionen innerhalb der Photosynthese sowie als Substituenten der
Phospholipide unter Phosphatmangel zugeschrieben. Grundsatzliche Informationen tber die Funktionen
der Galaktolipide konnten u.a. iber die entsprechenden Galaktolipidsynthase-Mutanten erlangt werden.
Die Knockdown-Mutation von MGD1 (mgd1-1) fuhrte neben der Reduktion des MGDG-Gehaltes um
etwa 42 % auch zu einer Reduktion des Chlorophyllgehaltes auf die Halfte im Vergleich zu Wildtyp
(WT) (Jarvis et al., 2000). Des Weiteren kam es zu einer Veranderung der Ultrastruktur der
Chloroplasten, die u.a. kleiner waren und weniger Thylakoide aufwiesen. Die mgdl-2 Knockout-
Mutante zeigte eine fast vollstandige Reduktion beider Galaktolipide mit drastischen Auswirkungen auf
die Chloroplasten (Kobayashi et al., 2007). Die entsprechenden Pflanzen waren farblos, kleinwiichsig,
enthielten kein Chlorophyll und wiesen keine Chlorophyllautofluoreszenz auf. Eine photosynthetische
Aktivitat der Blatter konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden, was sich auch darin zeigte, dass die
Pflanzen nur heterotroph auf Saccharose-enthaltendem Medium wachsen konnten. Die Ultrastruktur des
Chloroplasten war drastisch gestort, sie waren vollkommen rund und enthielten nur noch Uberreste eines
Endomembransystems sowie keine Grana-Stapel. Auch die photosynthetisch-assoziierten Proteine wie

das D1-Protein konnten nicht mehr nachgewiesen werden.

Pflanzen mit einer Nullmutation des DGD1-Lokus (dgd1-1) und einer damit korrelierenden Reduktion
des DGDGs von liber 90 mol% blieben klein und buschig und hatten nur schwach griine Bléttern. Im
Gegensatz zu der MGD1-Knockout-Mutante konnten sie aber photoautotroph wachsen sowie
lebensfahige Samen bilden (Ddrmann et al., 1995a; Dormann et al., 1999). Die Chloroplasten wirkten
im Vergleich zum WT Kkleiner, aber dabei wie aufgeschwollen mit einer klaren Abgrenzung der
Thylakoide vom Stroma. Zudem wurde ein erniedrigter Chlorophyllgehalt bezogen auf das
Frischgewicht sowie eine verschlechterte Effizienz des Photosystems Il (PSII) beobachtet. In weiteren
Studien, die sich ausfiihrlich mit der Auswirkung dieser Mutation auf die Photosyntheseleitung der
Pflanzen beschaftigten, konnte u.a. gezeigt werden, dass mit dem PSIlI-Reaktionszenter assoziierte
Proteine geringer konzentriert vorlagen als im WT (Hartel et al., 1997). Es wurde weiter gehend
vermutet, dass DGDG fiir die Stabilisation dieser Proteinkomplexe benétigt wird und auf Grund der

Mutation etwa 25-35 % der PSlI-Reaktionszentren nicht-funktional sind. Zudem kommt es in dieser
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Mutante zu einer Destabilisation des wasserspaltenden Komplexes sowie einer Stdrung des
Elektronentransportes zwischen Qa und Qg, zwei Plastochinonen innerhalb des PSII (Reifarth et al.,
1997). Die verschlechterte Effizienz des PSII kann aber in dgd1-1 durch eine VergréRerung des Radius
der mit den aktiven Reaktionszentren assoziierten LHCII-Komplexe kompensiert werden, wodurch die
letztendliche Photosyntheseleistung gemessen an der Oz-Produktion sich nicht signifikant
verschlechtert. Obwohl die Anzahl der PSI-Reaktionszentren sich zum Wildtyp nicht unterschied, zeigte
sich, dass die Reduktion des DGDG-Gehaltes zu einer Destabilisierung des PSI sowie einem gestorten
Elektronentransport innerhalb dieses Komplexes fuhrt (Guo et al., 2005; Ivanov et al., 2006).

In mehreren Studien konnte sowohl bei Cyanobakterien als auch Pflanzen eine spezifische Bindung der
plastidaren Lipide an die photosynthetischen Komplexe detektiert werden. Fur die Kristallisation sowie
die Funktionalitat des LHCII-Komplexes zeigte sich insbesondere DGDG als kritisch (Nussberger et
al., 1993; Moya et al., 2001). In Cyanobakterien sowie Pflanzen stellte sich heraus, dass der PSII-
Komplex alle 4 Thylakoidmembranlipide (MGDG, DGDG, SQDG, PG) beinhaltet (Murata et al., 1990;
Loll et al., 2005; Sakurai et al., 2006), in PSI konnte aber nur MGDG sowie PG detektiert werden
(Makewicz et al., 1996). Fur die Rekonstitution der Aktivitat des Cytochrom bef Komplexes und der
ATPase waren jeweils DGDG oder MGDG notwendig (van Walraven et al., 1984; Chain, 1985).

Substitution der Phospholipide unter Phosphatmangel

Phosphat ist ein essentieller N&hrstoff fiir alle Organismen. Oft liegt aber das Phosphat im Boden nur in
limitierten Mengen vor. Deshalb haben Pflanzen diverse Mechanismen entwickelt, um unter diesen
Bedingungen Phosphat fur lebenswichtige Prozesse wie z.B. die DNA-Synthese einzusparen. Ein Drittel
des organischen Phosphates in den Blattern von Arabidopsis liegt gebunden an die Phospholipide als
ein potentielles Phosphatreservoir vor (Poirier et al., 1991). Fir die Nutzung dieses Reservoirs miissen
zwei Vorraussetzungen erfillt werden: Zum einen missen die Phospholipide durch Nicht-
Phospholipide, in Pflanzen in erster Linie DGDG, ersetzt werden, zum anderen muss das Phosphat durch
den Abbau der Kopfgruppe frei gesetzt werden. Es stellte sich heraus, dass bei einer Verknappung des
Phosphates ein zweiter Galaktolipidbiosyntheseweg in der duBeren Hillmembran des Chloroplasten
aktiviert wird. Dieser involviert zwei MGDG-Synthasen (MGD2, MGD3) und eine DGDG-Synthase
(DGD?2) (s. Abbildung 5) (Hartel et al., 2000; Awai et al., 2001; Kelly and Dérmann, 2002; Kobayashi
et al., 2004). Phosphatmangelstress flihrt zu einer Akkumulation des DGDGs, aber nicht des MGDGs,
somit wird davon ausgegangen, dass das gesamte durch MGD2 und MGD3 produzierte MGDG in die
Produktion des DGDGs tibergeht (Kelly et al., 2003). Dieses DGDG ist ausschliel3lich eukaryotisch und
ein GroRteil beinhaltet eine 16:0-Fettsaure an der sn1-Position (Kelly et al., 2003). Die Ahnlichkeit der
Fettsdurezusammensetzung des neu synthetisierten DGDGs zu PC bekraftigt die Annahme, dass dieses
Lipid von einem Abbauprodukt des PCs abstammt. Nachfolgend wird das DGDG zu den

extraplastiddren Membranen wie der Plasmamembran, dem Tonoplasten oder auch den mitochondrialen
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Membranen transportiert, um dort die Phospholipide zu ersetzen (Hartel et al., 2000; Jouhet et al., 2004;
Andersson et al., 2005). Dabei beschréankt sich aber beztglich der Plasmamembran dieser Austausch
auf die cytosolische Seite (Tjellstrom et al., 2010). Unter Phosphatmangel erfolgt auch die Stimulation
des Hauptsytheseweges (MGD1, DGD1), womdglich zur Bereitstellung des DGDGs als Ersatz fur
plastidares PC und PG (Kelly et al., 2003). PG wird jedoch hauptsachlich durch die anionischen
Glykolipide SQDG und GIcADG substituiert (Essigmann et al., 1998; Siegenthaler, 1998; Okazaki et
al., 2013).

Die bekanntesten zwei Wege fiir den Abbau der Phospholipide zur Bereitstellung des DAGs sind, wie
zuvor schon beschrieben, zum einen die Kopplung einer PLD mit einer PAP mit PA als
Zwischenprodukt und zum anderen die vollstandige Hydrolyse der Kopfgruppe durch eine PLC. In
mehreren Studien konnte eine spezifische Hochregulation der Expression einzelner Vertreter dieser
Phospholipasen unter Phosphatmangel nachgewiesen werden. Insbesondere in den Wurzeln von
Arabidopsis wurde eine eindeutige Hochregulation der PLD{1 und PLD{2 beobachtet (Misson et al.,
2005; Li et al., 2006). Wéhrend PLD(I in Vesikeln in der Néhe des Zellkortex detektiert wurde, wurde
PLDC2 ausschlieBlich in dem Tonoplasten lokalisiert (Ohashi et al., 2003; Yamaryo et al., 2008). In
weiteren Studien konnte eine Induktion einer PLD-Aktivitat innerhalb der Plasmamembran der
Wurzelzellen von Hafer nachgewiesen werden (Andersson et al., 2005; Tjellstrom et al., 2008). Uber
eine Spezifitat dieser PLDs bezliglich einer Phospholipidklasse ist bis jetzt noch nichts bekannt. Zwei
cytosolische PAPs (PAH1 und PAH2) zeigten sich fiir den Membranumbau als notwendig, woméglich
durch ihre Beteiligung an der Bereitstellung der eukaryotischen Vorlaufer fur die
Galaktolipidbiosynthese (Nakamura et al., 2009). Die beiden unspezifischen PLCs NPC4 und NPC5
sind an der Hydrolyse des PCs unter Phosphatmangel beteiligt (Nakamura et al., 2005; Gaude et al.,
2008). Interessanterweise tragt aber unter diesen Bedingungen nur die Aktivitét der cytosolischen NPC5
zu der Akkumulation des DGDGs bei, wie durch die entsprechenden Mutanten ersichtlich wurde.
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Abbildung 5: Der zweite Biosyntheseweg der Galaktolipide. Das innerhalb dieses Syntheseweges gebildete
DGDG stammt ausschliellich von eukaryotischen Vorlaufern ab. &H = &ulRere Hillmembran, iH = innere
Hillmembran.

Die durch die T-DNA-Insertion generierte dgd2-1-Mutante unterschied sich bei dem Wachstum auf
Erde oder auf Vollmedium weder in ihrer GréRRe noch im DGDG-Gehalt vom WT (s. Abbildung 6)
(Kelly et al., 2003). Auch die Photosyntheseleistung gemessen an der PSII-Effizienz unterschied sich
nicht. Somit spielt DGD2 unter optimalen Wachstumsbedingungen nur eine untergeordnete Rolle. Unter
Phosphatmangel hingegen war der prozentuale Anstieg des DGDGs bei der dgd2-1-Mutante um die
Hélfte im Vergleich zum WT reduziert. Die durch Kreuzung generierte dgd1-1 dgd2-1-Doppelmutante
zeigte hingegen einen drastischen Ph&notypen mit winzigen sterilen Pflanzen (s. Abbildung 6) (Kelly et
al., 2003). DGDG konnte nur noch in Spuren nachgewiesen werden und die photochemische Effizienz
des PSII-Komplexes verschlechterte sich deutlich im Vergleich zum Wildtyp sowie zu den beiden
Einzelmutanten. Unter Phosphatmangel konnte auch keine Akkumulation des DGDGs in der

Doppelmutante beobachtet werden.
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Abbildung 6: Wachstum der DGDG-Synthasemutanten im Vergleich zum Wildtyp (Kelly et al., 2003).

Die Expression einer Glucosyltransferase aus Chloroflexus aurantiacus in dgd1-1 sowie dgd1-1 dgd2-1
mit der resultierenden Produktion von Glucosylgalaktosyldiacylglycerin (GlcGalDG) fiihrte zu der
vollstandigen Komplementation des Wachstumsphénotyps der DGDG-Synthase-Mutanten (Holzl et al.,
2006; Holzl et al., 2009). Interessanterweise konnte aber durch das GlcGalDG nicht die verminderte
Effizienz des PSII-Komplexes komplementiert werden. Dieses Ergebnis konnte somit Hinweise auf
spezifische Wechselwirkungen zwischen DGDG und den photosynthetischen Komplexen geben, die
nicht durch das GlcGalDG ermdglicht werden kénnen.

In Pflanzen existiert ein weiterer Syntheseweg zur Produktion von DGDG sowie weiterer
Oligogalaktolipide. Dieser wird in erster Linie duch diverse Stressbedingungen, wie Kaltestress oder
auch die Begasung mit Ozon, aktiviert und involviert eine in der duBeren Hullmembran lokalisierte
Galaktolipid:Galaktolipid Galaktosyltransferase (GGGT oder auch SFR2, sensitive to freezing 2)
(Sakaki et al., 1990a; Fourrier et al., 2008; Moellering et al., 2010). Dieses Enzym transferiert die
Galaktose-Einheit von der Kopfgruppe des MGDGs auf ein weiteres Galaktolipid, wobei DGDG oder
andere Oligogalaktolipide wie Trigalaktosyldiacylglycerin (TriGDG) synthetisiert werden. Bei dieser
Reaktion wird auch DAG gebildet, welches durch die Veresterung mit einer dritten Fettsdure zu
Triacylglycerin (TAG) umgewandelt wird. Es wird vermutet, dass unter Kaltestress die Akkumulation
der Oligogalaktolipide und des TAGs die Aggregation der Membranen beim Gefrieren vermindert. In
weiteren Studien konnte ebenfalls eine direkte Korrelation zwischen der Behandlung der Pflanzen mit
unterschiedlichen Stressen und der Akkumulation von TAG nachgewiesen werden. Ob diese aber von
SFR2 abhdngig ist, ist fraglich (z.B. Lippold et al. (2012)).
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1.2.3 Charakterisierung und Regulation der Galaktolipid-Synthasen

In den letzten Jahren erfolgte eine intensive Charakterisierung der an der Galaktolipidbiosynthese
beteiligten Glykosyltransferasen, hier insbesondere der MGDG-Synthasen. Aufgrund der
Sequenzahnlichkeiten werden die drei MGDG-Synthasen in zwei Gruppen gegliedert: Typ A (MGD1)
und Typ B (MGD2, MGD3) (Awai et al., 2001). MGDG-Synthasen des Typs A sind charakterisiert
durch ein N-terminales Transitpeptid (~ 100 Aminosduren), das die Information fur die Insertion in die
innere Hullmembran beinhaltet. Nach dessen Abspaltung hat das gereifte Protein ein Molekulargewicht
von etwa 47 kDa. Wie sich aus der Analyse der mgd1-Mutanten herausstellte, ist die Aktivitat dieses
Proteins essentiell fir die Pflanzenentwicklung, die Chloroplastenstruktur und damit die Photosynthese
(Jarvis et al., 2000; Kobayashi et al., 2007). MGDG-Synthasen des Typs B haben ein kiirzeres N-
terminales Transitpeptid (~ 40 Aminosauren) ohne bis jetzt bekannte Zielsequenzen. MGD2 und MGD3
haben ein Molekulargewicht von etwa 53 kDa und inserieren in die aufiere Hillmembran. Aufgrund der
hohen Sequenzahnlichkeit beider Enzyme wird davon ausgegangen, dass MGD2 (ber eine
vorangegangene Genduplikation aus MGD3 hervorgegangen ist (Awai et al., 2001). Wahrend MGD1
in allen photosynthetisch aktiven Geweben innerhalb der gesamten pflanzlichen Entwicklung stark
expremiert wird, begrenzt sich die Expression von MGD2 und MGD3 unter Optimalbedingungen auf
spezifische Gewebe wie der Blite, hier insbesondere der Pollen, sowie der Wurzel (Awai et al., 2001;
Kobayashi et al., 2004). Unter Phosphatmangel wird die Expression beider MGDG-Synthasen des Typs
B, hierbei insbesondere MGD3 in den Wurzeln, hochreguliert.

Das ca. 90 kDa grofle DGD1-Protein beinhaltet neben der C-terminalen Glykosyltransferasedoméne
(CDGD1) auch eine etwa 38 kDa (338 Aminosauren) grofle N-terminale Peptidsequenz (NDGD1)
(Froehlich et al., 2001). Es stellte sich heraus, dass diese fiir die Insertion des Proteins in die duf3ere
Hillmembran notwendig ist, aber kein abspaltbares Transitpeptid enthélt. Es wird davon ausgegangen,
dass NDGD1 noch weitere Funktionen innerhalb der Galaktolipidbiosynthese hat, diese sind aber bis
jetzt noch ungeklart. Wie zuvor beschrieben ist das tber DGD1 produzierte DGDG essentiell fiir die
Stabilitdt und Funktionalitit der photosynthetischen Komplexe. DGD1 wird in allen Pflanzenorganen
sowie wahrend der gesamten Entwicklung stark expremiert (Arabidopsis eFP Browser) (Winter et al.,
2007). Im Gegensatz zu dem DGD1-Protein fehlt dem Paralog DGD2 die lange N-terminale
Peptidsequenz, stattdessen ist nur ein kurzes Transitpeptid vorhanden (Kelly et al., 2003). Unter
optimaler Nahrstoffversorgung wird DGD2 in Blattern sowie in der Bliite nur schwach expremiert
(Kelly and Dérmann, 2002). Unter Phosphatmangel kommt es jedoch zu einer starken Hochregulation
der Expression beider DGDG-Synthasen (s. Seite 8).

Die MGD1- sowie DGD1-Expression in Keimlingen wird deutlich durch Licht und/ oder die Zugabe
von Cytokinin gesteigert (Ohta et al., 1995; Kobayashi et al., 2014). Licht reguliert die MGDG-

Biosynthese post-transkriptional, Cytokinin wahrscheinlich auf dem mRNA-Level (Yamaryo et al.,
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2003). Im Gegensatz dazu konnte keine Hochregulation des alternativen Biosyntheseweges
(MGD2/MGD3, DGD2) durch Licht beobachtet werden (Kobayashi et al., 2004; Kobayashi et al.,
2014). Der Hauptbiosyntheseweg der Galaktolipide ist eng mit der Biosynthese des Chlorophylls
verkniipft, aber eine Reduktion des Chlorophyllgehaltes hat nicht zwangsl&ufig eine Reduktion des
Transkriptes von MGD1 und DGD1 zu Folge.

1.2.4 Der Ursprung der Galaktolipide

Die Galaktolipide sind ein Kennzeichen aller photosynthetisch aktiver Organismen. Sie wurden sowohl
in Cyanobakterien, diversen Griin- und Rotalgen als auch in allen hoheren Pflanzen detektiert. In
Cyanobakterien sind jedoch in der Regel bei der Synthese der Galaktolipide Glycosyltransferasen
involviert, die in keinerlei Verwandtschaft zu den entsprechenden Enzymen der photosynthetisch-
aktiven Eukaryoten stehen. In den meisten Cyanobakterien verkn(pft eine MGIcDG-Synthase Glucose
anstelle der Galaktose iiber eine B-glykosidische Bindung mit der sn3-Position des DAGs (Awai et al.,
2006a). Das synthetisierte Monoglucosyldiacylglycerin (MGIcDG) wird anschlieBend mittels einer
Epimerase zu MGDG umgewandelt (Awai et al., 2014). Da in der Regel nur geringe Mengen des
MGIcDGs in den Zellen detektiert werden kénnen, wird angenommen, dass dieses Lipid bei diesem
Syntheseweg nur ein Zwischenprodukt ist (Awai et al., 2006a). Die DGDG-Synthese wird in
Cyanobakterien durch DgdA katalysiert, die, wie die DGDG-Synthasen der Algen und Pflanzen,
Galaktose iiber eine a-glykosidische Bindung mit dem MGDG verknupft (Awai et al., 2007; Sakurai et
al., 2007). In Synechocystis sp. hat unter optimalen Wachstumsbedingungen die Blockade der DGDG-
Produktion durch die Mutation von dgdA keinen Effekt auf das Wachstum der Zellen, unter
Phosphatmangel jedoch reduziert sich das Wachstum der Zellen dramatisch (Awai et al., 2007). Somit
ist DGDG in Cyanobakterien wie auch in Pflanzen essentiell fir den Membranumbau unter

Phosphatmangel.

Das MGD1-Protein der Algen und Pflanzen weist eine ndhere Verwandtschaft zu MGDG-Synthasen
von grinen Nichtschwefelbakterien (Chloroflexi) auf (Yuzawa et al., 2012). Interessanterweise wurden
zu eukaryotischen MGDG-Synthasen &hnliche Enzyme in Gloeobacter, einer eher urspriinglichen
Gruppe der Cyanobakterien, gefunden (Yuzawa et al., 2012). Diese Enzyme befinden sich in einer Klade
mit den MGDG-Synthasen der Chloroflexi, und phylogenetische Analysen gaben Hinweise darauf, dass
ein horizontaler Gentransfer zwischen diesen Gruppen stattgefunden hat, jedoch erst nach dem priméren
endosymbiotischen Ereignis. Ob dieser Transfer auch bei dem Cyanobakterium statt gefunden hatte, das
als Vorfahre der heutigen Chloroplasten gilt, ist nicht auszuschlieRen. Uber die Evolution der DGDG-
Synthasen ist nicht viel bekannt. DgdA steht in keinerlei Verwandtschaftsverhaltnis zu den DGDG-
Synthasen der meisten Algen und Pflanzen. Bis jetzt konnten zu DgdA-homologe Sequenzen nur in
einer Gruppe der Rotalgen, den Cyanidiales, gefunden werden (Awai et al., 2007; Petroutsos et al.,
2014).



14|Einleitung

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist die Bereitstellung weiterer Daten zu der Charakterisierung der DGDG-
Synthase DGD1 sowie ihrem Paralog DGD2 aus Arabidopsis und anderen Pflanzen. Das gesamte
Projekt wird in finf Teilbereiche aufgegliedert:

In dem ersten Teilbereich sollen die Verédnderungen des Lipidfluxes in den DGDG-Synthase-Mutanten
dgdl, dgd2 und dgdldgd2 unter optimaler Nahrstoffversorgung und Phosphatmangel untersucht
werden. Zusatzlich zu den schon bekannten Unterschieden innerhalb der Galaktolipide (Kelly et al.,
2003) sollen hier mogliche Veranderungen der Vorlaufer der Galaktolipide PC und PA analysiert
werden. Ein weiterer Fokus wird auf den Veranderungen in der stressinduzierten Akkumulation des
TAGs liegen.

Der zweite Bereich beschéftigt sich mit der Erforschung einer moglichen Substratspezifitat der beiden
DGDG-Synthasen der Pflanzen. Bis jetzt konnte noch nicht genau geklart werden, ob die Akkumulation
des eukaryotischen DGDGs in 16:3 Pflanzen durch eine Préferenz der DGDG-Synthasen hervorgerufen
wird. Fur die Beantwortung dieser Fragestellung soll ein nicht-radioaktiver DGDG-Synthase-Enzymtest
mit in E.coli heterolog expremiertem Protein etabliert werden. In vorherigen Studien mit den
rekombinanten DGDG-Synthasen zeigte insbesondere das DGD1-Protein eine nur geringe Aktivitat.
Deshalb soll in dieser Arbeit das durch die DGDG-Synthase produzierte DGDG mit Hilfe des hoch-
sensitiven Quadrupol-Flugzeit- (engl. Time-Of-Flight) Massenspektrometers (Q-TOF MS) erfasst und
die Zusammensetzung bezlglich der molekularen Spezies analysiert werden. Um Aufschliisse zu der
Substratspezifitit zu gewinnen sollen mehrere Substrate (MGDG) mit unterschiedlicher
Fettsdurezusammensetzung eingesetzt werden. In weiteren Enzymtests soll die Substratspezifitat des
DGD1-Enzyms der 18:3-Pflanze Lotus japonicus untersucht werden.

Es ist bis jetzt noch nicht geklart, oo NDGD1 noch weitere Funktionen neben dem Import (Targeting)
des Proteins in die duBere Hulllmembran hat. Die Ergebnisse vorangegangener
Komplementationsexperimente zeigen, dass die Insertion der Glykosyltransferasedomane von DGD1
(CDGD1) in die auere Hullmembran (nach Fusion von CDGD1 mit dem Transitpeptid von DGD2)
alleine nicht fiir die Komplementation der dgd1-Mutation ausreicht (Kelly et al., 2016). Nur Pflanzen,
die Fusionskonstrukte mit NDGD1 und CDGD1 oder DGD2 (Uberexpremierten, zeigten einen
komplementierten Wachstums- sowie Lipidphdnotyp. Das Fehlen von NDGD1 hat aber keine
Auswirkungen auf die Glykosyltransferaseaktivitat selbst. Aufgrund dieser Ergebnisse wird vermutet,
dass NDGD1 in dem Transfer der Galaktolipide zwischen den Hillmembranen involviert ist. Um
weitere Einblicke in die Mechanismen des durch NDGD1 vermittelten Galaktolipidtransfers zu erlangen
sollen in dieser Arbeit mehrere Lipidbindungsexperimente mit Phospho- und Glykolipiden durchgefiihrt
werden.

In vorangegangenen Arbeiten (Witt, 2009) wurden mehrere transgene Linien generiert, die NDGD1 im
Wildtyp-Hintergrund (iberexpremieren. Die Uberexpression von NDGD1 resultiert in kleineren

Pflanzen, die gekrauselte Blatter haben. Um herauszufinden, welche Auswirkungen die Uberexpression
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von NDGD1 auf die Membranlipidbiosynthese hat, sollen in dieser Doktorarbeit die Glyko- und
Phosphoglycerolipide dieser Linien tber das Q-TOF MS quantifiziert werden. Zusatzlich soll die
Funktionalitat der Photosynthese dieser Linien durch die Messung des Chlorophyllgehaltes sowie der
Quantenausbeute des PSII uberprift werden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen sollen Auskunft
tber mogliche Verdnderungen des Habitus des Chloroplasten geben, die durch die Akkumulation von
NDGDL1 in der duBeren Hullmembran hervorgerufen werden.

Innerhalb des flinften Teilbereiches soll die mogliche Funktion von NDGD1 (ber
bioinformatische Ansétze weiter charakterisiert werden. Hierbei sollen Auskiinfte zu der mdglichen
Struktur sowie Funktion von NDGD1 Uber den Vergleich mit Proteinen, deren Struktur und Funktion
schon aufgeklart werden konnte erhalten werden. Uber eine detaillierte phylogenetische Analyse sollen

Informationen zu dem evolutiondren Ursprung von NDGD1 gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Laborausstattung und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Laborausstattung

Analysenwaage 770

Autoklav

Heizblock

Homogenisator Precellys ® 24
Inkubator, Kelvitron ® t
Inkubationsschittler, Multitron 28570
Junior-PAM

Kamera DP7Z (Mikroskopie)
Laufkammer fur die Gelelektrophorese
Lichtmikroskop BH-2

Mini-Extruder

Photometer, Specord 205
Probenkonzentrator

Protan Nitrocellulose Transfermembran
Schwingmuihle MM400
Spektralfluorimeter FluoroMax-4
Spektrophotometer Nanodrop 1000
Sterilbank (Model 1.8)

Thermocycler Tpersonal

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Vertikale Laufkammer SE250, SDS-PAGE

Vortex Cetromat ® MV
Waage PG503-S Delta Range
Wachstumskammer, Rumed
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5810R

Kern, Balingen-Frommern (D)
Tuttnauer Systec, Kirchseeon-Buch (D)
Bioer, Hangzhow (CHN)
PEQLAB/VWR, Erlangen (D)

Thermo Scientific Heraeus ® , Waltham (USA)
INFORS, Einsbach (D)

WALZ, Effeltrich (D)

Olympus, Hamburg (D)

Cti, Idstein (D)

Olympus, Hamburg (D)

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Analytik Jena, Jena (D)

Techne (Bibby Scientific), Stone (UK)
Whatman/GE Healthcare, Maidstone (UK)
Retsch, Haan (D)

HORIBA Jobin Yvon, Edison (USA)
PEQLAB/VWR, Erlangen (D)

Holten Lamin Air, Allered (DK)
Biometra, Gottingen (D)

BioRad, Hercules (USA)

GE Healthcare, Little Chalfont (UK)
Braun Biotech, Melsungen (D)

Mettler Toledo, GieRen (D)

Rubarth Apparate GmbH, Laatzen (D)
Eppendorf, Hamburg (D)

Eppendorf, Hamburg (D)

Gaschromatograph (GC) mit Flammenionisationsdetektor (FID), Model 7890 Agilent, Boblingen (D)

Quadrupol Time-Of-Flight (Q-TOF) LC/MS, Model 6530

2.1.2 Chemikalien

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid-Ldsung 40% (29:1)

Agarose
Albumin — Fraktion V

8-Aminonaphthalen-1,3,6-trisulfonsaure (ANTS)

Ammoniumacetat

Ammoniumchlorid
Ammonium(VI)-molybdat-Tetrahydrat
Ammoniumnitrat

Agilent, Boblingen (D)

Prolabo VWR, Darmstadt (D)
Roth, Karlsruhe (D)
PEQLAB/VWR, Erlangen (D)
AppliChem, Darmstadt (D)

Setareh Biotech, Eugene (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

AppliChem, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
AppliChem, Darmstadt (D)



Ammoniumpersulfat (APS)
Bicinchoninséure (BCA) — Lésung
Borsaure

Bradford-Reagenz

Calciumchlorid

Calciumnitrat-Tetrahydrat

Cardiolipin (CL), Rinderherz

Chloroform

Coomassie Brilliant Blau R 250
3-(Cyclohexylamino)-1-propansulfonsaure (CAPS)
di16:0-Diacylglycerol (DAG)
dil8:3-DAG

Diethylether

Digalactosyldiacylglycerin (DGDG), Spinat
Dikaliumhydrogenphosphat

Dithiothreitol (DTT)

ECL Plus Western Blotting Substrate
Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat

Essigsaure

Ethanol 99 %, technisch

Ethanol, p.A.

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fe-EDTA

Glycerin

Guanidinhydrochlorid

Harnstoff

Hexan

Imidazol

lod

Isopropanol

Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kaliumnitrat

Kieselgel 60 mit Konzentrierungszone fur die
Dinnschichtchromatographie
Kobalt(Il)-chlorid
Kupfer(Il)-sulfat-Pentahydrat
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Manganchlorid

-Mercaptoethanol
Monogalactosyldiacylglycerin (MGDG), Spinat
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)
a-Naphthol

Natriumchlorid
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BioRad, Hercules (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Grissing, Filsum (D)

BioRad, Hercules (USA)
Merck, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Merck, Darmstadt (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Larodan, Malmo (S)

Prolabo VWR, Darmstadt (D)
Larodan, Malmo (S)
AppliChem, Darmstadt (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Pierce/Thermo Scientific, Waltham (USA)
Merck, Darmstadt (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Hofmann

Merck, Darmstadt (D)

Serva, Heidelberg (D)

Roth, Karlsruhe (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)
Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)
Grussing, Filsum (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Heirler, Radolfzell (D)
AppliChem, Darmstadt (D)
Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Larodan, Malmo (S)

Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)
Merck, Darmstadt (D)

Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)
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Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhypochlorit

Natriummolybdat
Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA) Agarose
Phosphatidsaure (PA), Eigelb
Phosphatidylcholin (PC), Eigelb

PC, Soja
1,4-Piperazinediethansulfonsdure (PIPES)
Ponceau S
p-Xylene-bis-pyridiniumbromid (DPX)
Saccharose

Salzsaure 37%, zur Analyse
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Toluol

Tricin

Tween-20

UDP-Galaktose

UDP-Glukose

Zinksulfat-Heptahydrat

2.1.3 Medien und Antibiotika

Bacto Agar

Bacto Peptone

LB Broth

Murashige & Skoog Medium (mit Vitaminen)
Plant Agar

Hefeextrakt (Yeast Extract)

Merck, Darmstadt (D)

AppliChem, Darmstadt (D)

Roth, Karlsruhe (D)

Merck, Darmstadt (D)

Qiagen, Hilden (D)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
AppliChem, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Setareh Biotech, Eugene (USA)
Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)

AppliChem, Darmstadt (D)
BioRad, Hercules (USA)

Prolabo VWR, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
Calbiochem/Merck, Darmstadt (D)
Calbiochem/Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)

Becton, Dickinson & Company, Sparks (USA)
Becton, Dickinson & Company, Sparks (USA)
Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)
Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)
Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)
Duchefa Biochemie, Haarlem (NL)

Antibiotika wurden Uber Duchefa Biochemie (Haarlem (NL)) und AppliChem (Darmstadt (D))

erworben.

2.1.4 Antikorper
His Detector Nickel HRP

Peroxidase anti-Peroxidase (PAP) (Kaninchen)

2.1.5 Kits und Enzyme
CloneJET PCR Cloning Kit

High Speed Plasmid Mini Kit
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit

KPL, Gaithersburg (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D

Fermentas/ Thermo Scientific, Waltham
(USA)

DNA Cloning Service, Hamburg (D)

DNA Cloning Service, Hamburg (D)

Die Restriktionsenzyme, DNA-Polymerasen sowie Ligasen wurden von Fermentas/Thermo Scientific
(Waltham (USA)) oder NEB (Ipswich (USA)) erworben.



2.1.6 Oligonukleotide
Die Oligonukleotide wurden von Integrated DNA Technologies (Leuven (B)) synthetisiert. Die
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Erkennungssequenzen der jeweiligen Restriktionsenszyme sind unterstrichen.

Bezeichnung Sequenz

Kommentar,
Restriktionsschnittstelle, mittlere
Schmelztemperatur

C-terminus von DGD1 forward,

bn1310 AGGATCCGACACCGGAAAACAAAAGGC

BamHlI, 71 °C

C-terminus von DGD1 reverse,
bn1311 TTCTGCAGCCAGCCGAAGATTGGC

Pstl, 71 °C
bn1491 GCGGATCCGTTGTCTGACAATGAAAG LjCDGDl forward, BamHlI, 68 °C
bn1492 TAGCGGATCCGGGTAAGAAACAACATATTGC LjDGD2 forward, BamHlI, 70 °C
bn1493 TCATGTCGACCCAGCCATAAATAGG LjDGDl reverse, Sall, 66 °C
bn1494 TCTCGTCGACTTTCCTGCCAGAATCAG LjDGD2 reverse, Sall, 69 °C
bn2200 AGGATCCGACGAATCAGCAGGAGCAACAC DGD2 forward, BamHlI, 72 °C
bn2279 CTGTCGACATCTTGCTTGCGAGTATTTGGG DGD?2 reverse, Sall, 58 °C

2.1.7 Vektoren

Vektor

pET43.1b

pJET1.2

pQE31
pBluescript Il SK+

pLH6000

P6N-35S

Selektionsmarker
AmpR
AmpR
AmpR
AmpR

SmR/SpR in Bakterien;
HygR in Pflanzen
SmR/SpR in Bakterien;
HygR in Pflanzen

Anbieter

Novagen/Merck, Darmstadt (D)
Fermentas/Thermo Scientific, Waltham (USA)
Qiagen, Hilden (D)

Stratagene/Agilent Technologies, Santa Clara
(USA)

DNA Cloning Service, Hamburg (D)

DNA Cloning Service, Hamburg (D)
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2.1.8 Zellstamme

Escherichia coli:

Stamm Genotyp Anbieter

ElectroSHOX F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Bioline, Taunten (USA)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl ara
A139 A(ara, leu)7697 galU galK
rpsL(Str®) nupG A

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44  Stratagene/Agilent Technologies,
relAl lac [F'proAB lacliZ4M15 Tn10 (Tet)] Santa Clara (USA)
F ompT hsdSg (rs'mg’) gal dcm (DE3) pLysS

BI21 [DE3] pLysS  (CamF) Invitrogen/Life Technologies,

Carlsbad (USA)

BL21 STAR F ompT hsdSg (re'ms’) gal decm rnel3l (DE3) Invitrogen/Life Technologies,
Carlsbad (USA)
M15[pREP4] Nal®, Stré, Rif%, Thi-, Lac,, Ara*, Gal*, Mtl, F, Qiagen, Hilden (D)

RecA-, Uvr?, Lon*

Agrobacterium fabrum (ehemals tumefaciens C58) (Lassalle et al., 2011):

C58C1(pGV2260) Deblaere et al. (1985)
Chlamydomonas reinhardtii:
dwl5 Moellering und Benning (2010)

2.2 Arbeitsmethoden mit E. coli

2.2.1 Kultivierung von E. coli

E. coli-Flussigkulturen wurden in LB Medium bei 37 °C unter Schitteln (ca. 180 rpm) kultiviert. Die
Selektion von plasmidhaltigen Zellen erfolgte durch Zugabe von Ampicillin (Endkonzentration

100 pg/mL) oder Carbenicillin (Endkonzentration 25 pg/mL).

LB Medium:
25¢g/L LB-Broth (Duchefa), pH 7.2
Fur Festmedien wurde 1,5 % Bacto Agar (BD) zugesetzt.

Die Zelldichte von Flissigkulturen wurde mittels optischer Dichte bei 600 nm (ODsog) bestimmt.
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Fir Dauerkulturen wurden Uber-Nacht-Kulturen 1:1 mit sterilem 70%igen Glycerin versetzt, in

flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.2 Plasmidisolation

Plasmid-DNA wurde nach der Methode von Riggs et al. (1986) isoliert. Das Zellpellet einer 2 mL-
Ubernachtkultur wurde in 200 uL BF-Puffer und 10 pL Lysozym (1 mg/mL) lysiert. Das Lysozym
wurde durch einmindtiges Erhitzen bei 100°C inaktiviert und dann das Lysat auf Eis abgekihlt. Im
Anschluss wurde die Suspension bei 14000 rpm fiir 20 min zentrifugiert und der Uberstand zur Fallung
der DNA mit 400 pL Isopropanol und 80 pL 5 M Ammoniumacetat vermischt. Es folgte nun eine
Zentrifugation bei 14000 rpm fir 12 min. Die geféallte DNA wurde mit 500 pL 70%igem Ethanol
gewaschen und dann erneut bei 14000 rpm fur 6 min zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des
Uberstandes wurde die DNA bei 45°C getrocknet und in 80-100 puL RNAse-haltigem Wasser
aufgenommen. Die Plasmide wurden bei -20°C gelagert.

BF-Puffer

8 % (Wiv) Saccharose
0,5% (w/v)  Triton X-100

50 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

Plasmide fiir die Sequenzanalyse wurden mittels des ,,High-Speed Plasmid Mini Kits*“ (DNA Cloning

Service, Hamburg) isoliert.

2.2.3 Herstellung kompetenter E. coli Zellen und Transformation

Die Transformation der Zellen erfolgte entweder durch chemische Transformation, oder durch
Elektroporation. Dementsprechend wurden nach unterschiedlichen Methoden chemisch kompetente
oder elektrokompetente Zellen hergestellt.

Zur Herstellung von chemisch kompetenten Zellen nach der Methode von Inoue et al. (1990) wurden
200 mL SOB Medium mit 2 mL einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C und 180 rpm bis zu
einer ODggo von etwa 0,5 kultiviert. AnschlieRend wurde die Kultur fur 10 min auf Eis abgekihlt und
die Zellen bei 2.500 g und 4°C fiir 10 min pelletiert. Das Pellet wurde dann in 80 mL eiskaltem TB-
Puffer resuspendiert und erneut bei 2.500 g bei 4 °C fir 10 min zentrifugiert. Die Pellets wurden in 15
mL eiskaltem TB-Puffer aufgenommen, mit 1,2 mL DMSO (finale Konzentration 7%) versetzt und 10
min auf Eis inkubiert. AbschlieRend wurden die nun kompetenten Zellen in Aliquots von 220 pL in

flissigem Stickstoff direkt schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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SOB-Medium

20 g/L Bacto-Peptone
5g/L Hefeextrakt
0,6 g/L NaCl

0,18 g/L KCI

2mL 1 M MgSOq
2mL 1 M MgCl,

MgSO4 und MgCl, wurden als sterile Losungen nach dem Autoklavieren hinzugefiigt.

TB-Puffer

10 mM PIPES pH 6,7 (KOH), steril filtriert
55 mM MnCl;

15 mM CaCl,

250 mM KCI

Fir die Transformation wurde die Plasmid-DNA bzw. der Ligationsansatz zu den auf Eis aufgetauten
kompetenten Zellen gegeben (maximal 20 pL) und fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation
erfolgte nun durch einen Hitzeschock bei 42°C fir 45 Sekunden. Nach dem Abkihlen auf Eis wurden
die Zellen mit 800 pL LB-Medium versetzt und fur 45 min bei 37°C zur Etablierung der Transformation
inkubiert. Ein Aliquot des Transformationsansatzes wurde abschlieBend auf festes LB-Medium mit

entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert und iber Nacht bei 37°C bebrutet.

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde zundchst 400 mL SOB Medium mit 20 mL einer
Ubernachtkultur angeimpft. Die Kultur wurde bei 37°C bis zu einer ODgoo Von 0,5 angezogen und vor
der Ernte fur 30 min auf Eis abgekuhlt. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C und unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt. Die durch Zentrifugation (5000 rpm, 15 min) geernteten Zellen wurden
zun&chst in 400 mL 1 mM HEPES aufgenommen und mehrfach mit eiskaltem deionisierten Wasser mit
absteigenden Volumina (200 mL, 100 mL, 50 mL) gewaschen. Der letzte Waschschritt erfolgte mit 20
mL einer 20 %igen Glycerinldsung. Abschlieend wurden die Zellen in 2 mL einer 10 %igen
Glycerinlosung aufgenommen und in Aliquots von 50 pL in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert.

Fir die Transformation per Elektroporation wurden die Aliquots der elektrokompetenten Zellen auf Eis
aufgetaut und mit der Plasmid-DNA oder dem entsalzten Ligationsansatz (s. 2.6.3) furr 2-5 min inkubiert.
Der Transformationsansatz wurde in eine vorgekihlte 1mm-Elektroporationskivette tberfihrt und
einem Spannungspuls von 1250 V ausgesetzt. Direkt nach der Transformation wurde 800 pL LB
Medium auf die Zellen gegeben. Hiernach wurde wie nach der chemischen Transformation weiter

vorgegangen.
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2.2.4 Klonierung der Expressionskonstrukte

Das Konstrukt zur Expression der vollstdndigen DGD1-Sequenz sowie ihrer N-terminalen Sequenz
(NDGD1) in pET43.1b wurde von Amélie Kelly hergestellt (Kelly et al., 2016). Dieser Vektor
beinhaltet neben einer C-terminalen Polyhistidinsequenz (His-Tag) die Gensequenz fiir den NusA-Tag.
Das NusA-Protein ist ein natives E.coli-Protein, das in vivo durch die Bindung an die
Terminationssequenz eines Gens das Abstoppen der Transkription an dieser Position hemmt
(Antiterminator) (Burns et al., 1998). Aufgrund der ausgepragten Hydrophilie dieses Proteins wird es
in diesem Expressionssystem dazu verwendet, (iber die N-terminale Fusion hydrophobe Proteine in
Ldsung zu bringen (Davis et al., 1999). In dieser Arbeit wurde ein weiteres Konstrukt zur Expression
der Glykosyltransferasedoméne der DGD1 (CDGDL) in pET43.1b hergestellt. Dazu wurde die CDGD1
Sequenz mittels der Primer bn1310 sowie bn1311 aus dem Vektor pQE31-AtCDGD1 per Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (s. auch 2.6.2) amplifiziert und tber die Schnittstellen BamHI, Pstl in pET43.1b
ligiert. Die DGD2-Sequenz wurde mit Hilfe der Primer bn2200, bn2279 aus dem Vektor pQE31-DGD2
amplifiziert und Uber die eingefligten Schnittstellen BamHI, Sall in pET43.1b eingefiigt. Die
Amplifikation von CDGD1 sowie von DGD2 entsprechend der Sequenz aus Lotus japonicus erfolgte
tber die Primer bn1491, bn1493 bzw. bn1492, bn1494 aus den Vektoren pSPORT1-LjDGD1 sowie
pBluescriptSK-LjDGD2. Die PCR-Produkte wurden tber die eingefuigten Schnittstellen BamHlI, Sall in
PET43.1b ligiert.

Tabelle 1: Innerhalb dieser Arbeit verwendete E.coli-Expressionskonstrukte. Entsprechende Sequenzen
wurden aus der cDNA von Arabidopsis oder Lotus japonicus (Lj) abgeleitet. Konstrukt: In dieser Arbeit zur
Expression verwendete Konstrukte. Ursprungssequenzen: Vorlagen fiir die Amplifikation der entsprechenden
cDNA Sequenzen Uber die PCR.

Konstrukt ge;sfgr?zr]e%s_ Anmerkung Referenz
pET43.1b - Leervektor Amélie Kelly (bn 163)
Fusion von NusA mit der
pET43.1b-DGD1 ?I:I’Eezezrzgd[:ﬁe[l)nlrl) vollstdandigen DGD1- Amélie Kelly (bn 166)
Sequenz
pET22b-DGD1 Fusion von NusA mit

pET43.1b-NDGD1 Amélie Kelly (bn 170)

(Peter DOrmann) NDGD1

Fusion von NusA mit

CDGD1 diese Arbeit (bn 335)

PET43.1b-CDGD1  pQE31-CDGD1

Kelly and Dérmann

PQE31-DGD?2 DGD2 cDNA DGD2 (2002) (PD 185)

pET43.1b-DGD2 pQE31-DGD2 Fusion von NusA mit DGD2  diese Arbeit (bn 868)

pSPORT1-LjDGD1 Fusion von NusA mit

PET43.1b-LJCDGDL (Gaude et al., 2004) CDGD1 von Lotus japonicus

diese Arbeit (bn 476)

pBluescriptSK-
pET43.1b-LjDGD2  LjDGD2
(Gaude et al., 2004)

Fusion von NusA mit DGD2

. . diese Arbeit (bn 477)
von Lotus japonicus
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2.2.5 Expression in E. coli
Je nach weiterer VVorgehensweise wurde mit einem von zwei Expressionsprotokollen gearbeitet:

1) Um fir die Enzymassays (s. 2.9) eine mdglichst groRe Menge aktiven Proteins zu erhalten,
wurde die Expression bei 16 °C durchgefuihrt. Dazu wurden zunéchst 50 mL-Hauptkulturen mit
den entsprechenden Ubernachtkulturen auf eine ODgoo Von 0,3 angeimpft. Bei einer ODsgoo VON
0,8-1,0 wurde die Expression nach dem 20 minitigem Abkihlen der Kulturen bei 4 °C mit 0,1
mM IPTG induziert. Wie zuvor beschrieben erfolgte die Expression bei 16 °C fir mindestens
12 h.

2) Um hohere Proteinernten zu erzielen sowie zur Zeitersparnis wurde vorbereitend zur
denaturierenden Proteinaufreinigung (s. 2.8.4) ein anderes Expressionsprotokoll ausgewdhlt.
Hier erfolgte nach der Induzierung mit IPTG bei einer ODgoo von 0,5-0,6 die Expression fur 3
h bei 37 °C.

2.3 Arbeitsmethoden mit Agrobacterium fabrum

Aufgrund seiner Féhigkeit, Fremd-DNA in Pflanzenzellen einzubringen und diese stabil in das
Pflanzengenom zu integrieren, ist die Transformation tber das Bodenbakterium A. fabrum mittlerweile
eine Standardmethode fiir die Erzeugung von transgenen Pflanzenlinien. Die dafiir verwendeten nicht-
pathogenen Zellstdmme enthalten einen sogenannten Helferplasmid, der die Virulenzgene enthélt. Diese
sind fur die Infektion der Pflanzenzellen sowie die anschlieRende Integration der Fremd-DNA in das
pflanzliche Genom nétig. In die Bakterienzellen wird nun ein zweiter Vektor eingebracht, der
sogenannte bindre Vektor. Dieser enthalt neben dem gewiinschten Zielgen jeweils einen

Replikationsursprung sowie einen Selektionsmarker fur Bakterien und Pflanzen.

2.3.1 Kultivierung von A. fabrum

A. fabrum wurde bei 28°C in YEP Medium mit Rifampicin (Endkonzentration 80 pg/mL) sowie
gegebenenfalls mit entsprechenden Antibiotika als Selektionsmarker kultiviert. Die Bellftung der
Flissigkulturen erfolgte durch Schiitteln bei 180 rpm.

YEP Medium

10 g/L Bacto Peptone
10 g/L Hefeextrakt
59/L Natriumchlorid
pH 74

Fur Festmedium wurde des Weiteren 1,5 % Bacto Agar zugefligt.

Zur Uberpriifung der Zelldichte wurde die ODeoo bestimmit.
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Dauerkulturen wurden aus 1 mL einer Uber-Nacht-Kultur und Zugabe von 1 mL sterilem 70%igen

Glycerin angelegt und bei -80°C gelagert.

2.3.2 Herstellung kompetenter A. fabrum Zellen und Transformation

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde 400 mL YEP Medium mit 5 mL einer UN-Kultur
angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,5 bis 0,7 kultiviert. Die im Eisbad abgekihlten Kulturen
wurden fur 15 min bei 4000 rpm und 4 °C flr die Zellernte zentrifugiert und das Zellpellet in 400 mL
eiskaltem sterilem deion. Wasser gewaschen. Dieser Schritt wurde 4fach wiederholt und anschlieRend
das Zellpellet in 1 mL eiskaltem sterilem 10 %igem Glycerin aufgenommen. Die Zellen wurden in
Aliguots von 40 pL nach dem Schockgefrieren in flissigem Stickstoff bei -80 °C gelagert.

Die Transformation von A. fabrum erfolgte Uber Elektroporation. Dazu wurde ein Aligout der
kompetenten Zellen mit Plasmid DNA (~ 1 pL) versetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Der
Transformationsansatz wurde in eine vorgekihlte 1mm-Elektroporationskivette uberfiihrt und dann
einem Spannungspuls von 1250 V ausgesetzt. Nach diesem Puls wurden die Zellen direkt in 800 pL
YEP Medium aufgenommen. Die Zellen wurden fur 4 h bei 28°C regeneriert und dann auf festes YEP

Medium mit Rifampicin sowie den entsprechenden Selektionsmarkern ausplattiert.

2.4 Arbeitsmethoden mit Chlamydomonas reinhardtii

2.4.1 Kultivierung von C. reinhardtii

Die Kultivierung von C. reinhardtii erfolgte bei einer Lichtintensitat von 50-70 umol Quanten m2s*
(Dauerlicht) und einer Temperatur von 22°C in TAP Medium. Die Flussigkulturen wurden hierbei bei
100 rpm zur Beliftung geschuttelt.

Das TAP-Medium wurde nach Gorman und Levine (1965) angesetzt.

STAMMLOSUNGEN FUR DAS TAP-MEDIUM:

10 x TAP Base (pH 7,0-7,5)

1lg/L MgSO4 * 7 H,0
0.5g/L CaCl,* 2 H.0
24.2 g/L Tris Base

10 mL/L Eisessig

100 x N-Stammldsung
180 g/L NH,4CI

1000 x P-Stammlésung
180 g/L K:HPO,
90 g/L KH2PO4
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1000 x Hutner’s Spurenelement-L&sung

50 g/L EDTA Dinatriumsalz
22 g/lL ZnS04 * 7 H0O

11.4 g/L HsBOs

5.06 g/L MnClI; * 4 H,0
1.61g/L CoCl2 * 6 H20

1.57 g/L CuSO4 * 5 H0

1.10 g/L (NH4)sM07024 * 4 H,0
4.99 g/L FeSO4 * 7 H.0

TAP-MEDIUM 1L.:

100 mL TAP Base

10 mL N-Stammldsung

1mL P-Stammldsung

1mL Hutner’s Spurenelement-L6sung

Fir die Herstellung von Festmedium wurde des Weiteren 1,5 % Plant Agar hinzugefiigt.

2.5 Arbeitsmethoden mit Arabidopsis thaliana

2.5.1 Kultivierung von A. thaliana

Je nach Zielsetzung wurden die Samen von Arabidopsis direkt auf Erde oder auf ein Nahrmedium (MS-
Medium) ausgebracht. Fir das Wachstum der Pflanzen auf dem Nahrmedium war es zun&chst
notwendig, die Samenoberflache zu sterilisieren. Dazu wurden diese in Samensterilisationsmedium fir
15-20 min unter Schitteln inkubiert und daraufhin mit 96 %igen Ethanol (vergallt) dreifach gewaschen.
Die Samen wurden unter sterilen Bedingungen getrocknet und dann auf Platten mit 2xMS-Medium

ausgebracht. Zur Vernalisation wurden die Platten mit den Samen fur mindestens 12 h bei 4 °C gelagert.

Samensterilisationsmedium (10 mL):

4,2 mL deion. H,O
0,8 mL 12 % Natriumhypochlorit-Lsung
5mL 96 % Ethanol

2XMS — Medium (Murashige and Skoog, 1962):
4,8 g/L MS salts including vitamins

10 g/L Saccharose
9¢g/L Plant Agar
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Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte bei 150 pmol m=2 st bei 21 °C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55 %, entweder bei Langtag- (16 h Licht) oder Kurztag- (8 h Licht) Bedingungen.
Fir Phosphatmangelexperimente wurden die entsprechenden Pflanzen zunédchst fir 2 Wochen auf
2XxMS-Medium angezogen. Die Pflanzen wurden auf ein synthetisches N&hrmedium mit (+ Phosphat)
und ohne (- Phosphat) KH2PO, umgesetzt und fiir weitere 10 bis 12 Tage (bis sich die Bléatter der
Pflanzen auf Phosphatmangelmedium rotlich verfarbten) kultiviert.

Synthetisches Ndhrmedium

0,8 % Agarose
1% Saccharose
2,5mM KNO;

1 mM MgSO.

1 mM Ca(NOs).
1 mM KH2PO,4
1 mM NH4NO3
25 uM Fe-EDTA
35uM H3sBOs

7 UM MnCl,
0,25 uM CuSO,
0,5 uM ZnS0O,
0,1 uM Na:MoO4
5uM NaCl
5nM CoCl;

2.5.2 Transformation von A. thaliana

Die Transformation der dgd1-1-Mutante (Dérmann et al., 1995a) erfolgte nach einem abgewandelten
Protokoll von Clough et al. (1998). Aufgrund des kleinen Wuchses der Mutante wurde hier anstatt des
“Floral dippings”, das in dieser Publikation vorgestellt wurde, die Suspension der transgenen A. fabrum
Zellen in der Saccharose-Silwett L77-Losung per Pinsel auf die Infloreszenzen der etwa 4 Wochen alten
Pflanzen aufgetragen. Um die Luftfeuchtigkeit zu erhdhen, wurden nach dieser Behandlung die Pflanzen
mit einer mit Wasser bespruhten Plastikhaube tiber Nacht abgedeckt. Diese Prozedur wurde mehrfach
alle 5 Tage zur Steigerung der Effizienz wiederholt. Sobald die Samenschoten gelb bzw. braun wurden,
wurden diese abgeschnitten, getrocknet und die Samen geerntet. Die Selektion der transformierten

Pflanzen erfolgte auf 2xMS — Platten, die mit entsprechenden Selektionsmarkern versehen waren.

2.5.3 Klonierung von DGD1-CTAP in p35-6N

Mit dem Ziel, das DGD1-Protein mit potentiellen Interaktionspartnern aus den Pflanzen zu extrahieren
und zu reinigen, wurde in der Doktorarbeit von Sandra Witt (2009) ein TAP-Tag C-terminal mit der
DGD1-Sequenz fusioniert (DGD1-CTAP) und uber den Vektor pLH6000 in dgd1-1 eingebracht. Die



28| Material & Methoden

Tandem Affinity Purification (TAP) Methode wird im Allgemeinen dazu verwendet, Proteine tber zwei
Schritte aufzureinigen. Aufgrund der Problematik, dass diese Pflanzen nach einiger Zeit keine
detektierbare Proteinexpression zeigten, wurde vermutet, dass ,,Gene silencing® in den Pflanzen
erfolgte. Der Grund hierflr kénnte sein, dass sowohl die Expressionskassette als auch das Resistenzgen
in pLH6000 unter der Kontrolle des 35S-Promotors stehen (Meyer and Saedler, 1996; Komari et al.,
2006). Um dies zu umgehen, wurde innerhalb dieser Arbeit das DGD1-CTAP-Konstrukt in den bindren
Vektor p6N-35S Uber die Sfil-Schnittstellen eingebracht. Die Resistenzkassette dieses Vektors
beinhaltet anstelle des 35S-Promotors einen NOS-Promotor (NOS = NOpaline Synthase).

Die Selektion in Bakterien erfolgte Uber Streptomycin und Spectinomycin. Transformierte dgd1-1-

Mutanten wurden Uber 2xMS-Platten mit Hygromycin B selektiert.

2.5.4 Elektronenmikroskopische Aufnahmen

In der vorangegangenen Arbeit von Sandra Witt (2009) wurde der bindre Vektor pBINAR-NDGD1, zur
Uberexpression der N-terminalen Sequenz von DGD1, in Col2 eingebracht. Die resultierenden Pflanzen
waren verkleinert und hatten gekrauselte Blatter. Zur Klarung der Frage, ob die Uberexpression von
NDGD1 sowie die Akkumulation von NDGDL1 in der duBeren Chloroplastenhillmembran zu einer
gestorten Chloroplastenmorphologie fiihrt, wurden elektronenmikroskopische Aufhahmen angefertigt.
Die Probenaufbereitung sowie die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten durch Dr. Michael
Melzer (Strukturelle Zellbiologie, IPK Gatersleben).

2.5.5 Chlorophyllextraktion und -bestimmung

Die Chlorophyllbestimmung erfolgte nach dem Protokoll von Porra et al. (1989). Zur absoluten
Quantifizierung wurden mittels eines Korkbohrers Scheiben mit einer definierten Grundflache (12,57
mm?) aus den Blattern ausgestanzt und direkt in fliissigem Stickstoff eingefroren. Mittels einer
Schwingmiihle (Retsch) wurde das Blattmaterial durch Metallkugeln im gefrorenen Zustand gemérsert
und zunachst wieder im flissigen Stickstoff aufbewahrt. Das pulverisierte Blattmaterial wurde nun in 1
mL 80 %igem (v/v) Aceton aufgenommen und extrahiert. Es ist wichtig, dabei schnell vorzugehen und
die Proben auf Eis zu lagern, da das Chlorophyll leicht degradiert. Nach der Extraktion wurden die
Zelltriimmer abzentrifugiert (4 °C, 13000 rpm, 5 min), der Uberstand abgenommen, das Pellet erneut in
1 mL 80 %igem Aceton zur Extraktion des restlichen Chlorophylls aufgenommen und nach erneuter
Zentrifugation der Uberstand zu dem ersten Extrakt hinzugefiigt. Die Absorptionsmessung erfolgte in
Quarzkivetten bei 663.6, 646.6 sowie 750 nm. Der Absorptionswert bei 750 nm diente hierbei als
Korrekturfaktor und wurde zundchst von den Absorptionswerten von 663.6 und 646.6 nm abgezogen.
Die Chlorophyll a- und Chlorophyll b-Konzentrationen wurden anhand der folgenden Formeln

berechnet:
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Chlorophyll a =12.25* (A653,6 - A750) —255* (A646.6* A750)
CthfOphy" b =20.31* (A646.6— A750) -491~* (Assg,e — A750)

2.5.6 PAM-Fluorometrie
Die Erfassung der photosynthetischen Aktivitat des Photosystems Il (PSII) erfolgte Uber die PAM-

Fluorometrie (Pulse-Amplitude-Modulated Fluorescence).

Photosynthetisch aktive Strahlung wird direkt photobiochemisch genutzt oder als Fluoreszenz- und
Waérmestrahlung wieder abgegeben. Je nach Zustand der Photosysteme variiert hierbei das Verhéltnis,
d.h. dass sich eine Beeintrachtigung der Photosysteme durch eine Erhdéhung der Fluoreszenz- sowie
Warmeemission zeigen kann. Mittels des PAM-Fluorometers (Junior-PAM, WALZ) werden séttigende
Lichtimpulse direkt auf die Blattoberflache abgegeben und darauf folgend die Fluoreszenzemission
erfasst. Dieser Wert wird als die maximale Fluoreszenz (Fu) bezeichnet. Durch die Einbeziehung der
Grundfluoreszenz (Fo, Fluoreszenzwert vor den Lichtimpulsen) kann nun die maximale
Quantenausbeute (Fv/Fnm) von dem PSII bestimmt werden. Lichtstress (500, 1000 pmol m s?) induziert
die Aktivierung diverser Mechanismen zur Ableitung der Uberschiissigen Lichtenergie (z.B. der
Xantophyllzyklus). Eine verdnderte Reaktion der Pflanzen auf den Lichtstress wird als Hinweis auf eine
mdgliche Fehlfunktion der Photosysteme angenommen. Es wird hierbei zwischen der absoluten
Quantenausbeute Fv/Fm bei dunkel-adaptierten Pflanzen sowie der relativen Quantenausbeute Fv*/Fu°

bei Licht-adaptierten Pflanzen unterschieden.

In dieser Arbeit wurden zunachst Col2- und dgdl-1-Pflanzen, sowie Pflanzen der beiden
Uberexpressionslinien ND1#40 und ND1#45 fir 20 min unterschiedlichen Lichtintensitaten (0, 500,
1000 pmol m2 s') ausgesetzt. Nach der Adaptionszeit erfolgte unter den genannten Bedingungen die
PAM-Messung, wobei der Lichtleiter des Junior-PAM Gerdts direkt auf die Blattoberflache aufgesetzt

wurde. Die Messwerte wurden nun graphisch im Vergleich zueinander aufgetragen und ausgewertet.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Gelelektrophorese

Mittels der Gelelektrophorese erfolgte eine Auftrennung einzelner DNA-Fragmente z.B. nach einem
Restriktionsverdau. In der Regel wurden hier 1 %ige Agarosegele in TBE-Puffer mit 0,1 pg/mL
Ethidiumbromid verwendet. Die DNA-Proben wurden mit 6x-Probenpuffer versetzt und anschliefend
auf das Gel aufgetragen. Zusétzlich wurde fur die Abschatzung der GrofRen der Banden ein DNA-
Langenstandard aufgetragen. Je nach GroRe des Gels wurde die Elektrophorese bei 90 bis 120 V
durchgefuhrt.
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1x TBE-Puffer

& Methoden

89 mM Tris-Base

89 mM Borsaure

2mM Na,-EDTA (pH 8)
6x-Probenpuffer

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
60 mM Na,-EDTA (pH 8)
0,03 % Bromphenolblau
0,03 % Xylol cyanol FF
6,5 % Glycerin

2.6.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten bzw. Genen aus dem Genom eines Organismus oder aus
Plasmiden erfolgt tber die PCR. In den meisten Fallen werden hier tber Uberhange der Primer
Restriktionsschnittstellen fiir die weitere Klonierung angefugt.

Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte in der Regel Uber die Q5 High-Fidelity DNA-
Polymerase (NEB). Fir die Amplifikation eines Fragmentes aus einem Plasmid wurden etwa 1-10 ng
der Vorlage- (Template) DNA benétigt. Die Primer wurden von der Firma IDT bezogen und mit A.
deion. bis zu einer Konzentration von 10 pmol/uL verdinnt. Um die Spezifitat der Bindung der Primer
an das Template zu erhéhen, kann zu dem PCR-Ansatz 2% Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben

werden. Das Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes betrug 50 uL.

PCR-Reaktionsansatz
1L (2 1-10 ng)

Template-DNA

10 uL Q5 Reaction buffer

1puL 10 mM dNTPs

2,5uL 10 pmol/uL forward Primer
2,5puL 10 pmol/pL reverse Primer
32,5 L A. deion.

0,5puL Q5 Polymerase
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Das PCR-Programm wurde an die Herstellerangaben von NEB angepasst:

PCR-Programm

Temperatur Zeit
1 98 °C 30s Denaturierung
2 98 °C 10s Denaturierung
30-35 x 3 Tm-5°C 30s Annealing
4 72°C 30/ kb Elongation
5 72°C 2 min Elongation

Bei unterschiedlichen Schmelztemperaturen der Primer (Tm, s. 2.1.6) wurde flir das Annealing immer
die niedrigere berechnete Temperatur verwendet. Das PCR-Produkt wurde mittels Gelelektrophorese
sowie anschlielender Gelextraktion (Kit) gereinigt.

2.6.3 Weitere Klonierungsschritte

Das gereinigte PCR-Fragment wurde nachfolgend in den Klonierungsvektor pJET1.2 ligiert (nach
Protokoll des Herstellers) und in E.coli vermehrt. Das PCR-Fragment wurde Uber die eingefligten
Schnittstellen per Restriktionsverdau herausgeldst und der Zielvektor (z.B. pET43.1b) mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen linearisiert (2h). Beide Fragmente wurden per Gelelektrophorese
und anschlieRender Gelextraktion aufgereinigt. Anschliefend wurde der linearisierte Zielvektor mit dem
geschnittenen PCR-Produkt (Insert) ligiert. Hierbei ist darauf zu achten, dass der Zielvektor zu dem
PCR-Fragment in einem molaren Verhéltnis von 1 zu 3 vorliegt. Die Berechnung der Menge der

jeweiligen Fragmente fiir die Ligation kann mittels folgender Formel erfolgen:

|Vektor X Glnsert

X 3 = Vinsert

GVektor

Die Bestimmung der Bandenintensitét (1) von 1 uL der DNA erfolgte mittels Gelelektrophorese. lvekior
ist die Intensitat des Vektors im Vergleich zu der des Inserts. G ist die GroRe der entsprechenden
Fragmente in kbp. Vinsert ist das flr die Ligation bendtigte Volumen des Inserts in yL, wenn 1 pL des
Vektors verwendet wird. Die Ligation der Fragmente erfolgte mit Hilfe der T4 Ligase (Fermentas) nach
den Angaben des Herstellers. Fir die Transformation mittels Elektroporation war es notwendig die
Ligationsansédtze zu entsalzen. Die Entsalzung des Ligationsansatzes erfolgte in der Regel (ber die
Dialyse durch einen Membranfilter (Celluloseester, Porengréfe 0,025 pm) (EMD Millipore,
FisherScientific, Waltham (USA). AnschlieBend wurden die entsalzten Ligationsansdtze in
elektrokompetente E. coli Zellen (s. 2.2.3) transferriert. Nach der Ausplattierung und Kultiverung der
transformierten Zellen wurden mehrere resistente Kolonien gepickt und damit E. coli-Flussigkulturen
angesetzt. Aus den Flussigkulturen wurden anschlielend die Plasmide isoliert (s. 2.2.2). Die erzeugten
Plasmide wurden mittels Kontrollverdau mit geeigneten Restriktionsenzymen uberpriift (genaue

Klonierungsprotokolle bitte dem Anhang entnehmen).
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2.7 Lipidanalytik

2.7.1 Lipidisolation

Die Extraktion der Lipide aus frischem Pflanzenmaterial erfolgte nach Siebertz et al. (1979). Zur
Inaktivierung der Lipasen wurde das Pflanzenmaterial direkt nach dem Ernten zunéchst 10 min in
Wasser abgekocht. Das Wasser wurde dann verworfen. Der erste Extraktionsschritt erfolgte mit
Chloroform:Methanol in einem Verhaltnis von 1:2 unter Schiitteln fur mindestens 4 h oder tber Nacht
bei 4 °C. Der zweite Extraktionsschritt wurde mit Chloroform:Methanol 2:1 unter den gleichen
Bedingungen wie bei dem ersten Schritt durchgefiihrt. Die Extrakte wurden nun vereinigt und ein
Mischungsverhaltnis Chloroform:Methanol:Wasser von 2:1:0,75 eingestellt. Uber das anschlieRende
Ausschitteln wurden polare Kontaminationen des Lipidextraktes in die wassrige Phase Uberfihrt. Die
anschlieende Phasentrennung erfolgte lber die Zentrifugation bei 1000 rpm fur 2 min. Die
Chloroformphase (unten) mit den darin enthaltenden Lipiden wurde anschliefend mit Hilfe einer

Pasteurpipette in ein neues Glasréhrchen tberfihrt. Die Lagerung der Lipidextrakte erfolgte bei -20 °C.

2.7.2 Fraktionierung der Lipide mittels Festphasenextraktion
Zur Fraktionierung eines Gesamtlipidextraktes in Neutrallipide (wie TAG), Glykolipide (wie MGDG
und DGDG) und Phospholipide (wie PC) wurde eine Festphasenextraktion mit Silikasdulchen
durchgefuhrt. Je nach Volumen und Konzentration des Extraktes wurden 500 mg-Saulchen (5 mL
Gesamtvolumen) oder 100 mg-Saulchen (1 mL Gesamtvolumen) gewahlt. Die in Chloroform auf-
genommenen Lipide wurden auf die mit Chloroform aquilibrierte Sdule gegeben und folgendermafien
fraktioniert:

1. 3faches Gesamtvolumen Chloroform: Neutrallipide

2. 3faches Gesamtvolumen Aceton/Isopropanol (9:1): Glykolipide

3. 3faches Gesamtvolumen Methanol: Phospholipide

Fur die Anreicherung von DAG und TAG in den Lipidextrakten wurden die Extrakte in Hexan
aufgenommen und auf die zuvor mit Hexan &quilibrierte S&ule gegeben. Die Elution der Lipide erfolgte

nach folgendem Schema (nach http://www.cyberlipid.org):

1. 3faches Gesamtvolumen Hexan: Kohlenwasserstoffe sowie Squalene
2. 5faches Gesamtvolumen Hexan/Diethylether (95:5):  u.a. TAG
3. 5faches Gesamtvolumen Diethylether: u.a. DAG und MAG

2.7.3 Dunnschichtchromatographie

Mittels der Dunnschichtchromatographie (DC) Uber Silicaplatten wurde die Reinheit sowie
Zusammensetzung eines Lipidextraktes tberpriift. Die Lipidproben wurden etwa 0,5 bis 1 cm breit auf
die Platte neben einem Referenzlipidextrakt aufgetragen. Bei der praparativen DC zur Gewinnung reiner
Lipide wurde der Lipidextrakt in einem schmalen Band auf die gesamte Breite der Platte aufgetragen,

hierbei wurde zu den Réndern etwa 1 cm Platz gelassen. Als Laufmittel wurde Aceton:Toluol:Wasser
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91:30:8 verwendet. Fir die Visualisierung der Lipide wurden mehrere Farbemethoden verwendet.
Glykolipide werden mit Hilfe des a-Naphthol-Schwefelsédure-Reagenz und dem anschlielenden
Erhitzen der Platte auf etwa 137 °C selektiv angefarbt. Durch das anschlieBende Erhitzen auf tiber 200
°C erfolgt die durch die Schwefelséure verursachte Verkohlung aller organischen Substanzen wie z.B.
der Phospholipide, wodurch diese auf der Platte als braune bis schwarze Flecken erscheinen. Fir die
praparative Diinnschichtchromatographie kann dieses Reagenz aber nicht verwendet werden. Uber das
ANS-Reagenz konnen Lipide ohne die Zerstorung der Molekdilstruktur unter UV-Licht (366 nm)
sichtbar gemacht werden. Die Bande des zu reinigenden Lipides wurde markiert und von der Platte
geschabt. Die Lipide wurden aus dem Silicamaterial analog zu der generellen Lipidisolation extrahiert
(s. Lipidisolation). Eine weitere Mdglichkeit, organische Molekiile auf den Platten anzuférben, ist das

Bedampfen mit molekularem lod.

ANS-Reagenz
0,2% (w/v)  Anilinnaphthalinsulfonsaure in Methanol

a-Naphthol / Schwefelsdure
8¢ a-Naphthol in 250 mL Methanol
30 mL konz. H,SO, unter Rihren im Eisbad zugeben

2.7.4 Lipidquantifizierung durch Messung der Fettsduremethylester per GC-FID

Die Lipide wurden anhand ihrer Fettsduremethylester (Fatty Acid Methyl Ester, FAME) mittels eines
Gaschromatographen mit Flammenionisationsdetektor (GC-FID) analysiert und quantifiziert. Per saurer
Transmethylierung wurden die Fettsauren von dem Glycerin-Grundgerst der komplexen Lipide gel6st.
Anhand der Konzentration der Fettsduren konnten nun auch die Lipide quantifiziert werden

(CLipid = CFettséure/Z)-

Zunéchst wurden 1 mL 1 M methanolische Salzsdure auf das getrocknete Lipid gegeben und 100 pL
des internen Standards Pentadecansaure (15:0; 50 pg/ mL in Methanol) hinzugefigt. Die
Transmethylierungsreaktion erfolgte bei 80 °C fiir 20 min. Nach dem Abkuhlen der Lésung wurden
1 mL Hexan sowie 1 mL 0,9 %ige NaCl-Ldsung zugegeben. Nach dem Ausschutteln und der darauf
folgenden Zentrifugation (2000 rpm, 2 min) wurde die obere Hexanphase abgenommen und direkt oder

aufkonzentriert per GC-FID analysiert.

2.7.5 Lipidanalytik mit Hilfe des Q-TOF-Massenspektrometers

Des Weiteren wurden die Lipide mittels des 6530 Accurate Mass Quadropole Time-of-Flight (Q-TOF)
LC/MS Massenspektrometers (Agilent) analysiert. Hierzu wurden zunéchst die Lipidextrakte (s.
Seite 32) in dem Laufmittelgemisch Chloroform:Methanol:300mM Ammoniumacetat (300:665:35)
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aufgenommen. Fir die Messung wurden 5-15 pL der Probe mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1
pL/min unter Verwendung des ,,Nanoflow direct infusion Chip Cubes“ in das Massenspektrometer
injiziert (Vcap = 1500 V). Nach der Selektion der positiv ionisierten Lipide im Quadrupol erfolgte unter
Spannung deren Fragmentierung mittels Stickstoff in der Kollisionszelle (Fragmentorspannung = 200
V). Hierzu wurde zuvor die Kollisionsenergie fir jede Lipidklasse ermittelt. Die Lipidklassen wurden
nach Abspaltung der Kopfgruppe (Glyko- und Phospholipide) oder einer Fettsdure (Neutrallipide) tiber
den charakteristischen Masseverlust (,,neutral loss*) oder das Auftreten einer bestimmten
Fragmentmasse (,,precursor ion*) identifiziert. Anhand der Signalstirke des resultierenden positiv
geladenen Fragmentes wie z.B. des Phosphocholins oder des DAGs der Phospho- und Galaktolipide
wurden die Lipide relativ zu Standards (s.

Tabelle 2) quantifiziert. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Mass Hunter Workstation
Software (Version B.02.00; Agilent Technologies) (Welti et al., 2002; Gasulla et al., 2013).

Tabelle 2: Zusammensetzung des Phospho- und Galaktolipidstandards (links), des internen Galaktolipid-
standards (Mitte) sowie des DAG- und TAG-Standards (rechts).

Lipid Konzentration Lipid Konzentration Lipid Konzentration
P (nmol/ 10 pL) P (nmol/ 50 pL) (nmol/ 10 pL)
34:0 0,07 MGDG 34:0 0,7 28:0 1
MGDG 36:0 0,05 DGDG 34:0 0,75 DAG 28:2 1
DGDG 34:0 0,1 36:0 2,72 40:0 1
36:0 0,2 42:0 1
SQDG 34:0 0,2 30:0 1
28:0 0,07 33:3 1
PA " 40:0 0,07 TAG 600 1
PS 28:0 0,01 66:3 1
Pl  34.0 0,15
28:0 0,1
PE " 400 01
28:0 0,1
PG 40:0 0,1
28:0 0,1
PC 4000 01

2.7.6 Analyse der Verteilung der an sn2 gebundenen Fettsauren in TAG

Zur Analytik der an der sn2-Position des TAGs gebundenen Fettsduren wurde nach dem Protokoll von
Byrdwell (2005) vorgegangen. Die TAGs der Blattproben wurden zunéchst aufgereinigt (s. 2.7.2). Zum
Zweck der Vereinheitlichung und damit Vereinfachung der Messung wurden die an diesen TAGs
gebundenen Fettsduren in Anwesenheit von Platin(IV)-oxid mit Wasserstoff hydriert und damit
abgesattigt. Die TAG-Proben sowie 16:0/16:0/18:0- (PPS, 50:0), 16:0/18:0/16:0- (PSP, 50:0),
18:0/18:0/16:0- (SSP, 52:0) und 18:0/16:0/18:0- (SPS, 52:0) TAG wurden mit dem QTOF-MS
fragmentiert. Die nach der Messung erhaltenen Chromatogramme wurden nach dem Masseverlust einer

16:0- (Palmitinsaure, P) oder 18:0- (Stearinséure, S) Fettsdure extrahiert. Die Berechnung der
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Verhaltnisse der Regioisomere der TAGs zueinander (z.B. PPS zu PSP) innerhalb der Proben beruht auf
dem Tatsache, dass Fettsauren, die an snl oder sn3 gebunden sind, leichter bei der Fragmentierung
abgespalten werden, als die Fettséure, die sich an sn2 befindet. Somit ist z.B. das VVerhéltnis [PP]*/[PS]*
(bezogen auf die jeweilige Haufigkeit der nach der Fettsdureabspaltung erhaltenen DAG-Fragmente)
bei PSP groRer als bei PPS. In den folgenden Erlduterungen wird beispielhaft auf die Berechnung des
Verhéltnisses PSP zu PPS in den Proben eingegangen. Nach der Messung wird anhand der erhaltenen
Haufigkeitswerte der DAG-Fragmente das Verhaltnis [PP]*/[PS]* bei den reinen TAGs (in dem Fall
PSP und PPS) sowie den 50:0-TAGs der Proben berechnet. Diese Verhéltnisse werden in die folgenden

Formeln eingesetzt.

(% PSP) = - —Probe 15100 %
(P51, ~ (isf).,
[PP]* _ ([PP]*
(% PPS) = ((Ef:g;); r°be_ ég,?]:) PSP | % 100%
\ (57, = (05%),s, )

Mittels dieser Formeln wird das prozentuale Verhaltnis von PSP zu PPS innerhalb der 50:0-TAGs der
Proben berechnet. Das heilt, dass mit den erhaltenen Werten die prozentuale Verteilung der an sn2

gebundenen Fettsauren (bezogen auf die Kettenldnge) abgeschétzt werden kann.

Fir die Berechnung des prozentualen Verhaltnisses SPS zu SSP innerhalb der 52er-TAGs wird dhnlich
vorgegangen. Fir diese Berechnung wird aber das Verhaltnis [SS]*/[SP]* verwendet. Dieses Verhdltnis
wird fur das reine SPS und SSP sowie den 52:0-TAGs der Proben berechnet und in die folgenden

Formeln eingesetzt.

(% SPS) = x 100 %

(% SSP) =

(571, (577)s
[
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2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Proteinkonzentrationsmessungen

Die Proteinkonzentrationsmessung erfolgte photometrisch mittels des BCA- oder Bradford-Reagenz.
Fir die Herstellung der BCA-Arbeitslésung (Smith et al., 1985) wurde zu 50 Teilen des Reagenz 1 Teil
einer 7 %igen Kupfersulfatlosung hinzugefiigt. Auf 20 pL Probenansatz wurden 200 pL der BCA-
Arbeitslésung pipettiert und fiir 15 min bei 60 °C inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte bei
560 nm.

Fir den Bradford-Test (Bradford, 1976) wurde auf 20 uL Probe 200 puL mit Wasser verdiinntes Reagenz
(1:5) gegeben, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und photometrisch bei 595 nm der Proteingehalt
bestimmt. Zu jeder Messung wurden 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 und 1.0 mg/mL BSA-Standardreihen im

entsprechenden Puffersystem angefertigt.

2.8.2 SDS-PAGE, Western Blot und Immunodetektion

Der Proteinnachweis erfolgte (Uber Natrium- (engl. Sodium-) dodecylsulfat-Polyacrylamid-
gelelektrophorese  (SDS-PAGE) und gegebenenfalls nachfolgendem Western Blot und
Immunodetektion. Die SDS-PAGE erfolgte nach dem Protokoll nach Laemmli (Laemmli, 1970). Die
Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels ist Tabelle 3 zu entnehmen. TEMED sowie die
Ammoniumpersulfatlosung wurden direkt vor dem Einflillen der jeweiligen Ldsung in die GieRkammer
hinzugefugt. Das Trenngel wurde bis etwa 3 cm unter dem Rand der Giellkammer gegossen und mit 70
%igen Isopropanol uberlagert. Nach 20 min Polymerisationszeit wurde das Isopropanol wieder
vollstandig entfernt und das Sammelgel Uber das Trenngel gegossen. Schlieflich wurden die K&mme

fur die Probentaschen eingesetzt und das Gel fiir 20 min auspolymerisiert.

Tabelle 3: Pippettierschema fur 2 Minigele (5 x 8 cm) fiir die SDS-PAGE (das 10 %ige Trenngel wurde fur die
Auftrennung der Proteine insbesondere im Bereich von 60-100 kDa, das 7 %ige im Bereich ber 100 kDa
eingesetzt):

Trenngel Sammelgel
10% 7% 4%
Acrylamid/Bisacrylamid-Ldsung 40% 6,25 mL 4,5mL 1mL
1,5 M Tris-HCI, pH 8.8 6,25 mL 6,25 mL -
0,5 M Tris-HClI, pH 6.8 - - 2,5mL
10 % SDS 250 pL 250 pL 100 pL
H.0 12,1 mL 13,85 mL 6,3 mL
TEMED 10 uL 10 uL 5uL
10 % Ammoniumpersulfat-Lésung 150 uL 150 uL 100 pL
Total 25 mL 10 mL
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Pro Tasche wurden 30 - 50 ug Protein bei Rohextrakten und 5 pg bei reinen Proteinen aufgetragen.
Zuvor wurde dazu das entsprechende Probenvolumen mit 4 x Laemmli-Probenpuffer versetzt, 5 min bei

95 °C gekocht und dann 5 min bei 14000 rpm abzentrifugiert.

Probenpuffer 4x

400 mM Tris Base

8% SDS

40 % Glycerin

0.02 % Bromphenolblau

4 mM EDTA

10 % B-Mercaptoethanol

Die Elektrophorese erfolgte in einem Tank mit 1 x Laufpuffer. Der Lauf wurde mit einer konstanten
Stromstadrke von 25 mA pro Minigel (5 x 8 cm) gestartet. Sobald die Lauffront das Trenngel erreichte,

wurde die Stromstarke auf 35 mA pro Minigel erhéht.

1 x Laufpuffer
25 mM Tris Base

192 mM Glycin
0.1% (w/v)  SDS

Nachdem die Lauffront das untere Ende des Geles erreicht hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt und
das Gel entnommen. Zur Ubersicht konnte das Gel nun direkt mittels ,,Coomassie-Mikrowellen-

Féarbung® angeférbt werden.

Fur die Coomassie-Mikrowellen-Farbung wurden die Gele in die Farbelosung gelegt, in der Mikrowelle
aufgekocht und 5 min auf dem Schiittler inkubiert. Die Losung wurde entfernt, mit Wasser nachgespult
und die Entfarbelésung auf das Gel gegeben. Das Gel in der Entfarbelosung wurde wieder aufgekocht
und 5 min geschiittelt. Dieser Entfarbungsschritt wurde so lange mit frischem Entfarber wiederholt, bis

sich die Proteinbanden klar von dem Hintergrund absetzten.

Coomassie-Farbelésung

500 mL/L Ethanol (95%)
70 mL/L Essigséure

428 mL/L Wasser

2,52 g/L Coomassie R250
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Entfarbelésung
50 mL/L Glycerin

75 mL/L Essigséure
875 mL/L Wasser

Um das zu untersuchende Protein in einer komplexen Proteinlésung zu identifizieren, wird die
Immunodetektion verwendet. Dazu ist es zundchst notwendig, die Proteine von dem Gel auf eine

Nitrocellulose-Membran mittels Western Blot zu (ibertragen.
Der Ubertrag der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte per Semi-dry-Blotting bei 10 V und

70 mA pro Minigel fir 1-2 h. Zuvor wurden alle Komponenten mit Towbin-Transfer-Puffer

angefeuchtet.

Towbin-Transfer-Puffer (Towbin et al., 1979)

25 mM Tris base
192 mM Glycin
20 % Methanol
0,1% SDS

In der Regel erfolgt die Immunodetektion mit Hilfe eines 2-Antikdrper-Systems. Eine vorherige
Absattigung der Membran mit einer Proteinldsung (in der Regel eine BSA- oder Milchpulverldsung) ist
hierbei wichtig, da diese ansonsten unspezifisch die Antikorper binden wiirde. Wahrend der Inkubation
mit dem ersten Antikorper bindet dieser mittels seiner spezifischen Binderegion an sein Antigen in der
Aminosduresequenz des zu analysierenden Proteins. Diese Antikdrper werden u.a. aus dem Blutserum
von Tieren (meist Mause, Kaninchen oder Ziegen) gewonnen. Der zweite Antikdrper besteht generell
aus zwei Bereichen: Der eine bindet spezifisch an die schwere Kette des ersten Antikdrpers, der andere
ist mit einem Nachweisenzym, wie der Alkalischen Phosphatase (AP) oder der Meerrettich-
(,,Horseradish) Peroxidase (HRP) gekoppelt. Durch dieses 2-Antikorper-System kommt es zu einer
Verstarkung des Signales. Die nachfolgende Nachweisreaktion erfolgt nun, abh&ngig von dem
gekoppelten Enzym, mittels zweier Wege. Bei einer Kopplung des zweiten Antikérpers mit der
alkalischen Phosphatase vollzieht sich der Nachweis mittels einer Farbreaktion auf der Membran an den
Stellen, an denen die Antikorper gebunden haben. 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) sowie
Nitroblau-Tetrazolium (NBT) werden dabei zu blauem Indigo und purpurfarbigem Diformazan
enzymatisch umgesetzt. Bei dem zweiten System ist der zweite Antikorper an die HRP gekoppelt.
Dieses Enzym katalysiert die Umsetzung von Luminol in der Gegenwart von Wasserstoffperoxid, wobei

Chemilumineszenzstrahlung emittiert. Durch die Prasenz weiterer Chemikalien wird dieses Signal noch
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weiter verstarkt (Enhanced Chemiluminescence, ECL). Die Aufnahme des Signals erfolgte per

Rontgenfilm.

In anderen Systemen ist der erste Antikorper direkt mit einem Nachweisenzym gekoppelt, was die
Inkubationszeiten halbiert. In dieser Arbeit wurde zusatzlich mit einem Antikorper-unabhangigem
System gearbeitet. Hierbei bildet die HRP mit einem Nickel-NTA-Komplex ein Konjugat, welches
spezifisch an eine Polyhistidinsequenz (His-Tag) bindet (His Detector Nickel HRP, KPL) (Zhang et al.,
2007; loannou et al., 2007).

Die Abséttigung der unspezifischen Bindungsstellen der Membran erfolgte durch eine Inkubation fur 1
h bei RT (oder Uber Nacht bei 4 °C) in 2 % Milchpulver bzw. 1% BSA in TBST-Puffer

(Blockierungspuffer).

TBST-Puffer

20 mM Tris-HCI, pH 8
0,05 % (v/v) Tween 20
150 mM NaCl

Die Inkubation der Membran mit dem ersten Antikdrper erfolgte unter Schitteln fiir 1 h bei RT bzw.
uber Nacht bei 4 °C. Der Antikorper wurde zuvor 1:1000 mit Blockierungspuffer verdinnt. Nach
AbgieRen der Antikdrperlosung wurde nicht gebundener Antikorper durch dreimaliges Waschen mit
TBST-Puffer entfernt. Es erfolgte eine erneute Inkubation in Blockierungspuffer zur Abséttigung der
unspezifischen Bindungsstellen. Der zweite Antikdrper wurde 1:2000 bis 1:10000 (je nach Angaben des
Herstellers) in TBST-Puffer verdiinnt und unter Schitteln fiir eine Stunde mit der Membran inkubiert.
Wie zuvor wurde nun der nicht gebundene Antikorper mit TBST-Puffer entfernt. AnschlieRend folgte
der enzymatische Nachweis, entweder (ber die Farbreaktion (AP-System) oder Chemilumineszenz
(HRP-System) (s.0.).

2.8.3 Proteinextraktion aus Blattmaterial mit Phenol

Die Extraktion der Proteine aus pflanzlichen Geweben erfolgte mit Phenol nach dem Protokoll von
Cahoon et al. (1992). Ein Vorteil dieser Methode ist, dass sie schnell ist und der Proteinextrakt
weitestgehend frei von Kontaminationen (wie z.B. DNA und Salze) ist. Zu beachten ist hier aber, dass
die Proteine bzw. Proteinkomplexe wéhrend der Extraktion denaturiert werden. Zundchst wurden etwa
100 mg gefrorenes Blattmaterial mit fliissigem Stickstoff im Precyllys-Homogenisator (mit Keramik-
Kugeln) oder im Porzellanmérser fein zerrieben. Das entstandene Blattpulver wurde in 500 pL eiskaltem
Extraktionspuffer extrahiert. Auf den Extrakt wurden nun 500 pL Phenol gegeben und beides vermischt.
Nun wurde der Extrakt fiir 10 min bei 3000 rpm zur Phasentrennung zentrifugiert. VVon der oberen Phase

wurden 400 pL abgenommen und anschlie3end die verbleibende untere Phase nochmals mit 300 pL
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Phenol extrahiert, erneut zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. 200 pL des phenolischen
Extraktes wurden jeweils mit 1 mL einer methanolischen 0,1 M Ammoniumacetatldsung vermischt, um
die Proteine iber Nacht bei -20 °C zu prézipitieren. Das Prézipitat wurde bei 13000 rpm fur 10 min
abzentrifugiert und mit eiskaltem 80%igen Aceton gewaschen. Nach der Evaporation des
Losungsmittels wurden die Pellets in 100 pL einer 1 %igen SDS-L6sung geldst.

Extraktionspuffer

0,7M Saccharose
05M Tris-HCI
50 mM Na-EDTA
0,1M KCI

pH 9,4

Kurz vor Gebrauch wurden 2 % (v/v) B-Mercaptoethanol sowie 2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) zugefigt.

2.8.4 Denaturierende Zelllysis und renaturierende Reinigung von Proteinen mittels Ni-
NTA-Affinitats-Chromatographie

Da bei der nativen Reinigung des in E.coli heterolog expremierten DGD1-Proteins sowie von NDGD1
und CDGD1 die Proteinausbeute nur unzureichend war, erfolgte die Proteinaufreinigung nach einem
Online-Protokoll (http://openwetware.org/wiki/Sauer:Purification_of His-tagged proteins/
Deanturing_prep) unter anfangs denaturierenden Bedingungen. Dazu wurde das E.coli-Zellpellet einer
500 mL-Kultur zunachst denaturierend lysiert, indem es in 5 mL des Lysispuffers, der 6 M Guanidin-
Hydrochlorid enthalt, aufgenommen und anschlieend fiir mindestens 30 min bei -80 °C eingefroren
wurde. Das wieder aufgetaute Lysat wurde mit weiteren 15 mL des Lysepuffers verdinnt und fiir
mindestens 30 min unter leichtem Schiitteln bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Zelltrummer
bei 14000 rpm fiir 30 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fir 1 h bei RT mit 0,5 mL Ni-NTA
Agarose unter leichtem Schitteln zur Bindung der Proteine an das S&ulenmaterial inkubiert.
AnschlieRend wurde die Ni-NTA Agarose bei 1000 rpm fiir 1 min sedimentiert und der Uberstand mit
den nicht gebundenen Proteinen bis auf ein Aliquot fir die spatere Uberprifung per SDS-PAGE
verworfen. Die Ni-NTA Agarose mit den gebundenen Proteinen wurde in 3 mL Lysispuffer
aufgenommen und in eine 10 mL-Kunststoffsaule Oberfihrt. Nach der Sedimentation der Ni-NTA
Agarose in der Sdule wurde der Puffer wieder abgelassen und darauffolgend mit 7 mL des W1-Puffers
das Sdulenmaterial gewaschen, um unspezifische Proteinbindungen zu I6sen. Durch das nachfolgende
Waschen der Sdule mit 25 mL des eiskalten W2-Puffers erfolgte eine Renaturierung der an das
Séulenmaterial gebundenen Proteine. Abschlielend wurden die Proteine in 0,5 mL-Schritten mit

eiskaltem Elutionspuffer eluiert. Vorbereitend zu der Differentialinterferenzkontrast-Mikroskopie
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wurden die Elutionen in Dialysepuffer dialysiert. Fir die weiteren Lipidbindungsexperimente war keine

Dialyse notwendig.

Die Uberprifung der Reinigung erfolgte mittels SDS-Page und/oder Western Blot.

Lysispuffer

100 mM NaH:PO4
10 mM Tris-Base
6 M Guanidinhydrochlorid
10 mM Imidazol
pH 8

W1-Puffer

100 mM NaH,PO4
150 mM NaCl
8M Harnstoff
20 mM Imidazol
pH 8

W2-Puffer

50 mM NaH.PO4
500 mM NaCl

20 mM Imidazol
pH 8

Elutionspuffer

50 mM NaH.PO4
500 mM NaCl
250 mM Imidazol
pH 8

Dialyse-Puffer
50 mM Tris-HCI, pH 7

100 mM NaCl
10 % Glyzerin



42|Material & Methoden

2.9 DGDG Synthase Enzymtests

Zur Uberpriifung der Substratspezifitit der zwei DGDG-Synthasen der Pflanzen (DGD1, DGD2) wurde
der DGDG Synthase Enzymtest nach dem Vorbild von Amélie Kelly (Kelly and Dérmann, 2002) mit
in E. coli heterolog expremierten Proteinen durchgefiihrt. Zunéchst wurde 50 UL eines Proteinextraktes
einer E. coli-Expressionskultur (mit definierter Proteinkonzentration) zu 100 pL des 2x
Enzymtestpuffers hinzugefiigt. 5 pL einer 5 mM ethanolischen MGDG-L6sung (£ 25 nmol) wurden
mit einer Hamilton-Spritze direkt in den Ansatz gegeben. Durch die Zugabe von 50 pL einer 2 mM
UDP-Galaktoselosung (2 0,1 umol) wurde der Assay gestartet und 30 bis 60 min bei 28 °C inkubiert.

2 x Enzymtestpuffer:

15 mM Tricin-KOH, pH 8.0
30 mM MgCl,

3mM DTT

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 3 mL Chloroform:Methanol 2:1 und 500 pL einer 10%igen
Ammoniumacetat-Ldsung abgestoppt. AnschlieBend wurden 50 pL des internen Galaktolipid-Standards
(

Tabelle 2) hinzugefugt. Die Lipide wurden extrahiert (Kapitel 2.7.1) und der Extrakt bis zur Trockene
eingeengt. Der Lipidextrakt wurde anschliefend in Q-TOF-Laufmittel aufgenommen und mittels Q-

TOF-Massenspektrometrie analysiert.

2.10 Lipidbindungsstudien

2.10.1 Lipiduberlagerungstest (Lipid-Overlay-Assay) (Wang et al., 2012)

Um die generelle Bindungskapazitdat von Proteinen an Membranlipide zu untersuchen, wird der
Lipidlberlagerungstest durchgefiihrt. Dafiir wurden zundchst 200 nmol des entsprechenden Lipids in
20 pL ,,Spot-Puffer gelost. Direkt darauf folgend wurde nun 1 uL (2 10 nmol) des Lipids auf je eine

Nitrocellulosemembran aufgetragen. Ebenso wurde dann mit den anderen Lipiden vorgegangen.

Spot-Puffer
250 pL Chloroform

500 pL Methanol
200 pL 50 mM HCI
2 pL 1 %ige Ponceau S — Ldsung

Nach dem Eintrocknen der Lipidtropfen auf der Nictrocellulose wurden die so hergestellten

,,Lipidstrips fiir zwei Stunden auf einem Schdittler in einer Blockierungslosung mit 3 % BSA (w/v)
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(s. Seite 39) inkubiert, anschlieRend das gereinigte Protein (Endkonzentration 1 pg/ mL) hinzugegeben
und tiber Nacht bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST-Puffer wurde
das gebundene Protein tiber Immunodetektion (Kapitel 2.8.2) nachgewiesen.

2.10.2 Liposomenbindungstest

Die Durchfiihrung des Liposomenbindungstests erfolgte mit geringen Modifikationen nach dem
Protokoll von Awai et al. (2006b). Dazu wurde pro Assay 250 ug der Lipide (Gesamtmenge) in ein
Glasréhrchen tberfuhrt und das Ldésungsmittel evaporiert. Durch die Zugabe eines entsprechenden
Volumens an TBS auf den Lipidfilm wurde eine Konzentration von 0,5 pg Lipid/ pL TBS eingestellt.
Die Lipide wurden fiir 1 h bei 37 °C in einem Wasserbad zur Hydratisierung und Emulgierung inkubiert
und anschlielend fur 5 min stark gevortext. Mittels dieser Methode entstehen groRe multilamellare
Liposomen. Diese wurden bei 4 °C fir 10 min bei 14000 rpm abzentrifugiert. Das Liposomenpellet
wurde in eiskaltem TBS-Puffer (Endkonzentration 0,5 pg Lipid/ pL TBS) aufgenommen, die
multilamellaren Liposomen per Zentrifugation wieder pelletiert und in eiskaltem TBS aufgenommen
(Konzentration s.0.). Dieser Waschschritt dient der mdglichst vollstandigen Entfernung von bei 14000
rpm nicht-pelletierbaren Lipidstrukturen. 400 pL (= 200 pg) der Liposomensuspension wurden in neue
MikroreaktionsgefaBe aliquotiert und abzentrifugiert. Zwischenzeitlich wurden Lésungen der
gereinigten Proteine auf eine Konzentration von 1 pg Protein pro 10 pL eiskaltem TBS-Puffer
eingestellt. Das Liposomenpellet wurde in 50 pL der Proteinlésung (£ 5 ug Protein) aufgenommen und
die gesamte Losung fir 30 min bei 28 °C inkubiert. Hiernach wurden die Liposomen abzentrifugiert
und zweimal mit 400 uL eiskaltem TBS-Puffer gewaschen. AbschlieRend wurde das Liposomenpellet
in 1x Laemmlipuffer aufgenommen und per SDS-PAGE mit nachfolgender Coomassie-Farbung des

Gels die gegebenenfalls gebundenen Proteine detektiert.

TBS-Puffer
50 mM Tris-HCI, pH 7
100 mM NaCl

2.10.3 Liposomen-Aggregations-Test (Liposome Aggregation Assay)

Mit Hilfe des Liposomen-Aggregations-Test wird ermittelt, ob ein Protein die F&higkeit besitzt
Membranen miteinander zu fusionieren oder miteinander in Kontakt zu bringen. Das Prinzip dieses
Tests beruht darauf, dass groRe Liposomen bzw. Liposomenaggregate stirker das Licht streuen als
kleinere unilamellare Liposomen. Die durch ein Protein induzierte Bildung von Liposomenfusionen
bzw. —aggregaten fiihrt somit zu der Verstdrkung der Tribung der Liposomensuspension. Dieser

Vorgang kann photometrisch bei 350 nm aufgezeichnet werden.
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Die Durchfuhrung des Liposomen-Aggregations-Test erfolgte nach dem Protokoll von Roston et al.
(2011). Zu Beginn wurde &hnlich wie bei dem Liposomenbindungstest vorgegangen, die Konzentration
der Lipide wurde jedoch vor der Inkubation bei 37 °C auf 650 nmol/mL TBS eingestellt. Nach dieser
Inkubation wurde die Suspension kurz gevortext und darauf folgend groBe (,large) unilamellare
Vesikel (LUV) mittels Extrusion durch einen 0,1 um Filter hergestellt. 1 mL dieser LUVs wurden in
eine Quartzkivette tberfuhrt und der Absorptionsnullwert bei 350 nm bestimmt. Nach der Zugabe des
Proteins (molares Verhéltnis Protein:Lipid = 1:1000 bzw. 1:500) wurde die Absorptionsénderung fir
5 min bei 350 nm aufgezeichnet.

2.10.4 Differentialinterferenzkontrast-Lichtmikroskopie

Mikroskopische Aufnahmen der Liposomen erfolgten mit Hilfe der Differentialinterferenzkontrast
(DIK)-Lichtmikroskopie. Uber DIK werden Unterschiede in der optischen Weglange im betrachteten
Objekt in Helligkeitsunterschiede des Bildes umwandelt. Dadurch werden an sich durchsichtige Objekte
wie z.B. Liposomen in der Lichtmikroskopie sichtbar gemacht.

Vorbereitend vor den mikroskopischen Aufnahmen wurden zun&chst die Liposomen wie fur den
Liposomen-Aggregations-Test hergestellt (Kapitel 2.10.3). Das zu testende Protein wurde zu 200 nmol
der Liposomen in einem molaren Verhéltnis von 1:500 (Protein:Lipid) hinzugefiigt und fur eine Minute
auf Eis inkubiert. Die Liposomenaggregation bzw. -fusion wurde mit Hilfe eines DIK-Lichtmikroskopes
(Leica DM14000 B) mit einem 20 x, 0.50 NA Obijektiv (Leica HCX PL FLUOTAR) aufgezeichnet. Die
Aufnahmen wurden mit Hilfe der LAS V4.3 software (Leica) bearbeitet.

2.10.5 Liposomen-Durchlassigkeits-Test (,,liposome leakage*)

Der Liposomen-Durchlassigkeits-Test erfolgt zur Uberpriifung in wie weit das getestete Protein in eine
Membran inseriert. Die hier verwendeten Liposomen enthalten ein Gemisch aus dem
Fluoreszenzfarbstoff 8-Aminonaphthalen-1,3,6-trisulfonsaure (ANTS) und dem Quencher p-Xylen-bis-
pyridiniumbromid (DPX). Durch das Zusammenstoen des ANTS mit dem DPX in diesen Liposomen
wird die Energie des angeregten Fluorophors auf das DPX ubertragen und als Warmestrahlung
abgegeben, die Fluoreszenzemission wird geldscht (,,gequencht™). Inseriert ein Protein in die Membran
der Liposomen, werden diese an dieser Stelle moglicherweise durchléssig und das ANTS sowie DPX
kann austreten. Durch diese Verdiinnung kann das ANTS durch DPX nicht mehr so effizient gequencht

werden und die Fluoreszenzemission steigt.

Die Durchfuihrung des Tests zur Protein-induzierten Durchléssigkeit der Liposomen erfolgte nach dem
Protokoll von Roston et al. (2011) mit einzelnen Modifikationen. Die Lipidkonzentration
sowie -zusammensetzung entsprach dem Liposomen-Aggregations-Test (Kapitel 2.10.3). Nach der
Evaporation des Losungsmittels wurden die Lipide in TBS-Puffer, der 12,5 mM ANTS sowie 90 mM

DPX enthielt, aufgenommen. Nach einer einstiindigen Inkubationszeit bei 37 °C wurde die Emulsion
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kurz gevortext und zur Steigerung der Aufnahme des ANTS und DPX in die Liposomen 5 mal bei -80
°C eingefroren und in lauwarmen Wasser wieder aufgetaut. LUVs wurden analog zu dem Liposomen-
Aggregations-Test durch Extrusion durch einen 0,1 um Filter hergestellt. Nicht-aufgenommenes ANTS
und DPX wurden Uber die GroRenausschluss-Chromatographie (Sephadex G-25, GE Healthcare) von
den Liposomen abgetrennt. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mittels des Spektralfluorimeters
FluoroMax-4 bei einer Anregungswellenlange von 360 nm und der Aufzeichnung der Emission bei 520
nm fur 600 s. Nach der Bestimmung der Grundfluoreszenz der Liposomensuspension fur 20 s wurde
das Protein in dem molaren Verhiltnis Protein:Lipid = 1:1000 hinzugefiigt und die Anderung der
Fluoreszenzemission aufgezeichnet. Die Maximalfluoreszenz wurde nach der Zugabe von 1 % SDS
bestimmt. Die Aufzeichnung und Analyse der Messung erfolgte tber die Software FluorEssence
(HORIBA Jobin Yvon, Edison (USA)). Die relative Fluoreszenzzunahme wurde nach folgender Formel
berechnet (nach Xia et al. (2003)):

(I - Ip)

rel. Fluoreszenzzunahme [%] = x 100 %

If'IO

lrist hierbei der gemessene Fluoreszenzwert zu dem Zeitpunkt x, lo die Grundfluoreszenz vor der Zugabe

des Proteins und Is die Maximalfluoreszenz gemessen nach der Zugabe des SDS.

2.10.6 Nachweis von proteininduzierter Membranfusion mit Hilfe von Liposomen mit
verschiedenen Inhalten (,,content mixing*)

Die Fahigkeit eines Proteins zwei Membranen miteinander zu fusionieren, kann mit Hilfe des
sogenannten ,,content mixing“-Tests erfolgen. Hierfiir wurden zwei Varianten dieses Experimentes
etabliert. Fur die erste Variante wurden wie auch bei dem Liposomen-Durchlassigkeits-Test (Kapitel
2.10.5) Liposomen mit dem Fluorophor-Quencher-Paar ANTS und DPX hergestellt. Diese werden mit
,leeren* Liposomen vermischt, die weder ANTS noch DPX beinhalten (Abbildung 7 Variante 1). Da
das ANTS zu diesem Zeitpunkt nahezu vollstandig gequencht vorliegt, ist die Fluoreszenzemission
niedrig. Zu dieser Mischung wird das zu testende Protein hinzugefugt. Wenn dieses Protein die
Fahigkeit besitzt Membranen miteinander zu fusionieren, fihrt das zu der Fusion der beiden
Liposomentypen in dieser Mischung. Dadurch wird die Konzentration des ANTS und DPX innerhalb
dieser fusionierten Liposomen gesenkt. Das ANTS trifft seltener auf das DPX, wodurch die
Fluoreszenzemission steigt. Im Gegensatz zu der ersten Variante wird in der zweiten das ANTS und
DPX getrennt voneinander in den Liposomen eingeschlossen (Abbildung 7 Variante 2). Diese
Liposomen werden anschlieRend miteinander vermischt. Da das ANTS frei in den Liposomen vorliegt,
ist die Fluoreszenzemission zu diesem Zeitpunkt hoch. Erfolgt nach der Zugabe des Proteins die Fusion
der Liposomen in dieser Mischung, wird die Fluoreszenzemission des ANTS durch das DPX gequencht.
Proteine, die Liposomen durchlassig werden lassen (Kapitel 2.10.5), kdnnen nicht fiir diese Experimente

eingesetzt werden.
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Die Herstellung der Liposomen erfolgte nach dem Protokoll des Liposomen-Durchldssigkeits-Test mit
folgenden Abweichungen. Fir die erste Variante wurden neben den Liposomen, die das Fluorophor-
Quencher-Paar beinhalteten, auch Liposomen hergestellt die weder ANTS noch DPX enthielten. Die
zuletzt genannten Liposomen wurden nicht aufgereinigt. Fur die zweite Variante wurden LUVs
generiert und aufgereinigt, die entweder 12,5 mM ANTS oder 90 mM DPX enthielten. Die Liposomen
wurden in beiden Varianten miteinander vermischt (1:1) und die Mischungen fur die Messungen
eingesetzt. Die Messung der Fluoreszenzénderung erfolgte wie in Kapitel 2.10.5 angegeben. Die
Auswertung der ersten Variante erfolgte wie bei dem Liposomen-Durchléssigkeits-Test. Fir die
Auswertung der zweiten Variante wurden die gemessenen Fluoreszenzwerte auf die Anfangsfluoreszenz

(vor Zugabe des Proteins) bezogen.
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Variante 1:

{:} Fluorophor (ANTS) gequenchte Fluoreszenz (DPX quencht ANTS)

Quencher (DPX) & Protein (NDGD1)

Abbildung 7: Prinzipieller Verlauf der beiden Varianten des ,,content mixing“-Tests. Variante 1: Nach der
Herstellung von Liposomen, die sowohl das Fluorophor (ANTS) als auch den Quencher (DPX) enthalten, und
leerer* Liposomen ohne Fluorophor und Quencher werden diese beiden Liposomentypen miteinander vermischt.
Das Fluorophor wird zu diesem Zeitpunkt gequencht, die Fluoreszenz ist niedrig. Zu dieser Mischung wird das zu
testende Protein (z.B. NDGD1) in dem molaren Verhaltnis Protein zu Lipid 1:1000 hinzugegeben. Falls das Protein
die Fahigkeit besitzt, Membranen vollstdndig miteinander zu fusionieren, erfolgt die Mischung der Inhalte dieser
Liposomen. Dadurch wird die Konzentration des Fluorophors und des Quenchers innerhalb der Liposomen
verdiinnt. Der Quencher kann nicht mehr so effizient das Fluorophor quenchen und die Fluoreszenzemission steigt.
Variante 2: Nach der Herstellung von Liposomen, die alleinig ANTS oder DPX enthalten, werden diese beiden
Liposomentypen miteinander vermischt. Da das Fluorophor zu diesem Zeitpunkt nicht gequencht wird, ist die
Fluoreszenz hoch. Zu dieser Mischung wird das zu testende Protein (z.B. NDGD1) in dem molaren Verhaltnis
Protein zu Lipid 1:1000 hinzugegeben. Falls das Protein die Fahigkeit besitzt, Membranen vollstdndig miteinander
zu fusionieren, erfolgt die Mischung der Inhalte dieser Liposomen und das daraus resultierende Quenching des
Fluorophors. Die Fluoreszenzemission sinkt.

2.11 Computergestutzte Analytik mittels I-Tasser (Iterative Threading
ASSEmbly Refinement) und Protein-Blast

Fir die Untersuchung der méglichen Struktur und Funktion sowie des evolutiondren Ursprunges

insbesondere der N-terminalen Sequenz von DGD1 wurden diverse Internetdatenbanken, wie I-Tasser

online und NCBI-Blast, verwendet.

I-Tasser online ist ein kostenloser Server des Labors der Arbeitsgruppe von Prof. Zhang (University of
Michigan) (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/) (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Roy et
al., 2012).
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Dieser Server verfligt ber eine Software, die anhand der Aminosauresequenzen mdgliche Sekundar-
bzw. Tertidrstrukturen der Proteine berechnet und diese mit in den Datenbanken gespeicherten Proteinen
mit bekannter Struktur und Funktion vergleicht. Nach der Fertigstellung erhalt man so durch diesen
Server mehrere Vorschlage der Proteinstruktur und der dazu gehorigen Funktion des Proteins mit
unterschiedlichen Wahrscheinlichkeitswerten.

% x y:g. 0 y:{, UNIVERSITY OF MICHIGAN
— y J | ‘

Home Research Services Publications People Teaching Job Opening Labanly

Online Services
I-TASSER

QUARK 4
en
LOMETS —

o
-7

I-TASSER ONLINE
Protein Str

(The server completed predictions for 160249 proteins submitted by 41543 users from 112 countries)
(The template library was updated on 2013/11/301)

COACH

COFACTOR

Abbildung 8: Internetseite des Servers I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)

Uber die Protein-BLAST-Algorithmen der Internetdatenbanken NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Cyanophora (http://cyanophora.rutgers.edu/porphyridium)
(Deng et al., 2007) sowie Kazusa (http://genome.microbedb.jp/klebsormidium) (Hori et al., 2014)
wurde innerhalb des Pflanzenreiches nach zu AtDGD1 oder AtDGD2 homologen Sequenzen gesucht,
um Informationen zu dem Ursprung der DGDG-Synthasen mit Fokus auf NDGD1 zu erhalten. In
Tabelle 4 sind die Organismen gezeigt, die in die phylogenetische Analyse mit einbezogen wurden. Fiir
die Erstellung des Phylogrammes wurde die Software MEGA 6 (Tamura et al., 2011) verwendet. Die
Sequenzen wurden Uber den ClustalW-Algorithmus miteinander abgeglichen. Ein ungewurzelter
Stammbaum wurde (ber den Neighbor-joining Algorithmus erstellt, wobei die Bootstrap-Werte von

1000 Replikaten erhalten wurden.



Material & Methoden |49

Tabelle 4: In die phylogenetische Analyse einbezogene Aminosduresequenzen von ausgesuchten Rot- und
Griinalgen sowie Streptophyta. Gezeigt sind die entsprechenden Genbezeichnungen. Sequenzen mit einer N-
terminalen Extension (DGD1-ahnlich) sind rot, Sequenzen ohne diese Extension (DGD2-&hnlich) blau markiert.

Abteilung, Familie Art

Genbezeichnung

Chondrus crispus

CHC_T00008344001, XP_005719327

Rhodophyta Porphyridium purpureum evm.model.contig_3569.7
evm.model.contig_496.8
Bathycoccus prasinos Bathy13901940, XP_007509487
Bathy04g03150, XP_007513661
Chlorophyta, MICPUN_86997, XP_002509215

Prasinophytae

Micromonas sp.

MICPUN_83849, XP_002503614

Ostreococcus tauri

Ot11g01480, XP_003081950
0t079g02970, XP_003080403

Chlorophyta,
Trebouxiophyceae

Auxenochlorella protothecoides

F751_0628, KFM26760

Chlorella variabilis

CHLNCDRAFT_31413,
XP_005846865

Coccomyxa subellipsoidea

COCSUDRAFT 49349,
XP_005642814
COCSUDRAFT 27439,
XP_005650356

Chlorophyta,
Chlorophyceae

Chlamydomonas reinhardtii

Crel3.9583600

Volvox carteri f nagariensis

VOLCADRAFT 116955,
XP_002948730

Streptophyta, Klebsormidium flaccidum KFIO0531_0060
Charophyta
Phypa_218058, XP_001771288
Streptophyta, . Phypa_216055, XP_001770278
Bryophyta Physcomitrella patens Phypa_162919, XP_001761588
Phypa_137342, XP_001772591
Streptophyta, SELMODRAFT_130585,

Lycopodiophyta

Selaginella moellendorffii

XP_002989787

Streptophyta,
Spermatophyta

Oryza sativa

050290539100 (DGD1)
050490416900 (DGD1)
050490416900 (DGD1)
050390214400 (DGD2)
050390268300 (DGD2)

Arabidopsis thaliana

At3g11670 (DGD1)
At4g00550 (DGD2)
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Phosphatmangel auf die Lipidzusammensetzung der dgd1-1-
und dgd2-1-Mutante sowie der dgd1-1 dgd2-1-Doppelmutante

In vorherigen Studien konnte bewiesen werden, dass ein Mangel an Phosphat u.a. zu einer
Umstrukturierung der Lipidzusammensetzung in Pflanzen wie A. thaliana fiihrt. Dies zeigt sich durch
eine Reduktion des Gehalts der Phospholipide, wéahrend die Konzentration der Glykolipide (DGDG und
SQDG) ansteigt. Fur diese Messungen wurden die Lipide tiber DC und anschlieffender Quantifizierung
der FAMEs der Fettsauren mittels Gaschromatographie analysiert (Essigmann et al., 1998; Hértel et al.,
2000; Kelly et al., 2003). Amélie Kelly konnte zeigen, dass in Arabidopsis unter Phosphatmangel die
Expression der DGDG-Synthase DGD?2 stark ansteigt und somit DGD2 fur einen groRen Anteil des neu
synthetisierten DGDGs verantwortlich ist (Kelly and Dérmann, 2002). Die zusétzliche DGDG-Synthese
konnte sowohl in der dgdl-1- als auch in dgd2-1-Mutante beobachtet werden, was zeigt, dass die
Syntheserate von DGD1 und DGD2 unter Phosphatmangel ansteigt (Kelly et al., 2003). In der
Doppelmutante dgd1-1 dgd2-1 ist die DGDG-Synthese soweit inhibiert, dass sowohl unter Normal- als
auch unter Phosphatmangelbedingungen die DGDG-Konzentration unter der Nachweisgrenze liegt
(Kelly et al., 2003).

Innerhalb dieser Arbeit wurden erstmals die Glyko- sowie Phospholipide der DGDG-Synthase-
Mutanten mittels der Q-TOF Massenspektrometrie analysiert und quantifiziert. Ein Vorteil der
Lipidquantifizierung mittels Q-TOF MS gegeniiber der zuvor verwendeten Messmethode ist, dass die
einzelnen Lipidklassen nicht mehr aufgereinigt werden missen, sondern der Lipidrohextrakt direkt
gemessen werden kann. Dadurch wird die Messgenauigkeit entscheidend erhoht. Deshalb kénnen auch
Lipide, die in den Pflanzen in geringer Konzentration vorliegen (z.B. PA), erfasst werden. Des Weiteren
kann die Zusammensetzung einer Lipidklasse beziiglich ihrer einzelnen Spezies (wie z.B. 34:6 und 36:6)
analysiert werden. Hierbei ist aber zu beachten, dass im positiven Modus des Q-TOF
Massenspektrometers nicht zwischen zwei Spezies einer Lipidklasse mit der gleichen Masse
unterschieden werden kann. Zum Beispiel haben 18:1/16:1- sowie 18:2/16:0-MGDG die selbe Masse

und werden als 34:2-MGDG zusammengefasst.

Die Anderung der relativen Mengen der Membranlipide unter Phosphatmangel im Wildtyp sowie den
DGDG-Synthase-Mutanten ist auch in dieser Arbeit eindeutig zu sehen (Abbildung 9). Gut erkennbar
ist der zum Wildtyp vergleichbare Lipidphanotyp der dgd2-1-Mutante, wéhrend die Mutation der
Haupt-DGDG-Synthase DGD1 zu einer drastischen DGDG-Reduktion, insbesondere unter optimaler
Phosphatversorgung, fiihrt. Die DGDG-Reduktion in dgdl-1 sowie dgdl-1 dgd2-1 fiihrt zu einem

prozentualen Anstieg der anderen Phospholipide, hierbei insbesondere von PC.
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Im Laufe dieser Arbeit konnten zum ersten Mal die Konzentrationen der Phospholipide PA, PS sowie
Pl in dgdl-1, dgd2-1, dgdl-1 dgd2-1 unter Phosphatmangel bestimmt werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die relative Konzentration an PA in allen Linien auch unter Phosphatmangel konstant
niedrig bleibt (< 0,5 mol%). Der relative Gehalt von PS verhielt sich ahnlich (< 1 mol%, absolute Werte
s. Tabelle 5 im Anhang).
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Abbildung 9: Glyko- und Phospholipidzusammensetzung in Blattern der DGDG-Synthase-Mutanten im
Vergleich zum WT-Col2. +P = Vollmedium, -P = Phosphatmangelmedium. Anzahl der Replika: Col2 +/- P = 10;
dgdl-1 +/- P = 5; dgd2-1 +/-P = 8; dgdl-1 dgd2-1 + P = 6, -P = 3, gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen.

Mittels der Quantifizierung anhand des Q-TOF-Massenspektrometers konnten die Ergebnisse von
Amélie Kelly (2003) beziiglich der Verteilung der einzelnen Lipidspezies der Galaktolipide in den
DGDG-Synthase-Mutanten bestétigt werden (Abbildung 10). Die Mutation des DGD1-Gens in dgd1-1
fihrt zu einer Umverteilung der MGDG-Spezies; wahrend der Anteil von 34:6 im Vergleich zum
Wildtyp drastisch abnimmt, kommt es zu einer Akkumulation von 34:3 und 36:6. Dies ist auch in dgd1-1
dgd2-1 zu beobachten. Im Gegensatz hierzu verteilen sich die MGDG-Spezies in der dgd2-1-Mutante

vergleichbar zum Wildtyp, mit dem Unterschied, dass hier unter Phosphatmangel der Anteil von 34:3
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MGDG stérker zunimmt. Vergleicht man die Verteilung dieser Spezies innerhalb von DGDG, ist zu
beobachten, dass im Wildtyp sowie in der dgd1-1-Mutante unter Phosphatmangel der Anteil von 34:3
zunimmt, wahrend der von 36:6 um 10-20 mol% abnimmt. Die relative Abnahme von 36:6-DGDG st
auch in der dgd2-1-Mutante zu sehen. Durch die Mutationen beider DGDG-Synthasen sind nur noch
Spuren dieses Galaktolipids zu detektieren, wodurch eine Charakterisierung hier erschwert wird. Fir
das dritte Glykolipid SQDG konnten keine Unterschiede der Spezies zwischen den Linien und/oder
Bedingungen beobachtet werden (Abbildung 10). Auch innerhalb der Phospholipide ist eine
Umverteilung der jeweiligen Lipidspezies zu beobachten. Insbesondere féllt der Abfall des plastidaren
18:3/16:1A3trans (34:4)-PGs unter Phosphatmangel auf. Phosphatmangel fiihrt bei den anderen
Phospholipiden wie PC oder PE zu der Reduktion der 34:x Lipidspezies. In den DGDG-
Synthasemutanten tritt dieser Effekt bei den meisten Phospholipiden verstarkt auf. Aufgrund der
geringen Konzentration von PA und PS konnten keine verlasslichen Aussagen zu einer Umverteilung

deren Spezies getétigt werden.
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Mit Hilfe des hoch-sensitiven Q-TOF Massenspektrometers konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal
auch eine Charakterisierung des TAG-Pools in den Blattern von dgd1-1, dgd2-1 und dgdl1-1 dgd2-1
erfolgen. Diverse Stressbedingungen wie auch Phosphatmangel konnen zu einer Akkumulation von
TAG in den Blattern fuhren (Sakaki et al., 1990b; Kaup et al., 2002; Awai et al., 2006b; Lippold et al.,
2012; Pant et al., 2015). Auch in dieser Arbeit konnte unter Phosphatmangel insbesondere in den
DGDG-Synthasemutanten eine Akkumulation von TAGs in den Blattern gezeigt werden (Abbildung
11). Der stérkste Anstieg konnte in dgd1-1 beobachtet werden, diese Pflanzen akkumulierten bis zu der
10fachen Menge an TAGs, verglichen mit der entsprechenden TAG-Konzentration bei Wachstum im
Vollmedium. Vergleicht man die DGDG-Synthasemutanten untereinander, ist, auch unter Phosphat-
mangel, kein signifikanter Unterschied beziiglich der TAG-Konzentration zu erkennen.

255

ok

20

ok

TAG-Gehalt (nmol/mg TG)

+P -P
Bl Co2 B dgdi-1 dgd2-1 [ dgdI-1 dgd2-1

Abbildung 11: Akkumulation der TAGs in den Blattern der DGDG-Synthase-Mutanten unter
Phosphatmangel; +P = Vollmedium, -P = Phosphatmangelmedium, TG = Trockengewicht. Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von 6 unabhéngigen Replika, Ausnahme dgd1-1 dgd2-1 -P: aufgrund der
geringen Uberlebensrate unter Phosphatmangel wurden hier nur drei Replika gemessen. Sternchen kennzeichnen
Messwerte, die sich signifikant vom Wildtyp unterscheiden (Welch’s t-Test, P < 0,05 (*), P < 0,02 (**)).

Betrachtet man die Verteilung der molekularen TAG-Spezies bei +P, féllt auf, dass in den DGDG-
Synthase-Mutanten, insbesondere in dgd1-1, in erster Linie TAGs mit mindestens zwei 18C-Fettsduren
akkumulieren (Abbildung 12). Diese Akkumulation der 18C/18C-TAG-Spezies in dgd1-1 korreliert mit
einer Reduktion der TAGs mit drei 16C-Fettsduren. Unter Phosphatmangel kommt es in der dgd2-1-
Mutante zu einer verstarkten Akkumulation von TAGs mit drei 18C-Fettsduren (um bis zum Dreifachen
im Vergleich zum Wildtyp, 18:2/18:3/18:3). Die Konzentration der anderen TAGs wird unterdessen,
zum Teil drastisch (16:0/16:0/18:3), reduziert. Im Gegensatz hierzu steigt in der dgd1-1-Mutante der
Anteil der Spezies mit einer oder zwei 16C-Fettsduren um bis zu 5 mol% (z.B. 16:0/16:0/18:3 oder
16:0/18:3/18:3). Die Zusammensetzung des TAGs der Doppelmutante ist unter diesen Bedingungen
zumeist vergleichbar zum Wildtyp. Die Ausnahme sind die TAG-Spezies mit drei 16C-Fettsduren, die,
im Vergleich zu dgdl-1, dgd2-1 oder dem WT, vermehrt in dgdl-1 dgd2-1 vorkommen. Die hier

angegebene Reihenfolge der Fettsduren entspricht nicht der sn-Konfiguration.
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Abbildung 12: Verteilung der TAG-Spezies innerhalb von dgd1-1, dgd2-1 und dgd1-1 dgd2-1; A Absoluter
Gehalt der Haupt-TAG-Spezies, B Relative Verteilung der Haupt-TAG-Spezies. +P =Vollmedium, -P =
Phosphatmangelmedium; Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 6 unabhéngigen Replika,
Ausnahme dgd1-1 dgd2-1 -P: aufgrund der geringen Uberlebensrate unter Phosphatmangel wurden hier drei
Replika gemessen. Sternchen kennzeichnen Messwerte, die sich signifikant vom Wildtyp unterscheiden (Welch’s
t-Test, P < 0,05 (*), P < 0,02 (**)). sn-Konfiguration nicht angegeben.
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Zusétzlich wurde die positionelle Verteilung der an der sn2-Position gebundenen Fettsauren innerhalb
der in WT, dgd1-1 und dgd2-1 unter Phosphatmangel akkumulierten 50:x (mit zwei 16C- und einer
18C-Fettsaure) und 52:x (mit zwei 18C und einer 16C-Fettsdure) TAG-Spezies analysiert. Um die
Messung zu vereinfachen, wurden die TAGs zunéchst hydriert. Nach diesem Schritt lagen somit die
50:x und 52:x TAGs vollstandig abgesattigt als 50:0 oder 52:0 vor. Nach der Hydrierung wurden die
TAGs mit Hilfe des Q-TOF MS fragmentiert. Anhand der Fragmentierungsmuster wurde nun, im
Vergleich zu dem Fragmentierungsmuster von reinem 16:0/16:0/18:0- bzw. 16:0/18:0/16:0- und
18:0/18:0/16:0- bzw. 18:0/16:0/18:0-TAG, die Zusammensetzung der TAG-Isomere in den
Blattextrakten berechnet. Beziiglich der 50:x TAGs stellte sich heraus, dass im Wildtyp sowie in der
dgd2-1-Mutante die Spezies mit einer 16C-Fettsaure an sn2 uberwogen (Abbildung 13). In der dgd1-1-
Mutante zeigte sich hier ein umgekehrtes Verhaltnis, wobei die Spezies mit einer 18C-Fettsaure an sn2
dominierten. In Hinsicht auf die 52:x TAGs herrschten in dgd1-1, dgd2-1 sowie im Wildtyp die Spezies
vor, bei denen eine 18C-Fettsdure an sn2 gebunden war. Zwischen dem Wildtyp, dgd1-1 und dgd2-1
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied innerhalb der Zusammensetzung des 52:x-TAGs detektiert

werden.
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Abbildung 13: Positionelle Verteilung der an sn2 gebundenen Fettsduren in den unter Phosphatmangel
akkumulierten TAGs; dgd1-1 und dgd2-1 im Vergleich zum Wildtyp. Links: Relative Verteilung innerhalb der
50:x TAG-Spezies. Rechts: Relative Verteilung innerhalb der 52:x TAG-Spezies. Gezeigt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen von 3 unabhangigen biologischen Replika.

3.2 Charakterisierung der Substratspezifitait der DGDG-Synthasen aus ,,16:3%-
und ,,18:3%“-Pflanzen

Die Galaktolipide von Arabidopsis thaliana enthalten molekulare Spezies plastidaren (prokaryotisch)

und extraplastidaren (ER; eukaryotisch) Ursprungs. Charakteristisch fir die prokaryotischen

Galaktolipide ist die an der sn2-Position des Glycerin-Grundgeriistes gebundene 16C-Fettsdure
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(hauptsachlich 16:3 in MGDG und 16:0 in DGDG). Eukaryotische Lipide hingegen tragen an dieser
Position eine 18:3-Fettsaure. Die unterschiedliche Verteilung der molekularen Spezies innerhalb beider
Galaktolipide in 16:3-Pflanzen ist entweder auf eine selektive Galaktosylierung des eukaryotischen
MGDGs durch DGD1 sowie DGD2 (d.h. aufgrund ihrer Substratspezifitit), oder das Vorhandensein
mehrerer MGDG-Reservoirs im Chloroplasten zuriickzufiihren. Als Test, ob die genannten
Unterschiede zwischen MGDG und DGDG durch eine Substratspezifiat von DGD1 oder DGD2
hervorgerufen werden, wurde der DGDG-Synthase-Enzymtest mit rekombinantem Protein etabliert. Da
die Expression der kompletten DGD1-Sequenz (aus Arabidopsis, AtDGD1) fiir E. coli toxisch ist, wurde
fur diese Versuche nur die Glykosyltransferase-Sequenz (AtCDGD1) verwendet. Uber die heterologe
Co-Expression von MGD1 mit AtDGD1 und AtCDGD1 in E. coli konnte gezeigt werden, dass die N-
terminale Sequenz keine Auswirkungen auf die Glykosyltransferaseaktivitat der DGD1 hat (Kelly et al.,
2016). In Abbildung 14 ist zu sehen, dass die rekombinanten Proteine AtCDGD1 (in Fusion mit Nus,
NusAtCDGD1) sowie AtDGD2 in E. coli in etwa gleichen Mengen produziert werden.
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Abbildung 14: Expression von Nus (Kontrolle), NusAtCDGD1 und AtDGD?2 in E. coli. Links: Immunoblot
(HisDetector Nickel-HRP, 1:10000). Rechts: Coomassiefarbung des SDS Gels.

3.2.1 Die DGDG-Synthasen benttigen Magnesiumchlorid sowie einen neutralen pH-
Wert fur die optimale Aktivitat

Die Optimierung der Enzymtestbedingungen erfolgte mit Hilfe von in E. coli heterolog exprimierten
AtCDGD1- sowie AtDGD2-Protein.

Sowohl Calcium- als auch Magnesiumchlorid zeigen eine aktivierende Wirkung auf die beiden
untersuchten Enzyme (Abbildung 15). Dieser Effekt trifft insbesondere bei AtDGD2 auf MgCl; zu.
Durch die Zugabe von MgCl, wird die Aktivitdt von AtDGD2 um etwa das achtfache im Vergleich zu
der Kontrolle ohne MgCl; gesteigert. In Kelly et al. (2002) konnte ebenfalls der Steigerung der Aktivitat
von AtDGD2 durch die Zugabe von MgCl, beobachtet werden. Als Folge dieser Resultate wurde fiir
die nachfolgenden Enzymtests MgCl, zu dem Enzymtestpuffer hinzugefugt.
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Abbildung 15: Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat von AtCDGD1 und AtDGD2 von zweiwertigen
Erdalkalimetallen. Eingesetzte Konzentration an CaCl, oder MgCl,: jeweils 30 mM. Verwendete Menge an
Protein aus dem E.coli Lysat pro Enzymtest: AtCDGD1 750 upg, AtDGD2 10 pg. Zu beachten ist die
unterschiedliche Skalierung der y-Achsen. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3
unabhéngigen Enzymtests.

Das pH-Optimum von AtCDGDL ist recht eng (zwischen pH 7,5 und 8,0; Abbildung 16). Bereits eine
leichte Veré&nderung des pH-Wertes fihrte zu einem starken Aktivitatsverlust. AtDGD2 hingegen ist
innerhalb eines breiten pH-Bereiches (zwischen pH 7 und 9,5) hoch aktiv. Aufgrund dieser Ergebnisse

wurde fur die nachfolgenden Experimente ein Tricine-KOH-Puffer mit einem pH-Wert von 8

verwendet.
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Abbildung 16: Analyse des pH-Optimums von AtCDGD1 und AtDGD2. Verwendete Menge an Protein aus
dem E. coli Lysat pro Enzymtest: AtCDGD1 750 pg, AtDGD2 10 pg. Verwendete Puffer: 7,5 mM MES-KOH
(pH 5.0, 5.5, 6.5, 6,8), 7,5 mM Tricine-KOH (pH 7.2, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0), 7,5 mM CAPS-KOH (9.5, 10.0, 10.5,
11.0). Zu beachten ist die unterschiedlichen Umsatzmengen (in pmol, nmol) der beiden DGDG-Synthasen. Gezeigt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhéngigen Enzymtests.

3.2.2 AtCDGD1 glykosyliert spezifisch 18:3/18:3- sowie 18:3/16:0-MGDG
Fir die Untersuchung der Substratspezifitdt der DGDG-Synthasen von Arabidopsis thaliana wurde
MGDG aus Spinat (Spinacia oleracea) gewéhlt. Spinat gehort wie Arabidopsis zu den 16:3 Pflanzen,
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die sowohl prokaryotische (34:6) wie auch eukaryotische (36:6) Galaktolipide aufweisen (Abbildung
17) (Sakaki et al., 1990b). Bei dem Vergleich der Zusammensetzung des durch die jeweiligen
Glykosyltransferasen synthetisierten Produktes (DGDG) mit der des Substrates (MGDG) fallt auf, dass
das DGDG, welches durch AtCDGD1 synthetisiert wurde, einen hoheren Anteil (85 mol%) der
eukaryotischen Form (36:6, 18:3/18:3) aufweist (Abbildung 17). AtDGD2 hingegen synthetisiert
eukaryotisches DGDG zu einem weit niedrigereren Anteil (63 mol%). Daher zeigt AtCDGDL1 eine hohe
Spezifitat fur 36:6-MGDG, wahrend AtDGD2 nur eine geringe Préferenz fur 36:6-MGDG hat.

i T

100 Bl 366
3 80- ' B 34:6
S
S 60
:
S E 401
(]
=
S 201

0

MGDG DGDG DGDG
Spinat AtCDGD1  AtDGD2

Substrat Produkt

Abbildung 17: Relative Verteilung der beiden Hauptspezies (34:6 und 36:6) des durch AtCDGD1 und
AtDGD2 synthetisierten DGDGs (Produkt) im Vergleich mit der Zusammensetzung des Substrates (MGDG aus
Spinat). Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhéngigen Enzymtests.

DGDG der dgd2-1 Mutante enthalt etwa 17 mol% prokaryotische Spezies (Kelly et al., 2003). Im
Gegensatz zu prokaryotischem MGDG ist die an sn2 gebundene 16C-Fettséure bei diesem Lipid jedoch
vollstandig gesattigt. Es ist davon auszugehen, dass DGDG aus dgd2-1 alleinig durch DGD1 produziert
wird. Somit hat DGD1 auch Zugang zu prokaryotischem Substrat, setzt aber nur 18:x/16:0-MGDG um.
Der néchste Enzymtest sollte deshalb Aufschliisse Uber die Aktitivat von DGD1 mit prokaryotischem
MGDG mit gesattigten oder einfach ungesattigten Fettsduren geben. Zunéchst wurde aus der fad5-
Mutante von A. thaliana (Roughan et al., 1979; Kunst et al., 1989) MGDG isoliert, das sich aus etwa
80 mol% 36:6 (18:3/18:3) und 20 mol% 34:3 (18:3/16:0) zusammensetzt (Abbildung 18 A). Wurde
fad5-MGDG als Substrat verwendet, stellte sich heraus, dass AtCDGD1 18:3/16:0-MGDG bevorzugt
umsetzte, wahrend AtDGD?2 keine Préferenz fiir eine der beiden Spezies zeigte. Hieraus folgt, dass die
Akkumulation von 18:3/16:0-DGDG in planta durch die Spezifitat von DGD1 fiur 18.x/16:0-MGDG
ausgelost wird. Als weiteres Substrat wurde MGDG aus einer E. coli-Linie verwendet, die die MGD1
cDNA aus Cucumis sativus (Gurke) heterolog exprimiert (pGEX-3X-CsMGD1) (Shimojima et al.,
1997). Die molekularen Spezies dieses MGDGs beinhalten die Hauptfettsdauren von E. coli (16:0,
16:1A9, 18:1A11 sowie 17:0cyclo), wobei der Grofiteil als 32:1-MGDG (ca. 50 mol%, wahrscheinlich
16:0/16:1 (Ekroos et al., 2002)) vorliegt (Abbildung 18 B). In den Enzymtests mit dem in E. coli



60|Ergebnisse

synthetisierten MGDG konnte jedoch keine Praferenz von AtCDGD1 oder AtDGD2 fir eine oder
mehrere molekulare Spezies des MGDGs beobachtet werden.
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Abbildung 18: DGDG-Synthase Enzymtests mit AtCDGD1 und AtDGD2 und teilweise gesattigtem
prokaryotischem Substrat.

A Enzymatischer Umsatz des MGDGs isoliert aus der fad5-Mutante von A.thaliana (Atfad5). 36:6 (18:3/18:3),
34:3 (grolitenteils 18:3/16:0).

B Enzymatischer Umsatz des aus E.coli (pGEX-3X-CsMGD1) gewonnenen MGDGs, zusammengesetzt aus 34:1
(16:0,18:1), 34:2(16:1,18:1), 33:1 (16:0,17:0cyclo), 32:0 (16:0,16:0), 32:1 (16:0,16:1). Die Position der jeweiligen
Fettséuren beziiglich sn1 und sn2 wurde nicht bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus 3 unabhangigen Enzymtests.

In weiteren Tests wurde die enzymatische Aktivitat beider DGDG-Synthasen flr jeweils ausschlieflich
prokaryotisches oder eukaryotisches Substrat bestimmt und mit der fur MGDG aus Spinat verglichen.
Dafiir wurde zunéchst MGDG aus Chlamydomonas reinhardtii, welches zu 100% prokaryotisch
(hauptséachlich 18:3/16:4 bzw. 34:7) ist (Vieler et al., 2007), sowie aus der Erbse (Pisum sativum), ein
Beispiel der 18:3 Pflanzen mit 100% eukaryotischen Glykolipiden (in erster Linie 18:3/18:3 bzw. 36:6)
(Chapman et al., 1983), isoliert.

In Ubereinstimmung mit dem Umsatz von MGDG aus Spinat, sinkt die Aktivitat beider DGDG-
Synthasen drastisch (auf etwa 8 - 9 %), wenn als alleiniges Substrat das prokaryotische MGDG aus
Chlamydomonas (18:3/16:4) vorliegt (Abbildung 19). Die enzymatische Aktivitat fur eukaryotisches
MGDG (18:3/18:3) dhnelt derjenigen fir MGDG aus Spinat. Da AtDGD2 in dem zuvor gezeigten
Enzymtest mit Spinat-MGDG in etwa den gleichen Umsatz fiir prokaryotisches und eukaryotisches
Substrat zeigte (Abbildung 17), wird angenommen, dass die vierte Doppelbindung in der 16C-Fettsaure

des MGDGs aus Chlamydomonas sich negativ auf die Substratbindung bzw. den Umsatz auswirkt.
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Abbildung 19: Relative Aktivitdt von AtCDGD1 (links) und AtDGD?2 (rechts) fiir prokaryotisches und
eukaryotisches Substrat. Es wurde hierfir MGDG aus Spinat (Zusammensetzung s. Abbildung 17) als Kontrolle
(schraffiert), sowie MGDG aus Chlamydomonas (100 % prokaryotisch (16:4/18:3), weiR) und der Erbse (100 %
eukaryotisch (18:3/18:3), grau) verwendet. Die Aktivitat fur die einzelnen Substrate wurde prozentual auf die
Kontrolle bezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 unabhéngigen Enzymtests.

3.2.3 UDP-Glukose inhibiert die Aktivitat der DGDG-Synthasen von Arabidopsis
thaliana

In weiteren Enzymtests wurde Uberpruft, ob beide DGDG-Synthasen neben UDP-Galaktose (UDP-Gal)
auch UDP-Glukose (UDP-GIc) als Zucker-Donor akzeptieren. Des Weiteren wurde mittels einer 1:1-
sowie einer 1:3- (UDP-Gal:UDP-GIc) Mischung uberpriift, inwieweit UDP-Glc mit UDP-Gal im Bezug
auf die enzymatische Bindung konkurriert und infolgedessen die Syntheserate beeinflusst. Das
Verhéltnis 1:3 wurde gewdhlt in Anlehnung des in planta Verhéltnisses beider UDP-Zucker in
Arabidopsis-Blattern (Dérmann and Benning, 1998).

Wurde ausschlielich UDP-GIc in dem Enzymtest eingesetzt, sank die Aktivitit von AtCDGD1 sowie
AtDGD?2 auf unter 20 %, bezogen auf die Aktivitat beider Enzyme im Enzymtest mit 100 nmol UDP-
Gal (Kontrolle) (Abbildung 20). Ahnliche Ergebnisse konnten zuvor mittels eines radioaktiven
Enzymtests mit UDP-[U'C]Gal mit AtDGD?2 erzielt werden (Kelly and Dérmann, 2002). Da mittels
eines Massenspektrometers aufgrund der gleichen Masse nicht zwischen Glukose und Galaktose
unterschieden werden kann, ist nicht auszuschlieRen, dass sowohl Glukosylgalaktosyldiacylglycerol als
auch DGDG synthetisiert wurde. Wurde zu dem Standardenzymtest mit 100 nmol UDP-Gal 100 nmol
bzw. 300 nmol UDP-GlIc hinzugefugt, fuhrte dies bei AtCDGD1 sowie AtDGD?2 zu einer Reduktion der
Aktivitdt um etwa 20 - 40 %. Diese Ergebnisse zeigen, dass UDP-Glc beide DGDG-Synthasen

vermutlich durch kompetitive Wechselwirkungen inhibiert.
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Abbildung 20: UDP-Glc ist ein Inhibitor von AtCDGD1 und AtDGD?2. Es wurden 100 nmol des jeweiligen
UDP-Zuckers (bzw. 300 nmol UDP-Glc bei dem Verhaltnis 1:3) pro Enzymtest verwendet. Als weiteres Substrat
wurde MGDG aus Spinat verwendet (Abbildung 17). Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus
jeweils drei unabhéngigen Replika.

3.2.4 Die Erhéhung der PA-Konzentration fuhrt nicht zu einer erhéhten DGDG-
Synthase-Aktivitat

Dubots et al. (2010) konnten eine Steigerung der Aktivitdt der MGDG-Synthase MGD1 nach der
Zugabe von 1,5 mol% PA beobachten. In dieser Veroffentlichung wurde ebenfalls der Einfluss von PA
auf die MGDG- und DGDG-Synthase-Aktivitit innerhalb von Blatthomogenaten von Arabidopsis
getestet. Wéhrend die MGDG-Synthase-Aktivitdt durch die PA-Zugabe gesteigert wurde, hatte PA
keinen Effekt auf die DGDG-Synthase-Aktivitét. In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von PA
auf rekombinantes AtCDGD1- und AtDGD2-Protein tberprift. Da VVersuche aktives AtCDGD1-Protein
aufzureinigen nicht erfolgreich waren, wurde in den Enzymtests der E. coli-Proteinrohextrakt
verwendet. Dadurch hatte man auch in den Negativkontrollen dieses Enzymtests einen PA-Hintergrund
von 0,5-1,0 mol%. Um den Effekt von einer Erhéhung der PA-Konzentration auf die DGDG-Synthase-

Aktivitat zu Uberprufen, wurde zu dem Enzymtestansatz 1,5 mol% PA hinzugefiigt.

In Abbildung 21 ist zu sehen, dass die Aktivitat von AtCDGD1 sowie AtDGD2 nach der Zugabe von
1,5 mol% PA zu dem Enzymtestansatz zu der ohne artifizieller PA-Zugabe vergleichbar blieb. Somit
hat die Erhéhung der PA-Konzentration keinen Effekt auf die Aktivitat der DGDG-Synthasen.
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Abbildung 21: Die Erhdhung der PA-Konzentration beeinflusst nicht die Aktivitdt von AtCDGD1 und
AtDGD?2. - PA: DGDG-Synthaseaktivitdt im E. coli-Proteinrohextrakt ohne PA-Zugabe (~ 0.5-1 mol% PA).

+ PA: DGDG-Synthaseaktivitat im E.coli-Proteinrohextrakt nach Zugabe von 1.5 mol% PA (Gesamtmenge ~ 2 -
2.5 mol% PA). Pro Enzymtest wurden standardméaRig 25 nmol von MGDG aus Spinat eingesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei unabhéngigen Replika.

3.25 LjCDGD1 von Lotus japonicus zeigt eine geringere Spezifitat fur 36:6-MGDG als
AtCDGD1

In weiteren Enzymtests wurde die Substratspezifitat von rekombinantem DGD1- sowie DGD2-Protein
aus der 18:3-Pflanze Lotus japonicus Uberprift. Da in 18:3-Pflanzen fiir die DGDG-Synthasen nur
eukaryotisches Substrat (36:x-MGDG) zu Verfiigung steht, war es von Interesse zu erfahren, ob die
DGDG-Synthasen der 18:3-Pflanzen auch eukaryotisches Substrat bevorzugen. Beide DGDG-
Synthasen aus Lotus zeigten in Enzymtests mit Spinat MGDG eine leichte Praferenz fiir eukaryotisches
MGDG (Abbildung 22), etwa 60-65 mol% des synthetisierten DGDGs war eukaryotisch (36:6,
18:3/18:3). Im Vergleich zu AtCDGD1 (Abbildung 17) zeigte LjCDGD1 von Lotus hingegen eine
schwdchere Substratspezifitat. Die Substratspezifitdten der DGD2-Enzyme aus Arabidopsis und Lotus

waren ahnlich.
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Abbildung 22: Relative Verteilung der beiden Hauptspezies (34:6 und 36:6) des durch LjCDGD1 und
LjDGD2 synthetisierten DGDGs; Substrat MGDG von Spinat (Abbildung 17). Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Enzymtests.

3.3 Lipidbindungsstudien

Um die Lipidbindungseigenschaften der DGDG-Synthasen von Arabidopsis zu untersuchen, wurden
mit den entsprechenden rekombinanten Proteinen verschiedene Lipidbindungsexperimente etabliert.
Neben der Bindung beider DGDG-Synthasen an PA und PG wurde auch die Bindung an die
Galaktolipide Uberprift. Der Fokus wurde hierbei auf AINDGD1 gesetzt, um eine mdgliche Beteiligung

dieses Peptids an der Lipidbindung zu Uberprifen.

3.3.1 Isolierung von AtNDGD1, AtCDGD1 und AtDGD?2 fur Lipid-Protein-
Bindungstests

Fir die Durchfuhrung der Lipidbindungsstudien werden gereinigte Proteine benétigt. In
vorangegangenen Versuchen dieser Arbeit zur Solubilisierung der rekombinanten membrangebundenen
DGDG-Synthasen in dem E.coli-Zelllysat wurde festgestellt, dass obwohl die Proteine in Fusion mit
dem hochldslichen Nus-Protein expremiert wurden AtNDGD1 und AtCDGD1 groBtenteils aggregiert
vorlagen. Das in dem Uberstand verbliebende Protein band zudem nur unzureichend an die Ni-NTA-
Agarose-Matrix (Protokoll zur nativen Proteinreinigung, QlAexpressionist), was auch nicht durch die
Zugabe von Detergentien wie Triton X-100, CHAPS oder Dodecylmaltosid verbessert werden konnte.
Die aus der nativen Proteinreinigung resultierende Proteinausbeute war aufgrund dieser beiden Griinde
nur ungeniigend. Um die Proteinausbeute zu erhdhen, wurde ein Protokoll verwendet in dem die Zellen
in einem Puffer lysiert wurden, der das denaturierende Agenz Guanidinhydrochlorid enthielt. Dieses
Agenz fiihrt zu der Solubilisierung der Proteinaggregate, aber auch zu der Denaturierung der Proteine.
Nach der Zelllysis und der anschlieRenden Bindung der denaturierten Proteine an die Ni-NTA-Agarose-
Matrix in einer Séule, wurde die S&ule zundchst mit einem Puffer gewaschen, der Harnstoff als
denaturierendes Agenz enthielt (W1). Der Harnstoff sowie die Reste des Guanidinhydrochlorids wurden

mit dem 50fachen S&ulenvolumen (bezogen auf das Volumen des Ni-NTA-Agarose-Materials) eines
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zweiten Waschpuffers ohne denaturierende Agentien entfernt (W2), wodurch die Proteine renaturiert
wurden. Anschlieend wurden die Proteine mit dem Elutionspuffer, ebenfalls ohne denaturierende
Agentien, eluiert.

In Abbildung 23 ist der Reinigungsverlauf fir alle Proteine, die fur Lipidbindungsstudien verwendet
wurden, gezeigt. In der Durchfluss-Fraktion (FT) sind die Proteine enthalten, die nicht an das
Saulenmaterial gebunden haben. FT1 ist der direkte Durchfluss nach der Uberfiihnrung des Ni-NTA-
Proteinextraktes in die Sdule, FT2 ein Waschschritt mit dem Lysispuffer. Beide FT-Fraktionen
enthielten auch einen Teil des zu reinigenden Proteins. Die teilweise unscharfen Proteinbanden werden
durch die hohe Konzentration des Guanidinhydrochlorids hervorgerufen, das den Verlauf der SDS-
PAGE stort. Das Waschen der Saule mit den beiden Waschpuffern (Fraktionen W1 und W2) flhrt zu
einer Abldsung von geringen Mengen der rekombinanten Proteine. Wie in der unteren Abbildung zu
sehen ist, konnten durch diese Methode ausreichende Mengen gereinigter Proteine in l6slicher Form
gewonnen werden (Fraktionen E). Es ist aber unklar, ob diese in der nativen (d.h. enzymatisch aktiven)

Form vorliegen.
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Abbildung 23: Proteinaufreinigung durch Affinitdtschromatographie (Ni-NTA) mit gleichzeitiger
Renaturierung der an das Saulenmaterial gebundenen rekombinanten Proteine. Reprasentative
Dokumentation des Reinigungsverlaufes mit SDS-PAGE und anschliefende Coomassie-Farbung des SDS-PAGE
Gels. Berechnetes Molekulargewicht der jeweiligen Proteine: Nus 66 kDa, NusAtNDGD1 101 kDa,
NusAtCDGD1 116 kDa, AtDGD2 54 kDa.
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3.3.2 AtNDGD1, AtCDGD1 und AtDGD2 binden spezifisch an PA (Lipid-
Uberlagerungs-Test)

Mit Hilfe des Lipid-Uberlagerungs-Tests ist es moglich einen Uberblick tiber die Lipidbindungs-
eigenschaften eines Proteins zu erhalten. Hierzu werden zunéchst die zu testenden Lipide auf eine
Nitrocellulosemembran in Punkten aufgetragen. Innerhalb dieser Arbeit wurden in erster Linie
plastidare Lipide verwendet, da beide DGDG-Synthasen im Chloroplasten lokalisiert sind (Abbildung
24). AnschlieBend wird die mit den Lipiden beladene Membran mit einer Ldsung, die das zu
untersuchende Protein enthalt, inkubiert. Der Nachweis des gebundenen Proteins an ein oder mehrere

Lipide erfolgt tber die Immunodetektion.

Mit diesem Test konnte eine starke Bindung von AtNDGD1, AtCDGD1 sowie AtDGD2 an PA
festgestellt werden (Abbildung 24A). Werden nun die Bindungseigenschaften von AtNDGD1 und
AtCDGDL1 betrachtet, fallt auf, dass insbesondere AtNDGD1 stark an PA bindet, im Gegensatz zu
AtCDGD1, welches nur schwach mit diesem Lipid interagiert. Verglichen mit AtCDGD1, zeigte
AtDGD?2 hingegen eine viel starkere Bindung an PA. Eine Bindung von AtNDGD1 konnte selbst bei
einer Stoffmenge von 1 nmol PA nachgewiesen werden (Abbildung 24B). Interessanterweise konnte
keine Interaktion der DGDG-Synthasen mit MGDG sowie DGDG beobachtet werden. Womdglich ist
die Bindung an das Substrat bzw. Produkt der DGDG Synthasen nur schwach, und daher kann
AtNDGD1, AtCDGD1 wie auch AtDGD?2 leicht durch die Detergentien in dem Waschpuffer abgeldst

werden.
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B PA (nmol)
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Abbildung 24: Lipiduberlagerungstests mit AtNDGD1, AtCDGD1 und AtDGD2.

A Lipiduberlagerungstest mit unterschiedlichen Glycerolipiden. 5 nmol des jeweiligen Lipids wurden auf die
Membranen gespottet. B Erfassung der Bindungseffizienz von NDGD1 an PA.

Pro Test wurden jeweils 5 ug (1 pg/mL) des gereinigten Proteins verwendet. Nachweis des gebundenen Proteins
Uber Immunodetektion (HisDetector Nickel-HRP, 1:10000).
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3.3.3 AtNDGD1 bindet an Liposomen in Abhangigkeit von PA
(Liposomenbindungstest)

Eine zweite Mdglichkeit die Bindung eines Proteins an ein bestimmtes Lipid zu untersuchen ist der
Liposomenbindungstest. Zur Herstellung der Liposomen wurden die Lipide zundchst fur eine Stunde
bei 37 °C in einer wéssrigen Pufferldsung hydratisiert und dann zur Herstellung von multilamellaren
Liposomen 5 Minuten gevortext. Die hier verwendeten Liposomen setzen sich aus einem
bilayerstabilisierenden Lipid (z.B. PC) als Trdgermatrix sowie dem zu testenden Lipid zusammen. Fr
die Tragermatrix wurde PC ausgewéhlt, da AtNDGD1 in dem Lipidiberlagerungstest nicht an dieses
Lipid gebunden hat (Abbildung 24). Aufgrund ihrer GroRe ist es mdglich die multilamellaren
Liposomen durch Zentrifugation bei 14000 rpm zu pelletieren. Somit ist es recht einfach sie aus einer
Ldsung zu isolieren. Zur Entfernung von nicht-pelletierbaren Lipidstrukturen werden die Liposomen
nach dem Vortexen wiederholt durch Zentrifugation und anschlieBender Aufnahme des Pellets in
frischem eiskaltem Puffer gewaschen. Nach einer einstindigen Inkubationszeit mit dem zu
untersuchenden Protein werden die Liposomen sowie die Lipid-gebundenen Proteine (ber die
Zentrifugation von den ungebundenen bzw. sich in Lésung befindenen Proteinen abgetrennt. Der
Nachweis der Proteinbindung erfolgt mittels der SDS-PAGE mit der Pellet- (Liposomen-) sowie der

Uberstandsfraktion und anschlieRender Coomassie-Féarbung des Gels.

Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, konnte durch den Liposomenbindungstest die Bindung des
AINDGD1-Proteins an PA bestétigt werden. Eine Bindung dieses Proteins an PA-enthaltende
Liposomen konnte in einem Proteinmengenbereich zwischen 2 und 10 g Protein nachgewiesen werden
(Abbildung 25A). Wéhrenddessen konnte in dem Kontrollexperiment mit Liposomen, die nur PC
enthielten, kein AtNDGD1-Protein in der Pelletfraktion nachgewiesen werden. Die stéarkste Bindung
dieses Proteins wurde bei Liposomen beobachtet, die etwa 40-60 mol% PA enthielten (Abbildung 25B).
Wurde die PA-Konzentration weiter erhoht, sank die Menge an gebundenem Protein. Vermutlich ist
dies begriindet durch eine Destabilisierung der Liposomen, die durch die hohe Konzentrationen des
bilayer-destabilisierenden PAs verursacht wurde. Im Gegensatz zu AtINDGD1 band die Kontrolle (Nus)
nicht an die PA-enthaltenden Liposomen, womit eine Beteiligung des Nus-Tags sowie des C-terminalen
His-Tags an der PA-Bindung auszuschlielen ist (Abbildung 25C).
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Abbildung 25: Liposomenbindungstest mit AtNDGD1. A Versuch mit verschiedenen Proteinmengen
(2-10 pg AtNDGD1-Protein pro Test). Als Kontrolle dienten Liposomen, die nur PC enthielten. B Bindung von
AINDGDL1 an Liposomen mit ansteigender PA-Konzentration. Pro Versuch wurden je 5 pg des gereinigten
AtNDGD1-Proteins verwendet.

C, Kontrollversuch mit dem Nus-Protein. Pro Versuch wurden je 5 pg des gereinigten Proteins verwendet.
P Pellet, U Uberstand. Die gebundenen Proteine wurden per SDS-PAGE und nachfolgender Coomassie-Farbung
detektiert.

3.3.4 AtNDGDL1 induziert die Fusion von Liposomen in Abhéngigkeit von PA
(Liposomen-Aggregations-Test)

Mit dem Liposomen-Aggregations-Test kann die durch Proteine induzierte Veranderung von
Membranstrukturen untersucht werden. Das Prinzip dieses Tests beruht darauf, dass grof3e Liposomen-
aggregate starker das Licht streuen als kleine einzelne Liposomen. Einzelne Proteine besitzen die
Eigenschaften Membranen zu fusionieren oder aneinander anzulagern. Die Zugabe dieser Proteine zu
einer LAsung mit unilamellaren Vesikeln mit etwa gleichem Durchmesser flihrt zu eine Fusion oder
Aggregation dieser Vesikel, wodurch wie zuvor beschrieben die Lichtstreuung bzw. Tribung der
Losung erhoht wird. Diese Veranderung kann photometrisch bei einer Wellenlange von 350 nm erfasst

werden.

Nach der Zugabe von AtNDGDL1 zu den PA-enthaltenden Liposomen konnte ein eindeutiger Anstieg
der Absorption beobachtet werden (Abbildung 26A und B). Demnach fiihrt AINDGD1 in vitro zu einer
Fusion oder Aggregation von Membranen. Diese Eigenschaft von AtNDGD1 ist eindeutig PA-
abhéngig, da keine Absorptionsanderung bei Liposomen ohne PA zu beobachten war (Abbildung 26).
Im Gegensatz dazu fiihrte die Zugabe von AtCDGD1 sowie der Negativkontrolle (Nus) bei beiden
Versuchen zu keinem Absorptionsanstieg. Somit kann ausgeschlossen werden, dass erstens bei diesem
Ergebnis das Nus-Protein oder der His-Tag eine Rolle spielen, und zweitens AtCDGD1 fir die

Fusion/Aggregation der Membranen erforderlich ist.
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Abbildung 26: AtNDGD1 induziert die Aggregation/ Fusion von PA-enthaltenden Liposomen.
A Reprasentative Veranderung der Lichtstreuung der Liposomensuspension Uber die Zeit in Abhangigkeit
von der Zugabe von AtNDGD1, AtCDGD1 sowie der Kontrolle (Nus). Zusammensetzung der Liposomen:
Links 100 % PC, rechts 75 %PC 25 % PA. B Veranderung der Lichtstreuung nach 300 s. Die gezeigten Werte
beziehen sich jeweils auf die Differenz zwischen dem Kleinsten (AtCDGD1, 75 % PC und 25 % PA) und dem
groften Mittelwert (AtNDGD1, 75 % PC und 25 % PA). Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei
unabhéngigen Versuchen. Pro Versuch wurden 650 nmol Lipid mL* mit einem Verhaltnis von Protein zu Lipid
von 1:1000 verwendet.

Uber den photometrischen Liposomenaggregationstest kann nicht zwischen Liposomenaggregation
oder -fusion unterschieden werden. Um weitere Hinweise dazu zu erhalten, inwieweit AINDGD1
Membranen bzw. Liposomen in Abhangigkeit von PA modifiziert, wurde die Liposomenaggregation/ -
fusion mittels eines DIK-Lichtmikroskopes dokumentiert. Die DIK-Lichtmikroskopie wird
insbesondere bei transparenten Untersuchungsobjekten wie z.B. Liposomen verwendet, die bei der
Lichtmikroskopie im Durchlicht nicht oder nur schwer sichtbar waren. Die flir dieses Experiment durch
Extrusion hergestellten Liposomen haben einen durchschnittlichen Durchmesser von etwa 100 nm und
kénnen aufgrund der zu geringen Aufldsung durch die Lichtmikroskopie nicht sichtbar gemacht werden.
Uberschreiten diese Liposomen jedoch z.B. durch die Fusion miteinander eine MindestgréRe (ca. 200 -
300 nm), werden sie im Lichtmikroskop sichtbar. Nach der einminitigen Inkubation der Liposomen mit
dem Nus-Protein (Leervektorkontrolle, Liposomen mit und ohne PA) waren nur vereinzelt grolie
Liposomen (@ 1 - 5 um) sichtbar (Abbildung 27). Ahnlich verhielt es sich auch mit AINDGD1, wenn
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die Liposomen kein PA enthielten. Nur nach der Inkubation von AtNDGD1 mit PA-enthaltenden
Liposomen konnte eine Anhdufung von im Lichtmikroskop sichtbaren Liposomen mit einem
Durchmesser von etwa 1 - 5 um beobachtet werden. Einzelne Liposomen hatten einen Durchmesser von
bis zu 10 - 20 um. Somit konnte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass AtNDGD1 die Fusion der

PA-enthaltenden Liposomen induziert.

Nus AtNDGD1

100 % PC

75 % PC
+25 % PA

T

100 pm

Abbildung 27: PA-abhéangige Liposomenfusion durch NDGD1. DIK-lichtmikroskopische Aufnahmen der
Liposomen nach 1-mindtiger Inkubation mit Nus oder NusNDGDJ1. Reprasentative Aufnahmen. Der Balken
entspricht 100 pum.

3.3.5 AtCDGD1 erhoht die Durchléssigkeit von PA-enthaltenden Membranen
(Liposomen-Durchlassigkeits-Test)

Mit Hilfe des Liposomen-Durchlassigkeits-Tests wird eine magliche Insertion des zu testenden Proteins
in eine Membran untersucht. Das Prinzip dieses Experimentes beruht darauf, dass durch die Insertion
eines Proteins die Membran an dieser Stelle durchléssig wird, das heil’t, dass Substanzen an dieser Stelle
hindurch diffundieren kénnen. Fir dieses Experiment erfolgt zundchst der Einschluss des
Fluoreszenzfarbstoffes ANTS sowie des entsprechenden Fluoreszenzquenchers DPX in Liposomen
(LUVs). Durch die enge Nachbarschaft von ANTS und DPX in den Liposomen wird die Fluoreszenz
des ANTS gequencht und somit minimiert. Resultierend aus der Insertion der Proteine und der daraus
folgenden Erhdhung der Durchléssigkeit der Membranen, erfolgt der Austritt von ANTS und DPX aus
den Liposomen. Durch diese Verdinnung kann das Quenching nicht mehr so effektiv erfolgen und die

Fluoreszenzemission steigt. Die gemessenen Fluoreszenzemissionswerte werden relativ auf die
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Maximalfluoreszenz (gemessen nach der Zugabe von 1 % SDS) bezogen. Die Zugabe der
Glykosyltransferasedoméne von AtDGD1 (AtCDGD1) zu Liposomen, die 25 mol% PA enthielten,
fihrte zu einem starken Anstieg der Fluoreszenz (um durchschnittlich 69 % bezogen auf die
Maximalfluoreszenz, Abbildung 28 A und B). Demzufolge inserierte AtCDGD1 in diese Membranen,
was den Austritt des ANTS und DPX aus den Liposomen ausldste. Im Gegensatz dazu fiihrte die Zugabe
von AtNDGD1 zu Liposomen mit der gleichen Zusammensetzung nur zu einem geringeren Anstieg der
Fluoreszenz (um etwa 8 %). Somit wird durch die Interaktion von AtNDGD1 mit PA-enthaltenden
Membranen deren Durchlassigkeit geringfigig erhoht. Das Nus-Protein selbst zeigte keinen
reproduzierbaren Effekt auf die Durchlassigkeit dieser Liposomen. Keines der untersuchten Peptide
zeigte, ahnlich wie bei den zuvor beschriebenen Experimenten, eine Interaktion mit Membranen die nur

aus PC aufgebaut waren.
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Abbildung 28: AtCDGDL1 fihrt zu der Erhéhung der Durchléssigkeit von Membranen in Abhangigkeit
von PA.

A Reprasentative relative Veranderung der Fluoreszenzemission tber die Zeit in Abh&ngigkeit von der
Zugabe von AtINDGD1, AtCDGD1 und der Kontrolle (Nus). Zusammensetzung der Liposomen:

Links 100 % PC, rechts 75 % PC 25 % PA.

B Veranderung der Fluoreszenzemission nach 550 s. Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei
unabhéngigen Versuchen.

Pro Versuch wurden 650 nmol Lipid mL* mit einem Verhaltnis von Protein zu Lipid von 1:1000 verwendet. Die
gemessenen Fluoreszenzwerte wurden relativ auf die Maximalfluoreszenz (Max) bezogen.
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3.3.6 AtNDGDI fiihrt zu einer geringen Fluoreszenzinderung innerhalb der ,,content
mixing“-Tests

Mit Hilfe des Liposomen-Aggregations-Tests und der DIK-Mikroskopie (Kapitel 3.3.4) konnte gezeigt
werden, dass AtNDGD1 die Fusion von PA-enthaltenden Membranen induziert. Zur Verifizierung
dieser Ergebnisse wurden zwei Varianten des sogenannten ,,content mixing“-Tests mit AtNDGD1
durchgefuhrt. In der ersten Variante werden wie bei dem Liposomen-Durchléssigkeits-Test (Kapitel
3.3.5) Liposomen hergestellt, die ANTS sowie DPX einschlielen. Zu diesem Zeitpunkt ist durch das
Quenching des DPX die Fluoreszenzemission niedrig. Diese Liposomen werden mit Liposomen
vermischt, die ,,leer” sind, d.h. weder ANTS noch DPX enthalten (Abbildung 29 A). Erfolgt nun die
durch das Protein ausgeltste Fusion dieser Liposomen, wird das ANTS und DPX in den nun gréeren
Liposomen verdinnt. Das ANTS wird dadurch weniger effektiv durch das DPX gequencht und die
Fluoreszenz steigt. In der zweiten Variante dieses Tests wird das ANTS und DPX getrennt voneinander
in die Liposomen eingeschlossen (Abbildung 30 A). Diese Liposomen werden anschlieRend miteinander
vermischt. Zu Beginn ist in dieser Testvariante die Fluoreszenzemission hoch, da das ANTS in den
Liposomen nicht gequencht wird. Erfolgt nun im Laufe der Messung eine durch das Protein
hervorgerufene Fusion der unterschiedlichen Liposomen, vermischt sich das ANTS mit dem DPX.
Dadurch wird die Fluoreszenz geldscht und das gemessene Signal nimmt ab. Wie in Kapitel 3.3.5
gezeigt, fuhrte AtCDGD1 in dem Liposomen-Durchléssigkeits-Test durch die Insertion in die Membran
zu dem Austritt des ANTS und DPX aus den Liposomen (Abbildung 28), was zu dem Anstieg der
Fluoreszenz fiihrte. In den beiden Varianten des ,,content mixing“-Tests kann nicht zwischen der
Fluoreszenzanderung durch die Insertion des Proteins in die Membran und der Anderung durch die
Fusion der Liposomen unterschieden werden. Aufgrunddessen konnte AtCDGDI nicht im ,,content

mixing“-Test mit einbezogen werden.

Im Vergleich zu der Leervektorkontrolle konnte in der ersten Variante des ,,content mixing“-Tests nach
der Zugabe von AtNDGD1 zu Liposomen mit PA ein minimaler Anstieg der Fluoreszenz beobachtet
werden (um etwa 1,5 % bezogen auf die Maximalfluoreszenz) (Abbildung 29 B und C). Wenn fir diesen
Test Liposomen aus 100 % PC verwendet wurden, konnte kein Unterschied beziiglich der Fluoreszenz-

anderung zwischen AtNDGD1 und der Leervektorkontrolle festgestellt werden.
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Abbildung 29: Content mixing-Test mit AtNDGD1, Variante 1. A Testprinzip. Liposomen mit ANTS und
DPX (gequenchte Fluoreszenz) werden mit leeren Liposomen und dem getesteten Protein vermischt. Induziert
dieses Protein die Liposomenfusion, kommt es zu der Verdiinnung des ANTS und DPX. Dadurch treffen diese
Substanzen seltener aufeinander und die Fluoreszenz steigt. B Repréasentative relative Veranderung der
Fluoreszenzemission Uber die Zeit in Abhangigkeit von der Zugabe von AtNDGD1 und der Kontrolle
(Nus). Zusammensetzung der Liposomen: Links 100 % PC, rechts 75 %PC 25 % PA. B Veranderung der
Fluoreszenzemission nach 600 s. Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei unabhangigen
Versuchen.

Pro Versuch wurden 650 nmol Lipid mL™* mit einem Verhaltnis von Protein zu Lipid von 1:1000 verwendet. Die
gemessenen Fluoreszenzwerte wurden relativ auf die Maximalfluoreszenz (Max) bezogen.

In der zweiten Variante dieses Testes konnte im Vergleich zu der Leervektorkontrolle eine leicht
verstirkte Fluoreszenzabnahme nach der Zugabe von AtNDGD1 zu den Liposomen mit 25 % PA
beobachtet werden (Abbildung 30 B und C). Dieser Unterschied war aber nicht signifikant. Zudem
konnte im Mittel diese Tendenz auch bei Liposomen ohne PA beobachtet werden (Abbildung 30 C). Es
wurde in allen Messungen ein Abfall der Fluoreszenz um 15-20 % bezogen auf den Startwert

beobachtet. Der Grund fiir diese Abnahme wurde aber nicht weiter untersucht.
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Abbildung 30: Content mixing-Test mit AtNDGD1, Variante 2. A Testprinzip. Liposomen mit ANTS werden
mit Liposomen mit DPX und dem getesteten Protein vermischt. Da das ANTS nicht gequencht wird, ist die
Fluoreszenz hoch. Induziert das Protein die Liposomenfusion, kommt es zu dem Aufeinandertreffen des ANTS
und DPX, wodurch die Fluoreszenz gequencht wird. Die Fluoreszenzemission sinkt. B Repréasentative relative
Veranderung der Fluoreszenzemission tber die Zeit in Abhangigkeit von der Zugabe von AtNDGD1 und
Nus. Zusammensetzung der Liposomen: Links 100 % PC, rechts 75 %PC 25 % PA. B Veranderung der
Fluoreszenzemission nach 600 s. Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei unabhdngigen
Versuchen.

Pro Versuch wurden 650 nmol Lipid mL* mit einem Verhaltnis von Protein zu Lipid von 1:1000 verwendet. Die
gemessenen Fluoreszenzwerte wurden relativ auf die Fluoreszenz direkt nach der Zugabe des Proteins (Start)
bezogen.
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3.4 Uberexpression von AtNDGDL1 in A. thaliana

In der Studie von Froehlich et al. (2001) konnte gezeigt werden, dass der N-terminale Bereich (M*-E3%,
NDGD1, 38 kDa) des DGD1-Proteins aus Arabidopsis fur die Insertion des gesamten Proteins in die
aulere Hullmembran des Chloroplasten notwendig ist. Die Enzymaktivitdat des rekombinanten
AtCDGD1-Proteins war unabhéngig von AtNDGD1 (Kelly et al., 2016) (s. auch Kapitel 3.2). Um
Hinweise auf die Funktion von AtNDGD1 zu erhalten, wurden in der Doktorarbeit von Sandra Witt
(2009) mehrere Arabidopsis-Linien generiert, die in dem WT-Col2 Hintergrund das AtNDGD1-Protein
Uberexpremieren. Dazu wurde die AtNDGD1-cDNA in den binaren Vektor pBINAR kloniert und Col2-
Pflanzen mit diesem Konstrukt transformiert. Der Nachweis der erfolgreichen Uberexpression in den
selektierten transgenen Linien erfolgte Gber Northern sowie Western Blot. Diese transgenen Pflanzen
zeigen ein verandertes Wachstum mit kleinen buschigen Pflanzen (Abbildung 31). Im Vergleich zu der
dgd1-1-Mutante sind die AtNDGD1-Uberexpressionslinien aber groRer und die Blatter griiner. Zur
Aufklarung des Ursprungs des Phanotyps wurde der Lipid- und Chlorophyllgehalt sowie die
Quantenausbeute des PSII bestimmt. Zur Uberprifung, inwieweit die Akkumulation von AtNDGD1 in
der &uRReren Chloroplastenhtllmembran sich auf den Chloroplastenhabitus auswirkt, wurden elektronen-
mikroskopische Aufnahmen durchgefthrt.

WT-Col2 dgdl-1 WT- WT-
NDI#45 NDI1#40

Abbildung 31: Die AtNDGD1-Uberexpressionslinien (ND1#45 und ND1#40) im Vergleich zum WT (Col2)
und der dgd1-1-Mutante. (Witt, 2009)
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3.4.1 Quantifizierung der polaren Lipide sowie des Chlorophylls in AINDGD1-
Uberexpressionslinien

Zur Uberpriifung, ob die GibermaRige Akkumulation von AtINDGD1 in der duReren Hiilllmembran sich
negativ auf den pflanzlichen Lipidstoffwechsel auswirkt, wurden die Membranlipide der
Uberexpressionslinien mittels Q-TOF-MS quantifiziert. Des Weiteren wurde der Chlorophyligehalt in
den Blattern photometrisch bestimmt.

Die Quantifizierung der Lipide beider Uberexpressionslinien erfolgte mittels Q-TOF-MS im Vergleich
zum Wildtyp und der dgd1-1-Mutante. Es zeigte sich, dass bei beiden AINDGD1-Uberexpressionslinien
(ND1#45 und ND1#40) der Anteil der plastidaren Lipide MGDG, DGDG, SQDG und PG im Vergleich
zum WT niedriger war (Abbildung 32A), und der Galaktolipidanteil im Vergleich zu der dgd1-1-
Mutante erhoht war. Bezlglich der nicht-plastidaren Phospholipide PS, PI, PE und PC konnte kein
Unterschied festgestellt werden. Die Zusammensetzung der einzelnen molekularen Spezies von MGDG
und DGDG unterschied sich nicht vom Wildtyp (Abbildung 32B), was bedeutet, dass die Konzentration
der Galaktolipide abgesenkt wurde. Eine Akkumulation einzelner MGDG-Spezies vergleichbar zu der
dgdl-1-Mutante (Doérmann et al., 1995a; Hartel et al., 2000) wurde nicht detektiert. Beide
Uberexpressionslinien wiesen zudem einen leicht geringeren Chlorophyligehalt der Blatter im Vergleich
zum WT auf (Abbildung 32C), wobei diese Reduktion, &hnlich wie bei den plastiddren Membranlipiden,
nicht so stark ausgepréagt war wie bei der dgd1-1-Mutante. Diese Ergebnisse deuten auf eine Reduktion
der photosynthetischen Membranen hin. Ob sich diese Reduktion auf die photosynthetische Leistung

der Pflanzen auswirkt, wurde mittels der PAM-Fluoreszenz Messung tberprdift.
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Abbildung 32: Quantifizierung der polaren Lipide sowie des Chlorophylls von Blattern in den AtNDGD1-
Uberexpressionslinien (ND1#45 und ND1#40). A Absoluter Lipidgehalt bezogen auf das TG B
Zusammensetzung der Galaktolipide MGDG und DGDG in mol%. C Absoluter Chlorophyllgehalt (Chlorophyll
a +b) bezogen auf das TG.

A, B Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei unabhédngigen Messungen. C Mittelwerte und
Standardabweichungen aus jeweils 17 unabhangigen Messwerten.

Sternchen kennzeichnen Messwerte, die sich signifikant vom Wildtyp unterscheiden (Welch’s t-Test, P < 0,05 (*),
P < 0,02 (**))
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3.4.2 Maximale Quantenausbeute des PSII von AtNDGD1-Uberexpressionslinien

Die Erfassung der photosynthetischen Quantenausbeute des PSII, als MaR fiir die Funktionalitat der
Photosynthese, erfolgte mittels des sogenannten PAM-Fluorometers iber die Sattigungspuls-Analyse.
Direkt vor der Messung wurden die Pflanzen zunéchst fir 20 min einer Lichtintensitét von 0 (d.h. vollige
Dunkelheit), 500 sowie 1000 pmol*s™*m2 ausgesetzt. Wie in Abbildung 33 zu sehen, zeigten alle vier
Pflanzenlinien (WT, dgd1-1, ND1#45 und ND1#40) nach Dunkeladaptation vergleichbare F./Fn-Werte.
Dagegen war unter Lichtstress (500 und 1000 pmol* s?*m?) die verminderte photochemische
Quantenausbeute der dgd1-1-Mutante im Vergleich zum Wildtyp eindeutig zu erkennen (s.a. Dormann
et al. (1995a)). Im Gegensatz dazu war F.‘/Fm‘ bei beiden Uberexpressionslinien unter diesen
Bedingungen vergleichbar zum Wildtyp. Die verminderte Konzentration der plastidaren Lipide sowie
des Chlorophylls hat somit keine Auswirkung auf die Quantenausbeute von PSII der AtNDGD1-
Uberexpressionslinien. Folglich wird die optimale photosynthetische Quantenausbeute von PSII nicht

durch eine verminderte Anzahl der photosynthetischen Membranen beeintrachtigt.
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Abbildung 33: Maximale photosynthetische Quantenausbeute des PSII der AtNDGD1-
Uberexpressionslinien ND1#45 und ND1#40 unter verschiedenen Belichtungsintensititen (angegeben in
umol*s*m2). Fv*/Fm* = Maximale photochemische Quantenausbeute unter der jeweiligen Belichtung.
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 24 bis 31 Replika.
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3.4.3 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Chloroplasten von AtINDGD1-
Uberexpressionslinien

Die in den vorangegangenen Messungen beobachtete Verringerung der plastidaren Lipide sowie des
Chlorophylls in den Uberexpressionslinien (Abbildung 32), lasst vermuten, dass die plastidaren
Membranen im Vergleich zum Wildtyp reduziert sind. Mogliche Ursachen fur diese Reduktion sind
erstens eine Verringerung der Anzahl der Chloroplasten und zweitens die Verringerung des
Membrangehaltes pro Chloroplast. Die Akkumulation von AtNDGD1 in der duReren Hillmembran
kénnte zudem die Morphologie dieser Membran verandern. Zur Uberprifung der Chloroplastenzahl pro
Zelle wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der Pflanzenzellen angefertigt. Zur Abschatzung des
Gehaltes an plastidaren Membranen pro Chloroplast sowie zur Dokumentation einer mdglichen
Veranderung  dieser Membranen, insbesondere  der  duBeren  Hillmembran, wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Im Vergleich zum Wildtyp konnten mittels dieser
Aufnahmen keine eindeutigen Unterschiede festgestellt werden, weder bei der Anzahl sowie Grole der
Chloroplasten, noch dem Aufbau der Hillmembranen sowie der Thylakoide (Abbildung 34). Somit sind
die Unterschiede gering ausgepragt und daher mdglicherweise nur mittels der detaillierten Auswertung
der elektronischen Aufnahmen beziglich u.a. der Anzahl und GréRe der Chloroplasten sichtbar zu
machen. Die Chloroplasten der dgdl-1-Mutante hingegen zeigten die schon bekannten
morphologischen Verédnderungen mit einer reduzierten Anzahl von kleineren Plastiden mit gekrimmten

sowie von dem plastidaren Stroma separierten Thylakoiden (Dérmann et al., 1995a).
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Abbildung 34: Morphologie der Blattzellen (links, Lichtmikroskopie) und der Chloroplasten (rechts,
Elektronenmikroskopie) der NDGD1-Uberexpressionslinien ND1#45 und ND1#40 im Vergleich zum Wildtyp
(Col2) und der dgdl-1-Mutante. Reprasentative Abbildungen. VergroRerung wie angegeben. Die

Probenaufbereitung sowie die Aufnahmen erfolgten durch Michael Melzer (IPK Gatersleben). Die Kontrastierung
der biologischen Membranen erfolgte durch Osmiumtetroxid.



Ergebnisse |81

3.5 Bioinformatische Charakterisierung von AtINDGD1 mit Hilfe von Struktur-
vorhersagen und phylogenetischen Analysen

3.5.1 I-TASSER

Uber den Online-Server I1-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Yang et al.,
2015) wurde nach Informationen zu der moglichen Struktur sowie Funktion von AtNDGD1 gesucht.
Dieser Server vergleicht die Sekundarstruktur der VVorlage (Proteinsequenz) mit Proteinen mit bekannter
Sekundar- und Tertiarstruktur aus der PDB-Datenbank (http://www.rcsb.org/pdb/ home/home.do). Uber
dieses sogenannte ,,Threading™ erstellt der Server einzelne Strukturfragmente der Vorlage, die dann zu
mehreren Modellen zu der Tertidrstruktur des gewiinschten Proteins zusammengesetzt werden. Uber
weitere Algorithmen werden Funktionen, Liganden-Bindungsstellen sowie die Lokalisierung
vorhergesagt. Zu jeder Vorhersage werden Wahrscheinlichkeitswerte herausgegeben, die (ber die
Qualitat dieser Vorhersage informieren.

In Abbildung 35 sind die besten 4 der durch I-TASSER eingesetzten Vorlagen zum Threading mit
AtNDGD1 gezeigt. Alle der vorhergesagten Proteinstrukturen fir AINDGD1 sind zusammengesetzt aus
mehreren aufeinander folgenden a-Helices bzw. Coiled-Coil- (deutsch: Doppelwendel-) Strukturen.
Alle Proteine der gezeigten besten 4 der Threading-Vorlagen (Abbildung 35) sind assoziiert mit
biologischen Membranen. TIC110 (4bm5A) ist eine Untereinheit des TIC- (Translocon der inneren
Chloroplastenhilimembran) Komplexes (Tsai et al., 2013) Dieser Komplex ist an dem Proteinimport
vom Cytosol oder ER in den Chloroplasten beteiligt. Die Brol V Domane (4jiaA) ist die mittlere
Domane des Brol-Proteins von Hefe (Pashkova et al., 2013; Bissig and Gruenberg, 2014). Bro1l selbst
ist eine Komponente des ESCRT-Komplexes welcher den Transport der ubiquitinierten Proteine in die
spaten Endosomen reguliert. LegC3 (4mu6A) aus Legionella pneumophila sowie EspB (4wj1A) aus
Mycobacterium tuberculosis sind beides sogenannte Effektorproteine, die entweder die Fusion der
Phagosomen mit den Lysosomen verhindern oder die Phagosomen direkt beschadigen (Yao et al., 2014;

Solomonson et al., 2015).
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Abbildung 35: I-TASSER: Die besten 4 der Threading-Vorlagen fir AINDGD1. Jeweils gezeigt sind die
Strukturvorlagen in gelb und die entsprechende Strukturvorhersage fur AtNDGD1 in grin. 4bm5A: TIC110,
Untereinheit des Proteintransportkomplexes der inneren Hiillmembran des Chloroplasten (T1C-Komplex). 4jioA:
V Domane des Brol-Proteins von Hefe. 4mu6A: N-terminale Domane von LegC3, eines Effektorproteins aus
Legionella pneumophila. 4wj1A: EspB, ESX-1 Typ VII Sekretionssystem von Mycobacterium tuberculosis. Die
Ziffern entsprechen dem jeweiligen Z-Wert, wobei Werte >1 auf ein gutes Alignment zwischen der Vorlage und
der Vorhersage deuten.

3.5.2 Phylogenetische Analysen

Mit dem Ziel der Erfassung des evolutiondren Ursprungs von NDGD1 bzw. der Glykosyltransferase-
domanen der beiden DGDG-Synthasen (CDGD1 und DGD2) von Arabidopsis wurden phylogenetische
Studien durchgefiinrt. Uber die drei Online-Server NCBI-BLAST, Cyanophora und Kazusa (Kasuza
DNA Research Institut) wurde dafur nach homologen Aminosauresequenzen mit (DGD1-homolog)
oder ohne (CDGD1- bzw. DGD2-homolog) NDGD1 gesucht. Die Sequenzen der DGDG-Synthasen
folgender Organismen wurden in den Sequenzvergleich mit einbezogen: Chondrus crispus und
Porphyridium purpureum (Rhodophyta), Bathycoccus prasinos, Micromonas sp und Ostreococcus tauri
(Prasinophytae, Chlorophyta), Auxenochlorella protothecoides, Chlorella variabilis und Coccomyxa
subellipsoidea (Trebouxiophyceae, Chlorophyta), Chlamydomonas reinhardtii und Volvox carteri f
nagariensis (Chlorophyceae, Chlorophyta), Klebsormidium flaccidum (Charophyta), Physcomitrella
patens (Bryophyta), Selaginella moellendorffii (Lycopodiophyta), Oryza sativa (Monokotyledonae)
sowie Arabidopsis thaliana (Dikotyledonae). Die zu NDGD1 ahnlichen Sequenzen wurden getrennt von
den Glykosyltransferasedoménen (CDGD1- und DGD2-homolog) einander gegeniiber gestellt. Wie in
Abbildung 37 zu sehen, enthalten alle Organismen der hoheren Pflanzen zumindest eine DGDG-
Synthase mit der fur DGD1 charakteristischen NDGD1-Sequenz. Innerhalb der Streptophyta,
insbesondere bei den Landpflanzen, ist die NDGD1-Proteinsequenz hoch konserviert. Die N-terminale
Extension der DGD1-Proteine der Algen, die in dieser Studie mit einbezogen wurden, zeigten

untereinander sowie auch zu NDGD1 der Streptophyta einen geringeren VVerwandtschaftsgrad.
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Abbildung 36: Ungewurzelter phylogenetischer Stammbaum (Neighbor-joining Algorithmus) der NDGD1-
Sequenzen aus ausgewéhlten Vertretern der Grin- und Rotalgen sowie der Streptophyta.
Die positionelle Verteilung der jeweiligen Doménen anhand der Aminoséuren ist in den Klammern angegeben.

Bei den Rot- und Grinalgen kann keine evolutionar begriindete Verteilung beider DGDG-Synthasen
vorhergesagt werden; wahrend einige Arten nur jeweils eine der DGDG-Synthasen aufweisen (DGD1
[z.B. C. reinhardtii] oder DGD2 [z.B. C. crispus]) enthalten andere Arten beide (z.B. C. subellipsoidea)
(Abbildung 37). Aufféllig ist, dass die Glykosyltransferasedomanen der DGDG-Synthasen der in dem
Vergleich einbezogenen Organismen untereinander héher konserviert sind, als die dazugehdrenden
NDGD1-Sequenzen (Abbildung 36).
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Abbildung 37: Ungewurzelter phylogenetischer Stammbaum (Neighbor-joining Algorithmus) der CDGD1-
und DGD2-Sequenzen aus ausgewahlten Vertretern der Griin- und Rotalgen sowie der Streptophyta.

Zu AtCDGD1 homologe Sequenzen sind rot und zu AtDGD2 homologe Sequenzen sind blau markiert.

Die positionelle Verteilung der jeweiligen Domanen anhand der Aminosauren ist in den Klammern angegeben.

Uber die verwendeten Server konnten auBerhalb des Pflanzenreiches keine zu AtNDGD1 homologen
Sequenzen gefunden werden.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle der DGDG-Synthasen bei der Umstrukturierung der
Lipidzusammensetzung unter Phosphatmangel

Aufgrund der Limitierung von verwertbarem Phosphat in vielen Boden haben Landpflanzen diverse
Anpassungsstrategien an diese Stressbedingung entwickelt. Eine dieser Anpassungsstrategien ist die
Reduktion des Gehalts an Phospholipiden und deren Ersatz durch die Glykolipide DGDG, SQDG und
GIcADG. Eine charakteristische Stressantwort auf Phosphatmangel ist die Aktivierung des zweiten
Galaktolipidbiosyntheseweges, in dem MGD2, MGD3 sowie DGD2 involviert sind. Die beiden
Hauptspezies des DGDGs, welche durch diesen Biosyntheseweg produziert werden, sind 18:3/18:3-
sowie 16:0/18:3-DGDG. Damit unterscheidet es sich von DGDG, welches von DGD1 synthetisiert wird,
das sich in erster Linie aus 18:3/18:3- und zu einem kleineren Anteil aus prokaryotischem 18:3/16:0-
DGDG zusammensetzt (Hartel et al., 2000; Kelly et al., 2003). Wie bei DGD2 wird auch die Expression
von DGD1 unter Phosphatmangel hochreguliert. Unter Phosphatmangel dient das durch DGD1
produzierte DGDG als Ersatz fur die plastidaren Phospholipide (PC und PG). Ob Stérungen innerhalb
der DGDG-Synthese sich auch auf den Flux der anderen Lipide unter Phosphatmangel auswirken, sollte
in dieser Arbeit mittels der Lipidanalytik der DGDG-Synthasemutanten dgd1-1, dgd2-1 und dgdl-1
dgd2-1 tiberpriift werden. Ubereinstimmend mit den Daten vom Kelly et al. (2003), konnte auch bei den
Lipidmessungen in dieser Arbeit unter Phosphatmangel ein Anstieg des DGDGs mit einer gleichzeitigen
Senkung der Konzentration an Phospholipiden (Abbildung 9 und Abbildung 10) im Wildtyp und den
Mutanten beobachtet werden. Die Aktivierung des zweiten Biosytheseweges im WT sowie in dgd1-1
ist deutlich an der Akkumulation von 34:3 (16:0/18:3) - DGDG zu erkennen (Hartel et al., 2000; Kelly
et al., 2003). Aufgrund der Mutation des DGD2-Lokus bleibt diese Akkumulation in dgd2-1 sowie der
Doppelmutante aus, was zur Folge hat, dass die Konzentration von 34:3 (16:0/18:3) - MGDG ansteigt
(Kelly et al., 2003). Die drastische Verringerung des DGDG-Gehaltes ist in dgd1-1 im Vergleich zu
Wildtyp bei +P mit gleichzeitiger Akkumulation des eukaryotischen MGDGs zu erkennen (Dérmann et
al., 1995a). Der Phosphatmangel hat zur Folge, dass der Anteil der Spezies mit einer 16C-Fettsdure in
den Phospholipiden zum Teil drastisch abnimmt. Die gleiche Tendenz wurde auch in der Studie von
Pant et al. (2015) beobachtet. Ob die relative Abnahme des Anteils der 34:x-Phospholipide z.B. durch
eine Selektivitat der involvierten Phospholipasen verursacht wird, sollte in nachfolgenden Studien

untersucht werden.

Unterschiedlich Stressbedingungen fiihren zu der Akkumulation von TAG in den Blattern der Pflanzen
(Sakaki et al., 1990b; Moellering et al., 2010; Lippold et al., 2012; Pant et al., 2015). In dieser Arbeit
wurde die Anreicherung des TAGs unter Phosphatmangel sowie dessen Zusammensetzung in den
DGDG-Synthasemutanten untersucht. Wie auch von Pant et al. (2015) gezeigt werden konnte, fiihrte

der Phosphatmangel zu der Anreicherung des TAGs in den Blattern (Abbildung 11). Im Vergleich zum
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Wildtyp akkumulieren die DGDG-Synthasemutanten unter Phosphatmangel bis zu der dreifachen
Menge an TAG. Die Zusammensetzung des unter Phosphatmangel synthetisierten TAGs in den DGDG-
Synthasemutanten unterscheidet sich vom Wildtyp wie auch untereinander, wie durch die Q-TOF
MS/MS Messungen ersichtlich wurde (Abbildung 12). Im WT akkumulieren in erster Linie 52:x- und
54:x-TAGs (beide TAG-Gruppen zu jeweils etwa 30 mol%) und in kleineren Mengen 50:x-TAGs (ca.
15 mol%). Eine ahnliche Verteilung des TAGs konnte tber die MS/MS-Messung auch in der dgd1-1-
Mutante beobachtet werden. In der dgd2-1-Mutante hingegen reichern sich in hohen Mengen
54:x-TAGs (ca. 80 mol%) und in geringeren Mengen 52:x-TAGs (ca. 10 mol%) an.. Fiir dgd1-1 dgd2-1
ist eine Tendenz zu erkennen, dass mehr 48:x-TAGs als im Wildtyp akkumulieren. Die Q-TOF MS/MS
Messungen konnten Uber die jeweilige Fettsaurezusammensetzung, jedoch nicht Uber die sn-
Konfiguration des TAGs Auskunft geben, da im positiven MS/MS-Messmodus nicht zwischen den
einzelnen Isomeren unterschieden werden kann. Um herauszufinden, ob die TAGs von prokaryotischen
oder eukaryotischen Vorldufern abstammen, wurde ein neuer Ansatz flir die Analytik der sn-
Konfiguration der TAGs in den Blattern gewahlt. Hierflr wurde das Messprinzip von Byrdwell et al.
(2005) verwendet. Die aus den Blattern der Pflanzen isolierten TAGs wurden hierflir zundchst zur
Vereinheitlichung der Fettsdurekomposition hydriert. Im Vergleich zu TAGs mit bekannter
Molekdlstruktur wurde anhand des Fragmentierungsmusters die Zusammensetzung der prokaryotischen
und eukaryotischen TAGs relativ zueinander in den 50:x- und 52:x-TAGS rechnerisch bestimmt. Hierbei
liegt das Prinzip zugrunde, dass die Fettsauren an der snl- und sn3-Positionen leichter abgespalten
werden als die an der sn2-Position. Diese Methode wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal bei dem unter
Phosphatmangel akkumulierten TAGs aus Blattern angewendet. Wegen Mangels an Blattmaterial von
der dgd1-1 dgd2-1 Doppelmutante wurde mittels dieser Methode jedoch nur TAG aus dem WT sowie
der dgd1-1- und dgd2-1-Mutante analysiert. Die 52:x-TAGs im WT und dgd2-1 stammen zu 80% von
eukaryotischen und zu 20 % von prokaryotischen Vorstufen ab, wéhrend die 52:x-TAGs in dgdl-1
ausschlieSlich eukaryotisch sind (Abbildung 13). Beziiglich der 50:x-TAGs konnten interessante
Unterschiede gezeigt werden. 50:x-TAG von dgd1-1 setzt sich zu etwa 60 % aus eukaryotischen Spezies
(16:0/18:x/16:0) und 40 % prokaryotischen Spezies (16:0/16:0/18:x) zusammen. 50:x-TAGS im
Wildtyp wie auch in der dgd2-1-Mutante haben jedoch, verglichen mit dgd1-1, einen viel héheren Anteil
der prokaryotischen 50:x-TAG Spezies (60-80 %). Der Anteil des prokaryotischen TAGs an dem
gesamten TAG ist jedoch insbesondere in dgd2-1 nur gering, da die 50:x-TAGs nur einen kleinen Anteil

an den gesamten TAGs ausmachen.

Obwohl vermutlich der GroRteil des liber den Abbau der extraplastidaren Phospholipide gewonnenen
DAGs in die Produktion von eukaryotischen DGDG (ibergeht, wird somit auch ein gewisser Anteil tiber
die im ER lokalisierten Acyl-CoA:Diacylglycerol Acyltransferasen (DGAT1 und DGAT2) oder die
Phospholipid: Diacylglycerol Acyltransferase (PDAT1) im WT, dgdl-1 sowie dgd2-1 zu
eukaryotischem TAG umgesetzt (Yen et al., 2008; Fan et al., 2013). Wéhrend die extraplastidare TAG-
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Biosynthese weitestgehend aufgeklart ist, ist unklar, ob prokaryotisches TAG in den Chloroplasten
synthetisiert wird oder dessen Vorlaufer fir die TAG-Biosynthese zum ER transportiert werden. Jedoch
konnten in Lippold et al. (2012) Hinweise zu einer moglichen Beteiligung von zwei Phytylester-
Synthasen (PES1 und PES2) an der plastidaren TAG-Biosynthese gegeben werden.

Die Beteiligung von SFR2 an der Synthese der Galaktolipide sowie des TAGs in den DGDG-
Synthasemutanten unter Phosphatmangel ist unwahrscheinlich. SFR2 ubertragt den Zucker von MGDG
auf ein weiteres Galaktolipid, wodurch ein Oligogalaktolipid und DAG entsteht (Moellering et al.,
2010). Das DAG entspricht der Fettsaurezusammensetzung des MGDGs. Wenn angenommen werden
kann, dass zumindest ein Teil des DAGs in die TAG-Biosynthese (ibergeht, musste ein erheblicher
Anteil des TAGs im Wildtyp oder den DGDG-Synthasemutanten 16:3 enthalten. Dies ist jedoch nicht
der Fall.

4.2 Die Substratspezifititen der DGDG-Synthasen

Die Fettsaurezusammensetzung des DGDGs in 16:3-Pflanzen wie Arabidopsis ist wie auch im Kapitel
3.1 beschrieben deutlich verschieden von der Fettsaurezusammensetzung von MGDG (Abbildung 10).
Wodurch die Akkumulation der eukaryotischen Spezies im DGDG hervorgerufen wird, konnte bis jetzt
noch nicht geklart werden. Heterolog in E. coli synthetisiertes AtDGD1-Protein zeigt nur eine geringe
Aktivitat. Aufgrund der zu niedrigen Sensitivitat der bisher verwendeten Methoden zur Messung des
DGDGs konnte die Substratspezifitdt des DGD1-Proteins nicht bestimmt werden. Innerhalb dieser
Arbeit konnte nun zum ersten Mal die enzymatischen Charakteristika beider DGDG-Synthasen mit
Hilfe der hochsensitiven Q-TOF MS analysiert werden.

In den Vorversuchen zu der Etablierung der optimalen Konditionen fur den Enzymtest mit in E.coli
heterolog expremiertem Protein zeigte sich, dass die Aktivitat beider DGDG-Synthasen (AtCDGD1,
AtDGD2) von der Anwesenheit von zweiwertigen Kationen, insbesondere Mg?*, abhangig ist
(Abbildung 15). Fir die Aktivitat der meisten Glycosyltransferasen, die Nucleosiddiphosphat-Zucker
(wie UDP-Gal) als Zuckerdonoren verwenden, ist die Prasenz von zweiwertigen Kationen wie Mg?*
oder auch Mn?* entscheidend (Lairson et al., 2008). Die Anlagerung dieser Kationen an die
Phosphatgruppen des Nucleosiddiphosphat-Zuckers fiihrt zu einer leichteren Abspaltung des aktivierten

Zuckers wéhrend des nukleophilen Angriffes des Enzyms sowie des Akzeptormolekiils.

In den Vorversuchen sowie in den nachfolgenden Enzymtests zeigte sich deutlich, dass AtCDGD1
sensitiver auf Verédnderungen der Testbedingungen reagierte als AtDGD2. Beispielsweise ist das pH-
Optimum von AtCDGD1 nur schmal (zwischen 7,5 und 8,0), AtDGD?2 ist hingegen in dem pH-Bereich
zwischen 6,5 und 9,5 hoch aktiv (Abbildung 16). Auch die Aktivitat von AtDGD?2 ist durchschnittlich
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um den Faktor 100 hoher als bei AtCDGD1. Womdglich ist die Struktur des heterolog expremierten
AtCDGD1-Proteins instabiler als die von AtDGD2, wodurch die Aktivitat beeinflusst wird.

Innerhalb dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass AtCDGD1 eine ausgepragte
Praferenz flr eukaryotisches 36:6-MGDG zeigt, wenn AtCDGD1 eine Mischung aus 34:6- und 36:6-
MGDG angeboten wird (Abbildung 17 und Abbildung 38). Wenn AtCDGD1 hingegen nur
eukaryotisches 36:6-MGDG, welches aus der 18:3-Pflanze Pisum sativum isoliert wurde, angeboten
wurde, war die Aktivitat vergleichbar wie fir die 34:6-/36:6-MGDG-Mischung aus Spinat (Abbildung
19). 34:6-MGDG wird somit nur in geringen Mengen als Substrat von AtCDGD1 akzeptiert. Weiterhin
zeigen diese Ergebnisse, dass die Glykosyltransferaseaktivitdt von AtCDGD1 nicht kompetitiv von
34:6-MGDG inhibiert wird. Um den Umsatz von reinem prokaryotischen MGDG zu untersuchen, wurde
MGDG von der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii isoliert. Dieses enthalt hauptséchlich 18:3/16:4-
Spezies. MGDG von Chlamydomonas wird noch schlechter als Substrat von AtCDGD1 akzeptiert im
Vergleich zu prokaryotischem MGDG aus der Mischung von Spinat (18:3/16:3, Abbildung 17). Die
Veranderung der Struktur durch die vierte Doppelbindung in der 16C-Fettsdure von 18:3/16:4-MGDG
kénnte die Bindung an die Glykosyltransferasedomane der DGDG-Synthase beeintréchtigen und somit

zu dem geringen Umsatz fiihren.

DGDG von Arabidopsis enthélt zu einem kleinen Anteil (~ 17 mol%) prokaryotische molekulare
Spezies, die 16C-Fettsaure an der sn2-Position ist hier aber im Vergleich zu MGDG geséttigt (Kelly et
al., 2003). Mittels des in vitro Enzymtests wurde nun die enzymatische Aktivitét fir 18:3/16:0-MGDG
Uberprift. Das entsprechende MGDG wurde aus der Arabidopsis Mutante fad5 isoliert. Die Desaturase
FADS initiiert die Desaturierung der 16C-Fettsaure des prokaryotischen MGDGs durch die Insertion
der ersten Doppelbindung in die Kohlenstoffkette an Position A7 (Kunst et al., 1989; Heilmann et al.,
2004). Prokaryotisches MGDG von fad5 ist somit einzig aus 18:3/16:0-Spezies zusammengesetzt. Die
beobachtete hohe Aktivitdt von AtCDGD1 fiir 18:3/16:0-MGDG zeigt (Abbildung 18), dass fir die
Substraterkennung der Desaturierungsgrad der 16C-Fettsaure entscheidend ist. Wahrscheinlich wird in
planta durch die Desaturierung des MGDGs durch FADS5 die Produktion von prokaryotischen DGDG
herabgesetzt, da MGDG mit einer desaturierten 16C-Fettsdure kein Substrat mehr fir die DGDG-
Produktion ist (Abbildung 38).



Diskussion |89

]g DGD1 ]g
..J

18:x

18:x ;
Fwe:o DGD1 |:16:O
- " @
FADSl

18:x DGD1
1601 o m—

Abbildung 38: Substratspezifitat von AtDGD1. AtDGD1 bevorzugt eukaryotisches 18:x/18:x-MGDG. Der
Hauptanteil von 16:0 an der sn2-Position des prokaryotischen MGDGs wird durch FAD5 desaturiert. Das durch
FADS desaturierte MGDG ist jedoch kein Substrat mehr fir AtDGD1.

Die Fettsduren von E. coli enthalten hichstens eine Doppelbindung und weisen somit einen héheren
Sattigungsgrad auf als die Hauptspezies der Lipide der Pflanzen. Unter der Annahme, dass DGD1 fiir
die Galaktosylierung ein Substrat mit niedrigem Desaturierungsgrad bevorzugt, wurde deshalb flr den
Enzymtest MGDG aus einer E. coli-Kultur isoliert, die MGD1 von Cucumis sativa heterolog expremiert.
Bei der Analyse des synthetisierten DGDGs konnte jedoch keine eindeutige Praferenz fiir eine oder
mehrere Spezies beobachtet werden (Abbildung 18). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass nur ein kleiner
Anteil der in E. coli produzierten MGDG-Spezies auch in Pflanzen vorkommt (34:2 und 34:1). PE ist
das héufigste Phospholipid von E. coli (sein Anteil an den Membranlipiden kann bis zu 75 mol%
ausmachen) (Sohlenkamp and Geiger, 2016). Somit ist es recht wahrscheinlich, dass das in E. coli durch
MGD1 synthetisierte MGDG der sn-Konfiguration des bakteriellen PEs entspricht. 34:2-PE tragt an der
snl-Position 18:1A11 und an der sn2-Position 16:1A9 (Ekroos et al., 2002; Feng and Cronan, 2009).
34:1-PE kann entweder als 18:0/16:1A9-PE oder auch 16:0/18:1A11-PE vorliegen. Wenn man davon
ausgeht, dass das MGDG die gleiche Fettsdurezusammensetzung in E. coli hatte wie PE, lag die an sn2
gebundene 16C-Fettsdure in erster Linie in ihrer einfach ungeséttigten Form vor. Diese zusatzliche
Doppelbindung im Vergleich zu 16:0/18:3-MGDG konnte sich auf die Aktivitat der DGDG-Synthasen
negativ auswirken. Auch befindet sich diese Doppelbindung an einer anderen Position als in Pflanzen.
Somit ist fraglich, ob das hier verwendete Substrat fiir die Aktivitat der pflanzlichen DGDG-Synthasen

Uberhaupt relevant ist.

Im Gegensatz zu AtCDGD1 zeigte AtDGD?2 eine geringer ausgepragte Préferenz fiir das eukaryotische
18:3/18:3-MGDG, wenn MGDG aus Spinat fur den Enzymtest verwendet wurde. Ahnlich wie
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AtCDGD1 setzte AtDGD2 18:3/16:4-MGDG aus Chlamydomonas nur in geringen Mengen um,
wahrscheinlich ebenfalls aufgrund der zusatzlichen Doppelbindung. Interessanterweise zeigte AtDGD2
im Gegensatz zu AtCDGD1 keine Préferenz fur 18:3/16:0-MGDG aus fad5, was bekréftigt, dass
prokaryotisches MGDG in planta kein Substrat dieser DGDG-Synthase ist (Hartel et al., 2000). Die in
den Enzymtests beobachtete geringe Praferenz von AtDGD?2 fiir das eukaryotische (18:3/18:3-MGDG)
oder prokaryotische (18:3/16:3- oder 18:3/16:0-MGDG) Substrat stimmt mit den Ergebnissen von
Amélie Kelly (2002) uberein. Fur ihre Studie verwendete sie MGDG vom Arabidopsis WT, welches
wie zuvor beschrieben zu einem grofRen Anteil in der prokaryotischen Form (18:3/16:3-MGDG) vorliegt
(Browse et al., 1986). Als weiteres Substrat verwendete sie MGDG aus der Mutante der Acyl-
ACP:Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase actl (Synonym: atsl), in der durch den gestorten
prokaryotischen Syntheseweg die Galaktolipide nur in der eukaryotischen Form (18:3/18:3-MGDG)
vorliegen (Kunst et al., 1988). In beiden Experimenten konnte sie einen ahnlichen Umsatz beider
Substrate durch AtDGD2 feststellen. Ihre sowie die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass AtDGD2, im
Gegensatz zu AtCDGD1, keine ausgepragte Praferenz fur eukaryotisches MGDG aufweist.

Awai et al. (2001) studierten die Substratspezifitdt von rekombinanten AtMGD1-, AtMGD2- und
AtMGD3-Proteinen von Arabidopsis. Ahnlich wie die DGDG-Synthasen sind die drei MGDG
Synthasen in der Lage, sowohl prokaryotisches als auch eukaryotisches Substrat umzusetzen.
Interessanterweise zeigte die Haupt-MGDG-Synthase AtMGD1 keinerlei Préferenz, wahrend AtMGD2
und AtMGD3 eine hohere Aktivitdt mit dem eukaryotischen Substrat (in diesem Fall 18:2/18:2-DAG)
aufwiesen. Mit Hilfe dieser Ergebnisse sowie der Ergebnisse aus den DGDG-Synthase-Enzymtests
dieser Arbeit kann nun ein Modell zu der Synthese der Galaktolipide entwickelt werden. AtMGD1
produziert in dem ersten Schritt des Hauptbiosyntheseweges der Galaktolipide aufgrund ihrer
Unspezifitat in etwa gleichen Mengen prokaryotisches und eukaryotisches MGDG (abhéngig von der
Bereitstellung des Substrates). Ein Teil des eukaryotischen MGDGs wird nun in der duReren
Hillmembran fur die Synthese des eukaryotischen DGDGs durch AtDGD1 verwendet. Prokaryotisches
MGDG wird von AtDGD1 hauptsachlich dann akzeptiert, solange es noch nicht von FAD5 desaturiert
wurde. In dem zweiten Biosyntheseweg erfolgt die Selektion der eukaryotischen Spezies (18:x/18:x)
wahrscheinlich hauptséachlich auf der Ebene von AtMGD2 und AtMGD3. Ob die unter Phosphatmangel
typische Akkumulation des 16:0/18:3-DGDGs (Hartel et al., 2000) durch die Spezifitdt von
AtMGD2/AtMGD3 und/oder AtDGD2 begriindet ist, wurde bis jetzt noch nicht untersucht.

Ob wie bei den 16C-Fettsduren auch der Desaturierungsgrad der 18C-Fettsduren von MGDG die
Aktivitat der AtDGD1 beeinflusst, konnte bis jetzt noch nicht geklart werden. Allgemein wird
angenommen, dass sowohl prokaryotisches als auch eukaryotisches Substrat mit in erster Linie ein- oder
zweifach desaturierten Fettsduren fir die Galaktolipidbiosynthese eingesetzt wird (Ohlrogge and

Browse, 1995). Das Einfuigen der zweiten und dritten Doppelbindung erfolgt dann auf dem Niveau des
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Galaktolipides. Enzymtests mit 34:4- und 36:4- oder 34:2- und 36:2-MGDG aus den entsprechenden
Desaturasemutanten von Arabidopsis konnten weitere Aufschlisse zu der Substratspezifitat der DGD1
geben. Beispielsweise konnte hierfur MGDG aus der fad2-2 fad6é Doppelmutante verwendet werden,
die nur Spuren an mehrfach desaturierten Fettsduren aufweist (McConn and Browse, 1998). FADG ist
eine plastidére Desaturase, die die zweite Doppelbindung der an die Galaktolipide veresterten 16C- und
18C-Fettsdurem an Position w6 einfiigt. Thr extraplastiddres Analog FAD2 desaturiert die an PC
gebundene 18:1-Fettsdure. Ein weiteres interessantes Substrat ware MGDG aus der fad3-2 fad7-2 fad8
Tripelmutante. Uber diese Mutationen wurde der letzte Desaturierungsschritt im prokaryotischen und
eukaryotischen Biosyntheseweg ausgeschaltet, was, u.a. in den Glykolipiden, zu der Akkumulation von
16:2- und 18:2-Fettsduren fiihrt (McConn and Browse, 1996).

In Arabidopsis liegt UDP-Gal zu UDP-Glc in einem molaren Verhaltnis von etwa 1 zu 3 vor (Dérmann
and Benning, 1998). In einem weiteren Enzymtest sollte in dieser Arbeit tberprift werden, inwieweit
UDP-Glc die Aktivitat der DGDG-Synthasen von Arabidopsis beeinflusst und ob diese Enzyme auch
UDP-Glc als Zuckerdonor akzeptieren kénnen. Die Aktivitat beider DGDG-Synthasen sank auf etwa
10-20 % (bezogen auf die Kontrolle), wenn allein UDP-Glc zu Verfiigung stand (Abbildung 20). Somit
wird UDP-Glc allenfalls bedingt als Donorsubstrat akzeptiert. In den Enzymtests wurde nicht mit
gereinigtem Protein, sondern einem Rohextrakt der rekombinanten E. coli-Linien gearbeitet. Da mittels
der Massenspektrometrie nicht zwischen Galaktose und Glukose unterschieden werden kann, ist
fraglich, ob die verbleibende Aktivitat tatsdchlich der Umsatz von UDP-GIc ist, oder der an das
Nucleosiddiphosphat gebundene Zucker mittels der UDP-Gal 4-Epimerase zuvor zu UDP-Gal
umgewandelt wurde (Wilson and Hogness, 1964). Eine mogliche Kontamination der UDP-Glc mit
UDP-Gal sollte auch in Betracht gezogen werden (Thorsoe et al., 2005). Wurden in den Enzymtest
Mischungen der beiden UDP-Zucker verwendet, fuhrte dies zu der Reduktion der Aktivitat um 20 bis
50 % bezogen auf die Kontrolle, obwohl UDP-Gal in der gleichen Konzentration wie in der Kontrolle
eingesetzt wurde. Somit scheint UDP-Glc, womdglich kompetitiv, die Aktivitat beider DGDG-

Synthasen zu inhibieren.

In den Enzymtests mit rekombinanten Proteinen der DGDG-Synthasen der 18:3-Pflanze Lotus
japonicus konnte beobachtet werden, dass LjCDGD1 im Vergleich zu AtCDGD1 aus Arabidopsis eine
geringer ausgepragte Praferenz fir eukaryotisches MGDG zeigte (Abbildung 22). Womdéglich hat
LjDGD1 aufgrund der Abwesenheit des prokaryotischen MGDGs in planta im Laufe der Evolution die
Spezifitét fir das eukaryotische Substrat verloren. Das durch LjDGD2 sythetisierte DGDG zeigte eine
ahnliche Verteilung der Hauptspezies wie LjCDGD1. Verglichen mit DGDG welches von AtDGD2
synthetisiert wurde, hatte das durch LjDGD2 produzierte DGDG einen hoheren Anteil des
eukaryotischen 18:3/18:3-DGDGs. Ob diese hthere Selektivitdt von LjDGD2 auch innerhalb der

Lipidbiosynthese von Lotus eine Rolle spielt, ist unklar.
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4.3 PA-abhangige Membranmanipulation durch AINDGD1
Inwieweit NDGD1 eine Funktion innerhalb der DGDG-Produktion der Pflanzen hat, konnte bis jetzt

nicht eindeutig geklart werden. Bis zu dieser Arbeit war nur bekannt, dass dieser Teil des Proteins fir
die Insertion von DGDL1 in die duRere Hullmembran des Chloroplasten notwendig ist (Froehlich et al.,
2001). In invitro Studien mit in E.coli heterolog expremierten AtDGD1-, AtCDGD1- sowie AtNDGD1-
Proteinen konnte gezeigt werden, dass AtNDGD1 keinen direkten Einfluss auf die
Glykosyltransferaseaktivitait von AtDGD1 hat (Kelly et al., 2016). Komplementationsstudien mit
dgd1-1 konnten jedoch Hinweise fir die Essentialitit von AINDGD1 fur die Akkumulation von DGDG
in Pflanzen geben (Kelly et al., 2016). Fir diese Studien wurden mehrere Fusionskonstrukte hergestellt
und in dgd1-1 eingebracht. Die Expression des vollstdandigen AtDGD1-Protein (AtNDGD1AtCDGD1)
fuhrte wie zu erwarten zur Komplementation des dgd1-1-Phénotyps. Die Expression von AtDGD2
(ohne Transitpeptid) in Fusion mit AtNDGD1 flhrte ebenfalls zu einer Akkumulation von DGDG in
den transgenen Linien. Das Transitpeptid von AtDGD2 (AtNDGD?2), welches fir die Lokalisierung von
AtDGD?2 in der &uf3eren Hullmembran notwendig ist, wurde in einem weiteren Expressionskonstrukt
mit AtCDGD1 fusioniert und in dgdl-1 eingebracht. Die Expression von AtNDGD2-AtCDGD1
resultierte  jedoch nicht in der Komplementation des dgdl-1-Phdnotyps, obwohl die
Glykosyltransferaseaktivitat von AtCDGDZ1 hier ebenfalls in der d&uReren Hillmembran lokalisiert sein
sollte. Ebenfalls fiihrte die Expression des vollstandigen AtDGD2-Proteins (mit Transitpeptid) nicht zu
der Akkumulation von DGDG. Die Expression des N-Terminus von AtMGD1 (AtNMGD1) in Fusion
mit AtCDGD1 oder AtDGD2 mit der resultierenden Fehllokalisierung der DGDG-Synthese in die
innere Hillmembran resultierte interessanterweise in Pflanzen mit zum Teil komplementiertem dgd1-1-
Phénotyp. Zusammengefasst konnte nur in den Fallen die Komplementation des dgdl-1-Phéanotyps
beobachtet werden, wenn die DGDG-Synthese artifiziell in die inneren Hiillmembran lokalisiert wurde
(mittels der Fusionskonstrukte mit AANMGD1) oder AtCDGD1 und AtDGD?2 in Fusion mit AINDGD1
in dgd1-1 expremiert wurden. AtNDGD1 spielt somit eine wichtige Rolle fiir die DGDG-Synthese in
der duBeren Hullmembran, woméglich durch seine Beteiligung an dem Transfer der Galaktolipide

zwischen den Hullmembranen.

DGD1-Proteine mit zu AINDGD1 homologen Sequenzen kommen ubiquitér in allen Vertretern der
Streptophyta vor (Abbildung 36). Auch in der Alge Klebsormidium flaccidum, einem Vertreter der
Charophytae, eher primitiver Streptophyta, konnten zu AtNDGD1 homologe Sequenzen gefunden
werden. Auch einige Vertreter der DGDG-Synthasen der hier untersuchten Griin- und Rotalgen weisen
eine N-terminale Extension, &hnlich wie bei AtDGD1, auf. Die niedrigen Bootstrap-Werte an der
Abzweigung zu den Streptophyta sowie auch an den Abzweigungen innerhalb der Algen indizieren aber
einen minderen Verwandtschaftsgrad zu den entsprechenden Proteinen der Streptophyta. AuRerhalb des
Pflanzenreiches wie z.B. der Doméne der Prokaryota konnten keine zu AtNDGD1 homologen

Sequenzen gefunden werden. Der Ursprung dieses Proteins ist somit unklar. Beide Hiilllmembranen des
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Chloroplasten stammen urspriinglich von dem Cyanobakterium ab, dass im Rahmen der
Endosymbiontentheorie als Vorfahre der Chloroplasten gilt (Cavalier-Smith, 2000; Petroutsos et al.,
2014). Jedoch konnten hier ebenfalls keine verwandten Sequenzen gefunden werden. Auch DgdA, die
DGDG-Synthase der Cyanobakterien, steht in keinerlei Verwandtschaftsverhéltnis zu DGD1 (Awai et
al., 2007; Sakurai et al., 2007). Zu DgdA verwandte Sequenzen konnten bis jetzt innerhalb des
Pflanzenreiches nur in den Cyanidiales, einer Ordnung der Rhodophyta, sowie in dem Glaucophyt
Cyanophora paradoxa nachgewiesen werden (Hori et al., 2016). DgdA wurde in der inneren Membran
des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC6803 nachgewiesen (Seléo et al., 2014). In Arabidopsis ist
die DGDG Synthese (DGD1) jedoch im duBeren Envelope lokalisiert. Daher erforderte die Einbettung
des Endosymbionten in die Lipidbiosynthese der Wirtszelle, einhergehend mit dem Austausch von
DgdA durch DGD1, die Entwicklung neuer Transfer-Mechanismen durch NDGDL1 fiir die Verteilung
von MGDG und DGDG zwischen den Hullmembranen des Chloroplasten. Die Haupt-DGDG-Synthase
der Streptophyta scheint im Laufe der Evolution durch N-terminale Fusionen mit Peptiden eine Art
Neofunktion erhalten zu haben, die einzigartig ist. Die geringe Ahnlichkeit zwischen den N-terminalen
Extensionen der DGDG-Synthasen der Streptophyta und der der in diese Studie einbezogenen Algen
lasst vermuten, dass im Rahmen der Evolution diese Peptidfusionen in den Gruppen mehrfach
unabhéngig voneinander stattgefunden haben muss. Ob die N-terminale Extensionen der Algen auch

die gleiche Funktion haben wie AtNDGD1 sollte in folgenden Studien erforscht werden.

Die Strukturvorhersagen mittels I-TASSER lassen darauf schlieBen, dass AtNDGD1 aus mehreren
aufeinander folgenden a-Helices und Coiled-Coil-Domanen aufgebaut ist (Abbildung 35). Aussagen zu
einer moglichen Tertidrstruktur dieses Peptides sind mit diesen Ergebnissen jedoch nicht méglich, da
die Vorhersagen sich diesbeziiglich stark unterscheiden. Alle Peptide der Top 4 der hier verwendeten

Threading-Vorlagen sind wie wahrscheinlich auch AtNDGD1 mit biologischen Membranen assoziiert.

Uber den Sequenzvergleich konnten innerhalb der NDGD1-Sequenz von Vertretern der Bryophyta und
Kormophyta 3 hoher konservierte Teilbereiche ermittelt werden (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi,
Abbildung 39). Diese Teilsequenzen enthalten eine hohe Anzahl an hoch konservierten Serinen (S).
Serin und Threonin (T) sind aufgrund ihrer Fahigkeit Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden
Komponenten vieler struktureller Motive der a-Helices. Es wird vermutet, dass diese Aminosduren
insbesondere bei Membranproteinen bei der Ausbildung der a-Helices eine wichtige Rolle spielen (Gray
and Matthews, 1984). Ebenso ist in den NDGD1-Sequenzen hdufig Leucin (L), Glutamat (E), Arginin
(R) und Lysin (K) zu finden. Diese Aminosauren neigen ebenfalls zu der Ausbildung von a-Helices
(Pace and Scholtz, 1998). Somit ist es wahrscheinlich, dass die Sekundérstruktur von NDGD1 mehrere

Bereiche mit konservierten a-Helices beinhaltet.
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Abbildung 39: Sequenzlogo von 3 konservierten Teilsequenzen von NDGD1 (Aminoséure 33-75, 253-279 und
309-331, Nummerierung geméaR der Sequenz von AtDGD1). In das Alignment mit einbezogen wurden NDGD1 -
Proteinsequenzen von Physcomitrella patens (Phypa 218058, Phypa_ 162919, Phypa_ 216055, Phypa 137342),
Selaginella moellendorffii (SELMODRAFT_130585), Arabidopsis thaliana (At3g11670), Lotus japonicus
(AAT67422.1) und Oryza sativa (0s02¢g0539100, 0s1190158400, 0Os0490416900). Farbschema der
Aminosauren: griin = polar, magenta = neutral, blau = basisch, rot = sauer, schwarz = hydrophob. Die GroRe der
Buchstaben entspricht der Konservierung der entsprechenden Aminosaure innerhalb der Proteinsequenzen
(angegeben in bits, http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

Um weitere Informationen zu den Eigenschaften von NDGD1 zu erhalten, wurden innerhalb der
Doktorarbeit von Sandra Witt (2009) Pflanzenlinien generiert, die im Wildtyphintergrund das
AtNDGD1-Protein Uberexpremieren. Die Pflanzen dieser Linien zeigten einen aufRergewohnlichen
Phanotyp mit kleinen buschigen Pflanzen mit zum Teil stark gekrimmten Bldttern (Abbildung 31).
Innerhalb dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass die plastidaren Lipide sowie die
photosynthetischen Pigmente im Vergleich zum Wildtyp in verminderter Menge vorlagen (Abbildung
32). Diese Ergebnisse deuten auf eine Reduktion der photosynthetischen Membranen hin, entweder
durch eine Reduktion der Anzahl der Chloroplasten oder die Reduktion der Thylakoide pro Chloroplast.
Um genauere Informationen dazu zu erhalten, wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der Blattzellen
sowie elektronenmikroskopische Aufnahmen der Chloroplasten angefertigt. Diese zeigten aber keine
eindeutigen Unterschiede zwischen den beiden Uberexpressionslinien und dem Wildtyp (Abbildung

34). Vermutlich kdnnte eine statistische Auszdhlung der Chloroplasten pro Zelle sowie der Thylakoide
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pro Chloroplast innerhalb mehrerer Aufnahmen die Unterschiede verdeutlichen. Unterschiede innerhalb
der Struktur der beiden Hullmembranen kénnten durch andere Aufnahmemethoden, wie z.B. der
Gefrierbruchtechnik zur Herstellung der elektronenmikroskopischen Praparate, sichtbar gemacht
werden. Interessant wére auch die Markierung von AtNDGD1 mit Immunogold in Vorbereitung auf die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen, um die Assoziation dieses Peptids mit den Membranen
genauer zu studieren. Die Reduktion des Gehaltes an plastidaren Lipiden sowie Chlorophyll in den
AtNDGD1-Uberexpressionslinien  hat  interessanterweise ~ keine  Auswirkung auf  die
Photosyntheseleistung des PSII, wie die PAM-Messungen zeigen konnten (Abbildung 33). Diese
Messmethode erfasst jedoch wie beschrieben nur die Aktivitdt von PSII, eine Stérung der
Elektronentransportkette an einer anderen Stelle kann somit nicht ausgeschlossen werden.

Wie zu Beginn dieses Kapitels erwéhnt, zeigte sich AINDGD1 in planta als essentiell flr die
Akkumulation des DGDGs in den Chloroplasten, beeinflusste aber nicht direkt die Glykosyl-
transferaseaktivitdt. Eine mogliche Funktion dieses Peptids kdnnte eine Beteiligung am Transfer der
Galaktolipide zwischen den Hullmembranen sein. Um Hinweise zu dieser Hypothese zu erhalten,
wurden innerhalb dieser Arbeit Lipidbindungsstudien mit AtNDGD1 durchgefiihrt. Mit Hilfe des
Lipidlberlagerungstests sowie des Liposomenbindungstests konnte eine eindeutige Bindung von
AtNDGD1 an PA nachgewiesen werden (Abbildung 24 und Abbildung 25). Um tiefer gehende
Erkenntnisse zu der Bindung von AtNDGD1 an PA zu erhalten, wurde der Liposomen-Aggregations-
Test mit darauf anschlieBenden lichtmikroskopischen Aufnahmen durchgefihrt. Hier konnte gezeigt
werden, dass AtNDGD1 in vitro in Abhangigkeit von PA die Membranfusion der Liposomen induziert.
Mittels der ,,Content mixing“-Tests konnten diese Ergebnisse jedoch nur bedingt bestatigt werden
(Abbildung 29 und Abbildung 30). Die Ergebnisse der ersten Variante zeigen in Abhéngigkeit von PA
einen geringfligigen Anstieg der Fluoreszenz nach der Zugabe von AtNDGD1. Es kdnnte somit sein,
dass in diesem Experiment Liposomen vereinzelt iiber AtNDGD1 miteinander fusionierten. Da jedoch
AtNDGD1 in dem Liposomen-Durchléssigkeitstest ebenfalls eine leichte Aktivitdt zeigte (Abbildung
28), konnte der leichte Anstieg der Fluoreszenz in Variante 1 des ,,content mixing*-Tests ebenfalls durch
die Insertion von AtNDGDL1 in die Membranen hervorgerufen werden. Die Ergebnisse der zweiten
Variante zeigten keinen signifikanten Unterschied. Bei diesem Experiment fiel die Fluoreszenz bei den
Negativkontrollen wie auch bei PA-enthaltenden Liposomen nach der Zugabe von AtNDGD1 im
gleichen Mal}, was auf eine Autofusion der Liposomen in allen Experimenten schlieRen lasst. Wodurch
diese Autofusion verursacht wurde ist unklar, womdglich fiihrt die héhere Temperatur innerhalb des
Fluorometers zu der Instabilitat der Liposomen. Bei einer Wiederholung dieses Experimentes konnte
die Kihlung der Kivetten wahrend der Messung die Liposomen stabilisieren. Die Stabilitdt von
Membranen hdngt neben der Temperatur sowie dem Verhdltnis von bilayer- zu nicht-
bilayerstabilisierenden Lipide auch von vielen weiteren Faktoren wie z.B. dem Desaturierungsgrad der
Fettsduren oder der lonenstdrke der Loésung ab (Webb, M.S., Green, B.R., 1991). Bei einer
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Wiederholung dieses Experimentes kénnte auf PC und PA mit einem hoheren Sattigungsgrad (z.B.
di18:1-PC bzw. -PA) zurlickgegriffen werden, wodurch die Membranen stabilisiert werden. Zusatzlich
konnte die Optimierung des Testpuffers (Kapitel 2.10.6) z.B. mittels der Verédnderung des pH-Wertes
als auch der lonenstérke zu einer groReren Stabilit4t der Liposomen fihren.

Die Ergebnisse der am Anfang dieses Kapitels erwahnten dgdl1-1-Komplementationsstudien (Kelly et
al., 2016) sowie der Lipidbindungsexperimente lassen darauf schlieRen, dass AINDGDL1 in planta den
Transfer der Galaktolipide zwischen den Hullmembranen uber die Ausbildung von Kontaktstellen
vermittelt (Abbildung 40). Die Formation dieser Kontaktstellen erfolgt iber die Affinitat dieses Peptids
zu PA. Die grundsatzliche Présenz von Kontaktstellen zwischen den beiden Hillmembranen konnten
Uber elektronenmikroskopische Aufnahmen bewiesen werden (Cremers et al.,, 1988). In den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der AtNDGD1-Uberexpressionslinien (Abbildung 34) konnte
jedoch nicht eindeutig ein erhohtes Vorkommen der Kontaktstellen zwischen der &uReren und inneren
Hallmembran beobachtet werden. Wie auf Seite 95 erwdhnt wurde, konnte hier das
Gefrierbruchverfahren mit oder ohne Immunogoldmarkierung die Unterschiede verdeutlichen.
Ebenfalls konnte fir die Ausbildung der Kontaktstellen in den Uberexpressionslinien die PA-
Konzentration in den Hullmembranen selbst der limitierende Faktor sein, d.h. dass die PA-
Konzentration artifiziell erhdht werden misste, um erst eine erhdhte Anzahl an Kontaktstellen erkennen
zu konnen. Es ist unklar, ob die mit AtNDGD1 assoziierten Membranen an den Kontaktstellen
miteinander vollstandig fusionieren oder ob es zu der Ausbildung von sogenannten Hemifusionen
kommt. Bei einer Hemifusion erfolgt einzig die Fusion zweier Lipidschichten von zwei Biomembranen.
Hemifusionen zwischen dem ER und der &uferen Hillmembran konnten mittels Gefrierbruch-
Rasterelektronenmikroskopie beobachtet werden und sind womdglich an dem Transfer der Lipide
zwischen ER und Chloroplast beteiligt (McLean et al., 1988; Whatley et al., 1991; Mehrshahi et al.,
2013).

AH MGDG DGDG
* CDGD!1
iH MGDG DGDG

Abbildung 40: AtINDGD1 vermittelt die Assoziation der inneren (iH) und &uf3eren (4H) Hullmembran des
Chloroplasten durch die Bindung an PA. Uber diese Kontaktstellen erfolgt der Transfer der durch AtMGD1
und AtDGD1 (NDGD1CDGD1) synthetisierten Galaktolipide.

Ebenso wie bei DGD1 beeinflusst PA auch weitere an der Biosynthese der Galaktolipide beteiligte

Proteine. Zum Beispiel wurde in in vitro Enzymtests eine aktivierende Wirkung des PAs auf die
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enzymatische Aktivitdt von MGD1 nachgewiesen (Dubots et al., 2010). TGD2 und TGD4 zwei
Komponenten des die beiden Hillmembranen des Chloroplasten durchspannenden TGD-Transporter-
komplexes binden spezifisch an PA (Awai et al., 2006b; Wang et al., 2012). Mutationen innerhalb der
Loci der funf Komponenten dieses Komplexes fiihrten zu der Reduktion der eukaryotischen Spezies der
Galaktolipide, weshalb vermutet wird, dass dieser Komplex an dem Transport von PA vom ER zu den
Hillmembranen des Chloroplasten beteiligt ist (Xu et al., 2003; Awai et al., 2006b; Lu et al., 2007b;
Wang et al., 2012; Fan et al., 2015). Ahnlich zu AINDGD1 induziert TGD2, das Substratbindeprotein,
in Abhé&ngigkeit von PA die Fusion von Liposomen (Roston et al., 2011). Zuséatzlich konnte
experimentell belegt werden, dass TGD2 in PA-enthaltende Membranen inseriert, vergleichbar mit
AtCDGDL1.

Interessanterweise fiihrte in der Studie von Dubots et al. (2010) die Zugabe von PA nicht zu einer
erhdhten DGDG-Produktion. Die Enzymtests zur Messung der DGDG-Synthaseaktivitét erfolgten hier
mit Arabidopsis-Blatthomogenaten. Es konnte somit sein, dass das natirlich in den &uferen
Hullmembranen der Chloroplasten enthaltene PA (bei Reispflanzen liegt der Gehalt bei etwa 1-2 mol%,
Uemura & Steponkus (1997) flr die optimale Aktivitat der DGD1 (Transfer der Galaktolipide sowie
Glykosyltransferaseaktivitat) ausreicht. Ahnlich wie bei Dubots et al. (2010) konnte auch innerhalb
dieser Arbeit durch die Addition von PA zu dem DGDG-Synthaseenzymtest mit AtCDGD1 oder
AtDGD?2 kein Anstieg der Glykosyltransferaseaktivitit beobachtet werden (Abbildung 21). Da hierbei
jedoch ebenfalls nur mit einem Proteinrohextrakt gearbeitet wurde (in diesem Fall von den
rekombinanten E. coli-Zellen), gab es hier auch bei den Negativkontrollen einen Hintergrund an PA von
etwa 0,5-1 mol% (Daten nicht gezeigt). Da die Addition von PA weder bei Dubots et al. noch in dieser
Arbeit sich auf die DGDG-Syntheserate positiv auswirkte, hat PA wahrscheinlicherweise eher einen
geringfligigen Effekt auf die Glykosyltransferaseaktivitat selbst. AtCDGD1 bindet jedoch ebenfalls an
PA (Abbildung 24). Im Gegensatz zu AtNDGD1 erhoht AtCDGD1 in Abhdngigkeit von PA im hohen
MaRe die Durchléssigkeit der Liposomen (Abbildung 28), was auf die Insertion dieses Peptids in bzw.
Anlagerung an die entsprechenden Membranen schlieBen lasst. Somit enthdlt AtCDGD1 eine
Teilsequenz, die Uber die Interaktion mit PA AtDGD1 in Membranen verankert.

In den Lipidlberlagerungstests konnte weder bei AtNDGD1, AtCDGD1, noch dem AtDGD2-Protein
eine Bindung an die Galaktolipide selbst beobachtet werden. Die Substrat- und/oder Produktbindung
dieser Proteine erfolgt demnach entweder nur schwach und/oder temporér, oder erfordert weitere

Cofaktoren.
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5 Zusammenfassung und Ausblick
Die Galaktolipide Monogalaktosyldiacylglycerin (MGDG) und Digalaktosyldiacylglycerin (DGDG)

sind die hé&ufigsten Membranlipide der Chloroplasten und essentiell fir die optimale
Photosyntheseleistung der Pflanzen. Die Biosynthese von DGDG erfolgt hauptsachlich durch die
Glykosyltransferase DGD1. Neben seiner Funktion als Baustein plastidarer Membranen sowie
Bestandteil einiger photosynthetischer Komplexe dient DGDG unter Phosphatmangel auch als Ersatz
fiir plastidare sowie extraplastidare Phospholipide. Unter Phosphatmangel erfolgt die Aktivierung eines
zweiten Biosyntheseweges, in dem DGD2, eine weitere DGDG-Synthase, involviert ist. In Arabidopsis
gibt es zwei Biosynthesewege fur die Produktion von Diacylglycerol (DAG), dem Vorlaufer der
Galaktolipide. In dem ersten Biosyntheseweg erfolgt die de novo-Synthese des DAGs in dem
Chloroplasten. So genannte prokaryotischen Lipide, die von diesem DAG abgeleitet sind, sind
charakterisiert durch eine 16C-Fettsaure an der sn2-Position. Der zweite Weg involviert die Degradation
extraplastidarer Phospholipide durch Phospholipasen und den Reimport der Vorldufer in den
Chloroplasten. Lipide, die von diesen Vorlaufern abgeleitet sind, werden auch eukaryotische Lipide
genannt und sind durch eine 18C-Fettsdure an der sn2-Position charakterisiert.

Der DGDG-Gehalt in Pflanzen mit einer Knockout-Mutation des DGD1-Gens ist nur noch gering
(<1 mol%). Unter Phosphatmangel akkumuliert DGDG in dgd1-1, katalysiert durch die Aktivitat von
DGD2. Die Mutation des DGD2-Lokus in der dgd2-1-Mutante fiihrt unter optimaler
Né&hrstoffversorgung zu keiner Verénderung des Galaktolipidgehalts. Unter Phosphatmangel
akkumulieren diese Pflanzen jedoch weniger DGDG. Innerhalb dieser Arbeit wurde nun zum ersten Mal
die Auswirkung dieser beiden Mutationen auf weitere Glycerolipide von Pflanzen, die mit oder ohne
Phosphat im Nahrmedium wuchsen, untersucht. Wahrend sich die Zusammensetzung der Phospholipide
unter beiden Konditionen im Vergleich zum Wildtyp nur wenig unterschied, wirkten sich die
Mutationen unter Phosphatmangel jedoch auf die Zusammensetzung des Triacylglycerols (TAG) aus.
Die DGDG-Synthase-Mutanten akkumulierten im Vergleich zum Wildtyp verstarkt TAG. Im Wildtyp
und in dgd2-1 akkumulierte mehr prokaryotisches 16:0/16:0/18:x-TAG (50:x) als eukaryotisches
16:0/18:x/16:0-TAG. Jedoch war der Anteil des prokaryotischen 50:x TAGs am gesamten TAG im WT
und dgd2-1 nur gering. In dgd2-1 akkumulierten in erster Linie TAGs mit drei 18C-Fettsauren (54:X),
was diese Pflanzen von dgd1-1 und dem WT unterschied. In dgd1-1 akkumulierten relativ weniger
prokaryotische als eukaryotische 50:x-TAGs. Im Anschluss an diese Arbeit sollte ebenfalls das DAG in
diesen Pflanzen analysiert werden, da dieses Molekiil die direkte VVorstufe der Galaktolipide ist.
MGDG von Arabidopsis setzt sich aus etwa 70 mol% prokaryotischen (18:3/16:3-MGDG) und 30 mol%
eukaryotischen Spezies (18:3/18:3-MGDG) zusammen. Das DGDG dieser Pflanze hingegen leitet sich
in erster Linie von eukaryotischen Vorstufen ab. Durch die Analyse des DGDGs der dgd2-1-Mutante
konnten in einer friheren Studie Hinweise dazu gefunden werden, dass AtDGD1 zu einem kleinen
Anteil prokaryotisches 18:3/16:0-DGDG synthetisiert. Die vollstandige S&ttigung der 16C-Fettséure an

sn2 unterscheidet das prokaryotische DGDG von prokaryotischem MGDG. Eine weitere Studie befasste
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sich mit der positionellen Analytik des DGDGs der dgd1-1-Mutante, welches sich aus 18:3/18:3-DGDG
sowie einem kleineren Anteil 16:0/18:3-DGDG zusammensetzt. Es wird davon ausgegangen, dass
DGDG von dgd1-1 aus der Aktivitat von AtDGD2 entstammt. Wodurch die Unterschiede beziglich der
Fettsdurezusammensetzung zwischen MGDG und DGDG in Arabidopsis hervorgerufen werden, war
bis jetzt unklar. Innerhalb dieser Arbeit konnte zum ersten Mal mittels der DGDG-Synthase-Enzymtests
mit in E. coli heterolog exprimiertem Proteinen gezeigt werden, dass AtDGD1 eukaryotisches
18:3/18:3-MGDG als Substrat dem prokaryotischen 18:3/16:3-MGDG vorzieht. Wurde jedoch
AtDGD1 prokaryotisches 18:3/16:0-MGDG angeboten, das anstelle von 16:3 gesattigtes 16:0 an sn2
trug, erhohte dies den Umsatz um ein Vielfaches. AtDGD1 bevorzugt somit eukaryotisches 18:x/18:x-
MGDG und akzeptiert prokaryotisches MGDG nur dann, wenn die 16C-Fettsdure an sn2 noch nicht
desaturiert wurde. AtDGD?2 zeigte keine ausgepragte Praferenz flr die angebotenen MGDG-Spezies.
Einige Pflanzenfamilien wie die Fabaceae verloren im Laufe der Evolution den prokaryotischen
Biosyntheseweg. Ob der Verlust des prokaryotischen Biosyntheseweges sich auf die Substratspezifitat
der DGDG-Synthasen auswirkt, wurde mit LjCDGD1 und LjDGD2 von Lotus japonicus Uberprift.
LjCDGDL1 zeigte im Vergleich zu AtCDGD1 eine verminderte Praferenz flir das eukaryotische Substrat.
Da in Lotus nur eukaryotisches Substrat fir LiDGD1 vorliegt, spielt vermutlich die Substratspezifitat
keine grofRe Rolle mehr. In folgenden Enzymtests mit AtCDGD1 und AtDGD2 sollte untersucht werden,
ob der Desaturierungsgrad des eukaryotischen 18:x/18:x-MGDGs die Enzymaktivitat beeinflusst.

Das AtDGD1-Protein verfligt neben der C-terminalen Glykosyltransferase-Doméne auch (iber eine etwa
30 kDa grofRe N-terminale Extension (AtNDGD1) die fiir die Insertion von AtDGDL1 in die duRere
Hillmembran des Chloroplasten notwendig ist. DGDG-Synthasen mit einer N-terminalen Extension
wie bei AtDGD1 konnten in einzelnen Vertretern der Rhodophyta und Chlorophyta, sowie in allen der
in der phylogenetischen Analyse einbezogenen Streptophyta gefunden werden. Die Online-Software
I-TASSER konnte Hinweise dazu geben, dass die Sekundéarstruktur von AINDGD1 wahrscheinlich aus
mehreren aufeinander folgenden o-Helices und Coiled-Coil-Doménen aufgebaut ist. Durch die
Lipidbindungsstudien konnte gezeigt werden, dass AtNDGD1 in Abhéngigkeit von PA Membranen
miteinander fusioniert. Dies lasst vermuten, dass AtNDGD1 (ber die Ausbildung einer Fusion oder
Hemifusion der beiden Chloroplastenhillmembranen den Austausch der Galaktolipide zwischen diesen
Membranen ermdglicht. Die Akkumulation von AtNDGD1 scheint toxisch zu sein, wie durch die
AtNDGD1-Uberexpressionslinien gezeigt werden konnte. Diese Toxizitit konnte begriindet sein durch
die hier gezeigte Fahigkeit von AtNDGD1 zur Membranmanipulation. Ebenso konnte allein die
Fahigkeit von AtNDGD1, PA an sich zu binden, andere PA-abhéngige Prozesse inhibieren. In folgenden
Arbeiten sollte die Auswirkung von gezielten Mutationen innerhalb der PA-Bindungsstelle von

AtNDGD1 auf die Funktionalitat des gesamten AtDGD1-Proteins in planta untersucht werden.
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7 Anhang

7.1 Klonierungsprotokolle

Klonierung von pET43b-DGD1 und pET43b-NDGD1
s. Kelly et al. (2016)

Klonierung von pET43b-CDGD1

Die cDNA der CDGD1-Sequenz von Arabidopsis wurde mit angehéngten Schnittstellen fir BamHI und
Pstl (Primer bn1310 und bn1310) mittels PCR amplifiziert. Hierfur diente der Vektor pQE31-CDGD1
(PDA41) als Vorlage. Das Plasmid pET43b-DGD1 (bn166) wurde mit BamHI und Pstl aufgeschnitten.
Das daraus resultierende Ruckgrat des Plasmides wurde mit CDGDL1 tber besagte Schnittstellen ligiert.

Klonierung von pET43b-DGD2

Die cDNA der DGD2-Sequenz von Arabidopsis wurde mit angehangten Schnittstellen fiir BamHI und
Sall (Primer bn2200 und bn2279) mittels PCR amplifiziert. Hierfir diente der Vektor pQE31-DGD2
(PD185) als Vorlage. Das Plasmid pET43b-DGD1 (bn166) wurde mit BamHI und Sall aufgeschnitten.
Das daraus resultierende Riickgrat des Plasmides wurde mit DGD?2 (iber besagte Schnittstellen ligiert.

Klonierung von pET43b-LjCDGD1

Die cDNA der CDGD1-Sequenz von Lotus wurde mit angehéngten Schnittstellen fir BamHI und Sall
(Primer bn1491 und bn1493) mittels PCR amplifiziert. Hierflr diente der Vektor pSPORT1-LjDGD1
(PD221) als Vorlage. Das Plasmid pET43b-DGD1 (bn166) wurde mit BamHI und Sall aufgeschnitten.

Das daraus resultierende Riickgrat des Plasmides wurde mit LiCDGD1 Uber besagte Schnittstellen

ligiert.

Klonierung von pET43b-LjDGD2

Die cDNA der DGD2-Sequenz von Lotus wurde mit angehéngten Schnittstellen fir BamHI und Sall
(Primer bn1492 und bn1494) mittels PCR amplifiziert. Hierfur diente der Vektor pBluescriptSK-
LjDGD2 (PD220) als Vorlage. Das Plasmid pET43b-DGD1 (bn166) wurde mit BamHI und Sall

aufgeschnitten. Das daraus resultierende Riickgrat des Plasmides wurde mit LjDGD2 iber besagte

Schnittstellen ligiert.



7.2 Vektorkarten
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Abbildung 41: Konstrukte zur Expression von Nus, NusAtDGD1, NusAtNDGD1, NusAtCDGD1 und
NusAtDGD?2 in E.coli. cDNA Sequenzen der DGDG-Synthasen aus Arabidopsis. Die entsprechenden cDNA-
Sequenzen wurden mit angehéngten Restriktionsschnittstellen mittels PCR amplifiziert und in den Vektor

pET43b ligiert.
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LiCDGD1 LibGb2

BamHI

pET-LjDGD2
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Abbildung 42: Konstrukte zur Expression von NusLjJCDGD1 und NusLjDGD?2 in E.coli. cDNA Sequenzen
der DGDG-Synthasen aus Lotus. Die entsprechenden Sequenzen wurden mit angehédngten Restriktions-

schnittstellen mittels PCR amplifiziert und in den Vektor pET43b ligiert.
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Abbildung 43: Konstrukt zur Uberexpression von DGD1-CTAP in A.thaliana dgd1. DGD1-CTAP wurde mit
Sfil aus dem Vektor pLH6000-DGD1-CTAP ausgeschnitten und in den Vektor p6N-35S ligiert.
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7.3 Konzentration der Glyko- und Phospholipide in dgd1-1, dgd2-1 und
dgdl-1 dgd2-1 +/- P

Tabelle 5: Konzentration der Hauptlipidspezies der Glyko- und Phospholipide in dgd1-1, dgd2-1 und dgd1-
1 dgd2-1 in nmol/mg TG. +P = Vollmedium, -P = Phosphatmangelmedium. Anzahl der Replika: Col2 +/- P = 10;
dgdl-1 +/- P = 5; dgd2-1 +/-P = 8; dgdl-dgd2 + P = 6, -P = 3, gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen. C34/C36: Verhaltnis 34:x zu 36:x.

Col2 dgd1-1 dgd2-1 dgd1-1 dgd2-1

+P -P +P -P +P -P +P P
MGDG
34:6 643+72 543+63 4117  11+02 767+105 207+109 183%55 1704
34:3 18+03  24+05 48+04  43+07 18204 45%27  62+15 13.0+45
36:6 274+29 272%45 23423 171%21 24631 71%34 583+54 31076
DGDG
34:6 21403  22%03  02+01  02£00 26+03 17£12  02%01 0201
34:3 70+11 140%34 05+01  45%09 81%13 59%33 01201  04%02
36:6 294+34 325%41 09+02 24%06 295+59 121%59 12+08 1504
SQDG
34:3 39£09 75+18 1603 28%06 50%11  44%29 28+05 20%08
36:6 13+04  23%05 06+02 11+02 16+06 10%05 16+04 25+14
PG
34:4 58+10 25+09  30+09 05+02 71%10 03%02 53+09  0.6+02
34:3 2004  13%03 23+03 11%03 28%04 04%02 39%12 13%05
PC
34:3 88+13 40%16  78+03  29%06 94%09  12£07 11.3+14 33%12
34:2 21+03  08%04  24%03 11£02 32%07 06%02 26+06 11200
36:6 50+05 30%05  63+05 25+04 57+06 15%08 118+15 36+15
36:5 31+04  17+03  32%03 22+02 45%08 1605 48%09  21%01
36:4 11+02  06%01  19+03  12%01  18+06  11%03  20%03 1301
36:3 09401  04%01 11#01  05%01  11%02 05%£01  15+02  0.7%02
C34/C36  1.09 0.87 0.84 0.65 0.98 0.41 0.72 0.60
PA
34:3 0.07+003 008+005 010+005 006+004 017+0.07 003£003 0.18+006 0.08+0.05
34:2 0.05+0.02 003+0.03 004+001 004+002 010+005 0.06+0.04 009+006 0.07+0.03
34:1 0014002 002£002 002+001 001+002 001002 001£002 002+004 0.06+0.04
36:6 0.02+002 003£0.02 003+002 001+001 003+0.03 003£003 009+004 0.04+0.05
36:5 0024002 002£002 003+002 004+003 005+005 001£002 005+003 0.03+0.03
36:4 0014001 001£001 003+003 004+002 005+0.04 003£002 005+002 0.03+0.04
C34/C36 2.2 1.85 1.29 1.05 1.61 1.16 1.40 1.91
PE
34:3 34+06  13%07  34%04  07%02 30%04 0302 43%08  04%02
34:2 14+03  04%02 15+03 05%01 16+05 02%01 19204 0201
36:6 09+01  05%02  12%02 0502 07%01  02+01  14%02  03%01
36:5 11+02  06%02  13+02 08%01  12+02 04%02 16+01 0301
36:4 05401  03%01  09+02 05%02 07%02 03%01  09+02  03%0.1
36:3 02401  01%01  03+00 01%00 03%01 01%00 0401  00%00
C34/C36 175 1.08 1.34 0.61 1.49 0.47 1.45 0.70
PI
34:3 134+16 59%27  95+07  47+10 15434 23+05 109%14 44=%13
34:2 46+07  20+08 32+03 20+04 61%11 17+04  39+07  30%06
36:6 17404  15%03  13%02 07+03 25%05 09%03  14+04  09%05
C34/C36  6.72 3.80 6.33 552 5.22 2.48 5.40 3.32
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PS
34:3
34:2
34:1
36:6
36:5
36:4
36:3
36:2
40:3
40:2
40:1
42:4
42:3
42:2
C34/C36

0.13+0.03
0.08 £0.03
0.02 £0.03
0.02 £0.02
0.04 £0.03
0.03 £0.02
0.02 £0.02
0.01+0.01
0.04 £0.03
0.04 £0.02
0.02 £0.02
0.04 £0.02
0.17 £ 0.08
0.09 +0.05
1.97

0.06 £ 0.04
0.03 £0.02
0.02 £0.02
0.02 £0.02
0.05 +0.02
0.03 £0.02
0.01 +£0.01
0.00 £0.01
0.03 £0.02
0.03 £0.03
0.03 £0.02
0.03+0.03
0.16 £ 0.05
0.07 £0.04
1.02

0.06 £ 0.01
0.05+0.03
0.02 £0.01
0.01+0.01
0.02 £0.02
0.01+0.01
0.01+0.01
0.02 £0.01
0.04 £0.03
0.03 £0.02
0.01+0.01
0.02 +£0.00
0.10 £ 0.04
0.07 £0.03
1.73

0.02 £0.02
0.03 £0.04
0.01 £0.01
0.01 £0.01
0.01 £0.01
0.02 £0.03
0.01 £0.01
0.00 = 0.00
0.01 £0.01
0.02 £0.01
0.01 £0.01
0.03+0.03
0.09 £0.03
0.10 £ 0.05
1.29

0.13+0.07
0.08 £ 0.04
0.03+0.03
0.02 £0.03
0.07 £ 0.06
0.04 £0.04
0.01 +£0.02
0.02 £0.02
0.05 £ 0.05
0.04 £0.04
0.04 £0.04
0.03 £ 0.04
0.20 £ 0.07
0.12 +0.08
1.50

0.02 £0.03
0.01+0.01
0.01+0.01
0.01+0.01
0.04 £0.03
0.03 £0.02
0.00 £0.01
0.01+0.01
0.04 £0.03
0.04 £0.03
0.03 £0.02
0.02+0.01
0.10 £ 0.04
0.06 +0.06
0.53

0.18 £0.07
0.12 £ 0.05
0.05+0.04
0.02 £0.02
0.02 £0.03
0.00 £0.01
0.04 £0.02
0.02 £0.02
0.07 £ 0.04
0.05+0.02
0.06 +£0.07
0.03+0.01
0.22+0.10
0.08 £ 0.05
3.09

0.03+£0.01
0.04 £0.07
0.07 £0.02
0.01 £0.02
0.00 £ 0.00
0.01+0.01
0.03 £0.02
0.01 +£0.02
0.03 +£0.03
0.06 + 0.06
0.06 £ 0.04
0.04 +0.03
0.21 +0.05
0.00 +0.03
2.10
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7.4 Expression von DGD1-CTAP in dgd1-1

Mit dem Ziel mogliche Interaktionspartner auf Proteinebene zu finden, wurde in der Doktorarbeit von
Sandra Witt (2009) die dgd1-Mutante mit einem DGD1-CTAP Fusionskontrukt komplementiert. Dazu
wurde der Vektor pLH6000-DGD1-CTAP in die Mutante eingebracht und das Fusionsprotein unter
Kontrolle des 35S Promoters stabil exprimiert. Innerhalb dieser Arbeit sollten nun Uber die Blue-Native-
PAGE mdgliche Interaktionspartner gefunden werden. Da aber nach einiger Zeit weder in den
nachfolgenden Generationen, noch in den Elternlinien DGD1-CTAP durch die Immunodetektion
nachweisbar war, wurde vermutet, dass es in diesen Pflanzen zu dem sogenannten ,,Gene-silencing*
kam. Dieser Umstand konnte dadurch ausgelést worden sein, dass in dem pLH6000-Vektor das
Resistenzgen sowie das Gen in der Expressionskassette unter der Kontrolle des 35S-Promotors stehen.
Um erneutes ,,Gene-Silencing™ zu umgehen, wurde das DGD1-CTAP-Konstrukt in den Vektor p6N-
35S umkloniert und erneut in die dgd1-Mutante eingebracht. Bei diesem Vektor wird das Resistenzgen
durch den Nos-Promotor und die Expressionskassette durch den 35S-Promotor reguliert. Die
resultierenden Pflanzen zeigten innerhalb der Immunodetektion eine schwache Expression des DGD1-
CTAP-Proteins (Molekulargewicht ~112 kDa, s. Abbildung 44), zudem konnte auch eine
Komplementation des Wachstums beobachtet werden. In den nachfolgenden Generationen konnte das
Protein in kaum nachweisbaren Mengen durch Western Blot detektiert werden, obwohl das Wachstum
dieser Pflanzen vergleichbar zum Wildtyp blieb. Da diese Proteinmengen nicht ausreichen dirften, um

damit Interaktionen zu untersuchen, wurde dieses Teilprojekt eingestellt.

kDa

180 —
135 =

100 —

Kontrolle

DGD1-CTAP ﬂ"

Kontrolle
DGDI1-CTAP

Abbildung 44: Expression des DGD1-CTAP-Proteins in der dgdl-Mutante. Links: Immunoblot (PAP-
Antikorper, 1:10000). Rechts: Coomassie-Farbung. Proteinrohextrakte aus Blattmaterial von dgdl (Kontrolle)
sowie dgd1-DGD1-CTAP (DGD1-CTAP).
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