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1. EINLEITUNG

Nukleinsduren gehdren zu den gro3ten Molekilen, welche von der Zelle synthetisiert
werden. lhre Bausteine sind Purin- und Pyrimidinbasen, die glycosidisch mit Ribose,
respektive Desoxyribose verbunden sind (Nukleoside). In der Zelle liegen Nukleoside
hauptsachlich in ihrer phosphorylierten Form als Mono-, Di-, oder Triphosphate vor
(Nukleotide).

Man kann Nukleotide als eine der wichtigsten Metabolitklassen im Zellstoffwechsel
ansehen, denn sie spielen eine zentrale Rolle im zellularen Metabolismus. Neben ihrer
Funktion als Bausteine der Erbinformation DNA und RNA, sind sie unter anderem als
Energietrager fur Phosphorylierungsreaktionen (ATP) oder als Mediatoren in zellularen
Signaltransduktionsketten (CAMP, cGMP) bekannt, oder stellen wichtige Edukte oder
Zwischenprodukte im zellularen Stoffwechsel dar. Den gréf3ten Anteil des Gesamtnu-
kleotidpools der P anz e (ohne DNA und RNA) nehmen dabei Nukleosid-Diphosphat-
Zucker (NDP-Zucker) ein (Wagner & Backer, 1992). ADP-Glucose ist der Hauptgly-
cosyldonor der Starkesynthese. UDP-Glucose ist nicht nur wichtig als Lieferant von
Glucoseeinheiten fur die Polysaccharid- und Zellwandsynthese, es spielt auch eine
zentrale Rolle in der Synthese und der Bereitstellung von Saccharose - dem wichtig-
sten Transportmolekil fur Kohlenstoff innerhalb der P anz e.

In héheren P anz en werden Pyrimidin-Nukleotide aus Aminosauren und anderen
kleinen Molekilen (de-novo Synthese ) und aus bereits existierenden Pyrimidinbasen
und ihren Ribonukleosid-Derivaten (Salvage Pathway) synthetisiert. Diese Stoffwech-
selwege sind in ihren Abldufen hochkonserviert bei Prokaryonten, Hefen, Protozoen,
Insekten, Saugern und P anz en. Unterschiede zeigen sich in allen bisher untersuchten
Spezies lediglich in der Organisation der Gene [1.2, S.8], der Lokalisation der Genpro-
dukte [1.3, S.11], sowie deren Fusion zu Multienzymkomplexen (Jones, 1980; Dore-
mus & Jagendorf, 1985; Kim et al., 1992; Nasr et al., 1994; Santoso & Thornburg,
1998).

Die vorliegende Arbeit wird sich ndher mit dem p anzlichen Pyrimidinstoffwechsel
im Allgemeinen und der de-novo Synthese im Speziellen auseinander setzen, unter
besonderer Bericksichtigung des Enzyms Dihydr oor otase .




1. EINLEITUNG

1.1. Der Pyrimidin-Metabolism us

1.1.1. Die Pyrimidin de-novo Synthese

Wahrend die Neusynthese von Pyrimidin-Nukleotiden in Prokaryonten, Hefen und tieri-
schen Organismen recht gut untersucht ist (Doremus & Jagendorf, 1985; Denis-Duphil,
1989; Lacroute, 1968; Chen & Jones, 1976; Kim et al., 1992), lagen zu Beginn dieser
Arbeiten nur vereinzelte Erkenntnisse Uber die Organisation des p anzlichen Pyrimid-
instoffwechsels vor. Die chemischen Ablaufe sind bei allen bisher untersuchten Orga-
nismen gleich (Wagner & Backer, 1992; Boldt & Zrenner, 2002), wahrend die Organi-
sation der einzelnen Schritte variiert.

fo) -
NH, (o ATCase o 0
0-PO, HN \ Y
COOH 0~ "N~ “CcOoOoH
HPO >
CP Asp CAsp

Abbildung 1.1.: Pyrimidin de-novo Synthese: Umsetzung von Carbamyl-Phosphat (CP) und Aspartat
(Asp) zu Carbamoyl-Aspartat (CAsp) durch ATCase.

Glutamin und HCOj3™ bilden die Ausgangsstoffe, die von der Carbamyl-Phosphat Syn-
thetase (CPSase EC 6.3.5.5) unter Aufwendung zweier Molekile ATP zu Carbamyl-
Phosphat umgesetzt werden. Aspartat-Transcarbamoylase® (ATCase EC 2.1.3.2) ver-
bindet Carbamyl-Phosphat mit Aspartat zu N-Carbamoyl-Aspartat (CAsp) [Abb. 1.1].

(6] (0] (0] H,0
DHOase
H H

Abbildung 1.2.: Pyrimidin de-novo Synthese: Intramolekularer Ringschlufd von Carbamoyl-Aspartat zu
Dihydroorotat durch DHOase.

Im dritten Schritt [Abb. 1.2, S.2] katalysiert Dihydroorotase (DHOase EC 3.5.2.3) die
intramolekulare Kondensation von Carbamoyl-Aspartat zu Dihydroorotat (DHO), wel-

! Aspartat-Carbamoyltransferase




1. EINLEITUNG

ches von der Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH EC 1.3.3.1) zu Orotat oxidiert
wird [Abb. 1.3, S.3].

o o}

HN)i DHODH HN%\
o)\u COOH /\ 2\

e} N COOH
H

NAD+ NADH + H*

Abbildung 1.3.: Pyrimidin de-novo Synthese: Oxidation von Dihydroorotat zu Orotat durch die Dihy-
droorotat Dehydrogenase (DHODH).

Mit Hilfe der Orotat-Phosphoribosyltransferase (OPRTase EC 2.4.2.10) reagiert Orotat
mit Phosphoribosyl-Pyrophosphat (PRPP) unter Phosphatabspaltung zu Orotidinmo-
nophosphat (OMP) [Abb.1.4]. Dieses wiederum wird von Orotidin-5'-Phosphat Decar-
boxylase (EC 4.1.1.23) zu Uridinmonophosphat (UMP) decarboxyliert [Abb.1.5].

HN
o PRPP OPRTase h
o N COOH
Oo,P.
HN ‘ (0] o
)\ SCH

07 "N” “cooH H PP,

Abbildung 1.4.: Pyrimidin de-novo Synthese: Ubertragung von Phosphoribosyl-Pyrophosphat (PRPP)
auf Orotat durch die Orotat-Phosphoribosyltransferase (OPRTase) und Bildung von Orotidinmo-
nophosphat (OMP) unter Abspaltung von Pyrophosphat (PP;).

o o
0)\N COOH ODCase lo) N
O.,P. O;P
° o % o
~¢H ScH
H H
OH OH €0, OH OH

Abbildung 1.5.: Pyrimidin de-novo Synthese: Decarboxylierung von Orotidinmonophosphat (OMP) zu
Uridinmonophosphat (UMP) durch die Orotidin-5'-Phosphat Decarboxylase (ODCase).

UMP dient als Ausgangsprodukt fur weitere Pyrimidin-Nukleotide wie UDP, UDP-Glu-
cose, UTP, CTP und deren Derivate. Die Enzyme Nukleosid-Monophosphat Kinase




1. EINLEITUNG

(EC 2.7.4.13) und Nukleosid-Diphosphat Kinase (EC 2.7.4.6) Ubertragen zur Synthese
von UTP unter Verbrauch von ATP nacheinander eine Phosphatgruppe auf UMP, bzw.
UDP.

Zur Synthese von UDP-Glucose wird UTP mit a-D-Glucose-1-Phosphat durch UDP-
Glucose Pyrophosphorylase (UGPase EC 2.7.7.9) unter Freisetzung von Pyrophos-

phat umgesetzt [Abb. 1.6]. Der Reaktionstyp ist ein Nukleotidyl-Gruppentransfer auf
Glucose-1-Phosphat.

HO
0 0
HN | Q HN |
7T 9 oo o P o
P
0—P—0—P—0—P__ UGPase — HO O—p_o-p_

Abbildung 1.6.: Folgereaktionen der Pyrimidin de-novo Synthese: Bildung von UDP-Glucose aus UTP
durch Nukleotidyl Gruppentransfer auf a-D-Glucose-1-Phosphat (Glc-1-P), katalysiert durch UDP-
Glucose Pyrophosphorylase (UGPase, EC 2.7.7.9).

CTP-Synthase (CTPSase, EC 6.3.4.2) bildet Cytidin-5'-Triphosphat (CTP) aus Uridin-
5'-Phosphat (UTP) unter Verbrauch von ATP und NH;3 [Abb. 1.7].

o} NH

Abbildung 1.7.: Folgereaktionen der Pyrimidin de-novo Synthese: Aminierung von UTP durch die CTP-
Synthase (CTPSase, EC 6.3.4.2) unter Verbrauch von ATP.




1. EINLEITUNG

1.1.2. Der Salvage Pathway

Salvage (zu dt. ,Bergung, Rettung) Stoffwechselwege erflillen verschiedene physio-
logische Aufgaben. Sie haben eine bedeutende Rolle in der Wiederverwertung von
Nukleotiden, Nukleosiden und Nukleobasen. Diese kdnnen beispielsweise aus Spei-
chergewebe, dem zellularen Nukleinsdurestoffwechsel oder auch aus seneszenten
Blattern stammen. Die Neusynthese als energieintensiver Prozeld macht Nukleinséu-
rederivate zu einem wertvollen Rohstoff fir die P anz e, dessen Wiederverwertung sich
lohnt.

Man kann nicht von ,dem“ Salvage Pathway im Nukleotidstoffwechsel sprechen.
Vielmehr handelt es sich um eine Reihe von Reaktionen, welche Desoxypyrimidinmo-
nophosphate (dPMP) und Pyrimidinmonophosphate (PMP) wieder zu UMP oder CMP
umwandeln (Kanamori-Fukuda et al., 1981). Als zentrales Zwischenprodukt der de-
novo Synthese kann UMP erneut zum Aufbau von Nukleinsduren genutzt werden.

In Scheiben wachsender Kartoffelknollen wurde von Katahira & Ashihara (2002)
der metabolische Weg *C markierter Ribo- und Desoxyribonukleotide untersucht. Die
folgende Zusammenfassung und die Ubersichtsgra k [Abb. 1.8, S.6] beziehen sich
vorwiegend auf deren Ergebnisse.

Die Wiederverwertung der Pyrimidin Ribonukleoside Uridin und Cytidin verlauft be-
vorzugt Uber das Enzym Uridin/Cytidin Kinase (EC 2.7.1.48), aber auch tiber Nukleosid
Phosphotransferase (EC 2.7.1.77). Die Nukleobasen Uracil und Cytosin kénnen prin-
zipiell direkt zu ihren korrespondierenden Nukleotid Monophosphaten UMP und CMP
umgewandelt werden. Tatséchlich wird aus beiden primar UMP regeneriert. Cytosin
wird durch die Pyrimidin-Nukleosid Phosphorylase (EC 2.4.2.2) zu Cytidin und dieses
wiederum durch die Cytidin-Deaminase (EC 3.5.4.5) zu Uridin umgewandelt, welches
mittels Uridin/Cytidin Kinase zu UMP umgesetzt wird. Uracil wird direkt unter Konden-
sation mit PRPP durch die Uracil-Phosphoribosyltransferase (UPRTase, EC 2.4.2.9),
oder mit Uridin als Zwischenprodukt tiber die Uridin/Cytidin Kinase zu UMP umgewan-
delt. Dabei Ubernimmt die UPRTase den grofiten Teil des Umsatzes (Kanamori-Fukuda
et al., 1981; Mazus & Buchowicz, 1972), wahrend Uridin/Cytidin Kinase in vivo nur ei-
ne Nebenreaktion zu UMP darstellt, die bei Zugabe von Uridin genutzt wird (Grenson,
1969).

Die Desoxyribonukleotide Thymidin und Desoxycytidin (dCytidin) konnen in ihre kor-
respondierenden Desoxy-Monophosphate umgesetzt werden. Dabei wird Desoxycy-
tidin durch Nukleosid Phosphotransferase zu dCMP phosphoryliert. Alternativ kann
dCytidin auch zu Desoxyuracil desaminiert werden. Das verantwortliche Enzym daftr
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ist die Desoxycytidin-Deaminase (EC 3.5.4.14).

Mit Desoxyuracil oder Thymidin als Substrat bildet die Thymidin-Kinase (EC 2.7.1.21)
Thymidinmonophosphat (dTMP?). Desoxyuridin, und somit auch Desoxycytidin, kann
durch die Pyrimidin Desoxyribonukleosid-2'-Hydroxylase zu Uridin umgesetzt werden.
Mit diesem Enzym ist eine Umverteilung von Desoxyribonukleotiden zu Ribonukleoti-
den moglich.

Fitterungsexperimente zeigten, dal ein groRer Teil des exogen zugegebenen 4C-
Uracil abgebaut wird und sich schnell in **CO, wieder ndet (Kanamori-Fukuda et al.,
1981). Ebenso wird exogen zugegebenes *C-Thymidin schnell abgebaut. Nur sehr
geringe Anteile nden sich in RNA und DNA wieder (Katahira & Ashihara, 2002).

UMP CMP
R {17
11 .. .
Uracil 457’ Uridin - <« — Cytidin <« S Cytosin
Ik
7 dUridin

dCMP < dCytidin

Abbildung 1.8.: Enzyme des Salvage-Pathway in Solanum tuberosum. Schema erstellt nach Katahira &
Ashihara (2002). (1) Uridin/Cytidin-Kinase; (2) Nukleosid Phosphotransferase; (3) Uracil Phospho-
ribosyltransferase; (4) Cytidin Deaminase; (5) Uridin Nukleosidase; (6) Desoxycytidin Deaminase;
(7) Thymidin-Kinase; (8) Pyrimidin-Desoxyribonukleosid 2'-Hydroxylase; (9) Pyrimidin-Nukleosid
Phosphorylase; (10) Cytosin Phosphoribosyltransferase; (11) Uridin Phosphorylase.

’Der Zusatz ,desoxy" ist in Verbindung mit Thymidin Nukleotiden redundant, dient aber der einheitli-
chen Nomenklatur mit den anderen Desoxynukleotiden.
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1.1.3. Der Pyrimidin-Abbauweg

Der Pyrimidin-Abbauweg umfaf3t prinzipiell drei Enzyme: Dihydropyrimidin Dehydro-
genase (DPDH EC 1.3.1.2), Dihydropyrimidinase (DHPase EC 3.5.2.2) und b- Ureido-
propionase (BUPase EC 3.5.1.6).

(e} NADPH NADP* o} _ R
H,O O\C//
R1 R1 + R1
HN ‘ HN N H,N j/
O)\N EC13.1.2 O)\N EC 3522 O)\N
H H H
R, =H Uracil. R,=H  Dihydro-Uracil R,=H  b-Ureido-Propionat
R, = CH; Thymin R, = CH, Dihydro-Thymin R, = CH, 3-Ureido-Isobutyrat

Abbildung 1.9.: Pyrimidin-Abbau: Pyrimidin-Reduktion zu 5,6-Dihydropyrimidin durch DPDH und hy-
drolytische Ring6ffnung durch DHPase.

Edukte fir den Pyrimidinabbau sind Uracil oder Thymin. Diese werden in drei Schrit-
ten zu NH3, CO, und b-Alanin bzw. 3-Amino-Isobutanoat abgebaut (Kanehisa, 2002;
Ogawa & Shimizu, 1994).

Uracil oder Thymin wird von der NADPH abhé&ngigen Dihydropyrimidin Dehydro-
genase (EC 1.3.1.2) zu 5,6-Dihydrouracil bzw. 5,6-Dihydrothymin reduziert [Abb. 1.9,
S.7]. Dihydropyrimidinase (5,6-Dihydropyridin Amidohydrolase) 6ffnet hydrolytisch die
Ringstruktur [Abb. 1.9, S.7], was die irreversible Abspaltung von NH3; und CO, durch
b-Ureidopropionase ermdglicht [Abb. 1.10, S.7].

/ M0 ggg
Ho- ¢ 2
R1 NS COOH
HN HZN/Y
EC35.1.6
R1
O N
H
R, =H  b-Ureido-Propionat R;=H  b-Alanin
R, = CH; 3-Ureido-Isobutyrat R, = CH, 3-Amino Isobutanoat

Abbildung 1.10.: Pyrimidin Abbau: irreversible Hydrolyse unter Abspaltung von CO, und NH3 durch
b-Ureidopropionase.

Alternativ zur NADPH abhéngigen Dihydropyrimidin Dehydrogenase wurde im Orga-
nismus Clostridium uracilicum die NADH abhangige Dihydropyrimidin Dehydrogenase
(EC 1.3.1.1) beschrieben (Campbell, 1957). Beide Reaktionen sind reversibel und un-
terscheiden sich lediglich in ihren Cofaktoren NADH und NADPH.
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Es wurde diskutiert, dafl3 der Oxidation von Dihydropyrimidin in-vivo keine bedeutende
metabolische Funktion zukommt. Dies wird gestiitzt durch den hohen K, (1,5 10 M)
des Enzyms fur Dihydropyrimidin und die irreversible b-Ureidopropionase Reaktion
(Wasternack et al., 1979).

Uracil kann auf zwei verschiedenen Wegen zu UMP regeneriert werden [1.1.2, S.5],
jedoch zeigen Untersuchungen von Wasternack et al. (1979) und Kanamori-Fukuda
et al. (1981), dal ein erheblicher Anteil katabolisiert wird. In photoorganotrophen Kul-
turen von Euglena gracilis fanden sich 30-40% des aufgenommenen [2-1*C]-Uracil und
80% des aufgenommenen [2-14C]-Thymin in CO, wieder (Wasternack et al., 1979). Un-
ter in-vivo Bedingungen wird Uracil und Thymin im konstanten Verhéltnis 1:4 abgebaut
(Wasternack et al., 1977).

Obwohl der P anz e mit dem Salvage Pathway [1.1.2, S.5] Wege zur Wiederver-
wertung von Pyrimidinnukleotiden zur Verfigung stehen, scheint deren vorwiegende
Verwendung im Katabolismus zu liegen (Walsh et al., 2001). Im Gegensatz dazu steht
das effektive Recycling des Purins Adenin, beschrieben durch Ashihara et al. (2000).
Aber auch wenn dieser Stoffwechsel als katabolisch bezeichnet wird, so ist er doch
eine biosynthetische Quelle fir b-Alanin. Dieses ist ein essentieller Bestandteil der
Pantothen- und damit auch der CoenzymA-Synthese (Kanehisa, 2002) und bildet den
Ausgangsstoff fiir b-Alanin-Betain, das in vielen Vertretern der Plumbaginaceae eine
wichtige osmoprotektive Funktion inne hat (Rathinasabapathi et al., 2000).

1.2. Genomisc he Organisation in verschiedenen Spezies

Die Pyrimidin de-novo Synthese umfal3t sechs enzymatische Schritte zur Synthese
von UMP [1.1.1, S. 2] und ist in nahezu allen untersuchten Spezies vorhanden, mit
Ausnahme einiger Parasiten wie z.B. Giardia lamblia (Lindmark & Jarroll, 1982) und
Trichomonas vaginalis (Heyworth et al., 1984).

Obwohl die Pyrimidin de-novo Synthese quasi ubiquitar ist, gibt es zwischen den
Arten doch Unterschiede in der Organisation der Enzyme und der dafir kodierenden
Gene. Die Zahl der Gene, welche an den sechs enzymatischen Schritten beteiligt sind,
nimmt von Prokaryonten zu Eukaryonten ab, jedoch nimmt die Komplexitat der Enzy-
me in gleicher Weise zu. Es bilden sich sog. Cluster-Gene, die fur multifunktionelle
Enzyme kodieren (Denis-Duphil, 1989). Der evolutionare Vorteil, der sich aus dieser
Fusion von individuellen Genen ergibt, ist bis heute nicht eindeutig geklart.
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1.2.1. Organisation in Prokaryonten

In Bakterien kodieren sechs unterschiedliche Gene (pyrA-p yrF) fur sechs unabhan-
gige Enzyme (Beckwith et al., 1962; O'Donovan & Neuhard, 1970). Die Regulation
der Pyrimidinsynthese erfolgt durch ,feedback*” Kontrolle (Denis-Duphil, 1989). Ein ex-
trazellularer Uberschuf an Pyrimidin-Nukleotiden fuihrt zur transkriptionellen Kontrolle
der Pyrimidinsynthese durch Bindung des regulatorischen PyrR® Proteins an mRNA
der pyr-Gene (Turner et al., 1998).

In E. coli kodieren die Gene carA und carB fur die beiden Untereinheiten des ersten
Enzyms CPSase. Dieses stellt sowohl den Ausgangspunkt der Pyrimidinsynthese, als
auch der Argininsynthese dar. Als einzigem Prokaryonten konnten bisher in Bacillus
subtilis zwei unterschiedliche CPSasen fur Arginin- und Pyrimidinsynthese nachge-
wiesen werden (Paulus & Switzer, 1979). Auch die Tendenz seiner Pyrimidingene zur
Cluster-Bildung, steht im Gegensatz zu den Erkenntnissen aus der Familie der Entero-
bacteriaceae. Damit zeigt er eine komplexere Organisation, welche mehr Ahnlichkeit
mit der von Tieren oder Hefen, nicht aber mit anderen Prokaryonten oder P anz en hat
(Denis-Duphil, 1989).

1.2.2. Organisation in Eukaryonten
1.2.2.1. Niedere Eukaryonten

In Saccharomyces cerevisiae kodiert das Gen ura2 fir ein Enzym mit bifunktionaler
CPSase-ATCase Aktivitat (Lacroute, 1968; Denis-Duphil, 1989). Dieses Enzym liel3
sich auRerdem aus Neurospora crassa (Williams et al., 1970) und Aspergillus (Palmer
& Cove, 1975) isolieren. Die folgenden vier enzymatischen Schritte werden kodiert
durch die eigenstandigen Gene urad4 (DHOase), ural (DHODH), ura5;ural0 (OPRT-
ase) und ura3 (ODCase). Diese Organisation ndet sich auch in Schizosaccharomy-
ces pombe, jedoch ist die Bezeichnung der Gene nicht identisch mit S.cerevisiae.

1.2.2.2. Hohere Eukaryonten

In héheren Eukaryonten, mit Ausnahme der P anz en, sind drei Strukturgene an der
Pyrimidinsynthese beteiligt. Dabei kodiert ein Clustergen pyrl-3 fir ein multifunktio-
nelles Polypeptid, welches fir die ersten drei Syntheseschritte verantwortlich ist. In
Saugern wird es cad genannt, abgeleitet von CPSase, ATCase und DHOase. Ein

3PyrR ist ebenso eine Uracil-Phosphoribosyltransferase (URPTase).
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vergleichbares Gen ndet sich moglicherweise bei allen Tieren ab der Ordnung Di-
ptera (Jones, 1980). Das zweite Gen pyr4 kodiert flr Dihydroorotat Dehydrogenase
(DHODH). Das dritte ist wiederum ein Clustergen pyr5-6 und kodiert fur ein Polypep-
tid, welches OPRTase und ODCase Aktivitat besitzt (Jones, 1980).

Die Pyrimidinsynthese in P anz en zeigt auch eine Tendenz zur Bildung von Fusions-
genen, jedoch gibt es keinen Hinweis auf einen multifunktionellen Komplex, der mehr
als einen der ersten vier enzymatischen Schritte katalysiert (Denis-Duphil, 1989). Die
Gene werden bezeichnet als carA/carB (CPSase), pyrB (ATCase), pyrC (DHOase)
und pyrD (DHODH). Die Umsetzung von Orotat zu UMP erfolgt in P anz en durch
UMP-Synthase (pyrE-F), einem dimeren Polypeptid, dessen Monomere jeweils beide
Enzymaktivitdten der OPRTase und ODCase haben (Walther et al., 1984).

Bei Betrachtung des vollstandig sequenzierten A.thaliana Genoms (Arabidopsis-
Genome-Initiative, 2000) fallt auf, daf3 fur jedes Enzym in der Pyrimidin de-novo Syn-
these nur je ein Genlokus vorhanden ist (Boldt & Zrenner, 2002).

Gen Enzym vorauss. subz. klonierte funktionell charakterisierte
E.coli Arabidopsis E.C. Nummer Lokalisation Arabidopsis cDNA p anzliche cDNA
carA AtcarA CPSase kIUE chloroplastidar u73175 nicht bekannt
At3g27740 EC6.3.5.5 Brandenburg et al. (1998)
carB AtcarB CPSase grUE chloroplastidar u40341 nicht bekannt
At1g29900 EC6.355 Williamson et al. (1996)
pyrB AtpyrB ATCase chloroplastidar X71843 Athaliana (Nasr et al., 1994)
At3g20330 EC2.13.2 Nasr et al. (1994) S.tuberosum (Giermann et al., 2002)
pyrC AtpyrC DHOase putativ AF000146 S.tuberosum (Giermann et al., 2002)
At4g22930 EC3.5.2.3. cytosolisch Zhou et al. (1997)
pyrD AtpyrD DHODH putativ X62909 Athaliana (Minet et al., 1992)
At5g23300 EC1.3.1.14 mitochondrial Minet et al. (1992)
pYrEr AtpyrEF UMP Synthase putativ Q42586 Athaliana (Nasr et al., 1994)
At3g54470 EC 2.4.2.10 cytosolisch Nasr et al. (1994)
EC4.1.1.23

Tabelle 1.1.: Zusammenfassung der Gene der Pyrimidin de-novo Synthese in Bakterien und P anz en.
Verandert nach Boldt & Zrenner (2002).

1.2.3. Spezies mit auBergewdhnlic hem Pyrimidin-Metabolism us

Alle lebenden Organismen sind von der Verflugbarkeit von Pyrimidin- und Purin-Nu-
kleotiden abhangig. Diese wird durch zwei Stoffwechselwege gewahrleistet: die de-
novo Synthese [1.1.1, S.2] und den Salvage Stoffwechsel [1.1.2, S.5]. Dennoch gibt es
Lebensformen, bei denen nur einer der beiden Wege ausgepragt ist. Es handelt sich
dabei zumeist um parasitierende Eukaryonten oder aber um komplexe symbiotische
Gemeinschaften.

Eine nicht vorhandene de-novo Pyrimidinsynthese konnte bisher in den parasitieren-
den Protozoen Giardia lamblia (Lindmark & Jarroll, 1982) und Trichomonas vaginalis
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(Wang et al., 1983) gezeigt werden, wahrend Trypanosoma und Leishmania tiber keine
de-novo Purinsynthese verfigen (Hammond & Gutteridge, 1984). Die Nukleotidversor-
gung erfolgt exogen durch den Wirt mittels Salvage Pathway.

Im Gegensatz dazu verfugt Toxoplasma gondii Uber eine intakte de-novo Synthese
und einen fragmentierten Salvage Pathway. Samtliche vom Wirt stammenden oder
eigene Pyrimidine werden Utber das Enzym Uracil-Phosphoribosiltransferase [1.1.2,
S.5] geschleust (Fox & Bzik, 2002).

Ein interessantes Beispiel einer symbiontischen Verteilung des Pyrimidinstoffwech-
sels ist der R6hrenwurm Riftia pachyptila (Simon et al., 2000; Minic et al., 2001), der in
der Nahe hydrothermaler Tiefseeschlote vorkommt. Er lebt in enger Symbiose mit ei-
nem Schwefel oxidierenden Bakterium. Die ersten drei Enzyme der Pyrimidin de-novo
Synthese (CPSase, ATCase und DHOase) kommen ausschliel3lich in einem spezi-
ellem Gewebe (Trophosom) vor, das den Endosymbiont enthélt und sind bakterieller
Herkunft. Die Versorgung mit UMP erfolgt entweder durch Aufnahme von Dihydrooro-
tat aus dem Bakterium und Fortsetzung der Synthese oder durch Lyse der Bakterien
(Minic et al., 2001).

1.3. Subzellulare Lokalisation der Enzyme

Die Pyrimidin de-novo Synthese wurde in genetischer und biochemischer Hinsicht in
unterschiedlichen Organismen beschrieben, wie z.B. Escherichia coli von O'Donovan
& Neuhard (1970), S.cerevisiae von Lacroute (1968); Denis-Duphil (1989) und Beno-
ist et al. (2000), Schizosaccharomyces pombe, Dictyostelium discoideum, Drosophila
melanogaster von Jones (1980), oder Homo sapiens von Suttle et al. (1988).

Die Frage der subzellularen Lokalisation der Enzyme wird dabei recht kontrovers
diskutiert. Einzig in Bezug auf DHODH herrscht Einigkeit Gber die mitochondriale Lo-
kalisation in allen untersuchten eukaryontischen Spezies (Chen & Jones, 1976; Jones,
1980; Doremus & Jagendorf, 1985). In Hefe gelten CPSase/ATCase (ura2), DHOase
(urad), ORPTase (uralO,urab) und ODCase (ura3) als cytosolische Enzyme (Benoist
et al., 2000). In tierischen Geweben konzentrierte sich die Forschung vor allem auf
CAD, das mit unterschiedlichen Methoden als nukleér, mikrosomal (Bottomley & Lo-
vig, 1967; Spors & Merker, 1969) oder cytoplasmatisch (Chaparian & Evans, 1988)
identi zier t wurde.

Mit Hilfe der Bleiphosphat Prazipitation wurde ATCase im Nucleus von Lycopersi-
con esculentum nachgewiesen (Walther et al., 1989). Mit der gleichen Methode wurde
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S.cerevisiae ATCase als nukleoplasmatisch identi zier t (Nagy et al., 1982) und puta-
tive nukledre Lokalisations-Sequenzen (NLS) im Ura2 Polypeptid beschrieben (Nagy
et al., 1989). Berichten von Orlovich & Ashford (1993) zu Folge, liefert diese Tech-
nik jedoch zahlreiche Artefakte. Spatere Uberpriifung von Benoist et al. (2000) mit
der weniger fehlerhaften Ceriumphosphat Prazipitation und anderen Methoden zeigte
ATCase als cytoplasmatisch in S.cerevisiae.

Bei hdheren P anz en beschrénkte sich das Wissen noch bis vor wenigen Jahren auf
enzymatische Studien subzellularer Fraktionen. CPSase und ATCase wurden so als
cytosolisch (Kanamori et al., 1980) bzw. chloroplastidéar (Doremus & Jagendorf, 1985;
Shibata et al., 1986) identi zier t. Ebenfalls chloroplastidar sind laut Doremus (1986)
DHOase, OPRTase und ODCase, deren Lokalisation durch Praparation intakter Or-
ganellen und anschliel3ender Aktivitdtsbestimmung ermittelt wurde. Diese Ergebnisse
stehen in Kon ikt mit denen von Ashihara (1978) und Kanamori et al. (1980), die ATC-
ase, OPRTase und ODCase in Vinca rosea sowie OPRTase und ODCase in Phaseo-
lus mungo als vorwiegend cytosolisch beschrieben. Lovatt et al. (1979) konnten die
vollstédndige Pyrimidin de-novo Synthese in Chloroplasten freiem Gewebe von Cucur-
bita pepo nachweisen.

In Anbetracht dieser nicht eindeutigen Aussagen ist es von grof3em Interesse, den
Aspekt der Lokalisation vom molekularbiologischen Standpunkt zu erleuchten. Ein An-
satzpunkt ist die Suche nach mdglichen Targetsequenzen und Mustern auf Ebene des
Pra-Proteins [1.3.1, S.12]. Mit Hilfe von GFP-Fusionsproteinen [1.3.2, S.13] kann die
Lokalisation dann auf histologischer Ebene untersucht werden.

1.3.1. Computer gestitzte Lokalisationsv orher sage

Chloroplasten und Mitochondrien verfiigen tber ein eigenes Genom, welches im Falle
der Plastiden fur etwa 100 Proteine kodiert (Sugiura, 1989). Dennoch ist die Mehrheit
ihrer Proteine im Kern kodiert und diese miissen in Form von Pra-Proteinen aus dem
Cytoplasma importiert werden. Transitpeptidsequenzen am N-terminalen Teil des Pro-
teins ermoglichen die korrekte Adressierung in das entsprechende Organell (Robinson
et al., 1998; Peltier et al., 2000). Die Transitsequenzen werden nach Ankunft am Be-
stimmungsort proteolytisch entfernt (Robinson & Ellis, 1984; Hawlitschek et al., 1988).
Das Problem bei der Voraussage liegt in der Uneinheitlichkeit dieser Transitpeptide.
Sie sind zwischen 30 und 100 AS Einheiten lang und haben keine konservierten Ho-
mologie Blocke (von Heijne et al., 1989; Keegstra & Cline, 1999). Uber die Kompo-
sition der Aminosauren und deren Eigenschaften lassen sich Ruckschlisse ziehen
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auf die Lokalisation des Proteins und die vorgesehene Schnittstelle zwischen Tran-
sitpeptid und Protein. Mit Hilfe neuronaler Netzwerke [Tab. 1.2, S.13] kdnnen Wahr-
scheinlichkeiten errechnet werden, nach welchen das betreffende Protein in Mitochon-
drion, Plastid oder zur Sekretion ins ER dirigiert wird (TargetP, Predotar, PSORT). Es
sind auch Organellen-spezi sche Verfahren verfligbar. Sie ermitteln Targetsequenzen
und Schnittstellen fur plastidare (ChloroP), sekretorische (SignalP) oder mitochondria-
le (MitoProt) Proteine (Emanuelsson & Von Heijne, 2001). Andere Verfahren bedienen
sich neuronaler Netzwerke in Kombination mit logistischer Regression (PCLR).

Server URL Ref.

TargetP www.cbs.dtu.dk/services/TargetP Emanuelsson et al. (2000)
SignalP www.cbs.dtu.dk/services/SinalP Nielsen et al. (1997)
ChloroP  www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP Emanuelsson et al. (1999)
PCLR apicoplast.cis.upenn.edu/pclr Schein et al. (2001)
PSORT psort.nibb.ac.jp Nakai & Kanehisa (1992)

MitoProt  www.mips.biochem.mpg.de/cgi-bin/proj/medgen/mito lter ~ Claros & Vincens (1996)
Predotar  www.inra.fr/internet/produits/predotar

Tabelle 1.2.: Im Internet verfligbare Resourcen zur Lokalisationsanalyse (Juni 2002)

1.3.2. GFP Fusionspr oteine

Green Fluorescent Protein (GFP), eine Proteinfamilie isoliert aus marinen Invertebra-
ten wie z.B. Aequorea victoria (Hydrozoa), wurde von einer anfanglichen Kuriositéat
zum vielseitigen Marker fir Genexpression und Protein-Lokalisation (Kendall & Bad-
minton, 1998; Tsien, 1998). GFP eignet sich besonders gut als Reportergen in vivo,
da es nicht toxisch ist und seine Detektion weder invasiv, noch destruktiv ist.

Aequorea-GFP ist ein Protein aus 238 Aminosaureeinheiten (27 kD). Seine beiden
Absorptionsmaxima liegen bei 395 nm und 475 nm. Die Eigenschaften von GFP sind
aufRergewdhnlich. Anregung mit UV-Licht (395 nm) oder blauem Licht (475 nm) flhrt
zur Emission von leuchtend griiner Fluoreszens (510 nm). Dazu muf3 keinerlei Substrat
zugegeben werden, was einen klaren Vorteil zu anderen Reportergenen wie Lucifera-
se (LUC) oder b-Glucuronidase (GUS) bietet (Reichel et al., 1996). Das uoresz ente
Chromophor ist thermostabil bis 65°C, behélt seine Konformation in einem breiten pH
Bereich (5,5-11,0) und behalt seine Fluoreszenz auch nach langerer Behandlung mit
denaturierenden Agenzien wie Guanidin-HCI (bis 6 M), Harnstoff oder SDS (bis 1%)
(Cubitt et al., 1995). Auch wenn die Fluoreszens durch Hitze oder extreme pH-Werte
verloren geht, so kann sie in vielen Féllen wieder vollstandig renaturiert werden (Pras-
her et al., 1992).
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GFP eignet sich besonders gut zur Herstellung von Fusionsproteinen, einerseits we-
gen seiner geringen GroRRe (27 kD) (Grebenok et al., 1997) und andererseits aufgrund
der Tatsache, dal} es auch noch im fusionierten Zustand seine Fluoreszenz behalt
(Leffel et al., 1997). Somit lassen sich relativ einfach subzellulare Vorgéange beobach-
ten, wie z.B. Genexpression, Protein-Protein Wechselwirkungen, Proteinverteilung und
-lokalisation.

Diese Anwendungen wurden nochmals verbessert durch gezielten Austausch von
Aminoséduren am GFP-Chromophor (Cormack et al., 1996). Das modi zier te EGFP
(enhanced GFP) zeichnet sich beispielsweise durch eine Verschiebung der Anregungs-
maxima (395 nm und 475 nm) zu einem einzelnen langwelligerem Maximum (488 nm)
aus, einhergehend mit einer verstarkten Griin uoresz ens bei 507 nm.

Nicht zuletzt wegen ihrer relativ hohen Toleranz gegentiber der Photobleiche (Cubitt
et al.,, 1995) werden viele GFP gerne als Fluorophor in der Mikroskopie eingesetzt.
Obwohl einer der Gro3en Vorteile von GFP die Anwendung in lebendem Gewebe ist,
Ubersteht es auch Fixierungsprozeduren mit Glutaraldehyd oder Formaldehyd, voraus-
gesetzt die Fixierldsungen sind nicht zu sauer und enthalten keine stark denaturieren-
den organischen Lésemittel.

Die erfolgreichste und héu gste GFP-Anwendung ist die genetische Fusion mit Tra-
gerproteinen, deren Lokalisation man anschlie3end verfolgen kann. Dazu wird das
GFP kodierende Gen ,in frame* mit dem Gen, welches das endogene Protein kodiert,
fusioniert. Im Idealfall behalt dieses chimare Protein seine biologische Funktion und
Lokalisation, ist nun aber uoresz ent. GFP kann, abhangig vom Tragerprotein, an des-
sen Amino- oder Carboxyterminus fusioniert werden.

Die Herstellung transgener P anz en mit GFP-Konstrukten ist mittlerweile ein Routi-
neverfahren. In vielen Féllen scheint die Expression des GFP-Fusionsproteins keinerlei
sichtbare Auswirkungen auf Wachstum, Morphologie oder Fruchtbarkeit der transfor-
mierten P anz e zu haben (Hawes et al., 2001).

1.3.3. Confocale Laser Scanning Mikrosk opie

Confocale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM*) erméglicht hochau 6sende virtuelle
Schnitte durch Gewebe, ohne dessen Unversehrtheit zu beein ussen. Dabei werden
die fur klassische Hellfeldmikroskopie typischen Unschéarfen eliminiert, welche durch
Gewebeteile aul3erhalb des Fokus entstehen. Durch computergesteuerte Verschie-
bung des Fokus kdnnen Serien zweidimensonaler X-Y Ebenen (sog. Z-Serien) auf-

4Die Bezeichnung LCSM (Laser Confocal Scanning Microscopy) ist in der Litaratur ebenso vertreten.
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genommen werden, die sich mit entspechender Software zu dreidimensionalen An-
sichten des untersuchten Objektes zusammenfiigen lassen.

Gegenwartige CLSM-Systeme erlauben die synchrone Detektion von bis zu drei
Fluoreszensfarbstoffen. So lassen sich beispielsweise Zellkerne (DAPI), Chloroplasten
(Chlorophyll uoresz ens) und Mitochondrien (MitoTracker) zeitgleich in unterschiedli-
cher Colorierung im selben Bildausschnitt darstellen.

Viele Fluorochrome sind lichtemp ndlich und neigen dazu, innerhalb kirzester Zeit
auszubleichen. Durch Verwendung einer scharf begrenzten punktférmigen Lichtquelle
(Laserstrahl), welche die Objektebene in Zeilen abtastet, wird die Einwirkung energie-
reicher Lichtstrahlen auf das Objekt minimiert. Nur der unmittelbar beobachtete Aus-
schnitt wird beleuchtet. Dies ermdglicht die Aufnahme von Zeitserien, da das Gewebe
Uber langere Zeit physiologisch intakt bleiben kann. Die Kombination aus GFP mar-
kierten Proteinen und Confokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) beinhaltet ein
wertvolles Werkzeug zum Studium der Proteinlokalisation in subzellularen Komparti-
menten.

1.4. Modellor ganismen in der p anzlic hen Biotec hnologie

Viele biologische Aspekte sind in den meisten, wenn nicht sogar allen Organismen,
ahnlich. Es ist jedoch zuweilen einfacher, bestimmte Aspekte in speziellen Modell-
organismen zu untersuchen. Beispielsweise lassen sich genetische Untersuchungen
besser an kleinen, schnell wachsenden Organismen mit kurzen Generationszeiten und
kleinem Genom durchfuhren. Ergebnisse unterschiedlicher Experimente lassen sich
besser vergleichen, wenn sie am selben Organismus durchgefihrt wurden.

In der p anzlichen Molekularbiologie hat sich Arabidopsis thaliana aus der Familie
der Brassicaceae als ideales Studienobjekt bewéhrt. Arabidopsis dominiert durch sei-
ne Einfachheit. Die P anz e ist klein, leicht zu kultivieren, hat mit etwa sechs Wochen
einen kurzen Lebenszyklus und verfiigt tiber ein relativ kleines Genom (1,2 108 bp) mit
etwa 26.000 Genen. Zum Vergleich ist das Genom von Mais mit 2,5 10° bp, Kartoffel
mit 10° bp oder Weizen mit 1,6 10%° bp um ein Vielfaches gréRer.

Die vollstandige Sequenzierung aller finf Chromosomen durch die Arabidopsis-
Genome-Initiative (2000) stellt einen Meilenstein der p anzlichen Molekularbiologie
dar und verleiht der Erforschung anderer P anz en - insbesondere Nutzp anz en - einen
Schub. Durch die Verfugbarkeit der vollstandigen Sequenz kénnen nun molekulare
Aspekte unterschiedlichster Gene untersucht werden. Boldt & Zrenner (2002) bezeich-
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nen dies als Chance, mit molekulargenetischen Ansatzen Enzymeigenschaften und
deren Steuerung im p anzlichen Nukleotidstoffwechsel zu erforschen.

Warum Arabidopsis zur Modellp anz e erkoren wurde und nicht etwa Reis, Mais,
Weizen oder Kartoffel, [a3t sich nur mit den oben genannten Argumenten erklaren.
SchlieBlich ist das unscheinbare Kraut von keinerlei 6konomischem Nutzen. Um so in-
teressanter ist die Erforschung von Nutzp anz en mit den aus der Arabidopsisforschung
gewonnenen Erkenntnissen.

1.4.1. Solanum tuber osum als Modell-Nutzp anz e

Die Speisekartoffel Solanum tuberosum aus der Familie der Nachtschattengewéchse
(Solanaceae) ist nahe verwandt mit Tomate (Lycopersicon esculentum), Paprika (Cap-
sicum annuum) und Aubergine (Solanum melongena). Die Urspriinge der Kartoffel
liegen im Gebiet der Anden im heutigen Peru und Bolivien, wo noch schatzungswei-
se 180 wilde Arten vorkommen. Als Nutzp anz e wird sie seit mehr als 6.000 Jahren
kultiviert und kam im 16. Jahrhundert im Zuge der spanischen Eroberung Perus nach
Europa.

Die Kartoffel gehoért weltweit zu den wichtigsten Nahrungstragern. Gemessen am
der Weltjahresproduktion fur Nahrungsmittel werden Kartoffeln mit 300 Mio t nur von
Mais (600 Mio t), Weizen (550 Mio t) und Reis (530 Mio t) Ubertroffen und sind damit der
wichtigste Nahrungslieferant aus der Klasse der Dicotyledonae. Alle landwirtschaftlich
genutzten Kartoffel-Kultivare sind tetraploid (4n=48). Die Samen der Kartoffel kbnnen
nicht zur Vermehrung genutzt werden, da diese meist unfruchtbar sind. Statt dessen
verwendet man Knollen zur vegetativen Vermehrung.

Erkenntnisse, die man aus der Erforschung von Arabidopsis thaliana gewonnen hat,
kénnen auf Nutzp anz en wie die Kartoffel Gbertragen werden und hier fir physio-
logische Studien, Methoden zur Pathogenabwehr oder die Ertragsteigerung genutzt
werden. Ein bedeutender Fortschritt stellte die vollstdndige Sequenzierung des Arabi-
dopsis-Genoms dar (Arabidopsis-Genome-Initiative, 2000). Auch die zahlreichen Ara-
bidopsis Knockout Mutanten erdffnen wichtige Mdoglichkeiten in der Erforschung von
Nutzp anz en.
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1.4.2. Bedeutung transg ener P anz en zur Erforschung regulativer
Stoffwec hselv organg e

In den vergangenen 15-20 Jahren wurden beachtliche Erfolge auf dem Gebiet der
molekulargenetischen Manipulation des p anzlichen Stoffwechsels erzielt. Neben der
transienten Einbringung fremder Gene durch Partikelbeschul3 (Klein et al., 1988), wur-
den Methoden zur stabilen Transformation p anzlicher Zellen unter Verwendung von
Agrobacterium tumefaciens etabliert (Hernalsteens et al., 1980; Bevan, 1984; Horsch
et al., 1985). Damit ist es méglich, fremde oder p anz eneigene Gene unter Kontrolle
des jeweils gewtinschten Promotors ins p anzliche Genom einzubringen.

Eine sehr effektive Methode um Gene ,auszuschalten” ist die zufallige Insertion von
T-DNA in Stukturgene durch Agrobacterium. Eine solche Mutation fuhrt zu einer ,Null-
mutante®, die man gemeinhin als ,Knockout“-Mutante bezeichnet. T-DNA Mutagenese
ist derzeit die bevorzugte Methode zur Untersuchung von Strukturgenen in Arabidop-
sis (Krysan et al., 1999) und zunehmend auch in anderen Spezies wie z.B. Mais und
Reis. Die Vorziige und Nachteile dieser Methode werden ausfihrlich diskutiert von
Thorneycroft et al. (2001).

Im Gegensatz zur Knockout Technik, bei der durch Insertion ein Gen komplett aus-
geschaltet wird, kann die Expression eines Gens auch graduell reduziert werden. Man
spricht dann von ,Gene silencing”. Die Verwendung der ,antisense” Technik in P an-
zen (van der Krol et al., 1988) bietet eine Alternative, wenn ,Knockout* Mutanten nicht
verfugbar sind, das Gen einer Multigenfamilie angehort, oder die betreffende Mutati-
on letal ware (Stitt & Sonnewald, 1995). Eine weitere Moglichkeit der abgestuften und
gezielten Expressionsreduktion ist das Phanomen der ,,Co-Supression” (van der Krol
et al., 1990; Napoli et al., 1990).

In P anz en fasst man ,Antisense“-RNA und Co-Suppression unter dem Begriff ,,post-
translational gene silencing” (PTGS) zusammen (Vaucheret et al., 1998; Waterhouse
et al., 1998; Kooter et al., 1999; Smith et al., 2000; Stam et al., 2000). PTGS st ein
wirkungsvoller, spezi scher, intrazellularer Regulationsmechanismus, der sich wahr-
scheinlich aus der Notwendigkeit zur Abwehr von Virusinfektionen entwickelt hat (Wa-
terhouse et al., 1999). Dieser wird in Gang gesetzt, sobald die Transkriptmenge einen
Schwellenwert Uberschreitet (Jorgensen et al., 1998). Auch wenn der zugrunde lie-
gende Mechanismus noch nicht in allen Einzelheiten aufgeklart ist, so spielt doch in
beiden Fallen das Auftreten von Doppelstrang-RNA (dsRNA) eine Schlisselrolle (Wa-
terhouse et al., 1999). An deren Bildung ist womdglich cRNA beteiligt, die durch eine
RNA-abhangige RNA-Polymerase synthetisiert wird (Schiebel et al., 1993a,b; Fagard
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et al., 2000). Damit lassen sich direkte Parallelen zur ,RNA interference” (RNAI) zie-
hen, bei der durch Injektion von dsRNA in Nematoden und andere Invertebraten eine
drastische Reduktion der Genexpression erreicht wurde (Fire et al., 1998; Bosher &
Labouesse, 2000; Fagard et al., 2000). Die Reaktionen zu RNAi und PTGS nden im
Cytoplasma statt (Bosher & Labouesse, 2000).

Wahrend mit herkdmmlichen Antisense- oder Co-Suppressions-Konstrukten nur ei-
ne gemaRigte Reduktion der Genexpression erzeugt werden konnte, haben Wesley
et al. (2001) mit selbst-komplementarer ,hairpin“-RNA (hpRNA) ein wesentlich effek-
tiveres Verfahren demonstriert. Derartige Konstrukte tragen die entsprechende DNA
Sequenz sowohl in sense- als auch in antisense- Orientierung, wobei beide Teilse-
guenzen auch durch ein Intron miteinander verbunden werden kénnen. Das Transkript
kann durch seine ,inverted repeat“-Sequenz mit sich selbst hybridisieren und dsRNA
bilden. Transformierte P anz en zeigten je nach Gestaltung des Introns eine Reduktion
der Expression von 25-90% (Smith et al., 2000).

Transformiert man ein heterologes Gen unter Kontrolle eines starken Promotors, so
tritt in der Regel keine Co-Supression® auf. Das neu eingefiihrte Gen darf dabei fiir
ein p anzliches, oder auch fir ein weniger verwandtes, Protein kodieren. Auf diese
Art [&R3t sich beispielsweise die Aktivitét eines bestimmten Enzyms erhdhen, wenn das
artfremde Enzym keinerlei posttranslationaler oder metabolischer Kontrolle unterliegt
(Stitt & Sonnewald, 1995). Auch im Empfangerorganismus ganzlich unbekannte Gene
kénnen somit eingefiihrt werden, oder die Tansformation kann z.B. zu einer funktionel-
len Revertierung einer Knockout-Mutante fihren.

5Durch Mehrfachintegration und/oder durch Integration nahe an einem endogenen Promotor am 3'
Ende kénnen PTGS-Effekte eintreten (Waterhouse et al., 1998).
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die Erkenntnisse Uber die p anzliche Pyrimidin de-novo Synthese griindeten sich zu
Beginn der Arbeit weithgehend auf enzymatische Studien fraktionierter Gewebehomo-
genate (Lieberman & Kornberg, 1954; Mazus & Buchowicz, 1966, 1972; Kanamori
et al., 1980; Kanamori-Fukuda et al., 1981; Doremus, 1986; Doremus & Jagendorf,
1987). In den 90er Jahren wurden dartiber hinaus erstmals p anzliche Gene der Py-
rimidinsynthese kloniert (Williamson & Slocum, 1994; Nasr et al., 1994; Zhou et al.,
1998).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das in P anz en noch unbekannte und fur Di-
hydroorotase kodierene Gen pyrC zu klonieren. Dies soll mittels heterologer Kom-
plementation von E.coli Knockout-Mutanten mit cDNA aus Solanum tuberosum und
Arabidopsis thaliana erfolgen.

Das Gen soll in E.coli exprimiert, gereinigt und charakterisiert werden. Dazu soll
ein sensitiver Enzymassay auf der Basis einer nichtradioaktiven Detektionsmethode
entwickelt werden.

Die Ermittelung der vollstandigen 5' untranslatierten Region (5-UTR) des p anzli-
chen pyrC Gens soll Aufschlu3 Gber eventuell vorhandene Transitsequenzen und somit
Uber die subzellulare Lokalisation des Enzyms Dihydroorotase geben. Das Ergebnis
der Expression und Lokalisation mit Reportergen Fusionen (GFP) soll in Vergleich
gesetzt werden mit den z.T. widerspriichlichen Resultaten alterer Publikationen [1.3,
S.11].

Mit Hilfe transgener P anz en, die pyrC-Antisense mRNA exprimieren, soll der Ein-
ufl3 von reduziertem DHOase Gehalt auf Wachstum, Metabolismus und Nahrstoffver-
teilung untersucht werden. Im Gegenzug sollen P anz en mit einem heterologen pyrC
Gen (E.coli) transformiert werden, das unter der Kontrolle eines starken Promotors
(CaMV 35S, Franck et al. (1980)) bzw. eines gewebespezi schen Promotors (Patatin-
B33, Rocha-Sosa et al. (1989)) steht. Die Auswirkungen dieser globalen bzw. lokalen
Uberexpression einer nicht regulierten DHOase sollen weitere Einblicke in den Pyrimi-
din Metabolismus der P anz e geben und eventuell Mdglichkeiten zur Ertragssteige-
rung aufzeigen. Die Speisekartoffel Solanum tuberosum soll hierfiir als Modellp anz e
dienen.
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2.1. Materialien und Gerate

2.1.1. Spezielle Chemikalien

2.1.1.1. Antibiotika & Antim ykotika

Stammldsung geldst in Einsatz | Ansatz
Ampicillin 100 mg/ml 50 % Ethanol  1:1000 200 mg/ml in H,O; mit EtOH abs. auf Endkonz.
Amphotericin B 25mg/ml H,O
Chloramphenicol
Claforan 250 mg/ml - H,0 1:500
Kanamycin 50 mg/ml  H,O 1:1000
Rifampicin 50 mg/ml DMSO 1:1000
Tetracyclin 30 mg/ml 50 % Ethanol  1:1000

2.1.1.2. Antikorper

Anti Digoxigenin-AP ,Fab Fragments*“, Boehringer Mannheim/Roche

2.1.2. Spezielle Geréte

« Zentrifug en: Beckmann J2-21 mit Rotor JA14 (r=137mm); Eppendorf Centrifuge 5417R
mit Rotor F 45-30-11; Heraeus Megafuge 1.0R mit Rotor BS 4402/A; Heraeus Biofugel13

mit Rotor #3757

» Homog enisator : Schwingmiihle MM 300, Retsch GmbH; French Press, Glen Mills Inc.

 Hybridisierungsof en: Hybridiser HB-19 (Techne Cambridge, UK)

» Photometer : Uvikon Spektrophotometer 930 (Kontron Instruments); LKB Ultrospec I
(Pharmacia); SmartSpec 3000 (BIO-RAD); Anthos HT-2 (Anthos Mikrosysteme GmbH)

 Fluorimeter : Spektro uor imeter SFM25 (Kontron Instruments)

e HPLC: HPLC-Pump 422 (Kontron); Autosampler 360 (Kontron); Data-System 450 MT2

(Kontron); Absorbance Detector 757 (Applied Biosystems)
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PCR Thermoc ycler: T Personal Cycler (Biometra); T1 Thermocycler (Biometra); Robo-
cycler (Statagene)

Geldokumentation : Enhanced Analysis System (Herolab); ChemiDoc (BIO-RAD)
UV-Crosslinker : UV-Stratalinker (Stratagene)
Mikr osk opie Systeme :

— Olympus BX-40 fur Au icht Fluoreszenz Detektion mit CCD-Kamera Sony XC-75

— Leica DM IRBE mit Leica TCS SP2 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH)

Pipettier Roboter : Microprobe Il HT EX mit Gripper Integration Platform (Packard)
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2.1.3. Bakterienstamme

» Agrobacterium tumefaciens C58C1
RifR
» E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (Stratagene)
B F ompT hsdS(rg'mg-)dcm+ Tet" gall (DE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam']

« E.coli DH5a
supE44 Dlacu169(f 80 lacZ DM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

¢ E.coli IM109 (Promega)
endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (ry,m*) relAl supE44 (lac-proAB) [F' traD36 proAB
lacl9ZDM15]

« E.coli M15[pREP4] (Qiagen)
Nal® Str® rif® thi” lac” ara* gal* mtl” F" recA* uvr* lon*

« E.coli TOP10 (Invitrogen)
F" mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) f 80laczDM15 DiacX74 deoR recAl araD139 D(ara-leu)7697
galU galK rpsL (Str?) endAl nupG

¢ E.coli XL1-Blue (Stratagene)
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F' proAB lacl® ZDM15Tn10(Tet")]

» E.coli XL10-Gold (Stratagene)
TetRD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte
[F'proAB lacl9Z DM15Tn10(TetR) Amy CamR]

» E.coli CS101-2U5 (E.coli Genetic Stock Center)
Hfr fhuA22, pyrC45, fadL701(T2R), relAl, spoT1, metB1, creC510

» E.coli MA1004 (E.coli Genetic Stock Center)
Hfr lacZ43(Fs), | -, pyrD68, relAl, thi-1

* E.coli CA234 (E.coli Genetic Stock Center)
Hfr lacZ43(Fs), pyrD36, relAl, thi-1

2.1.4. Enzyme

Fur DNA Restriktionsverdaue wurden Enzyme von Roche, New England Biolabs und MBI-
Fermentas verwendet.

Fir die PCR wurden folgende DNA-Polymerasen verwendet: Taq DNA Polymerase (Qiagen);
SureStart™ Tag DNA Polymerase (Stratagene); Cloned Pfu DNA Polymerase (Stratagene);
PfuTurbo® Hotstart Polymerase (Stratagene)

Weitere zur Klonierung verwendeter Enzyme: T4 DNA Ligase (Promega)

Enzyme flr biochemische Analyse: a-Amylase (Roche); Amyloglucosidase (Roche); G6PDH
(Roche); Hexokinase (Roche); Invertase (Sigma); Peroxidase (Horseradish, Roche); PGI (Ro-
che)
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2.1.5. Membranen

Duralon UV (Stratagene); Immobilon-P 0,45 mm Porenweite (Millipore)

2.1.6. Elektr ophorese Standar ds

» Protein Standar d fir PAGE: Kaleidoscope prestained Standard (BIO-RAD); Broad Ran-
ge 10-250 kD (BIO-RAD, #161-0362); Marker 14,5-116 kD (Fermentas, #SM0431)

« DNA Standar d: SmartLadder 200bp - 10.000bp (Eurogentec)

2.1.7. Plasmide

pBluescript SK (Stratagene); pPCR-Script Amp (Stratagene); pCR4Blunt-T OPO (Invitro-
gen); pGEM-T Easy (Promega); pQE 9,10,11,60 (Qiagen); pBinAR (Hofgen & Willmitzer,
1992), puC 18,19

2.1.8. Panz en

Arabidopsis thaliana: Columbia 0, C24
Solanum tuberosum: cv. Solara, cv. Desireé

2.1.9. Software

Zur Fertigstellung dieser Dissertation eingesetzte, oder an der Erfassung und Aufbereitung von
Daten beteiligte Software mit Urheber.

Kommerzielle Software:

Windows2000 (Microsoft Corp.); Microsoft Excel2000 (Microsoft Corp.); Adobe Photoshop 5 LE
(Adobe Syst. Inc.); SigmaPlot2000 (SPSS Inc.); CorelDraw9 (Corel Corp.); Heurisko (Aeon);
Chromas 2.13 (Technelysium Pty Ltd, Australia); PMView2000 2.31 (P.Nielsen)

Fir den nicht kommerziellen Einsatz freie Software:

ISIS Draw 2.4 (MDL); StarOf ce 5.2 (Sun Microsystems)

Software unter der GPL! Richtlinie:

IATEX 2"/ MiKTeX 2.2 (www.miktex.org); TeXnic Center, 6.01b (ToolsCenter.org); GIMP 1.2.0
(Wilber & Sons); GSView 4.2 (Ghostgum); AFPL Ghostscript 7.04

Bioinf ormatisc he Dienste:

HUSAR? 5.0 basierend auf dem Wisconsin Package 10.2-UNIX (Genetics Computer Group,
Inc.)

1GNU Public Licence; www.gnu.org
2Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources
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2.2. Anzuc htbedingung en

2.2.1. Nahrmedien

¢ Mikroelemente 1000x: H3BO3 [120mg/l], ZnSO,4 7 H,0 [180 mg/l], Na,MoO, 2 H,0 [44 mg/l],
MnCl, 4 H,0O [180 mg/I]

* 6N-Ara: KH,PO, / K;HPO, [500 nM], KNO3 [1 mM], Ca(NOg3), [4 mM], MgSO, [500 nM], Fe-
EDTA [8 mg/l], Mikroelemente [1X]
2.2.2. Kartoff elkultur
2.2.2.1. Sterilkultur

Licht: 12 h ca. 80-100 nEs
Temperatur: 20°C
Feuchte: 60%

2.2.2.2. Klimakammer

Licht: 16 h ca. 350 nEs
Temperatur: 25°C (Lichtperiode), 15°C (Dunkelperiode)
Feuchte: 70%

2.2.2.3. Gewachshaus

Licht: 16 h
Temperatur: 20°C (Lichtperiode), 18°C (Dunkelperiode)
Feuchte: 50-60%

2.3. Mikrobiologisc he Methoden

2.3.1. Bakterielle Kulturmedien
2.3.1.1. Flussigmedien
» LB: Bacto Trypton [1% (g/v)], Hefeextrakt [0,5% (g/v)], NaCl [0,5% (g/Vv)], pH 7 (NaOH)

* YEB: Rinderextrakt [5 g/l], Hefeextrakt [1 g/l], Pepton [5 g/l], Saccarose [5 g/l], MgSO4 [2 mM]

* SOC: Bacto Trypton [2% (g/v)], Hefeextrakt [0,5% (g/v)], NaCl [10 mM], KCI [2,5 mM], MgCl,
[10 mM], MgSO,4 [10 mM], Glucose [20 mM]
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2.3.1.2. Selektions Agar

* M9-Agar: 7,5 g Agar wurden in 375 ml Aqua bidest. autoklaviert und nacheinander sterile L6-
sungen der Zuséatze zugegeben. Unter stdndigen Ruhren wurden 100 ml 5x M9-Salze [Na,;HPO,4
7H,0 64 g/l, KH,PO,4 15 g/l, NaCl 2,5 g/l, NH4CI 5 g/l], 10 ml Glucose [20% (g/Vv)], 500 m MgSO,4
[1M], 5 ml CaCl, [10 mM] und 1250 m IPTG [100 mM] zugegeben. Fir Mutante CS101 muf3ten
dariiber hinaus je 500 m Methionin [100 mM] und Thiamin [100 mM] zugegeben werden.

» LB-Agar: 7,5 g Agar in 500 ml LB Medium autoklavieren

* YEB-Agar: 7,5 g Agar in 500 ml YEB Medium autoklavieren

2.3.2. Lagerung von Bakterienstimmen

Zur Sicherung von Zellinien wurden Aliquots (850 m ) einer Ubernachtkultur mit 150 m steril-
Itr iertem Glycerin 87% (v/v) vermischt und in lssigem N, eingefroren. Lagerung der Zellen
bei -80°C.

2.3.3. Bestimm ung der Bakteriendic hte

Die Dichte einer Bakterienkultur wurde ermittelt tiber die Extinktion bei | =600 nm. Als Referenz
diente eine Kiivette mit bakterienfreiem Nahrmedium.

2.3.4. Herstellung transf ormationsk ompetenter Zellen
2.3.4.1. E.coli fur Hitzeschocktransf ormation

Eine Kolonie der zu transformierenden Zellen wurde in 1-2 ml y -Medium [Bacto Trypton 2%
(g/v), Hefeextrakt 0,5% (g/v), MgSO4 0,4% (g/v), KCI 0,84 g/l, pH 7,6 (KOH)] angeimpft und
uber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1 ml der Ubernachtkultur wurde zu 100 ml 'y -Medium gegeben
und bei 37°C unter Schiitteln inkubiert bis zum Erreichen einer optische Dichte des Mediums
bei | =600 nm von etwa 700 mOD. Als Referenz diente steriles Medium. Nach Erreichen der
gewilinschten optischen Dichte wurde die Zellsuspension auf Eis gestellt.

Die abgekhlten Zellen wurden in sterilen Zentrifugenbechern TFB1_ TFB2
5 Minuten mit 2460 rcf (4000 rpm, Beckmann J2-21 mit JA-14) K-Acetat 30 mM -
C o . . MOPS pH 7 - 10mMm
bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 30 ml TFB1 je MCly 50 mM )
100 ml Ansatz resuspendiert, 10 min auf Eis ruhen lassen und caCly 10mM  75mM
anschlieRend 5 min bei 2460 rcf (rpm wie oben) und 4°C zen- | R°¢I 100mM 10 mM
Glycerin (v/v) 15% 15%

trifugiert. Das Zellpellet wurde an der Sterilbank in 4 ml TFB2
je 100ml Ansatz suspendiert, in sterile GefalRe & 200 m aliquo- Tabelle 2.1.: TFB-Puffer
tiert und sofort in Ussigem N, gefroren. Die Zellaliquots kdnnen bei -80°C gelagert werden.
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2.3.4.2. Agrobakterium tumefaciens

100 ml YEB-Medium [Rinder Extrakt 5 g/l, Hefe Extrakt 1 g/l, Pepton 5 g/l, Saccharose 5 g/I,
MgSO4 2 mM] mit Rifampicin [100 mg/l] und Ampicillin [100 mg/I] wurden mit Agrobakterium
angeimpft und bei 28°C uiber Nacht wachsen lassen. Die Ubernachtkultur wurde zu 400 ml
YEB-Medium mit gleicher Konzentration an Rif und Amp gegeben und die Kultur bis zur Ab-
sorption (I =600 nm) von etwa 700 mOD heranwachsen lassen. Als Referenz diente nicht-
in zier tes YEB-Medium mit Rif und Amp. Die Kultur wurde in sterilen Zentrifugenbechern 20
Minuten bei 4500 rpm (Beckmann J2-21 mit JA-14) und 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden
mit je 10 ml sterilem, kaltem (4°C) TE-Puffer [TRIS 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 (HCI)] gewa-
schen. Danach wurden die Pellets in je 5 ml YEB-Medium ohne Antibiotika resuspendiert und
die Suspensionen vereinigt. Die Zellen wurden in ReaktionsgeféalRe zu je 500 m aliquotiert und
in Gssigem N, eingefroren. Die Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

2.3.5. Transformation von E.coli durch Hitzeschock

Zur Transformation von E.coli wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Dem Zellali-
qguot wurde die zu transformierende Plasmidlésung zugegeben, sanft gemischt und 15 Minuten
auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde fur 100 Sekunden auf 42°C erwarmt und anschlieRend 3
Minuten auf Eis inkubiert. Dem Transformationsansatz wurden 800 m SOC Medium [Bacto
Trypton 2% (g/v), Hefeextrakt 0,5% (g/v), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4
10 mM, Glucose 20 mM] zugegeben und 45 Minuten bei 37°C unter Bewegung inkubiert.

Der Zellansatz wurde kurz zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Sediment im ge-
winschten Volumen (100 m ) resuspendiert und auf Selektionsmedium ausgestrichen.

2.3.6. Transformation von Agrobakterium tumefaciens durch Elektr oporation

Die kompetenten Agrobakterium Zellen wurden auf Eis aufgetaut, die Plasmidlésung zugege-
ben und eine Minute auf Eis inkubiert. Die DNA/Bakteriensuspension (50 m ) wurde in eine
sterile, kalte Elektroporations Kiivette (2 mm Elektrodenabstand, BioRad) pipettiert. Nach Aus-
|[6sen des Pulses (2,5 kV, 25 nF, 200 W) wurde den Zellen sofort 1 ml SOC Medium [Bacto
Trypton 2% (g/v), Hefeextrakt 0,5% (g/v), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4
10 mM, Glucose 20 mM] zugegeben und eine Stunde bei 37°C unter Bewegung inkubiert.
Der Zellansatz wurde kurz zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Sediment im ge-
winschten Volumen (100 m ) resuspendiert und auf Selektionsmedium ausgestrichen.
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2.4. Verarbeitung von Nukleinsauren

2.4.1. Extraktion von Plasmid DNA aus Bakterien
2.4.1.1. Herstellung von TE-RNase

RNaseA wurde in sterilem Aqua bidest. [10 %] 10 Minuten bei 95°C erhitzt und langsam auf
RT abkihlen lassen. Diese Stammlésung wurde bei -20°C gelagert und bei Bedarf 1:100 in
sterilen TE-Puffer [TRIS 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4 (HCI)] aliquotiert. Die Gebrauchslésung
wurde bei RT oder 4°C gelagert.

2.4.1.2. Mini-Praparation von Plasmid DNA

3 ml LB Selektionsmedium wurden in sterilen Reagensgléasern mit der gewunschten Bakteri-
enkolonie angeimpft und tiber Nacht bei 37°C im standiger Bewegung gehalten. Von der Uber-
nachtkultur wurden 1,5-2 ml in sterile Mikroreaktionsgeféae tberfiihrt und 30 sec bei 2460
rcf (14000 rpm, Eppendorf Centrifuge) pelletiert. Das Pellet wurde in 100 m Praparationslo-
sung | [TRIS-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, Glucose 50 mM, pH 8] suspendiert. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch Zugabe von 200 m Praparationslosung Il [NaOH 200 mM, SDS 1% (g/V)].
Der Ansatz wurde gemischt und 1-2 min stehen lassen. Durch Zugabe von 150 m Praparati-
onslésung Il [K-Acetat 3 M, pH 4,8] wurde die chromosomale DNA geféallt. Zur Inaktivierung
zellularer Proteine wurden 200 m CIP-Losung [Chloroform, Isoamylalkohol, Phenol 24:1:24]
zugegeben und der Ansatz gut gevortext. Durch 5 min Zentrifugation bei 2460 rcf erfolgte die
Trennung der organischen von der wéassrigen Phase mit der Plasmid DNA. Diese wurde in ein
neues Mikroreaktionsgefaf? tiberfihrt.

Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 1 ml Ethanol abs. geféllt. Der Ansatz wurde
gevortext und 10 Minuten bei RT und 2460 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und verworfen. Das Pellet wurde in 500 m Ethanol 80 % (v/v) gewaschen und erneut 5 min mit
2460 rcf bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde griindlich und vorsichtig abgenommen und
verworfen. Das Pellet wurde in 30-50 M TE-Puffer/RNaseA aufgenommen und zur Eliminierung
der RNA ca. 15 Minuten bei RT inkubiert.

2.4.1.3. Maxi-Praparation von Plasmid DNA

In einem Weithals-Erlenmeyerkolben (1000 ml) werden 300 ml LB-Medium [Bacto Trypton 1%
(g/v), Hefeextrakt 0,5 % (g/v), NaCl 0,5 % (g/v), pH 7 (NaOH)] mit der gewlinschten Bakterien-
kolonie angeimpft und tber Nacht bei 37°C in standiger Bewegung gehalten.

Die Ubernacht-Kultur wurde gleichmaRig auf zwei Zentrifugenbecher verteilt und 5 min bei
4°C, 2460 rcf (4000 rpm, Beckmann Zentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.
Zu jedem Gefal3 wurden je 5 ml Praparationslésung | geben und die Zellen darin suspendiert.
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AnschlieRend wurden je 10 ml Praparationslésung Il zur Zellsuspension gegeben, geschwenkt
und 2-3 min stehen lassen. Danach wurden je 7,5 ml Praparationslésung Il zugegeben, ge-
schwenkt und 20 min bei 2460 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch eine Lage Miracloth
in 50 ml Reaktionsréhren Itr iert. Die Fallung der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 0,7
VT Isopropanol bei RT fiir 30 Minuten und anschlieBender Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C
und 6.000 rpm (Heraeus Megafuge 1.0R). Zur Reinigung der DNA Uber QIAGEN Saulen wur-
den die Pellets in je 1,5 ml sterilem H,O bidest. suspendiert, vereinigt und mit 600 m NaCl (5M)
und 400 m MOPS (0,5M pH 7,0) gepuffert. Protokoll laut Hersteller Angabe (Qiagen, 2000).

2.4.2. DNA Gelelektr ophorese

Laufpuffer und Gelpuffer wurde vor Gebrauch aus 50x TAE [242g TRIS, 57,1 ml Essigsaure,
18,6g EDTA, ad 100 ml, pH 8,2] mit Aqua bidest. verdiinnt. Zur Trennung von DNA Fragmenten
wurden TAE-Gele mit 1% (g/v) Agarose verwendet. Den zu trennenden Proben wurden 2—10 Vo-
lumen Probenauftragspuffer [Glycerin 30%, (v/v), EDTA 10 mM, Bromphenolblau 0,25% (g/v),
Xylencyanol 0,25% (g/v)] zugesetzt und die Gele in 1x TAE Puffer bei einer elektr. Feldstarke
von ca. 10-15 _= entwickelt.

2.4.3. Isolation von DNA-Fragmenten aus Agaroseg elen

Verwendet wurde das ,QIAquick” Verfahren der Firma QIAGEN. Die Puffer PE, QG und der
Elutionspuffer sind als gebrauchsfertige Losungen in dem QIAquick-System enthalten.

Die mit Restriktionsendonukleasen geschnittene und tber 1% TAE-Agarosegel getrennte
DNA wurde mit schwachem UV-Licht im Gel lokalisieret und mit einer sauberen Rasierklinge
ausgeschnitten. Die Gelblockchen wurden in tarierte Mikroreaktionsgefaf3e tberfuhrt und die
Masse des Gelstiickchens ermittelt. Die Isolation der DNA erfolgte geméafR dem ,QIAquick*
Protokoll (Qiagen, 2001). Zur Kontrolle und Konzentrationsbestimmung werden % Volumen
(3 m) auf ein 1% TAE-Agarosegel geladen.

2.4.4. Ligation linearisier ter DNA-Molekile in Plasmid vektoren

Die T4-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung der 5'-Phosphatgruppe zur
3'OH Gruppe zweier DNA-Enden.

« Ligation von PCR-Produkten ohne Baseniiberhang (,blunt-end*)
Zur Erh6éhung der Ligationsef zienz wurde das PCR-Script System (Stratagene) ver-
wendet. Die Methode ist veréffentlicht unter (Stratagene, 1999).

« Ligation von PCR-Produkten mit A-Baseniiberhang
Verwendet wurde das pGEM-T Easy Vektor System (Promega). Die Methode ist verof-
fentlicht unter (Promega, 1998).
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« Ligation von DNA-Fragmenten mit Basentberhang (,sticky*)
Vektor und zu ligierendes DNA-Fragment wurden mit T4-Ligase in einem molaren Ver-
héltnis Vektor zu Insert von 1:10 bzw. 1:3 bei 26°C fir eine Stunde ligiert.

2.4.5. Ermittlung der vollstandig en 5'-Region bekannter cDNA

Mit der RNA Ligase vermittelten RACE Technik (RLM-RACE) wurde der vollstandige 5'-Bereich
eines bekannten cDNA Klons ermittelt. Es wurde dazu das Generacer Kit (Invitrogen) einge-
setzt und streng nach Anleitung (Invitrogen, 2000) verfahren.

2.4.6. Isolation von RNA aus P anz engewebe

Die Gewinnung von planzlicher RNA erfolgte nach der Methode, beschrieben vom Zrenner
et al. (1995) und in speziellen Féallen mit Hilfe des Plant RNEasy Systems (Qiagen).

2.4.7. RNA Gelelektr ophorese

Die elektrophoretische Trennung von RNA wurde analog den von Lehrach et al. (1977) be-
schriebenen Methoden durchgefuhrt.

2.4.8. Northern Hybridisierung

Der Transfer der RNA auf die Nylonmembran (Duralon UV, Stratagene) erfolgte mittels Kapil-
larblot mit 10x SSC Puffer als Laufmittel. Nach etwa 6-8 Stunden ist der passive Transfer der
RNA auf die Membran beendet. Die Fixierung erfolgte durch Bestrahlung mit 120 mJ UV-Licht
bei 366 nm (Stratalinker 1800).

Die SSC-Stammldsung wurde 20x angesetzt [NaCl 3M, Na-Citrat 300 mM, pH 7,5-8] und
autoklaviert.

2.4.8.1. Prahybridisierung

ml

Die Prahybridisierung der Membran mit ca. 0,2 > Hybridisierungspuffer (DIG EasyHyb, Ro-
che) erfolgte zwei Stunden im Hybridisierungsofen (Hybridizer HB19, Techne) bei 50°C.

2.4.8.2. Herstellung der Sonde

Die mit DIG-11-dUTP (Roche) dotierte Sonde wurde mit Standard PCR Methoden synthetisiert.
Dabei ist das DIG-11-dUTP zu dTTP Verhéltnis 1:20.
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2.4.8.3. Hybridisierung

Die mit DIG-11-dUTP markierte DNA-Sonde wurde 10 Minuten bei 95°C denaturiert, anschlie-
Bend auf Eis gestellt und dem Hybridisierungspuffer zugegeben, so dalR ihre Konzentration
zwischen 5-25 % lag. Die Hybridisierung erfolgte tGiber Nacht bei gleicher Temperatur wie die
Prahybridisierung.

Die Sonden im Hybridisierungspuffer wurden mehrmals wiederverwendet. Vor erneutem
Einsatz muf3ten diese jedoch 5 Minuten bei 68°C denaturiert werden.

2.4.8.4. Detektion mittels Chemiluminesz enz

Die Hybridisierungslosung mit der Sonde wurde durch kurzes Wa- 10x Maleinsaurepuff er

schen mit Waschlésungl (2xSSC, 0.1% SDS) von der Membran ent- Maleins&ure iM
NaCl 15M
pH 7.5 mit NaOH

fernt. Unspezi sch gebundene Sonde wurde durch zweimaliges Wa-

schen der Membran mit Waschlésungl fur 15 Minuten bei 55°C und
weiteren zwei Waschungen mit Waschlésung2 (0.1x SSC, 0.1% SDS) fir je 10 Minuten bei bis
zu 65°C entfernt.

Nach der Waschung wurde die Membran fir wenige Mi-

10% Bloc kreagens

nuten bei RT in Detektionspufferl (1x Maleinsaurepuffer mit Blocking Reagens (Roche) 59
1x Maleinséurepuffer 50 mi

0.3% (v/v) Tween 20) aquilibriert. Freie Bindungsstellen auf
der Membran wurden abgeséttigt durch eine Stunde Inkubation in Detektionspuffer2 (Detekti-
onspufferl mit 1% Blocking Reagens) bei RT.

Das Antikérper Konjugat (Anti DIG, FAB-Fragments) wurde 1:10.000 in Detektionspuffer2
verdiinnt und die Membran darin 45 Minuten bei RT inkubiert. Uberschiissige Antikdrperlosung
wurde durch zweimaliges Waschen (je 15 Minuten) mit Detektionspufferl entfernt.

Die Membran wurde 5 Minuten in AP Puffer [TRIS 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM;
pH 9.5 mit HCI] aquilibriert, anschlieRend mit gebrauchsfertiger Substratiésung CDP-Star (Ro-
che) benetzt und in Klarsichtfolie gelegt. Mit einer Gummihandwalze wurde die Substratldsung
grundlich von der Membran gepresst und die Folie anschlieRend verschweif3t. Die Detektion
der Chemilumineszenz erfolgte in einer Filmkassette mit Hyper Im ECL (Amersham).
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2.5. Bioc hemisc he Methoden

2.5.1. Homog enisation von P anz engewebe
2.5.1.1. Homog enisation mit Morser

GrolRRere Mengen leicht homogenisierbaren, gefrorenen P anz enmaterials wurden in N, ge-
kiihlten Keramikmdrsern zerkleinert und dort entweder direkt extrahiert oder in gekihlte Mikro-
reaktionsgefalie eingewogen.

2.5.1.2. Homog enisation mit Schwingmuhle

In Ussigem Stickstoff (-195,8°C) gefrorenes Planzengewebe wurde mittels Homogenisator
(Retsch) fein pulverisiert. Fir groRe Blatter wurden Mahlbecher aus Edelstahl mit 20 mm Wolf-
ramcarbid (WC) Kugeln eingesetzt. Kleine Gewebeproben wurden in Mikroreaktionsgefafen
mit Edelstahl- oder Wolframcarbid-Kugeln (85 mm) eine Minute bei 20 Hz homogenisiert.

Hartes Gewebe wie Kartoffelscheiben (g5 mm, 1 mm) wurde mit der 2-Kugel Methode in
2 ml MikroreaktionsgefaRen pulverisiert. Eine 5 mm Kugel reicht bis zum konischen Boden
des Gefalies, wahrend eine dariiber liegende 9 mm Kugel fiir den notwendigen Impuls sorgt.
Homogenisiert wurde eine Minute, beginnend mit 30 Hz. Nach 5-10 sek. wurde die Frequenz
auf 20 Hz gesenkt.

2.5.2. Ethanolisc he Extraktion

Die hier beschriebene Methode ist optimiert auf die Verarbeitung der Proben mit den Pipettier
Roboter und die Messung am Microplatten Photometer.

Etwa 20 mg fein homogenisiertes [vgl. Abschnitt 2.5.1], gefrorenes P anz enmaterial wurde
in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? mit Schraubdeckel eingewogen. Die Extraktion erfolgte in drei
Schritten bei dicht geschlossenem Deckel, beginnend mit 250 m Ethanol 80% (v/v) bei 80°C.
Nach 20 Minuten wird die Probe zentrifugiert (5 min, 16.000g) und der Uberstand in eine kalte
(4°C) 96-deep-well Mikrotiterplatte (Qiagen) Uberfiihrt. Das Sediment wurde im zweiten Schritt
mit 150 m Ethanol 80% (v/v) resuspendiert und wiederum 20 Minuten bei 80°C inkubiert, da-
nach zentrifugiert und der Uberstand mit dem des ersten Extraktionsschrittes vereinigt. Im letz-
te Schritt wurde das Sediment mit 250 ml Ethanol 50% (v/v) resuspendiert, weitere 20 Minuten
bei 80°C inkubiert und anschlieRend zentrifugiert. Der Uberstand wurde griindlich abgenom-
men und mit den Uberstanden des ersten und zweiten Schrittes vereinigt. Das Sediment wurde
zur Starkebestimmung verwendet.
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2.5.3. TCA-Extraktion

Etwa 200 mg P anz engewebe wurde in N, gekihlten Morsern in lissigem N, homogenisiert.
Dem Homogenat wurden 1,5 ml TCA/Diethylether Lésung (16% g/v) zugegeben und bis zur
Erstarrung weiter gemorsert. Zur Vermeidung von Kondensationsfeuchte wurde der Morser
abgedeckt. Nach Ver issigung der Probe (ca. 10-15 Minuten) wurden 800 ml TCA/Wasser
[16% (g/g)] zugegeben und mit der Probe vermengt. Die (ssige Suspension wurde in ein 2ml
ReaktionsgefaR tiberfiihrt, mit wassergesattigtem? Diethylether tiberschichtet, drei Stunden auf
Eis inkubiert und anschlieend 5 Minuten bei 2460 rcf und 4°C zentrifugiert.

Die wassrige Phase wurde in ein neues Gefal Uberfiihrt, mehrmals (3-4) mit eiskaltem, was-
sergesattigtem Diethylether gewaschen und zentrifugiert. Die organische Phase wurde nach
jedem Schritt abgenommen und verworfen. Am Ende der Waschprozedur wurde der Extrakt
mit 5M KOH (in 1M TEA geldst) vorsichtig in den pH Bereich 5-7 titriert*. Die neutralisierten
Extrakte wurden in Ussigem N, gefroren und bei -80°C gelagert.

2.5.4. Denaturierende Proteinisolation und PAGE

In einem 1,5 ml Reaktionsgefal mit Schraubdeckel wur- 250 MM TRIS-HCI pH 6,9

de eine de nier te Menge homogenisiertes und gefrore- 8% SDS (g/v)

nes Gewebe mit 10 m 1x Probenpuffer je Milligramm 40 %  Glycerin (V/v)
Frischgewicht aufgenommen und 10 Minuten bei 95°C 20% b-Mercaptoethanol (v/v)
denaturiert. Unlésliche Partikel wurden durch eine Minu- <0,1% Bromphenolblau (g/v)

te Zentrifugation bei max. Drehzahl (Tischzentrifuge) am
Tabelle 2.2.: 4x Probenpuffer

Boden des GefaRes gesammelt und die gelésten Prote-

ine mit einer Hamilton Spritze aus dem Uberstand genommen. Zur elektrophoretischen Tren-

nung der Proteine wurden Polyacrylamidgele (10% bzw 12.5%) mit TRIS-Laufpuffer (TRIS

1,23 4, Glycin 7,2 4, SDS 0,1% (g/v)) in Protean Minigelsystemen (BioRad) verwendet.

Trenng el Sammelg el

10% 125% 3,9%

Acrylamid/Bisacrylamid (29,2:0,8) 6 ml 7,5 ml 1,3 ml
TRIS-HCI 3M pH 8,8 225ml 2,25 ml -
TRIS-HCI 1M pH 6,9 - - 2,5ml
Aqua bidest. 9,4 ml 7,9 ml 6,1 ml
SDS 10% (g/v) 180 mi 180 mi 100 m
APS 10% (g/v) 135 m 135 m 50 m
TEMED 5m 15m 0m

Tabelle 2.3.: Komponenten zur Herstellung denaturierender PAA Gele.

Die Gele wurden in der Sammelphase spannungslimitiert mit 200 V und in der Trennphase mit
180-200 V entwickelt. Die Laufweite richtete sich nach der GréRRe des gesuchten Proteins.

3Vorratsldsung mit einigen ml Aqua bidest. unterschichten
4Extrakt sollte nicht alkalisch werden; ggf. mit TCA/Diethylether ansduern
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2.5.5. Direkte Visualisierung der Proteine im Gel
2.5.5.1. SYPRO Orange

SYPRO-Orange (BIO-RAD) ist eine sensitive Farbemethode mit geringem Hintergrund. Es bie-
tet die Option, das Gel im Anschlul3 zum Western Transfer verwenden zu kénnen. Die Fluo-
reszenz der mit SYPRO Orange geférbten Proteine erreicht durch UV-Anregung mit 302 nm
ein Emissionsmaximum bei etwa 590 nm. Zur vollen Ausnutzung der Sensitivitat muf3 das Gel
digital erfafl3t werden. Es dirfen nur ungeférbte Protein Standards verwendet werden. Mit Coo-
massie vorgeféarbte Standards binden kein SYPRO Orange und oureszieren somit nicht.

Zur Farbung wurde das Gel 30 Minuten in 50 ml Essigsaure (7,5 %) mit 10 m SYPRO
Orange unter leichtem Schwenken inkubiert. Zum Schutz des Farbstoffes vor Licht wurde die
Farbeschale abgedeckt. Nach 30 Minuten wurde das Gel fir genau 30 Sekunden in frischer Es-
sigsaure (7,5%) gewaschen und gleich darauf am Geldokumentationssystem aufgenommen.
War das Signal zu schwach, konnte nachgefarbt werden. Eine Uberfarbung tritt nicht ein.

2.5.5.2. Coomassie Brilliant Blau

Nach dem Lauf wurde das Gel fur 10-20 Minuten in Coomas- Coomassie Farbelosung

sie Farbeltsung getaucht und unter leichtem Schwenken inkubiert. R-250 02% (g
. . .o . G-250 0,05% (giv)

0 -
Anschlieend wurde das Gel in Entfarbelésung [7% (v/v) Essig Ethanol £25% (W)
séure, 10% (v/v) Ethanol] geschwenkt® bis zum Aufklaren des Hin- Methanol 5%  (VIv)
tergrundes vor den blauen Proteinbanden. Gebrauchter Entfarber | Essigsaure 109  (viv)
Wasser 425%  (viv)

wurde durch Aktivkohlebehandlung regeneriert und tiber einen Pa-
pier Iter von Kohlepartikeln getrennt.

2.5.6. Western Transfer und immunologisc he Detektion

Die durch SDS-PAGE getrennten Proteine wurden im semi-dry Verfahren (Khyse-Anderson,
1984) elektrophoretisch vom Sammelgel auf eine PVDF (Immobilon-P, Millipore) Membran
Ubertragen.

Das Trenngel wurde vom Sammelgel befreit und 5 Minuten in Transferpuffer [TRIS 48 mM,
Glycin 39 mM, Methanol 10% (v/v)] aquilibriert. Die Membran wurde fiir einige Sekunden in
Methanol befeuchtet und dann mit dem Filter ies in Transferpuffer getrankt. Auf der befeuch-
teten Anodenplatte werden nacheinander luftblasenfrei 1.Filter ies , Membran, Gel, 2.Filter ies
und schlief3lich die Kathodenplatte aufgelegt.

Der Transfer erfolgte 45-60 Minuten spannungslimitiert bei 20V und einer initialen Stomstér-
ke von 1,5 bis 3 cm_mAZ' Gegen Ende des Transfers sinkt die Stromstéarke merklich ab.

Smehrfacher Wechsel der Lésung beschleunigt den Vorgang
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2.5.6.1. Transferkontrolle mit Ponceau-S

Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran 3 Minuten 10x Ponceau-S

in 1x Ponceau-S geschwenkt und anschlie3end mit Aqua bidest. TCA 309
. . . Sulfonsalicylséure 30

gewaschen bis sich rote Banden vom Hintergrund abhoben. Y 9

Ponceau-S 29

Aqua bidest. auf 100 ml

2.5.6.2. Immunodetektion

Zur Vermeidung unspezi scher Antikdrperbindung an die Membran wurde diese mit Protein
gesattigt. Dazu wurde sie mindestens 30 Minuten bei RT in Blocklésung [5 % (g/v) Magermilch-
pulver (Blotto, BIORAD) in TBST] inkubiert.

AnschlieBend wurde die Membran 1 Stunde mit dem Primaranti- TBST
kérper [1:50 in 1/2x Blocklésung]® inkubiert. Die Membran wurde kurz TRIS 20 mM
: , L NaCl 500 mM
mit TBS [TBST ohne Tween20] Puffer gespiilt, und in einem neuen Tween 20 (gh) 0.1 %

Gefall 5 Minuten in TBS, 10 Minuten in TBST und 10 Minuten in TBS pH 7,5 mit HCI
gewaschen. Danach wurde sie 1 Stunde mit dem Sekundéarantikor-

per [Ziege anti Kaninchen, konjugiert mit alkalischer Phosphatase 1:3000 in 1/2x Blockldsung]
inkubiert und anschlieBend gewaschen wie zuvor. Vor der Detektion wurde die Membran 5 Mi-
nuten in AP-Puffer [100 mM TRIS, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5 (HCI)] aquilibriert. Die
Detektion mittels Chemilumineszenz wurde analog zu Abschnitt 2.4.8.4 [S.30] durchgefihrt.

Alternativ zur Chemilumineszenz kann die Detektion auch direkt auf der Membran durch
Farbstoffprazipitation erfolgen. Dabei entsteht unter Einwirkung der Alkalischen Phosphatase
aus den Substraten NBT’ und BCIP® ein blauer Azofarbstoff, der am Ort seiner Entstehung
prazipitiert. Das Verfahren ist gut geeignet fiur sehr schwache Signale und kann im Anschluf? an
eine unbefriedigende Chemilumineszenz Detektion durchgefiihrt werden. Eine Quanti zier ung
starker Signale ist u.U. ungenau, da dann das Prazipitat die Alkalische Phospatase blockiert.

Die Substrate NBT [50 T2 in DMF] und BCIP [25 T in DMF] wurden 1:150 in AP-Puffer
angesetzt und die Membran darin inkubiert bis die gewlinsche Farbintensitét sichtbar war. Die
Reaktion wurde gestoppt durch kurzes Waschen in Agua bidest. und anschlieBender Trockung
der Membran auf Filterpapier.

2.5.7. Enzyme xtraktion aus P anz engewebe

Die Aufgabe des Enzymextraktionspuffers ist die Stabilisierung der Enzyme und die sofortige
Inaktivierung von Proteasen. Der Puffer kann mit Ausnahme der Proteaseinhibitoren Benzami-
din, e Aminocapronséaure, und PMSF als Vorratslésung bereitet werden. PMSF hat in wassriger

5Verdiinnung empirisch ermittelt fiir den Orotase Peptid Antikérper
74'-Nitro-tetrazoliumblau
85-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat
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Ldsung eine Halbwertszeit von 15-30 Minuten und muf3 daher unmittelbar vor der Extraktion
aus der Stammldsung [100 mM in Isopropanol] zugegeben werden. Sofern der geplante enzy-
matische Assay dies zulafit, kann dem Extraktionspuffer DTT [10 mM] zugegeben werden.

Das zu untersuchende Gewebe wurde mit Hilfe einer Homoge- Extraktionspuff_er

nisiermihle (Retsch) unter N, Kilhlung gemahlen (vgl. Abschnitt HEPES pH 6,8 50 mM
2.5.1,S.31). Dem Homogenat wurde ca. 1-2 Volumenteile PVPP iiﬁ @) Zsofnj\/;l’
und Extraktionspuffer im Verhaltnis 1:5 (g/v) zugegeben und noch MgCl, 5mM
vor der Erstarrung mit einem Microspatel grob vermengt. Die Pro- E(D;/; 1 Em
be wurde auf Eis gestellt und in kurzen Abstanden gevortext bis Glycerin (viv) 10 %
zum Auftauen des Puffers. Nicht I6sliche Bestandteile werden Benzamidin 2mM

e-Aminocapronsaure 2 mM
PMSF 1mM

durch Zentrifugation (2 min 4°C, 16.000g) sedimentiert und der

Uberstand in ein neues GefaR Uberfihrt.

2.5.8. Native Proteine xtraktion aus E.coli

4 ml einer E.coli Ubernachtkultur mit dem pyrD Gen aus E.coli im Expressionsvektor pQE60
wurde zu 400 ml LB Medium mit 100 @ Ampicillin Gberimpft. Nach erreichen einer optischen
Dichte (I =600 nm) von 0,5 wurden die Zellen mit IPTG [1 mM] fur 2 Stunden induziert, 5 min
bei 4.000 rpm (Beckman JA14) zentrifugiert, das Pellet mit N, (l) gefrostet und bei -80°C bis zur
weiteren Verwertung gelagert.

Das gefrorene Zellpellet wurde in 12ml Aufschlusspuffer (3 ml/200 ml Medium) mit PMSF
[1 mM] resuspendiert. Die Zellen wurden mittels French-Press homogenisiert und 30 min bei
4°C und 50.000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine praequilibrierte Ni-NTA (Qiagen)
S4ule geladen, die mit einer Econo Gradient Pump (BioRad) gekoppelt war. Zur Uberwachung
der Bindung und Elution des Proteins war ein Econo UV-Monitor (260 nm) vor den Proben-
sammler geschaltet, der die prazise Zuordnung des Protein Peaks zu den gesammelten Frak-
tionen ermdglichte.

AP WP EP
HEPES pH 7,6 (KOH) | 20 mM | 20 mM 20 mM
MgCl, 5mM 5mM 5 mM
Imidazol 5mM | 25mM | 250 mM
Saccharose (g/v) 10 % 10 % 10 %

Tabelle 2.4.: Puffer zur nativen Proteinextraktion aus E.coli. BP: Aufschlusspuffer zum Aufbrechen der
Zellen. WP: Waschpuffer, entfernt unspezi sch gebundene Proteine. EP: Eluierungspuffer, ver-
drangt 6xHis von Ni-NTA Matrix.

Die Pumpgeschwindigkeit fir alle Reinigungsschritte betrug 1 % Nach Beladung der Sau-

le mit dem Zellextrakt (12 ml) wurde nochmals mit 2 ml Brechpuffer die Leitung gespult. Unspe-
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zi sch gebundenes Protein wurde mit Waschpuffer von der Sadulenmatrix eluiert. Die Eluierung
des N-terminal mit sechs Histidin dotierten Enzyms DHODH erfolgte mit 10 ml Eluierungspuf-
fer. Die Fraktionen mit der héchsten Absorption wurden vereinigt und direkt zum Aktivitédtsassay
verwendet.

2.5.9. DHODH Aktivitats Assay in E.coli

Der Assay diente zur Aktivitats-Kontrolle von E.coli DHODH Uberexpressionskulturen. Der
Nachweis® beruht auf der Oxigenase Eigenschatft der E.coli DHODH.

Die Induktion der Kulturen erfolgte wie unter 2.5.8 [S.35] be- Reaktionspuff er

schrieben. Die Bakteriensedimente wurden in 100 M TE Puf- 2VT  PMS20mM
10VT  MTT 10 mM

50 VT  Tricin/KOH 200 mM pH 8
je 10 m der Suspension auf zwei Zellen einer Mikrotiterplatte 5VT  Triton-X100 10 % (v/v)
33VT  Wasser

fer mit 200 mM NacCl resuspendiert. Nach 2-5 Minuten wurden

aliquotiert, mit jeweils 10 m Lysozym [20 mg/ml] versetzt, gut
vermischt und 10 Minuten bei RT inkubiert. Lysozym verdaut die Mureinschicht um die Bakte-
rienzelle. Die Lyse der Zellmembranen erfolgte mit 2 m Triton-X100 [1%] unter vorheriger Zu-
gabe von 2 m PMSF [100 mM in 2-Propanol] und anschlieRender griindlicher Duchmischung.
Nach 10 Minuten Inkubation bei RT wurden 50 ml Aqua bidest. zugegeben, geschittelt und fir
weitere 2-5 Minuten bei RT inkubiert.

Unmittelbar vor der Messung wurde jeder Kammer 100 ml Tricin/KOH-Puffer [L00 mM pH 8
mit PMS 2 mM, MTT 1 mM, TritonX-100 0,5%] zugegeben. Der Nachweis beruht auf der Reduk-
tion des Tetrazoliumsalzes MTT durch Dehydrogenasen, wodurch sich ein blaues Formazan
Produkt bildet (Lippold, 1982). Gemessen wurde die Absorption bei 570 nm in 30 Sekunden-
Intervallen bis die Reaktionsgeschwindigkeit nach etwa 10 Minuten einen stabilen Wert an-
nahm. Danach wurde einem der Duplikate eines jeden Klons 2 m Dihydroorotat [100 mM] als
Substrat zugegeben.

2.5.10. DHOase Aktivitdts Assay

Der hier gezeigt Assay beruht auf der Eigenschaft der E.coli-DHODH, die anfallenden Elektro-
nen und H* lonen auf Sauerstoff (Ox. Zahl 0) zu Uibertragen. Das dabei entstehende Wasser-
stoffperoxid'® kann von dem Enzym Peroxidase gespalten werden. Die daraus resultierenden
freien Radikale oxidieren eine chromogene Substanz (Amplex Red) und machen sie optisch
anregbar bei 560 nm. Die emittierte Fluoreszenz hat ihr Maximum bei 587 nm und kann detek-
tiert werden. Die Detektion ndet somit in einem Teil des sichtbaren Spektrums statt, in dem
es relativ wenige Stérungen durch Absorption und Emission anderer Substanzen gibt.

9Methode adaptiert auf DHODH von Yves Gibon.
100xidationszahl beider Sauerstoffatome: -1
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Als Hilfsenzyme wurden DHODH aus E.coli und Peroxidase (HRP) aus Meerrettich (Roche)
im Uberschul? eingesetzt. Zur Detektion wurde das Fluorimeter SFM25 der Firma Kontron-
Instruments verwendet. Die Messung erfolgte bei konstant 25°C (Wasser-temperiert) unter
standiger Durchmischung (Te on Rihr sch) in Fluorimeterkivetten der Firma Sigma.

2.5.10.1. Bereitung der Extrakte

Die Reaktion kann durch Reste von Reduktionsmitteln wie DTT oder 2-Mercaptoethanol emp-
ndlich gestort werden. Es ist daher auf eine méglichst geringe Konzentration dieser Substan-
zen im Extraktionspuffer zu achten (griines Gewebe 5 mM, Knollen 1 mM). Zur Vermeidung
von Oxidationen, bedingt durch den Sauerstoff aus der Luft, kann die Probe mit Argon Uber-
schichtet werden.

Das P anz enmatrial wird wie in Abschnitt 2.5.7 beschrieben aufgeschlossen und mit Reak-
tionspuffer (HEPES 50 mM pH 6.8, MgCl, 5 mM, ZnSO4 5 nM) 1:10 (v/v) verdinnt.

2.5.10.2. Assay

Die Klvette wurde mit 1950 m Reaktionspuffer befillt und zur Temperierung in das Fluorimeter
gestellt. Nach Zugabe von 15 ml HRP (250 U/ml) und 10 m Extrakt a8t man den Ansatz flr
einge Sekunden inkubieren, gibt anschlieBend 0,5 m AmplexRed [2 mM] zu und startet die
Aufzeichnung. Unmittelbar nach dem Start gibt man 5 M DHODH zu und wartet, bis die Zunah-
me der Hintergrund uoresz enz einen konstanten Wert annimmt (Nullwert). Die nachtragliche
Zugabe der DHODH resultierte in einer kurzen Zunahme der Fluoreszenz und diente der Kon-
trolle des Assays. Dabei wird binnen weniger Sekunden im Extrakt vorhandenes Dihydroorotat
verbraucht.

Der Start der Messung erfolgte durch Zugabe von 20 m Carbamoyl-Aspartat [100 mM]. Die
Reaktion wurde mehrere Minuten verfolgt bis die Zunahme der Fluoreszenz einen konstanten
Wert annahm. Von der gemessenen Zunahme wurde der Nullwert subtrahiert.

2.5.11. Zucker-, Protein und Starkebestimm ung

Glucose, Fructose, Saccharose, Protein und Starke wurden in 96-well Mikrotiterplatten am
ELISA-Reader gemessen.

2.5.11.1. Bestimm ung l6slic her Zucker

Unter den loslichen Zuckern wurden Glucose, Fructose und Saccharose in ethanolischen Ex-
trakten [2.5.2, S.31] bestimmt, die der Pipettierroboter jeweils in Duplikaten zu 50 m auf die
Mikrotiterplatte plaziert hatte. Reaktionspuffer, ausreichend fur eine Mikrotiterplatte: 15,5 ml
Imidazolpuffer [L00 mM, MgCl, 3 mM, pH 6,9 (HCI)], 480 m ATP [60 1], 480 m NADP [36 2],
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200 m G6PDH! [80 m Susp. geldst in 200 m Puffer]. Zum Extrakt wurden 160 m Reaktions-
puffer pipettiert, die Platte geschiittelt, ggf Luftblasen entfernt und die Messung gestartet. Die
Kinetik der Reaktion wurde Uber einen Zeitraum von 2 Stunden mit einer Messung pro Minute
bei | =340 nm ermittelt. Dabei wurden nach Stabilisierung von DOD sukzessive die einzelnem
Reaktionen durch Zugabe folgender Enzyme gestartet: 1 m Hexokinase [120 m Susp. geldst in
200 m Imidazolpuffer 0,1M], 1 m Phosphoglucoisomerase [60 m Suspension geldst in 200 m
Imidazolpuffer 0,1M], 2 m Invertase [geséttigte Lésung in 200 m Puffer 0,1M].

2.5.11.2. Proteinaufsc hlu3 und -Bestimm ung

Das unlésliche Sediment der ethanolischen Extraktion [2.5.2, S.31] wurde im Schraubdeckel-
gefald mit 400 m 0,1M NaOH versetzt, gevortext und 30 Minuten bei 95°C inkubiert. Nach dem
abkihlen auf RT wurde das GefaR nochmals gevortext und 5 Minuten bei ca. 16.000g zen-
trifugiert. Mit dem Roboter wurden vom Uberstand 3 mi in Duplikaten auf die Mikrotiterplatte
Ubertragen. Zusatzlich wurde auf die Platte je 3 m eines BSA Standard in den Konzentrationen
0, 80, 160, 240, 320 und 400 % [0,1M NaOH] pipettiert. Zu jeder Probe wurden 160 m einer
Verdiinnung (20 %, frisch) der Bradfordstammldsung pipettiert. Die Platte wurde geschittelt
und 5 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die ODsg5 am ELISA-Reader ermittelt.
Die Proteinkonzentration errechnet sich aus der Steigung der Eichgeraden. Von der ermittelten
OD ist die des Nullwertes der proteinfreien Probe abzuziehen.

2.5.11.3. Stéarkeaufsc hluf3 und -Bestimm ung

Pellet und Uberstand des Proteinaufschlusses wurden mit 80 m HCI/Acetatpuffer [0,5 M HCI,
0,1 M Na-Acetat, pH 4,9 (NaOH)] versetzt und griindlich suspendiert. 200 m der Suspension
wurden in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® aliquotiert. Unmittelbar vor dem Transfer wurde
jede Suspension nochmals grundlich suspendiert. Zur Hydrolyse der Starke wurde jeder Sus-
pension 300 m Amylasepuffer [500 m Amyloglucosidase, 5 m a-Amylase, suspendiertin 25 ml
50 mM Na-Acetatpuffer] zugegeben, das geschlossene Gefald 10-16 Stunden bei 37°C inku-
biert und anschlieend 5 Minuten bei 16.000g zentrifugiert.

Reaktionspuffer'?: 15,5 ml HEPES-Puffer [100 mM, MgCl, 3 mM, pH 7 (KOH)], 480 m ATP
[60 %9], 480 m NADP [36 %Q], 200 m G6PDH [80 m Susp. geldst in 200 m Puffer].

Aus dem Uberstand wurden 10-50 m zur Glucosebestimmung in Duplikaten auf eine Mikro-
titerplatte Ubertragen, mit 160 m Reaktionspuffer versetzt und anschlieBend geschiittelt. Die
Kinetik der Reaktion wurde (ber 1 Stunde mit einer Messung pro Minute bei | =340 nm ermit-
telt. Nach Stabilisierung von DOD wurde die Messung gestartet mit 2 m Hexokinase [120 m
Susp. geldst in 200 m Puffer 0,1M].

11Glucose-6-phosphat Dehydrogenase
2ausreichend fiir eine Mikrotiterplatte
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2.5.12. Nukleinsaurebestimm ung durch HPLC

Das Gewebe wurde wie in Abschnitt 2.5.3 [S.32] aufgeschlossen und extrahiert. Zur Eliminie-
rung eventueller Diethylether Reste wurden 200 mi der neutralisierten TCA Extrakte lyophyl-
lisiert und mit 50 m Aqua bidest. aufgenommen und 2 Minuten bei 16.000g zentrifugiert, um
nicht l6sliche Schwebeteilchen zu sedimentieren. Vom Uberstand wurden 40-45 min ein 0,5 ml
Reaktionsgefal? ohne Deckel Uberfihrt und in den Autosampler (4°C) platziert.

Als Vorsaule und zur Trennung der Nukleotide wurde jeweils eine Partisil 10 SAX (N(CH3)3*)
Matrix verwendet Uber die mit einer FluRrate von 1 % und einem nicht linearen Gradienten
der Laufpuffer A [10 mM NH4H,PO4 (pH 2,8 / HCI)] und B [700 mM NH4H,PO4, 800 mM NaCl
(pH 3,7 / HCI)] getrennt wurde.

Zu Beginn der Messung und nach jeder 5. Probe wurde ein Standard gemessen.

AMP, UMP, GMP 20 MM
ADP, UDP, GDP 50 MM
ATP, UTP, GTP 100 M
UDP-Glc, ADP-Glc 50 nM

Tabelle 2.5.: Nukleotidstandard fir HPLC

2.6. Zellkultur

2.6.1. BY2 Suspensionskultur

Die Zellen wurden in 100 ml Enghals-Erlenmeyerkolben bei 26°C und Dunkelheit gehalten. Die
Umsetzung in neues Medium erfolgte im Abstand von 7 Tagen im Verhaltnis 1:10.

2.6.2. P anz en in Gewebekultur

P anz en wurden auf 0,8 % Phyto-Agar [Agar 8 {, Murashige & Skoog Salze™® 4,409 {, Sac-
charose 2% (g/v), pH 6 (KOH)] kultiviert, dem unmittelbar vor dem Gief3en 500 mlg Claforan
zugesetzt wurde.

2.6.3. Ballistisc he Transf ormation

Alle ballistischen Transformationen wurden durchgefuhrt an einer PDS 1000 / He (BIO-RAD)
Genkanone.

3Mikro- und Makroelemente plus Vitamine
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2.6.3.1. Vorbereitung der Goldsuspension:

In einem 1,5 ml Reaktionsgefall wurden 60 mg Goldpartikel (0,6 mm BIO-RAD) eingewogen,
1 ml EtOH 70% (v/v) zugegeben und 2 Minuten mit dem Vortexer suspendiert. Die Suspension
wurde 5 Minuten im Ultraschallbad bei maximaler Leistung soni zier t und anschlieBend kurz
(ca. 5 sek.) bei maximaler Drehzahl sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit
1 ml sterilem Wasser gewaschen (Waschvorgang dreimal wiederholt). Das Sediment wurde
schlieRlich in 1 ml sterilem Glycerin 50% (v/v) suspendiert.

2.6.3.2. Beladung der Goldpar tikel:

In ein 1,5 ml Reaktionsgefall wurden nacheinander 50 m Goldsuspension, 5 mi DNA in TE-
Puffer [0,5 $-], 50 m CaCl, [2,5 M] und 20 m Spermidin’* [0,1 M] gegeben. Danach wurde
die Suspension gevortext, 10 sec bei 8.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand mdglichst
vollstandig abgenommen.

Das Sediment wurde in 200 m EtOH (100%) gut resuspendiert, 5-10 sec bei 8.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Ethanolw&sche wurde noch 3 mal durchgefiihrt
und das letzte Sediment in 45 m EtOH (100%) resuspendiert.

Die Partikel wurden bis zu ihrem Einsatz auf Eis gehalten.

2.6.3.3. Vorbereitung der Trager und Berstsc heiben

Vor der Beladung wurden die Makrocarrier (BIO-RAD) kurz in Ethanol abs. getaucht und an
der Luft getrocknet. Je 6 m der Suspension aus beladenen Goldpartikeln wurden zentral auf
den Makrocarrier pipettiert und nach Trocknung mit der Partikelseite nach unten in der Pro-
jektilhalterung xier t. Fur die Transformation von Arabidopsis thaliana Blattern wurde das 1.
Einschubfach (v.0.) der PDS 1000/He gewéhlt.

Berstscheiben (900 psi, BIO-RAD) und Fangnetze wurden ebenfalls in Ethanol abs. getaucht
und nach vollstandiger Trocknung installiert.

2.6.3.4. Transformation

Der Boden einer Petrischale wurde mit einem Rund lter ausgelegt und mit M&S Medium®®
ohne Zucker getrénkt. Zwei bis vier Arabidopsis Blatter'® von ca. 6-10 mm Lange wurden mit
der Blattunterseite nach oben auf das feuchte Filterpapier gelegt und die Schale im 2. Einschub
von unten plaziert.

14freje Base
153lternativ kann auch Wasser verwendet werden
16etwa 4-5 Wochen nach Aussaat
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Die Kammer wurde evakuiert bis zu einem Druck von 27 inch Hg (119,7 mbar) und anschlie-
Rend der Gasweg fur Helium vor die Berstscheibe freigegeben. Bei erreichen ihres Solldrucks
reil3t die Scheibe und eine Heliumdruckwelle trifft den Makrocarrier, dessen Goldpartikel dann
mit hoher Geschwindigkeit auf das P anz engewebe beschleunigt werden. Der verminderte
Luftdruck minimiert Reibungseffekte der Goldpartikel bei der Beschleunigung.

Die Petrischale mit dem transformierten Gewebe wurde verschlossen und mit Para Im ge-
gen Austrocknung geschiitzt. Die Schalen wurden fir mindestens 12, jedoch héchstens 24
Stunden bei 26°C in Dunkelheit inkubiert und anschlieRend am CLSM analysiert.

2.7. Mikroskopie

2.7.1. Bestimm ung der Zellzahl und Zelldic hte in Blattg ewebe

Dem 4. Folgeblatt der Knospe wurde mittels Korkbohrer (d=4mm) jeweils an der Spitze der
Blattspreite, sowie an deren Basis eine Scheibe enthommen. Die Blattscheiben wurden sofort
in Fixierungspuffer tberfuhrt und darin 45 min inkubiert. AnschlieBend werden die Scheiben
dreimal mit PBS Puffer gewaschen.

PBS - Puffer Fixierungspuff er
NacCl 140 mM || PBS 88% v/v
KCI 2,6 mM || DMSO 10% viv
Na,HPO,4 8 mM || Formaldehyd 2% viv
KH,PO4 1,4 mM
pH 7,2 pH 7,2

Tabelle 2.6.: Puffer zur Waschung und Fixierung p anzlicher Praparate fur die Mikroskopie.

Zur Aufhellung des Gewebes wurden die Proben Uiber Nacht bei RT in wassergesattigtem Phe-
nol (90%) inkubiert. Neutralisation und Auswaschung des Phenols erfolgte durch dreimalige
Behandlung mit 4M KOH Lésung und anschlieRenden drei Waschschritten mit PBS.

Die Féarbung der Zellkerne erfolgte mittels Vakuumin Itr ation des Gewebes mit DAPI Lésung
(1:100000). Dazu wurde die Vakuumkammer wiederholt (3-4 mal) evakuiert und anschlieBend
wieder schnell beliiftet. Zur Verbesserung der Haltbarkeit wurden die fertig gefarbten Prapa-
rate in ,mounting solution“ [DABCO 100 mg/ml, Glycerin 90 % (v/v) in PBS] eingebettet. Die
Objekttrager wurden bis zur Auswertung vor Licht geschiitzt bei 4°C gelagert.
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2.7.2. Confocale Laser Scanning Mikrosk opie

Die transformierten und inkubierten Arabidopsis Blatter wurden auf einen Objekttrager®’ tiber-
fuhrt, mit Wasser benetzt und mit einem Deckglas bedeckt. Die Suche der positiv transformier-
ten Zellen erfolgte visuell am Fluoreszenzmikroskop. Die Probe wurde mit Transmissionslicht
fokussiert und mit dem Kreuztisch die linke obere Ecke des Blattes in das Sichtfeld bewegt.
Zur Anregung der Fluoreszenz wurde die Blende der Hg-Lampe mdglichst weit geschlossen
und der Filter in Stellung #3 (blaue Anregung) gebracht. Das Gewebe wurde zeilenweise bis
zur Identi kation der fur GFP typischen Fluoreszenz durchmustert. Zellen mit GFP Fluores-
zenzsignalen wurden bei héherer VergroRerung fokussiert, so daR sie einen maglichst groRen
Anteil des Sichtfeldes ausfillten. Zum scannen des Objekts wurde der Fluoreszenzverschluf
geschlossen, der Filter in die Stellung ,SCAN" gedreht und der Scannerverschluf geéffnet. Die
Datenerfassung der Scanserien wurde Uber die TCS Software (Leica) gesteuert.

2.8. Digitale Bild verarbeitung

Die Aufnahme, Erfassung und Verarbeitung von Bildinformationen mit digitalen Mitteln stellt ein
wichtiges Hilfmittel in der Bearbeitung vieler Einzelparameter dar. Die rechnergestitzte Auto-
matisierung immer gleicher Vorgéange mit hoher Prazision ersetzt die oft miihevolle und weniger
genaue Messung mit Lineal, Waage und Handausz&hlung. Das Verfahren hierzu wurde am Bo-
tanischen Institut der Universitat Heidelberg entwickelt (Schmundt et al., 1998) und erweitert
(Walter, 2001). Grundlage bildet die Entwicklerumgebung Heurisko (Aeon). Mit Hilfe von Skrip-
ten, sog. ,Workspaces“, kann der Anwender mit der Hardware kommunizieren und gra sche
Operationen an den gewonnenen Daten ausfuhren.

2.8.1. Bestimm ung der Blatt &c hen

Blatter, deren Flache zu bestimmen war, wurden auf einem Flachbettscanner mit einer Au 6-
sung von 300 dpi'® und 1 Bit Farbtiefe!® gescannt. Die Farbtiefe ist ein MaR fiir die Anzahl der
mdglichen annehmbaren Farbwerte. Mit n Bit lassen sich 2" verschiedene Farbwerte darstel-
len.

Das resultierende Bild wurde im TIFF Format abgespeichert und von der Bildverarbeitungs-
software analysiert. Mit dem Workspace ,leafarea“ wird das Bild eingelesen, angezeigt und
durch anklicken der gesuchten Bereiche, deren Flache in einem Log le festgehalten. Auf die-
se Weise wurden sowohl die Einzel achen, als auch die Summe der Flachen berechnet. Der

7sofern diese noch nicht mit DABCO eingebettet waren
¥Bdots per inch = Bildpunkte pro Zoll
19per Farbwert kann bei einem Bit Farbtiefe zwei Zustiande annehmen; schwarz oder weiss

42



2. MATERIAL UND METHODEN

Workspace lafdt sich auf beliebige Bildau 6sungen eichen. Sinnvoll erscheinen jedoch nur sol-
che zwischen 75 und 300 dpi. Durch weitere Steigerung der Au 6sung l&aRt sich kein Informa-
tionsgewinn erzielen.

Der Workspace erwartet schwarze Flachen auf weissem Hintergrund. Sollte aufgrund sy-
stemspezi scher Unterschiede in der Belegung der Farbpalette die Bits flr schwarz und weiss
vertauscht sein, erledigt eine Erweiterung zur Invertierung?® die Umkehr der Farbwerte.

2.8.2. Bestimm ung der Zelldic hte

Die Ermittlung der Anzahl Zellen pro Flachensegment in einer bestimmten Region eines Blattes
gestaltet sich mit herkémmlichen Methoden schwierig, da die Zellen vielschichtig und nicht
regelmafig im Gewebe angeordnet sind. Ein Indikator der sich in jeder Zelle markieren laf3t ist
der Zellkern. Er kommt in jeder Zelle genau einmal vor und die darin enthaltenen Nukleinsduren
lassen sich mit Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. DAPI) markieren. Die manuelle Auszahlung der
markierten Kerne wird jedoch erschwert durch die Tatsache, dal3 beim Fokusieren durch ein
Gewebe nicht nur die Kerne im Fokus erfal3t werden, sondern auch jene die sich dariiber oder
darunter be nden.

Der Workspace ,Zellsegmentierung3D“?! 16st das Problem durch Integration und Vergleich
der Helligkeitsintensitaten der Kerne. Dazu werden die digitalen Bilder einer Fokusserie durch
ein Gewebe miteinander verglichen. Eine zunehmende Intensitat bedeutet, dal sich der Fokus
auf den Kern zubewegt, wahrend eine abnehmende Intensitat auf eine Entfernung vom Fo-
kus hindeutet. Auf diese Weise kann sicher gestellt werden, daf3 ein Kern nicht versehentlich
doppelt gezahlt wird.

2.8.2.1. Datenaquisition

Mit einer CCD Kamera wurden Bilderserien direkt am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen
und automatisch mit fortlaufenden Dateinamen versehen. Die Kommunikation zwischen Ka-
mera und Rechner Gbernahm ein Heurisko-Workspace. Lediglich die schrittweise Fokussie-
rung und das Auslésen der Kamera wurde manuell betétigt. Zur Vermeidung von Fehlern durch
Unscharfe wurde jede Probe durch wenden des Objekttragers aus zwei Richtungen aufgenom-
men und das Ergebnis gemittelt. Die Bildserien wurden gespeichert und konnten zu spaterem
Zeitpunkt mit dem Workspace ,Zellsegmentierung3D* ausgewertet werden.

2ONorbert Kirchgessner, IWR Universitét Heidelberg
2Tobias Dierig, IWR Universitét Heidelberg
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.9. Statistisc he Auswertung

2.9.1. Arithmetrisc hes Mittel & Standar dabweic hung

Alle in Schaubildern und Tabellen aufgefiihrten Werte wurden aus einer Menge von n Messwer-
ten durch das arithmetrische Mittel X [Gleichung 2.1] berechnet.

1 X

n i=1

Xi (2.1)

Eine Fehlerbetrachtung erfolgte mit Hilfe der Standardabweichung S [Gleichung 2.2].

\
u

X
s=t 1 (xi x)? (2.2)
n i=1

2.9.2. Beurteilung der Signi kanz

Die Mittelwerte zweier Gruppen von Messwerten (A,B) werden als signi kant verschieden be-
trachtet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit P kleiner oder gleich 5% ist. Ausgangshypothese
ist dabei: Xao 6 Xg . Die Berechnung von P erfolgt mit dem ungepaarten?? Student'schen t-Test
nach William Sealey Gosset (1876-1937).

22Beide Wertegruppen entspringen nicht einer gemeinsamen Ursprungsgruppe
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3.1. Klonierung p anzlic her Dihydroorotase

Ein Schritt in Richtung Verstandnis der p anzlichen Pyrimidinsynthese ist die Aufkla-
rung der molekularen Aspekte. Es war das Ziel, die DNA-Sequenz (pyrC) der p anz-
lichen Dihydroorotase zu bestimmen. Dies sollte durch heterologe Komplementation
von E.coli Mutanten bewerkstelligt werden.

Die pyrimidinauxotrophe Mutante E.coli CS101-2U5 ist ein pyrC-Knockout. Durch
Transformation mit cONA Banken aus Arabidopsis thaliana (Uni-ZAP XR vector, whole
plant, Stratagene) und Solanum tuberosum (cv. Desireé, sink leaf; 10 Wochen alt;
Gewachshaus), sollten komplementierte Klone auf M9-Minimalmedium selektioniert
werden.

Die cDNA der Banken wurde ungerichtet EcoRI/EcoRI (Kartoffel) bzw. gerichtet
EcoRI/Xhol (Arabidopsis) in den Vektor pBluescript SK ligiert. Dieser verleiht Ampi-
cillinresistenz und stellt die cDNA unter Kontrolle des lacZ Promotors, welcher die In-
duktion mit IPTG ermdglicht.

3.1.1. Klon St5 kodiert das aktive Protein DHOase aus Kar toff el

Die Transformation der Solanum tuberosum cDNA-Bank erfolgte in acht Ansatzen zu je
500 ng cDNA mittels Elektroporation. Vor dem Ausstreichen auf M9 Selektionsmedium
[2.3.1.2, S.25] wurden die Zellen mit M9 Medium gewaschen, um das Transformati-
onsmedium auszutauschen. Nach zwei Tagen Inkubation bei 37°C konnten insgesamt
36 Kolonien selektiert werden. Nach Plasmidisolation und Restriktionsanalyse wurden
reprasentativ fur alle vorkommenden Restriktionsmuster sechs Plasmide zur Retrans-
formation in CS101-2U5 ausgewahlt. Damit sollte die Richtigkeit der ausgewéhlten
Plasmide veri zier t werden.

Nach Transformation und Inkubation auf Selektionsmedium M9 war bei vier der
sechs Ansatze Koloniebildung zu beobachten. Eine erneute Restriktionsanalyse zeig-
te, daf? sich darunter mindestens zwei identische Plasmide befanden und somit Plas-
mid-DNA Praparationen dreier unterschiedlicher Klone zur Sequenzanalyse gegeben
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3. ERGEBNISSE

werden konnten.

Laut Ergebnis der Sequenzierung waren die drei untersuchten Plasmide identisch,
so daf? das Plasmid No.5 mit der cDNA St5 fur alle weiteren Arbeiten ausgewdhlt
wurde. Die Aktivitdt des Enzyms konnte durch Retransformation in CS101-2U5 be-
statigt werden. Die DNA-Sequenz umfal3t 1271 bp, die vom mutmalilichen Start bis
zum Stopcodon 346 Aminosauren kodiert. Auf DNA Ebene besteht 52,6% Homolo-
gie zu E.coli (EMBL Acc. X04469, Backstrom et al. (1986)), 35,6% zu Homo sapiens
(EMBL Acc. M38561, Davidson et al. (1990)) und 68,9% zu Arabidopsis thaliana (EM-
BL Acc. AF000146, Zhou et al. (1997)). Die Ubersetzte Aminosaure-Sequenz zeigte
70,3% Homologie zur Dihydroorotase in E.coli, 42,4% zu Homo sapiens und 88,4% zu
Arabidopsis thaliana.

3.1.2. Klon Atl1 kodiert das aktive Protein DHOase aus A.thaliana

Analog zur Verfahrensweise, geschildert unter 3.1.1, wurde die E.coli Mutante CS101-
2U5 mit cDNA aus Arabidopsis thaliana komplementiert. Es konnten 20 Klone auf M9
Medium selektiert werden, mit insgesamt zwei unterschiedlichen Restriktionsmustern
der Plasmid-DNA. Stellvertretend fur diese beiden Typen wurden zwei Plasmide zur
Retransformation ausgewahlt. Beide zeigten deutliche Koloniebildung auf Selektions-
medium und wurden daraufhin zur Sequenzanalyse ausgewahilt.

Beide cDNA-Sequenzen in den untersuchten Plasmiden kodieren fir aktive DHO-
ase und sind in der Peptidsequenz identisch, jedoch von unterschiedlicher Lange in
der 3'-UTR. Das mit 1203 bp langere Stick und der Bezeichnung Atll kodiert vom
mutmallichen Start bis zum Stopcodon fur 345 Aminosauren. Es ist identisch mit der
Sequenz AF000146, aber N-terminal verkirzt.

3.2. Enzymatisc her Nachweis der DHOase-Aktivitat

Im Hinblick auf die Charakterisierung von P anz en mit veranderter DHOase-Expres-
sion, aber auch zur generellen Messung der DHOase in P anz en sollte ein nichtra-
dioaktiver Enzymassay zur Bestimmung der Orotaseaktivitat entwickelt werden. Dazu
wurden zwei unterschiedliche Strategien verfolgt. Erstens die direkte Messung der Ab-
sorptionséanderung des gebildeten Orotats [3.2.1, S.47], oder zweitens die uor imetri-
sche Detektion von H,O, als Teil einer gekoppelten enzymatischen Reaktion [3.2.3,
S.50].
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3. ERGEBNISSE

3.2.1. Anderung der Absorption durch Entstehung von Orotat

Dihydroorotase katalysiert die Kondensation von Carbamoyl-Aspartat (CAsp) zu Dihy-
droorotat (DHO) [Abb.1.2, S.2]. Im Folgeschritt wird durch DHODH die gesattigte Ring-
struktur von Dihydroorotat zu Orotat oxidiert [Abb.1.3, S.3]. Das Absorptionsmaximum
von Orotat liegt bei | =280 nm (e=6,7 10° M* cm™).

Die fur p anzliche Dihydroorotase kodierenden Konstrukte Atll und St5 (beide in
pBluescript SK) wurden in E.coli CS101-2U5? transformiert. Zur Kontrolle wurde CS101-
2U5 mit einem leeren pBluescript Vektor transformiert. Positive Klone mit den DHOase
Konstrukten wurden jeweils bei 37°C Uber Nacht in M9-Minimalmedium mit Methionin
[20 mg/1], Ampicillin [100 mg/l] und IPTG [2 mM] angezogen. Der Kontrolle wurde zu-
satzlich noch Orotat [500 nM] zugegeben. Die Bakterien wurden zentrifugiert, mit M9-
Medium gewaschen, zweifach in Enzym-Extraktionspuffer konzentriert und soni zier t.
Die Messung der Aktivitat erfolgte bei Raumtemperatur. Die Proteinmenge wurde nach
Bradford (1976) bestimmt.

CS101-2U5 Orotat-Bildung
mit Plasmid | [mOD mint ny]

St5 0,049 + 0,001
Atll 0,035 =+ 0,004
pBluescript | 0,009 <+ 0,000

Tabelle 3.1.: Direkter Nachweis der DHOase-Aktivitéat durch spektroskopische Messung des gebildeten
Orotats bei 280 nm. Anderung der Absorption pro Minute, bezogen auf die Gesamt-Proteinmenge
im Extrakt. Die Messung erfolgte bei 30°C. Kontrolle: leerer pBluescript-Vektor in CS101-2U5.

Es ist ein deutlicher Unterschied in der Aktivitdt der beiden DHOase-Konstrukte und
der Kontrolle mit dem leeren pBluescript Vektor zu erkennen.

Eine Messung der DHOase-Aktivitat in p anzlichen Extrakten mittels direkter Be-
stimmung des entstehenden Orotats durch Messung der Absorptionsanderung war
nicht moglich. Zahlreiche Substanzen mit phenolischem Charakter storten die Mes-
sung bei 280 nm erheblich, so dal3 eine Detektion der ohnehin schwachen Signale
ausgeschlossen war.

Die fur den Assay notwendige Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH) muf3te kauf-
lich erworben werden (Sigma). Es handelte sich dabei jedoch um ungereinigten Roh-
extrakt aus Clostridium oroticum. Die Einstellung der Produktion durch den einzigen
Anbieter verlangte nach der ErschlieBung einer neuen Quelle fiir DHODH.

LE.coli pyrC Knockout Mutante

47



3. ERGEBNISSE

3.2.2. Klonierung, Uberexpression und Isolation von DHODH aus E.coli als
Hilfsmittel zum DHOase Aktivitats-Assa y

Mit Hilfe der Oligonukleotide ECpyrD-fw und ECpyrD-rv [A.2, S.125] wurde durch PCR
(Pfu Polymerase) das pyrD Gen, welches fur DHODH kodiert, aus E.coli ampli zier t.
Das PCR-Produkt wurde lber eine Sdulenmatrix gereinigt (QIAquick PCR Puri cation
Kit, Qiagen) und mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und BspLU11l verdaut.
Der Vektor pQE60 wurde BamHI/Ncol verdaut und mit dem BamHI/BspLU11l pyrD
Fragment ligiert?. Das Ligationsprodukt (ECD1) wurde in E.coli XL10 Gold vermehrt
und nach erfolgreicher Kontrolle in E.coli M15 [pREP4] zur Expression transformiert.

3.2.2.1. Expression

Extrakte von 20 der positiv transformierten Klone wur-
den am ELISA-Reader auf ihre DHODH Aktivitat Gber-
prift. Die E.coli M15 Kulturen mit dem ECpyrD Expres-

sionskonstrukt ECD1 wurde wie beschrieben in Ab-  apbildung 3.1.: Mikrotiterplatte

schnitt 2.5.9 [S.36] angezogen und aufgeschlossen. mit MTT Farbreaktion. Mes-
sung der DHODH Aktivitat.

(vgl. Tab. 3.2, S.48

Der Nachweis beruht auf der Reduktion des Tetrazo-
liumsalzes MTT durch die DHODH, wodurch sich ein
blaues Formazan Produkt bildet. Dazu wurden zu 20 m Extrakt 50 mt H,O und 100 m
Tricin/KOH-Puffer [LO0 mM pH 8 mit PMS 2 mM, MTT 1 mM, TritonX-100 0,5% (v/v)]
gegeben. Die Anderung der Absorption bei 570 nm wurde alle 30 Sekunden gemes-

Klon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
-6,2 -3,0 -2,1 -4,0 -2,6 -3,2 -0,2 -3,4 -4,2 -3,2 -3,1 -2,4
mOD/s 108,3 | 67,5 73,2 | 79,2 645 | 72,0 | 87,8 | 84,0 89,9 | 93,3 | 100,3 | 98,1

Klon 13 14 15 16 17 18 19 20 | Kontr.
-5,6 -4,3 -3,2 -4,9 -4,2 -3,9 -3,4 3,1 7,2
mOD/s 110,1 | 93,5 | 1016 | 96,1 | 1128 | 87,8 | 87,8 | 96,1 2,5

Tabelle 3.2.: Belegung der Mikroreaktionskammern (wells) mit relativer Aktivitat der DHODH. Als Kon-
trolle diente eine nicht transformierte E.coli-Kultur. Die jeweils obere Zeile zeigt den Extrakt mit
MTT, jedoch ohne Zugabe von Substrat.

sen bis sich Dv stabilisierte. Zur Kontrolle wurden alle Proben als Duplikate auf die
Mikrotiterplatte gebracht und nur in einer der Proben die Reaktion duch Zugabe von
2 m Dihydroorotat [100 mM] gestartet. Zur Verdeutlichung, welchen Anteil die eigene,

2Ncol und BspLU11I produzieren einen kompatiblen Baseniiberhang.
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chromosomal kodierte DHODH von E.coli an der Gesamtreaktion hat, wurde eine nicht
transformierte Kultur des gleichen Stammes als Kontrolle aufgetragen.

Prinzipiell zeigten alle 20 Klone eine gute DHODH Expression [Abb. 3.1 und Tab.
3.2, S.48], die mindestens um den Faktor 25 Uber der der E.coli eigenen Expression
lag. Daher wurde Klon 1 fiir die quantitative Produktion von DHODH ausgewahlt. Das
Enzym wurde wie in Abschnitt 2.5.8 [S.35] beschrieben isoliert. Tabelle 3.3 zeigt die
Aktivitaten der eluierten Fraktionen in [mOD/min].

Fraktion E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 | RohEx.
Aktivitat [mOD/min] 14,4 957,2 1520,6 550,8 1934 89,6 39,2 787,4

Tabelle 3.3.: DHODH Aktivitat der eluierten Fraktionen nach Passage der Ni-NTA Matrix.

3.2.2.2. Anderung der Aktivitat nach Schockfr ostung

Jeder der eluierten Fraktionen wurde ein Aliquot entnommen, in N, (I) schockgefro-
stet, auf Eis aufgetaut und zur vergleichenden Aktivitatskontrolle mit nicht gefrorenen
Fraktionen eingesetzt. Die Proben wurden jeweils in Duplikaten auf die Mikrotiterplatte
gebracht. Tabelle 3.4 zeigt, dalR das einmalige Einfrieren und anschliel3ende Auftauen

[MOD / min]

Fraktion E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 | RohEx.
Kontr.gisch 1,8 1,8 1.8 1,0 0,7 0,4 1,4 4,5
Kontr. gefroren 14 1,6 1,8 1,5 0,9 -0,3 1,9 31
frisch 14,4  957,2 1520,6 550,8 1934 89,6 392 787,4
gefroren 17,6 10058 1458,6 6150 177,2 754 636,6
frisch 126 9554 1518,8 549,8 192,7 89,2 37,8 782,9
gefroren 16,2 1004,2 1456,8 6135 176,3 75,7 633,5

Tabelle 3.4.: Vergleich der gefrosteten mit den frischen Eluaten. Die Kontrolle zeigt das Ergebnis der
Messung ohne Zusatz von Substrat. Zur Abschatzung der MelRgenauigkeit wurden alle Proben als
Duplikate aufgetragen.

keine signi kante Beeintrachtigung der Enzymaktivitat mit sich bringt. Anhand der Er-
gebnisse wurden die Fraktionen mit der hochsten Aktivitat E4, E5 und E6 vereinigt, in
Portionen a 100 m aliquotiert, in N, (I) gefrostet und bei -80°C gelagert. Somit konn-
ten die Frost-Tau Zyklen beim Gebrauch der Enzymldsung auf ein Minimum reduziert
werden.
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3.2.3. Flourimetrisc he Detektion

Versuche mit Proben aus Wildtyp-Kartoffelp anz en und pyrCAntisense Transforman-
ten zeigten, dal3 die oben beschriebene Mel3methode nicht sensitiv genug ist, um
die offensichtlich geringen DHOase-Aktivitaten in p anzlichem Gewebe zuverlassig
zu messen. Eine Aktivitat war im Wildtypen prinzipiell messbar, jedoch hatten Stor-
faktoren einen zu grof3en Ein uR auf die Ergebnisse, so dal diese nicht zuverlassig
guanti zier t werden konnten.

Unter Verwendung der gereinigten und hochaktiven DHODH konnte ein indirek-
ter DHOase-Assay konzipiert werden. Das Substrat Carbamoyl-Aspartat wird von der
DHOase zu Dihydroorotat umgesetzt. DHODH oxidiert das von der DHOase gebilde-
te Dihydroorotat zu Orotat unter Freisetzung von H,O,. Der Nachweis beruht auf der
durch Peroxidase katalysierten Oxidation von AmplexRed (Molecular Probes) durch
H,O, zum Fluoreszenzfarbstoff Resoru n. Bei dieser Reaktion ist das stbéchiometri-

(o
X

Resorufin REY(O(GEEEE | Amplex Red

Abbildung 3.2.: Funktionsprinzip des uorimetrisc hen DHOase-Assays: DHOase vollzieht den
RingschluR von Carbamoyl-Aspartat (CAsp) zu Dihydroorotat (DHO). Dihydroorotat Dehydrogen-
ase (DHODH) oxidiert DHO zu Orotat unter Bildung von H,O,. Peroxidase wandelt AmplexRed
unter Verbrauch von H,O, in den uoresz enten Farbstoff Resorun um. Anregung bei 560 nm
fuhrt zur Fluoreszenz bei 590 nm. Blau markierte Enzyme werden im UberschuR zugegeben.

sche Verhdltnis von verbrauchtem Carbamoyl-Aspartat zu gebildetem Resorun 1:1.
Die gemessene molare Zunahme an Resoru n entspricht also dem molaren Umsatz
von CAsp zu DHO [Abb. 3.2]. Das Fluorimeter wurde auf 2 nmol (= 100%) Resoru n
pro Kiivettenvolumen?® [1 %] geeicht. Die gemessene Fluoreszenz wurde in Prozent
des Eichwertes angegeben. Damit das Substrat CAsp und die Hilfsenzyme DHODH
und Peroxidase nicht limitierend wirken, wurden diese der Reaktion im Uberschul? zu-
gesetzt.

3Volumen der Fluorimeter-Kiivette: 2 ml
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3.3. Charakterisierung der p anzlic hen Dihydroorotase

3.3.1. Aktivitat der DHOase aus S.tuber osum laf3t sich in E.coli bestimmen

Die pyrC Knockout-Mutante CS101-2U5 wurde mit St5 in pBluescript SK transformiert
und bis zu einer ODggg von 0,63 angezogen. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1.5 (g/v)
in Extraktionspuffer soni zier t. Das Fehlen der E.coli eigenen DHOase dieser Mutante
stellt sicher, dal® nur die Charakteristika der p anzlichen DHOase gemessen werden.
Der Assay wurde wie in Abschnitt 2.5.10.2 [S.37] beschrieben durchgefuhrt. Zur Ver-

200

180 +

160 - CAsp
DHODH

140 1 Extrakt

120 -

100 -

80 -

rel. Fluoreszenz [%]
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40 4

20 4
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Abbildung 3.3.: Zeitlicher Verlauf des uorimetrischen DHOase Assays. Pfeile deuten auf Zugabe-
zeitpunkte. HRP: Horseradish Peroxidase; Extrakt : Soni zier ter E.coli Extrakt der pyrC Knockout
Mutante CS101-2U5 mit DHOase aus Kartoffel (St5 in pBluescript); DHODH: gereinigte Enzym-
praparation; CAsp: Start des Assays durch Zugabe von Carbamoyl-Aspartat. Angabe in relativer
Fluoreszenz beziglich Eichwert (100%).

deutlichung der Auswirkung jeder zugegebenen Komponente wurde in Abb. 3.3 mit
der Aufzeichnung friiher begonnen. Erst nach Zugabe des CAsp ist eine deutliche und
konstante Zunahme der Fluoreszenz mef3bar.

3.3.2. Abhangigkeit der DHOase aus S.tuber osum vom pH Wert

Der DHOase Aktivitats-Assay wurde mit unterschiedlichen Puffern bei pH Werten von
5 bis 9 durchgefiihrt. Werden alle sonstigen Parameter konstant gehalten, I&3t sich so
der fur p anzliche DHOase optimale pH Bereich bestimmen. Zur Vermeidung vermin-
derter Aktivitat aufgrund nicht optimaler pH Werte fir DHODH und Peroxidase wurden
diese Enzyme dem Ansatz in hohem UberschulR zugegeben.
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Pro Assay wurden 20 m Extrakt von CS101-2U5 mit St5 eingesetzt [Extraktion 1:5
(g/v), enspricht 4 mg Bakterien-Frischgewicht]. Die Regressionskurve durch alle Wer-
te entspricht einer Gauld Funktion mit einem Aktivitdtsmaximum beim empirisch ermit-
telten pH Optimum. Abb. 3.4 zeigt, dal’ DHOase aus S.tuberosum ein pH-Optimum
zwischen 6,5 und 7 hat.

pmol/s

pH

Abbildung 3.4.: Qualitative Analyse der Abh&ngigkeit der Kartoffel-DHOase vom pH-Wert. Regressi-
onskurve nach Gauli. Alle Messungen wurden mit 20 m Bakterienextrakt [CS101-2U5 mit St5;
Extraktion 1:5 (g/v)] durchgefiuihrt. Pufferbereich pH 5-6: MES/KOH; Pufferbereich pH 6,5-7,5: HE-
PES/KOH; Pufferbereich pH 8-9: Tricin/KOH. Pufferkonzentration jeweils 50 mM.

3.3.3. Enzymkinetik p anzlic her Dihydroorotase

Zur Bestimmung der Kinetik p anzlicher DHOase wurde der Assay bei 25°C, konstan-
tem pH 6,8 [50 mM HEPES, 5 mM MgCl,, 5 "M Zn?*] und variablen Substratkonzen-
trationen durchgefuhrt. Wie in den zuvor beschriebenen Versuchen wurden je 20 m
Bakterienextrakt aus CS101-2U5 mit St5 in pBluescript [Extraktion 1:5 (g/v), enspricht
4 mg Bakterien-Frischgewicht] eingesetzt. Die Hilfsenzyme Peroxidase und DHODH
wurden im UberschuR eingesetzt.
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3.3.3.1. Bestimm ung von Vax

In mehreren Ansatzen wurde die Reaktionsgeschwindigkeit [v] in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration [S] ermittelt. Die Kinetik der Reaktion ist in Abb. 3.5(a) [S.54]
dargestellt. Die Interpolation von v, aus den Kinetikdaten der Reaktion durch nichtli-
neare Regression ist meist schwierig und ungenau. Man bedient sich daher der doppelt
reziproken Regression nach Lineweaver & Burk (1934) [Abb. 3.5(b), S.54].
Nach Michaelis & Menten (1913) ist die Geschwindigkeit v einer Reaktion de nier t
durch Gleichung 3.1.
_ Vmax [S]

TSIt Kn .

Die doppelt reziproke Form der Gleichung 3.1 beschreibt die lineare Funktion in Abb.
3.5(b). Die Steigung m ist de nier tdurch v*fn—a”; Die Maximalgeschwindigkeit Vimax ergibt
sich aus dem reziproken y-Achsenabschnitt.

1 — [SItKm
V. Vmax [S]
— K m [S]
- Vmax [S] + Vmax [S]
— Km 1 1
- Vmax ﬁ + Vmax (32)

Ausgehend von Gleichung 3.2 sind in Tabelle 3.5 die Werte flr Vnax , SOWie die Stei-
gung und das BestimmtheitsmaR R? der Regressionsgeraden wiedergegeben.

Steigung = 0,077
INmax = 0,105 [s/pmol]
Vmax = 9,480 [pmol/s]
R? = 0,9997

Tabelle 3.5.: Ergebnis der Berechnung von Vimax der S.tuberosum DHOase. R?: BestimmtheitsmaR der
Regressionsgeraden.
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Abbildung 3.5.: Fluorimetrische Detektion der Enzymkinetik der DHOase aus S.tuberosum bei kon-
stant 25°C und pH 6,8. Konstrukt St5 in pBluescript wurde in CS101-2U5 exprimiert. (a): Sub-
stratkonzentration aufgetragen gegen Reaktionsgeschwindigkeit v[@]. (b): Doppelt reziproke
Regression nach Lineweaver-Burk (Auschnitt). Letzter Wert % = f (100) ist nicht dargestellt, geht
jedoch in die Berechnung ein.

3.3.3.2. Michaelis-Menten Konstante

Die Michaelis-Menten Konstante K, einer Reaktion bezeichnet die Substratkonzen-
tration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit v die Hélfte der Maximalgeschwindigkeit
Vmax annimmt. Fir [CAsp] = K, giltalsov = %vmax.
Nach Lineweaver & Burk (1934) [Gleichung 3.2] errechnet sich K ,,, aus der Steigung
m und der Maximalgeschwindigkeit Viax -

K m

Vmax

Im Falle der DHOase aus S.tuberosum ergibt sich ein K ,, Wert von 0,73 mM.

3.3.3.3. Mdoglic he allosterisc he Effekte

Zur qualitativen Uberpriifung, ob Folgeprodukte der Pyrimidin de novo Synthese oder
andere Nukleotide einen Effekt auf die Reaktion haben, wurde dem Assay [10 mM
CAsp, pH 6,8] nach Einstellen einer konstanten Reaktionsgeschwindigkeit 0,2 mM
UMP, 0,5 mM Uridin und 0,5 mM AMP zugegeben. Es konnte in keinem der Ansét-
ze eine Verénderung der Reaktionsgeschwindigkeit v registriert werden.
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3.3.4. Aktivitdit der DHOase aus S.tuber osum laR3t sich in p anzlic hem Gewebe
bestimmen.

Die Ubertragung des Assays auf p anzliche Extrakte gestaltete sich aufgrund zahl-
reicher P anz eninhaltstoffe schwierig. Reduktionsmittel wie DTT schiitzen zwar den
Extrakt vor unkontrollierbaren oxidativen Prozessen, sie wirken sich jedoch negativ auf
die Reaktion aus. Die DTT-Menge mufdte daher so gewahlt werden, dal’ der Schutz
des Extraktes gewdhrleistet war, aber die DTT-Konzentration bei der Messung einen
kritischen Wert nicht Uberschritt. Zu diesem Zweck wurde der Extrakt vor der Messung
1:10 mit Assaypuffer verdinnt.

Sink Blatter von Kartoffel Wildtyp wurden wie in Abschnitt 2.5.10.1 [S.37] beschrie-
ben extrahiert, verdiinnt und 10 m davon zur Analyse eingesetzt. Das Ergebnis des
ersten qualitativen Aktivitats-Assays ist in Tabelle 3.6 [S.55] dargestellt.

Tabelle 3.6.: DHOase-Aktivitt in p anzlichem sink-Gewebe (Kartoffel Wild- | AKtiVitat [nmol s mg]
typ). Der Wert ist umgerechnet auf mg Frischgewicht. WT Desireé 2,8

Der Wildtyp zeigt schwache, aber dennoch gut melRbare DHOase-Aktivitat. Hierbei
handelte es sich um Einzelmessungen, da hier nur die prinzipielle Durchfiihrbarkeit
des Assays mit p anzlichen Extrakten gezeigt werden sollte.
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3.4. Subzellulare Lokalisation

3.4.1. Die Sequenz von St5 zeigt keine typisc hen Targetmuster

Die Sequenz des Kartoffel-Klons St5, des Arabidopsis-Klons Atll und die Sequenz
des von Zhou et al. (1997) klonierten Arabidopsis-Klons wurde auf mdgliche plastidare
Transitsequenzen untersucht. Alle durchgefiihrten Musterkennungsalgorithmen (vgl.
Tabelle 1.2, S.13) identi zier ten keine der drei Sequenzen als plastidar.

1 50
S5 s e akMELSITQP DDWHLHLRDG
A1l ...ekvktra VIMELTITQP DDWHLHLRDG
AthZhou  MIKTLVSPYS GFGSQKLKFIRSSEKVKTRAVRMELTITQP DDWHLHLRDG

Abbildung 3.6.: Vergleich der C-Termini unterschiedlicher DHOase Translationen, beginnend mit dem
ersten ATG AthZhou : Translation der Arabidopsis Sequenz (EMBL:AF000146) von Zhou et al.
(1997); St5 (EMBL:AX093580) und Atll: Translation der beiden cDNA Klone. Ab dem ersten
ATGwerden die Aminoséauren in groRen Lettern dargestellt.

Die Sequenz des Arabidopsis-Klons At11 ist auf der Ebene der Aminoséuren identisch
mit der von Zhou et al. (1997) gefundenen Sequenz. Obwohl die Sequenz ,,AthZhou*
im 5'-Bereich langer ist als die von Atll und St5 [vgl. Abb. 3.6], war es fraglich, ob
diese dem vollstdandigen mMRNA Transkript entspricht und ob es dort Abweichungen
in der AS Sequenz zwischen Arabidopsis und Kartoffel gibt. Zur Klarung muf3te die
vollstandige Sequenz des Transkripts im 5'-Bereich ermittelt werden.

3.4.1.1. Vollstdndig e 5'-Sequenz der Kartoff el DHOase

Mit Hilfe der RACE* Technik konnte die vollstandige Sequenz des Transkripts am 5'-
Ende der Kartoffel-DHOase ermittelt werden. Die besondere Konzeption des GeneRa-
cer Protokolls stellt sicher, daf3 nur ungekirzte mRNA in voller LA&nge ampli zier t wird
(Invitrogen, 2000).

Sechs unterschiedliche PCR-Produkte wurden sequenziert und auf Homologie im
ampli zier ten Bereich untersucht. Vier der sechs Sequenzierungsprodukte konnten
erfolgreich ausgewertet werden und sind auf DNA-Ebene identisch. Es wurden 264
Basenpaare vor dem urspriinglich angenommenen St5 Startcodon identi zier t mit ei-
nem moglichen Transkriptionsstart 90 Basen vor dem bekannten ATG Die Translation

4Rapid ampli cation of cDNA ends
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der DNA-Sequenz im Leseraster von St5 ergab somit weitere 30 Aminosauren vor dem
urspriinglichen Startmethionin von St5.

1 > 50
St5xI .MRTLFSPCK ISHIPVVSFG RKRS.LKIYS AKMELSITQP DDWHLHLRDG
AthZhou  MIKTLVSPYS GFGSQKLKFIRSSEKVKTRAVRMELTITQP DDWHLHLRDG

Abbildung 3.7.: Der C-terminal um 30 AS verlangerte Kartoffel-Klon St5xI im Vergleich mit ,AthZhou"“.
Translatierte Sequenz ab dem ersten ATGdargestellt (komplette Sequenz ab AS 51 nicht darge-
stellt). Die urspriinglich als Translationsstart angenommene Position ist mit markiert. Abwei-
chungen durch zusétzliche AS in einer Sequenz sind der Ubersichtlichkeit wegen durch Punkte
ausgeglichen.

Der Sequenzvergleich auf Proteinebene mit der von Zhou et al. (1997) identi zier-
ten Sequenz zeigt nur minimale Ubereinstimmung mit der verlangerten St5-Sequenz
(St5xl) am N-Terminus. Dies andert sich drastisch ab dem zweiten (urspringlich iden-
ti zier ten) Methionin.

Das Ergebnis einer computergestiutzten Analyse der N-terminalen Petidsequenz von
St5xl im Vergleich zu AthZhou ist in Abb. 3.7 [S.57] dargestellt.

Zuverlassigkeits-Faktor (St5xI) Zuverlassigkeits-Faktor (AthZhou)
Algor. Mito. Plastid Nucl. Sekret. Ergebnis Mito. Plastid  Nucl.  Sekret. Ergebnis
SignalP - - - - kein Sign. - - - - kein Sign.
TargetP 0,560 0,130 - 0,050 Mito. 0,221 0,19 - 0,068 -
ChloroP - 0,453 - - negativ - 0,46 negativ
PCLR - 0,115 - - negativ - 0,022 - - negativ
PSORT 0,478 0,253(thy) 0910 - - 0,1 0,1 0,76

0,552(stro)

Mitoprot 0,9129 - - - - 0,3538 - -
Predotar 0,824 0,006 - - Mito. 0,971 0,001 - - Mito.

Tabelle 3.7.: Lokalisationsvorhersage St5 mit Peptidsequenz translatiert aus RACE-PCR und Peptid-
sequenz AthZhou von Zhou et al. (1997). Beide Sequenzen wurden von erstem M bis zum Stop
an die Datenbanken geschickt. Die ausgegebenen Werte bezeichnen keine Wahrscheinlichkeit,
sondern einen Zuverlassigkeitsfaktor (vgl. Beschreibung im WWW; Tab.: 1.2, S.13).

Der Algorithmus SignalP erkannte in keiner der beiden Sequenzen ein Muster, welches
auf ein Signalpeptid hindeuten kdnnte. TargetP meldete einen leichten Hinweis auf ein
mitochondriales Targetsignal der St5xI-Sequenz, nicht jedoch der AthZhou-Sequenz.
Die auf Plastiden spezialisierten Algorithmen ChloroP und PCLR konnten in keiner der
beiden Sequenzen plastidare Muster erkennen. PSORT dagegen fand Anhaltspunkte
fur nukle&re Lokaliationssignale, kam jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis. Der auf
Mitochondrien spezialisierte Mitoprot-Algorithmus fand keine entsprechenden Signale.
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Predotar, der plastidare und mitochondriale Targetsequenzen erkennen soll, schlof in
beiden Fallen eine plastidare Lokalisation aus und zog eine mitochondriale Lokalisati-
on in Erwagung.

Funf der sieben Algorithmen kamen zu keinem Ergebnis in Bezug auf eine Tar-
getsequenz. Nur in zwei Fallen wurde fur St5xI und einem fur AthZhou ein tendenziell
mitochondriales Signal erkannt. Somit liel3 sich aus den Ergebnissen der Signalerken-
nungsalgorithmen keine fundierte Aussage zur Lokalisation ableiten. Zuverlassigere
Hinweise wurden daher durch Beobachtungen in vivo gesucht.

3.4.2. Herstellung zweier DHOase:GFP-Fusionspr oteine

Zur Lokalisierung des Enzyms DHOase in vivo wurden GFP-Fusionen erstellt. Diese
ermoglichen eine Detektion der Fusionsproteine in vivo. Dazu sollten zwei unterschied-
liche Strategien zum Zuge kommen: Die Fusion der mdglichen Targetsequenz mit GFP
im gleichen Leseraster und die Fusion der vollstdndigen DHOase mit GFP. Beide Kon-
strukte sollen das GFP C-terminal tragen.

In beiden Konstrukten kam das verbesserte EGFP aus dem Vektor pEGFP-C1 (Clon-
tech, Acc# U55763) zum Einsatz. Dieses wurde mit Hilfe der modi zier ten Oligonu-
kleotide EGFP-fw und EGFP-rv [Tabelle A.2, S.125] mittels PCR (Pfu Polymerase) aus
dem Vektor isoliert. Durch die modi zier ten Oligonukleotide verfiigt das Produkt tber
eine Xbal Schnittstelle am 5'-Ende und eine Sall Schnittstelle am 3'-Ende. Es wurde
ein Stopcodon (TGA hinter der letzten im Wildtyp-GFP vorkommenden AS integriert.
Damit umfal3t das modi zier te EGFP 239 Aminosauren.

Das EGFP (Xbal/Sall) Fragment wurde in einen pUC18 Vektor ligiert, dessen MCS
durch die (EcoRI/Hindlll) Kassette des Vektors pBinAR (Ho6fgen & Willmitzer, 1992)
ersetzt wurde. Der modi zier te pUC18 Vektor wird fortan mit pUC18/244 bezeichnet.
Das Konstrukt in Abbildung 3.8 [S.59] wurde zur Klonierung beider Fusionsproteine
eingesetzt.

3.4.2.1. Putative DHOase Transitsequenz fusionier t mit GFP

Durch RACE-PCR wurden 267 bp vor dem urspriinglich angenommenen Transkrip-
tionsstart von St5 ermittelt, mit einem ATG90 bp vor dem ATGdes St5 Klons. Die
90 Basenpaare werden fortan als ini bezeichnet. Das Fragment ini wurde durch PCR
(Pfu Polymerase) aus dem RACE Klon mit den Oligonukleotiden St5ini-fw und St5ini-
rv [Tab. A.2, S.125] ampli zier t. Die beiden Oligonukleotide sind so konzipiert, dal3

58



3. ERGEBNISSE

_______________ > mcs e
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Abbildung 3.8.: Orientierung von EGFP (Xbal/Sall) in Vektor pUC18 mit der (EcoRI/Hindlll) Kassette
aus pBinAR (Hofgen & Willmitzer, 1992).

am 5'-Ende des PCR-Produktes eine BamHI Schnittstelle und am 3'-Ende eine Sa-
cl und Xbal Schnittstelle entsteht. Am 3'-Ende werden die ersten 14 Basen des St5
Klons Ubernommen und danach die Xbal Stelle angefligt. Die daraus resultierenden
30 AS wurden als mdgliche Transitsequenz vor das EGFP-Protein fusioniert. Dazu
wurden die 90 bp BamHI/Xbal im gleichen Leseraster vor die EGFP Sequenz im Vek-
tor puC18/244 [Abb. 3.8] ligiert. Das Konstrukt iniEGFP im Vektor puUC18/244 tragt
fortan die Bezeichnung STCGL1. Das Insert iniEGFP umfal3t von BamHI bis Sall 837
Basenpaare und 276 AS von ATGbis TGA[Abb. 3.9].

______________ > mcs ———»
m [T I m_
& S5T 55 5 S
g 540 bp §§§ & I 215 bp lg

Abbildung 3.9.: STCG1: Mdgliche 5'-Targetregion (ini) von pyrC aus S.tuberosum, gekoppelt mit EGFP
im Vektor puC18/244.

3.4.2.2. Vollstdndig e St5-Sequenz fusionier t mit GFP

Zunachst wurde die pyrC-Sequenz des Klons St5 (pBluescript SK) mit der ini-Sequenz
des Klonsl der RACE-PCR (pCR 4Blunt-TOPO) fusioniert. Klonl und St5 haben eine
gemeinsame Uberlappungssequenz mit einer Sacl Restriktionsstelle. Das Sacl/Notl
geschnittene St5-Fragment aus dem Vektor pBluescript SK wurde in den Vektor pCR4-
Blunt-TOPO subkloniert [Abb. 3.10, S.60].
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Abbildung 3.10.: Subklonierung und Fusion von St5 Sacl/Notl in pCR4BIlunt-TOPO (Invitrogen) mit der
moglichen Targetsequenz ini im Klon1 der RACE-PCR.

Durch PCR mit den Oligonukleotiden St5ini-fw und St5xl-rv konnte das Konstrukt
Stbxl aus dem Vektor ampli zier t werden. Die Oligonukleotide sind derart konzipiert,
dafll am 5'-Ende eine BamHI Schnittstelle und am 3'-Ende eine Xbal Schnittstelle ein-
gefugt wird. Dies ermdglichte die Fusion mit EGFP im Vektor puC18/244 [Abb. 3.11
S.60].

Somit stehen zwei EGFP-Fusionen zur Verfigung. Die putative Targetsequenz (ini)

fusioniert mit EGFP im Vektor pUC18/244 (STCG1) [Abb. 3.9 S. 59] und die komplette
Sequenz aus ini + St5 (Stbxl) fusioniert mit EGFP im Vektor puUC18/244 (STCG2)

[Abb. 3.11 S. 60].

Abbildung 3.11.: STCG2: Volle Lange pyrC inklusive moglicher 5'-Targetregion (ini) aus S.tuberosum

gekoppelt mit EGFP im Vektor pUC18/244.
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3.4.3. Transiente Expression der GFP-Fusionen durch ballistisc he
Transf ormation

Die EGFP-Fusionskonstrukte aus Sektion 3.4.2 verfligen Uber den starken Promoter
CaMV 35S des Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al., 1980), der eine gute Expression
in allen p anzlichen Geweben ermdglicht und auRerdem das Polyadenylierungssignal
(OCS) des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACH5 (Gielen et al., 1984) enthalt.
Mittels ballistischer Transformation wurden beide Konstrukte zur transienten Expres-
sion in Blatter von Arabidopsis thaliana (Columbia 0) transformiert. Die Detektion der
Genexpression erfolgte 20 Stunden nach Transformation mittels CLSM.

3.4.3.1. Kontr olle xperimente

Zur Deutung der Ergebnisse aus der Lokalisationsanalyse missen Konstrukte heran-
gezogen werden, deren Lokalisation bekannt ist.

ER: Das Konstrukt KDEL-GFP (Scott et al., 1999) enthalt mGFP5 mit dem H(K)DEL
ER-Retentionssignal im pUCAP® Vektor unter Kontrolle des CaMV 35S Promo-
tors [Abb. 3.12].

20.00 pm 20.00 pm

Abbildung 3.12.: Kontrollplasmid KDEL-GFP in einer Arabidopsis thaliana Epidermiszelle. Rechts: Glei-
che Aufnahme mit Chlorophyll uoresz enz. Beide Aufnahmen entstanden aus der Projektion einer
Z-Serie.

Sein Derivat des pUC19 Vektors
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Mitoc hondrium: Das Konstrukt pre-101 enthalt die Targetsequenz der b-Untereinheit
(pre-b) der mitochondrialen ATPase aus Nicotiana plumbaginifolia vor GFP (S65-
T) im Vektor pRT101 (pUC18/19 Derivat) [Abb. 3.13, S.63].

Cytosol: Das Konstrukt pA7-GFP enthélt GFP (S65-T) im Vektor pA7 (pUC19 Deri-
vat) [Abb. 3.14, S.63].

Chlor oplasten: Die Visualisierung der Plastiden erfolgte mit Hilfe der leicht erkenn-
baren roten Chlorophyll uoresz enz bei 690 nm und 740 nm in griinem Gewebe.

3.4.3.2. Expression der GFP-Fusionspr oteine in Arabidopsis thaliana

Die Plasmide STCG1 [Abb. 3.9, S.59] und STCG2 [Abb. 3.11, S.60] wurden unter
gleichen Bedingungen in A.thaliana Epidermiszellen transformiert wie die Kontrollplas-
mide KDEL-GFP, pre101 und pA7-GFP.

Transformierte Zellen wurden im Fluoreszenzmikroskop gesucht und anschlieRend
davon Z-Serien am CLSM aufgenommen. Mit Hilfe mathematischer Projektion der Z-
Serie kann eine pseudo-3D Ansicht der Zelle generiert werden.

In den Abbildungen 3.15 [S.64], 3.16 [S.64]und 3.17 [S.65] ist deutlich zu erken-
nen, daf} die GFP-Fluoreszenz nicht im Bereich der Plastiden liegt (rote Chlorophyll-
uoresz enz, jeweils rechte Aufnahme). Dariiber hinaus zeigt Abbildung 3.16 die mit
DAPI markierten Zellkerne (blau). Die DAPI-Fluoreszenz deckt sich nicht mit der GFP-
Fluoreszenz. Vergleicht man die mit STCG1 und STCG2 transformierten Zellen in Abb.
3.15, 3.16 und 3.17 mit den Kontrolltransformationen KDEL-GFP [Abb. 3.12, S.61], pre-
101 [Abb. 3.13, S.63] und pA7-GFP [Abb. 3.14, S.63], so fallt eine groRe Anlichkeit mit
dem cytosolischen Kontrollkonstrukt pA7-GFP auf. In Mitochondrien lokalisierte GFP-
Produkte zeichnen sich durch sehr viele kleine Punkte aus, die vorwiegend entlang
der Zellmembran aufgereiht erscheinen [Abb. 3.13, S.63]. Dies trifft auf die STCG1
und STCG2 Transformationen nicht zu. Das Signal des Kontrollkonstruktes KDEL-GFP
zeigt nur maRrige Ahnlichkeit zu den STCG Signalen.
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20.00 pm 20.00 pm

Abbildung 3.13.: Kontrollplasmid pre101 in einer Arabidopsis thaliana Epidermiszelle. Rechts: Gleiche
Aufnahme mit Chlorophyll uoresz enz. Beide Aufnahmen entstanden aus der Projektion einer Z-
Serie.

20.00 pm 20000 pm

Abbildung 3.14.: Kontrollplasmid pA7Bi35S-GFP in einer Arabidopsis thaliana Epidermiszelle. Rechts:
Gleiche Aufnahme mit Chlorophyll uoresz enz. Beide Aufnahmen entstanden aus der Projektion
einer Z-Serie.
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20.00 pm 20.00 pm

Abbildung 3.15.: GFP Fluoreszenz einer Arabidopsis thaliana Epidermiszelle nach Transformation mit
Plasmid STCG1. Rechts: Gleiche Aufnahme mit Chlorophyll uoresz enz. Beide Aufnahmen ent-
standen aus der Projektion einer Z-Serie.

40.00 pm 40.00 pm

Abbildung 3.16.: GFP-Fluoreszenz (griin) einer Arabidopsis thaliana Epidermiszelle nach Transformati-
on mit Plasmid STCG1. Markierung der Nukleinsduren mit DAPI (blau). Rechts: Gleiche Aufnahme
mit Chlorophyll uoresz enz (rot). Beide Aufnahmen entstanden aus der Projektion einer Z-Serie.
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20.00 ym 20.00 pm

Abbildung 3.17.: GFP-Fluoreszenz (griin) einer Arabidopsis thaliana Epidermiszelle nach Transforma-
tion mit Plasmid STCG2. Rechts: Gleiche Aufnahme mit Chlorophyll uoresz enz (rot). Beide Auf-
nahmen entstanden aus der Projektion einer Z-Serie. Im linken Bild sind deutlich mehrere Aus-
buchtungen im GFP-Signal zu erkennen, verursacht durch Chloroplasten. Im rechten Bild kann
man an den entsprechenden Stellen Chloroplasten mit roter Chlorophyll uoresz enz erkennen.
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3.5. Transg ene P anz en mit reduzier ter DHOase-Expression

Eine wirksame Methode zur abgestuften Reduktion der Genexpression ist die Herstel-

lung von Antisense-Transformanten [vgl. Abschnitt 1.4.2, S.17].

3.5.1. Transformation von S.tuber osum mit St5 Antisense-DNA

Zur Herstellung transgener P anz en mit reduzierter DHOase-Expression wurde die far
DHOase codierene pyrC-Sequenz aus Kartoffel (St5) in antisense-Orientierung in den
binaren Vektor pBinAR (Hofgen & Willmitzer, 1992) ligiert.

_______________ » l’nCS ——————————p +—
— - e
“(lé)‘: 540 bp 5 055 & & 215bp §
< Q T

Abbildung 3.18.: DHOase-Klon St5 in antisense-Orientierung im Vektor pBinAR unter Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors. OCS: Polyadenylierungssignal der Octopin Synthase aus pTiACH5 (Gielen
et al., 1984). NPT II: Neomycin Phosphotransferase (vermittelt Kanamycin-Resistenz). Ligation
Asp718/BamHI mit partieller MCS von pBluescript SK und EcoRI-Notl Linker der cDNA-Bank am
3'-Ende (bzw. 5'-Ende beziiglich St5 in sense-Orientierung).

Die Transformation der Kartoffelp anz en (cv. Solara) mittels Agrobakterium tumefa-
ciens wurden am IPK Gatersleben® durchgefiihrt. Positive Transformanten konnten
durch Selektion auf Kanamycin-Resistenz isoliert werden, welche durch das nptll-Gen
auf pBinAR vermittelt wird. Es wurden 42 kanamycin-resistente P anz en mit der Be-
zeichnung ROSa auf inre DHOase-Expression untersucht.

8nstitut fiir P anz engenetik und Kulturp anz enforschung Gatersleben; www.ipk-gatersleben.de
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3.5.2. Transformier te P anz en zeigen unter schiedlic h starke Reduktion im
DHOase-Gehalt.

Zur Detektion der Kartoffel-DHOase wurde ein Peptidantikérper (Kaninchen anti DHO-
ase) gegen die exponierte Sequenz 245-LGTDSAPHDRRRKEGerwendet, der iber
die C-terminale SH-Gruppe an das Protein KLH’ gekoppelt ist.

Stellvertretend fir verschiedene Abstufung des DHOase-Gehaltes wurden nach ei-
ner ersten Durchmusterung aus den 42 Transformanten exemplarisch die sechs P an-
zen ROSa 3, 9, 19, 20, 34 und 40 ausgewahlt und einer eingehenderen Analyse un-
terzogen. Zur besseren Uberschaubarkeit wurde die Zahl der Transformanten auf vier
reduziert und alle folgenden Experimente an ROSa 19, 20, 34 und 40 durchgeftihrt.

Source - Blatt Knolle

38,5kD —»

Wt 34 19 20 40 |Wt 34 19 20

Abbildung 3.19.: Westernblot-Analyse der St5 Antisense-Transformanten und des Wildtyps. Immu-
nologische Detektion von Dihydroorotase in Source-Blattern und Knollen mit Kartoffel-DHOase
Peptidantikodrper. Farbprazipitat durch alkalische Phosphatase.

"Keyhole Limpet Hemocyanin aus Megathura crenulata (Gastropoda, Prosobranchia)
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3.5.3. Verminder ter DHOase-Gehalt beein usst das Wachstum.

Einige der ausgewahlten Transformanten wurden von Sterilkultur auf Erdkultur Gber-
fuhrt, um eventuelle phéanotypische Merkmale in Grol3e, Biomasse, Wurzelwachstum,
Blatt &che oder Zelldichte zu erkennen.

(a) Transformanten in Erde (b) ROSa 40

Abbildung 3.20.: (a) Kartoffeltransformanten ROSa mit St5 Antisense, 31 Tage nach Uberfiihrung in
Erdkultur. v.l.n.r: Wildtyp Solara, ROSa3, ROSa9, ROSal9, ROSa40. (b) Detailaufnahme des
rechten Kulturgefalles aus Abb.(a).

In Sterilkultur zeigt keine der Transformanten ein aufféallig verandertes Wachstumsver-
halten der SproRachse. Jedoch schon wenige Tage nach Uberfiihrung der Setzlinge in
Erde oder Sandkultur zeigen sich deutliche Wachstumsunterschiede [Abb. 3.20]. Be-
sonders das Wurzelwachstum ist beeintrachtigt [Abb. 3.21], indem sich die Wurzeln
im Gegensatz zum Wildtyp deutlich weniger oder Uberhaupt nicht weiterentwickeln.
Besonders deutlich tritt der Unterschied bei ROSa40 zu Tage, deren Wachstum zum
Erliegen kommt. Abbildung 3.20(b) zeigt eine vergréfRerte Aufnahme einer 31 Tage
alten P anze.

Abbildung 3.21.: Transformante ROSa 40 nach der Entnahme aus Gewebekultur.

Die Wurzelauslaufer sind nur rudimentar zu erkennen.
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3.5.3.1. Beeinussung des Wurzelwachstums

Zur detaillierten Untersuchung des Wurzelwachstums wurden ROSa P anz en und
Wildtypen auf vertikale Agarplatten (M&S, 2% Saccharose) kultiviert, deren Unterseite
sich in einem abgedunkelten Kasten befand. Die Anzahl der Wurzelstrange je P anz e
und deren Zuwachs wurde taglich erfal3t und die Mel3punkte mit Folienschreiber auf
der Rickseite der Platte markiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.22 [S. 69] dargestellt.
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Abbildung 3.22.: Wurzelwachstum der Transformanten ROSa 19, 20, 34 und 40 in Relation zum Wild-
typ (wt). Anzucht auf vertikalen Agarplatten (1% M&S-Agar mit 2% Saccharose) mit abgedunkelter
Wurzelzone. Sechs Replikate je Transformante und Wildtyp. Alle Werte gemittelt Giber alle Repli-
kate. Lichtperiode: 12h bei 80-100 nEs, 20°C, 60% rel. Luftfeuchte.

(a) Gesamtwurzellange je P anz e (b) Wachstumsrate je P anz e (c) mittl. La&nge der Wurzelaus-
laufer (d) mittl. Wachstumsrate der Wurzelauslaufer.

Abbildung 3.22 zeigt, da3 das Wurzelwachstum mit abnehmender Expression von
p anz eneigener DHOase reduziert ist. Wurzellange und Wachstumsrate nehmen ab.
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Dies wird besonders deutlich bei der Transformante ROSa 19, die nur geringe Reduk-
tion der DHOase-Expression aufweist, bis hin zu den Transformanten ROSa 20 und
ROSa 40, die stark bzw. sehr stark in der DHOase-Expression reduziert sind. Die mit
dem Wildtyp vergleichbare Transformante ROSa 34 bricht aus diesem Schema etwas
aus, indem sie die Wachstumsrate und die Wurzellange des Wildtyps sogar Ubertrifft.

3.5.3.2. Beeinussung der Biomasse

GleichgroR3e und gleichalte Wildtyp- und ROSa-Stecklinge wurden aus Sterilkultur (1%
M&S-Agar mit 2% Saccharose) auf Sandboden Ubersetzt und mit 6N-Ara Losung [2.2,
S.24] ernahrt. Nach 19 Tagen wurden Frisch- und Trockengewicht der Wurzel und des
Sprosses bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.23 [S.70] dargestellt.
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©
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WT ROSa 34 ROSa 19 ROSa 20 ROSa 40 WT ROSa 34 ROSa 19 ROSa 20 ROSa 40

(a) Gesamt-Frischgewicht (b) Gesamt-Trockengewicht

Abbildung 3.23.: Mittleres Frischgewicht und Trockengewicht der ROSa-Transformanten und des Wild-
typs. Alter: 19 Tage. Nach dem Transfer auf Sand Erndhrung mit Medium 6N-Ara [6 mM NO3].
14 Stunden Lichtperiode bei 80-100 nEs. (a): Mittleres Gesamt-Frischgewicht mit Standardabwei-
chung (n=8). (b): Mittleres Gesamt-Trockengewicht mit Standardabweichung (n=8).

Vergleichbar mit den Ergebnissen des Wurzelwachstums zeigt sich auch hier, daf3 mit
abnehmender DHOase-Expression das Wachstum, und somit Frisch- und Trockenge-
wicht, sinkt.

Ein schlechtes Sprol3wachstum kann durch ein schlechtes Wurzelwachstum be-
grindet sein. Daher wurde von jeder P anz e das Sprof3 zu Wurzel Verhéltnis be-
stimmt und Uber alle Replikate gemittelt. Eine Betrachtung der Sprof3:Wurzel Rela-
tionen in Bezug auf Frisch- und Trockengewicht ndet sich in Abb. 3.24 [S.71]. Der
SprofR:Wurzel Quotient der Trockengewichts Analyse bleibt bis hin zur stark vermin-
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derten DHOase-Expression (ROSa 20) konstant, steigt bei sehr stark verminderter
DHOase-Expression (ROSa 40) jedoch deutlich an.
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Relation Frischgewicht
SprofR : Wurzel
®
Relation Trockengewicht
SprofR : Wurzel

WT ROSa34 ROSa19 ROSa20 ROSa40

(a) Frischgewicht (b) Trockengewicht

Abbildung 3.24.: Relation Sprol3:Wurzel beziiglich Frischgewicht (a) und Trockengewicht (b). Anzucht-
bedingungen siehe S.70, Abb. 3.23.

Das Wachstum der P anz en auf3ert sich ebenfalls in einer reduzierten Blatt &che bei
gleichem Entwicklungsstadium des Blattes. Dazu wurde allen P anz en das fuinfte Fol-
geblatt nach der Knospe entnommen. Alle Blatter wurden gemeinsam bei 300 dpi und
einem Bit Farbtiefe (schwarzweil3) gescannt. Aus dem resultierenden TIFF-File konnte
mit digitaler Bildanalyse die genaue Flache aller Blatter bestimmt werden. Abb 3.25
[S.72] zeigt die mittleren relativen Blatt &chen in Bezug auf den Wildtyp.

Die relativen Flachen von Blattern gleicher Blattfolge am SproR® nehmen mit der Stérke
der Antisense-Inhibierung der DHOase ab. In der besonders stark inhibierten Transfor-

mante ROSa 40 ist ein starker Abfall der Blatt &che in Relation zum WT zu verzeich-
nen.

8tiinftes Folgeblatt nach der Knospe
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Abbildung 3.25.: Relative Blatt &chen der ROSa-Transformanten in Bezug auf WT Solara (100%).
Funftes Folgeblatt der Knospe. Mittelwerte (n=5) mit Standardabweichung. Anzuchtbedingungen

siehe S.70, Abb. 3.23.
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3.5.3.3. EinulR auf die Zelldic hte

In Anbetracht der beobachteten Unterschiede in Biomasse und Blatt &che stellte sich
die Frage, ob die Transformanten gleichviele, aber kleinere oder insgesamt weniger
Zellen bilden als der Wildtyp. Zu diesem Zweck wurden je 20 Setzlinge der Linien
ROSa 19, 20, 34 und 40, sowie des Wildtyps aus Sterilkultur auf Sandboden Uber-
fuhrt und mit 6N-Ara Losung [6 mM NO3’] ernahrt (12 h Licht, 80-100 nEs, 60% Luft-
feuchte). Nach 22 Tagen wurden am 4. Folgeblatt der Knospe Blattscheiben (d=4 mm)
ausgestochen. Jedem Blatt wurde eine Probe nahe der Blattspitze und an der latera-
len Blattbasis entnommen. Durch die differenzierte Betrachtung der apikalen und der
basalen Blattscheiben konnten zwei Wachstumszonen am selben Blatt untersucht wer-
den. Nach Entfarbung der Blatter und Markierung der Kerne mit DAPI wurden Fokus-
serien des Gewebes aufgenommen und die Helligkeitsmaxima (Kerne) mittels digitaler
Bildanalyse gezahilt.

Transformante ROSa 40 konnten nicht mit in die Analyse einbezogen werden, da
diese wiederholt nach Uberfiihrung auf Sandkultur das Wachstum einstellte. Ein vier-
tes Folgeblatt der Knospe war nicht existent und die Lange der vohandenen Blattsprei-
ten lag unter 5 mm.

Abb. 3.26 [S.73] lal3t sowohl im basalen, als auch im apikalen Bereich der Blattsprei-
te eine Abnahme der Zellzahl bei ROSa 20 erkennen, deren DHOase-Expression nach
ROSa 40 am starksten inhibiert ist.

Abbildung 3.26.: Ergebnis der mit di- 10000

gitaler Bildverarbeitung ermittelten ——
Zelldichte der Transformanten RO- 80001 ) et
Sa34, ROSal9, ROSa20 und des
Wildtyps. Mittelwerte und Standard-
abweichung (n=20) normiert auf 1
mm?2. Messfeld 150 nm x 200 mm
(0,03 mm?). Probennahme 22 Ta- 2000 {
ge nach Uberfilhrung aus Sterilkul-
tur. Anzuchtbedingungen siehe S.70,

Abb. 3.23.
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Zwischen den schwach inhibierten Transformanten ROSa 34 und 19 und dem WT
gibt es weder an der Blattbasis, hoch an der Blattspitze signi kante Unterschiede in
der Zelldichte. Erst bei Betrachtung der starker inhibierten Transformante ROSa 20 ist
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eine deutlich geringere Zelldichte erkennbar. Weniger Zellen pro mm? bedeutet, die
einzelnen Zellen missen im Mittel gréRer sein als die des Wildtyps. Bei gleichzeitig
geringerer Blatt ache [vgl. Abb. 3.25, S.72] bedeutet dies, dal? die Zellzahl in Blattern
gleicher Entwicklungsstufe geringer sein muf3.

3.5.4. Einuss der DHOase-Expression auf die Kohleh ydrat-Akkum ulation

Stecklinge der Transformanten ROSa 19, 20, 34 und 40, sowie des Wildtyps wurden
von Sterilkultur auf Sandkultur [Ern&hrung: 6N-Ara, Licht: 14h 80-100 nEs, Feuchte:
60%] ausgebracht und nach 20 Tagen geerntet. Es wurden jeweils Proben zu Ende der
Lichtperiode (14 Stunden) und zu Ende der Dunkelperiode (10 Stunden) genommen.
Es sollte untersucht werden, ob die Transformanten im Blatt- und Wurzelgewebe Unter-
schiede im Hexose-, Saccharose-, oder Starkegehalt im Vergleich zum WT zeigen. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.27 [S.75] dargestellt. Die Wurzelbildung von ROSa 40 war
Zu gering, um daraus Extrakte herstellen zu kdnnen. Daher a3t sich Uber die Zucker-
und Starke-Konzentration im Wurzelgewebe von ROSa 40 keine Aussage machen.

Bei Betrachtung der Hexosen Fructose und Glucose [Abb. 3.27 a+b] laft sich keine
Tendenz der Zu- oder Abnahme in Abhangigkeit von der DHOase-Expression erken-
nen. Dies gilt sowohl fir Source-Blatter und Wurzelgewebe, als auch fur die Unter-
scheidung zwischen Beginn und Ende der Lichtperiode.

Transformanten mit stark reduzierter DHOase-Expression zeigen einen erhéhten
Saccharosegehalt in Source-Blattern, der weitgehend unabh&ngig vom Zeitpunkt der
Probennahme ist [Abb. 3.27 c]. Auch in Wurzelgewebe ist bei ROSa 20 eine Erhéhung
der Saccharose Konzentration zu erkennen [Abb. 3.27 d].

Der Starkegehalt in Source-Blattern aller Transformanten ist am Ende der Lichtpe-
riode erhoht. Insbesondere bei ROSa40, bei der auch der Starkegehalt am Ende der
Dunkelperiode stark erhéht ist [Abb. 3.27 €]. In Wurzelgewebe laf3t sich Uber den Star-
kegehalt keine allgemeine Tendenz ableiten. Jedoch féllt auch hier wieder die stark
inhibierte Transformante ROSa20 auf, deren Starkegehalt am Ende der Dunkelperi-
ode im Vergleich zum WT deutlich reduziert ist [Abb. 3.27 e].
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Abbildung 3.27.: Kohlehydratverteilung in DHOase Antisense-Transformanten ROSa und Wildtyp. An-
zuchtbedingungen siehe S.70, Abb. 3.23. Ergebnisse sind Mittelwerte (n=4) mit Standardabw.
in [mMmol / mg Frischgewicht]. Die Starke wird in mmol Glucose-Einheiten pro mg FG dargestellt.
Links: (a, c, €) Source Blatt (4. Folgeblatt der Knospe). Rechts: (b, d, f) Wurzelgewebe ohne RO-
Sa 40.
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3.5.5. Verminder te DHOase-Expression hat nur gering e Auswirkung auf den
Nukleotidhaushalt.

Zur Bestimmung ausgewahlter Nukleotide und Nukleotid-Zucker wurden Gewebepro-
ben der P anz en aus Abschnitt 3.5.4 mittels TCA-Extraktion aufgeschlossen und tber
HPLC getrennt.

Das Experiment soll zeigen, ob die Transformanten mit verminderter DHOase-Ex-
pression eine vom Wildtypen abweichende Nukleotidkonzentration aufweisen. Beson-
deres Augenmerk sollte auf Uridin-Nukleotide fallen, die priméren Produkte der Pyrimi-
din de-novo Synthese. Auch der Gehalt an Nukleotid-Zuckern wie UDP-Glucose wur-
de untersucht. Aufgrund der verwendeten Saulen- und Gradientenkon gur ation eluiert
UDP-Glucose nahezu zeitgleich mit UDP-Galactose. Die Extinktionen stellen somit
die Summe der beiden UDP-Zucker dar. In grinem Gewebe ist die Menge an UDP-
Galactose in Relation zu UDP-Glucose jedoch gering, so dal sie hier vernachlassigt
werden kann. Nicht jedoch in Wurzelgewebe, in dem das Verhéltnis UDP-Glc zu UDP-
Gal etwa 4:1 betragt (Giermann, 2002). In den Tabellen 3.8 und 3.9 [S.77] sind die
Ergebnisse zusammengefalit.

Die Betrachtung des Wildtyps und der Transformanten in Bezug auf die Konzen-
tration der Uridin Di- und Triphosphate, sowie UDP-Glucose zeigt keine signi kante
Veranderung bei reduzierter DHOase-Expression [Abb. 3.8, S.77].

Auch unter den untersuchten Purin-Nukleotiden ADP, ATP, GDP und GTP ist keine
signi kante Verschiebung der Konzentration in Relation zur DHOase-Expression zu
beobachten [Abb. 3.9, S.77].
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src-frith UDP UTP Sune UTP:UDP UDPGIc UDPGIc:UDP
WT Solara || 93 05 | 162 25 | 254 | 1,74 0,24 | 60,7 8,2 | 6,53 0,58
ROSa 34 81 18 | 162 5.1 243 | 2,21 0,47 | 58,9 57 | 7,53 1,07
ROSa 19 79 03| 16,7 28 246 | 2,12 0,38 | 59,1 7,7 | 7,52 1,15
ROSa 20 83 11| 184 14| 268 | 251 032 | 772 137 | 857 0,50
src-spat UDP UTP Sunp UTP:UDP UDPGIc UDPGIc:UDP
WT Solara 81 10 | 133 0,8 214 | 167 015 | 72,2 1,2 | 9,07 1,15
ROSa 34 98 14 | 125 31 223 | 1,30 034 | 771 50 | 8,04 1,21
ROSa 19 88 11 | 140 27| 22,7 | 158 0412 | 852 131 | 9,70 0,67
ROSa 20 97 05 ] 152 3.2 249 | 1,71 032 | 87,6 14,7 | 9,77 0,90
wrz-friih UDP UTP Sunp UTP:UDP UDPGIc UDPGIc:UDP
WT Solara || 44 02| 221 62| 266 | 555 1,08 | 550 145 | 135 1,3
ROSa 34 41 09| 238 32| 279 | 606 1,10 | 619 45 | 12,2 7,6
ROSa 19 34 13| 195 62| 229 | 478 086 | 554 19,7 | 13.2 15
ROSa 20 36 02| 235 17| 271 | 577 156 | 63,6 2,0 | 155 39
wrz-spét UDP UTP Sune | UTP:UDP UDPGIc UDPGIc:UDP
WT Solara || 53 0,7 | 207 36 | 260 | 393 029 | 619 134 | 11,7 1,2
ROSa 34 44 18| 230 16 | 274 | 487 130 | 604 122 | 157 5,0
ROSa 19 57 16 | 252 69 | 310 | 452 0,76 | 58,8 11 | 12,6 2,9
ROSa 20 59 23| 256 57| 315|465 0,79 | 680 190 | 148 3,0

Tabelle 3.8.: Uridin-Nukleotidkonzentration in source Blattern (src) und Wurzeln (wrz) der pyrC Antisen-

se P anz en ROSa in [nmol/g Frischgewicht]. Mittelwerte und Standardabweichung mit n=4. Ernte
jeweils zu Beginn (friih) und zu Ende (spat) der Lichtperiode. Synp ist die Summe aus UDP und

UTP.

src-frith ADP ATP ATP:ADP GDP GTP

WT Solara 109,9 25,6 | 55,0 88 | 051 006 |55 07| 118 18
ROSa 34 113,8 09 | 491 72| 046 004 |59 05| 109 14
ROSa 19 73,9 6,5 | 49,4 45| 068 011 |64 07 | 120 15
ROSa 20 98,7 370|616 110 | 067 0,15 | 43 15 | 143 24
src-spat ADP ATP ATP:ADP GDP GTP

WT Solara 69,2 12,2 | 36,8 24105 008 |66 07 99 05
ROSa 34 99,8 26,3 | 34,6 18032 005 (52 18| 101 0,6
ROSa 19 68,4 7,7 | 44,1 68 | 065 0,12 | 66 09 | 127 23
ROSa 20 65,0 16,7 | 49,2 811|079 016 | 7,7 13 | 140 30
Wrz-friih ADP ATP ATP:ADP GDP GTP

WT Solara 13,1 21 | 449 118 3,4 03|18 03 78 17
ROSa 34 13,4 14 | 46,9 6,1 3,3 03|22 03 83 09
ROSa 19 14,1 51 | 33,6 7,6 2,5 02|22 10 6,7 19
ROSa 20 14,7 2,4 | 42,7 8,8 3,0 09 | 20 0,2 75 1.2
Wrz-spét ADP ATP ATP:ADP GDP GTP

WT Solara 12,0 2,1 | 28,6 2,5 2,6 01122 03 57 01
ROSa 34 13,7 38 | 40,4 7,7 3,3 11|27 09 68 1,2
ROSa 19 13,6 08 | 42,2 9,2 2,8 05|28 13 70 05
ROSa 20 16,2 1,7 | 357 8,5 2,5 02123 07 71 18

Tabelle 3.9.: Purin-Nukleotidkonzentration in source Blattern und Wurzeln der pyrC Antisense P anz en
ROSa in [nmol/g Frischgewicht]. Mittelwerte und Standardabweichung mit n=4. Ernte jeweils zu
Beginn und zu Ende der Lichtperiode.
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3.6. Herstellung und Durchmusterung transg ener P anz en mit
erhohter DHOase-Expression.

Der Ein uf3 einer reduzierten Expression der Dihydroorotase in P anz en wurde in Ab-
schnitt 3.5 [S.66 ff.] gezeigt. Anhand dieser Erkenntnisse sollte der Ein uf3 einer erhoh-
ten DHOase-Menge auf das Wachstum und den Stoffwechsel der P anz e untersucht
werden.

Zur Vermeidung der Co-Suppression sollte das artfremde DHOase-Gen aus E.coli
(ECpyrC, Acc.No: X04469) in Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum transfor-
miert werden. E.coli-Orotase soll in P anz en auf zwei unterschiedliche Arten expri-
miert werden:

* Globale Expression unter Kontrolle des starken CaMV 35S-Promotors (Franck
et al., 1980).

* Gewebespezi sche Expression in Kartoffelknollen unter Kontrolle des Patatin
B33 Promotors.

Das E.coli pyrC-Gen kodiert kein Transitpeptid, das fir die Kompartimentierung in
eukaryontischen Zellen notwendig ist. Daher wurde das Konstrukt ECpyrC am N-
Terminus mit dem Transitpeptid der plastidaren® Transketolase (Henkes et al., 2001)
aus Nicotiana tabacum fusioniert.

3.6.1. Klonierung der E.coli DHOase fir die Uberexpression in P anz en

Aus lysierten Zellen des E.coli Stammes XL1 blue wurde mit PCR (Pwo Polymerase,
Oligonukleotide ECpyrC-fw und ECpyrC-rv) die Basen 881 (ATQ bis 1927 (Stop) des
pyrC-Gens ampli zier t. Am 5'-Ende wurde durch das Oligonukleotid ECpyrC-fw eine
Sall Restriktionsstelle hinzugefiigt. Das PCR-Produkt wurde zunachst in pBluescript
SK subkloniert. Zur Uberprufung der Enzymaktivitat wurde die pyrC-Mangelmutante
CS101-2U5 damit komplementiert und auf M9 Medium selektioniert. Nach 48 Stunden
konnten zahlreiche erfolgreich komplementierte Kolonien auf dem Minimalmedium ge-
zahlt werden.

9Zum Zeitpunkt der Klonierung bestand kein AnlaR zum Zweifel an der Literaturmeinung, Dihydroorot-
ase sei in Plastiden lokalisiert. Die Erkenntnisse aus den Untersuchungen aus Abschnitt 3.4 [S.56
ff.] sind wesentlich spéater entstanden.
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3.6.1.1. Konstrukt ECCI fiir die DHOase-Ubere xpression in allen Geweben.

Nach Aktivitatskontrolle wurde ECpyrC mit einem Sall Schnitt aus dem Vektor pBlue-
script SK isoliert und Sall/Sall in den Vektor pBinAR-TkTp9 ligiert [Abb. 3.28]. Die kor-
rekte Orientierung wurde mit Restriktionsschnitten Uberprift. Das Produkt erhélt die
Bezeichnung ECC1.
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Abbildung 3.28.: Konstrukt ECC1. ECpyrC: DHOase-Gen aus E.coli wurde im gleichen Leseraster von
TKkTp in Vektor pBinARTKTp9 ligiert. Das Transitpeptid TkTp aus N.tabacum wurde Asp718/Sall
in Vektor pBinAR ligiert. Der Sall-Linker am 5'-Ende von ECpyrC wurde vermittelt durch PCR
mit dem Oligonukleotid ECpyrC-fw. Der Polylinker am 3'-Ende von ECpyrC stammt aus der MCS
des Vektors pBluescript SK. 35S: CaMV 35S-Promotor. OCS: Polyadenylierunssignal der Octopin
Synthase. NPT II: Neomycin Phosphotransferase (vermittelt Kanamycin-Resistenz).

3.6.1.2. Konstrukt ECC2 fir die knollenspezi sc he DHOase-Expression.

Das Konstrukt ECC1 enthalt den 35S-Promotor, der in allen Geweben Expression ver-
mittelt. Dieser wurde im Konstrukt ECC2 [Abb. 3.29] durch den Promotor B33 ersetzt,
der durch Saccharose induzierbar ist und daher die Expression in Knollen begtinstigt.
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Abbildung 3.29.: Konstrukt ECC2. Derivat von Konstrukt ECC1 durch Austausch (EcoRI/Asp718) des
CaMV 35S-Promotors gegen den B33 Patatin Promotor.

CaMV 35S wurde EcoRI/Asp718 aus ECC1 entfernt. B33 wurde EcoRI/Asp718 aus
dem Vektor pBinB33 isoliert und anstelle des CaMV 35S-Promotors in den Expressi-
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onsvektor ligiert. Das resultierende Produkt mit B33:TkTp:ECpyrC im Vektor pBinAR
erhélt die Bezeichnung ECC2.

3.6.2. Die Transformante RMECs exprimier t DHOase aus E.coli unter Kontrolle
des CaMV 35S-Promotor s.

Kartoffelp anz en cv. Desireé wurden, vermittelt durch Agrobakterium tumefaciens, mit
dem Konstrukt ECC1 [Abb. 3.28, S.79] am IPK Gatersleben transformiert. Die Durch-
musterung auf erworbene Kanamycinresistenz brachte 51 positive Kartoffel Trans-
formanten hervor. Alle P anz en dieser Transformation wurden mit der Bezeichnung
RMECs benannt.

3.6.2.1. Peptidantikérper gegen Kartoff el-Orotase detektier t keine
E.coli -Orotase .

Zur Beurteilung der Starke der Protein-Expression, wurden Proteinextrakte aller Trans-
formanten tUber PAGE getrennt und mit Western-Transfer an eine Membran gebunden.
Die anschlieRende Detektion mit Hilfe des Peptidantikbrpers gegen die Aminosau-
ren 245 bis 259 der Kartoffel-DHOase zeigte ein einheitliches Signal in allen Proben
aus Transformanten. Dieses Signal ist der p anz eneigenen Dihydroorotase zuzuord-
nen. Die entsprechende Region 248 bis 261 der E.coli-DHOase zeigt keine immu-
nologische Reaktion mit dem Antikorper. Die Homologie der zu erkennenden E.coli-

S.tuberosum 245 LGTDSAPHDRRRKEC

[ Ll
E.coli 248 LGTDSAPHARMRKES

Abbildung 3.30.: Erkennungssequenz des Peptidantikdrpers gegen Kartoffel-DHOase (oben) und der
entsprechenden Region der Dihydroorotase aus E.coli (unten).

Peptidsequenz betragt 80% zur Kartoffel-DHOase [vgl. Sequenz 3.30, S.80]. Die Spe-
zi tat ist jedoch zu gering, um damit Aussagen Uber die Starke der Expression p an-
zenfremder DHOase in den RMECs Transformanten zu treffen.

3.6.2.2. RMECs Transformanten haben unter schiedlic he Transkriptmeng en der
ECpyrC mRNA.

Zur Durchmusterung der 51 RMECs P anz en auf mRNA-Ebene wurden diese im Ge-
wachshaus kultiviert und mit 6N-Ara Losung ernahrt (weitere Anzuchtbedingungen vgl.
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Abschnitt 2.2, S.24). Nach 50 Tagen wurde das 3. Folgeblatt der Knospe mit Neben e-
dern zur RNA-Isolation geerntet. Von allen 51 Transformanten wurden stellvertretend
vier ausgewahlt, die im Northern Blot schwache, mittlere und starke Banden der EC-
pyrC mRNA zeigten. Diese sind in Abb. 3.31 mit zunehmender Transkriptmenge des
ECC1-Konstrukts von links nach rechts dargestellt.

Abbildung 3.31.: Northern Blot Analyse der vier ausgwahlten RMECs
Transformanten und des Wildtyps. Oben: Agarosegel mit riboso-
maler RNA; Mitte: DIG-markierte Sonde gegen ECpyrC mRNA in
Source-Blattern.

3.6.3. Kartoff eltransf ormante D-RMBECs exprimier t DHOase aus E.coli unter
Kontr olle des B33 Patatin-Pr omotor s.

Kartoffelp anz en cv. Desireé wurden, vermittelt durch Agrobakterium tumefaciens, mit
dem Konstrukt ECC2 [Abb. 3.29, S.79] am IPK Gatersleben transformiert. Die Durch-
musterung auf erworbene Kanamycin-Resistenz brachte 38 positive Transformanten
hervor. Alle P anz en dieser Transformation wurden mit der Bezeichnung D-RMBECs *°
benannt.

3.6.3.1. D-RMBECs Transformanten haben unter schiedlic h starke
Transkriptmeng en der ECpyrC mRNA.

Setzlinge der D-RMBECs P anz en wurden auf Sandboden kultiviert und nach 43 Ta-
gen die Knollen geerntet. Aus Knollengewebe der 38 Transformanten wurde RNA iso-
liert und mittels Northerblot Analyse auf ihren Gehalt an ECpyrC-mRNA untersucht.

Abbildung 3.32.: Northern Blot Analyse der ausgewahlten RM-
BECs Transformanten und des Wildtyps. Signal der DIG mar-
kierten Sonde gegen ECpyrC mRNA aus Knollengewebe. Al- — —“‘
ter der P anz en: 43 Tage. Wt 10 9 23 25 17

Analog zu den RMECs P anz en wurden hier funf Transformanten stellvertretend fir
schwache, mittlere und starke Transkriptmengen ausgewahlt. In Abb. 3.32 sind die
ausgewahlten P anz en mit steigender Transkripmenge an ECpyrC-mRNA dargestellt.

10D bezeichnet die Sorte ,Desireé* und wird gelegentlich nicht ausdriicklich erwahnt
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3.7. Charakterisierung der transg enen P anz en mit
DHOase-Expression in allen Geweben.

Durch Northern Blot Analyse wurden vier transgene P anz en als representative Ver-
treter der RMECs-Transformanten anhand ihrer Transkriptmenge an ECpyrC-mRNA
ausgewahlt. Die Transformanten RMECs 50 und 43 sind die P anz en mit der héch-
sten Transkription an ECpyrC-mRNA, wéhrend RMECs 11 die geringste Menge auf-
weist. Dazwischen be ndet sich RMECs 3 mit vergleichsweise mittlerer Transkriptmen-
ge [Abb. 3.31, S.81].

Die ausgewahlten P anz en werden im folgenden Teil auf Unterschiede zum Wildtyp
in Wachstum, Biomasse, Gehalt an Protein und Starke, sowie in Enzymaktivitat der
E.coli-DHOase untersucht. Zum Vergleich der Ergebnisse in Abhangigkeit vom Alter
der P anz e wurden die Halfte der P anz en nach 49 Tagen und der Rest nach 78 Tagen
geerntet.

3.7.1. Wachstum und Phanotyp

Die RMECs-Transformanten 3, 11 und 43 haben keine erkennbaren phanotypischen
Merkmale, die sie vom Wildtyp unterscheiden. Die P anz en zeigen im friilhen Stadium
ihrer Entwicklung auch keine signi kante Anderung im Frischgewicht mit zunehmender
Menge der ECpyrC-mRNA [Abb.3.33, S.83]. Eine Ausnahme hierbei stellt RMECs 50
dar. Diese fallt nicht nur durch abnormes Blattwachstum [Abb.3.34, S.83] auf, sondern
auch durch eine deutliche Retardierung in der Entwicklung. Zum ersten Erntezeitpunkt
war nur eine minimale Knollenbildung zu beobachten. Zum spéateren Erntezeitpunkt
traten nur noch mafige Blattanomalien bei RMECs 50 auf. Auch im Frischgewicht
zeigten sich keine signi kanten Unterschiede mehr.
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3. ERGEBNISSE

(a) Ernte nach 49 Tagen (b) Ernte nach 78 Tagen

Abbildung 3.33.: Frischgewichte der RMECs 49 Tage (a) bzw. 78 Tage (b) nach Uberfiihrung von
Gewebekultur ins Gewachshaus (Anzuchtbdingungen: Abschnitt 2.2, S.24). Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung (n=5). Das Gesamt-Frischgewicht (Gesamt FG) ist die gemittelte Summe aus
Knollengewicht und SproRgewicht ohne Wurzel.

(a) Wildtyp Desireé (b) RMECs 50

Abbildung 3.34.: Wildtyp Desireé (a) und Transformante RMECs 50 (b). 28 Tage nach Uberfiihrung
aus Gewebekultur. Abnormes Blattwachstum der Transformante RMECs 50.
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3.7.2. Enzym-Aktivitat

Mit der in Abschnitt 2.5.10 [S.36] beschriebenen Methode steht ein enzymatischer
Nachweis zur Verfligung, der die notwendige Sensitivitat hat, um DHOase Aktivitat in
p anzlichem Gewebe zu bestimmen.

Sink-Gewebe 78 Tage alter'! RMECs-P anz en [vgl. Abb. 3.33, S.83] wurde auf sei-
ne DHOase-Aktivitat untersucht. Abbildung 3.35 zeigt die gemessenen Aktivitaten in
nmol pro Sekunde und Milligramm Frischgewicht. Wegen der grof3en Unterschiede
zum Wildtyp (Faktor > 100) wurde eine logarithmische Skalierung gewahlt.

Abbildung 3.35.: Mittelwerte (n=5) der Dihydro-
orotase Aktivitat in Extrakten aus RMECs
sink-Blattern mit Standardabweichung. Lo-
garithmische Skalierung in nmol umge-
setztes Carbamoyl-Aspartat pro Sekunde
pro Milligramm Frischgewicht. Skalierung:
m 10".

3.7.3. Kohlehydrat- und Protein-Akkum ulation

Kartoffel RMECs-Transformanten wurden im Alter von 49 und 78 Tagen geerntet (An-
zuchtbedingungen: Abschnitt 2.2, S.24). Zu beiden Zeitpunkten wurden Proben von
source-Blattern entnommen. Zum zweiten Zeitpunkt konnten sowohl Blatt- als auch
Knollenproben entnommen werden. Das Gewebe wurde geman Abschnitt 2.5.11 [S.37]
analysiert. Tabelle 3.36 [S.85] zeigt das Ergebnis der Saccharose- und Starkeanalyse,
Tabelle 3.37 [S.86] gibt die Menge an Protein im jeweiligen Gewebe wieder.

3.7.3.1. Saccharose & Starke

Bei den Transformanten ist nach 49 Tagen eine Steigerung der Akkumulation von Sac-
charose und Stérke in source-Blattern zu sehen. Zum Zeitpunkt nach 78 Tagen, zu
dem die Knollenbildung bei allen P anz en weit fortgeschitten war, zeigt sich noch

1hzgl. Uberfiihrung von Gewebekultur
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immer eine Steigerung der Saccharose in source-Blattern. Der Starkegehalt ist zum
diesem spéateren Zeitpunkt uneinheitlich.

In den Knollen der Transformanten mit hoherer DHOase-Aktivitat (RMECs 3, 43 und
50) liegen die Saccharose-Werte unter dem des Wildtyps. Auch der Starkegehalt ist
in allen Transformanten geringer als im Wildtyp. Es laf3t sich jedoch keine Korrelation
zwischen DHOase-Aktivitat und Erniedrigung des Starkegehalts erkennen.

(a) Saccharose, source Blatt (b) Saccharose, Knolle

(c) Starke, source Blatt (d) Starke, Knolle

Abbildung 3.36.: Ergebnis der Saccharose- und Starkeanalyse in source-Blattern (links a, ¢) und Knol-
len (rechts b, d) von RMECs-Transformanten und Wildtyp. Mittelwerte (n=5) mit Standardabwei-
chung. Die Starkewerte (unten c, d) sind angegeben in nmol Glucose Einheiten pro mg Frischge-
wicht (FG). Die source-Daten sind unterteilt in zwei Erntezeitpunkte nach 49 und 78 Tagen. Daten
bzgl. der Knollen liegen nur zum 2. Entezeitpunkt (78 Tage) vor.
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3.7.3.2. Proteine

Zum ersten und zum zweiten Erntezeitpunkt ist in source-Blattern keine signi kan-
te Veranderung (ungepaarter t-Test; P > 5%) der Gesamt-Proteinmenge im Vergleich
zum Wildtyp zu erkennen [Abb.3.37 a]. Der Proteingehalt in Knollengewebe [Abb.3.37
b] ist bei RMECs 11 und 50 signi kant niedriger als der des Wildtyps (ungepaarter
t-Test; P < 5%). RMECs 3 und 43 zeigen keine signi kante Erniedrigung der Protein-
menge in Knollen (P > 5%).

(a) Source-Blatter (b) Knollen

Abbildung 3.37.: Gesamtprotein Gehalt der RMECs Kartoffel Transformanten in ng pro mg Frischge-
wicht. Anzucht und Ernte wie unter Abb. 3.33 [S.83] (Anzuchtbdingungen: Abschnitt 2.2, S.24).
Mittelwerte mit Standardabweichung (n=5).
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3.8. Charakterisierung transg ener P anz en mit
DHOase-Expression unter Kontrolle des B33 Promotor s.

Analog zum Auswahlverfahren der RMECs-Transformanten [Abschnitt 3.7, S.82] wur-
den anhand einer Northern Blot Analyse [Abb.3.32, S.81] funf D-RMBECs Transfor-
manten fir ndhere Untersuchungen ausgewabhilt.

3.8.1. Wachstum und Phanotyp

Transformante RMBECs 25, die eine hohe Transkriptmenge an ECpyrC-mRNA auf-
weist [3.32, S.81], zeigt ein abnormes Blattwachstum im Vergleich zum Wildtyp. Der
Effekt tritt jedoch mit zunehmendem Alter der P anz e in den Hintergrund. Alle ande-
ren RMBECs Transformanten zeigen vor der Blutenbildung keine sichbaren phanoty-
pischen Unterschiede.

Eine aulergewohnliche Blitenbildung ist bei RMBECs 10 zu beobachten. Diese
Transformante mit der geringsten Transkriptmenge aller ausgewéahlten RMBECs P an-
zen bietet eine fir die Gattung Solanum ungewdhnliche In oresz enz. Die Kronblatter
sind verwachsen, an der Basis weil3 und an ihrem apikalen Ende grin. Die Tragblat-
ter stehen in gestauchten 5er-Rosetten unmittelbar unter den Kronblattern. Angesichts
der schwach erhéhten DHOase-Expression und der gravierenden Veranderungen der
In oresz enz, die sich in keiner anderen Transformante wieder ndet, mufd davon aus-
gegangen werden, dal3 bei der Transformation durch Agrobakterium die T-DNA ein
fur die Blutenentwicklung wichtiges Strukturgen ausgeschaltet hat. In Abbildung 3.38
sind auffallige Wachstums-Unterschiede der Transformanten RMBECs 25 und 10 zum
Wildtyp dargestellt.
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(a) Wildtyp Desireé (b) RMBECs 25

(c) RMBECs 10

Abbildung 3.38.: Wildtyp Desire¢ (a) und Transformante RMBECs 25 (b). 28 Tage nach Uberfiihrung
aus Gewebekultur. Transformante RMBECs 25 zeigt ein abnormes Blattwachstum. RMBECs 10
(c) hat eine vom Wt stark abweichende In oresz enz mit gestauchten Blattrosetten und verwach-
senen Kronblattern (Foto c: Josef Bergstein, MPIMP).
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Die Gesamt-Frischgewichte der Transformanten geben zur ersten Ernte ein uneinheitli-
ches Bild [Abb. 3.39 a]. LaRt man RMBECs 10 wegen ihres abnormen Phéanotyps [Abb.
3.38, S.88] bei dieser Betrachtung aussen vor, so ist eine Frischgewichtserh6hung mit
zunehmender DHOase-Expression bis RMBECs 23 erkennbar. Die Frischgewichte von
RMBECs 9 und 17 sind zwar nicht signi kant héher als der Wildtyp (ungepaarter t-Test;
P > 5%), jedoch ist ein Trend erkennbar. RMBECs 25 mit der starksten Expression hat
ein deutlich verringertes Frischgewicht, einhergehend mit retardiertem Wachstum.

Zum zweiten Erntezeitpunkt nach 78 Tagen [Abb. 3.39 b] sind die Gesamt Frisch-
gewichte aller Transformanten signi kant geringer als das des Wildtyps. Zwischen den
Gesamt-Frischgewichten der Transformanten gibt es jedoch keine signi kanten Unter-
schiede (ungepaarter t-Test; P > 5%).

Mit Ausnahme von RMBECs 25, die eine sehr starke DHOase-Expression und ei-
ne deutlich reduzierte Knollenmasse hat, gibt es keine signi kanten Unterschiede im
Knollen-Frischgewicht der Transformanten zum Wildtyp.

(a) Ernte nach 49 Tagen (b) Ernte nach 78 Tagen

Abbildung 3.39.: Frischgewichte der RMBECS 49 Tage (a) bzw. 78 Tage (b) nach Uberfiihrung von Ge-
webekultur ins Gewachshaus. Anzuchtbedingungen vgl. Abb. 3.33 [S.83]. Alle Werte sind Mittel-
werte mit Standardabweichung (n=5). Das Gesamt-Frischgewicht (Gesamt FG) ist die gemittelte
Summe aus Knollengewicht und SproRgewicht ohne Wurzel.

3.8.2. Enzym-Aktivitat

Die Transformanten D-RMBECs exprimieren E.coli DHOase unter Kontrolle des B33-
Promotors, der besonders in Knollengewebe aktiv ist. Er ist jedoch daflr nicht spezi-
sch, da er durch Saccharose induzierbar ist. Daher wurden Enzym-Aktivitaten aus-
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schlielich in Knollengewebe bestimmt. Aufgrund der starken Aktivitatsunterschiede
zum Wildtyp, muf3ten die Ergebnisse auch hier logarithmisch aufgetragen werden.

Die RMBECs Transformanten zeigen eine stetige Zunahme der DHOase-Aktivitéat
mit steigender Expression an ECpyrC-mRNA. Lediglich RMBECs 17, mit der im Nor-
thern Blot hoéchsten Transkriptmenge, erreichte nur eine ahnliche Aktivitat wie RM-
BECs 23. Die hochste DHOase-Aktivitat ndet sich in RMBECs 25, die um Faktor 100
hoher ist als die des Wildtyps [Abb. 3.40].

Abbildung 3.40.: Mittelwerte (n=5) der Dihy-
droorotase Aktivitéat in Extrakten aus RM-
BECs Knollen mit Standardabweichung.
Logarithmische Skalierung in nmol umge-
setztes Carbamoyl-Aspartat pro Sekunde
pro Milligramm Frischgewicht. Skalierung:
m 10"
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3.8.3. Kohlehydrat- und Protein-Akkum ulation

Die RMBECs Transformanten wurden im Alter von 49 und 78 Tagen geerntet (Anzucht-
bedingung vgl. Abb. 3.33, S.83). Zu beiden Zeitpunkten wurden Proben von source
Blattern entnommen. Knollendaten liegen auch hier nur zum zweiten Erntezeitpunkt
vor. Das Gewebe wurde gemalR Abschnitt 2.5.11 [S.37] analysiert. Tabelle 3.41 [S.92]
zeigt das Ergebnis der Saccharose- und Stéarkeanalyse, Tabelle 3.42 [S.93] gibt die
Menge an Protein im jeweiligen Gewebe wieder.

3.8.3.1. Saccharose & Starke

Alle Transformanten zeigen in source-Blattern zu beiden Zeitpunkten eine ahnliche
Saccharosemenge wie der Wildtyp. Der Saccharose-Gehalt in Knollen aller Transfor-
manten ist gemal t-Test [Abschnitt 2.9.2, S.44] nicht signi kant verschieden zu dem
des Wildtyps.

Der Starkegehalt in source-Blattern der Transformanten ist zum Zeitpunkt der frithen
Ernte uneinheitlich. Zum zweiten Erntezeitpunkt [&3t sich eine stetige Abnahme der
Starke-Konzentration mit zunehmender DHOase-Expression erkennen. Dennoch muf3
die Abnahme nach den Kriterien aus Abschnitt 2.9.2 als nicht signi kant bewertet wer-
den. Der Starkegehalt in den Knollen der Transformanten ist ebenfalls nicht signi kant
geringer als im Wildtyp. Eine Tendenz zur Abnahme bei erhéhter DHOase-Expression
ist jedoch zu erkennen.

Die Transformante RMBECs 10 hat deutlich erhdhte Saccharosewerte in source-
Blattern und Knollengewebe, sowie erhéhte Starkewerte in source-Gewebe zu beiden
Erntezeitpunkten. Aufgrund der Ergebnisse aus Abschnitt 3.8.1 [S.87] und Abb. 3.38
[S.88] wird RMBECSs 10 hier nicht weiter berilicksichtigt.
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(a) Saccharose, source Blatt (b) Saccharose, Knolle

(c) Starke, source Blatt (d) Starke, Knolle

Abbildung 3.41.: Ergebnis der Saccharose- und Starkeanalyse in source Blattern (links a,c) und Knol-
len (rechts b,d) von D-RMBECs Transformanten und Wildtyp. Mittelwerte (n=5) mit Standardab-
weichung. Die Starkewerte (unten c,d) sind angegeben in nmol Glucose Einheiten pro mg Frisch-
gewicht (FG). Die source Daten sind unterteilt in zwei Erntezeitpunkte nach 49 und 78 Tagen.
Daten bzgl. der Knollen liegen nur zum 2. Entezeitpunkt (78 Tage) vor.
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3.8.3.2. Proteine

In source Blattern zeigen RMBECSs Transformanten nach 49 Tagen und nach 78 Tagen
keine signi kante Veranderung der Gesamtproteinmenge [Abb. 3.42 a] im Vergleich
zum Wildtyp.

Im Knollengewebe des Wildtyps nden sich héhere Proteinmengen im Vergleich
zu Knollengewebe der Transformanten, deren Proteingehalt zwar uneinheitlich, jedoch
nicht signi kant voneinander verschieden ist [Abb. 3.42 b].

(a) Source Blatter (b) Knollen

Abbildung 3.42.: Gesamtprotein Gehalt der D-RMBECs Kartoffel Transformanten in ng pro mg Frisch-
gewicht (FG). (a) source Blatter, unterteilt in zwei Erntezeitpunkte (49 und 78 Tage). (b) Knollen-
gewebe zum zweiten Erntezeitpunkt.
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Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der p anzlichen Pyrimidin-Nukleotid de-
novo Synthese unter besonderer Berlicksichtigung des Enzyms Dihydroorotase (DHO-
ase). Durch heterologe Komplementation wurde das DHOase-Gen pyrC einerseits aus
Solanum tuberosum und andererseits aus Arabidopsis thaliana kloniert. Anhand voll-
standiger Sequenzdaten und transgener P anz en mit GFP als Reportergen konnten
Vorhersagen zur méglichen Lokalisation des Enzyms in vivo gemacht werden. Durch
Entwicklung eines sensitiven, nicht-radioaktiven, uor imetrischen Enzymassays steht
nun ein System zur Verfigung, mit welchem die Aktivitat der DHOase in Bakterienex-
trakten und in p anzlichem Gewebe gemessen werden kann.

Durch Herstellung transgener P anz en mit sowohl reduzierter, als auch erhéhter
DHOase-Expression konnten Auswirkungen der DHOase auf den Metabolismus und
das Wachstum der P anz e studiert werden.

4.1. Charakterisierung der p anzlic hen Dihydroor otase

Das Enzym Dihydroorotase (EC 3.5.2.3) gehort zur Familie der Amidohydrolasen, de-
ren Eigenheit es ist, zyklische Amide zu bilden. Es z&hlt zu den wenigen Enzymen, die
in der Lage sind eine Amidbindung zu schliel3en, ohne dafd daran als treibende Kraft
eine direkte Energie-liefernde Reaktion wie z.B. ATP-Hydrolyse gekoppelt ist. Der in-
tramolekulare Ringschlufd ist im Vergleich zur intermolekularen Amidbindung von der
Entropie beginstigt (Brown & Collins, 1991).

Obwohl in den vergangenen Jahrzehnten zahlreiche Untersuchungen am Enzym
Dihydroorotase (DHOase) in Bakterien (Lieberman & Kornberg, 1954; O'Donovan &
Neuhard, 1970), niederen Eukaryonten (Lacroute, 1968; Denis-Duphil, 1989) und Sau-
gern (Jones, 1980) gemacht wurden, ist das Wissen Uber die p anzliche DHOase noch
immer gering. Frihe Untersuchungen zur p anzlichen Dihydroorotase gehen zurtick
auf Mazus & Buchowicz (1966, 1968a,b) und basieren auf der Untersuchung von frak-
tionierten Gewebehomogenaten.
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4.1.1. Klonierung des p anzlic hen DHOase-Gens

Durch die Klonierung einer cDNA aus Arabidopsis thaliana, codierend fir DHOase-
Aktivitat [3.1.2, S.46], konnten die Ergebnisse von Zhou et al. (1997) bestétigt werden.
Dartber hinaus wurde durch Klonierung einer entsprechenden cDNA aus Solanum
tuberosum [3.1.1, S.45] ein Homologievergleich zwischen den Familien der Brassica-
ceae und der Solanaceae in Bezug auf DHOase mdoglich [vgl. Abb. 4.1, S.96]. Die
Verwendung des PAUP Algorithmus (Swofford, 1993) ermdglichte einen phylogeneti-
schen Vergleich der beiden klonierten DHOasen mit denen anderer Spezies [Abb. 4.2,
S.97].

4.1.1.1. Homologie der DHOasen aus A.thaliana und S.tuber osum

Sequenzvergleiche der beiden Klone Atl1l und St5?! liefern eine Homologie von 73%
auf DNA-Ebene und 84,6% auf Protein-Ebene [Abb. 4.1, S.96]. Die Peptidsequenz
wurde aus den offenen Leserastern der DHOase-Klone translatiert. Der prozentuale
Wert der Homologie beschreibt die absolute Ubereinstimmung der beiden Sequen-
zen. Betrachtet man jedoch die abweichenden Aminoséuren, so fallt auf, dal3 hau g
ein konservierter Austausch statt fand. So ist Isoleucin hdu g durch Leucin oder Va-
lin substituiert. Alle drei Aminosauren sind chemisch &hnlich mit aliphatischen, unpo-
laren Seitenketten von vergleichbarer Lange. Daneben ist Aspartat mehrfach durch
Glutamat substituiert. Beide haben eine negativ geladene Seitenkette.

Die Peptidsequenz von Atl1 ist ab dem mdoglichen Startcodon (Met 12) identisch mit
der von Zhou et al. (1997) klonierten DHOase. Diese ist jedoch langer und verfugt tber
ein weiteres Methionin am N-Terminus. Die translatierten Peptidsequenzen zwischen
dem ersten und zweiten mdglichen Startcodon der Kartoffel- und Arabidopsis-DHOase
weichen stark voneinander ab und weisen lediglich eine Homologie von 24% auf.

YIn Abb. 4.1 ist der am 5'-Ende vervollstandigte Klon St5x| dargestellt.
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I SHI PVVSHG

~MRINMFEEECK

MI KIMVEEEAYS GFGSQKLKED

At hZhou

St5xl
At 11
At hZhou

St5xl
At 11
At hZhou

St5x|
At 11
At hZhou

Abbildung 4.1.: Translation der drei bisher bekannten, fir DHOase codierenden p anzlichen cDNA-

Klone. Identische Aminosauren sind schwarz hinterlegt. Schattierungen symbolisieren einen kon-

servierten Austausch. St5xl: DHOase aus S.tuberosum (Klon St5 mit moglicher Targetregion);
At11: DHOase aus A.thaliana (Klon At11); AthZhou: DHOase aus A.thaliana (Acc.No. AF000146),

kloniert von Zhou et al. (1997).
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4.1.1.2. Phylog enetisc her Vergleic h der DHOase in verschiedenen Spezies

Einige der durch Datenbank-Recherche gefundenen pyrC-Sequenzen bzw. pyrC ahn-
lichen ESTs? wurden in Aminoséaure-Sequenzen translatiert und mit Hilfe des PAUP
Algorithmus (Swofford, 1993) auf phylogenetische Ahnlichkeiten untersucht. Das Er-
gebnis ist als Baumdiagramm in Abb. 4.2 dargestellt.

E.coli

S.typhimurium

O.sativa

A.thaliana

B.vulgaris

S.tuberosum

—— T.gondii

— S.pombe

S.cerevisiae

U.maydis

Abbildung 4.2.: Phylogenetischer Vergleich der DHOase Proteinsequenzen. Erstellt mit dem von Swof-
ford (1993) entwickelten PAUP Algorithmus. Gattungsnamen von oben nach unten: Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, Beta vulgaris, Solanum tube-
rosum, Toxoplasma gondii, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Ustilago
maydis (Gattungsnamen vgl. Tab. A.2, S.124; Acc.No. vgl. Abb. 4.3, S.98).

Anhand der aus der Peptidsequenz ermittelten Ahnlichkeitsmuster steht die DHOase
aus Arabidopsis thaliana® phylogenetisch naher zur DHOase aus Oryza sativa* als zu
den beiden anderen p anzlichen DHOasen aus Beta vulgaris® und Solanum tubero-

sumS®.

2expressed sequence tags

3Dicotyledonae, Dilleniidae, Capparales, Brassicaceae
4Monocotyledonae, Commelinidae, Cyperales, Poaceae
SDicotyledonae, Caryophyllidae, Caryophyllales, Chenopodiaceae
6Dicotyledonae, Asteridae, Solanales, Solanaceae
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4.1.1.3. Die Peptidsequenz der DHOase enthalt hochkonser vierte Doméanen

Untersucht man Dihydroorotasen unterschiedlicher Spezies, so ndet man drei cha-
rakteristische Domé&nen [Abb. 4.3], die mdglicherweise fur die Funktion des Enzyms
essentiell und daher unverénderbar sind (Guyonvarch et al., 1988). Diese konservier-
ten Bereiche werden als Teil des aktiven Zentrums angesehen (Zimmermann et al.,
1995), welches in E.coli und Saugern ein fest assoziiertes Zn?* lon in jeder der beiden
Untereinheiten enthalt (Washabaugh & Collins, 1984, 1986; Simmer et al., 1990). Als
mogliche Koordinationspunkte fur das Zink-lon werden drei konservierte Histidine an-
gesehen, die sich in direkter Nachbarschaft zu drei konservierten sauren Aminosauren
in den Domanen A und C be nden.

Die aus A.thaliana (Atll) und S.tuberosum (St5) klonierte DHOase verflgt Gber
die gleichen oben genannten Merkmale. Auch die als ,putative DHOase" bezeichnete
Sequenz aus Oryza sativa und die als ,DHOase precursor* bezeichnete Sequenz aus
Beta vulgaris weisen die fur DHOase typischen Merkmale auf.

Die aus Reis und Zuckerriibe stammenden DHOase-Sequenzen sind nur als Da-
tenbankeintrag veroffentlicht. In beiden Fallen geben die Autoren die Identitat als ,pu-
tative” DHOase an. Aus den Sequenzvergleichen geht jedoch hervor, dal? es sich bei
beiden um vollstdndige Sequenzen handelt.

Acc.No. x H#oH# * * #
E.coli X04469 15 DWHLHLRDGDM 40 AIV MPNLAPPVTT 247 FLGTDSAPHARHK
S.typhimurium X03928 15 DWHVHLRDGDM 40 AIVMPNASPITT 247 FLGTDSAPHSRHK
O.sativa AP003076 20 DWHLHLREGDV 45 AIV MPNLKPPVTT 254 FLGTDSAPHDKRRK
A.thaliana AF000146 42 DWHLHLRDGDL 67 AIVMPNLKPPVTS 276 FLGTDSAPHERSRK
B.vulgaris AJ251897 |10 DWHLHLRDGDL 35 AIVMPNRPPVTT 244 FLGTDSAPHERRRK
S.tuberosum AX093580 10 DWHLHLRDGDV 35 AIVMPNKPPITT 244 FLGTDSAPHDRRK
T.gondii AF305877 33 DVHTHLRQDEM 59 VLVMPNIPPVTT 280 FLGDSAPHPRLAK
S.pombe NC003424 |10 DVHVHLRQDNM 36 AYWPNIPPITT 236 FFGSAPHPRSXK
S.cerevisiae NC001144 |12 DWVHVHVREGAM 38 AYIMPNQPPITT 254 FFGDSAPHPVQNK
U.maydis X63181 13 DFHVHLRQGKM 39 AYWIPNLVPPITS 241 FLGDSAPHPLANK
Domane A Domaéane B Doméne C

Abbildung 4.3.: Dihydroorotasen unterschiedlicher Organismen haben mindestens drei charakteristi-
sche Doméanen mit hochkonserviertem Aminosauremuster (blaue Markierung). Konservierte His-
tidine sind mit , Bereiche mit sauren Aminosauren mit markiert. Die Zahl am linken Rand
der Késten bezeichnet die Nummer der jeweils ersten wiedergegebenen Aminoséure im Protein
(Gattungsnamen vgl. Tab. A.2, S.124).
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4.1.1.4. Zu Dihydroorotase homolog e Sequenzen in anderen p anzlic hen
Systemen.

Dank engagierter Sequenzierungsprojekte gibt es zu den prominentesten P anz enar-
ten EST-Datenbanken, welche mittels BLAST Algorithmus (Altschul et al., 1990) nach
Homologien mit einer vorgegebenen Sequenz durchmustert werden kénnen. So lie-
ferte eine Suche nach EST Sequenzen mit starker Homologie zum Arabidopsis At11
Klon 57 Ergebnisse aus dem Bereich der Magnoliophyta. Darunter Arabidopsis tha-
liana (10), Lycopersicon esculentum (14), Glycine max (9), Solanum tuberosum (7),
Lactuca sativa (2), Populus tremula (1) und Helianthus annuus (1). Unter den Monoco-
tyledonae fanden sich ESTs aus Zea mays (6), Triticum aestivum (4), Sorghum bicolor
(2) und Oryza sativa (1). Die Zahlen in Klammern geben den Status quo der gefun-
denen ESTs von Oktober 2002 wieder, werden aber sicherlich in Folge verbesserter
Technologie und steigendem Interesse innerhalb des kommenden Jahres deutlich zu-
nehmen.

4.1.2. Entwic klung von Nachweissystemen zur Mel3ung der DHOase-Aktivitat

Der direkte spektroskopische Nachweis der DHOase-Aktivitat beruht auf der Ande-
rung der Absorption bei 280 nm durch Bildung von Orotat. Diese Methode funktioniert
in Bakterienextrakten, die eigene oder p anzliche DHOase exprimieren. P anzliche
Extrakte enthalten in der Regel viele aromatische und heterozyklische Substanzen mit
ahnlichen Absorptionsmaxima wie Orotat, die den Nachweis verfalschen oder emp-
ndlich stéren. Eine Anwendung dieser Detektionsmethode auf p anzliches Gewebe
war daher nicht méglich und es muften Alternativen gefunden werden.

Mit der gekoppelt uor imetrischen Bestimmung der DHOase-Aktivitat wurde ein Sy-
stem entwickelt, das gegentber herkdmmlichen Verfahren zahlreiche Vorziige hat: Die
nicht-radioaktive Mel3methode der Resoru n-Fluoresz enz erleichtert die Handhabung
der Reagenzien und die Entsorgung der Produkte. Durch die sehr sensible MelZme-
thode laRt sich die Aktivitat von Enzymen mit generell, temporéar oder gewebespe-
zi sch niedriger Expression wie z.B. Dihydroorotase bestimmen. Durch Verdinnung
des Extraktes kann die Konzentration storender, jedoch fir die Extraktion notwendiger,
Reduktionsmittel unter einen Grenzwert gesenkt werden. Aufgrund der sensiblen De-
tektion bleibt die DHOase-Aktivitdt dennoch meRbar. Stérungen durch Absorption aro-
matischer Gruppen p anzlicher Inhaltsstoffe wurden durch die Wahl der uor imetrisch
aktiven Komponente mit Verschiebung des Emissionsspektrums in das langwelligere
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Grunspektrum minimiert. Somit ist es moglich, die Enzymaktivitat direkt im p anzli-
chen Extrakt zu bestimmen. Eine Entsalzung ist dabei optional. Beim exemplarischen
Vergleich von entsalzten und nicht-entsalzten Extrakten konnten keine signi kanten
Unterschiede in der Aktivitét festgestellt werden.

Geht es darum, die Funktionalitt eines Enzyms in einer transgenen P anz e nachzu-
weisen, so ist ein enzymatischer Aktivitats-Assay von Vorteil. Wahrend durch Northern
Blot Analyse die Transkriptmenge und durch Western Blot Analyse die Proteinmenge
bestimmt werden kdnnen, gibt ein enzymatischer Aktivitats-Assay Auskunft Uber die
tatsachliche Aktivitat des reifen Proteins.

Die im Ergebnisteil aufgefihrten Resultate grinden auf Mel3ungen mit maximal 5
Replikaten, welche jeweils als Einzelmessung in einer Kuvette durchgefihrt wurden.
Mit einem Zeitaufwand von etwa 10 Minuten je Mel3ung ist ein hoher Durchsatz an
MelRdaten mit dem Einzel uor imeter SFM25 nicht praktikabel. Da aber im Rahmen
dieser Arbeit die prinzipielle Durchfiihrbarkeit des Assays gezeigt werden konnte und
die daflr notwendigen Voraussetzungen geschaffen wurden, 1&3t sich das System in
Zukunft fiir den Hochdurchsatz im MikromaRstab optimieren. Denkbar ist eine Ubertra-
gung des Assays auf ELISA Mikrotiterplatten. Diese lassen sich mit Hilfe eines Robo-
ters automatisch, schnell und hochprazise piettieren und anschliel3end in einem dafir
geeigneten Fluorimeter messen.

4.1.2.1. Eigenschaften der p anzlic hen DHOase

Die klonierten DHOasen aus A.thaliana und S.tuberosum kodieren fiir 345 (At11) bzw.
346 (St5) Aminosauren. Anhand der Aminosauren-Komposition hat die DHOase aus
Arabidopsis eine relative Masse (M,) von 38,3 kD und ihren Isoelektrischen Punkt (pl)
bei pH 6,56. Die Dihydroorotase aus Kartoffel hat eine berechnete M, von 38,4 kD und
einen pl von 6,18. Die berechneten relativen Molekilmassen sind in Einklang mit den
in PAA-Gelen beobachteten Laufweiten der p anzlichen DHOase. In E.coli wird DHO-
ase als dimeres Polypeptid von jeweils 38,4 (+ 2,6) kD beschrieben (Washabaugh &
Collins, 1984). Die berechnete M, der von Béackstrom et al. (1986) klonierten DHOase
aus E.coli betragt 38,8 kD bei 348 AS. In Saugern ist DHOase Teil des CAD Multien-
zymkomplexes, der die Aktivitdten von CPSase, ATCase und DHOase in sich vereint.
Dieser liegt als Homo-Hexamer mit jeweils 242 kD vor. Die daraus isolierte DHOase-
Domane hat eine M, von 44 kD und liegt in Losung als Dimer vor (Zimmermann
et al., 1995).

Das im uor imetrischen Assay ermittelte pH-Optimum fir DHOase aus S.tuberosum
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liegt bei pH 6,8 + 0,2 [Abb. 3.4, S.52]. In Pisum sativum Blattern ermittelten Mazus &
Buchowicz (1966) fur die Bildung von Dihydroorotat ein Optimum von etwa pH 6 in
0,1 M Citrat-Phosphat Puffer. Die Bildung des Dihydroorotats wurde spektroskopisch
bei 230 nm gemessen. Eine mdgliche Erklarung der Abweichung von 0,6 bis einer pH-
Einheit liegt in der Natur vieler aromatischer Substanzen, deren Absorptionsmaximum
im UV-Spektrum liegt und deren Vorkommen in p anzlichem Gewebe einen solchen
Assay storen konnte.

Der mit Konzentrationsreihen im uor imetrischen Assay bestimmte K, Wert flr
Carbamoyl-Aspartat betragt 0,73 mM bei pH 6,8 und 25°C [Abschnitt 3.3.3.2, S.54].
Ein vergleichbares Ergebnis fur E.coli DHOase erzielten Sander et al. (1965) mit
0,8 mM (pH 5,5) bzw. Washabaugh & Collins (1984) mit 1,07 mM (pH 5,8). Fir Ham-
ster DHOase, welche aus dem CAD-Komplex proteolytisch isoliert wurde, ermittelten
Kelly et al. (1986) einen K, von 0,63 mM. Im Gegensatz dazu ermittelten Mazus &
Buchowicz (1968a) fiir die DHOase in Pisum sativum einen erheblich héheren K,
Wert von 6,2 mM bei pH 6. Dafur gibt es mehrere mdgliche Erklarungen:

1. Das Enzym wurde kompetetiv gehemmt. Ein kompetitiver Inhibitor besetzt das
aktive Zentrum und kann nur durch erhfhte Substratkonzentrationen statistisch
verdrangt werden. Bei gleichem Vo« ist eine wesentlich héhere Substratkonzen-
tration [S] notwendig, um % Vmax ZU erreichen. Berlcksichtigt man die Tatsache,
daR fir E.coli DHOase bisher noch keine effektiven Inhibitoren bekannt wurden
(Brown & Collins, 1991) und die p anzliche DHOase eine hohe Homologie in
drei als wichtig angesehenen Doméanen mit der bakteriellen DHOase hat, so er-
scheint dies als wenig wahrscheinlich.

2. Das Enzym arbeitete abseits seines pH-Optimums. Das ermittelte pH-Optimum
fur Kartoffel DHOase liegt bei pH 6,8. Die Aktivitat der Pisum-DHOase wurde bei
pH 6 gemessen (Mazus & Buchowicz, 1968a). In dieser Umgebung zeigte die
Kartoffel-DHOase in eigenen Versuchen nur etwa 40% Aktivitat [Abb. 3.4, S.52]
im Vergleich zum Optimum bei gleicher CAsp Konzentration.

3. Das Enzym hatte moglicherweise einen Teil seiner Aktivitat durch Beschadigung
verloren. Mazus & Buchowicz (1968a) beschreiben, dal3 das von ihnen verwen-
dete Enzym bei der Aufreinigung drei Minuten auf 70°C erhitzt wurde. Es ware
maoglich, daf3 hierdurch ein Teil der Enzymaktivitat zerstoért wurde.

4. Die Abweichung ist systemisch bedingt durch die Mel3methode. Die Detektion
des DHOase-Umsatzes durch MeRung der Absorptionsanderung bei | =230 nm
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ist storanfallig und etwa um den Faktor 1000 weniger sensitiv’ als der in Ab-
schnitt 3.2.3 [S. 50] beschriebene uor imetrische Assay. Die Kinetikmel3ung ei-
ner Reaktion mit Substratkonzentrationen unterhalb des K, ist problematisch
und bedarf einer sensitiven Me3methode. Der Umsatz wurde von Mazus & Bucho-
wicz (1968a) durch Inkubation bei 37°C und Abbruch nach genau einer Stunde
mit 0,3 N HCIO,4 bestimmt. Die Dauer des einzelnen Assays von einer Stunde ist
vergleichsweise lang und kann daher zum teilweisen Verlust von Aktivitat fihren.

Angesichts der zuvor aufgefiihrten Uberlegungen muR der von Mazus & Buchowicz
(1968a) ermittelte K, Wert fiir p anzliche DHOase unter Vorbehalt betrachtet wer-
den. Gestiitzt durch die Ergebnisse von Kelly et al. (1986), Sander et al. (1965) sowie
Washabaugh & Collins (1984) kann der in eigenen Experimenten ermittelte Wert von
0,73 mM als zuverlassig angesehen werden.

Unter der Annahme, DHOase in S.tuberosum wirde mit mindestens der Halfte ih-
rer maximalen Umsatzgeschwindigkeit arbeiten, so mufdte die Carbamoyl-Aspartat

(CAsp) Konzentration im Cytosol mindestens 0,73 mM betragen (730 2™l Bej ej-
ml

nem Anteil des Cytosols am gesamten Zellvolumen von etwa 10% (Luttge et al., 1994)

nmol
gFG -

rimetrischen DHOase Assays sollte es moglich sein, anstatt der DHOase-Aktivitat, die

ergabe dies eine Konzentration von rund 73 Durch leichte Modi kation des uo-

Carbamoyl-Aspartat Konzentration im Extrakt zu bestimmen. Da fir einen schnellen
Umsatz die Menge der p anz eneigenen DHOase unter Umstanden nicht ausreichen
koénnte, miRte hierfir beispielsweise DHOase aus E.coli Uberexprimiert und gereinigt
werden.

4.1.3. Subzellulare Lokalisation der DHOase

Wie bereits in Abschnitt 1.3 [S.11] erlautert wurde, ist nach bisherigem Kenntnisstand
die Lokalisation der p anzlichen DHOase umstritten.

Die Aktivitaten der kompletten Pyrimidin de-novo Synthese wurden von Lovatt et al.
(1979) in Chloroplasten-freiem Gewebe von Cucurbita pepo nachgewiesen. Dagegen
berichten Doremus & Jagendorf (1985) die Aktivitdten der Enzyme ATCase, DHOase,
OPRTase und ODCase ausschlie3lich in Chloroplasten. Sie konnten zeigen, daf3 in
der Chloroplasten-Fraktion ihres Zellhomogenats im Vergleich zum Rohextrakt nur ge-
ringe Aktivitaten der Markerenzyme aus Cytosol, Mitochondrien und Peroxysomen zu
nden waren. Sie folgerten daraus, dal3 die in der Chloroplasten-Fraktion gemesse-

"Yves Gibon (MPI Golm), pers. Mitteilung
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nen Aktivitdten also nicht durch Verunreinigungen bei der Fraktionierung hervorgeru-
fen wurden. Die Aktivitaten der oben genannten Enzyme wurden jedoch laut Angaben
nur in der Chloroplasten Fraktion bestimmt. Lediglich im Fall der ATCase wurde eine
Gegenprobe durchgefihrt, indem Protoplasten aufgebrochen und Uber einen Saccha-
rosegradienten getrennt wurden. Es ist also nicht auszuschlieR3en, daf’ sich meRRbare
DHOase Aktivitdten auch in Fraktionen anderer Kompartimente wieder nden.

Indizien gegen eine chloroplastidare Lokalisation der p anzlichen DHOase liefer-
ten die Ergebnisse der Mustererkennungs-Algorithmen [Tab. 3.7, S.57]. Untersucht
wurde die Translation des mittels RACE-PCR ermittelten 5'-Vollangenklons St5xl aus
S.tuberosum und die von Zhou et al. (1997) vertffentlichte Peptidsequenz der DHOase
aus A.thaliana. Keiner der auf Erkennung plastidarer Targetsequenzen spezialisierten
Algorithmen konnte in der Aminoséuresequenz beider DHOasen ein Signal erkennen,
welches auf eine Lokalisation in Plastiden hindeuten konnte. Einige der neuronalen
Netzwerke erkannten ein tendenziell mitochondriales Signal (Predotar, TargetP). Dies
wurde jedoch von dem auf mitochondriale Signale spezialisierten Algorithmus Mitoprot
nicht bestatigt. Die Mehrzahl der Algorithmen konnte fiir die eingegebenen Sequen-
zen keine Prognose erstellen. Folglich lassen diese Ergebnisse zwei mégliche Folge-
rungen zu: Entweder es handelt sich um eine bisher unbekannte Transitsequenz, die
daher von den Rechenmodellen nicht erkannt werden konnte, oder DHOase verflgt
Uber kein Transitsignal. Letztere Mdglichkeit wiirde bedeuten, dal3 das reife Protein im
Cytoplasma verbliebe. Dafiir spache auch das fur p anzliche DHOase ermittelte pH-
Optimum von 6,5 bis 7 [Abb. 3.4, S.52], welches nahe am pH-Wert des Cytoplasmas
(pH 7) liegt. Die Bedingungen des Chloroplastenstroma (pH 8) und des Thylakoidlu-
mens (pH 5) lagen dagegen aul3erhalb des ermittelten Wirkungsoptimums der DHO-
ase. Bei pH 8 hat DHOase aus Kartoffel nur noch 20% und bei pH 5,5 nur noch 10%
ihrer maximalen Aktivitat.

Einen weiteren Anhaltspunkt brachte die Untersuchung der GFP-Fusionsproteine
hervor [Abschnitt 3.4.3.2, S.62]. Es ist hier ganz deutlich zu erkennen, dal3 sich das
EGFP-Signal der Konstrukte STCG1 und STCG2 raumlich von der Chlorophyll uores-
zenz der Chloroplasten unterscheidet [Abb. 3.15, 3.16, 3.17, S.64 & S.65]. Die Aufnah-
men der GFP-Fusionen aus STCG1 und STCG2 haben hohe Ahnlichkeiten miteinan-
der [Abb. 3.15, S.64 & Abb. 3.17, S.65]. Dies bedeutet, da’ die mogliche Transitse-
quenz ini in ihrer Funktion unabhangig vom Rest des Proteins ist. Hatte die ini Se-
guenz jedoch keinerlei translokatorische Relevanz, so ware ein Verbleib des Proteins
im Cytosol wahrscheinlich. Vergleicht man die Aufnahmen der mit Kontrollkonstrukten
transformierten Zellen mit denen der DHOase:GFP-Fusionen, so fallt die hohe Ahn-
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lichkeit mit der cytosolischen Kontrolle pA7-GFP auf [Abb. 3.14, S.63].

Anhand der vorangegangen Indizien muf3 die von Doremus & Jagendorf (1985) po-
stulierte These der chloroplastidaren Lokalisation der p anzlichen Dihydroorotase in
Frage gestellt werden. Eine cytosolische Lokalisation erscheint dagegen plausibler.
Wobei ein prinzipielles, nicht jedoch exklusives Vorkommen in Plastiden durchaus
denkbar ware. Tatsachlich wurden aber bisher noch keinerlei Isoformen der DHOase
isoliert, welche auf eine parallele Existenz einer plastidaren und einer cytosolischen
DHOase schlie3en lassen kdnnte.

4.1.4. Resumée des Absc hnitts 4.1

DHOase wurde erfolgreich aus S.tuberosum und A.thaliana kloniert. Beide Pro-
teinsequenzen weisen die fir DHOase typischen, hochkonservierten Doméanen
auf.

Durch die Entwicklung eines hochsensitiven Enzymassays auf uor imetrischer
Basis konnten Aktivitéat, Enzymkinetik und pH-Optimum der p anzlichen DHOase
bestimmt werden.

Das ermittelte pH-Optimum der p anzlichen DHOase liegt bei pH 6,8 + 0,2.

Die Michaelis & Menten (1913) Konstante K der Kartoffel-DHOase fir
Carbamoyl-Aspartat bei pH 6,8 betragt 0,73 mM.

Die ausschliel3lich plastidare Lokalisation der p anzlichen DHOase (Doremus &
Jagendorf, 1985) muf? in Frage gestellt werden. Eigene Resultate legen eine cy-
tosolische Lokalisation nahe.
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4.2. Einuld reduzier ter DHOase-Expression auf Wachstum und
Metabolism us

Das Enzym Dihydroorotase ist ein wichtiges Glied in der Kette der Pyrimidin de-novo
Synthese. Ist diese vermindert oder fallt gar ganz aus, so ist mit einer Beeintrachtigung
aller Prozesse zu rechnen, welche auf Pyrimidin-Nukleotide angewiesen sind. Durch
den ,Salvage-Pathway” [Abschnitt 1.1.2, S.5] kann nur der Bestand an Pyrimidin-
Nukleotiden durch Wiederverwertung neu verteilt werden. Der Aufbau erfolgt einzig
Uber die de-novo Synthese und somit auch tber die DHOase.

4.2.1. Reduzierte DHOase-Expression beein ufst das Wachstum

In Abschnitt 3.5.3 [S.68] konnte gezeigt werden, daf? eine verminderte Expression der
DHOase zu einer negativen Beeintrachtigung des Wachstums fuhrt. Bei geringfugiger
Reduktion der DHOase-Expression zeigen sich zundchst noch keine phanotypischen
Merkmale. Erst mit starkerer Reduktion der Expression treten deutliche Unterschiede
in Wurzelwachstum, Biomasse und Zelldichte hervor.

4.2.1.1. Verring erte DHOase-Expression hemmt das Wurz elwachstum

Die Wurzelspitze ist ein Gewebe mit einem auf3erordentlich hohen Mal3 an Biosynthe-
se und Zellteilung. In ihr be ndet sich der Vegetationspunkt, der von der Wurzelhaube
(Kalyptra) geschitzt wird. Die randstéandigen Zellen sondern permanent Schleim ab
und losen sich schliel3lich aus dem Zellverband. Durch stéandige Zellteilung wird der
Verlust der Kalyptrazellen kompensiert und das Wurzelwachstum vorangetrieben.

Durch Beobachtung von Kartoffel-Transformanten auf vertikalen Agarplatten konnte
gezeigt werden, daf? eine verminderte DHOase-Expression einen negativen Ein uf}
auf das Wurzelwachstum hat [Abb. 3.22, S.69]. Dabei nimmt sowohl die mittlere Sum-
me der Wurzellangen pro P anz e, als auch die mittlere Wurzellange jedes Wurzelaus-
laufers ab. Daher ist es nicht verwunderlich, daf3 einhergehend mit diesem Ph&dnomen
auch die Wachstumsrate pro P anz e bzw. pro Wurzelstrang mit verminderter DHOase-
Expression abnimmt.

Betrachtet man die mittlere Wurzellange [Abb. 3.22 c] und die mittlere Wachstums-
rate [Abb. 3.22 d], so fallt auch hier auf, dal3 der Effekt sich erst bei der stark inhi-
bierten Transformante ROSa 20 und der sehr stark inhibierten Transformante ROSa
40 bemerkbar macht. Moglicherweise kann der hohe Bedarf an Nukleotiden fir die
Zellteilung nicht mehr ausreichend gedeckt, und auch nicht mehr kompensiert werden.
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4.2.1.2. Verring erte DHOase-Expression bewirkt eine Reduktion in der
Biomasse

Analog zu den Beobachtungen des Wurzelwachstums ist auch in Bezug auf die Ge-
samtbiomasse ein deutlicher Rickgang in Frisch- und Trockengewicht bei geringerer
DHOase-Expression erkennbar [Abb. 3.23, S.70]. Im Gegensatz zum Wurzelwachs-
tum, bei dem ein Riuckgang erst bei stark reduzierter DHOase-Expression eintritt, ist
bei allen Transformanten eine verminderte Biomasse im Vergleich zum WT erkennbar.
Dabei mul3 man die Transformanten jedoch wieder in zwei Gruppen unterteilen. Die er-
ste Gruppe mit verhaltnismafig geringer DHOase-Reduktion (ROSa 34 und ROSa 19)
und eine zweite Gruppe mit starker bis sehr starker DHOase-Reduktion (ROSa 20 und
ROSa 40). Im Fall der ersten Gruppe verhalt sich der Riickgang des Gesamtfrischge-
wichtes proportional zum Ruckgang der Wurzelbiomasse [Abb. 3.24 a, S.71]. Bei der
zweiten Gruppe hat das Wurzel-Frischgewicht einen geringeren Anteil am Gesamt-
Frischgewicht, was sich in der deutlich erhéhten Sprof3/Wurzel-Relation aul3ert.

Die Sprol3/Wurzel-Relation des Trockengewichtes bleibt mit Ausnahme von ROSa
40 bei allen Transformanten konstant [Abb. 3.24 b]. D.h. ein vermindertes Wurzel-
wachstum geht einher mit einem verminderten SproRwachstum. Zieht man in Betracht,
dafR Nahrstoffe und Spurenelemente durch das Wurzelgewebe aufgenommen und in
den Sprof} transportiert werden, so erscheint dies plausibel. Das Wurzelgewebe, ins-
besondere die Wurzelspitze, ist als sehr teilungsaktives und somit sink-Gewebe ange-
wiesen auf eine Mindestverfligbarkeit an Nukleotiden fir Zellteilung und Transkription.
Fur die aulRerordentlich stark betroffene Tansformante ROSa 40 konnte dies bedeuten,
dafi3 ihr Wurzelzuwachs auf3erhalb der Gewebekultur nahezu vollstandig eingestellt ist
und daher auch nicht mehr ausreichend Né&hrstoffe fur einen Ausbau der Biomasse
bereitgestellt werden kénnten.

Andererseits konnte aber auch der Aufbau von Biomasse generell und unabhéngig
vom Gewebetyp gehemmt sein. D.h. die Zelle erhalt ihren Stoffwechsel aufrecht, kann
sich aber bedingt durch Nukleotid-Mangel nur mit geringerer Rate teilen.

4.2.1.3. Verring erte DHOase-Expression verminder t die Zellteilung

Da sich die relativen Blatt &chen der Transformanten ROSa 34, 19 und 20 zum WT
in Analogie zum Frischgewicht verhalten, stellte sich die Frage, ob es Unterschiede in
Bezug auf die ZellgréRe gibt. In Abb. 3.26 [S.73] ist deutlich zu erkennen, dal3 es unter
der Transformantengruppe mit schwach reduzierter DHOase-Expression (ROSa 34

106



4. DISKUSSION

und 19) in Blattern keinen signi kanten Unterschied in der Zelldichte zum WT gibt. Als
einzige P anz e mit stark reduzierter DHOase-Expression konnte ROSa 20 untersucht
werden. Sie zeigte im Vergleich zum Wildtyp und den anderen Transformanten eine
deutlich geringere Zelldichte. Bei gleicher Position der untersuchten Blatter am Sprof3
und geringerer Blatt &che [Abb. 3.25] missen die Zellen im Mittel gréRer sein als die
des Wildtyps. Aufgrund der sehr starken Wachstumseffekte der Transformante ROSa
40 erreichten deren Blatter nicht die fur einen Vergleich notwendige Mindestgré3e und
konnte daher nicht in die Beobachtungen mit einbezogen werden.

Es ist durchaus denkbar, dal’ Transformanten mit stark reduzierter DHOase-Expres-
sion nicht mehr fahig sind, ihre Zellteilung im notwendigen Mal3e aufrecht zu erhalten.
Eine leichte bis mittlere Reduktion, wie sie in den Transformanten ROSa 34 und 19 zu
beobachten ist, kann womdglich durch Umverteilung der Pyrimidin-Nukleotide kom-
pensiert werden. Oder aber die DHOase-Kapazitat im WT ist deutlich héher als der
tatsachliche Bedarf neuer Pyrimidin-Nukleotide, so dal3 eine geringe Reduktion der
Expression ohne merkliche Folgen bleiben wirde. Sinkt jedoch die Expression unter
einen bestimmten Schwellenwert, zeigen sich phanotypische Auswirkungen.

4.2.1.4. Starke Reduktion der DHOase-Expression st fiir die P anz e letal.

Am Beispiel der Transformante ROSa 40 |4t sich erkennen, welche Auswirkungen
eine sehr stark reduzierte DHOase-Expression auf die P anz e hat. Es ist anzuneh-
men, dal’ hierdurch die komplette Pyrimidin de-novo Synthese stark eingeschrankt
wird. Uberfuihrt man den SproR von Gewebekultur auf Sand oder Erde, stellt die-
ser das Wachstum ein [Abb. 3.20, S.68]. Die Transformante ROSa 40 hat von allen
durchmusterten P anz en die geringste DHOase-Expression. Die Proteinmenge ist an
der immunologischen Nachweisgrenze. Die Restaktivitat der verbleibenden DHOase
reicht offensichtlich aus, um die Lebensfunktionen aufrecht zu erhalten, aber Wachs-
tum, Knollen- oder Blutenbildung sind ausgeschlossen. Es ist wenig wahrscheinlich, in
Zukunft eine Transformante mit noch geringerer Expression der DHOase zu nden, da
ein Verlust dieser Enzym-Aktivitdt zum Tod der P anz e fihren wirde. Erst kiirzlich wur-
de am Salk Institute for Biological Studies eine Arabidopsis T-DNA Insertionsmutante
verfiigbar (SIGnAL® No.: SALK_062860). Die Insertion verursacht eine Verschiebung
des Leserasters am 3'-Ende des pyrC-Gens. Die hat zur Folge, dal3 der mutierten
DHOase am C-Terminus 70 der urpriinglichen 345 Aminosauren fehlen, bzw. durch
falsche ersetzt wurden. Die Mutation liegt jedoch jenseits der als wichtig erachteten

83alk Institute Genomic Analysis Laboratory; http://signal.salk.edu
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Domanen A, B und C [Abb. 4.3, S.98]. Eine katalytische Aktivitat konnte also dennoch
vorhanden sein. Die Mutante wird in dieser Hinsicht untersucht werden®.

4.2.2. Auswirkung en reduzier ter DHOase-Expression auf den Metabolism us.

Neben den mehr oder weniger offensichtlichen Auswirkungen auf das Wachstum muf3-
te ein Blick auf die metabolischen Vorgange in den transformierten P anz en geworfen
werden. Das Wachstum der P anz e ist neben externen Faktoren wie Licht, Tempera-
tur, Feuchtigkeit und Erndhrung auch von internen Parametern wie Verfligbarkeit von
Kohlehydraten, Nukleotiden und deren Vor- bzw. Zwischenprodukten abhangig.

4.2.2.1. Stark reduzier te DHOase-Expression beein u3t den Kohleh ydrat
Metabolism us in bestimmten Geweben.

Ein Mangel an Dihydroorotase hat in Wurzel- und Source-Gewebe offensichtlich keine
klar zu Tage tretenden Auswirkungen auf den Hexosespiegel°. Die Transformanten
verhalten sich in dieser Hinsicht sehr unterschiedlich, jedoch keiner Tendenz folgend,
die sich mit dem Mal3 an reduzierter DHOase-Expression in Korrelation bringen liel3e.

In Wurzelgewebe ist weder flir Starke, noch fur Saccharose eine signi kante Korrela-
tion mit der DHOase-Expression erkennbar. In Source-Blattern dagegen nimmt sowohl
die Starkemenge, als auch die Saccharose-Konzentration mit abnehmender DHOase-
Expression zu. Dieser Anstieg der Speichersaccharide Starke und Saccharose mit zu-
nehmender Inhibierung der DHOase-Expression ist gegenldu g zur Biomasse. Mogli-
cherweise ist die Kohlenstoff-Fixierung durch die Reduktion der DHOase-Expression
nicht, oder nur geringfiigig beeintrachtigt. Gleichzeitig ist jedoch die Zellteilung und das
Wachstum vermindert. Somit kdnnte dieser C-Uberschuss die Folge eines verringerten
Bedarfs an Kohlehydraten sein.

4.2.2.2. Verring erte DHOase-Expression bewirkt keine erkennbare
Verschiebung des Nukleotid-Stoffwec hsels.

Das Ergebnis der Nukleotid-Analyse der Transformanten mit reduzierter DHOase-Ex-
pression und des WT [Abschn. 3.5.5, S.76] zeigt ein Uberraschendes Bild. Anhand
der z.T. stark beeintrachtigten DHOase-Expression und der einhergehenden Wachs-
tumseffekte wére ein Mangel an Dihydroorotat zu erwarten und als Folge eventuell

°R. Zrenner, pers. Mitteilung
peziiglich Fructose und Glucose
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ein Mangel an Pyrimidin-Nukleotiden. Statt dessen unterscheidet sich der Gehalt an
UDP, UTP und UDP-Glucose nicht signi kant von dem des Wildtyps [Tab. 3.8, S.77].
Obwonhl beispielsweise Transformante ROSa 20 eine starke Reduktion in der DHOase-
Expression und somit der Pyrimidin de-novo Synthese erfahrt, scheint dies das Gleich-
gewicht der geloésten Uridin-Nukleotide nicht zu stéren. Es ist denkbar, da3 DHOase
in Bezug auf Reduktion der Enzymmenge einen weiten Toleranzbereich hat und da-
her bis zu einem kritischen Schwellenwert das Gleichgewicht der Pyrimidin Nukleotide
aufrecht erhalten kann. Offensichtlich ist die P anz e bemiht, bei einer verminderten
de-novo Synthese das Gleichgewicht der geldsten Nukleotide durch Gegenregulation
anderer Prozesse zu stiitzen. So zum Beispiel durch eine verminderte Zellteilungs-
rate. Schliel3lich verbraucht die Replikation des Chromosomensatzes einer Zelle bei
einer geschatzen GenomgroRe von 10° Basenpaaren 2 10° Nukleotide, davon etwa
10° Pyrimidin-Nukleotide. Das entspricht ca. 3,3 fmol*! pro Zelle. Das spezi sche Ge-
wicht eines Kartoffelblattes betragt rund 45 Cﬂm% Dieser Wert ist nach Walter (2001) auf
alle postemergenten Blattspreiten Ubertragbar, da diese eine konstante Dicke aufwei-

sen. Bei etwa 6 102 Zellen pro mm? Blatt 4che *? ergibt sich ein Gewicht von etwa 75

f 3;3f mol
75ng

entpricht 44 % Ein guter Mittelwert fur die aus Blattern extrahierten l6slichen Pyrimi-

ng pro Zelle. Der Pyrimidin-Bedarf pro Replikation belauft sich damit au , das
dine belauft sich auf 100 nmol pro Gramm Frischgewicht. Davon entfallen etwa 80%
auf UDP-Glucose. Mit anderen Worten bedeutet dies, dal’ fur einen Replikationsschritt
44% der l6slichen Pyrimidine eingesetzt werden mussen. LaRt man UDP-Glucose da-
bei aul3er Acht belauft sich der Bedarf auf 220% der verfigbaren Ressourcen. Es wird
also deutlich, da? DNA-Synthese und Zellteilung nur mit aktiver Pyrimidin de-novo
Synthese moglich ist.

Interessant ist in diesem Zusammenhang noch die Tatsache, dal3 sich Pyrimidin-
Nukleotide aus griinen Blattern zu etwa 100 "9 ajs DNA und etwa 700 229 s RNA

gFG gFG
extrahieren lassen. Dies wirde bedeuten, dafld mit Gber 80-90% der groldte Anteil der

Pyrimidin-Nukleotide in gebundener Form als DNA und RNA vorliegt.

femto Mol = 10** Mol
2gezahlt in allen Schichten unter dieser Flacheneinheit
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4.2.3. Resumée des Absc hnitts 4.2

Reduzierte DHOase-Expression fuhrt zu verringerter Zellteilungsrate. Es
sind im Mittel weniger, dafir grol3ere Zellen pro Flacheneinheit vorhanden.

P anz en mit stark reduzierter DHOase-Expression zeigen deutlich gerin-
geres Wachstum und damit auch geringere Biomasse im Vergleich zum
Wildtyp.

MeRbare Effekte in Wachstum und Teilungsrate treten erst bei starker Re-
duktion der Pyrimidin-Synthese auf.

Eine komplette Inaktivierung der DHOase ist mit dem Leben der P anz e
nicht vereinbar. Starke Stérung der Dihydroorotase fiihrt zur Einstellung
des Wachstums.

Eine Beeintrachtigung der Pyrimidin de-novo Synthese hat keinen signi-
kanten Ein uf3 auf den Gehalt an Glucose, Fructose, Saccharose oder
Starke.

Der Gehalt an l6slichen Pyrimidin-Nukleotiden wie UDP, UTP oder UDP-
Glucose ist auch bei P anz en mit stark reduzierter DHOase-Expression
konstant zum Wildtyp.
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4.3. Einul3 erhohter DHOase-Expression auf Wachstum und
Metabolism us

Wenn eine verminderte DHOase-Expression das Wachstum der P anz e hemmt, wel-
che Auswirkungen hat dann ein gegentber dem Wildtyp erhdhtes Angebot an DHO-
ase? Um dies zu untersuchen wurden zwei unterschiedliche Kartoffel-Transformations-
linien hergestellt:

1. DHOase aus E.coli unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors fir die Expression
in allen Geweben.

2. DHOase aus E.coli unter Kontrolle des B33 Patatin-Promotors (Rocha-Sosa
et al., 1989).

Die P anz en beider Transformationen wurden zeitgleich unter den selben Bedingun-
gen kultiviert. Durch Verwendung des B33 Promotors sollte eine Knollen-spezi sche
Expression erzielt werden mit nur geringer Expression im restlichen Gewebe. Damit
konnen direkte Vergleiche beider Transformationslinien angestellt werden. Wahrend
sich die DHOase-Uberexpression unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors in nahe-
zu allen Geweben auswirken sollte, ist eine Expression unter der Kontrolle vom B33-
Promotor nur in Knollen zu erwarten. In Gegenwart hoher Saccharose Konzentrationen
kann der B33-Promotor auch in anderen Geweben wie z.B. Blattern induziert werden.

4.3.1. Auswirkung erhohter DHOase-Expression auf den Metabolism us

4.3.1.1. Erhbhte DHOase-Expression korrelier t direkt mit gesteig erter
Enzym-Aktivitat.

Die Erh6éhung der DHOase-Expression bewirkt in Sink-Bléattern beider Transformati-
onslinien eine drastische Steigerung der Enzym-Aktivitdt um den Faktor 25-150 (CaMV
35S-Promotor, RMECS) [Abb. 3.35, S.84] bzw. Faktor 6-80 (B33-Promotor, RMBECS)
[Abb. 3.40, S.90].

Die verhaltnismalig geringe Menge transkribierter mRNA der E.coli DHOase in
der Transformante RMECs 11 [Abb. 3.31, S.81] fuhrt bereits zu einer etwa 25-fachen
Steigerung der DHOase-Aktivitat im Vergleich zum WT. Analog verhalt sich die B33-
Transformante RMBECs 9. Auch bei ihr bewirkt eine geringe Menge mRNA eine DHO-
ase Aktivitatssteigerung um den Faktor 6 in Relation zum WT. Da mittels Northernblot-
Analyse nur eine Momentaufnahme der zum Zeitpunkt der Ernte transkribierten mRNA
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angezeigt wird, kdnnen daraus keine direkten Ruckschlisse auf die daraus resultie-
rende Proteinmenge gezogen werden. Mdglicherweise hat Dihydroorotase eine grof3e
Halbwertszeit und kdnnte sich daher in der Zelle akkumulieren.

Nun stellt sich die Frage, weshalb auch die Transformanten mit stark erhohter DHO-
ase-Expression, die unter Kontrolle des B33-Promotors stehen, eine mel3bare Aktivi-
tat in Sink-Blattern aufweisen. Denn das B33 DHOase-Konstrukt sollte im Gegensatz
zum CaMV-Konstrukt nur in Geweben mit hoher Saccharose-Konzentration exprimiert
werden, wie z.B. in Knollen.

Es ist mdglich, dal’ der Promotor bereits in Gewebekultur induziert wurde. Der Nahr-
Agar enthélt neben M&S-Salzen auch 2% Saccharose. Nach Umsetzen der Setzlinge
in Erdkultur fallt dieser Faktor jedoch weg und eine Induktion sollte nicht mehr gegeben
sein. Betrachet man zum Vergleich den Saccharosegehalt in Source-Bléattern der B33-
Transformanten [Abb. 3.41, S.92] so féllt auf, dal’ dieser in keiner der Transformanten
gegeniuber dem WT erhdht ist.

4.3.1.2. Erhohte DHOase-Expression und Aktivitat hat keine signi kante
Auswirkung auf die Gesamt-Pr oteinmeng e.

In keiner der beiden Transformationslinien konnte eine signi kante Erhdéhung der Ge-
samt-Proteinmenge ermittelt werden. Obwohl die DHOase Aktivitéat in den Transfor-
manten bis auf das hundertfache der Aktivitat im Wildtyp ansteigt [Abb. 3.35, S.84 &
Abb. 3.40, S.90], hat diese keine mel3baren Auswirkungen auf die Proteinmenge.

4.3.1.3. Erhbhte DHOase-Expression bewirkt keine signi kante Verschiebung
der Kohleh ydrat-K onz entration.

Es wurde gezeigt, daf? eine deutlich verminderte DHOase-Expression zur Akkumulati-
on von Saccarose und Starke fuhrt. Eine gegenteiliger Effekt in P anz en mit stark er-
hohter DHOase-Expression ist jedoch nicht zu erkennen. Die Starke- und Saccharose-
Mengen in Transformanten unter Kontrolle des B33-Promotors zeigen keinerlei signi-
kante Anderung im Vergleich zum WT. Auch die Transformanten unter Kontrolle des
CaMV 35S-Promotors lassen nur schwer eine Korrelation zwischen gesteigerter En-
zymaktivitat und Kohlehydratgehalt erkennen. Der sich im Schaubild [Abb. 3.36,S.85]
abzeichnende Anstieg der Saccharosemenge in Source-Blattern ist nicht signi kant
verschieden zum WT. Nur ein Anstieg des Starkegehaltes in Source-Blattern zum er-
sten Erntezeitpunkt ist zu erkennen. Diese Tendenz wird jedoch durch eine erhdhte
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Starke-Akkumulation des WT in Source-Blattern zum 2. Entnahmezeitpunkt nicht auf-
recht erhalten.

Somit 1&Rt sich unter den nahezu optimalen Wachstumsbedingungen im Gewéachs-
haus kein erkennbarer Effekt auf das Wachstum oder den Ertrag der P anz en nachwei-
sen. Unter nicht optimalen Bedingungen kénnte aber die erhhte DHOase-Expression
fur die P anz e von Vorteil sein.

4.3.2. Auswirkung erhéhter DHOase-Expression auf den Phanotyp

Beide Transformationen haben je eine Linie mit sehr starker DHOase-Uberexpression.
Nur diese zeigten ein &hnliches phanotypisches Merkmal. Die SproRachse war ge-
staucht und die Blatter runzelig [Abb. 3.34, S.83 und Abb. 3.38, S.88]. Alle anderen
Transformanten waren weder im Wachstum noch in der Biomasse vom Wildtyp zu un-
terscheiden.

Davon ausgenommen mufd die Transformante RMBECs 10 betrachtet werden. Sie
fallt durch aulergewohnliche Veranderungen der In oresz enz auf [Abb. 3.38 ¢, S.88].
Bei dieser Erscheinung handelt es sich sicherlich nicht um einen Effekt der DHOase-
Expression, sondern eher um eine zuféllige Insertion der T-DNA in ein Strukturgen,
welches fir die Bliutenbildung zusténdig ist. Dies erscheint die plausibelste Erklarung
Zu sein, da RMBECs 10 unter den ausgewahlten Linien noch die geringste Erhéhung
der E.coli DHOase hat und somit dem Wildtyp am ahnlichsten sein sollte. Daher wurde
diese Transformante in alle folgenden Analysen nicht mit einbezogen.

Der auffallige Phanotyp der beiden Transformanten mit jeweils hochster DHOase-
Expression (RMECs 50 und RMBECSs 25) trat jedoch nur in der ersten Wachstumspe-
riode zu Tage. Schon kurze Zeit nach dem Transfer von Gewebekultur auf Erde wur-
den die Veranderungen der Blatter sichtbar. Zum ersten Erntezeitpunkt (49 Tage nach
Transfer) hatten beide Transformanten nur etwa 50% des WT Frischgewichtes. Mit zu-
nehmendem Alter wurde dieser Effekt jedoch ausgeglichen, so dal3 sie zum zweiten
Erntezeitpunkt (78 Tage nach Transfer) in Grol3e, Frischgewicht, Knollenertrag und
Aussehen nicht vom WT zu unterscheiden waren. Méglicherweise wurde dieser Effekt
beginstigt durch die Verringerung des Wachstums der Gbrigen P anz en, sobald diese
eine gewisse GroRRe erreicht hatten. Ein limitierender Faktor kénnte das Kulturgefal
sein, das zwar grol3 dimensioniert, jedoch nur von endlicher Gro3e war. Folglich hat-
ten zum spateren Zeitpunkt nicht die beiden genannten Transformanten ihr Wachstum
beschleunigt, sondern alle anderen das ihre reduziert.

Alle aufgefuihrten Experimente wurden bei geradezu idealen Wachstumsbedingun-
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gen (Licht, Feuchtigkeit, Temperatur und Ernahrung) fur Kartoffeln durchgefihrt. Mog-
licherweise kdnnte die Erhéhung der DHOase-Expression unter Freilandbedingungen
fur die P anz e von Vorteil sein.

4.3.3. Resumée des Absc hnitts 4.3

Die Enzym-Aktivitat der mit E.coli-DHOase transformierten P anz en kann
mit Hilfe des uor imetrischen Assays in allen Geweben gemessen werden.

Geringe Steigerung der DHOase-Expression bewirkt einen Anstieg der
Enzym-Aktivitdt um ein Vielfaches der Wildtyp-Aktivitat.

Der B33-Promotor ist auch in Sink-Gewebe induziert.

Die gesteigerte DHOase-Expression hat keine merkliche Auswirkung auf
die Gesamt-Proteinmenge.

P anz en mit DHOase Uberexpression zeigen keine Veranderung in Aus-
sehen, Wachstum und Biomasse. Nur Transformanten mit sehr hoher
DHOase-Expression zeigen einen ungewohnlichen Phanotyp.
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5.1. Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse tber das Enzym Dihydroorotase
in hoheren P anz en gewonnen. Die Entwicklung eines hochsensitiven Nachweises der
DHOase Aktivitat eréffnete neue Perspektiven der Analyse.

Eine der ersten Aufgaben sollte es sein, diese Methodik auf den Mafl3stab von Mikro-
titerplatten zu skalieren. Somit kénnten pro Messung etwa 44 Proben! erfaRt werden.
Die daflir notwendige schnelle und zugleich prazise Verteilung der Proben und Agen-
zien erfordert den Einsatz eines Roboters. Eine komplette Versuchslinie knnte somit
in einem Bruchteil des bisherigen Zeitaufwandes in Bezug auf DHOase Aktivitat unter-
sucht werden. Auch die Suche nach moglichen Inhibitoren der p anzlichen DHOase
liel3e sich so vereinfachen.

Eine eingehende Untersuchung der seit kurzer Zeit verfigbaren Arabidopsis T-DNA
Insertionsmutante in pyrC (SALK _062860) kdnnte weitere Einblicke in die Funktiona-
litdt des Enzyms und der dafiur essentiellen Doménen liefern. Auch fur diese Anwen-
dung wird sich der Enzymassay als wichtiges Hilfsmittel erweisen.

P anz en mit Uberexpression der E.coli DHOase zeigten unter den nahezu idealen
Wachstumsbedingungen im Gewdachshaus keine Ertragsteigerung in Biomasse oder
Knollenbildung. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, daf3 sie unter weniger optimalen
Bedingungen, wie sie bespielsweise im Freiland vorherrschen, durchaus einen Vorteil
gegenuber dem Wildtyp haben. Es ware daher interessant, diese Transformationslini-
en unter unterschiedlichen Bedingungen in Temperatur, Licht, Feuchtigkeit oder Nahr-
stoffangebot zu kultivieren.

Mittel- bis langfristig wird es notwendig sein, Aktivitatsassays fir alle Enzyme der
Pyrimidin de-novo Synthese zu entwickeln. Dies wird, wie im Fall der DHODH, die Klo-
nierung von Hilfsenzymen erfordern, sofern diese nicht k&u ich zu erwerben sind. Zwar
sind fiir einige Enzyme Verfahren zur Aktivitatsbestimmung veréffentlicht?, jedoch sind
diese in der Regel sehr aufwendig und daher nicht fir den Hochdurchsatz geeignet.

144 Proben a 2 Replikate plus 4 Nullwerte plus 4 Eichwerte = 96
2CPSase (Pierson, 1980); ATCase (Prescott & Jones, 1969; Pastra-Landis et al., 1981)
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Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Klonierungen und Uberexpressionen
verschiedener DHOasen und der DHODH in Kombination mit der Entwicklung des
hochsensitiven Nachweises kénnte in Zukunft auch dazu genutzt werden, um die Me-
tabolite des Stoffwechselweges der Pyrimidin de-novo Synthese in geeigneten Extrak-
ten (z.B. TCA) zu bestimmen. Eine Automatisierung des Prozesses ist auch hierfur
durchaus denkbar.
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5.2. Zusammenfassung

Die Pyrimidin de-novo Synthese versorgt die Zelle mit Pyrimidin-Nukleotiden, welche essentiel-
le Bestandteile der Nukleinsauren darstellen und als energielieferndes Cosubstrat fiir eine Viel-
zahl von Reaktionen wichtig sind. Das Enzym Dihydroorotase (DHOase) katalysiertin P anz en
den dritten von insgesamt funf Reaktionsschritten, die zur Bildung von UMP notwendig sind.

Durch heterologe Komplementation von E.coli ,Knockout“-Mutanten wurde das fir Dihy-
droorotase kodierende Gen aus Solanum tuberosum und Arabidopsis thaliana kloniert. Beide
Sequenzen kodieren fiir das in vivo funktionelle Protein. Im Falle der Kartoffel DHOase wurde
durch RACE-PCR die vollstandige untranslatierte 5'-Region (5'-UTR) ermittelt. Mit Hilfe spezi-
eller Suchalgorithmen wurden mit dieser Information Riickschliisse auf die kontrovers disku-
tierte subzellulare Lokalisation des Enzyms in vivo gezogen. Die bisherige Meinung, DHOase
sei im Plastiden lokalisiert, erscheint hiernach wenig wahrscheinlich. Durch transiente Genex-
pression, vermittelt durch Partikelbeschuf3, konnten zwei unterschiedliche DHOase:GFP Fusi-
onsproteine mit Confocaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) im Cytosol von Arabidopsis
Epidermiszellen nachgewiesen werden. Somit muf3 die chloroplastidare Lokalisation der DHO-
ase in Frage gestellt werden und diese statt dessen als cytosolisch postuliert werden.

Die Entwicklung eines hochsensitiven uor imetrischen Enzymassays ermdglichte die nicht-
radioaktive Bestimmung der DHOase Aktivitéat in p anzlichem Gewebe. Erstmals konnte somit
ohne aufwendige Reinigungsprozeduren p anzliche DHOase in Bezug auf pH-Optimum und
Michaelis-Menten Konstante charakterisiert werden.

Zur Untersuchung der Bedeutung der Pyrimidin de-novo Synthese wurden transgene P an-
zen mit reduzierter DHOase Expression hergestellt. Vermittelt durch die Antisense-Technik
konnten P anz en mit verschieden stark ausgepragter Reduktion der DHOase Expession iso-
liert werden. Diese wurden in Hinblick auf Metabolismus, Wachstum, Biomasse und Zelldichte
untersucht. Es zeigte sich, dal3 bei starker Reduktion der DHOase Expression die Zellteilung
deutlich vermindert ist und in Folge des geringeren Wachstums Kohlehydrate anstauen. Folg-
lich kann durch endogene oder exogene Inhibierung der DHOase das Wachstum der P anz e
effektiv unterbunden werden.

In zwei weiteren Ansétzen wurden Kartoffelp anz en mit dem fur DHOase kodierenden Gen
aus E.coli transformiert, welches unter Kontrolle des CaMV 35S-, bzw. des B33-Patatin Pro-
motors steht. In Transformanten beider Linien wurden bis zu einhundertfach erhhte DHOase
Aktivititen gemessen. Eine Steigerung des P anz enwachstums oder des Knollenertrages in-
folge der erhéhten DHOase Expression wurde jedoch nicht beobachtet.

Mit den Resultaten dieser Arbeit wurden neue Erkenntnisse Uber die bis dato wenig er-
forschte p anzliche Pyrimidin de-novo Synthese gewonnen. Der Diskussion zur subzellularen
Lokalisation der DHOase konnten neue Impulse gegeben werden. Die Entwicklung des uor i-

metrischen Enzymassays bereitete den Weg fiir zuklinftige Analysen im Hochdurchsatz.
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5.3. Summary in english

Pyrimidine de-novo synthesis provides nucleotides, which are cosubstrates to a multi-
tude of enzymatic reactions and essential compounds for nucleic acids. The enzyme
Dihydroorotase (DHOase) in plants catalyzes the third of v e reactions, which are ne-
cessary to synthesize UMP.

The genes, coding for DHOase in Arabidopsis thaliana and Solanum tuberosum,
were cloned by means of heterologous complementation of E.coli knockout mutants.
Both sequences are coding for the functional protein in vivo. Furthermore the comple-
te 5' untranslated region (5'-utr) of potato DHOase was revealed by RACE-PCR. That
information, processed by special search algorithms, gave hints to the subcellular lo-
calisation of DHOase, which has been discussed controversial in the past. According
to latest results the localization of DHOase in chloroplasts seems to be less likely. Two
different DHOase:GFP fusions for transient gene expression were transformed into epi-
dermal cells of Arabidopsis by particle bombardment. GFP signals were detected by
confocal laser scanning microscopy (CLSM) in the cytosol. Thus the chloroplastidary
localization of DHOase has to be reconsidered and instead postulated to be cytosolic.

Development of a highly sensitive uor imetric enzyme assay gave way to measure
DHOase activity in plant tissue by non-radiactive means. For the rst time DHOase has
been characterized in regard to pH-optimum and Michaelis-Menten constant without
the need of extensive puri cation procedures.

Mediated by antisense suppression transgenic plants with reduced levels of DHOase
expression were made to investigate the importance of pyrimidine de-novo synthesis.
These plants were analyzed in regard to metabolism, growth, biomass and cell density.
It was shown that a high reduction of DHOase expression led to a decrease in cell
division and as a consequence of that to an accumulation of carbohydrates. Thus plant
growth can be effectively blocked by endogenous or exogenous inhibition of DHOase.

In two further approaches plants were transformed with the E.coli DHOase coding
gene under control of the CaMV 35S promoter and the B33-Patatine promoter respec-
tively. In both sets transformants showed DHOase activities up to a hundred fold higher
than the wildtype. However an increase in plant growth or tuber production was not ob-
served.

Finally the results of this PhD thesis shed some light on the so far dimly lit knowledge
on plant pyrimidine de-novo synthesis. The discussion about subcellular localization of
DHOase in plants has been revived. The developpment of a uor imetric enzyme assay
paved the way for future high throughput analysis.
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A.1l. Abkiirzung en

Es gelten die Konventionen des Systéme International d'Unités (SI-Einheiten). Die darin de -

nierten Einheiten und Abkirzungen werden daher an dieser Stelle nicht explizit aufgefiihrt.

Abk . Bedeutung

A Adenin / Adenosin

Abb. Abbildung

abs. absolut; fur Ethanol 100%, unvergallt

ADP Adenosin-5"-Diphosphat

AK Antikorper

Amp Ampicillin

Amplex Red | 10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure(n)

Atl1 Sequenz der klonierten DHOase aus Arabidopsis thaliana cDNA

ATCase Aspartat-Transcarbamoylase

ATP Adenosin-5"-Triphosphat

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-ndoylphosphat

bidest doppelt destilliert

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin / Cytidin

ca. circa

CamMVv Blumenkohl-Mosaikvirus (engl.: cauli o wer mosaic virus)

CAsp N-Carbamoyl-Aspartat

cDNA komplementére DNA (engl.: complementary DNA)

CDP Cytidin-5"-Tiphosphat

CDPSase Cytidin-5"-Diphosphat Synthase

CDP-Star 2-Chlor-5-(4-Methoxyspiro{1,2-Dioxetan-3,2'-(5'-Chlor)Tri-
cyclo[3.3.1.13,7]Decan}-4-yl)-1-Phenyl

CIP Chloroform-Isoamylalkohol-Phenol (24+1+25)

CLSM Confokale Laser Scanning Mikroskopie

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Abk . Bedeutung

CPSase Carbamoylphosphat Synthetase
cRNA komplementare RNA (engl.: complementary RNA)
cTP Chloroplastidéres Transitpeptid

CTP Cytidin-5"-Triphosphat

CTPsase Cytidintriphosphat Synthetase

CV. Kultivar

°C Grad Celsius

d desoxy

Da Dalton

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenyllindol

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin-11-dUTP

d.h. das heif3t

DHOase Dihydroorotase

DHODH Dihydroorotat-Dehydrogenase

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: desoxyribonucleic acid)
DNase Desoxyribonuklease

dpi Punkte pro Zoll (dots per inch)

ds doppelstrangig

DTE Dithioerythritol

DTT Dithiothreitol

e Elektron

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamin-tetra-acetat

EGFP enhanced green uorescent protein
EGTA Ethylenglycol-bis-(b-aminoethylether)N,N,N',N'-tetra-acetat
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ER Endoplasmatisches Retikulum

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FG Frischgewicht

g Gravitationskonstante (= 9,81 ;“—2)
G6PDH Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase
GFP green uorescent protein

gof. gegebenenfalls

G Guanin / Guanosin

GTP Guanosin-5"-Triphosphat

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Abk . ‘ Bedeutung
aglv Gewicht pro Volumen
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonsaure)
HPLC Hochdruck Flussigchromatogra e (engl.: high pressure liquid cromatography)
HRP Horseradish Peroxidase
inkl. inklusive
IPK Institut fir P anz engenetik und Kulturp anz enforschung (Gatersleben)
IPTG Isopropylthiogalactosid
k kilo (= 10%)
Kan Kanamycin
kB Kilobasen
kD Kilodalton
KLH Keyhole Limpet Hemocyanine
I Wellenléange [nm]
lacl Gen, das den Repressor des lac-Operons codiert
lacZ Gen, das die b-Galactosidase codiert
m milli (= 10°%)
M Molaritat [M2-]
mikro (= 10°)
mcs Polylinker (multiple cloning site)
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
min Minute
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséaure
mMRNA Boten-RNA (engl.: messenger ribonucleic acid)
MAt11 E.coli Transformante mit At11 in pBluescript SK
MSt5 E.coli Transformante mit St5 in pBluescript SK
M&S Murashige und Skoog Salze (Murashige & Skoog, 1962)
mTP Mitochondriales Transitpeptid
MTT 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium Bromid
n nano (= 10°)
N Normalitét einer Losung
NBT Nitroblau-Tetrazolium (4'-Nitro-tetrazoliumblau)
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigséaure
Nr. Nummer
NTA Nitrilotriessigsaure (engl.: nitrilo-tri-acetic acid)
NMP Nukleosidmonophosphat
NPT Il Neomycin Phosphotransferase 1I;) Kanamycinresistenz
oCs Octopin-Synthase
Polyadenylierungs-Signal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmids pTiACH5
oD Optische Dichte
ODCase Orotidinmonophosphat Decarboxylase

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Abk . Bedeutung

oligo-dT ein Oligonukleotid, bestehend aus dTTP

OMP Orotidin-5"-Monophosphat

OPRTase Orotat-Phosphoribosyltransferase

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PGI Phospho-Gluco Isomerase

pH negativer dekadischer Logarithmus der H3O*-lonenkonzentration
P; anorganisches Phosphat PO,4% (engl.: inorganic phosphate)
PMS Phenazin Methosulfat (N-Methyldibenzopyrazin methylsulfat)
PMSF Phenylmethylsulfonyl Fluorid

PP Pyrophosphat (P,0;%)

Poly(A) Polyadenylatkette

PRPP 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat

psi = 0,069 Bar (engl: pounds per square inch)

PTGS posttranslational gene silencing

PVDF Polyvinyldi uor id

PVPP Polyvinylpolypyrrolidon

pyrB Gen, codiert fir Aspartat-Transcarbomylase (ATCase)

pyrC Gen, codiert fur Dihydroorotase (DHOase)

pyrD Gen, codiert fur Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH)

r Radius

RACE Rapid ampli cation of cDNA ends

rcf engl: relative centrifugal force 1,118 10 r n? k r (Radius) [cm]; n (rpm) [min!]
Rif Rifampicin

RMECs E.coli DHOase exprimierende Transformanten mit CaMV Promotor
RNA Ribonukleinséure (engl.: ribonucleic acid)

RNAI RNA interference

RNase Ribonuklease

ROSa Solanum tuberosum DHOase-Antisense Transformanten
rRNA ribosomale RNA

rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)

RT Raumtemperatur 21°C

S Svedberg (1 S = 102 sec.)

S. siehe

sec Sekunde

SDS Natriumlaurylsulfat (engl.: sodium dodecylsulfate)

SP Signalpeptid

SPS Saccharose-Phosphat Synthase

Sts Sequenz der klonierten DHOase aus Solanum tuberosum cDNA

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung von vorheriger Seite

Abk . Bedeutung

T Thymin / Thymidin

TAE Tris-Acetat/EDTA - Elektrophorese-Puffer
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylendiamin

TEA Triethanolamin

Thi Thiamin

TIFF Tagged Image File Format

Triton X-100 | Polyoxyethylen(9,10)p-t-octylphenol

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA Transfer-RNA

TTP Thymidin-5"-triphosphat

Tween 20 Polyoxyethylen-Sorbitanmonolaureat

To Nullwert

U Uracil / Uridin

U mmol umgesetztes Substrat pro Minute (= 1,67 108 Katal)
UbP Uridin-5"-Diphosphat

UDPkase Uridindiphosphatkinase

UE Untereinheit

UGPase UDP-Glucose Pyrophosphorylase

UMP Uridin-5"-Monophosphat

UMPkase Uridinmonophosphatkinase

UNP Uridin Nukleotid Phosphat (UMP, UDP, UTP)
usw. und so weiter

UTP Uridin-5"-Triphosphat

\Y Volt

VE Voll-Entionisiert (Wasser)

vgl. vergleiche

vinr von links nach rechts

viv Volumen pro Volumen

V.0. von oben

VT Volumenteile

WT Wildtyp

X -fach, mal (Konzentrationsfaktor)

z.B. zum Beispiel

6xHis Peptidsequenz sechs aufeinanderfolgender Histidine

123



A. ANHANG

A.2. Lateinisc he Bezeichnung diver ser Spezies

Arabidopsis thaliana
Beta vulgaris
Glycine max
Helianthus annuus
Lactuca sativa
Lycopersicon esculentum
Nicotiana tabacum
Oryza sativa

Pisum sativum
Populus tremula
Solanum tuberosum
Sorghum bicolor
Triticum aestivum
Zea mays

Brassicaceae

Chenopodiaceae

Fabaceae
Asteraceae
Asteraceae
Solanaceae
Solanaceae
Poaceae
Fabaceae
Salicaceae
Solanaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae

Ackerschmalwand
Rube

Soja

Sonnenblume
Gartenlattich
Tomate

Tabak

Reis

Erbse
Zitter-Pappel, Espe
Kartoffel
Mohrenhirse, Durra
Weizen

Mais
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A.3. Oligon ukleotid Primer

‘ Code ‘ Nukl. Tn Tm Sequenz5'! 3 rev.
KanRh pET28b 15 53,3 CGGGGAAAT GTG CGC X
KanR-v pPD28b 15 56,0 GGCAGC AGC CAC TGG
st5-race-i 24 62,7 72 TAT TGC CCT CCCAAA GTGATG TGC X
stb-race-a 23 64,2 72 CCCAAA TAC GACCTG GCTCTC TC X
st5-ini-fw 22 58,4 72 ATC TGGATC CAT GAGGACTTT G
st5-ini-rv 24 57,6 71 GAT TTC TAG AAT TGA GAGCTC CAT X
stb-xl-rv 21 57,9 72 ATT GTC TAG ACA GAGAGGAGC X
EGFP-fw 20 57,3 71 CACATC TAG ACATGGTGA GC
EGFP-rv 22 58,4 72 GAT TGT CGACTC ACT TGT ACA G X
ECpyrD-fw 21 57,9 62 CTT GACATG TAC TAC CCCTTC
ECpyrD-rv 21 57,9 62 GGAGGATCC GAT ATG GGT AAC X
ECpyrC-fw 25 81,3 65 GTC GACATG ACT GCACCATCC GAGG
ECpyrC-rv 23 68,9 54 CGATTT TTA TTG TTT AAC GGACC X

Tabelle A.2.: Zu Klonierungszwecken verwendete Oligonukleotidprimer in 5' -> 3' Orientierung
Markierung in der Spalte rev. kennzeichnet den Primer als reverse complement.

. Eine
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