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Zusammenfassung

Die N%terminale Acetylierung (NTA) gehort zu den haufigsten Proteinmodifikationen
in Eukaryoten. Die Funktion der NTA ist vielfaltig und vom jeweiligen Protein
abhangig. Bisher wurde belegt, dass die N-terminale Modifikation die Funktion und
Stabilitat eines Proteins sowie Protein-Protein Interaktion beeinflussen kann.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob in der Modellpflanze A. thaliana
Proteine N-terminal acetyliert werden. Ein Homologievergleich mit den aus Hefe
bekannten Nat-Komplexen (NatA, NatB und NatE) identifizierte folgende
Kandidatenproteine: AtNAA10p (At5g13780) und AtNAA15p (At1g80410.1) fir den
NatA-, AtNAA20p (Atlg03150) fir den NatB- und AtNAA5Op (At5g11340) fir den
NatE-Komplex.

Die enzymatische Charakterisierung der rekombinant exprimierten Enzyme AtNAA10
und AtNAAS0, bestatigte die auf Proteinsequenz basierte Vorhersage der
enzymatischen Aktivitat.

Die transiente Expression von AtNAA10p, AtNAA15p und AtNAA5Op in Fusion mit
fluoreszierenden Marker-Proteinen in Tabakzellen zeigte die erwartete Lokalisierung im
Cytosol und Zellkern. Uberaschenderweise wurde das Fusionsprotein AtNAA20:EYFP
neben dem Cytosol auch in Mitochondrien in Arabidopsis detektiert, was auf den
funktionellen Unterschied zwischen AtNAA20p und den orthologen Proteinen in Hefe
und Menschen hindeutet, die im Cytosol vorkommen. Das HsNaa20p wird auch im
Zellkern exprimiert.

Die Identifikation einer T-DNA-Insertionslinie (naa20-1) fir AtNAA20 ermdglichte die
Bestatigung der katalytischen Funktion von AtNAAZ20p in vivo. Die hier gezeigten
Ergebnisse deuten ein vergleichbares Substratspektrums des NatB-Komplexes aus Hefe,
Menschen und hoheren Pflanzen an. Homozygote Pflanzen beider identifizierten T-
DNA-Insertionslinien fir AtNAA20 waren deutlich im Wachstum gehemmt, durchliefen
aber eine normale Entwicklung, die mit der Produktion von vitalem Saatgut endete. Im
Gegensatz hierzu flhrte der knock out der NAAS5Op nach erfolgreicher Keimung zu
einer anormalen Entwicklung wéhrend des vegetativen Wachstums. Die homozygoten
Pflanzen sind auch nicht fertil. Ein Verlust der NAA10 oder NAA15 Funktion fiihrt zu
einem Abort der Embryogenese im globuldrem Stadium, das sich durch die erstmalige
Differenzierung von Organen auszeichnet.

Es konnte somit gezeigt werden, das NTA von Proteinen durch die Nat-Komplexe A, B
und E nicht nur in Hefe und Menschen sondern auch in Pflanzen konserviert ist, wobei
sich funktionelle Alleinstellungsmerkmale der NTA in planta andeuten. Des Weiteren
konnte belegt werden, dass die N-terminale Acetylierung von Proteinen essentiell fir
die Entwicklung von hoheren Pflanzen ist.
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Summary

The N-terminal acetylation (NTA) is one of the most common modifications of
eukaryotic proteins. The function of the NTA is manifold and dependent on the
respective protein. It was already indicated that the N-terminal acetylation may affect
biological function and stability of a protein or protein-protein interaction.

The present study investigated whether some proteins will be acetylated in the model
plant Arabidopsis thaliana. The search for orthologous proteins of Nat complexes in
Arabidopsis, which were known in yeast and human, revealed the following candidates:
AtNAA1Op (At5g13780) and AtNAA15p (Atlg80410.1) for the NatA, AtNAA20p
(At1g03150) for the NatB and AtNAASOp (At5911340) for the NatE complex.

Based on the protein sequence, the N®-acetyltransferse activity for the NAA10 and
NAAGS5OQ proteins was predicted. The Expression of the N"-acetyltransferse activity was
confirmed using acetylation assay with recombinant proteins, respectively.

In order to identify subcellular localisation of the AtNAA10, AtNAA15 and AtNAA50Q
proteins a fluorescent protein fusion was used. The transient expression in tobacco cells
revealed the expected cytosolic and nucleus localisation. Surprisingly, the fusion protein
AtNAA20:EYFP was detected in the cytosol as well as in the mitochondria in
Arabidopsis. This suggests the functional differences between AtNAA20p and the
orthologous proteins from yeast and human, which were localised in the cytosol. The
HsNaa20p was expressed in the nucleus too.

The Identification of a T-DNA insertion line (naa20-1) for AtNAA20 allowed the
confirmation of the catalytic function of AtNAA20p in vivo. The present results showed
a comparable substrate spectrum of the NatB complexes in yeast, human and higher
plants. Homozygous plants of both T-DNA insertion lines for AtNAA20 showed
retarded growth, but developed normally and produced seeds. Except for effective
Germination showed the knock out of the NAAS5Op in contrast abnormal development
during vegetative phase. Homozygous plants are also not fertile. A loss of the NAA10
or NAA15 function induced abort of embryogenesis in the globular stage; a stage
characterized by the first-time differentiation of organs.

We were able to demonstrate that the NTA of proteins of Nat complexes A, B and E is
conserved not only in yeast and human but also in higher plants. However, these present
results suggest some unique functional differences of NTA in planta. Furthermore, this
study indicated that NTA is essential for development of higher plants.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Modifikationen des N-Terminus von Proteinen

Am N-terminalen Ende von Proteinen treten zahlreichen Modifikationen auf, die
wahrend der Proteinsynthese, wie N®%terminale Acetylierung und Methionin-
Abspaltung, oder nach der Translation wie beispielsweise Methylierung,
Phosphorylierung, Ubiquitinierung oder N°-Acetylierung, stattfinden. Die Abspaltung
des initialen Methionins sowie die Acetylierung N-terminaler Aminosaurereste kommen
in Eukaryoten mengenmaéf3ig am haufigsten vor (Bradshaw et al., 1998; Polevoda et al.,
1999; Polevoda and Sherman, 2000; Arnesen et al., 2009b). Die Acetylierung ist eine
enzymatisch katalysierte Reaktion, bei der die Acetyl-Gruppe von Acetyl-Coenzym A
(AcCoA) durch verschiedene Acetyltransferasen auf die e-Amino-Gruppe von internen
Lysinresten oder auf die a-Amino-Gruppe N-terminaler Aminosduren (bertragen wird
(Driessen et al., 1985; Polevoda and Sherman, 2002, 2003a; Marmorstein, 2004).

Die N*-Acetylierung wird durch Lysin-Acetyltransferasen (KATSs) katalysiert und findet
post-translational statt. Histone, Transkriptions- und nukleare Importfaktoren sowie a-
Tubulin wurden als Substrate der N*-Acetylierung identifiziert (MacRae, 1997; Struhl,
1998; Bannister et al., 2000; Marmorstein, 2004). Die Acetylierung von internen
Lysinresten ist reversibel (Grant, 2001) und spielt eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Genexpression, dem Zellzyklus, DNA-Replikation, Rekombination,

Reparatur und Apoptose (Kouzarides, 1999; Marmorstein, 2004).

Die NTA findet in Eukaryoten meistens co-translational statt, sobald das naszierende
Peptid eine Lange von 25 bis 50 Aminosdureresten besitzt (Strous et al., 1973; Strous et
al., 1974; Driessen et al., 1985). Die Reaktion wird durch N-terminale
Acetyltransferasen (Nat) katalysiert, welche in direktem Kontakt zum Ribosom stehen
(Yoshida and Lin, 1972; Pestana and Pitot, 1974, 1975). Es wird vermutet, dass die N-
terminale Modifikation ein irreversibler Vorgang ist (Driessen et al., 1985; Pesaresi et
al., 2003). In S. cerevisiae und H. sapiens sind fiinf Nat-Komplexe, NatA, NatB, NatC,
NatD und NatE, (Tabelle 1.1) bekannt, welche zahlreiche Substratatspezifitaten
besitzen. Die NatB (Kapitel 1.1.3.2), NatC (Kapitel 1.1.3.3) und NatE
Acetyltransferasen (Kapitel 1.1.3.5) acetylieren unmittelbar das N-terminale Methionin.
NatA (Kapitel 1.1.3.1) und NatD (Kapitel 1.1.3.4) acetylieren den ersten
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Aminosdurerest nach der Methionin-Abspaltung (Kapitel 1.1.1). An wenigen Beispielen
konnte gezeigt werden, dass auch post-translationale N*-Acetylierung méglich ist. So
kann die NTA, nach einer proteolytischen Aktivitdt, am neu entstandenen N-Terminus
z. B. bei Peptidhormonen stattfinden (Dockray, 1987; Dores et al., 1990). Die post-
translationale Modifikation wird jedoch durch Enzyme katalysiert, die Uber andere
Spezifititen  als  co-translational  agierende  Acetyltransferasen  verfiigen.
Interessanterweise wurde ebenfalls gezeigt, dass die N-terminale Acetyltransferase
Naal0 aus Menschen unabhéngig vom NatA-Komplex den N-Terminus von Aktin post-

translational acetylieren kann (Van Damme et al., 2011).

1.1.1 Methionin-Abspaltung

Proteine von Prokaryoten, Mitochondrien und Chloroplasten tragen als initiierende
Aminosdure ein N-Formyl-Methionin wéhrend cytosolische Proteine eukaryotischer
Zellen mit Methionin beginnen (Halbreich and Rabinowitz, 1971; Meinnel et al., 1993;
Takeuchi et al., 1998). Die Methionin-Abspaltung (NME) wird durch
Peptiddeformylasen (PDF) und Methioninaminopeptidasen (MAP) vermittelt. PDF-
Aktivitat ist zunachst notwendig um die Formyl-Gruppe zu entfernen (Solbiati et al.,
1999; Giglione et al., 2000a; Giglione et al., 2000b; Giglione and Meinnel, 2001).
AnschlieBend wird das N-terminale Methionin bei ca. 60 % aller Proteine durch MAP
abgespalten (Meinnel et al., 1993; Bradshaw et al., 1998; Giglione et al., 2000a;
Giglione and Meinnel, 2001; Giglione et al., 2004), sofern sich an der der zweiten
Position eine kleine und ungeladene Aminosaure wie Ala, Cys, Gly, Pro, Ser, Thr oder
Val befindet (Sherman et al., 1985; Ben-Bassat et al., 1987; Hirel et al., 1989;
Moerschell et al., 1990; Li and Chang, 1995). Die Methionin-Abspaltung erfolgt in
Eukaryoten co-translational (Pine, 1969; Arfin and Bradshaw, 1988) sobald das
naszierende Peptid eine Lange von 15 bis 30 Aminosdureresten besitzt (Jackson and
Hunter, 1970; Yoshida et al., 1970; Driessen et al., 1985; Kendall et al., 1990; Polevoda
and Sherman, 2003a). Die MAP-Aktivitat kann vollstdndig oder teilweise inhibiert
werden, wenn an dritter Stelle ein Prolin vorliegt (Moerschell et al., 1990). Der NME-
Prozess erfolgt in Eukaryoten mit Hilfe von zwei Methioninaminopeptidasen, wéhrend
Prokaryoten lediglich eine MAP besitzen (Kendall and Bradshaw, 1992; Giglione et al.,
2000b; Chen et al.,, 2002; Giglione et al., 2004). MAP1 ist in Mitochondrien,
Chloroplasten sowie im Cytosol lokalisiert (Giglione et al., 2000b; Serero et al., 2003;
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Ross et al., 2005), wohingegen MAP2 nur im Cytosol vorkommt (Giglione et al., 2004;
Ross et al., 2005). Die Methionin-Abspaltung ist essentiell in allen bislang untersuchten
Organismen (Meinnel et al., 1993; Giglione et al., 2000a; Lowther and Matthews, 2000;
Giglione et al., 2004). MAP2 in Tieren ist ein bifunktionales Protein, welches uber
protection of elF2a phosphorylation- (Ray et al., 1992) und NME-Aktivitat (Ray et al.,
1992; Liu et al., 1998) verflgt. Der knock down von MAP2 in Tieren fihrt zur
Phosphorylierung des elF2a-Translations-Initiationsfaktors und letztendlich zur
Apoptose (Datta, 2000). In Drosophila melanogaster beeintrachtigt die Inaktivierung
des MAP2-Gens das Wachstum und veranlasst Embryoletalitat (Cutforth and Gaul,
1999). Das MAP2-Protein in Pflanzen und Pilzen weist dagegen keine protection of
elF2a phosphorylation-Aktivitat auf (Giglione et al., 2000b; Ross et al., 2005), darum
ist der knock out von MAP2 in Saccharomyces cerevisiae lebensfahig, jedoch fuhrt die
Inaktivierung des MAP1 zum verlangsamten Wachstum (Li and Chang, 1995). Viele
anti-karzinogene Medikamente wie beispielsweise Fumagillin adressieren MAP als Ziel
(Sin et al., 1997; Lowther et al., 1999; Ross et al., 2005). NME ist moglicherweise
ebenfalls mit dem N-end rule Prozess verknlpft und beeinflusst dadurch die
Halbwertszeit der Proteine (Arfin and Bradshaw, 1988; Meinnel et al., 2006). In
hoheren Pflanzen verhindert die Inaktivierung der plastiddéren MAPs, MAP1B
(At3g25740), MAP1C (Atlg13270) und MAP1D (At4g37040), die Entwicklung zum
funktionsfahigen Chloroplasten, was auf die Instabilitdit der essentiellen in
Chloroplasten kodierten Proteine zurlickzufiihren ist (Giglione and Meinnel, 2001;
Serero et al., 2001; Giglione et al., 2003). In Arabidopsis wurden drei MAPs, MAP1A
(At2g45240), MAP2A (At2g44180) und MAP2B (At3g59990), im Cytosol identifiziert.
Der knock down von MAP1A, MAP2s und der knock out von MAP1 weisen einen
Phénotyp vergleichbar zum Wildtyp auf. Dies weist auf deren funktionelle
Austauschbarkeit hin, wobei nur wesentliche Menge der MAP2s die MAP1A-Aktivitat
kompensieren kann. Die MAP1A spielt eine wichtige Rolle bei der Wurzelentwicklung
und bei der Transition zwischen der vegetativen und generativen Phase. Die
vollstandige Inaktivierung der cytosolischen NME-AKktivitat verhindert die
Pflanzenentwicklung nach der Keimung (Ross et al., 2005). Die Methionin-Abspaltung
ermoglicht ebenfalls weitere N-terminalen Modifikationen wie beispielsweise
Myristoylierung oder N-terminalen Acetylierung (Driessen et al., 1985; Kendall et al.,
1990; Krishna and Wold, 1993).
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1.1.2 N"-terminale Acetylierung von Proteinen

Das erste N"terminal acetylierte Polypeptid wurde 1958 im Tabakmosaikvirus
identifiziert (Narita, 1958). Seitdem dient zur Charakterisierung der N-terminalen
Acetylierung (NTA) primér der Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae sowie
menschliche Zellkulturen. Mittels COmbined FRActional Dlagonal Chromatography
(COFRADIC) wurde verifiziert, dass in S. cerevisiae ca. 57 %, in Homo sapiens etwa
84 % cytosolischer Proteine N-terminal acetyliert sind (Arnesen et al., 2009b). Die N’
terminal acetylierten Proteine haben kein gemeinsames Sequenzmotiv, was die
Vorhersage der N“-Acetylierung schwer macht. Die Studien an Hefe und menschlichen
Proteinen zeigen jedoch, dass die Effizienz der N-terminale Acetylierung fir viele
Proteine durch die Identitat der ersten zwei Aminosauren bestimmt wird (Arnesen et al.,
2009b). Alanin und Serin gehdéren mit 67 % zu den am hdufigsten acetylierten
Aminosduren (Driessen et al., 1985), zusammen mit Glyzin, Threonin und Methionin
représentieren sie 95 % des acetylierten N-Terminus. Trotzdem garantiert keine dieser
Aminosdauren eine N-terminale Acetylierung (Driessen et al., 1985; Persson et al., 1985;
Flinta et al., 1986; Kendall et al., 1990; Bradshaw et al., 1998). Die NTA kann dennoch
mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit vorausgesagt werden, wenn die ersten Aminoséuren
Met-Glu-, Met-Asp- oder Met-Asn- sind (Polevoda and Sherman, 2003a; Arnesen et al.,
2009b). Die Acetylierung kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden. So
wurde vor allem der Aminosaure Prolin eine inhibitorischet Wirkung nachgewissen.
Saure Aminosduren wie Asparaginsédure oder Glutaminsdure konnen dagegen die
Acetylierung fordern (Polevoda and Sherman, 2003a). Auch die AcCoA-Verfligbarkeit
kann die Rate der N“-Acetylierung beeinflussen. So wird beispielweise das Melanozyt
stimulierende Peptidhormon (a-MSH) nur Gewebespezifisch acetyliert (Grand et al.,
1981). Ebenso kann der Enzymmangel zu einer unvollstandigen Acetylierung fuhren,

was in Hefe bei der Alkohol-Dehydrogenase gezeigt wurde (Jornvall et al., 1980).

Im Gegensatz zur eukaryotischen Zelle ist die N-terminale Acetylierung von Proteinen
im prokaryotischen System selten. Basierend an 873 identifizierten N-terminalen
Peptiden in Halobacterium salinarum und Natronomonas pharaonis, betragt der Anteil
der acetylierten Proteine in Archaeae etwa 15 %. Die NTA von Proteinen findet
lediglich an Serin und Alanin statt (Falb et al., 2006). Die acetylierten Proteine in

Sulfolobus solfataricus weisen am N-Terminus zusatzlich zu Serin und Alanin ebenfalls
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Threonin und Methionin-Glutaminsidure auf. Die aktive Acetyltransferase von S.
solfataricus zeigt eine hohe Ahnlichkeit mit Acetyltransferasen der Eukaryoten
(Mackay et al., 2007). Die NTA in Escherichia coli ist sehr selten und findet post-
translational statt. Es konnten lediglich vier N-terminal acetylierte Proteine, die
ribosomalen Proteine S18, S5 und L12 sowie Elongationsfaktor EF-Tu, identifiziert
werden (Cumberlidge and Isono, 1979; Arai et al., 1980; Isono and Isono, 1980; Isono
and Isono, 1981; Polevoda and Sherman, 2003a; Miao et al., 2007). In E. coli wurden
drei N-terminale Acetyltransferasen identifiziert, Riml, RimJ und RimL, welche jeweils
Ala-Arg-, Ala-His- und Ser-lle- acetylieren (Yoshikawa et al., 1987; Tanaka et al.,
1989). RimL kann neben Ser-lle- auch N-terminale Alaninreste acetylieren (Miao et al.,
2007). Die prokaryotischen Acetyltransferasen besitzen sehr wahrscheinlich keine
zusatzlichen Untereinheiten, sind jedoch als Homodimere aktiv (Vetting et al., 2005a;
Miao et al., 2007).

1.1.21 Die Bedeutung der N-terminalen Acetylierung

Die Funktion der N®-Acetylierung von Proteinen ist vielfaltig und kann fir ein
spezifisches Substrat bislang nicht vorhergesagt werden. Es wurde jedoch an
Einzelbeispielen gezeigt, dass die NTA die enzymatische Funktion und Stabilitat eines
Proteins sowie Protein-Protein Interaktionen beeinflussen kann. So wird beispielsweise
die erhdhte Stabilitat der murinen Hypoxanthin Phosphoribosyetransferase (Johnson et
al., 1988) sowie die vermehrte Dissoziation des menschlichen fétalen Hamoglobins
(HbF;) im Vergleich zum normalen HbF (Manning and Manning, 2001) auf deren N
Acetylierung zurtickgefiihrt. Der Verlust der N®-Acetylierung reduziert die Hitze-
Stabilitat des S5 Proteins von E. coli (Cumberlidge and Isono, 1979) und der NADH-
spezifischen Glutamatdehydrogenase von Neurospora crassa (Siddig et al., 1980). Die
N®-Acetylierung von Tropomyosin ist entscheidend fiir die funktionale Bindung und
Stabilitat von Aktinfilamenten (Singer and Shaw, 2003). Ebenso ist diese Modifikation
von Bedeutung flr die hemmende Wirkung des Phosphatidylethanolamin-Bindeproteins
(Tfslp), welches als Regulator vom Proteinkinase A-System dient (Caesar and
Blomberg, 2004). In den 80er Jahren wurde postuliert, dass die NTA den Abbau durch
Aminopeptidasen hemmt und die betreffenden Proteine dadurch vor Degradation
schutzt (Jornvall, 1975; Barra et al., 1978). Demgegeniber zeigt andere Studie in S.

cerevisiae, dass N-terminal acetylierte Aminoséuren wie Met, Ala, Val, Ser, Thr und
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Cys als Degradations-Signal fur die Doal0 Ubiquitin-Ligase (“°N-degrons) erkannt
werden. Es wird vermutet, dass dieses Degradation-Signal als Qualitatskontrolle und
Regulation der Stéchiometrie von Proteinen dient (Hwang et al., 2010). Im Falle der
Alkohol-Dehydrogenase (Jornvall et al., 1980; Hoog et al., 1987) und des Chaperonin
Hsp10 (Ryan et al., 1995) hat die N*-Acetylierung keine Auswirkung auf die Stabilitat
und Funktion der jeweiligen Proteine. Die post-translationale N“-Acetylierung hat
ebenfalls eine wichtige biologische Bedeutung. Sie erhéht die Pigmenterzeugung des
MSH-Hormons (Ramachandran and Choh Hao, 1967) und reduziert die Opiat-Aktivitat
des B-Endorphins (Smyth et al., 1979).

1.1.3 Die Struktur der Nat-Komplexe

Die Struktur der Nat-Komplexe wurde zunéchst in Hefe untersucht und dient als
Vergleich fiir andere eukaryotischen Organismen wie beispielweise H. sapiens und
Arabidopsis thaliana. S. cerevisiae verfuigt Uber finf N-terminale Acetyltransferasen
(Nats), NatA-NatE, welche ein groRRes Spektrum an N-terminalen Sequenzen acetylieren
(Tabelle 1.1). Die bedeutendsten N-terminale Acetyltransferasen setzten sich aus einer
katalytischen und einer (NatA, NatB) oder zwei Anker-Untereinheiten (NatC)
zusammen (Mullen et al., 1989; Park and Szostak, 1992; Tercero and Wickner, 1992;
Polevoda et al., 1999; Polevoda and Sherman, 2001; Polevoda et al., 2003; Singer and
Shaw, 2003). Die katalytischen Untereinheiten der Nat-Komplexe gehoren zu der
GNAT-Superfamilie (Gen5-dhnlichen N-Acetyltransferasen), welche vier konservierte
Motive, A, B, C und D, enthalt. Die A und B Motive sind am stérksten konserviert und
an der AcCoA-Bindung beteiligt. Die zwei andere Motive, C und D, kommen ebenso in
vielen Mitglieder der GNAT-Superfamilie vor (Neuwald and Landsman, 1997; Vetting
et al., 2005b). Die katalytischen Untereinheiten, NaalOp, Naa20p und Naa30p, genauso
wie die Anker-Untereinheiten, Naal5p, Naa25p, Naa35p, weisen untereinander
Sequenzéhnlichkeit auf. Im Gegensatz dazu gibt es keine Sequenzéhnlichkeit zwischen
katalytischen und Anker-Untereinheiten (Polevoda and Sherman, 2003b). Die Anker-
Untereinheiten, Naal5p, Naa25p, Naa35p, besitzen sechs bis sieben gezielt verteilte
tetratricopeptide repeat Motive (TPR). TPR sind 34 Aminosauren-lange degenerierte
Wiederholungen, welche z.B. Protein-Protein-Interaktionen ermdéglichen (Polevoda and
Sherman, 2003Db).
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NatA NatB NatC NatD NatE
S. cerevisiae
Katalytische NaalOp Naa20p Naa30p Naa40p Naa50p
Untereinheit Naallp*
Anker-
Untereinheit Naalsp Naa25p Naa35p Naalsp
Naal6p* Naa38p
Substrate
Ser- Met-Glu- Met-lle- Ser-Gly-etc- ?
Ala- Met-Asp- Met-Leu-
Gly- Met-Asn- Met-Trp-
Thr- Met-Phe-
Val-*
Cys-x
Anzahl der
Substrate ~2000 ~1000 ~250 2? ?
H. sapiens
Die Struktur  Konserviert Konserviert Konserviert Unbekannt Konserviert
der Komplexe
Substrate Konserviert Konserviert Konserviert Unbekannt Met-Leu-
Met-Ala-
Met-Met-

Tabelle 2.1 N-terminale Acetyltransferasen in Hefe und Menschen (Polevoda and Sherman, 2003b;
Arnesen et al., 2009b; Starheim et al., 2009a)

Struktur und Substratspezifitat der N-terminalen Acetyltransferasen von S. cerevisiae und H. sapiens. (p)
Protein, (*) Naallp und Naal6p wurden nur in Menschen identifiziert. (x) Die Acetylierung von Cys- am
N-Terminus wurde nur in Hefe und die des Val- nur in Menschen gefunden.

Der NatA-Komplex in Hefe setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen, der
katalytischen (NaalOp) und der Anker-Untereinheit (Naal5p) (Tabelle 1.1), welche den
Proteinkomplex am Ribosom verankert (Gautschi et al., 2003). Es ist jedoch nicht
ausgeschlossen, dass die katalytische Untereinheit des NatA-Komplexes selbst am
Ribosom bindet (Polevoda et al., 2008). Des Weiteren spielen mdglicherweise auch
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zwei andere Proteine, Rpl25p und Rpl35p, eine Rolle bei der Verankerung des NatA-
Komplexes am Ribosom (Polevoda et al., 2008). Der NatA-Komplex interagiert
zusatzlich mit Naa50p (Gautschi et al., 2003), welche jedoch keinen Einfluss auf die
NatA-Aktivitat ausubt (Mullen et al., 1989; Park and Szostak, 1992) (Kapitel 1.1.3.5).

Der NatB-Komplex in Hefe besteht genauso wie der NatA-Komplex aus einer
katalytischen (Naa20p) (Polevoda et al., 1999) und einer Anker-Untereinheit (Naa25p)
(Tabelle 1.1) (Singer et al., 2000; Polevoda et al., 2003) und bindet ebenfalls durch die
Anker-Untereinheit am Ribosom. Dennoch liegt der grofite Teil der katalytischen
Untereinheit frei im Cytosol vor (Polevoda et al., 2008).

Im Gegensatz zu den NatA und NatB Komplexen bilden drei Untereinheiten den NatC-
Komplex in Hefe, eine katalytische (Naa30p) und zwei Anker-Untereinheiten (Naa35p
und Naa38p) (Tabelle 1.1) (Rigaut et al., 1999; Uetz et al., 2000). Der NatC-Komplex
wird durch Naa35p am Ribosom verankert, es ist jedoch &hnlich wie beim NatA-
Komplex nicht ausgeschlossen, dass die katalytische Untereinheit selbst am Ribosom
bindet (Polevoda et al., 2008). In Hefe werden zur Acetylierung von NatA (Mullen et
al., 1989), NatB (Polevoda et al., 2003) und NatC Substraten (Polevoda and Sherman,
2001) alle Untereinheiten des jeweiligen Komplexes benétigt.

NatD in Hefe besteht aus der katalytischen Untereinheit Naa4Op. Ob der NatD-
Komplex zudem eine Anker-Untereinheit besitzt ist nicht bekannt (Polevoda et al.,
2009). Das menschliche Ortholog wurde bisher nicht charakterisiert (Song et al., 2003).

Der NatE-Komplex in Hefe und Menschen besteht aus einer katalytischen, Naa50p, und
einer Anker-Untereinheit, Naal5p, welche zugleich die Anker-Untereinheit des NatA-
Komplexes darstellt (Kapitel 1.1.3.5) (Gautschi et al., 2003; Arnesen et al., 2006b).

1.1.31 NatA-Komplex

Die Struktur und Funktion des NatA-Komplexes ist in Hefe und im Menschen
konserviert (Kapitel 1.1.3) (Arnesen et al., 2005b; Arnesen et al., 2009b). In Menschen
bindet die katalytische Untereinheit NaalOp und die Anker-Untereinheit Naal5p am
Ribosom, signifikante Mengen beider Proteine wurden jedoch auch frei im Cytosol
gefunden (Arnesen et al., 2005b). Die Struktur des NatA-Komplexes in Menschen ist
durch die Duplikate des NaalO- (Naallp mit 81 % Identitdt) und Naal5-Proteins
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(Naal6p mit 71 % ldentitat) vielfaltiger als in Hefe. Die zwei putativen Komplexe
HsNaallp-HsNaal5p und HsNaallp-HsNaal6p wurden jedoch im Gegensatz zum
HsNaalOp-HsNaal6p bis jetzt nicht nachgewiesen (Arnesen et al., 2006¢; Arnesen et
al., 2009a). In Hefe und im Menschen gehért NatA zu den bedeutendsten und am besten
untersuchten Nat-Komplexen (Park and Szostak, 1992; Arnesen et al., 2005b). Der
NatA-Komplex acetyliert das breiteste Spektrum an N-terminalen Sequenzen (Tabelle
1.1), Uber 2000 Proteine in Hefe und etwa 8400 menschliche Proteine (Polevoda and
Sherman, 2003a; Arnesen et al., 2009b). Nach der Methionin-Abspaltung wird der
zweite Aminosdurerest des N-Terminus, Ser-, Ala-, Gly-, Thr-, Val-, Cys-, durch NatA
acetyliert (Tabelle 1.1) (Polevoda et al., 1999; Polevoda and Sherman, 2003a; Arnesen
et al., 2009b). In Hefe sind 90 % der Proteine mit Ser- und 50 % der Proteine mit Ala-
am N-Terminus acetyliert (Driessen et al., 1985; Polevoda and Sherman, 2000, 2003a).
Die mittels COmbined FRActional Dlagonal Chromatography (COFRADIC)
identifizierten NatA-Substrate in Hefe liegen zum Teil acetyliert vor, wobei die meisten
Proteine in Menschen vollstandig oder nahezu vollstandig acetyliert sind (Arnesen et
al.,, 2009b). Interessanterweise wurde auch nachgewiesen, dass die katalytische
Untereinheit des NatA-Komplexes (NaalOp) in Menschen zusatzlich zur N (Arnesen
et al., 2005b) ebenfalls (iber eine N®-Acetyltransferaseaktivitat verfiigt (Jeong et al.,
2002; Seo et al., 2010).

Beide Hefe-Deletionsmutanten naal0O und naal5 weisen zusétzlich zu dem Verlust der
NatA-Aktivitat mehrere Phanotypen wie beispielsweise verlangsamtes Wachstum,
Temperatursensibilitat, Fehler in der Sporulation sowie beim Eintritt in das Go-Stadium
auf (Whiteway and Szostak, 1985; Whiteway et al., 1987; Mullen et al., 1989; Park and
Szostak, 1992; Polevoda et al., 1999). Die Rolle des NatA-Komplexes ist auch in
Menschen von sehr grofRer Bedeutung, so korreliert die Expression von HsNaalOp und
HsNaal5p mit aggressiver Tumorentwicklung (Fluge et al., 2002; Line et al., 2002;
Midorikawa et al., 2002; Arnesen et al., 2005b; Arnesen et al., 2005a; Ren et al., 2008;
Yu et al., 2009). AuBerdem spielt der NatA-Komplex eine wichtige Rolle bei der
Zellzyklus-Regulation und wahrend des Zellwachstums (Fisher et al., 2005; Arnesen et
al., 2006a; Arnesen et al., 2009a). Dementsprechend resultiert knock down von
HsSNAA10 oder HSNAALS in HeLa-Zellen in Apoptose. Der NatA-Komplex ist somit ein

maogliches Ziel fur die therapeutische Bekampfung von Tumoren (Arnesen et al., 2005b;
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Arnesen et al., 2006a; Arnesen et al., 2008; Seo et al., 2010). Der knock out von
HsNAA1O, das auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, fihrt bei Jungen zwischen dem
sechsten und 16. Lebensmonat, zu Herzrhythmusstérungen und Hypotonie und somit
zum Tod (Rope et al., 2011).

1.1.3.2 NatB-Komplex

Zu den identifizierten NatB-Substraten in Hefe gehoren unter anderem Aktin (Polevoda
et al., 1999) und Tropomyosin (Singer and Shaw, 2003), die ribosomalen Proteine S21
und S28 (Arnold et al., 1999), die kleine Untereinheit der ribonucleotide reductase Rn4p
(Polevoda et al., 1999) sowie 20S und 19S Proteine (Kimura et al., 2000). Die NatB-
Acetyltransferase acetyliert das N-terminale Methionin, wenn diesem ein Glutamat-,
Asparaginsaure- oder Asparaginrest folgt (Tabelle 1.1). Die Acetylierung der NatB-
Substrate kann als einzige verlésslich vorhergesagt werden, weil die oben genannten
Motive in Hefe stets vollstdndig und in Menschen nahezu vollstdndig acetyliert
vorliegen (Polevoda and Sherman, 2003a; Arnesen et al., 2009b). Der NatB-Komplex
ist ebenso wie der NatA-Komplex in Hefe und Menschen in Hinsicht auf die Homologie
der Untereinheiten und die Spezifitat der acetylierten Substrate konserviert (Kapitel
1.1.3) (Starheim et al., 2008; Arnesen et al., 2009b). Beide Untereinheiten des NatB-
Komplexes in Menschen wurden im Cytosol sowohl frei als auch am Ribosom
verankert gefunden (Starheim et al., 2008).

Die Hefe-Deletionsmutanten naa20 und naa25 weisen den starksten Phéanotyp im
Vergleich zu anderen Mutanten der Nat-Komplexe auf. Beide Mutanten zeigen dhnliche
Phénotypen wie langsames Wachstum, Temperatur- und Osmosesensibilitat, Fehler in
der Erbgut von Mitochondrien und Vakuolen, zufallige Polaritat der Knospung,
Anfélligkeit gegeniiber mutagener Substanzen (Polevoda et al., 2003). Die meisten der
oben genannten Phanotypen sind auf die fehlende Acetylierung von Aktin und
Tropomyosin und somit auf nicht funktionsfahigen Aktinfilamente zurlickzufuhren
(Singer et al., 2000; Polevoda et al., 2003; Singer and Shaw, 2003). Der knock down
von HsSNAA20 und HsNAA25 inhibiert Zellwachstum sowie Proliferation und
beeintrachtigt den Verlauf des Zellzyklus, wobei beide knock down Untereinheiten des
NatB-Komplexes in Menschen Unterschiede in den Ph&notypen zeigen. Der knock
down von HsNAA20 stoppt die Go/G;-Sadium und erhoht die Menge des p21-Inhibitors.

10
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Der knock down von HsNAA25 fihrt zur Apoptose und zur Abnahme der in Go/G;-
Stadium befindlichen Zellen sowie zur Reduktion der p21-Menge (Deng et al., 1995;
Starheim et al., 2008; Ametzazurra et al., 2009).

1.1.3.3 NatC-Komplex

Der NatC-Komplex ist bislang der einzige weitgehend in Pflanzen charakterisiert. Im
Arabidopsis Proteom konnten orthologe Proteine zu den ScNaa30p, ScNaa35p und
ScNaa38p gefunden werden. Es konnte mittels Hefe-Zwei-Hybrid-System
ausschlieBlich die Interaktion zwischen AtNAA30p (At2g38130) und AtNAA35p
(At2g11000) nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu Hefe und Menschen bendtigt die
katalytische Untereinheit (AtNAA3Op) in Arabidopsis keine weiteren Untereinheiten
fur die N*-Acetyltransferaseaktivitat. AINAA30p kann die Funktion der katalytischen
Untereinheit (ScNaa30p) und sogar des gesamten NatC-Komplexes in Hefe ersetzen
(Pesaresi et al., 2003). Die Struktur und Funktion des NatC-Komplexes ist in Hefe und
Menschen konserviert (Kapitel 1.1.3). Alle Untereinheiten des NatC-Komplexes in
Menschen, Naa30p, Naa35p und Naa38p, wurden genauso wie bei den NatA und NatB
Komplexen sowohl am Ribosom als auch frei im Cytosol nachgewiesen (Starheim et
al., 2009b). Die NatC-Acetyltransferase acetyliert N-terminale Methioninreste auf
welche Isoleucin, Leucin, Tryptophan oder Phenylalanin folgen (Tabelle 1.1) (Tercero
et al., 1993; Polevoda et al., 1999; Kimura et al., 2000; Polevoda and Sherman, 2003a;
Arnesen et al., 2009b).

Die homozygoten naa30-1-Pflanzen in Arabidopsis weisen im Vergleich zu Wildtyp-
Pflanzen eine Wachstumsbeeintréchtigung und eine leichte Aufhellung der Bléatter auf.
Die Beeintrachtigung der Synthese wichtiger PSII-Proteine, D1 und CP47, in den
homozygoten naa30-1-Pflanzen, ist mit der Reduktion der Thylakoid
Multiproteinkomplexe verbunden (Pesaresi et al., 2003). Der Verlust der NatC-Aktivitat
in Hefe flhrt bei allen Deletionsmutanten, naa30, naa35 und naa38, zu dem gleichen
Phanotyp:  Verlangsamtem  Wachstum  auf einer  nicht  fermentierbaren
Kohlenstoffquelle. Die Hefemutanten sind zudem unféhig zur Ausbreitung des L-A
Virus, was auf die fehlende N-terminale Acetylierung des viralen Gag-Proteins
zurickzufiihren ist (Toh-e und Sahashi, 1985, Lee und Wickner, 1992, Tercero und
Wickner, 1992, Tercero et al., 1993, Polevoda und Sherman, 2001). Der knock down der
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NatC-Untereinheiten in Menschen weist einen schwerwiegenderen Phanotyp im
Vergleich zu den Hefe-Deletionsmutanten auf. Alle knock down Linien HSNAA3OQ,
HSNAA35 und HsNAA38 zeigen denselben Phanotyp in HelLa Zellen, ndmlich die
Abnahme der Zell-Proliferation sowie eine erhdhte Rate an Apoptose (Starheim et al.,
2009).

1134 NatD-Komplex

Zusétzlich zu den drei umfangreich charakterisierten NatA, NatB und NatC Komplexen
gibt es noch zwei N-terminale Acetyltransferasen: NatD und NatE. NatD wurde bislang
nur in Hefe groftenteils charakterisiert. ScNaa40p wurde im Cytosol, verankert am
Ribosom gefunden. In Hefe bendtigt Naad0p mehr spezifische Aminoséuren als andere
N-terminale Acetyltransferasen (30-50) um Proteine zu acetylieren (Polevoda et al.,
2009). Bisher sind zwei NatD-Substrate bekannt: die Histone H4 und H2A mit jeweils
Ser-Gly-Gly-Lys-Gly- und Ser-Gly-Arg-Gly-Lys- am N-Terminus (Song et al., 2003;
Polevoda et al., 2009). Die Deletion von Naa40p zeigt in Hefe keinen Phé&notyp auf
gewdohnlichen Medien (Song et al., 2003). Laut einer anderen Studie zeigen Scnaa40-
Deletionsmutanten jedoch Phanotypen wie beispielsweise Sensitivitit gegen 3-

Aminotriazol, Benomyl, Salz oder Tiabendazol (Polevoda et al., 2009).

1.1.35 NatE-Komplex

Die Struktur des NatE-Komplexes ist in Hefe und in Menschen konserviert (Kapitel
1.1.3). Die Substratspezifitat (Tabelle 1.1) der Naa50-Acetyltransferase ist bislang
jedoch nur in Menschen bekannt. Naa50p acetyliert das N-terminale Methionin, wenn
der darauffolgende Aminoséurerest Leucin sowie Alanin oder Methionin ist (Van
Damme et al., 2011; Evjenth et al., 2009b). Mittels in vitro Aktivitétstest und
massenspektrometrischer Analyse wurde gezeigt, dass die HsNaa50-Acetyltransferase
zusatzlich zu der N%- ebenfalls eine N*-Acetyltransferaseaktivitdt besitzt. Als KAT-
Acetyltransferase autoacetyliert HsNaa50p drei interne Lysinreste (34, 37 und 140) und
in vitro Histon 4. Es wurde gezeigt, dass die Autoacetylierung des HsNaa50p die N®-
Acetyltransferaseaktivitat erhoht und die N°-Acetyltransferaseaktivitat gegen Histon 4
reduziert. Maoglicherweise wird durch die Autoacetylierung des HsNaa50p die
Enzymspezifitat erhoht (Evjenth et al., 2009b).

12
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Die Deletion des Naa50p in Hefe zeigt keinen Phdnotyp (Polevoda et al., 2008)
gegenuber der Verringerung von HsNaa50p in Hela-Zellen, welche Fehler in der
Chromatid Kohesion hervorruft (Williams et al., 2003; Hou et al., 2007). Die orthologe
Naa50-Acetyltransferase in Drosophila melanogaster weist eine essentielle Rolle nicht
nur in der Chromatid Kohesion sondern auch in der Segregation von Chromosomen auf
(Williams et al., 2003; Pimenta-Marques et al., 2008).

1.2 Ziel der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die orthologen Untereinheiten des NatA-
(NaalOp und Naal5p), NatB- (Naa20p) und NatE- (Naal5p und Naa50p) Komplexes in
Arabidopsis thaliana identifiziert und mittels biochemischer und molekularbiologischer

Methoden in vitro und in vivo charakterisiert werden.

I.  Durch die Uberexpression und Aufreinigung von rekombinanten AtNAA10p,
AtNAA15p, AtNAA20p und AtNAASOp sollte die Tertidrstruktur der Proteine
uberprift und spezifische Antikorper hergestellt werden.

Il. Die subzellulare Lokalisierung der Nat-Komplexe sollte durch Fusion der
jeweiligen Untereinheiten mit einem fluoreszierenden Markerprotein Uberprift
werden.

I1l.  Die enzymatische Funktion und Substratspezifitat der Nat-Komplexe sollte in
vitro, durch Entwicklung eines N®Acetyltransferase-Aktivitatstest — fir
rekombinante Nats aus Pflanzen, und in vivo, durch 2-D Gel-Elektrophorese und
massenspektrometrische Analyse von Proteinextrakten aus knock out Mutanten,
uberpriift werden.

IV. Die Bedeutung der N®“Acetylierung in planta sollte durch T-DNA-
Insertionslinien fur die Untereinheiten des NatA-, NatB- und NatE-Komplexes
analysiert werden.

V. Die Funktion der N*terminale Acetylierung von Proteinen in dem unizelluldren
Eukaryonten Hefe und den hoheren Eukaryonten, Mensch und Pflanzen sollte
durch  Komplementierung der pflanzlichen knock out Mutanten fir die
Untereinheiten der Nat-Komplexe mit den endogenen Nat-Untereinheiten und den

orthologen Proteinen aus S. cerevisiae oder H. sapiens adressiert werden.

13



Einleitung

VI. Die Identifizierung der potentiellen Interaktionspartner der jeweiligen Proteine
sollte in vivo mittels Tanden affinity purification system vorbereitet werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Ausstattung und Materialien
211 Gerate

Anionenaustauschanlage:
Kollektor Frac 900
Pumpe P 900
Saule HiLoad 16/10 Fractogel
UV Detektor UV 900
Autoklav Sanoklav
Autoklav Varioklav H + P Labortechnik AG
Digitalkamera Canon Powershot A620
DNA-Gelapparaturen
Elektronische Dosierhilfe Edos 5222
Elektrophorese- und Blot-Systeme:
Mini-Protean 3 Elektrophoresesystem
PerfectBlue Doppelgelsystem Twin EXW S
Protean I1 xi Cell
Trans-Blot Cell
Protean IEF Cell
Elektroporator EasyJect Optima
Gel-Dokumentation Gel Jet Imager 2000
Gelfiltrationsanlage:
Kollektor FRAC-100
Kontroller LCC-500 Plus

MotorValve MV-7

GE Healthcare, Miinchen

Sanoklav, Bad Uberkingen-Hausen
Oberschleif3heim

Canon, Krefeld

Peglab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Minchen
Peglab, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Munchen
Bio-Rad, Miinchen
Intas, Gottingen

GE Healthcare, Miinchen
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Pumpe P-500
Sdule HiLoad 16/60 Superdex 200,
Prepgrade
Heizblock Thermostat HBT-2 132
Horizontalschuttler: The Belly Dancer

Inkubationsschuttler Innova 4300

Inkubationsschuttler Multitron
Klimakammer

Klimaschrank Percival

Kihlblock Thermostat KBT-2 133
PCR-Geréat Mastercycler gradient
PCR-Geréat Mastercycler personal
PCR-Gerét LightCycler 480 Real-Time PCR
Peristaltikpumpe PA-SF

Photometer UvikonXL

PlateReader Fluostar Omega
Reinstwassersystem PURELAB Classic
Scinticounter Beckman LS6000SC
Sonikatorspitze UW 70

Spannungsgeber PowerPac 300 und 1.000
Spectral photometer LKB Ultraspec 1|
Sterilbank Lamin Air 2448 und HB 2472
Ultraschallsonikator Sonoplus GM 7

Vortex-Genie 2

HLC, Bovenden
Stovall, Greensboro, NC USA

New Brunswick Scientific,

Ntirtingen

Infors, Bottmingen

Waiss, GielRen

CFL Plant Climatics, Emersacker
HLC, Bovenden

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Roche, Deutschland

IKA Labortechnik, Staufen
Secoman, Kandsberg

BMG Labtechnologies, Offenburg
ELGA LabWater, Celle
Beckman, Miinchen

Bandelin Electronic, Berlin
BioRad, Mtinchen

Pharmacia, Freiburg

Heraeus Instruments, Osterode
Bandelin Electronic, Berlin

Scientific Instruments, Ringoes
USA
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Zentrifugen:
Beckman J2-21 mit JA-20 Rotor

Biofuge pico

Megafuge 1.0 R mit BS 4402/A Rotor

Mikrozentrifuge 5415C und 5417R

Sorvall RC5C mit GSA Rotor

Beckman, Miinchen

Heraeus Instruments, Osterode
Heraeus Instruments, Osterode
Eppendorf, Hamburg

DuPont, Bad Homburg

Weitere Gerate entsprachen der tblichen Laborausstattung.

2.1.2 Verbrauchsmaterial
96-Loch Platten, U und F-bottom

DNA-GroRenstandard 2-log

HiTrap Chelating HP Saulen
IgG-Beads Sepharose 6 Fast Flow
Membran Entsalzungsfilter
MF-Milipore VSWP Membran
Mikroskope Glaser

Miracloth

NAP5 Saulen

Nickel**-Beads

Nitrocellulose Transfer Membran Protan

PD-10 Saulen Sephadex G-25 M

Protein-GrofRRenstandard Mark12

Protein-GrolRenstandard Prestained

Greiner, Frickenhausen

New England Biolabs, Beverly,
USA

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
Millipore, Eschborn

Milipore, Schwalbach
Marienfeld, Laude-Kdnigshofen
Calbiochem, La Jolla, CA (USA)

Amersham Bioscience,

Braunschweig
Qiagen, Hilden
Schleicher & Schuell, Dassel

Amersham Bioscience,

Braunschweig

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Beverly,
USA
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ReadyStrip IPG Streifen
Rotilabo Spritzenfilter (0,45 uM)
Sterile Einwegspritzen

SP Sepharose

Torfkultursubstrat

Vivaspin2 Saulen

2.1.3 Chemikalien

[*H]Acetyl-CoA

Agar

Agarose

Albumin Fraktion V
Ampicillin Natriumsalz
Ammoniumpersulfat

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton

Borsaure

Bromphenolblau

Coomassie Brilliantblau G250

Dikaliumhydrogenphosphat

Dithiothreitol

Bio-Rad, Munich

Roth, Karlsruhe

BD Plastipak, Madrid (Spanien)
Sigma-Aldrich, Steinheim
Okohum, Herbertingen

Sartorius, Gottingen

Hartmann Analytic GmbH,

Braunschweig

Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva, Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
SERVA Feinchemica, Heidelberg
Becton, Dickinson and Company,
Sparks,USA

Becton, Dickinson and Company,
Sparks, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt
SERVA Feinbiochemica,
Heidelberg

SERVA Feinbiochemica,
Heidelberg

GRUSSING GmbH, Filsum

Sigma-Aldrich, Steinheim
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DNA-Ladepuffer

Essigséure

Ethanol p. a.
Ethidiumbromid
Etyhlendiamintetraessigséure

EGTA

a-D-Glukose
Glutathion reduziert
Glycerin

Glycin

Gentamycin

Hepes

Hygromycin
Imidazol
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
Kanamycinsulfat
Kaliumhydroxid
-Mercaptoethanol

Methanol

NatriumNa-Azid
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfate

Natriumhypochlorid

New England Biolabs, Beverly,
USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
SERVA Feinbiochemica,
Heidelberg

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Merck, Darmstadt

Duchefa, Haarlem, Niederlande
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Riedel-de Haén AG, Seelze
Merck, Darmstadt

VWR International GmbH,
Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Fluka Biochemika, Seelze
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Nickelchlorid

Nonidet P-40

Ponceau S

2-Propanol
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phytagel

Rifampicillin

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
Roti-Quant Bradford-Reagenz

Salzsaure

Silwet L-77
Spectinomycin
TEMED
Triton-X-100
Tween

Ultima Gold

2.1.4 Kits
2-Quant-Kit

High Molecular Weight Calibration Kit

PlusOne Silver Staining Kit
NucleoSpin Extrct 11 Kit
NucleoSpin Plasmid Kit
QIAEX Il Gel Extraction Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

VWR International GmbH,

Darmstadt

OSi, Specialities, Danbury (USA)
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva, Heidelberg

PerkinElmer, USA

Amersham, San Francisco

Amersham Bioscience,

Braunschweig

GE Healthcare, Miinchen
Macherey- Nagel
Macherey- Nagel
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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PCR Clean Up Kit
RNeasy Plant Mini Kit

RNAse- free DNAse Kit

2.1.5 Enzyme
Gateway BP clonase Il enzyme mix
Gateway LR clonase Il enzyme mix

T4-DNA-Ligase

Tag-DNA Polymerase (5 U/pl)

Phusion high fidelity DNA polymerase

Prescission Protease

Restriktionsendonucleasen:

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Beverly,
(USA)

New England Biolabs, Beverly,
(USA)

Finnzymes, Espoo (Finnland)

GE Healthcare, Miinchen (Andrea
Schott)

New England Biolabs, Beverly,
(USA)

Apal, BamHI, Clal, EcoRlI, EcoRV, Hindlll,
Kpnl, Ncol, Ndel, Nsil, Pstl, Pvul, Pvull,

Sacl, Sall, Spel

2.1.6 Primer

Primer (Anhang 6.3) wurden mittels Vektor NTI 9 erstellt und bei MWG synthetisiert
(Ebersberg, Germany). Die lyophilisierten Primer wurden in 10mM Tris pH 7 auf 20
pmol/ul resuspendiert.

2.1.7 Software

Fluostar Optima 1.30
Gel-Pro Express MediaCybernetics

Intas GDS Application 1.51

BMG Labtechnologies, Offenburg
Silver Spring, (USA)

Intas, Gottingen
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LightCycler 480 release 1.5.0
Microsoft Office 2007
Millenium32 Waters
Photoshop CS 8.0.1

Sigma Plot 8.01

Sigma Plot Enzyme Kinetic Module

Roche, Deutschland

Microsoft

Milford MA, (USA)

Adobe Systems GmbH, Miinchen
SPSS Inc., Miunchen

SPSS Inc., Miinchen

Unicorn 4.12 GE Healthcare, Minchen
Vector NTI 9 Invitrogen, Karlsruhe
Zeiss LSM Image Software Zeiss, Jena

2.2 Biologisches Material

2.2.1 Bakterienstamme

Agrobacterium tumefaciens AGL-1: (C58, RecA) mit pTiBo542DT-DNA Ti-Plasmid
Agrobacterium tumefaciens C58c1: T-DNA" vir * rif". Mit Helfer-Plasmid [gen ']

Escherichia coli DH5a (Invitrogen): supE44, lacU169 (80 lacZ M15), hsdR17, recAl,
endAl, gyrA96, thi-1, relAl

Escherichia coli DB3.1 (Invitrogen): F-, gyrA462 endA- delta (srl-recA) mcrB mrr
hsdS20 (rB-, mB-) supE44 aral4 galK2 lacY1l proA2 rpsL20 (Smr) xyl5 lambda- leu
mtl1

Escherichia coli HMS 174 (Novagen, 1999): F" recA hsdR (rki2-Mki2’) rif'
Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene): recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac- (F’, proAB+, laclg, lacZ M15:Tn10 (tetr))

2.2.2 Hefestamme

Saccharomyces cerevisiae BY4741: MATa his3A1 leu2A0 met1 5A0 ura3A0

2.2.3 Pflanzenmaterial

Es wurde mit Arabidopsis thaliana (L.), Okotyp Columbia-0, gearbeitet. Arabidopsis
spec. sind Mitglieder der Bassicaceae, Ordnung: Capparales, Klasse: Dictyledoneae,
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Unterabteilung: Angiospermae. Des

verwendet (Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1 T-DNA-Insertionslinien

Weiteren wurden

T-DNA-Insertionslinie Locus Bezeichnung in der hier
vorliegende Arbeit
Wisc DsLOX289 292G3 At5g13780 naal0-1 (N850295; ard1-1)

SAIL_812_B10

At1g80410.1

naal5-1 (N836292; nat-1-1)

Wisc DsLOX 481- 484J20

At1g80410.1

naal5-2 (N858020; natl-2)

SALK_027687 At1g03150 naa20-1 (N527687; nat3-1)

SAIL_323 B05 At1g03150 naa20-2 (N814943; nat3-2)

SAIL_1210_AO2 At5¢11340 naa50-1 (N844130; nat5-1 oder
ard2-1)

SAIL_1186_AO0O3 At5g11340 naab0-2 (N843868; nats-2 oder

ard2-2)

T-DNA-Insertionslinien

Fur diese Arbeit wurden zugleich Nicotiana benthamiana und Nicotiana tabacum cv.

SNN verwendet. Nicotiana spec. gehoren zur Familie der Solanaceae, Ordnung

Scrophulariales, Klasse: Dictyledoneae, Unterabteilung: Angiospermae.

2.3 Methoden der Pflanzenarbeit

23.1 Pflanzenanzucht

2311 Anzucht auf Erde

Fur die Pflanzenanzucht wurde Torfkultursubstrat (Okohum, Herbertingen) mit

Beimischung von ca. 20 % (v/v) Perlit verwendet. Vegetatives Wachstum der Pflanzen

wurde in der Klimakammer unter Kurztagbedingungen (Tabelle 2.2) nach zwei Tagen

Stratifizierung bei 4°C im Dunkeln ermdglicht. Nach zwei Wochen wurden die

Keimlinge in Topfe vereinzelt. Zur Induktion der Bluten wurden die Pflanzen nach acht

Wochen in der Klimakammer unter Langtagbedingungen (Tabelle 2.2) weiter kultiviert.

23



Material und Methoden

Tabelle 2.2 Wachstumsbedingungen in Klimakammern und Percival

Parameter Kurztag Langtag
Photoperiode 8,5 Stunden 14 Stunden
Temperatur; Tag 22°C 22°C
Temperatur; Nacht 18°C 18°C
Relative Luftfeuchte; Tag 30 % 30%
Relative Luftfeuchte; Nacht 70 % 70 %
Photonendichte 120 pmol/m?s 120 umol/m?s

23.1.2 Pflanzenanzucht auf AT-Medium

Die Samen wurden zunéchst far 10-15 Min. in 1 ml 2 % Tween inkubiert und
anschlieBend 1 Min. mit 1 ml 80 % Ethanol behandelt. Dann erfolgte eine 5-8-minditige
Inkubation in 1 ml 6 % Hypochlorid. Die Samen wurden dreimal mit 1 ml ddH,0O
gewaschen. Die noch feuchten Samen wurden auf ein steriles Filterpapier gegeben und
dort getrocknet. Anschliefend wurden die sterilen Samen auf AT-Medium (5 mM
KNOs3, 2,5 mM KH,PO,4 pH 5,6, 2 mM MgSO,4, 2 mM Ca(NOs3),, 0,05 mM Fe-EDTA,
0,8 % Mikroagar, Mikronutrientmix 1:1000; pH 5.8) pH 5,8 ausgebracht und fir ca.
zwei Wochen im Percival unter Kurztagbedingungen (Tabelle 2.2) kultiviert.

AnschlieBend wurden die Keimlinge auf Erde umgesetzt.

2.3.2 Selektion von Arabidopsis-Keimlingen

Die Selektion mit 200 mg/l L-Phosphinothricin (BASTA) erfolgte auf Erde (Kapitel

2.3.1.1), nachdem die Keimlinge ca. drei Wochen alt wurden.

Die Selektion mit Antibiotika erfolgte auf AT-Medium (Kapitel 2.3.1.2) mit 50 pg/ml
Kanamycin, 50 pug/ml Hygromycin (bei 4 °C gelagert) oder 125 pg/ml Gentamycin.
Gentamycin ist ausschlieBlich mit Microagar verwendbar, da es in Verbindung mit
Phytagel ausfallt.
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2.3.3 Extraktion genomischer DNA (gDNA) aus Arabidopsis Gewebe

Zur Genotypisierung von A. thaliana wurde DNA aus ein bis zwei Blattern nach
(Edwards et al., 1991) extrahiert Die Blatter wurden in 1,5 ml Eppendorfgeféalien
geerntet und dann mittels Kunststoffpistill mechanisch zerkleinert. Dem zerkleinerten
Blattmaterial wurden 300 pl Edwards-Puffer (200 mM Tris/HCI pH 7,5, 250 mM NaCl,
25 mM EDTA, 0.5 % SDS) zugegeben und der Ansatz wurde fur 10-15 Sekunden
grandlich gevortext. AnschlieBend erfolgte eine 5-minitige Zentrifugation bei
Raumtemperatur (RT) und 14000 rpm. Vom Uberstand wurden 200 pl abgenommen, in
ein sauberes 1,5 ml Eppendorfgefald tberfuhrt und die enthaltene DNA mit 200 pl 100
% Isopropanol gefallt. Nach 2-mindtiger Fallung bei RT erfolgte die Abtrennung der
DNA mittels 10-minitiger Zentrifugation bei RT und 14000 rpm. Der Uberstand wurde
abdekandiert und das Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. AnschlieBend erfolgte
das vollstandige Abnehmen des Uberstandes und das Trocknen des Pellets fiir etwa 30
Min. bei RT. Zum Abschluss wurde das Pellet in 25 pul T10E; Puffer pH 8,0 bei 65 °C
flr 10 Min. oder bei RT tber Nacht resuspendiert.

2.3.4 RNA-Isolation

Fur die RNA Extraktion wurde RNeasy Plant Mini Kit und RNAse-free DNAse Kit von
Qiagen verwendet. Zwischen 120 und 150 mg eingefrorenes Blattmaterial wurden unter
Stickstoffkiihlung gemérsert und mit 500 pl zuvor vorbereiteten RLT (je 500 pl RLT
Puffer 5 ul R-Mercaptoethanol) Puffer versetzt, gevortext und 1,5 Min. bei 50 °C
inkubiert. Die Zellreste wurden bei 14000 rpm fur 10 Min. abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in 1,5 ml EppendorfgefaBe uberfiihrt und mit 250 pl 100 % Ethanol
versetzt und durch Pipettieren gemischt. Das gesamt VVolumen wurde auf eine RNeasy-
Saule gegeben und fur 1 Min. bei 8000 rpm zentrifugiert. Danach wurde die Matrix mit
350 pl RW1 Puffer 1 Min. bei 8000 rpm gewaschen und die DNA mit zuvor
vorbereiteten RDD Puffer (je 70 pl RDD Puffer 10 pul DNase) mit DNase 15 Min. bei
RT verdaut. Die S&ule wurde nochmal mit 350 pul RW1 Puffer gewaschen. Der
Waschschritt wurde zweimal mit 500 pl RPE Puffer (1 Min. bei 8000 rpm dann 1 Min.
bei 10000 rpm) wiederholt. Anschliellend wurde die Membran durch Zentrifugation flr
1 Min. bei 10000 rpm getrocknet und die S&ule in RNase freie 1,5 ml Eppendorfgefale
uberflihrt. Die Elution der RNA erfolgte in zwei Schritten mit 30 pl bzw. 20 pl RNase
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freiem ddH,O sowie einer Inkubationszeit von 3 Min. bzw. 1 Min. und anschlieRende
Zentrifugation bei 13000 rpm fur 1 Min. Das Eluat wurde in Flissigstickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.35 Isolierung l6slicher Proteine aus Arabidopsis-Gewebe

Fur die Extraktion wurden ca. 200 mg Blattmaterial geerntet in ein 2 ml
EppendorfgefalRe wberfiihrt und im flissigen Stickstoff schockgefroren. Nach dem
Aufschluss des eingefrorenen Blattmaterials unter Stickstoffkiihlung wurde das Pulver
mit 500 pl Extraktionspuffer (50 mM Hepes/KOH pH 7,4, 10 mM KCI, 1 mM EDTA, 1
mM EGTA, 10 % Glyzerin, 10 mM DTT, 0,5 mM PMSF) versetzt und 15 Min. auf Eis
gevortext. Die Membranruckstande wurden durch 10 Min. Zentrifugation bei 4 °C und
16400 rpm sedimentiert. Der Uberstand wurde quantitativ in ein neues EppendorfgefaR
tberfilhrt. Die Zentrifugation wurde wiederholt bis der Uberstand klar war. Der
Uberstand wurde auf eine zuvor mit 5 Séulenvolumina Resuspensionspuffer
aquilibrierte  NAP-5 S&ule aufgetragen. Die Proteine wurden mit 1 ml
Resuspensionspuffer (50 mM Hepes/KOH pH 7,5, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 0,5 mM
PMSF) eluiert. Der Proteinrohextrakt wurde mit 1/5 Volumen 5-fachen SDS-
Laderpuffer versetzt und 10 Min. bei 95 °C denaturiert und bei -20 °C gelagert. Nach
Elution des Proteinextraktes wurde die NAP-5 Sdule mit 3 Sdulenvolumina 0,25 M
NaOH und 5 Saulenvolumina 10 mM Tris pH 7,5 gewaschen. Abschliefend wurde die

Saule mit 5 Saulenvolumina 0,02 % Na-Azid gewaschen und bei 4 °C gelagert.

2.3.6 Chlorophyllextraktion aus Arabidosis-Gewebe und Bestimmung der
Chlorophyllkonzentration

Fur die Extraktion von Chlorophyll wurden ca. 200 mg Blattmaterial geerntet und im
flissigen Stickstoff eingefroren und mittels Potterhomogenisator RZR 2041 (Heidolph)
zerrieben. Das Pulver wurde mit 1 ml 80 % Aceton versetzt und gemixt. Danach wurde
die Probe 2-3 Minuten bei 4 °C und 16400 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in
neues Eppendorfgefal Gberfuhrt. Das Pellet wurde mi 500 pl 80 % Aceton versetzt und
die Zentrifugation wiederholt. Die Absorption der vereinigten Uberstande wurde im
Spektrophotometer Uvikon 931 gegen Aceton bei 663 nm (Chlorophyll a) und bei 645
nm (Chlorophyll b) bestimmt. Die Berechnung der Konzentrationen erfolgte nach
(Arnon, 1949).
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2.3.7 Transformation von Pflanzen

2.3.7.1 Stabile Transformation von Arabidopsis

Fur die Transformation von Arabidopsis wurde nach (Clough and Bent, 1998) Floral
Dip angewendet. Hierzu wurden 300 ml LB-Medium mit einer 20 ml Startkultur von
Agrobakterien angeimpft und uber Nacht bei 28 °C und 250 rpm inkubiert. Die
Bakterien wurden 10 Min. bei 4 °C, 3500 rpm abzentrifugiert und in
Transformationslosung (50 g¢/L Saccharose, 200 pl/L Silwet L-77) zu einer
ODgoonm=0,8-1 resuspendiert. Geschlossene Arabidopsis Bliten wurden in die Losung
eingetaucht und unter feuchter, dunkler Atmosphére uber Nacht bei RT gelagert. Der
Vorgang wurde nach eine Woche wiederholt. Positive Transformanten wurden auf AT-
Medium mit entsprechendem Antibiotikum unter Kurztagbedingungen selektiert.
Resistente Keimlinge wurden auf Erde transferiert und unter Standardbedingungen

kultiviert (Kapitel 2.3.1.1). Das Transgen wurde ferner durch PCR nachgewiesen.

2.3.7.2 Transiente Transformation von Tabak

Fluoreszenzmarkierte Proteine mit EYFP wurden durch Agrobakterieninfiltarion
(Wroblewski et al., 2005) in Epidermiszellen von N. benthamiana transient exprimiert.
Dazu wurden 20 ml LB-Medium mit Agrobakterien einer Einzelkolonie oder von einem
Glycerinstock angeimpft und fur 48 h bei 28 °C und 250 rpm angezogen. Die Bakterien
wurden 10 Min. bei 4 °C, 6000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet mit sterilem, kaltem
ddH,0 auf ca. 20 ml aufgefillt und wieder 10 Min. bei 4 °C, 6000 rpm abzentrifugiert.
Anschliefend wurde das Pellet in sterilem, kalten ddH,O zu einer ODggonm=0,3
resuspendiert. Die Agrobakterien-Losung wurde mit einer sterilen 1 ml Spritze
(Plastipak Becton & Dickinson, Madrid, Spanien) in die Epidermiszellen gesunder
Tabakblattern infiltriert. Die Expression wurde zwischen zwei und drei Tagen nach

Infiltration unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert (Kapitel 2.7).

2.3.8 Pollen Vitalitatstest

Um die Lebensfahigkeit von Pollen zu Uberpriifen wurden Bliitten von ca. zwolf
Wochen alten Arabidopsis Pflanzen analysiert. Alle Pflanzen wurden die ersten acht
Wochen unter Kurztagbedingungen und anschliefend unter Langtagbedingungen

kultiviert (Tabelle 2.2). Dazu wurden die Petalen der Bluten entfernt und die so
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praparierte Blute auf Objekttrdger gelegt. Nach dem die Bluten mit Alexander
Féarbelosung (10 ml Ethanol, 1 ml Malachit Grun, 5 ml Fuchsinséure, 0,5 ml Orange G,
5 g Phenol, 5 g Chloralhydrat, 2 ml Eisessig, 25 ml Glycerol, 50 ml ddH,0) bedeckt
wurden, wurde der Objekttrager kurz Uber eine Flame erhitzt, bis die Lésung unter dem
Deckglas zu kocheln beginnt. Die Féarbung der Pollen wurde unter dem Mikroskop
analysiert (40 x VergroRerung (Leica)). Die lebensféhigen Pollen wurden rot und nicht

lebensfahige griin gefarbt.

2.3.9 Préaparation von Arabidopsis-Embryonen

Um die Letalitdt der naal0-1, naal5-1 und naal5-2 Mutanten zu bestatigen wurden
Embryonen aus zwolf Wochen alten Arabidopsis Pflanzen analysiert. Dazu wurden
Schoten auf einen Objekttrager gelegt und mit Hilfe von Pinzetten beidseitig die
Fruchtblatter entfernt. Zum Entfarben von der préparierten Embryonen wurden ca. 200
pl Hoyer Losung (7,5 g Gummiarabikum, 100g Chloralhydrat, 5ml Glycerin, 60ml
Wasser; vor Gebrauch durch tber Nacht zum auflosen riihren lassen) gegeben. Die
vorbereiteten Praparate wurden mit Deckglasser bedeckt und Uber Nacht bei RT
inkubiert. Die entfarbten A. thaliana Embryonen wurden mit dem Leica DM/RB

Mikroskop mittels differential interference contrast Mikroskopie analysieret.
2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion nach (Mullis et al., 1986) wurde zur Amplifikation von
DNA-Fragmenten benutzt. Fir die Selektion und Charakterisierug von T-DNA-
Insertionsinien und semiquantitative RT-PCR wurde Tag-Polymerase (NEB)
verwendet. Standard PCR Reaktionen wurden in 25 pl Reaktionsansatzen mit 1 ng
DNA, 20 pmol Primer (Kapitel 2.1.6; Anhang 6.3), 500 UM dNTPs und einem auf die

Tag-Polymerase optimierten Puffer. Folgendes PCR-Programm wurde verwendet:
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Schritt Temperatur Zeit

Hold 94°C ©

Initiale Denaturierung 94°C 3 Min.
Denaturierung 94°C 30 Sec.
Hybridisierung x °C 30 Sec.
Verléngerung 72°C 30-75 Sec.
Finale Verlangerung 72°C 10 Min.
Hold 4°C ©

Fur die Amplifikation von DNA, die anschlieBend fir Klonierungen eingesetzt wurde,

wurde Pfu-Polymerase (Finnzymes) mit Proofreading Funktion verwendet. Eine

Standardreaktion wurde in 50 pl mit 1 ng DNA, 20 pmol Primer (Kapitel 2.1.6; Anhang

6.3), 10 mM dNTPs und einem auf die Pfu-Polymerase optimierten Puffer durchgefihrt.

Folgendes PCR- Programm wurde verwendet:

Schritt Temperatur Zeit

Hold 98°C 00

Initiale Denaturierung 98°C 90 Sec.
Denaturierung 98°C 10 Sec.
Hybridisierung x °C 20 Sec.
Verléngerung 72°C 60-90 Sec.
Finale Verlangerung 72°C 10 Min.
Hold 4°C ©

24.2 Quantitative RT-PCR

Die synthetisierte cDNA wurde erstmal 1:10 und dann in dem nédchsten Schritt 1:5

verdinnt. Um die Effizienz der Primer zu testen wurde die cDNA von Vektor-

Kontrollen erstmal 1:10 und dann in weiteren sechs Schritten jeweils 1:2 verdiinnt. Eine
RT-PCR Reaktion wurde in 13 pl mit 2 pl cDNA, jeweils 0,2 pl Primer (10 pmol/ul), 8

ul Master Mix (5 pl Express SYBR Green Super Mix von Invitrogen) und 2,6 pl Rnase
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freies ddH,O durchgefuhrt. Die PCR erfolgte im LightCycler 480 Real-Time PCR
System von Roche. Fir die Auswertung vom Transkript Level wurde LightCycler 480

software release 1.5.0 von Roche verwendet.

2.4.3 PEG-Aufreinigung der PCR-Produkte

25 pul PCR-Produkt wurde zu 75 pl T1oE; Puffer (10 mM Tris/HCI, ImM EDTA) pH 8
und 50 ul PEG MgCI; (Invitrogen) gegeben, gut gevortext und fur 15 min bei 14000
rom zentrifugiert. Dann erfolgte das Abnehmen des Uberstandes und das

Resuspendieren des Pellets in 10 pl TyoE; Puffer.

2.4.4 DNA-Gelelektrophorese

PCR-Produkte ~ sowie  Restriktionsfragmente  wurden mit  Hilfe  der
Agarosegelelektrophorese nach Grofie aufgetrennt. Je nach gewilinschter Trennleistung
wurden 0,8 bis 1,5 % Agarose in 1XTBE Puffer (90 mM Tris/HCI, 90 mM Borsaure, 0,5
mM EDTA) pH 8,0 mit 0,7 pg/ml Ethidiumbromid eingesetzt. Die Elektrophorese
wurde bei konstanter Spannung von 120 V in 1XTBE-Puffer durchgefiihrt. Zur
GroRenabschéatzung der Fragmente wurde der DNA-Marker 2-log Ladder von NEB

verwendet.

2.4.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur lIsolation von DNA-Fragmenten wurden die entsprechenden Banden aus dem Gel
ausgeschnitten und mit dem QIAEXII Extraktion Kit von QIAGEN nach Protokoll

aufgereinigt.

2.4.6 DNA-Restriktion

Restriktionsendonukleasen und passende Puffer wurden von NEB bezogen. Die
Reaktionsbedingungen wurden den Herstellerprotokollen entnommen. Zur Uberpriifung
von Klonen wurde der Verdau in 20 pl Volumen mit 2-4 pl Plasmidprédparation, 2 pl

10x Puffer und jeweils 1 ul Enzym durchgefiihrt.
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24.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch Intensitatsvergleich der
Banden. Die Mengenabschatzung erfolgte anhand des DNA-Markers 2-log Ladder von
NEB.

2.4.8 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung erfolgt durch Messung der Optischen Dichte (OD) bei
einer Wellenlange von 260 nm. Fur die Konzentrationsmessung wurde die RNA 1:200
verdunnt. RNA Konzentration [ng/ul]=gemessene ODx40 pug/ml
(Faktor)xVerdinnungsfaktorxUmrechnungsfaktor auf 1 pl.

2.4.9 cDNA-Synthese

Jeweils 1ug RNA und OligoT-Primer wurden mit RNase freiem ddH,O auf 10 pl
aufgefiillt und 10 Min. bei 65 °C inkubiert. Nach dem Abkihlen wurde der Ansatz mit 2
pl 10 mM dNTPs, 0,5 pl RNasin (Promega) 10 pl 5-fachen M-MLYV Puffer (Promega) 1
pul M-MLV Reverse Transkriptase (Promega) und 26,5 pl ddH,O versetzt. Die cDNA
Synthese erfolgte mittels Reverse Transkription. Folgendes Programm wurde
verwendet: 10 Min. bei 30°C, 60 Min. bei 42°C, 15 Min. bei 60°C, hold bei 4°C.

2.4.10 Klonierung

2.4.10.1  Gateway-Klonierung

Das Gateway-System von Invitrogen (Karlsruhe) nutzt Rekombinationssequenzen des
Bakteriophagen A, um gewinschte DNA Fragmente durch homologe Rekombination in
Zielvektoren einzufugen. Dem Herstellerprotokoll entsprechend wurden Primer mit den
Rekombinationssequenzen konstruiert (Anhang 6.3.3) und damit gewunschte
Sequenzen durch PCR amplifiziert. Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit
einem PEG-System (Kapitel 2.4.3) oder Extraktion Kit von QIAGEN (Kapitel 2.4.5).
Die Gateway-Klonierung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. pDonr201

wurde als Entry-Vektor benutzt.
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2.4.10.2  Klonierung mittels Endonukleasen und Ligation

Fur die Herstellung des pBIN AR amiNAA15-Konstruktes wurden Endonukleasen und
Ligation verwendet. Das microNAA15 PCR-Produkt wurde mit den unspezifischen (A,
B) und spezifischen (1160-1163) Primern von Open Biosystems in vier PCR Schritten
(a-d) amplifiziert (Tabelle 2.3). Das microNAA15 PCR-Produkt wurde anschlief}end in
der MIuNI pCap Vektor Kkloniert wurde. Als néchstes wurde das pCAP/amiNAA15-
Konstrukt und der Ziel Vektor pBIN AR mit Kpnl und BamHI Endonukleasen bei 37 °C
fir 3 Stunden inkubiert. Die endsprechenden DNA Fragmente wurden mittels
Gelextraktion aufgereinigt (Kapitel 2.4.5). Die Ligation der DNA Fragmente wurde mit
T4-Ligase in 20 pl Ansédtzen durchgefihrt. Fur die Ligation wurden Vector: Insert-
Verhaltnisse 2:4, 2:7, 4:11 benutzt. Die Ubrigen Reaktionsbedingungen wurden dem
Herstellerprotokoll entnommen. Die Ligation wurde tber Nacht bei 4°C durchgefihrt.
AnschlieBend wurde die gesamte Reaktion auf 0,025 pm MF-Millipore VSWP
Membran (Millipore, Schwalbach) dialysiert und jeweils 5 pl in kompetente E. coli
Zellen transformiert und dann auf selektivem Medium selektiert. Das Konstrukt wurde

durch analytische Restriktion und Sequenzierung (Kapitel 2.4.11) Uberpruft.

Tabelle 2.3 Herstellung von microNAA15 PCR-Produkt

forward oligo reverse oligo template
(@) A 1163 pRS300
(b) 1162 1161 pRS300
(©) 1160 B pRS300
(d) A B (@)*+(b)+(c)
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2.4.10.3 Verwendete Vektoren
Plasmidname Verwendung und relevante Eigenschaften Bakterien Pflanzen
Selektions- | Selektions-
marker marker
pCAP zur Klonierung von DNA Fragmenten mit | Amp. -
(Roche Applied stumpfen Enden
Science, Mannheim)
pBIN AR Klonierung mit Hilfe von | Kan. Kan.
(Hofgen and Restriktionsendonucleasen und Ligasen;
WiIIr?]itzer 1990) Uberexpression von Proteinen in Pflanzen
' (CaMV 35S Promotor)
pETG10a Zielvektor zur Gateway-Klonierung; | Amp. -
(Novagen, Darmstad) Uberexpression von Proteinen in E. coli mit N-
gen, terminalem Polyhistidintag
pDONR201 Eingangsvektor zur Gateway-Klonierung Kan. -
(Invitrogen, Karlsruhe)
pB2GW?7 Zielvektor zur Gateway-Klonierung; | Spec. BASTA
(Invitrogen, Karlsruhe) Komplementierung  von  naa20-1-Mutanten
gen, (CaMV 35S Promotor)
pK2GW7 Zielvektor zur Gateway-Klonierung; | Spec. Kan.
(Invitrogen, Karlsruhe) Komplementierung von naal0-1- und naa50-2-
gen, Mutanten (CaMV 35S Promotor)
pB7YWG2 Zielvektor zur Gateway-Klonierung; Endogene | Spec. BASTA
(Invitrogen, Karlsruhe) | und heterologe Lokalisierung von Proteinen in
Pflanzen mit  C-terminalen EYFP-Tag;
Komplementierung  von  naa20-1-Mutanten
(CaMV 35S Promotor)
pK7YWG2 Zielvektor zur Gateway-Klonierung; Endogene | Spec. Kan.

(Invitrogen, Karlsruhe)

und heterologe Lokalisierung von Proteinen in
Pflanzen mit C-terminalen EYFP-tag (CaMV 35S
Promotor)

2.4.11

Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde durch Seglab (G6ttingen) durchgefihrt. Die Proben

wurden nach den Angaben des Anbieters vorbereitet und eingeschickt. Die Sequenzen

wurden mit Vector NTI 9 (Invitrogen, Karlsruhe) ausgewertet.
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2.5 Bakteriologische Methoden

25.1 Bakterienanzucht

Die Anzucht von Escherichia coli in LB-Flissigmedium (1 % NaCl, 1 % Trypton, 0,5
% Hefeextrakt, pH 7,0) erfolgte fir 16 h bei 37°C und 220 U/min. Fur A. tumefaciens
betrug die Inkubationszeit 24 h bei 28°C und 250 U/min. Kulturen auf LB-Festmedien
wurden fiir E. coli ca. 20 Stunden und fir A. tumefaciens ca. 48 Stunden jeweils bei 37
°C bzw. 28 °C inkubiert. Zum Herstellung von Stammkulturen wurden 800 pl
Ubernachtkultur mit 200 pl 80 % autoklaviertem Glycerin gemischt und im flissigen

Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Fur die Uberexpression von AtNAA5Op wurden 300 ml LB-Medium mit 10 ml der
Ubernachtkultur, fir AtNAA1Op 2 Liter mit 50 ml der Ubernachtkultur und dem
entsprechenden Anitbiotikum angeimpft und bei 37°C und 220 rpm bis zu einer ODggo
von 0,6-0,8 inkubiert. Die Induktion der Synthese erfolgte durch Zugabe von IPTG mit
einer Endkonzentration von 1 mM. Fur die Expression von AtNAA1Op wurde
zusatzlich 0,5 g/L Glukose zugegeben. Die AtNAA50-Kultur wurde nach 4 Stunden bei
37°C fur 15 min bei 4 °C und 10.000 rpm abzentrifugiert (GSA Rotor, Sorvall). Die
AtNAA10-Kultur wurde ber Nacht bei 18°C und 70 rpm bzw. bei 110 rpm inkubiert
und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils verworfen und das Sediment in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

25.2 Proteinextraktion aus Escherichia coli

Die Bakterienpellets aus E.coli HMS 174 (Kapitel 2.2.1) wurden fur die
Proteinaufreinigung durch Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC), in 5
ml NAT-B Puffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 250 mM NaCl, 20 mM Imidazol) mit 0,5
mM PMSF resuspendiert. Die Zellen wurden durch Sonifizierung fir 7 Min. bei 40 %
Aktivitat auf Eis aufgeschlossen (Ultraschallsonikator Sonoplus GM70, Badelin
Elektronic). Anschliefend wurden die Zellen fur 10 Min. bei 4 °C und 17000 rpm
zentrifugiert (SS-34 Rotor, J2-21) um Zellbestandteile aus der Lsung zu entfernen. Der
Uberstand wurde durch einen Filter mit PorengroBe 0,45 pm filtriert. Der Uberstand
wurde fir die Aufreinigung unter nativen (Kapitel 2.6.1) und das Pellet fur die

Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen (Kapitel 2.6.2) verwendet.
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2.5.3 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterienzellen wurde 200 ml LB-Medium mit
1/25 Volumen unter Selektionsdruck Uber Nacht angezogener Bakterien angeimpft und
bis zu einer ODgoonm VON 0,8 bei 37 °C mit 220 U/min geschittelt. Nach Abkihlen der
Kultur far 15 Minuten auf Eis wurden die Bakterien durch Zentrifugation fur 15
Minuten bei 4000xg und 4 °C sedimentiert. Anschlielend wurden die Bakterien bei 4
°C nacheinander in 1 Volumen und 1/2 Volumen sterilem Aqua bidest, sowie 1/50
Volumen 10 % (v/v) Glyzerin gewaschen. Abschliefend wurden die Bakterien in 1/400
des Anzuchtvolumens 10 % (v/v) Glyzerin aufgenommen und in 40 pl Aliquots im
flussigen Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend wurden die elektrokompetenten

Zellen bei -80 °C gelagert.

Zur Herstellung chemokompetenter Bakterien wurden 250 ml LB-Medium mit einer 10
ml Ubernachtkultur inokuliert und bis zu einer ODggonm Von 0,8-1 wachsen gelassen.
Die Kultur wurde auf Eis fiir 15 Min. abgekuhlt und bei 2500 rpm und 4 °C fir 15 Min.
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschliefend in 12,5 ml sterilem TSB-Medium
(10% PEG 3.400, 5% DMSO, 10% Glycerin, 10mM MgCL,, 10 mM MgSO, in LB-
Medium) resuspendiert, zu 100 pl aliquotiert und im fliissigen Stickstoff eingefroren

und anschlie3end bei -80 °C eingelagert.

254 Transformation von Bakterien

Fur die Elektroporation wurde ein Aliquot kompetenter Zellen (Kapitel 2.5.3) auf Eis
aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA vermischt und in eine vorgekinhlte
Elektroporationskiivette (berfuhrt. Die Elektroporation erfolgte durch einen
Spannungsimpuls von 2500 V und 15 pF. Direkt nach der Transformation wurden die
Bakterien in 1 ml LB-Medium pH 7,0 (1 % NaCl (w/v), 1 % Trypton (w/v), 0,5 %
Hefeextrakt (w/v)) aufgenommen. Flr die chemische Transformation wurde ein Aliquot
(Kapitel 2.5.3) auf Eis aufgetauchter Zellen mit 5 ul DNA gemischt und 5 Min. auf Eis
stehen lassen, danach 50 Sec. bei 42°C erhitzt und 5 Min. auf Eis stehen lassen.

Je nach Bakterienstamm und verwendetem Selektionsmarker wurden die Bakterien 1
bis 3 h bei 28 °C oder 37 °C und 220 U/Min. inkubiert, bevor sie in Aliquots auf

Selektionsmedium ausplattiert wurden.
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255 Plasmidpréparation mittels Affinitatsmatrix

Aus 2-4 ml Ubernachtkultur (Kapitel 2.5.1) wurde mit Hilfe des QIAPrep Miniprep Kit
(QIAGEN) oder NucleoSpin Plasmid Kit (Macherey-Nagel), nach der Angaben des

Herstellers, Plasmid DNA gewonnen.
2.6 Biochemische Methoden

2.6.1 Aufreinigung von rekombinanten Proteinen unter nativen Bedingungen

Die Aufreinigung der Polyhistidin-markierten Proteine erfolgte durch Immobilized
Metal Affinity Chromatography. Die HiTrap Chelating HP Saule, die an eine
Peristaltikpumpe angeschlosen wurde, wurde mit 5 ml 10 mM EDTA gewaschen und
dann mit 5 ml 50 mM NiCl beladen und mit 5 ml NAT-B Puffer &quilibriert. Das
Proteinrohextrakt (Kapitel 2.5.2) zirkulierte zwischen 30 Min. und 1 Stunde bei einer
Flussrate von 1 ml/Min. Uber die S&aule. Die einzelnen Proben wurden in 1 ml
Fraktionen aufgefangen. Die Proteinkonzentration in den Fraktionen wurde mittels
Bradford-Assay bestimmt. Zur Reinheitsbestimmung wurde diskontinuierliche SDS-
PAGE (Kapitel 2.6.7) gefolgt von Coomassie (Kapitel 2.6.9) oder Silberfarbung
(Kapitel 2.6.9) durchgefihrt. Die Nickel-lonen wurden mit 5 ml 10 mM EDTA von der
Séule entfernt. AnschlieBend wurde die Sdule mit 2 ml 0,25 M NaOH und bis zu
Erreichen von pH 7,0 mit ddH,O gewaschen und dann bei 4 °C in 0,02 % Na-Azid
gelagert.

2.6.1.1 Aufreinigung von AtNAA5Op

Die unspezifisch an die S&ule gebundenen Proteine wurden mit 10 ml NAT-W Puffer
(50 mM Tris/HCI pH 8,0, 250 mM NacCl, 80 mM Imidazol) von der S&ule gewaschen.
Die spezifische Elution des Proteins erfolgte mittels 8 ml NAT-E Puffer (50 mM
Tris/HCI pH 8,0, 250 mM NacCl, 400 mM Imidazol).

2.6.1.2 Aufreinigung von AtNAA10p

Zundchst erfolgte das Waschen der HiTrap Chelating HP S&ule fir 10 bis 15 Min. mit
Waschpuffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 250 mM NacCl, 50 bis 80 mM Imidazol), dann
die Elution der Proteine mit 8 bis 10 ml Elutionspuffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 250
mM NacCl, 400 mM Imidazol).
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2.6.2 Aufreinigung von rekombinanten Proteinen unter denaturierenden

Bedingungen

Die Proteinaufreinigung unter denaturierenden Bedingungen erfolgt Uber die
Wechselwirkung zwischen dem His-Tag des rekombinanten Proteins und an eine
Agarosematrix gebundener Nickel-lonen. Fir die Aufreinigung von rekombinanten
AtNAA10p wurden 500 bis 700 ul Ni-NTA-Agarose in Ethanol (Quiagen) in ein 15 ml-
Rohrchen Gberfiihrt und nach dem Absetzen der Agarosematrix wurde der Uberstand
abgenommen. AnschlieBend wurde die Ni-NTA-Agarose in 5 ml Puffer B (100 mM
NaH,PO4, 10 mM Tris/HCI, 8 M Harnstoff) pH 8,0 &quilibriert und in eine befullbare
Kunsstoffsdule Oberfihrt. Nach dem Abtropfen des Puffers aus der S&ule, war sie
einsatzfahig. Das Pellet (Kapitel 2.5.2) wurde mittels Ultra-TurraxT25 (Janke und
Kunkel, IKA-Labortechnik) in 10 ml Puffer B resuspendiert und bei 18000 rpm fir 15
Min. zentrifugiert. Danach erfolgte die Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues
Falkon und die Zentrifugation wurde wiederholt. Der Uberstand wurde durch einen 0,45
um-Filter filtriert und fur die Aufreinigung verwendet. Der gesamte Proteinrohextrakt
wurde dreimal auf die Séule gegeben. Danach erfolgte das dreimalige Waschen der
Saule mit je 1 ml Puffer C (100 mM NaH,PO4, 10 mM Tris/HCI, 8 M Harnstoff) pH 6,6
und die Elution mittels pH-Gradienten: 3x500 pl Puffer D (100 mM NaH,PQO4, 10 mM
Tris/HCI, 8 M Harnstoff) pH 5, 9, 2x500 pl Puffer X (100 mM NaH,PO,4, 10 mM
Tris/HCI, 8 M Harnstoff) pH 5,2 und 4 x 500 ul Puffer E (100 mM NaH,PO,4, 10 mM
Tris/HCI, 8 M Harnstoff) pH 4,5. Die Proteinkonzentration allen Fraktionen wurde
mittels Bradford-Assay (Kapitel 2.6.6) bestimmt. Im Falle des Vorkommens eines
unspezifischen Proteins in den Elutionsfraktionen erfolgte die Vereinigung der
Elutionsfraktionen, die Einstellung des pH-Werts auf pH 8,0 und das erneute Aufgeben
des Extraktes auf die Ni-NTA-Agarose-Sdule. Zum Entfernen der unspezifisch
gebundenen Proteine wurde die S&ule mit Puffer C gewaschen. Anschlielend erfolgte
die Elution mit Puffer D, X und E. Nach der Aufreinigung erfolgte das Waschen der
Séule mit 5 Sdulenvolumina ddH,O und deren Lagerung in 0,02 % Na-Azid bei 4 °C.
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2.6.3 Aufreinigung potenzieller Interaktionspartner von AtNAA1Op unter

nativen Bedingungen

Die Proteinaufreinigung erfolgte mittels Tandem Affinity Purification (TAP). Mit Hilfe
von dem System werden Proteinkomplexe in zwei Schritten aufgereinigt. In dem ersten
Schritt  erfolgte die Aufreinigung durch IgG-Beads, fir den zweiten
Aufreinigungsschritt wurden Ni®*-Beads angewendet.

Zwischen 15 bis 25 g auf Gentamycin selektierten Pflanzen, wurden unter
Stickstoffkiihlung gemorsert. Das gemorserte Blattmaterial wurde in eiskalten TAP
Extraktionpuffer (50mM Tris-HCI pH7,5, 150mM NaCl, 10% Glyzerin, 0,1 % Nonidet
P-40, kurz vor der Extraktion 1mM PMSF), fur 10 Min. eingerthrt und durch
Papierfilter filtriert (10 g Blattmaterial ca. 25 ml Extraktionpuffer). Das Filtrat wurde
fiir 20 Min. bei 13000 rpm bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1gG-
Beads versetzt (auf ca. 10 ml Extrakt 1 ml IgG-beads) und fir 3 Stunden bei 4 °C unter
leichtem Drehen inkubiert und anschlieRend fur 3 Min. bei 300xg bei 4 °C zentrifugiert.
IgG-Beads wurden viermal mit 10 ml TAP-Waschpuffer (50mM Tris-HCI, pH 7,5, 150
mMNaCl, 10% Glyzerin, 0,1 % Nonidet P-40 gewaschen. Nach jedem Waschschritt
folgte eine 3-minutige Zentrifugation bei 300xg bei 4 °C. Anschlielend wurden die
IgG-beads erneut mit 5 ml TAP-Waschpuffer und 100 Units 3C Protease (Prescisssion
protease) versetzt und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert und danach 3 Min. bei 300xg bei 4
°C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde mittels Bradford-Assay
bestimmt. Die IgG-Beads wurden erneut mit 1,5 ml TAP-Waschpuffer gewaschen und 3
Min. bei 300xg bei 4 °C zentrifugiert. Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde
mittels Bradford-Assay bestimmt. Im zweiten Aufreinigungsschritt wurde das gesamte
Elutionsvolumen des ersten Aufreinigungsschrittes (ca. 6 ml) mit zuvor in TAP-
Waschpuffer aquilibrierten Ni-Beads (ca. 600 pl) fur 1 Stunde bei 4 °C unter leichtem
Drehen inkubiert. Die Ni-Beads wurden dreimal mit 10 ml TAP-Waschpuffer
gewaschen. AbschlieBend wurden die Proteine mit NAT-E Puffer in 500 pl-Fraktionen
eluiert. Die Proteinkonzentration von allen Fraktionen wurde mittels Bradford-Assay
bestimmt. Der Proben wurden mit einem entsprechenden VVolumen 5- fachen Laemmli-
Puffer (0,1 % Tris pH7,0, 5 % SDS, 3,63 M B-Mercaptoethanol, 20 % (v/v) Glycerin,
0,01 % Bromphenolblau) versetzt und 10 Min. bei 95 °C denaturiert und bei - 20 °C
gelagert.
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2.6.4 Grolienausschluss-Chromatographie

Zur Feststellung des Grades der Oligomerisierung der Proteine und zum Trennen von
verschieden Proteinen aus einem Proteingemisch wurde eine GréRenausschluss-
Chromatographie durchgefihrt. Fir die Auftrennung der Proteine wurde HilLoad 16/60
Superdex 200 Prepgrade Séule (GE Healthcare) verwendet, die vor dem Auftragen der
Proteine mit 120 ml Aquilibrierungspuffer bzw. NAT-B gespiilt wurde. Die Flussrate
wahrend der Chromatographie lag bei 1 ml/Min. Es wurden 1-2,5 mg Protein pro Lauf
verwendet. Die Detektion der Proteine erfolgte durch Absorptionsmessung bei 280 nm.
Das Molekulargewicht der Proteine wurde anhand einer Kalibrierungskurve bestimmt,
die mit dem High Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit von GE Healthcare
erstellt wurde. Die S&ule wurde mit 4 Sdulenvolumina 0,25 M NaOH und anschliel}end

mit 5 Séulenvolumina NAT-B Puffer gewaschen. Die Sdule wurde in Ethanol gelagert.

2.6.5 Aufkonzentrierung von Proteinen

Die Aufkonzentrierung von einer Proteinlosung uber Vivaspin 2 Saulen (5 MWCO/
PES) wurde gemall Angaben des Herstellers durchgefiihrt

Die Aufkonzentrierung von Proteinen erfolgte ebenfalls durch Zugabe wvom
Ammoniumsulfat bis zu einer Endkonzentration 75 %. Ammoniumsulfat wurde unter
stindigem Ruhren auf Eis zur Probe gegeben. Die ausgeféllten Proteine wurden
anschlieBend durch eine Zentrifugation fir 15 Minuten bei 16400 rpm und 4 °C

pelletiert und in dem gewiinschten VVolumen des entsprechenden Puffers aufgenommen.

Fur die massenspektrometrische Analyse, welche mit Zusammenarbeit mit Fabian Hosp
durchgefuhrt wurde (Kapitel 2.6.11), wurden Proteine durch eine Natriumacetatféllung
aufkonzentriert. Zu 300 pl Proteinextrakt wurden 70 pl 2,5 M Natriumacetat pH 5,0 und
1,63 ml 100 % Ethanol zugegeben. Die Probe wurde kurz gemixt und tber Nacht bei
RT inkubiert. Nach 30-minutige Zentrifugation bei 4 °C und 13000 rpm wurde das
Pellet luftgetrocknet und in dem gewinschten Volumen des entsprechenden Puffers

aufgenommen.

2.6.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Konzentration der l6slichen Proteine nach Bradford (1976) zu bestimmen

wurden je 10 pl Probeldsung in eine Vertiefung einer 96-Loch-Platte pipettiert und mit
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250 pl des 1:5 verdiinnten Roti-Quant Bradford-Reagenz versetzt. Nach 5 Min.
Inkubation bei RT erfolgte die Extinktionsmessung bei 595 nm am Platereader Fluostar
Optima. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand einer Eichgerade hergestellt

mit 0,1 pug/ul, 0,2 pg/ul und 0,4 pg/ul BSA (Rinderserumalbumin).

Die Konzentrationbestimmung fir die Isoelektrische Fokusierung (Kapitel 2.6.8) wurde
mittels 2-D Quant Kit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.6.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer molekularen Masse wurde die
diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli (1970) angewendet. Der Acrylamidgehalt
des Sammelgeles (0,08 M Tris pH 6,8, 0.065 % (w/v) SDS, 0.026 % crosslinker) lag bei
4 % und die des Trenngels (0,37 M Tris pH 8,8, 0.1 % (w/v) SDS, 0.026 % crosslinker)
bei 12,5 %. Die Proben wurden mit 1/5 Volumen 5xLaemmli-Puffer (0,1 M Tris pH 7,0,
5 % (w/v) SDS, 3,63 M B-Mercaptoethanol, 20 % Glyzerin, 0,01 % Bromphenolblau)
versetzt und fir 10 Minuten bei 98 °C denaturiert. Als GrolRenstandard dienten die
Proteinmarker Mark12 von Invitrogen oder ColorPlus Prestained von NEB. Die
Elektrophorese fand im SDS-PAGE Laufpuffer (250 mM Tris pH 8,3, 1,92 mM Glycin,
1 % (w/v) SDS) statt. Die Proteine, wurden im Sammelgel 30 Min. bei 80 V
konzentriert, dann wurde die Spannung auf 120 V erhéht um die Proteine im Trenngel
aufzutrennen. Die Elektrophorese wurde bei Austreten des Bromphenolblaus aus dem
Gel beendet.

2.6.8 Isoelektrische Fokussierung von Proteinen

Um Proteine in der ersten Dimension entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt (IEP)
zu  separieren wurde 2-dimensionale  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
angewendet. Dazu wurde ein Proteinextrakt aus Arabidopsis Blattmaterial hergestellt.
Fir die Extraktion wurden ca. 550 mg Blattmaterial geerntet und im fllssigen Stickstoff
eingefroren und dann mittels Potterhomogenisator RZR 2041 (Heidolph) zerkleinert.
Das Pulver wurde mit 5 ml TCA-Aceton Loésung (10 % (w/v) TCA, 0,07 % B-
Mercaptoethanol in Aceton) versetzt. Die Suspension wurde auf 2 ml Eppendorfgefalie
verteilt, 30 Sekunden im flissigen Stickstoff abgekuhlt, 80 Min. bei -20 °C inkubiert
und danach 15 Min. bei 4 °C, 16400 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen und das Pellet mit 1,5 ml Waschlésung (0,07 % 2-Mercaptoethanol in
Aceton) durch Vortexen oder 5 Min. Ultraschallbad auf Eis resuspendiert. Die Probe
wurde erneut 30 Sec. im flussigen Stickstoff abgekuhlt, 30 Min. bei -20 °C inkubiert
und 10 Min. bei 4 °C und 16400 rpm abzentrifugiert. Der Waschvorgang wurde
nochmal wiederholt und die Probe Uber Nacht bei -20 °C inkubiert. Am ndchsten Tag
wurde die Probe 10 Min. bei 4 °C und 16400 rpm abzentrifugiert. Der Waschvorgang
wurde erneut wiederholt und die Probe 15 Min. bei 4 °C und 16400 rpm abzentrifugiert
und zum Abschluss bei RT getrocknet. Das luftgetrocknete Pellet wurde in 175 pl RL-
Losung (8 M Harnstoff, 2 % CHAPS, 0,005 % Bromphenolblau) durch VVortexen oder 5
Min. Ultraschalbad auf Eis resuspendiert und anschliefend 20 Min. bei 37 °C unter
Schitteln inkubiert. Die Proteinkonzentration des Extraktes wurde mit Hilfe des 2-D
Quant Kit bestimmt (Kapitel 2.6.6). Unmittelbar vor Gebrauch wurde die Probe mit 20
mM DTT und 0,5 % IPG-Puffer versetzt und fur 20 Min. bei RT zentrifugiert. Die
Rehydratisierung eines 7 cm IPG Streifen (pH 3-6 und 5-8) wurde bei 50 V iber Nacht
(Minimum 16 Stunden) in Biorad Protean IEF Kammer durchgefiihrt. Die isoelektrische
Fokusierung wurde durch folgendes Programm erreicht: 40 Min. bei 250 V, 40 Min. bei
500 V, gradueller Anstieg auf 5000 V fir 60 Min., 35.000 Voltstunden bei 5000 V,
Absenken auf 1500 V. Die Streifen wurden bei -20 °C gelagert und am nachsten Tag im
SDS Equilibrierung-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 8,8, 6 M Harnstoff, 30 % Glyzerin, 2
% SDS, 0,005 % Bromphenolblau) equilibriert. Das Auftrennen der Proteine in der 2.
Dimension gemaR dem Molekulargewicht wurde wie unter Kapitel 2.6.7 beschrieben
durchgefihrt.

2.6.9 Visualisierung der aufgetrennten Proteine

Die Farbung mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (Kapitel 2.6.7)
aufgetrennter Proteine erfolgte mit Coomassie-Farbelésung (50 % (v/v) Methanol, 1 %
(v/v) Essigséure, 0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue) fur 30 Min. unter leichtem
Schwenken. Anschlieend wurde es mehrmals mit Entfarbe-Losung (20 % (v/v)
Ethanol, 10 % (v/v)) Essigsdure oder ddH,O gewaschen, bis die Proteinbanden deutlich

sichtbar waren.

Geringkonzentrierte Proteine wurden mit Hilfe der Silberfarbung detektiert. Alle
Inkubations- und Waschschritte erfolgten bei RT auf dem Schiittler. Inkubation des
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PAA-Gels flr 30 Min. in Fixierungslésung (300 ml Ethanol, 50 ml Essigsdure, 650 ml
ddH,O, gefolgt von drei Waschgingen jeweils fiir 10 Min. in 18Q-H,0.
Sensibilisierung fur 1 Min. in Sensibiliesierunglésung (10% Thiosulfat), gefolgt von
zwei Waschgéngen jeweils fiir 1 Min. in 18Q-H,0. AnschlieBend wurde das PAA-Gel
fir 30 Min. in Silbernitratlosung (10 % (w/v) Na-Thiosulfat) fir 30 Min. geschuttelt
und uberschussige Losung anschlielfend durch einen 5 bis 10-sekiindigen Waschschritt
mit 18Q-H,0 entfernt. Die Entwicklung erfolgte in Entwicklunglésung (100 ml 30 %
Kaliumcarbonat, 250 ml 37 % Formaldehyd, 125 pl 10 % Na-Thiosulfat, 525 ml
ddH,0) fir 5-10 Min. Die Reaktion wurde durch eine 30-60-mindtige Inkubation in
Abstopplosung (10 ml Essigsaure, 990 ml ddH,0) beendet. Zum Abschluss erfolgte das

mehrmalige Waschen des Gels in H,0.

Die Silberfarbung wurde ebenso mittels PlusOne Silver Staining Kit (GE Healthcare)
gemal Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.6.10 Immunologische Detektion von Proteinen

2.6.10.1  Herstellung und Aufreinigung eines spezifischen Antikdrpers gegen
AtNAA10p

Das gewiinschte Antigen wurde mittels Metallaffinitatschromatographie aufgereinigt
(Kapitel 2.6.2). Die Fraktion mit der hochsten Proteinkonzentration wurde sterilfiltriert
und flr die Immunisierung des Kaninchens benutzt. Fir die erste Immunisierung
wurden 300 pl des aufgereinigten Antigens mit 300 pl Freunds complete Adjuvanz
(Sigma-Aldrich, Steinheim) und fiir jede weitere Immunisierung mit 300 pl Freunds
incomplete Adjuvanz (Sigma-Aldrich, Steinheim) versetzt. Das erhaltene Blut
(Interfakultdre Biomedizinische Forschungseinrichtung; IBF) wurde nach 24 Stunden
bei 4 °C fir 20 Min bei 4 °C und 10000xg zentrifugiert. Falls notwendig, wurde der
Zentrfugationsschritt wiederholt. Das Serum wurde mit 0,2 % Na-Azid versetzt bei 4 °C

sowie -20 °C gelagert.

Zur Aufreinigung des priméren Antikorpers wurden ca. 0,5 mg des aufgereinigten
Antigens mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.7) aufgetrennt und
anschliefend auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (Kapitel 2.6.10.2). Nach

Lokalisieren des Antigens auf der Membran mittels Ponceau Losung (0,1 % (w/v)
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Ponceau S 5 % (v/v) Essigsaure) wurde ein Streifen der Membran mit dem Antigen in
ein Rohrchen mit ca. 30 ml Blutserum Gberfuhrt und fur 3 Stunden unter leichtem
Schitteln bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran in ein 15 mi-
Réhrchen tberfuhrt und die Elution der am Antigen gebundenen Antikdrper erfolgte mit
2 ml Glycinpuffer (pH 2,4). Dazu wurde die Membran fir 10 bis 15 Sekunden im
Glycinpuffer geschwenkt und anschlieRend mit 100 mM Tris-Puffer pH 7,5
neutralisiert. Der aufgereinigte Antikoérper wurde mit 0,02 % Na-Azid versetzt und bei 4

°C gelagert.

2.6.10.2  Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembrane (Western Blot)

Die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.7) aufgetrennten
Proteine wurden flr 16 h in Transferpuffer (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM Glycin,
0,4 % SDS, 20 % Methanol) bei 45 mA und 4 ° C in einer Mini-ProteanTM-I1I-Zelle
von BIORAD elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran nach (Towbin et al.,
1979) ubertragen. Der Blot bestand vom Minus- zum Pluspol aus einem Schwamm, 2
Lagen Whatmanpapier, dem Gel, der Nitrocellulosemembran, 2 Lagen Whatmanpapier

und einem weiteren Schwamm.

2.6.10.3  Immunologischer Nachweis der Proteine

Durch eine reversible Farbung mit Ponceau-Losung fir 15 Minuten und die
anschlieBende Entfarbung mit ddH,O konnte der Proteintransfer Gberprift und die
Proteine des GroRenstandards (Mark12, Invitrogen) auf der Nitrocellulosemembran
gekennzeichnet werden. AnschlieBend wurde die Membran in einer Blocklosung zur
Absattigung unspezifischer Bindungsplatze inkubiert. Die Membran wurde kurz in
1XTBS gewaschen und fir 90 Min. in einer 1:1000 bis 1:12000-Verdinnung des
Primarantikdpers inkubiert. Zur Entfernung des nicht gebundenen Primérantikdrpers
erfolgten drei 10-minutige Waschschritte mit 1xTBS. Die Nitrocellulosemembran
wurde dann fir 90 Min. in einer 1:10000-Verdinnung des Anti-Kaninchen/Alkalische-
Phosphatase-(AP)-Konjugats (Promega) inkubiert, anschlielend dreimal fir 10 Min. in
1xTBS gewaschen und fur 2 Min. in AP-Puffer (100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NaCl, 5
mM MgCl,) &quilibriert. Die Proteine konnten nun durch die alkalische Phosphatase,
welche am sekundaren Antikdrper konjugiert war, detektiert werden. Dazu wurden 115
mg/ml  5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und 330 mg/ml Nitroblau-
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Tetrazoliumchlorid (NBT) in AP-Puffer auf der Membran bei RT und in Dunkelheit fur
wenige Minuten inkubiert. Sobald Proteinbanden deutlich sichtbar waren, wurde die

Reaktion mit 1 % (v/v) Essigsdure gestoppt.

2.6.11 Massenspektrometrische Analyse

Die Identifizierung durch 2-dimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Kapitel 2.6.8) aufgetrennte Proteine und die Identifizierung der extrahierten Proteine
aus Arabidopsis Blattmaterial (Kapitel 2.3.5) wurde jeweils mit Zusammenarbeit mit
Dr. Thomas Ruppert (ZMBH, Heidelberg) und Fabian Hosp (Dept. Intracellular
Signaling and Mass Spectrometry, Max Delbruck Center for Molecular Medicine,
Berlin) mittels massenspektrometrischer Analyse durchgefiihrt. Die Trypsin verdauten
Peptide wurden in der Abteilung von T. Ruppert mit Hilfe von Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) an einem
Massenspektrometer Bruker Ultraflex analysiert. Die Proteine wurden mit Hilfe der
NCBI Datenbank und Mascot 2.1 (Matrix Science) identifiziert. Peptide eines
Proteinextraktes wurden mittels Nanoflow Liquid Chromatography Tandem Mass
Spectrometry (nanoLC-MS/MS) mit einem Agilent Technologies 1200 nanoflow
System oder einem Eksigent nanoLC-1Dplus System analysiert. Die MS/MS Daten
wurden mit der Arabidobsis thaliana IPI Protein Datenbank Version 3.60 verglichen.
Peptide und Proteine wurden mittels Mascot (Matrix Science, London) und einer

hergestellten Datenbank identifiziert.

2.6.12 In vitro N*-Acetyltransferase-Aktivitatstest

Um die N“-Acetyltransferaseaktivitat von AtNAASOp zu bestatigen, wurde ein in vitro
N®-Acetyltransferase Test (100 pl Reaktionsvolumen) mit dem rekombinanten NAA5Op
(Kapitel 2.6.1.1) durchgefihrt. Das Protein (ca. 4,2 bis 4,8 ug) wurden mit 10 pl 2 mM
Peptid (custom-made peptides von T. Arnesen (Department of Molecular Biology,
University of Bergen, Norwey)), 1 pl [acetyl-3H]-Acetyl-Coenzyme A (37 MBg/ml,
8,14 GBg/mmol; Hartmann Analytic GmbH), 4 pl 5 % BSA und Acetylierungspuffer
(500 mM Tris/HCI pH7,5, 10 mM DTT, 8 mM EDTA) versetzt. Die Sequenz von den
Peptiden betrug 1-24 Aminoséuren, von der die ersten sieben am N-Terminus unikal fir
die N-Acetylierung und die ndchsten 17 identisch mit deren von ACTH waren. Der Mix
wurde auf 100 pl mit Acetylierung-Puffer (500 mMTris/HCI pH 7,5, 10 mM DTT, 8
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mM EDTA) aufgefiillt. Die Probe wurde anschlie3end zwei Stunden bei 37 °C inkubiert
und dann 4 Min. bei RT und 1500xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 100 pl SP
Sepharose (50 % Suspension in 0,5 M Essigsaure) fur 5 Min. inkubiert und danach
erneut 4 Min. bei RT und 1500xg zentrifugiert. Abschlieend wurde das Pellet dreimal
mit 0,5 M Essigsdure und einmal mit 100 % Methanol gewaschen. Die Aktivitat wurde
im Sziutillationszahler anhand der gebundenen Menge von [acetyl-3H]-AcCoA, jeweils
nach 15, 30, 60 und 120 Min. nachgemessen. Es wurden zwei Varianten von Kontrollen
verwendet. Das AtNaalOp wurde einmal 10 Min. bei 95 °C inkubiert um die
enzymatische Aktivitat zu zerstoren. Bei der zweiten Kontrolle wurde das Protein durch
den NAT-E Puffer ersetzt.

Der N“-Acetyltransferase-Aktivitatstest mit AtNAA1Op wurde in Zusammenarbeit mit
T. Arnesen (Department of Molecular Biology, University of Bergen, Norwey)
durchgefihrt. Das Konstrukt pET32a_AtNAAL0 (Linster, 2010) wurde der Gruppe von
T. Arnesen zur Verfugung gestellt. Das AtNAA1Op wurde schlussendlich in den
pETM41-Vektor (G. Stier, EMBL) kloniert und das hergestellte Konstrukt
pETM41 AtNAALO0 flur die Aufreinigung mittels HisTrap Saule und anschlieRende
GroRenausschluss-Chromatographie  verwendet. Das  rekombinante = MBP-
His: AtNAA10-Fusionsprotein wurde erfolgreich aufgereinigt und fir den in vitro N
Acetyltransferase-Aktivitatstest benutzt. Der Aktivitatstest basiert auf dem bereits
beschriebenen Versuch (Evjenth et al., 2009a).

2.7 Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

Lokalisationsstudien mit fluoreszenzmarkierten Proteinen wurden mittels confocal laser
scanning microscopy (LSM 510 META, Zeiss, Oberkochen) bestimmt. Die endogene
Lokalisierung wurde in sieben bis 14 Tagen stabil transformierten (Kapitel 2.3.7.1)
Arabidopsis-Keimlingen durchgefiihrt. Um die Mitochondrien zu farben wurden die
Keimlinge 45 Minuten in 500 nM MitoTracker-Ldsung Orange CM-H,TMRos (M7511)
von Invitrogen (1:20,000 Verdinnung von 1 mM Stammldsung) inkubiert. Fir die
heterologe Lokalisierung wurden N. benthamiana oder N. tabacum verwendet (Kapitel
2.3.7.2). Die Fluoreszenz von EYFP wurde mit 514 nm Wellenléange angeregt und nach
einem Bandpassfilter 520-620 nm detektiert. Autofluoreszenz von Chloroplasten wurde
ebenfalls mit 488 nm angeregt und zwischen 560 und 615 nm aufgefangen. Die Bilder
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wurden durch die Zeiss LSM 510 Software analysiert. Zur weiteren Bearbeitung
wurden die Bilder in voller Auflosung als Tiff-Datei in Adobe Photoshop CS exportiert.

2.8 Statistische Methoden

Bei statistischen Analysen wurden die konstante Varianz und die Normal-Verteilung
der MeRpunkte als Voraussetzung fur die Anwendung der statistischen Methode mit
SigmasStat 3.0 tberprift. Wenn die Stichprobe Normal-verteilt war, wurde der t-Test fur
den Vergleich zwischen 2 Mittelwerten aus unabhangigen Stichproben verwendet. Im
anderen Fall wurde der Mann-Whitney-Test angewendet. Die Signifikanz wurde mit
Hilfe von Sternen dargestellt: P < 0.05>0.01*; P < 0.01 > 0.001**; P < 0.001**%*,
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung der katalytischen Untereinheit des NatA-Komplexes

Die Sequenz der katalytischen Untereinheit des S. cerevisiae NatA-Komplexes, NaalOp
(Yhr013cp) (Proteinsequenz: Anhang 6.1), wurde fur eine Orthologiesuche im
Arabidopsis  Proteom  mittels BLAST Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8,
www.arabidopsis.org) genutzt. Es konnte das Protein At5g13780 identifiziert werden,
das eine deutlich hohere Homologie als andere Proteine aufwies (Anhang 6.2).
Orthologe zu dem AtNAA1Op wurden in Organismen des Pflanzen-, Pilz- und
Tierreiches sowie in Bakterien gefunden: Oryza sativa (86 % Identitat zu Arabidopsis),
Glycine max (81 %), Chlamydomonas reinhardtii (75 %), Physcomitrella patens (87
%), Homo sapiens (67 %), Drosophila melanogaster (68 %), Ceanorhabditis elegans
(67 %), Schizosaccharomyces pombe (61 %), Saccharomyces cerevisiae (44 %),
Synechocystis sp. PCC6803 (40 %) (Abbildung 3.1).

_:A. thaliana (AtNAAlOp)
) G. max

O. sativa
P. patens
C. reinhardtii
S. cerevisiae
—]
S. pombe
C. elegans
D. melanogaster
H. sapiens
[ pPflanzenreich
[ Pilzreich
I Bakterien
[ Tierreich

Abbildung 3.1 Die evolutiondre Verwandtschaft des AtNAA1Op zu niederen und hdéheren
Eukaryoten sowie Cyanobakterien

Die Abbildung zeigt die evolutiondre Abstammung der orthologen NAA10p aus dem Pflanzen-, Tier- und
Pilzreich sowie Bakterien. Die Proteine wurden mittels BLAST Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8,
www.arabidopsis.org) verglichen. Die pflanzlichen Orthologe, G. max (11g16210), O. sativa
(Os04g0635800; NP_001054011.1), P. patens (XP_001781748.1) und C. reinhardtii (XP_001696115.1),
zeigen die hochste Identitdt mit dem AtNAAL1Op. Sie bilden ebenso wie die Pilze S. pombe
(NP_594309.1) und S. cerevisiae (Yhr013cp) zusammen mit den Cyanobakterien Synechocystis sp.
PCC6803 (NP_441109.1) jeweils einen Ast des Stammbaumes. Die Organismen aus dem Tierreich, C.
elegans (NP_501392.1), D. melanogaster (NP_648378.1) und H. sapiens (NP_003482.1), bilden
ebenfalls einen Ast des Stammbaumes.
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3.1.1 Biochemische Charakterisierung von AtNAA10p

Die biochemische Charakterisierung des AtNAA1Op wurde durch Analyse der
konservierten Doméanen und Uberexpression des rekombinanten Proteins in E.coli

durchgefiihrt.

3111 Charakterisierung der Proteinstruktur von AtNAA10p

AtNAA1Op enthélt vier konservierte Motive, A, B, C und D, welche fir die GNAT-
Superfamilie charakteristisch sind (Abbildung 3.2; Kapitel 3.1.3) (Neuwald and
Landsman, 1997; Dyda et al., 2000). Das Arabidopsis NAA1Op hat eine Lange von 192
Aminosduren und zeigt eine hohe Sequenzidentitat mit Proteinen aus dem Pflanzen-,
Pilz- und Tierreich sowie Bakterien (Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2). Der
Aminosaurenvergleich der putativen als auch bereits bekannten NAAI0-
Acetyltransferasen verschiedener Eukaryoten und Prokaryoten zeigt eine deutliche
Konservierung des N-Terminus im Gegensatz zum vergleichsweise schwach
konservierten C-Terminus. Interessanterweise zeigt die ScNaalOp einen Einschub im
Sequenzbereich von 51-100 Aminoséduren im Vergleich zu den anderen analysierten
NaalO-Proteinsequenzen verschiedener Eukaryoten (Abbildung 3.2; 10). Die
Sekundarstruktur des AtNAA1Op wurde mit dem Programm PSIPRED
(www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) vorhergesagt. Das AtNAA1Op scheint aus jeweils

sechs a-Helices und sechs B-Schleifen zu bestehen.
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Abbildung 3.2 Proteinsequenzvergleich zwischen orthologen NAA10-Proteinen

Die Abbildung zeigt den Proteinsequenzvergleich zwischen A. thaliana (At5g13780) und O. sativa
(Os04g0635800; NP_001054011.1), G. max (119g16210), C. reinhardtii (XP_001696115.1), P. patens
(XP_001781748.1), H. sapiens (NP_003482.1), D. melanogaster (NP_648378.1), C. elegans
(NP_501392.1), S. pombe (NP_594309.1), S. cerevisiae (Yhr013cp), Synechocystis sp. PCC6803
(NP_441109.1). Der Aminoséurensequenzvergleich wurde mit dem Programm Vector NT1 9 (AlignX)
durchgefiihrt und die konservierten Aminosdauren wurden grau hinterlegt. Die Sekundérstruktur wurde
mittels PSIPRED vorausgesagt und oberhalb der Proteinsequenz dargestellt: B-Schleifen wurden als
Pfeile und a-Helices als Zylinder markiert. Die konservierten Motive, A, B, C und D, der GNAT-
Superfamilie (Neuwald and Landsman, 1997) wurden unterhalb der Proteinsequenz gezeigt.
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3.1.1.2 Uberexpression und Aufreinigung des rekombinanten AtNAA10p

Das AtNAA1Op wurde mittels C-terminalem Histidin-Tag (His) fur die
Antikorperherstellung aufgereinigt. Dazu wurde der kodierende Bereich der cDNA fur
das AtNAA1Op (Proteinsequenz: Anhang 6.1) vom Klon U15240
(www.arabidopsis.org) mit den Primern 750 und 1002 (Anhang 6.3.3) amplifiziert und
schlussendlich mittels Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) in den Expressionsvektor
pPETG10a kloniert (Expressionskonstrukt: Anhang 6.4A). Das Protein wurde in E.coli
HMS 174 exprimiert und mittels IMAC aus dem Proteinextrakt aufgereinigt (Kapitel
2.6.1.2). Nach einer Aufreinigung aus 250 ml Kulturvolumen unter
Standardbedingungen konnte kein Protein mit dem vorausgesagtem Molekulargewicht
von 23,8 kDa inklusive His-Fusion-Tag aufgereinigt werden (Daten nicht gezeigt). Zur
Optimierung der Expression des rekombinanten AtNAA10p wurde sowohl die Dauer
der IPTG-abhangigen Induktion, die Inkubationstemperatur als auch die Schittelstarke
bei der die Bakterienkulturen angezogen wurden, variiert. ES wurden zwei unabhéngige
Koaufreinigungen aus jeweils 900 ml HMS 174/pETG10a_ AtNAA10 sowie HMS
174/pETG10a_ AtNAALS5 nach einer 18-stiindigen Inkubation bei 18 °C und 180 rpm
durchgefuhrt. Unter diesen Bedingungen konnten zwei Proteine eluiert werden. Ein
Protein mit dem vorausgesagten Molekulargewicht des His:NAA1Op mit einer
Konzentration von ca. 0,4 pug/ul und eins mit einem Molekulargewicht von etwa 60 kDa
mit einer Konzentration von ca. 3,8 pg/pl (Abbildung 3.3A). Letzteres konnte durch
LC-MS/MS als GroEL identifiziert werden (Linster, 2010). Die Gesamtproteinmenge
lag bei ca. 13,74 mg. Um die Proteinausbeute von AtNAA10p zu verbessern wurde das
Kulturvolumen der Bakterien HMS 174/pETG10a_ AtNAAL0 auf 2 Liter erhoht und
die Schittelstarke auf 110 bis 70 rpm gesenkt. Zusatzlich wurde dem LB-Medium 0,5
g/L  o-D-Glukose zugefiigt. Letztendlich konnte His:NAA1Op, infolge einer
Aufreinigung aus 2 L Kulturvolumen sowie 15-stundiger Inkubation bei 18 °C und 110
rpm, zwar nicht rein aber in verhaltnismaRig hoher Konzentration von ca. 0,6 pg/ul

aufgereinigt werden. Die Gesamtproteinmenge lag bei ca. 4,14 mg (Abbildung 3.3B).
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Abbildung 3.3 Aufreinigung von AtNAA10p unter nativen Bedingungen

17=

(A, B) Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung
visualisiert. (A) Die Abbildung zeigt eine Aufreinigung aus 900 ml Kulturvolumen sowie einer 18-
stiindigen Inkubation bei 18 °C und 180 rpm. (1) Rohextrakt [7,5 pg], (2) Durchfluss [7,5 ug], (3-4) das
12-malige Waschen erfolgte mit 80 mM Imidazol. Die Abbildung zeigt die Wachfraktionen 1 [7,5 pg]
und 12 [1ug]. Die Proteine wurden mit 12 ml 400 mM Imidazol von der Sdule eluiert. (5) Die Abbildung
zeigt die zweite Elutionsfraktion [4ug]. (B) Die Aufreinigung aus 2 L Kulturvolumen sowie einer 15-
stlindigen Inkubation bei 18 °C und 110 rpm. (1) Rohextrakt, (2) Durchfluss, (3-5) das 15-malige
Waschen erfolgte mit 50 mM Imidazol. Die Abbildung zeigt Wachfraktionen 1, 8 und 15. (6-8) Die
Proteine wurden mit 8 ml 400 mM Imidazol von der Sdule eluiert. Die Abbildung zeigt die ersten drei
Elutionsfraktionen. Es wurden jeweils 5 g jeder Fraktion aufgetragen.

Die Aufreinigung unter nativen Bedingungen ergab keine reine NAA10-Fraktion und
deshalb wurde eine Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen durchgefuhrt
(Kapitel 2.6.2). Die Reinheit des Proteins wurde durch Auftrennung mittels SDS-PAGE
(Kapitel 2.6.7) und anschlielender Visualisierung mittels Coomassie (Kapitel 2.6.9)
Uberprift. Die Elutionsfraktionen zeigten weiterhin andere Proteine, deren Anteil jedoch
im Vergleich zu NAA1Op gering war (Abbildung 3.4C; 4-6). Um reines NAA1Op zu
gewinnen wurden Elutionsfraktionen, welche mit Puffer E eluiert wurden vereinigt und
erneut aufgereinigt (Abbildung 3.4D). Das His:NAA1Op konnte unter denaturierenden
Bedingungen im Gegensatz zu nativen Bedingungen rein mit einer Konzentration von
ca. 0,8 pg/ul aufgereinigt und deswegen fur die Antikorperherstellung verwendet

werden. Die Gesamtproteinmenge betrug ca. 13,43 mg.
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Abbildung 3.4 Aufreinigung von AtNAA10p unter denaturierenden Bedingungen

(A, B) Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung
visualisiert. (A) (1) Rohextrakt [15 ug], (2) Durchfluss [15 ug], (3) die letzte Waschfraktion [2ug], (4-6)
Elutionsfraktionen: (4) die Proteine wurden mit Puffer D, (5) mit Puffer X, (6) mit Puffer E eluiert. (B)
Die folgende Aufreinigung erfolgte analog zu A. (1-5) Elutionsfraktionen: (1-2) Proteine wurden mit
Puffer X, (3-5) mit Puffer E eluiert. Es wurden zwischen 1 und 5 pg von den Elutionsfraktion
aufgetragen.

3113 Identifizierung potentieller Interaktionspartner von AtNAA10p

Die NAA10-Orthologe in Hefe und Menschen bilden mit einer Anker-Untereinheit den
NatA-Komplex. Interessanterweise unterscheidet sich zum Teil die Struktur des NatA-
Komplexes zwischen den niedrigen und héheren Eukaryoten (Park and Szostak, 1992;
Arnesen et al., 2005b; Arnesen et al., 2009a). Um zu Uberprifen, ob AtNAA1Op
ebenfalls mit anderen Proteinen einen Komplex bildet wurde das Tandem Affinity
Purification (TAP) System genutzt. Das TAP-System ermdglicht die Isolation der
Proteinkomplexe unter nativen Bedingungen und deren Aufreinigung in zwei Schritten
(Rubio et al., 2005). Die AtNAA10 kodierende cDNA (Proteinsequenz: Anhang 6.1)
wurde vom Klon U15240 (www.arabidopsis.org) mit den Primern 750 und 751
(Anhang 6.3.3) mittels PCR amplifiziert und letztendlich mittels Gateway-Klonierung
(Kapitel 2.4.10.1) in den Expressionsvektor pYL436 kloniert. Das dadurch generierte
NAA10-Fusionsprotein tragt einen C-terminalen 9xMyc, 6xHis, 3C Protease und
2xlgG Tag. Das pYL436_AtNAA10-Konstrukt (Anhang 6.4A) wurde stabil in
Columbia Wildtyp Pflanzen (Col-0) transformiert (Kapitel 2.3.7.1). Die Expression des
NAA10-Fusionsproteins erfolgte unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors. In der T1-
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Generation wurden Col-0/pYL436_AtNAA10-Pflanzen mittels Selektion auf AT-
Medium mit Gentamycin (Kapitel 2.3.2) und anschlieBender Western Blot-Analyse
(Kapitel 2.6.10.2) identifiziert. Die Proteine wurden aus acht bis zehn Wochen alten
Transformanten extrahiert (Kapitel 2.6.3) und mittels TAP (Kapitel 2.6.3) aufgereinigt.
Die SDS-PAGE (Kapitel 2.6.7) und die darauf folgende Western Blot-Analyse zeigte
eine Expressionsbande bei ca. 66 kDa statt beim voraussagten Molekulargewicht des
AtNAA10:Myc-His-3CProt.-IgG von 56 kDa (Abbildung 3.5; 1). Nach dem ersten
Aufreinigungsschritt mit Hilfe von IgG-Beads sollten Proteine eluiert werden, welche
bei ca. 42 kDa detektierbar wéren. Nach dem zweiten Aufreinigungsschritt mit Hilfe
von Ni*-Beads konnten Proteine bei ca. 50 kDa statt des vorausgesagten
Molekulargewichts von 41 kDa detektiert werden (Abbildung 3.5A; 7-11). Es ist
auffallend, dass Proteine in jeder Fraktion hoher laufen als erwartet, was eventuell auf
die C-terminale Fusion zuruckzufiihren ist. Mdglicherweise wurde das Protein nicht
vollstandig linearisiert. Die maximale Konzentration der Proteine in den
Elutionsfraktionen betrug 0,06 pug/ul (Abbildung 3.5A; 7). Die Proteinmenge nach dem
ersten Aufreinigungsschritt lag bei 345,5 ug.
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Abbildung 3.5 Aufreinigung von AtNAA10p mittels Tandem Affinity Purification System

(A, B) Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. (A) Anschlieend folgte der
immunologische Nachweis der Proteine mit Hilfe des a-myc-Antikorpers. (B) Die Visualisierung der
Proteine erfolgte mittels Silber-Féarbung. (1) Rohextrakt, (2) ungebundene Proteine nach der Inkubation
mit 1gG-Beads, (3) die letzte Waschfraktion der 1gG-Beads, (4) die Elutionsfraktion von 1gG-Beads, (5)
ungebundene Proteine nach der Inkubation mit Ni**-Beads, (6) der letzte Waschschritt der Ni**-Beads, (7-
11) die Elutionsfraktionen von Ni**-Beads.
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Um die Interaktionspartner des NAA1Op zu identifizieren wurden Proteine aus den
Elutionsfraktionen, nach dem zweiten Aufreinigungsschritt, mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und mit Hilfe der Silber-Farbung (Kapitel 2.6.9) visualisiert (Abbildung
3.5B). Die Identifizierung der neun aufgetrennten  Proteine  mittels

massenspektrometrischer Analyse (Kapitel 2.6.11) war leider erfolglos.

3.1.2 In vitro N*-Acetyltransferase-Aktivitatstest von MBP-His:NAA10p

Ob das AtNAA10p tber eine N*-Acetyltransferaseaktivitat verfligt, wurde mittels N°-
Acetyltransferase-Aktivitatstest bestimmt, der in Zusammenarbeit mit T. Arnesen
(Department of Molecular Biology, University of Bergen, Norwey) durchgefihrt wurde,
wie im Kapitel 2.6.12 beschrieben. Das MBP-His:NAA10p acetyliert in vitro Serin
(Abbildung 3.6A), was mit der vorhergesagten Substratspezifitit des NatA-Komplexes
in Hefe und Menschen Ubereinstimmt (Polevoda et al., 1999; Polevoda and Sherman,
2003a; Arnesen et al., 2009b).
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Abbildung 3.6 N*-Acetyltransferaseaktivitat des Arabidopsis MBP-His:NAA10p

(A) Die Aktivitat des MBP-His:NAA10p wurde im Scintillationszahler anhand der gebundenen Menge
von [acetyl-3H]-AcCoA, jeweils nach 0, 30, 60 und 120 Minuten nachgemessen. Arabidopsis MBP-
His:NAA10p acetyliert in vitro N-terminales Serin. Die SPTP-RRR und MELL-RRR Peptide wurden als
Negativkontrolle verwendet. In B wurde die N*-Acetyltransferaseaktivitdt des MBP-His:NAA1Op
abhéngig von dessen Konzentration verifiziert.

Die SPTP-RRR und MELL-RRR Peptide wurden als Negativkontrollen verwendet und
zeigten dementsprechend keine N®-Acetyltransferaseaktivitat. Das SPTP-RRR Peptid

besitzt an der zweiten Stelle Prolin, das die N-terminale Acetylierung hemmt (Polevoda
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and Sherman, 2003a). Das MELL-RRR ist zwar in Menschen acetyliert aber durch den
NatB-Komplex (Starheim et al., 2008). Man konnte ebenfalls den Zusammenhang
zwischen der Enzymkonzentration und acetylierten Peptiden nachweisen (Abbildung
3.6B).

3.1.3 Subzelluléare Lokalisierung von AtNAA10p in Nicotiana spec.

Die orthologen NaalO-Proteine in Hefe und Menschen gehtren zu den am besten
charakterisierten N-terminalen Acetyltransferasen. Das ScNaalOp ist im Cytosol
(Polevoda et. al., 2008) und das HsNaalOp im Cytosol und Zellkern (Arnesen et al.,
2005b) lokalisiert. Die Lokalisierungsbestimmung von AtNAA10p wurde in Nicotiana
tabacum und Nicotiana benthamiana durchgefihrt. Die AtNAA1O kodierende cDNA
wurde mit den Primern 750 und 751 (Anhang 6.3.3) mittels PCR amplifiziert (Kapitel
3.1.1.3). Das mittels Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) hergestellte
pPK7YWG2_AtNAA10-Konstrukt mit einem C-terminalen EYFP-Fusionsprotein
(Anhang 6.4A) wurde fir die Lokalisierungsstudie  verwendet. Das
pPK7YWG2_AtNAAL10-Konstrukt wurde durch Agrobakterieninfiltration in die
Epidermiszellen von Nicotiana tabacum und Nicotiana benthamiana transformiert
(Kapitel 2.3.7.2). Die transiente Expression des AtNAALO0:EYFP erfolgte unter
Kontrolle des CaMV 35S Promotors. Die heterologe Lokalisierung mit
fluoreszenzmarkiertem NAAL1Op wurde mittels confocal laser scanning microscopy
(CLSM) durchgefiihrt (Kapitel 2.7). Das Protein wird im Cytosol und Zellkern sowohl
in N. tabacum als auch in N. benthamiana exprimiert (Abbildung 3.7). Bei der
Lokalisierungsbestimmung des NAA1Op in N. benthamiana traten gelb fluoreszierende
Punkte auf, die eine mitochondriale Lokalisierung andeuten (Abbildung 3.7D). Aus
diesem Grund ist es notwendig die Lokalisierung des AtNAAL10:EY FP-Fusionsproteins

in A. thaliana zu Uberprufen.
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Abbildung 3.7 Lokalisierung des AtNAA10:EYFP-Fusionsproteins in Nicotiana spec.

Die Abbildungen zeigen eine in vivo Lokalisationsstudie von AtNAA10:EYFP im Blatt von N. tabacum
(A, B) sowie N. benthamiana (C, D). Die transiente Expression von AtNAALO:EYFP wurde mittels
CLSM drei Tage nach Agrobakterieninfiltration analysiert. (A, C) Durchlichtbilder, (B, D) die Detektion
der EYFP-Fluoreszenz wurde gelb, die Autofluoreszenz von Plastiden rot dargestellt. Das
AtNAALO0:EYFP wird in beiden Nicotiana spec. im Cytosol sowie im Zellkern exprimiert. Die gelb
fluoreszierenden unspezifischen Aggregate in D deuten eine mitochondriale Lokalisierung an.

3.1.4 In vivo Charakterisierung der naal0-1 T-DNA-Insertionslinie

Hefe naalO-Mutanten sind lebensfahig, zeigen jedoch verschiedene Phanotypen
beispielsweise verlangsamtes Wachstum, Temperatursensibilitat, Fehler in der
Sporulation sowie beim Eintritt in das Go-Sadium (Whiteway and Szostak, 1985;
Whiteway et al., 1987; Mullen et al., 1989; Park and Szostak, 1992; Polevoda et al.,
1999). Die Bedeutung der N-terminalen Acetylierung durch den NatA-Komplex, bzw.
durch die AtNAA10-Acetyltransferase in Arabidopsis wurde in vivo unter Verwendung
der T-DNA-Insertionslinie naal0-1 (Tabelle 2.1) analysiert. Die T-DNA-Insertionslinie
entstammt der Wisconsin- (Wisc DsLOX289 292G3) Sammlung und enthélt eine T-
DNA-Insertion in dem single copy Gen At5g13780. Die Insertionsstelle der T-DNA-
Linie wurde durch Sequenzierung des naal0-1 PCR-Produkts mittels left border Primer
verifiziert. Die Insertionsstelle der naalO-1 Linie wurde im ersten Intron, 680 bp
unterhalb des Start-Kodons lokalisiert (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8 Struktur des AtNAA10-Gens (At5g13780) mit einer T-DNA-Insertion

Exons wurden als schwarze Boxen und Primer als schwarze Pfeile markiert. Die Insertionsstelle wurde
als Flachenpfeil dargestelit.

3141 Molekulare Charakterisierung der naal0-1 T-DNA-Insertionslinie

Die Pflanzen der naalO-1 T-DNA-Insertionslinie wurden mittels PCR mit zwei
Kombinationen von Primern (Abbildung 3.8; Anhang 6.3.1) genotypisiert. Fur den
Nachweis der T-DNA-Insertion wurden ein genspezifischer Primer (784) und ein
Primer (789), der an die linke Flanke der T-DNA-Insertion bindet, verwendet
(Abbildung 3.9A). Zur Bestétigung des Wildtyp-Allels wurden genspezifische Primer
(784 und 783) verwendet (Abbildung 3.9B). Die durchgefiihrte PCR-Analyse von 39
potentiellen naalO-1-Mutanten wies 36 heterozygote- und zwei Wildtyp-Pflanzen,
jedoch keine homozygoten Pflanzen auf (Abbildung 3.9). Aus diesem Grund wurde die
Keimungsrate der heterozygoten naalO-1-Pflanzen bestimmt. Die Samen der
heterozygoten naalO-1-Pflanze wurden sterilisiert (Kapitel 2.3.1.2) und auf AT-
Medium ohne Selektionsmarker ausgesdt (Kapitel 2.3.1.2). Von den 91 ausgesaten
Samen keimten 23 (25,3 %) nicht, was zusammen mit dem Ergebnis der PCR sehr stark
eine lethale Auswirkung der T-DNA-Insertion im NAA10-Gen andeutet.

Um die Anzahl der Insertionen im At5913780-Gen zu Uberpriufen wurde das
Segregationsmuster der heterozygoten naal0-1-Pflanzen analysiert. Es wurden, in vier
Versuchen, 173 heterozygote naal0-1-Pflanzen mit BASTA selektiert (Kapitel 2.3.2),
66 (38,2 %) der selektierten Pflanzen starben ab. Die Wildtyp-Pflanzen wurden als
Negativkontrolle verwendet. Die Keimungsrate von 75 % und das Segregationsmuster
mit einem anndhernden Verhéltnis von 2:1 von resistenten zu nicht-resistenten Pflanzen

entspricht einem rezessiven Erbgang nach Mendel.
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Abbildung 3.9 Genotypisierung der naal0-1 T-DNA-Insertionslinie

Die Genotypisierung der naal0-1-Mutanten wurde mittels PCR mit zwei Kombinationen von Primern
durchgefiihrt. (A) Die T-DNA-Insertion im AtNAA10-Gen wurde mit einem genspezifischem Primer
(784) und einem left border Primer (789) verifiziert. (B) Das Wildtyp-Allel wurde mit genspezifischen
Primern (784 und 783) nachgewiesen. (1) Negativkontrolle mit H,O, (2, 3) genomischer DNA von zwei
unabhéngigen Wildtyp-Pflanzen, (4, 5) genomischer DNA von zwei unabhéngigen naalO-1-Pflanzen.
Das Wildtyp-Allel konnte mit den genspezifischen Primern amplifiziert werden, was auf heterozygote
naal0-1-Pflanzen hinweist.

3.1.4.2 Charakterisierung der Embryogenese heterozygoter naal0-1-Pflanzen

Um zu Uberprifen, ob die Embryogenese der naalO-1-Pflanzen durch die T-DNA-
Insertion im AtNAA10-Gen beeintréchtigt wurde, wurden Embryonen aus Schoten zwolf
Wochen alten heterozygoten naalO-1-Pflanzen prépariert (Kapitel 2.3.9). Die naal0-1-
Pflanzen wurden die ersten acht Wochen unter Kurztagbedingungen angezogen und
anschlieBend unter Langtagbedingungen (Tabelle 2.2) kultiviert. Die weitere Analyse
der Embryonen erfolgte mittels differential interference contrast (DIC) Mikroskopie
(Kapitel 2.3.9). Von 687 analysierten Samenanlagen der heterozygoten naalO-1-
Pflanzen, die von drei unabhdngigen Experimenten stammten, verblieben 131
Embryonen (19,1 %) in dem globularen Stadium der Embryogenese. Bei den anderen
556 (80,9 %) Embryonen fand eine normale Entwicklung statt (Abbildung 3.10). Die
mikroskopische Analyse der Embryogenese von heterozygoten naalO-1-Pflanzen
zusammen mit der molekularen Charakterisierung der naalO-1-Pflanzen (Kapitel
3.1.4.1) beweist, dass der knock out von AtNAA10 embryoletal ist.
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Abbildung 3.10 Embryogenese heterozygoter naal0-1-Pflanzen

Die Bilder zeigen verschiedene Stadien der Embryogenese von zwdlf Wochen alten heterozygoten
naal0-1-Pflanzen. Die Analyse der Embryonen erfolgte mittels DIC Mikroskopie. 19,1 % Embryonen
arretierten in dem globuléren Stadium der Embryogenese (A), wéhrend 80,9 % Embryonen sich normal
entwickelten (B-E); (B) das Herzstadium, (C) das Torpedo Stadium, (D) friihes upturned-u Stadium, (E)
spates upturned-u Stadium.

3.15 Komplementierung heterozygoter naalO-1-Pflanzen durch

Uberexpression von endogenem NAA10p

Die Charakterisierung der Embryogenese der heterozygoten naalO-1-Pflanzen weist
darauf hin, dass der knock out von AtNAA10 embryoletal ist (Kapitel 3.1.4.2). Aus
diesem Grund konnten mittels PCR keine homozygoten naalO-1-Pflanzen gefunden
werden (Kapitel 3.1.4.1). Aufgrund dessen wurden die BASTA resistenten
heterozygoten naalO-1-Pflanzen (Kapitel 3.1.4) mit dem Kanamycin resistenten
pK2GW7_AtNAA10-Konstrukt (Anhang 6.4A), das die Expression von AtNAA1O0p
unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors vermittelt, stabil transformiert (Kapitel
2.3.7.1). Dazu wurde die AtNAA10 kodierende cDNA mit den Primern 750 und 1002
(Anhang 6.3.3) amplifiziert (Kapitel 3.1.1.2) und schlieBlich mittels Gateway-
Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) in den Expressionsvektor pK2GW?7 kloniert. In der T1-
Generation wurden zwei homozygote naalO-1/pK2GW7_AtNAA10-Pflanzen mittels
Selektionsanalyse auf AT-Medium mit Kanamycin (Kapitel 2.3.2) und anschlieBender
PCR (Kapitel 3.1.4.1) identifiziert. In der T2-Generation wurden Pflanzen der zwei
unabhéangigen naal0-1/pK2GW7_AtNAALO-Linien charakterisiert. Die
Transformanten beider Linien wuchsen vergleichbar zu Wildtyp-Pflanzen (Col-0),
welche als Kontrolle verwendet wurden. Alle analysierten Pflanzen wurden unter
Kurztagbedingungen angezogen (Tabelle 2.2). Der Ph&notyp von naalO-1-Mutanten
wurde grundsatzlich komplementiert (Abbildung 3.11A, Bilder von Linie 4 nicht
gezeigt). Die wenigen Ausnahmen der Linie 21 zeigten teilweise chlorotischen
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Phénotyp der Blattadern im Vergleich zu Col-0-Pflanzen (Anhang 6.6). Von den
komplementierten Pflanzen beider Linien wurde zusétzlich Frisch- und Trockengewicht
im Vergleich zu Col-0-Pflanzen bestimmt. Die Entwicklung und die Wachstumsrate

aller komplementierten Pflanzen waren vergleichbar mit der der Col-0-Pflanzen
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Abbildung 3.11 Komplementierung des naal0-1-Ph&notyps mit AtNAA10p

Die Bilder zeigen acht Wochen alte, unter Kurztagbedingungen angezogene, repréasentative Wildtyp-
Pflanzen (Col-0) und naal0-1/pK2GW7_AtNAA10-Pflanzen der Linie 21 (A) und deren Frischgewicht
(n=8) (B). Bilder von den neun Wochen alten Col-0-Pflanzen im Vergleich zu naal0-
1/pK2GW7_AtNAA10-Pflanzen der Linie 4 wurden nicht gezeigt. Die Pflanzen beider transformierten
Linien entwickelten sich jedoch vergleichbar zu Col-0-Pflanzen. In C wurde das Frischgewicht von neun
Wochen alten Col-0-Pflanzen (n=6) und naalO-1/pK2GW?7_AtNAA10-Pflanzen der Linie 4 (n=3)
dargestellt.

61



Ergebnisse

3.1.6 Komplementierung heterozygoter naal0-1-Pflanzen durch
Uberexpression des S. cerevisiae Naa10-Orthologs

Heterozygote naalO-1-Pflanzen wurden mit einem Konstrukt stabil transformiert
(Kapitel 2.3.7.1), welches die konstitutive Expression des NaalOp aus dem
unizellul&ren niederen Eukaryoten S. cerevisiae erlaubt. In den folgenden Generationen
sollte Gberpriift werden, ob homozygote naalO-1-Pflanzen durch die Expression des
ScNaalOp die Embryogenese abschlieRen kdnnen. Dazu wurde der kodierende Bereich
des Naal0-Gens (Yhr013cp) von S. cerevisiae genomischer DNA mit den Primern 752
und 1111 (Anhang 6.3.3) vervielféltigt und letztendlich mittels Gateway-Klonierung
(Kapitel 2.4.10.1) in den Expressionsvektor pK2GW?7 kloniert (Expressionskonstrukt:
Anhang 6.4A). In der T1-Generation konnten, nach einer Selektionsanalyse auf AT-
Medium mit Kanamycin (Kapitel 2.3.2) und anschlieBender PCR-Analyse, sechs
heterozygote naal0-1/pK2GW?7_ScNaal0-Pflanzen gefunden werden. Alle analysierten
Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen angezogen (Tabelle 2.2). Um das
SCNAAL1O0-Transkript in den transformierten heterozygoten naal0O-1-Pflanzen
nachzuweisen wurde eine semiquantitative Transkriptionsanalyse durchgefuhrt (Kapitel
2.4.1). Von drei acht Wochen alten heterozygoten naal0O-1/pK2GW7_ScNaalO-
Pflanzen wurde die RNA extrahiert (Kapitel 2.3.4) und die cDNA synthetisiert (Kapitel
2.4.9). AnschlieBend wurde SCNAA10 mit den genspezifischen Primern 1522 und 1523
(Anhang 6.3.2) amplifiziert. Bei allen analysierten naalO-1/pK2GW?7_ScNaalO-
Pflanzen wurde das ScNAA10-Transkript nachgewiesen. Als Negativkontrolle wurden
Wildtyp-Pflanzen (Col-0) verwendet (Abbildung 3.12A). Das konstitutiv exprimierte
Transkript des Aktingens wurde mit Aktinspezifischen Primern 364 und 436 (Anhang
6.3.2) amplifiziert und zur Quantifizierung der ScNAA1O0-Transkriptmenge genutzt
(Abbildung 3.12B).
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Abbildung 3.12 Semiquantitative RT-PCR-Analyse von ScNaalOp exprimierenden heterozygoten
naalO-1-Pflanzen

Die Transkription des ScNaal0 (Yhr013cp) (A) und Aktingens (At5g09810) (B) wurde in Blattern von
drei unabhdngigen naalO-1/pK2GW?7_ScNaalO-Pflanzen, 2, 3 und 6, durch semiquantitative RT-PCR
untersucht. Die Wildtyp-Pflanzen (Col-0) wurden als Negativkontrolle verwendet. Alle analysierten
Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen angezogen. Das SCNAA10-Transkript wurde mit den Primern
1522 und 1523 (A) und das konstitutiv exprimierte Transkript des Aktingens mit den Primern 364 und
436 (B) amplifiziert. Das SCNAA10-Transkript konnte in den transformierten heterozygoten naal0-1-
Pflanzen nachgewiesen werden.

In der T2-Generation wurden insgesamt 118 Nachkommen der drei naalO-
1/pK2GW?7_ScNaalO-Pflanzen mittels PCR analysiert. Es konnten keine homozygoten
naal0-1/pK2GW?7_ScNaalO-Pflanzen identifiziert werden. Aus diesem Grund wurde
die Embryogenese der naalO-1/pK2GW?7_ScNaalO-Pflanzen mittels differential
interference contrast (DIC) Mikroskopie (Kapitel 2.3.9) untersucht. Es wurden
Embryonen aus Schoten zwolf Wochen alten  heterozygoten naalO-
1/pK2GW?7_ScNaalO-Pflanzen prépariert (Kapitel 2.3.9). Als Kontrolle wurden
Embryonen der heterozygoten naal0-1-Pflanzen genutzt (Kapitel 3.1.4.2). Die Pflanzen
wurden die ersten acht Wochen unter Kurztagbedingungen angezogen und anschlieRend
unter Langtagbedingungen kultiviert (Tabelle 2.2). Von 311 analysierten Samenanlagen
der heterozygoten naalO-1-Pflanzen arretierten 67 Embryonen (21,5 %) im globuldren
Stadium der Embryogenese, wéhrend 244 Embryonen (78,5 %) sich normal
entwickelten (Abbildung 3.13A). Die Embryogenese der naal0-1/pK2GW?7_ScNaal0-

Pflanzen von drei unabhangigen Linien verlief vergleichbar wie bei der heterozygoten
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naalO-1-Kontrolle. Es wurden jeweils 144, 299 und 277 Samenanlagen analysiert. 30
(21,4 %) Embryonen der zweiten (Abbildung 3.13B), 68 (22,7 %) der dritten
(Abbildung 3.13C) und 56 (20,2 %) Embryonen der sechsten (Abbildung 3.13D)
transformierten Linie verblieben im globuléren Stadium der Embryogenese. Bei den
anderen 114 (78,6 %), 231 (77,3 %) und 221 (79,8 %) untersuchten Embryonen fand
eine normale Embryogenese statt (Abbildung 3.13B, C, D). Der Phénotyp der
homozygoten naalO-1-Pflanzen konnte durch die Expression von ScNaalOp nicht
komplementiert werden, was auf mdogliche funktionelle Unterschiede der NaalO-

Acetyltransferasen in niederen und hoheren Eukaryoten hinweist.

78,5%

heterozygote naa10-1/pK2GW7_ScNaa10-Pfl.
(Linie 2)

Og pm -
¥ n‘? / 8% i :
heterozygote naa10-1/pK2GW7_ScNaa10-Pfl. heterozygote naa10-1/pK2GW7_ScNaa10-Pfl.
(Linie 3) (Linie 6)

Abbildung 3.13 Komplementierung heterozygoter naalO-1-Pflanzen mit dem orthologen NaalOp
aus Hefe

Die Bilder zeigen verschiedene Stadien der Embryogenese von zwdlf Wochen alten heterozygoten
naal0-1- (A) und naal0-1/pK2GW?7_ScNaal0-Pflanzen dreier unabhangigen Linien (B-D). Die Analyse
der Embryonen erfolgte mittels DIC Mikroskopie. Die Embryogenese der transformierten heterozygoten
naal0-1-Pflanzen verlief vergleichbar mit den heterozygoten naalO-1-Pflanzen, die als Kontrolle
verwendet wurden. Uber 20 % der analysierten Embryonen arretierten im globuldren Stadium der
Embryogenese, welches mit dem weien Pfeil markiert wurde. Die anderen Embryonen entwickelten sich
normal, was als Herzstadium gezeigt wurde.
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3.2 Identifizierung der Anker-Untereinheit des NatA-Komplexes

Als Referenz fir eine Orthologiesuche nach der Anker-Untereinheit des NatA-
Komplexes im Arabidopsis Proteom wurde die Sequenz des Saccharomyces cerevisiae
Proteins Naal5 (Ydl040cp) (Proteinsequenz: Anhang 6.1) benutzt. Mit dem BLAST
Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8, www.arabidopsis.org) konnten zwei Proteine,
At1g80410.1 und At1g80410.2, identifiziert werden, die eine deutlich hohere
Homologie als andere Proteine aufwiesen (Anhang 6.2). Orthologe zu dem AtNAA15p
konnten genauso wie bei der katalytischen Untereinheit des NatA-Komplexes (Kapitel
3.1) in Eukaryoten unterschiedlicher Entwicklungsstufen identifiziert werden.
AtNAA15-Orthologe wurden in Oryza sativa (66 % Identitdt zu Arabidopsis) , Glycine
max (72 %), Chlamydomonas reinhardtii (63 %), Physcomitrella patens (55 %), Homo
sapiens (41 %), Drosophila melanogaster (39 %), Ceanorhabditis elegans (35 %),
Schizosaccharomyces pombe (33 %) sowie Saccharomyces cerevisiae (30 %) bestimmt
(Abbildung 3.14).

A. thaliana (AtNAA15p)
G. max

O. sativa

P. patens

—]

C. reinhardtii

I D. melanogaster
H. sapiens
C. elegans

S. cerevisiae
I S. pombe

[ Pflanzenreich
[ Tierreich
1 pilzreich

Abbildung 3.14 Die evolutiondre Verwandtschaft des AtNAA15p zu niederen und hoheren
Eukaryoten

Die Abbildung zeigt die evolutiondren Beziehungen der orthologen NAA15p aus dem Pflanzen-, Tier-
und Pilzreich. Die Proteine wurden mit dem BLAST Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8,
www.arabidopsis.org) verglichen. Die pflanzlichen Orthologe, G. max (079g03850), O. sativa
(0Os01g0617500; NP_001043582.1), P. patens (XP_001764313.1) und C. reinhardtii (XP_001698064.1),
zeigen deutlich hohere Identitat mit dem AtNAAL5-Protein als die Orthologe des Tier- (D. melanogaster
(NP_573384.1), H. sapiens (NP_476516.1) und C. elegans (NP_497180.3)) und des Pilzreiches (S.
cerevisiae (Ydl040cp) und (S. pombe (NP_588160.1)). Die pflanzlichen Orthologe sowie die Orthologe
aus dem Tier- und Pilzreich bilden jeweils einen Ast des Stammbaumes.
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3.2.1 Biochemische Charakterisierung von AtNAA15p

Die biochemische Charakterisierung der Anker-Untereinheit des NatA-Komplexes
wurde durch Analyse der konservierten Dominen und Uberexpression des
rekombinanten AtNAA15p in E.coli durchgefiihrt.

3211 Charakterisierung der Proteinstruktur von AtNAA15p

Das Arabidopsis NAA15p hat eine L&nge von 897 Aminosduren und zeigt dhnlich wie
die katalytische Untereinheit des NatA-Komplexes, AtNAA10p (Kapitel 3.1), eine hohe
Sequenzidentitat mit den orthologen Proteinen niederer und hoherer Eukaryoten
(Abbildung 3.14 und Abbildung 3.15). AtNAA15p enthélt ahnlich wie die orthologen
Proteine in Hefe (Gendron et al., 2000; Choi et al., 2001; Fluge et al., 2002) und
Menschen (Arnesen et al., 2005b) TPR-Motive, welche unter anderem die Protein-
Protein-Interaktion ermdoglichen (Abbildung 3.15). Durch den
Aminoséurensequenzvergleich innerhalb der putativen als auch bereits bekannten
NAA15-Acetyltransferasen verschiedener Eukaryoten konnte man eine deutliche
Konservierung des N-Terminus im Gegensatz zu dem schwach konservierten C-
Terminus erkennen. ScNaal5p (Abbildung 3.15; 10) zeigt genauso wie das ScNaalOp
(Abbildung 3.2; 10) einen Einschub in der Sequenz, im Bereich von 548-576
Aminosduren, im Vergleich zu den anderen analysierten Eukaryoten. Interessanterweise
zeigt der zweite Pilz, S. pombe (Abbildung 3.15; 9) eine verkirzte Aminosaurensequenz
im Vergleich zu den anderen Eukaryoten mit Ausnahme der Grinalge C. reinhardtii
(Abbildung 3.15; 4), deren Proteinldange 95 Aminosauren betragt. Die Sekundarstruktur
des AtNAA15p wurde mit dem Programm PSIPRED (www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred)
vorausgesagt. Das AtNAAL5p scheint ausschlieBlich aus 44 a-Helices zu bestehen.

1 50

( O— O—

1 - MGASLPPKEANLFKLIVKSYETKQYKKGLKAADAILK--
2 MGSSLPAKEANLFKVIVKSYETKQYKKGLKAADSILK--
3 - MGASLPPKEANLFKLIVKSYETKQYKKGLKAADAILK--
4 - MSTPQPTQPLPSKEAVLFKHVLRFHELKOQYKKAIKTADQILK--
5 - ——-——- MGGPVLPPKEANLFKLIVKSYETKOYKKGLKASDQILR--
6 -—-—--———- MPAVSLPPKENALFKRILRCYEHKQYRNGLKFCKQILSNP
7 —-——----—= MPSSDPLPPKEGALFRKLLKCYELKQYKNGLKLAKQILSNP
8 ---MPTPPGQSSSQPLPAKELGYFKKIVKSYEQKQYKAGLKFAQKILTSP
9 - MAKVQLSPKEITLFRTALKCYETKQYKKGLKAIEPLLER-

10 MSRKRSTKPKPAAKIALKKENDQFLEALKLYEGKQYKKSLKLLDAILK--
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KFPDHGETLSMKGLTLNCMDRKSE-—-—-—--- AYELVROGLKNDLKSHVCWH
KFPEHGETLAMKGLCLRLMTPDTDKEKKEEAYELVRKGVKCDLKSHVCWH
KFPEHGETLAMKGLTLNCMDRKPE-———-— AYELVRKGLKNDLKSHVCWH
KFAEHGETLAMKGLTLNCLGKKEE-—-—-—---— AYELVRRGLRNDLKSHVCWH
KYMEHGETLAMKGLTLNGLGRREE-———---— AYKYVRLGLRNDLRSHVCWH
GFAEHGETLAMKGLILNCMGKLQE--—-—-—- AQDCVRRGLVSDLRSYVCWH
-HPEHGESLAIKGILLHSLGNTKEG--—---- YDNVRLGLRNDVGSGVCWH

KDGSHVDSLALKGLDLYSVGEKDDAAS---YVANAIRKIEGASASPICCH

101 150
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VLGLLYRSDREYREAIKCYRNALRIDPDNLEILRDLSLLOAQMRDLSGEV
VYGLLYRSDREYREAIKCYRNALRIDPDNIEILRDLSLLOAQMRDLSGEV
VYGLLYRSDREYREAIKCYRNALRIDPDNIEILRDLSLLQAQMRDLSGEV

VYGLLYRSDRDYREAIKCYRCALRIDPENIQILRDLSLLOAQMRELPGEV
VYGLLOQRSDKKYDEAIKCYRNALKWDKDNLQILRDLSLLOIQMRDLEGYR
VYGLLOQRSDKKYDEAIKCYRNALKWEKDNLOQILKDLSLLOIQMRDLEGYK
VEGLIQKTEKKYDEAIKAYKRALMLEKDNLOILRDLSLLOTHIRDYDGYL
IFGLISRADKDYVOAAKCYINAHKLEKNNSSLLRDLALLOSQLROYKALA
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151 200
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ETROQLLTLKPNHRMNWIGFAVSOHLNANASKAVEILEAYEGTLEDDYPP
ETROQOLLTLKPNHRMNWIGFAVAHHLSSNSSKAIEVLEAYEGTLEDDYPP
ETROQOLLTLKPNHRMNWIGEFSVAHHLNSNSFKAVEILEAYEGTLDEDHPP
ETRROLLTLKPSHRNNWIGFATAHHVNQOPAMAVNILDAYEGTLEEDFPP
ETRYQLLOLRPAQRASWIGYAIAYHLLEDYEMAAKILEEFRKT--QQTSP
ETRHELFTLRPSOHASWIGFAMSYHLLGDYDMANSILETESQ---SQTSTI
SSKYELLQLROTORVSWLGY IVAHHLLKEHNLALGIMAEYIKN----NTP
DTRNALLODNPGVRANWSALAVAQFLRGEYASAYKIVDAFESTINQGVPV
VSRKKYWEAFLGYRANWTSLAVAQODVNGERQQAINTLSQFEKLAEG-KIS

201 250
< O———(C— 10—
ENELTEHTEMILYKVSLLEESG————-— SFDKALEELHKKEPKIVDKLSYK
ENERYEHSEMLLYKISLFEECG————— MLDRALEEMOKKESKIVDKLSER
ENERCEHGEMLLYKISLLEECG———--— FLERALEELHKKESKIVDKLVYK
ESERYEHGEMLLYKATLLEEAG-———-- HPEKALEELAKKEGKIVDKLGLR
DKVDYEYSELLLYCONQVLREAG————-— LYREALEHLCTYEKQICDKLAVE
EAHDYRHSELLLYONQILTESN-———-— RLOQOAVDHLTKYOGOIVDKLAVR
SGYDFEFSELILYONLIMREAG-——--— LPDVALCKLEENSTHIVDKVAYM
DTQO--EESEAMLEMNIVITLKKD=-——-~— GVEDAYKHLLSTEKKVLDRVAEL

DSEKYEHSECIMYKNDIMYKAASDNQDKLONYVLKHLNDIEPCVFDKEGLL
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SSDOIEKLNALYQSLSEQYTRSSAVKRIPLDEFLOD-ENFKEAVAKYIKPL
STDDVDRLCELYSSLKEEYGWSSAVKRIPLDFLEG-EKFOEAADNYVRPL
SPDQIDRLDSLYKTLVOQYKWSSAVKRIPLDFLOG-GQFREAADSYIRPL
TSEQVEKLVKLYDDLREKYPRSAAAKRIPLDFLEE-DAFKAAVSLYVRPFE
—-——-MLERLKIYEEAWTKYPRGLVPRRLPLNFLSG-EKFKECLDKEFLRMN
-——-SSAVVSIYRVFQEQYPRALCPRRLPLNIANG-DEFRVVTDEYLRRG
—-—-—--PKAQLAMLDGLAEKFKRAAAPRRLALYILVEG-EELRRRLHEWMIPM
KVLDSAEWLNLYSQLAKRYPKSECPTRLPLEKLEG-DEFLTHVDLYLRKK
—-——-DNKLKKALYGKLEOQFYPRCEPPKFIPLTFLODKEELSKKLREYVLPQ

351 400
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LTKGVPSLESDLSSLYDHPRK--PDILEQLVVEMKHSIGTTGSEFPGSDVK
LTKGVPSLEFSDLSPLYEQPGK--ANILEELFLKLERSIRTSGCFPGSSHT
LTKGVPSLEFSDLSSLYNHPGK--ADILEQLILELEHSIRMSGHYPGRTDK
LKKGVPSLEFTDLRPLYSNPRK--VEIMEEVFLEVSQSLOSTKTESGSSDI
FSKGCPPVENTLRSLYKDKEK--VAITIEELVVCYETSLKSCRLENPNDDG
LRKGIPPLEFVNVRTLHQIPER--AAVIEELALOYFENLTRSGHESREDAD
LRKGAPSLFASLVPLYKYPOK--QAVIESLITEYVKKMDDEGYGNVSLDG
LKRGIPSVEFVDVKSLYKDTKK--CKVVEDLVSKYASSLSTTNKESEDDDN
LERGVPATFSNVKPLYQRRKSKVSPLLEKIVLDYLSGLDPT-———-—-————

401 450
E-—-—-—- PPSTLLWTLFFLAQHYDRRGQYDVALCKIDEATIAHTPTVIDLYS
E-———- PPSTLLWTLELISOHYDRRGOYDIALDKIDEAISHTPTVIDLYS
E-———- PPSTLMWTLEFLLAQHYDRRGQYEIALSKIDEAIEHTPTVIDLYS
E-—-—- APSTYLWTLYLLAQHEFDKRROYEKAHSYINLAIEHTPTVIDLYL

K---EEPPTTLLWVQYYLAQHYDKIGQPSIALEYINTAIESTPTLIELEL
AGIPVEPASALVWTALFLAQHYDYMRDTDRALEYINVAIDHTPTLIELLT
KDQECEPPTTALWLYVLASHHEDRCGMTOLALNY IERAIOHTPTVVENYM
S—--QIEIPTTLLWTYYFLAQHFDHVGELEKAEKYVDLAIDHTPTLVELEM
————— ODPIPFIWTNYYLSOHFLFLKDEPKAQEYIDAALDHTPTLVEEYT
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—————————————————————————— GDLGRALKKFLAVEKHYADISEDQ
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—————————————————————————— GNLGKALKKYLSVEKHYNDMVEDQ
—————————————————————————— NKFGEALKKCHEIERHEIEITDDQ
—————————————————————————— GRWGESLKKCHEVERHEAEIVEDQ
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—————————————————————————— KKFALALKRESTVFKIEDTWADDQ
SLKKEVESDKSEQTANDIKENQWLVRKYKGLALKRENAT PKFYKOFEDDQ
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FDFHSYCLRKMTLRSYVDMLKFQDRLHSFPYFHKAAIRAIRCYLKLHDSP
FDFHSYCLRKMTLRAYVSMLKFQDRLHAHEYFHKAAAGAIRCYMKLHDSP
FDFHSYCLRKMTLRTYVEMLKFQODQLHSHAYFHKAAAGAIRCYIKLHDSP
FDFHTYCLRKMTLRAYIRMLRFODHLHSHRFFFRAATSAIRCYIKLHDSP
FDFHTYCMRKITLRSYVDLLKLEDVLROQHPFYFKAARIAIETIYLKLHDNP
FDFHTYCMRKMTLRAYVGLLRLEDVLROHPEYFKAAKCAIEVYIRLYDKP
YDFHTYCLRKMTLCSYIRLLRMCDKLRDADYYYOGAKLAIKIYLRMIDRP
FDFHFFAFRKGSLRTYLDLMSWEDSVYDDPSFREAAQGSIEIYFALFDLP
LDFHSYCMRKGTPRAYLEMLEWGKALYTKPMYVRAMKEASKLY FOMHDDR
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70



Ergebnisse

851 900
( O— = O

LVHRAAYAEMLYILDPSKKTEAIKIIEDSTNKVVQTNE---ALGQOAREWK
LTHRAAAAEMMYLLEPDKKLEAIKLIEDSVNSTASGNS---VLGPVNEWK
LMHRAAFAEILHILDSNRKSEAVKEVEDSTNNIVPRNG---ALGPIREWN

LPHRLSAAKMVYYLDPSSQKRAIELATTLDES--LTNR--—-—---—-— NLQT
ILHLYEGARSLYELDNS--KKAAATIKLVISFN--LAKL---—-—-—--— RLEE
FAHRLAYAEAQYSIDSS--TNLISWILKSIEDSKVNGR---—--—-—-- SLKM

QOWoO~NOOOPA~WNE

1

901 950
( O~ O

LKDCIAVHTLLDTVLLDSOAASRWKSRCAEYFPCSTHFEGKHCSLMP-DS
ILDCIDVHKLLETIFGDQDVANSWKARCAEYFPYSTYFEGIKSASAAYCS
LTDCIAVHKLLETVLADQDAGLRWKVRCAEYFPYSTYFEGCHSSASP-NS
LKDCIAVHHFLEAFK--DETASKWSARCEELEPYSTYFKGAKSSATLGVA
CMEVLEALYDG-SLGDCKEAAEIYRANCHKLFPYALAF--M--—-——--———
ATKIYTALRDGDVFGECEAEAASYOQACHQRFQYARIFRNVEELEAQLQE
MIKLKDGIEYGKYGKWSKDDMEKLRKQVHSLEFPLSLDEGGGVQHKSASAA

QOO ~NOOUAWNE

1

951 1000

VYNSSRKSNENGDTPNHPMG-—--—-—--—-- QTELSDGQLEAFKSLSVAT---
VANSLEDSSENGIVANAQMKS----ADGETCTLNGTVHIVDELSNLSIR-
AFSQLRKNSEN-ESLNHSVDG----QONVGSITSNGKLEAFKDLTI--—---

KEAAKLRAEEEQQQLIHVDSS----- EPVSVLATAAAAS-——-———=—=-
P SAE TN~ = === = — — o o oo

QOWoO~NOUDMWNLE
|
|
|
|
U
J
@
=~
=
=
g
=
=~
H
=]
<
=
@
g
W
%
|
|
|
|
|
>
=1
b
=
=
=
b
Z
=
H
|
I
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|

Abbildung 3.15 Proteinsequenzvergleich zwischen orthologen NAA15-Proteinen

Die Abbildung zeigt den Proteinsequenzvergleich zwischen A. thaliana (At1g80410.1), O. sativa
(0Os01g0617500; NP_001043582.1), G. max (07g03850), C. reinhardtii (XP_001698064.1), P. patens
(XP_001764313.1), H. sapiens (NP_476516.1), D. melanogaster (NP_573384.1), C. elegans
(NP_497180.3), S. pombe  (NP_588160.1) und S. cerevisiae  (YdI0O40cp).  Der
Aminosdurensequenzvergleich wurde mit dem Programm Vector NT1 9 (AlignX) durchgefuhrt und die
konservierten Aminosdauren wurden als graue Felder markiert. Die VVoraussage der Sekundarstruktur des
AtNAA15p erfolgte mittels PSIPRED und wurde oberhalb der Proteinsequenz dargestellt. Die
Sekundérstruktur besteht aus 44 a-Helices. Die TPR-Motive (NCBI) des AtINAA15p wurden oberhalb der
Sekundérstruktur markiert.
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3.2.1.2 Uberexpression und Aufreinigung des rekombinanten AtNAA15p

Die AtNAA15 kodierende cDNA (Proteinsequenz: Anhang 6.1) wurde vom Kilon
U11066 (www.arabidopsis.org) mit den Primern 764 und 921 (Anhang 6.3.3)
amplifiziert und letztendlich mittels Gateway-Klonierung in den Expressionsvektor
pETG10a mit einem N-terminalen 6xHis-Fusion-Tag (Expressionskonstrukt: Anhang
6.4B) Kkloniert. Das Protein wurde in E.coli HMS 174 exprimiert und mittels IMAC aus
Proteinextrakten  aufgereinigt. Es  wurden  zwei  Aufreinigungen  unter
Standardbedingungen durchgefiihrt: eine aus 500 und die zweite aus 600 ml
Kulturvolumen plus 0,5 g/L a-D-Glukose. Die Auftrennung mittels SDS-PAGE
(Kapitel 2.6.7) und die anschliefende Visualisierung mit Coomassie-Farbung (Kapitel
2.6.9) zeigten im Rohextrakt, Waschfraktionen sowie Elutionsfraktionen kein Protein
mit dem vorausgesagten Molekulargewicht von 104,2 kDa inklusive His-Fusion-Tag
(Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden jeweils aus 900 ml HMS
174/pETG10a_AtNAA1S5 sowie HMS 174/pETG10a_AtNAA10 zwel
Koaufreinigungen mit beiden Untereinheiten des NatA-Komplexes durchgefthrt. Nach
einer 18-stiindigen Inkubation bei 18 °C und 180 rpm sowie unter Standardbedingungen
konnte das NAA15p nicht aufgereinigt werden (Kapitel 3.1.1.2: Abbildung 3.3A). Die
Induktionskontrolle der Gesamtproteinen zeigte dagegen eine Expressionsbande bei ca.
105 kDa, was dem His:NAA15p entspricht und darauf hindeutet, dass das Protein sich
in den unldslichen Fraktionen befindet (Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16 Induktionskontrolle des His:NAAL15-Fusionsproteins

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE (12,5 %) aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung visualisiert.
Die Induktionskontrolle wurde bei 37 °C bei 220 rpm durchgefiihrt Die erste Spur zeigt die exprimierten
Proteine vor der Induktion mit IPTG. Die zweite Spur zeigt die exprimierten Proteine 30 Minuten, die
dritte eine, die vierte zwei, die funfte drei, die sechste vier und die siebte Spur flinf Stunden nach der
Induktion. Schon nach 30 Minuten konnte man die Expressionsbande des His:NAA15-Proteins mit dem
vorausgesagten Molekulargewicht von 104,2 kDa erkennen.

3.2.2 Subzellulare Lokalisierung von AtNAA15p in Nicotiana spec.

Die Anker-Untereinheit des NatA-Komplexes in Hefe und Menschen gehért genauso
wie die katalytische Untereinheit des Komplexes zu dem umfangreich charakterisierten
Arabidopsis Ortholog. Das ScNaal5p (Polevoda et. al., 2008) ist ebenso wie das
HsNaal5p (Arnesen et al., 2005b) im Cytosol lokalisiert. HsNaal5p wird auch schwach
im Zellkern exprimiert (Arnesen et al., 2005b). Die Lokalisierungsbestimmung des
Fluoreszenzmarkierten AtNAA15p wurde mittels confocal laser scanning microscopy
(CLSM) (Kapitel 2.7) in Nicotiana tabacum und Nicotiana benthamiana durchgefiihrt.
Dazu wurde die AtNAA15 kodierende cDNA (Kapitel 3.2.1.2) mit den Primern 764 und
765 (Anhang 6.3.3) amplifiziert und schlieflich mittels Gateway-Klonierung (Kapitel
2.4.10.1) in den Expressionsvektor pK7YWG2, mit einem C-terminalen EYFP-Tag
(Expressionskonstrukt: Anhang 6.4B) kloniert. Das pK7YWG2_AtNAA15 wurde durch
Agrobakterieninfiltration in Epidermiszellen von Nicotiana spec. transformiert (Kapitel
2.3.7.2). Die Expression des AtNAA15:EYFP erfolgte unter Kontrolle des CaMV 35S
Promotors. Das Protein wird sowohl in N. tabacum als auch in N. benthamiana im
Cytosol und Zellkern exprimiert (Abbildung 3.17). Die Expression des NAA15:EYFP

im Zellkern von N. benthamiana war jedoch sehr schwach. (Abbildung 3.17D).
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Abbildung 3.17 Lokalisierung des AtNAA15:EYFP-Fusionsproteins in Nicotiana spec.

Die Abbildungen zeigen eine in vivo Lokalisationsstudie von AtNAAL15:EYFP im Blatt von N. tabacum
(A, B) sowie N. benthamiana (C, D). Die transiente Expression von AtNAAL15:EYFP wurde mittels
CLSM drei Tage nach Agrobakterieninfiltration analysiert. (A, C) Durchlichtbilder, (B, D) die Detektion
der EYFP-Fluoreszenz wurde gelb, die Autofluoreszenz von Plastiden rot dargestellt. Das
AINAA15:EYFP wird in beiden Nicotiana spec. im Cytosol und im Zellkern exprimiert.

3.2.3 In vivo Charakterisierung der naalb5-1 und naal5-2 T-DNA-

Insertionslinien

Trotz des Fehlens der Anker- Untereinheit (ScNaal5p) des NatA-Komplexes in Hefe
waren die entsprechenden Mutanten lebensfahig, zeigten jedoch ahnliche Phanotypen
wie die Deletionsmutanten der katalytischen Untereinheit (ScNaalOp) (Kapitel 3.1.4).
Die Bedeutung der N-terminalen Acetylierung durch den NatA-Komplex in planta
sollte mittels T-DNA-Insertionslinien analysiert werden. Nach Durchsuchung der
verfiigbaren Datenbank der T-DNA-Insertionslinien (www.arabidopsis.org) konnten
zwei unabhangige T-DNA-Insertionslinien naal5-1 und naal5-2 identifiziert werden
(Tabelle 2.1), die eine T-DNA-Insertion im At1g80410.1 Gen enthalten. Die T-DNA-
Insertionslinie naal5-1 entstammt der SAIL- (SAIL_812 B10) und die naal5-2 T-
DNA-Insertionslinie der Wisconsin- (Wisc DsLOX 481- 484J20) Sammlung. Die
Insertionsstellen der T-DNA-Linien wurden durch Sequenzierung des naal5-1 und

naal5-2 PCR-Produkts mittels left border Primer verifiziert. Die Insertionsstelle der
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naal5-1-Linie wurde am Ende des 16. Exons, 4580 bp unterhalb vom Start-Kodon
lokalisiert, wahrend die naal5-2-Linie die T-DNA-Insertion im sechsten Intron, 2299
bp unterhalb vom Start-Kodon aufweist (Abbildung 3.18).

5UTR ff 3UTR
1 | 1 | 1 I .
A «—
naal5-2] 785 naal5-1] 601
789 «— 321

w500 bp

Abbildung 3.18 Struktur des AtNAA15-Gens (Atlg80410.1) mit zwei unabhédngigen T-DNA-
Insertionen

Exons (1, 2, 5-9, 14-19, 25, 26) wurden als schwarze Boxen dargestellt. Primer zur Charakterisierung der
naal5-1 und naal5-2 T-DNA-Insertionslinien wurden jeweils als schwarze Pfeile und schwarze Pfeile in
Boxen markiert. Die Insertionsstellen der T-DNA wurden als Flachenpfeile dargestellt.

3231 Molekulare Charakterisierung der naal5-1 und naal5-2 T-DNA-

Insertionslinien

Fur die Genotypisierung beider T-DNA-Insertionslinien wurden zwei Kombinationen
von Primern (Abbildung 3.18; Anhang 6.3.1) generiert. Die Verifizierung der naal5-1-
T-DNA-Insertion erfolgte mit einem genspezifischen Primer (602) und einem Primer,
der an die linke Flanke der T-DNA-Insertion bindet (321) (Abbildung 3.19A). Fir den
Nachweis des Wildtyp-Allels wurden genspezifische Primer (602 und 601) verwendet
(Abbildung 3.19B). Die naal5-2 T-DNA-Insertion wurde ebenfalls mit einem
genspezifischen Primer (786) und mit einem Primer, der an die linke Flanke der T-
DNA-Insertion bindet (789) verifiziert (Abbildung 3.19C). Der Nachweis des Wildtyp
Allels erfolgte mit genspezifischen Primern (786 und 785) (Abbildung 3.19D). Die
Genotypisierung der 60 potenziellen naal5-1-Mutanten wies ausschliellich
heterozygote- (55) sowie Wildtyp-Pflanzen (5) auf (Abbildung 3.19A, B). Von 24
potenziellen naal5-2-Mutanten wurden mittels PCR ebenfalls nur heterozygote- (5) und
Wildtyp-Pflanzen (19) verifiziert (Abbildung 3.19C, D). Es wurden somit wie bei den
naal0-1-Mutanten (Kapitel 3.1.4.1) keine homozygoten Pflanzen gefunden. Aufgrund
dessen wurde die Keimungsrate der heterozygoten naal5-1- und naal5-2-Pflanzen
bestimmt. Die Samen beider T-DNA-Insertionslinien wurden sterilisiert (Kapitel
2.3.1.2) und auf AT-Medium ohne Selektionsmarker ausgesat (Kapitel 2.3.1.2). Von
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den 101 ausgesdten Samen der heterozygoten naal5-1-Pflanzen keimten 23 (23 %)
nicht, von 100 der heterozygoten naal5-2-Pflanzen 32 (32 %), was zusammen mit dem
Ergebnis der PCR-Analyse die Letalitit der homozygoten naal5-1-und naal5-2-

Pflanzen andeutet.

Um die Anzahl der Insertionen im At1g80410.1-Gen zu uberprufen wurde das
Segregationsmuster analysiert. Pflanzen beider T-DNA-Insertionslinien sowie Wildtyp-
Pflanzen als Negativkontrolle wurden mit BASTA selektiert (Kapitel 2.3.2). In sieben
Versuchen wurden 438 heterozygote naal5-1-Pflanzen analysiert, wovon 166 (38,1 %)
Pflanzen abstarben. Die Keimungsrate mit ann&hernd 75 % und das Segregationsmuster
mit einem Verhaltnis von 2:1 von resistenten zu nicht-resistenten Pflanzen stimmen mit
den Erwartungen flr einen rezessiven Erbgang nach Mendel Gberein. Von 94
selektierten heterozygoten naal5-2-Pflanzen starben lediglich drei Pflanzen (3,2 %) ab,
was mehrere Insertionen im Genom der naal5-2-Mutanten nahe legt. Zusétzlich zu
Keimungs- und Segregationsexperimenten wurden die Schoten zw0lf Wochen alter
heterozygoten naal5-1-Pflanzen mit Hilfe eines Binokulars analysiert. Von 65
analysierten Samenanlagen waren 18 (27,7 %) nicht vollstandig ausgebildet. In Col-0-
Schoten wurden keine Samenanlagen beobachtet, die einen &hnlichen Phénotyp
aufwiesen (Abbildung 3.19E). Die Analyse der Schoten weist ebenfalls auf eine lethale
Auswirkung der T-DNA-Insertion im NAA15-Gen hin.
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A B E
Primer: Primer:
bp 602+321 602+601
3000
1000
700
500
300
Col-0
C . D .
Primer: Primer:
bp 786+789 786+785

Abbildung 3.19 Zygotiebestimmung von naal5-1- und naal5-2-Mutanten

(A-D) Die Genotypisierung der naal5-1- und naalb-2-Mutanten wurde mittels PCR mit zwei
Kombinationen von Primern durchgefiihrt. Die Verifizierung der naal5-1 T-DNA-Insertion im AtNAA15-
Gen erfolgte mit einem genspezifischen Primer (602) und einem left border Primer (321) (A) und des
Wildtyp-Allels mit genspezifischen Primern (602 und 601) (B). (1) Negativkontrolle mit H,O, (2)
genomischer DNA einer Wildtyp-Pflanze, (3) genomischer DNA einer naal5-1-Pflanze. Die naal5-2 T-
DNA-Insertion wurde mit genspezifischem Primer (786) und left border Primer (789) (C) und das
Wildtyp-Allel mit genspezifischen Primern (786 und 785) (D) nachgewissen. (1) Negativkontrolle mit
H,0, (2) genomischer DNA einer Wildtyp-Pflanze, (3) genomischer DNA einer naal5-2-Pflanze. Das
Wildtyp-Allel konnte jeweils mit den genspezifischen Primern amplifiziert werden, was auf heterozygote
naal5-1- und naal5-2-Pflanzen hinweist. (E) Die Bilder zeigen eine offene Schote einer Col-0- und einer
heterozygoten naal5-1-Pflanze. Mit weillen Pfeilen wurden kleine, dunklere Samenanlagen der
heterozygoten naal5-1-Pflanze markiert.

3.2.3.2 Charakterisierung der Embryogenese heterozygoter naal5-1- und

naal5-2-Pflanzen

Um zu uberpriifen, ob die Embryogenese der naal5-1- und naal5-2-Pflanzen dhnlich
wie bei den naalO-1-Pflanzen (Kapitel 3.1.4.2) durch die T-DNA-Insertion
beeintrachtigt wurde, wurden Embryonen aus Schoten zwolf Wochen alter
heterozygoten naal5-1- und naal5-2-Pflanzen prépariert (Kapitel 2.3.9). Die Pflanzen

wurden die ersten acht Wochen unter Kurztagbedingungen angezogen und anschlief3end
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unter Langtagbedingungen kultiviert (Tabelle 2.2). Die weitere Analyse der Embryonen
erfolgte mittels differential interference contrast (DIC) Mikroskopie (Kapitel 2.3.9).
Von 236 analysierten Samenanlagen der heterozygoten naal5-1-Pflanzen entwickelten
sich 57 Embryonen (24,2 %) nur zum globuldren Stadium. Bei den anderen 179 (75,8
%) Embryonen fand eine normale Embryogenese statt (Abbildung 3.20A). In 60
Samenanlagen der heterozygoten naal5-2-Pflanzen verblieben 13 (21,7 %) Embryonen
in dem globuldren Stadium. Die ubrigen 47 Embryonen (78,3 %) entwickelten sich
normal (Abbildung 3.20B). Die mikroskopische Analyse der Embryogenese von
heterozygoten naal5-1- und naal5-2-Pflanzen beweist, dass der knock out von
AtNAA15 genauso wie der knock out von AtNAA10 (Kapitel 3.1.4.2) embryoletal ist.

21,7 %

heterozygote naa15-1-Pflanze heterozygote naa15-2-Pflanze

Abbildung 3.20 Embryogenese heterozygoter naal5-1- und naal5-2-Pflanzen

Die Bilder zeigen verschiedene Stadien der Embryogenese von heterozygoten naal5-1- (A) und naal5-2-
Pflanzen (B). Die Analyse der Embryonen erfolgte mittels DIC Mikroskopie. Uber 20 % der analysierten
Embryonen beider T-DNA Insertionslinien arretierten im globuléren Stadium der Embryogenese, was mit
dem weiBen Pfeil markiert wurde. Die anderen Embryonen entwickelten sich normal, was als
Herzstadium gezeigt wurde.

3.2.4 Identifizierung und Charakterisierung der AtNAA15 knock down
Linien (amiNAAL5)

Artificial microRNA Konstrukte (amiRNA) sind RNAi Konstrukte mit ausgetauschter
Targetsequenz, welche von endogenen microRNAs abgeleitet wurde (Schwab et al.,
2006). Aufgrund der Tatsache, dass die T-DNA-Insertion im NAA15-Gen lethal ist
(Kapitel 3.2.3.2) wurden amiNAA15-Linien hergestellt. Dazu wurde das microNAA15
PCR-Produkt mittels zwei unspezifischen (A und B) sowie vier spezifischen Primern
(1160, 1161, 1162 und 1163) (Anhang 6.3.3) in vier PCR Schritten amplifiziert und
letztendlich in den Kanamycin-resistenten pBIN AR-Vektor kloniert (Kapitel 2.4.10.2).
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Die Wildtyp-Pflanzen wurden mit dem artificial micro RNA-Konstrukt pBIN AR
amiNAA15 (Anhang 6.4B), welches die Expression unter Kontrolle des CaMV 35S
Promotors vermittelt, stabil transformiert (Kapitel 2.3.7.1). Als Kontrolle wurden
Wildtyp-Pflanzen (Col-0) verwendet, welche lediglich mit dem pBIN AR-Vektor stabil
transformiert wurden. Nach einer Selektionsanalyse auf AT-Medium mit Kanamycin
(Kapitel 2.3.2) und anschlieBender PCR-Analyse konnten 28 unabhéngige Col-0/pBIN
AR amiNAAL5 in der T1 Generation identifiziert werden. Die analysierten Pflanzen
wurden die ersten acht Wochen unter Kurztagbedingungen angezogen und anschlie3end
unter Langtagbedingungen kultiviert (Tabelle 2.2). Alle identifizierten amiNAA15-
Pflanzen waren lebensféhig =zeigten jedoch wéhrend der Entwicklung ein
unterschiedlich beeintrachtigtes Wachstum und eine teilweise veranderte Struktur der
Blatter (Abbildung 3.21A, B). Dennoch waren alle amiNAA15-Pflanzen fahig im
generativen Stadium Samen zu bilden (Abbildung 3.21B).
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Abbildung 3.21 Phanotyp der amiNAA15-Pflanzen

Die Bilder zeigen acht Wochen alte, unter Kurztagbedingungen angezogene, reprasentative amiNAA15-
und gleichaltrige Wildtyp-Pflanzen (Col-0) (A), welche anschliefend unter Langtagbedingungen
kultiviert wurden (B). Die Wachstumsdifferenzen der amiNAA15-Pflanzen sind nicht nur in der
vegetativen (A) sondern auch in der generativen Phase erkennbar (B). (B) Die SproRRl&nge der 13 Wochen
alten ami NAA15-Pflanzen war entweder vergleichbar oder kiirzer im Vergleich zu Col-0-Pflanzen.
Trotzt der Wachstumsunterschiede bildeten alle amiNAA15-Pflanzen Samen.
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3.24.1 Quantitative Transkriptionsanalyse der amiNAA15-Pflanzen

Die mRNA Menge von NAA15 in Col-0-Pflanzen, die mit dem pBIN AR amiNAA15-
Konstrukt transformiert wurden, wurde durch eine quantitative real-time PCR bestimmt
(Kapitel 2.4.2). Von allen 28 amiNAA15-Pflanzen wurde RNA extrahiert (Kapitel
2.3.4) und cDNA synthetisiert (Kapitel 2.4.9). AtNAA15 wurde anschlieRend mit den
genspezifischen Primern 1604 und 1605 (Anhang 6.3.2) amplifiziert. Das konstitutiv
exprimierte Transkript des Aktingens wurde mit den Aktinspezifischen Primern 364
und 436 (Anhang 6.3.2) amplifiziert und zur Quantifizierung der AtNAA15-
Transkriptmenge genutzt. Bei 23 amiNAAL5-Pflanzen war eine Reduktion der relativen
NAA15-Transkriptmenge im Vergleich zu Col-0-Pflanzen erkennbar (Abbildung 3.22),
bei Pflanzen 7 und 27 schwach (Abbildung 3.22C). Bei drei Pflanzen: 14, 25 und 29
war die Expression von NAA15 im Vergleich zu Col-0-Pflanzen hochreguliert
(Abbildung 3.22C). Es konnte jedoch keine Korrelation zwischen Wachstumsphanotyp
(Abbildung 3.21) und NAA15-Transkriptmenge (Abbildung 3.22) festgestellt werden.
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Abbildung 3.22 Quantitative RT-PCR-Analyse der amiNAA15-Pflanzen

Die Abbildungen zeigen die Transkriptmenge der acht (A, B) und zehn (C) Wochen alten, unter
Kurztagbedingungen angezogenen amiNAA15- im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen (Col-0). Die
Transkriptmenge wurde mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Die Kontrollen wurden schwarz,
Pflanzen der amiNAAL5-Linien weil3 dargestellt. Die AtNAAL15-Transkriptmenge der jeweils drei
technischen Replikate wurde anhand der Expression von Aktin normalisiert. Die relative
Transkriptmenge der ersten und dritten Col-0/pBIN AR Vektorkontrolle wurde als 1,0 definiert. Die
Nummern der jeweiligen Kontrollen und amiNAAL5-Linien beziehen sich auf die entsprechenden
Pflanzen in Abbildung 3.21.
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3.3 Identifizierung der katalytischen Untereinheit des NatB-Komplexes

Orthologe zu dem AtNAA20p wurden ebenso wie die Untereinheiten des NatA-
Komplexes (Kapitel 3.1 und Kapitel 3.2) in Organismen des Pflanzen-, Pilz- und
Tierreiches gefunden: O. sativa (82 % Identitdt zu Arabidopsis) , Glycine max (93 %),
Chlamydomonas reinhardtii (45 %), Physcomitrella patens (69 %), Homo sapiens (58
%), Drosophila melanogaster (61 %), Ceanorhabditis elegans (51 %),
Schizosaccharomyces pombe (52 %), Saccharomyces cerevisiae (40 %) sowie
Synechocystis sp. PCC6803 (33 %) (Abbildung 3.23). Fir die Orthologiesuche im
Arabidopsis Proteom wurde die Sequenz des Saccharomyces cerevisiae Proteins Naa20
(Yprl3icp) (Proteinsequenz: Anhang 6.1) als Referenz genutzt. Es konnte mit dem
BLAST Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8, www.arabidopsis.org) ein Protein,
At1g03150, identifiziert werden, das eine deutlich héhere Homologie als andere
Proteine aufwies (Anhang 6.2).

_EA. thaliana (AtNAA20p)
G. max

O. sativa
P. patens

_l I S. cerevisiae

S. pombe
C. elegans

C. reinhardtii

D. melanogaster

H. sapiens

—

[ pflanzenreich

1 Pilzreich
[ Bakterien

[ Tierreich

Abbildung 3.23 Die evolutiondre Verwandtschaft des AtNAA20p zu niederen und hdéheren
Eukaryoten sowie Cyanobakterien

Die Abbildung zeigt die evolutiondren Beziehungen des orthologen NAA20p aus dem Pflanzen-, Tier-
und Pilzreich sowie Bakterien. Die Proteine wurden mit dem BLAST Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8,
www.arabidopsis.org) verglichen. Die pflanzlichen Orthologe, G. max (03g31120), O. sativa
(0s03g0699400; NP_001050988.1), P. patens (XP_001781047.1), zeigen deutlich hohere Identitat mit
dem AtNAA20p gegeniiber des Pilz- (S. cerevisiae (Yprl3lcp) und S. pombe (NP_587922.1)) und
Tierreiches (C. elegans (NP_505053.1), D. melanogaster (NP_608331.1), H. sapiens (NP_057184)).
Interessanterweise zeigt C. reinhardtii (XP_001694221.1) deutlich niedrigere Identitat im Vergleich zu
den anderen pflanzlichen Orthologen und bildet mit ihnen keinen gemeinsamen Ast des Stammbaumes.
Synechocystis sp. PCC6803 (NP_441109.1) besitzt die niedrigste Identitdt mit dem orthologen
AtNAA20p.
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3.3.1 Biochemische Charakterisierung von AtNAA20p

Die biochemische Charakterisierung des AtNAA20p wurde durch Analyse der
konservierten Domanen und Uberexpression des rekombinanten AtNAA20p in E.coli

durchgefiihrt.

3311 Charakterisierung der Proteinstruktur von AtNAA20p

Die katalytische Untereinheit des NatB-Komplexes, AtNAA20p, sowie die katalytische
Untereinheit des NatA-Komplexes, AtNAA1Op, (Kapitel 3.1) besitzen vier
charakteristische fir die GNAT-Superfamilie Motive (Abbildung 3.24; Kapitel 3.1.3)
(Neuwald and Landsman, 1997; Dyda et al., 2000). Das Arabidopsis NAA20p hat eine
Lange von 174 Aminosduren und zeigt eine hohe Sequenzidentitat mit Proteinen aus
dem Pflanzen-, Pilz- und Tierreich sowie Bakterien (Abbildung 3.23 und Abbildung
3.24). Mit Ausnahme von der Grinalge C. reinhardtii (Abbildung 3.24; 4) weist der
Aminoséurensequenzvergleich der putativen als auch bereits bekannten NAAZ20-
Acetyltransferasen verschiedener Eukaryoten und Prokaryoten eine deutliche
Konservierung des N-Terminus auf. Interessanterweise ist ebenfalls der C-Terminus der
orthologen NAA20-Proteine hoch konserviert. Die Sekundéarstruktur des AtNAA20p
wurde mit dem Programm PSIPRED (www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) vorausgesagt.
Laut der Vorhersage besteht das AtNAA20p aus jeweils sechs a-Helices und B-
Schleifen.
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MTTIRRFCCNDLLRFAAVNLDHLTETFNMSEFYMTYLARWPDYFHVAE---
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MTTIRRFCCDDLLKFANVNIDHLTETFSMAFYQTYMARWPDYCHVAE---
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MTDTRKEFKATDLESENNINLDPLTETENISEYLSYLNKWPSLCVVQESDL
MTTIOPFEPVDLEFKTNNVNLDILTENFPLEFYFEYMITIWPDLEFKSSEMT
-MVSLLGPKYDLEWPHREELPQFAQLDQOCLGGMWTLAGYEREWDSD—--—

Motiv C

51 100
—-GPGNRV--MGYIMGKVEGQ--GESWHGHVTAVTVSPEYRRQQLAKKLMN

-SPGDRV--MGYIMGKVEGQ--GESWHGHVTAVSVATEFRROKLAKKLMN
—-GPGNRI--MGYIMGKVEGQ--GESWHGHVTAVTVAPEYRRQOQLAKKLMN

—-APNGSI--MGYILGKVEGH--NENWHGHVTAVTVAPEYRRQOQLAKKLMQ
—-APGGEL--MGYIMGKAEGSVAREEWHGHVTALSVAPEFRRLGLAAKLME
-SPSGQI--MGYIMGKVEG--HLDNWHGHVTALTVSPDYRRLGLAALLMS
—-HPNGEI--MAYVMGKIEGR--DTNWHGHVTALSVAPNFRRLGLAAYMME
SDPTLMG----YIMGKSEG--TGKEWHTHVTAITVAPNSRRLGLARTMMD
VDPTFKHNISGYMMAKTEG--KTTEWHTHITAVTVAPRFRRISLASKLCN
HSVLLGIRLIARGNLVAMGAFWQILEEAHITLLAVAQAHRRQGLGKILLOQ

Motiv D Motiv A

101 150

LLEDISDKI-DKAYEFVDLEVRASNTPAIKMYEKLGYIIYRRVLRYYSG--
LLEEISDKM-DKAYFVDLEVRASNMPAIRMYEKLGYVVYRRVLRYYSG--
LLEDISDNI-DKAFFVDLEVRASNAPATKMYEKLGYVIYRRVLRYYSG--
———————— V-HDCYFVDLEVRKSNAVAIAMYGKEFGYIVYRTVTGYYSG-—
ILEDITEKS-YNGYEFVDLEVRASNIPAITMYQKLGYSVYRRVLRYYSG--
LLEEISE-R-KGGFFVDLEVRVSNQVAVNMYKOLGYSVYRTVIEYYSASN
FLEDISE-K-KRAYEFVDLEVRKSNQVAINMYTNLGYIIYRTILEYYSG--
FLER-TSEA-RRAYFVDLEVRVSNKIAIELYKKLGYVVYROIIGYYTG--
YLETVGNSE--NAFEFVDLEFVRASNALAIDEYKGLGYSVYRRVIGYYSNPH
TLETMTDVMPHEVNEFIDLEVKCNNQLAIKLYEKLGYSVYRRVVGYYNSAE
NLLATAEHR--QLERATLEVRASNQAAMDLYHOFGEQLAGCRKRYYPDG-

Motiv B
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151 198
1 - EEDGLDMRKALSRNVEKKSVIPLKRPITPDELEYD-
2 e EEDGLDMRKALSODVEKKSIIPLKRPITPDELEYD-
3 - EEDGLDMRKALSRDVEKKSIIPLKRPVTPDELEYD-
4 DEDAYDMRKALQORDASRRSVVPLKKAIRPEDLEWE -
B - EEDGLDMRKAMKRDVHKKSIIPLKREITPEELEYD-
6 G-——-——---—- EPDEDAYDMRKALSRDTEKKSIIPLPHPVRPEDIE---
7 - DODEDAYDMRKALSRDVNKKSVIPYTOPVRLEHIDMN-
8 - —-— DRDEDAFDMRKSLSRDPEKKAMVPLNYLVHSRDVD--~
9 G-——-----——- KDEDSFDMRKPLSRDVNRESIRENGENFKCSPADVSFE
10 DGYPDTLKKVDDNKDAFDMRKAMARDRNR-SVRPDGRSHKCYPHDVRF
11 - EDALILWKNHLSSPA-———————————————————

Abbildung 3.24 Proteinsequenzvergleich zwischen orthologen NAA20-Proteinen

Die Abbildung zeigt den Proteinsequenzvergleich zwischen A. thaliana (Atl1g03150AV821903), O.
sativa (0s03g0699400; NP_001050988.1), G. max (03g31120), C. reinhardtii (XP_001694221.1), P.
patens (XP_001781047.1), H. sapiens (NP_057184), D. melanogaster (NP_608331.1), C. elegans
(NP_505053.1), S. pombe (NP_587922.1), S. cerevisiae (Yprl3lcp) und Synechocystis sp. PCC6803
(NP_441109.1). Der Aminosaurensequenzvergleich wurde mit dem Programm Vector NTI 9 (AlignX)
durchgeflhrt und die konservierten Aminosauren wurden als graue Felder markiert. Die Sekundéarstruktur
wurde mittels PSIPRED vorausgesagt und oberhalb der Proteinsequenz dargestellt: -Schleifen wurden
als Pfeile und a-Helixen als Tuben markiert. Die konservierten Motive, A, B, C und D, der GNAT-
Superfamilie (Neuwald and Landsman, 1997) wurden unterhalb der Proteinsequenz gezeigt.

3.3.1.2 Uberexpression und Aufreinigung des rekombinanten AtNAA20p

Das rekombinante AtNAA20p wurde auf Basis eines His-Tags mittels Immobilized
Metal Affinity Chromatography aufgereinigt. Dazu wurde der kodierende Bereich der
cDNA fir das mature Protein (Atlg03150AV821903-Proteinsequenz: Anhang 6.1) vom
Klon U15648 (www.arabidopsis.org) mit den Primern: 768 und 1003 (Anhang 6.3.3)
amplifiziert und letztendlich mittels Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) in den
Expressionsvektor pETG10a kloniert. Anschlielend wurden die E.coli HMS 174 Zellen
mit dem pETG10a_AtNAA20-Konstrukt (Anhang 6.4C) transformiert. Die Expression
wurde durch das Herabsenken der Induktionstemperatur und verlangerte
Inkubationsdauer optimiert. Es wurden zwei Aufreinigungen unter unterschiedlichen
Bedingungen durchgefiihrt: eine aus 250 ml Kulturvolumen unter Standardbedingungen
und die zweite aus 600 ml Kulturvolumen nach einer 12-sttindigen Inkubation bei 28 °C
und 220 rpm. Die SDS-PAGE-Analyse (Kapitel 2.6.7) und anschlieBende
Visualisierung der aufgetrennten Proteine mittels Coomassie (Kapitel 2.6.9) zeigte
weder eine Expressionsbande, mit dem vorausgesagtem Molekulargewicht von 22,5

kDa inklusive His-Fusion-Tag, im Rohextrakt noch eine in den Waschfraktionen oder
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Elutionsfraktionen (Daten nicht gezeigt). Die Induktionskontrolle der Gesamtproteine
zeigte dagegen eine schwache Expressionsbande bei ca. 23 kDa, was dem His:NAA20p
entspricht und darauf hindeutet, dass das His:NAA20p sich teilweise in den unldslichen
Fraktionen befindet (Abbildung 3.25). Es wére notwendig die Aufreinigung von
NAA20p durch andere Bedingungen und moglicherweise andere Fusionen zu

optimieren.
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Abbildung 3.25 Induktionskontrolle des His:NAA20-Fusionsproteins

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE (15 %) aufgetrennt und durch Coomassie-Farbung visualisiert.
Die Induktionskontrolle wurde bei 37 °C bei 220 rpm durchgeflhrt Die erste Spur zeigt die exprimierten
Proteine vor der Induktion mit IPTG. Die zweite Spur eine Stunde, die dritte zwei, die vierte drei und die
finfte vier Stunden nach der Induktion. Schon nach einer Stunde konnte man bereits die
Expressionsbande des His:NAA20p mit dem vorausgesagten Molekulargewicht von 22,5 kDa erkennen.

3.3.2 Subzellulare Lokalisierung von AtNAA20p

Beide orthologe Naa20-Proteine aus Hefe und Menschen sind im Cytosol lokalisiert
(Polevoda et al., 2008; Starheim et al., 2008). Das HsNaa20p wird ebenfalls im Zellkern
exprimiert (Starheim et al., 2008). Um zu (berpriifen in welchen subzelluldren
Kompartimenten das AtNAA20p exprimiert wird, wurde die Lokalisierung von
AtNAA20p in Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana sowie in Arabidopsis-
Keimlingen durchgefihrt. Dazu wurde die AtNAA20 kodierende cDNA (Kapitel 3.3.1.2)
mit den Primern 768 und 769 (Anhang 6.3.3) amplifiziert und letztendlich mittels
Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) in einen Expressionsvektor pB7YWG2 mit
einem C-terminalem EYFP-Fusionsprotein, welches die Expression des AtNAA20p

unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors vermittelt, kloniert. Die Lokalisierung des
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fluoreszenzmarkierten AtNAA20p wurde mittels confocal laser scanning microscopy
(CLSM) durchgefihrt (Kapitel 2.7).

3321 Subzelluléare Lokalisierung von AtNAA20p in Nicotiana spec.

Fluoreszenzmarkiertes AtNAA20p wurde nach Agrobakterieninfiltration (Kapitel
2.3.7.2) in Epidermiszellen von N. tabacum und N. benthamiana transient exprimiert. In
zwei Versuchen wurde AtNAA20:EYFP im Cytosol und Zellkern des N. tabacum
(Anhang 6.5B) und N. benthamiana (Abbildung 3.26) exprimiert, jedoch der dritte
Versuch deutete zusétzlich die mitochondriale Lokalisierung des AtNAA20p an
(Abbildung 3.26D). Die Mitochondrien-Farbung mittels MitoTracker-Losung (Kapitel
2.7) war jedoch erfolglos.

Abbildung 3.26 Lokalisierung des AtNAA20:EYFP-Fusionsproteins in N. benthamiana

Die Abbildungen zeigen eine in vivo Lokalisationsstudie von AtNAA20:EYFP im Blatt von N.
benthamiana. Die transiente Expression von AtNAA20:EYFP wurde mittels CLSM drei Tage nach
Agrobakterieninfiltration analysiert. (A, C) Durchlichtbilder, (B, D) die Detektion der EYFP-Fluoreszenz
wurde gelb, die Autofluoreszenz von Plastiden rot dargestellt. Das AtNAA20:EYFP wird im Cytosol und
im Zellkern exprimiert. (D) Die gelb fluoreszierenden unspezifischen Aggregate deuten eine
mitochondriale Lokalisierung an.

3.3.2.2 Subzellulére Lokalisierung von AtNAA20p in A. thaliana

Die subzelluldre Lokalisierung des AtNAA20:EYFP im heterologen System deutete

neben der cytosolischen ebenfalls eine mitochondriale Expression an (Kapitel 3.3.2.1).
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Um auszuschlie3en, dass die Lokalisierung des AtNAA20p aufgrund der heterologen
Expression in N. benthamiana begriindet ist, wurde dasselbe Protein stabil in A.
thaliana homozygote naa20-1-Pflanzen transformiert (Kapitel 2.3.7.1). Die
Lokalisationsbestimmung von NAA20:EYFP fand im Blatt, Hypokotyl und der Wurzel
statt. Das AtNAA20p wird im Cytosol sowie in Mitochondrien im Blatt und Hypokotyl
exprimiert (Abbildung 3.27A, B, E, F). Um die mitochondriale Lokalisierung des
AtNAA20p zu bestatigen wurden Arabidopsis-Keimlinge in MitoTracker-Lésung
inkubiert (Kapitel 2.7). Die Kolokalisierung von EYFP-Fluoreszenz und MitoTracker
zeigte eine eindeutige mitochondriale Lokalisierung von AtNAA20:EYFP im Blatt,
Hypokotyl und in Wurzeln (Abbildung 3.27B-D, F-H, I-K).

Abbildung 3.27 Lokalisierung des AtNAA20-EYFP-Fusionsproteins in Arabidopsis-Keimlingen

Die Abbildungen zeigen eine in vivo Lokalisationsstudie von AtNAA20:EYFP in verschiedenen
Geweben von A. thaliana: im Blatt (A-D), Hypokotyl (E-H) und in der Wurzel (1-K). Die Lokalisierung
wurde mittels CLSM durchgefiihrt. Die Detektion der EYFP-Fluoreszenz wurde gelb (A, B, E, F, 1),
MitoTracker-Farbung rot (C, G, J) und die Uberlagerung von EYFP und MitoTracker orange dargestellt
(D, H, K). Das AtNAA20:EYFP ist im Cytosol sowie in Mitochondrien im Blatt (A-D) und Hypokotyl
(E-H) lokalisiert. Die Bilder zeigen die mitochondriale Lokalisierung des AtNAA20-Proteins ebenfalls in
den Wurzelzellen (1-K).

89



Ergebnisse

3.3.3 In vivo Charakterisierung der naa20-1 und naa20-2 T-DNA-

Insertionslinien

Die Bedeutung der N-terminalen Acetylierung durch den NatB-Komplex, bzw.
NAA20p in Arabidopsis wurde in vivo mittels zwei T-DNA-Insertionslinien naa20-1
und naa20-2 (Tabelle 2.1) analysiert. Beide enthalten eine T-DNA-Insertion im
At1g03150-Gen. Die bereits charakterisierten Hefe naa20-Mutanten waren lebensfahig,
zeigten jedoch einige Phanotypen wie langsames Wachstum, Temperatur- und
Osmosesensibilitat, Fehler in der Erbgut der Mitochondrien, zufallige Polaritat der
Knospung (Polevoda et al., 2003), welche auf die nicht funktionsféhigen Aktinfilamente
zuriuckzufihren sind (Singer et al., 2000; Polevoda et al., 2003; Singer and Shaw, 2003).

Die T-DNA-Insertionslinie naa20-1 entstammt der SALK- (SALK_027687) und die
naa20-2 T-DNA-Insertionslinie der SAIL- (SAIL 323 B05) Sammlung. Die
Insertionsstelle der naa20-1 T-DNA-Linie wurde durch Sequenzierung des naa20-1
PCR-Produkts verifiziert, welches in den pGEMTeasy-Vektor kloniert wurde. Die
Insertionsstelle der naa20-2 T-DNA-Linie wurde durch Sequenzierung des naa20-2
PCR-Produkts mittels left border Primer bestimmt. Die Insertionsstelle der naa20-1 T-
DNA-Insertionslinie wurde im dritten Intron, 1813 bp unterhalb vom Start-Kodon und
die der naa20-2 im putativen Promotor, 72 bp vor dem Start-Kodon lokalisiert
(Abbildung 3.28).

681 598
5'UTR — 3UTR
B———
Ar_
naa20-2 680 naa20-1 597
391 «— 309

== 100 bp

Abbildung 3.28 Struktur des AtNAA20-Gens (Atlg03150) mit zwei unabhangigen T-DNA-
Insertionen

Der putative Promotor ist als grauer Pfeil und die Exons als schwarze Boxen dargestellt. Primer zur
Charakterisierung der naa20-1 und naa20-2 T-DNA-Insertionslinien wurden jeweils als schwarze Pfeile
und schwarze Pfeile in Boxen markiert. Die Insertionsstellen der T-DNA wurden als Flachenpfeile
dargestellt.
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3.3.3.1 Molekulare Charakterisierung der naa20-1 und naa20-2 T-DNA-

Insertionslinien

Die Verifizierung der T-DNA-Insertion und des Wildtyp-Allels in Pflanzen der naa20-1
und naa20-2 T-DNA-Insertionslinien wurde mittels PCR mit zwei Kombinationen von
Primern (Abbildung 3.28; Anhang 6.3.1) durchgefiihrt. Der Nachweis der naa20-1 T-
DNA-Insertion erfolgte mit einem genspezifischen Primer (598) und mit einem Primer,
der an die linke Flanke der T-DNA-Insertion bindet (309) (Abbildung 3.29A). Fir den
Nachweis des Wildtyp-Allels wurden genspezifische Primer (598 und 597) verwendet
(Abbildung 3.29B). Die PCR-Analyse von 66 potentiellen naa20-1-Mutanten wies
heterozygote- (43), Wildtyp- (19) und homozygote-Pflanzen (4) auf. Die naa20-2 T-
DNA-Insertion wurde ebenfalls mit einem genspezifischen Primer (681) und einem
Primer, der an die linke Flanke der T-DNA-Insertion bindet (321) verifiziert (Abbildung
3.29C). Der Nachweis des Wildtyp-Allels erfolgte mit genspezifischen Primern (681
und 680) (Abbildung 3.29D). Ausgehend von 35 potentiellen naa20-2-Mutanten

wurden eine homozygote- und 34 heterozygote-Pflanzen identifiziert.

Um die Anzahl der Insertionen im Atlg03150-Gen zu Uberprufen wurde das
Segregationsmuster analysiert. Es wurden heterozygote-Pflanzen beider T-DNA-
Insertionslinien mit dem entsprechenden Selektionsmarker (Kapitel 3.3.3) selektiert.
Wildtyp-Pflanzen wurden als Negativkontrolle verwendet. In zwei Versuchen wurden
233 heterozygote naa20-1-Pflanzen mit Kanamycin selektiert (Kapitel 2.3.2), wovon 69
Pflanzen abstarben. Von 136 heterozygoten naa20-2-Pflanzen, die in zwei Versuchen
mit BASTA selektieren wurden (Kapitel 2.3.2), starben 42 Pflanzen ab. Dies entspricht
einer Resistenzverteilung von 70,4 % resistenten zu 29,6 % nicht-resistenten Pflanzen
der naa20-1 T-DNA-Insertionslinie und 69 % resistenten zu 31 % nicht-resistenten
Pflanzen der naa20-2 T-DNA-Insertionslinie. Die statistische Analyse, mit einem
anndhernden Verhaltnis von 3:1 von resistenten zu nicht-resistenten Pflanzen, deutet

eine einfache Insertion im Genom der naa20-1- und naa20-2-Mutanten an.
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Primer: B Primer:
bp 598+309 598+597

Primer: Primer:
bp 681+321 681+680

Abbildung 3.29 Genotypisierung der naa20-1 und naa20-2 T-DNA-Insertionslinien

(A-D) Die Genotypisierung der naa20-1- und naa20-2-Mutanten wurde mittels PCR mit zwei
Kombinationen von Primern durchgefiihrt. Die Verifizierung der naa20-1 T-DNA-Insertion im AtNAA20-
Gen erfolgte mit einem genspezifischen Primer (598) und einem left border Primer (309) (A). Die des
Wildtyp-Allels mit genspezifischen Primern (598 und 597) (B). (1) Negativkontrolle mit H,O, (2)
genomischer DNA einer Wildtyp-Pflanze, (3, 4) genomischer DNA von zwei unabh&ngigen naa20-1-
Pflanzen. Die naa20-2 T-DNA-Insertion wurde mit einem genspezifischem Primer (681) und einem left
border Primer (321) (C) und das Wildtyp-Allel mit genspezifischen Primern (681 und 680) (D)
nachgewiesen. (1) Negativkontrolle mit H,O, (2) genomischer DNA einer Wildtyp-Pflanze, (3-5)
genomischer DNA von drei unabhdngigen naa20-2-Pflanzen. Das Wildtyp-Allel konnte mit beiden
Kombinationen der genspezifischen Primern nicht amplifiziert werden, was auf homozygote Pflanzen
hinweist.

3.3.3.2 Wachstum homozygoter naa20-1- und naa20-2-Pflanzen

Es wurden acht und 13 Wochen alte homozygote naa20-1-und naa20-2-Pflanzen im
Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyp-Pflanzen (Col-0) analysiert. Alle Pflanzen wurden
unter Kurztagbedingungen angezogenen und nach acht Wochen weiter unter
Langtagbedingungen kultiviert (Tabelle 2.2). Acht Wochen alte homozygote Pflanzen
beider T-DNA-Insertionslinien wiesen ein beeintrachtigtes Wachstum, leichte
Aufhellungen der Blatter (Abbildung 3.30A) und eine signifikante Verdnderung des

Frisch- und Trockengewichts auf. Das Wachstum acht Wochen alter homozygoten
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naa20-1- war um ca. 51 % und das der homozygoten naa20-2-Pflanzen um ca. 45 % im
Vergleich zu Col-0-Pflanzen reduziert (Abbildung 3.30B; Trockengewicht: Anhang
6.7B).

A Col-0 naa20-1 naa20-2 B

2

<2 b '
i N &
é’Kt,_ ‘ 44/( 4

i
T

Frischgewicht [g]

Col-0 naa20-1naa20-2

C Col-0 naa20-1 naa20-2 D

i
T

SproBlange[cm]

Col-0 naa20-1naa20-2

Abbildung 3.30 Wachstumsphé&notyp homozygoter naa20-1-und naa20-2-Pflanzen

Die Bilder zeigen das Wachstum von acht (A) und 13 Wochen (C) alten, reprasentativen Wildtyp- (Col-
0), homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen, welche die ersten acht Wochen unter
Kurztagbedingungen und anschlieBend unter Langtagbedingungen kultiviert wurden. In B ist das
Frischgewicht acht Wochen alter Pflanzen dargestellt (n=6). Die SproBl&dnge von 13 Wochen alten Col-0-,
homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen wurde in D gezeigt (n=5). P < 0.05 > 0.01*; p < 0.01 >
0.001*%; p < 0.001%*%*),
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Die Wachstumsunterschiede zwischen homozygoten naa20-1- und naa20-2- zu Col-0-
Pflanzen waren nach Beendigung des Wachstums und am Ende der Vegetationsphase
weiterhin sichtbar (Abbildung 3.30C). Die Sprofllange von 13 Wochen alten
homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen war signifikant um ca. 35 % kleiner als

jene von vergleichbaren Col-0-Pflanzen (Abbildung 3.30D).

3.3.33 Chlorophyllbestimmung von homozygoten naa20-1- und naa20-2-

Pflanzen

Die homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen zeigten im Vergleich zu Wildtyp-
Pflanzen (Col-0) eine Aufhellung der Blatter (Abbildung 3.30A). Aus diesem Grund
wurde der Chlorophyllgehalt (Kapitel 2.3.6) von acht und zehn Wochen alten, unter
Kurztagbedingungen (Tabelle 2.2) angezogenen, homozygoten naa20-1-, naa20-2-
sowie Col-0-Pflanzen bestimmt. Alle Pflanzen beider T-DNA-Insertionslinien wiesen
eine Reduktion im Gesamtchlorophyllgehalt auf (Abbildung 3.31A, B). Die Reduktion
des Gesamtchlorophylls in acht (Abbildung 3.31A) und zehn (Abbildung 3.31B)
Wochen alten Blattern der homozygoten naa20-1-Pflanzen war auf die Reduktion von
Chlorophyll b zuruckzufiihren. Die Konzentration von Chlorophyll a war vergleichbar
mit der in Col-O-Pflanzen. Ebenso wie in Pflanzen der naa20-1-Linie, wiesen die
Blatter homozygoter naa20-2-Pflanzen im Alter von acht Wochen eine signifikante
Reduktion des Gesamtchlorophylls auf (Abbildung 3.31A), welche sich auf die
Reduktion des Chlorophyll b-Gehaltes zuriickfiihren lasst. Im Alter von zehn Wochen
ist der Gesamtchlorophyllgehalt homozygoter naa20-2-Pflanzen im Vergleich zu Col-0
weiterhin signifikant reduziert, hier ist die Reduktion jedoch auf eine niedrigere
Abundanz von Chlorophyll a und b zurtickzufiihren (Abbildung 3.31B).
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Abbildung 3.31 Chlorophyligehalt homozygoter naa20-1- und naa20-2-Pflanzen

Auf den Abbildungen ist der Chlorophyligehalt von acht (A) und zehn (B) Wochen alten, unter
Kurztagbedingungen angezogenen, Wildtyp- (Col-0), homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen
dargestellt. Fir jede Linie wurden jeweils 6 acht und 4 zehn Wochen alte Pflanzen analysiert. (A, B)
Pflanzen beider T-DNA-Insertionslinien zeigen eine Reduktion im Gesamtchlorophyllgehalt. P < 0.05 >
0.01*%; p<0.01 > 0.001**; p <0.001***,

3.3.34 Semiquantitative Transkriptionsanalyse homozygoter naa20-1- und

naa20-2-Pflanzen

Die homozygoten Pflanzen der naa20-1 und naa20-2 T-DNA-Insertionslinien waren
zwar lebensfahig wiesen aber ein beeintrachtigtes Wachstum auf (Abbildung 3.30). Um
zu Uberpriifen, ob dieser Phanotyp auf die fehlende NAA20-Aktivitat zurlickzufiihren
ist, wurde eine semiquantitative Transkriptionsanalyse (Kapitel 2.4.1) durchgefihrt.
Dazu wurde die RNA aus jeweils zwei unabhdngigen, acht Wochen alten Wildtyp-
(Col-0), homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen extrahiert (Kapitel 2.3.4) und die
cDNA synthetisiert (Kapitel 2.4.9). Alle analysierten Pflanzen wurden unter
Kurztagbedingungen angezogen (Tabelle 2.2). Anschliefend wurde AtNAA20 mit zwel
Kombinationen genspezifischer Primer amplifiziert (Abbildung 3.32A, B; Anhang
6.3.2). Die erste Kombination genspezifischer Primer 972 und 999 wurde so
ausgewahlt, dass die Insertionsstelle der naa20-1-Mutanten zwischen den Primern und
der naa20-2-Mutanten vor den ausgewahlten Primern lokalisiert war. Das NAA20-
Transkript in homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen konnte im Gegensatz zu
Col-0-Pflanzen, die als Positivkontrolle verwendet wurden, nicht amplifiziert werden

95



Ergebnisse

(Abbildung 3.32A). Die zweite Kombination genspezifischer Primer 1252 und 1253
bindet vor der Insertionsstelle im Falle von naa20-1- und erneut hinter der
Insertionsstelle der naa20-2-Mutanten. Die NAA20-Transkriptmenge in homozygoten
naa20-1-Pflanzen war vergleichbar mit einer der Col-0 Pflanzen (Abbildung 3.32B) im
Gegensatz zu der Transkriptmenge, die mit der ersten Kombination genspezifischer
Primer amplifiziert wurde (Abbildung 3.32A). Aufgrund der Intensitat und der GroRe
deuten die Transkriptionsprodukte im Falle von homozygoten naa20-2-Pflanzen

vielmehr auf eine Kontamination hin (Abbildung 3.32B).

A
bp Primer: 972+999
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C
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Col-0 naa20-1 naa20-2

Abbildung 3.32 Semiquantitative RT-PCR-Analyse homozygoter naa20-1- und naa20-2-Pflanzen

Die Transkription des AtNAA20 (At1g03150) (A, B) und Aktingens (At5g09810) (C) wurde in Blattern
von jeweils zwei unabhdngigen homozygoten naa20-1- und naa20-2- sowie Wildtyp-Pflanzen (Col-0) als
Positivkontrolle durch semiquantitative RT-PCR untersucht. Alle analysierten Pflanzen wurden unter
Kurztagbedingungen angezogen. Das AtNAA20-Transkript wurde mit zwei Kombinationen
genspezifischer Primer 972 und 999 (A), sowie 1252 und 1253 (B) amplifiziert. Das konstitutiv
exprimierte Transkript des Aktingens wurde mit den Primern 364 und 436 (C) analysiert. Das Volllange
NAA20-Transkript (A) konnte weder in homozygoten naa20-1- noch in naa20-2-Pflanzen nachgewiesen
werden.
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Diese zwei Versuche mit unterschiedlich ausgewéhlten Primer lassen darauf schlief3en,
dass ein Teil des NAA20-Transkript in homozygoten naa20-1-Pflanzen gebildet wird.
Es wird aber nicht das Volllange-Transkript in den homozygoten naa20-1-Pflanzen
gebildet. Das konstitutiv exprimierte Transkript des Aktingens wurde mit den
Aktinspezifischen Primern 364 und 436 (Anhang 6.3.2) amplifiziert und zur
Quantifizierung der AtNAA20-Transkriptmenge genutzt (Abbildung 3.32C).

3.34 Komplementierung homozygoter naa20-1-Pflanzen durch

Uberexpression von endogenem NAA20p

Da die homozygoten naa20-1-Pflanzen lebensfahig waren aber ein beeintrachtigtes
Wachstum zeigten, wurden sie mit dem BASTA resistenten pB7YWG2_AtNAA20-
Konstrukt (Anhang 6.4C), welches ebenfalls flr die Lokalisierungsbestimmung des
AtNAA20:EYFP-Protein (Kapitel 3.3.2) benutzt wurde, stabil transformiert (Kapitel
2.3.7.1). Die Herstellung des pB7YWG2_AtNAA20-Konstrukts erfolgte wie im Kapitel
3.3.2 beschrieben. Die naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20-Pflanzen wurden in der T1-
Generation mittels BASTA-Selektion (Kapitel 2.3.2) und PCR-Analyse identifiziert. In
der T3-Generation wurde der Wachstumsphanotyp von naa20-
1/pB7YWG2_AtNAA20-Pflanzen dreier unabhédngigen Linien im Vergleich zu
Wildtyp-Pflanzen  (Col-0)  charakterisiert. ~ Alle  Pflanzen  wurden  unter
Kurztagbedingungen angezogen (Tabelle 2.2). naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20-
Pflanzen der drei analysierten Linien wiesen keine Wachstumsunterschiede im
Vergleich zu Col-0-Pflanzen auf, welche als Kontrolle verwendet wurden. Der
Phanotyp von acht und neun Wochen alten homozygoten naa20-1-Pflanzen wurde
vollstandig komplementiert (Abbildung 3.33A, Bilder von Linie 1 und 3 nicht gezeigt).
Die komplementierten naa20-1-Pflanzen der drei unabhédngigen Linien zeigten auch
keine Differenzen des Frisch- und Trockengewichts im Vergleich zu Col-0-Pflanzen,
wéhrend homozygote naa20-1-Pflanzen erneut signifikante Gewichtsdifferenzen
aufwiesen (Abbildung 3.33B, C, Trockengewicht: Anhang 6.7C).
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N
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1 naa20-1
naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20 (Linie1)
EZ1 naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20 (Linie2)
X1 naa20-1/pB7TYWG2_AtNAA20 (Linie3)

Abbildung 3.33 Komplementierung des naa20-Ph&notyps mit AtNAA20p

Die Bilder zeigen neun Wochen alte, unter Kurztagbedingungen angezogene, représentative Wildtyp-
(Col-0), homozygote naa20-1- und naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20-Pflanzen der Linie 2 (A) und deren
Frischgewicht (n=6) (C). Bilder der naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20-Pflanzen der Linie 1 und 3 wurden
nicht gezeigt, die Pflanzen entwickelten sich jedoch vergleichbar zu Col-0-Pflanzen. In B wurde das
Frischgewicht acht Wochen alter naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20-Pflanzen der Linie 1 (n=8) und in C das
Frischgewicht neun Wochen alter naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20-Pflanzen der Linie 3 (n=6) gezeigt.
Die Darstellung erfolgte im Vergleich zu Col-0- und homozygoten naa20-1-Pflanzen. P <0.05 > 0.01*; p
<0.01 > 0.001%%; p < 0.001%**,
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3.35 Identifizierung der AtNAA20-Substrate

Die NatB-Acetyltransferase acetyliert das N-terminale Methionin, wenn der darauf
folgende Aminoséurerest ein Glutamat-, Asparaginséure- oder Asparagin- ist. Die
Spezifitat der acetylierten Substrate ist zwischen Hefe und Menschen konserviert
(Polevoda and Sherman, 2003a; Arnesen et al., 2009b). Um mdgliche Zielproteine des
putativen NatB-Komplexes bzw. der AtNAAZ20-Acetyltransferase zu identifizieren
wurde das Gesamtproteinextrakt der Wildtyp- (Col-0) und der homozygoten naa20-1-
Pflanzen mittels 2-D Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.8) und Nanoflow Liquid
Chromatography Tandem Mass Spectrometry (nanoLC-MS/MS) (Kapitel 2.6.11)
analysiert.

3.35.1 Identifizierung modifizierter Proteine in homozygoten naa20-1-

Pflanzen

Die ldentifizierung der NatB-Substrate in Hefe erfolgte unter anderem mittels 2-D
Gelelektrophorese (Polevoda et al., 1999). In den entsprechenden Hefe-
Deletionsmutanten wurde die fehlende Acetylierung der Proteine als basische
Verschiebung in  ihrem  isoelektrischen  Punkt (IEP) verifiziert.  Das
Gesamtproteinextrakt aus Blattern der homozygoten naa20-1- und Col-0-Pflanzen
wurde fur die 2-D Gel-Analyse extrahiert (Kapitel 2.6.8). Es wurden unabhédngige
biologische Replikate von jeweils zwei neun Wochen alten Col-0- und naa20-1-
Pflanzen, die unter Kurztagbedingungen (Tabelle 2.2) angezogen wurden, analysiert.
Um das Proteinmuster zwischen Col-0 und homozygoten naa20-1-Pflanzen zu
vergleichen, wurden Proteine in der ersten Dimension entsprechend ihrem
isoelektrischen Punkt (IEP) aufgetrennt. Um mdoglichst viele Zielproteine der putativen
AtNAA20-Acetyltransferase zu identifizieren, wurden Proteine in zwei pH-Bereichen,
pH 5-8 und pH 3-6, analysiert. In der zweiten Dimension erfolgte das Auftrennen der
Proteine entsprechend dem Molekulargewicht (Kapitel 2.6.7). Die aufgetrennten
Proteine wurden mittels Silberfarbung visualisiert (Kapitel 2.6.9). Es wurden drei
Proteine detektiert, welche eine basische Verschiebung in homozygoten naa20-1- im
Vergleich zu Col-0-Pflanzen zeigten (Abbildung 3.34).
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SDS-PAGE

SDS-PAGE

Abbildung 3.34 2-D Gel Analyse eines Gesamtproteinextrakts aus homozygoten naa20-1-Pflanzen

(A, B) Gesamtproteine aus neun Wochen alten, unter Kurztagbedingungen angezogenen Wildtyp- (Col-0)
und homozygoten naa20-1-Pflanzen wurden mittels 2-D Gelelektrophorese separiert (jeweils ca. 80 pg).
In der ersten Dimension wurden Proteine entsprechend ihrem IEP in zwei pH-Bereichen aufgetrennt:
pH5-8 (A) und pH3-6 (B). Fir jeden pH-Bereich wurden zwei unabhéngige Versuche durchgefiihrt, die
dieselben Ergebnisse ergaben (es wurden Daten jeweils von einem Versuch gezeigt). Das Auftrennen der
Proteine in der zweiten Dimension erfolgte entsprechend dem Molekulargewicht. Visualisierung der
aufgetrennten Proteine erfolgte mittels Silberfarbung. Mit den weilen Pfeilen wurden Proteinspots
markiert, die bei der homozygoten naa20-1- eine basische Verschiebung im Vergleich zu Col-0-Pflanzen
aufwiesen, was auf die fehlende Acetylierung hinweist.

Um die Proteine 1, 2 und 3 von Col-0 und die basisch verschobenen Proteine 1*, 2* und
3* der homozygoten naa20-1-Pflanzen zu identifizieren wurde eine
massenspektrometrische Analyse in Kooperation mit Dr. Thomas Ruppert (ZMBH,
Heidelberg) durchgefuhrt (Kapitel 2.6.11). Proteine 1 und 1* (Abbildung 3.34A)
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wurden als nucleoside diphosphate kinase 1 (At4g09320) identifiziert (Proteinsequenz:
Anhang 6.1). Bei beiden Proteinen konnte kein N—Terminus detektiert werden. Proteine
2 und 2* (Abbildung 3.34B) wurden als At1g13930 identifiziert (Proteinsequenz:
Anhang 6.1). Das unbekannte Protein zeigte bei Col-0-Pflanzen eine N-terminale
Acetylierung, jedoch keine bei den homozygoten naa20-1-Pflanzen. Die Acetylierung
des At1g13930-Proteins stimmt mit der vorhergesagten Substratspezifitdt des NatB-
Komplexes in Hefe und Menschen (Kapitel 3.3.5) Uberein. Proteine 3 und 3*
(Abbildung 3.34B) wurden als membrane-associated progesterone binding Protein
(At2924940) identifiziert (Proteinsequenz: Anhang 6.1). Ahnlich wie bei den Proteinen
1 und 1* konnte auch hier kein N—Terminus detektiert werden.

3.35.2 Identifizierung acetylierter Proteine in homozygoten naa20-1-Pflanzen

Es konnten mittels 2-D Gelelektrophorese lediglich drei basisch verschobene Proteine
in homozygoten naa20-1- im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen (Col-0) gefunden werden
(Kapitel 3.3.5.1). Aufgrund dessen wurde die Identifizierung der acetylierten Proteine
aus einem Gesamtproteinextrakt (Kapitel 2.3.5) der homozygoten naa20-1-Pflanzen
mittels Nanoflow Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (nanolLC-
MS/MS) (Kapitel 2.6.11) in Zusammenarbeit mit Fabian Hosp durchgefiihrt (Dept.
Intracellular Signaling and Mass Spectrometry, Max Delbriick Center for Molecular
Medicine, Berlin). Es wurden jeweils drei technische Replikate von acht Wochen alten
Col-0- und homozygoten naa20-1-Pflanzen unabhéngig voneinander analysiert. Alle
analysierten Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen angezogen (Tabelle 2.2). In
dem Gesamtproteinextrakt der jeweiligen Replikate wurden von 27416 identifizierten
Proteinen (www.arabidopsis.org) jeweils 6,4 % (1765), 6,9 % (1886) und 7,3 % (1989)
der Proteine detektiert. In den Replikaten wurden 204, 312 und 553 N-terminale
Acetylierungsstellen identifiziert. Bei den meisten identifizierten Proteinen liegt die
Acetylierung sowohl bei Col-0- als auch bei homozygoten naa20-1-Pflanzen vor. Bei
drei Proteinen, At3g52990, At2921250.1, At3g59920, liegt die N-terminale
Acetylierung in den Col-0-Pflanzen vor, jedoch nicht in den homozygoten naa20-1-
Pflanzen (Abbildung 3.35). Zusatzlich wurde ein Protein detektiert, das bei den
homozygoten naa20-1-Pflanzen N-terminale Acetylierung zeigte. Bei der Col-0-Pflanze
wies das Protein keine NTA auf (Abbildung 3.35). Bei den anderen 18 Col-0-Proteinen
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liegt die Acetylierung zwar vor, jedoch dieselben Proteine wurden in naa20-1-Mutanten

nicht identifiziert (Abbildung 3.35), deswegen kann keine weitere Aussage getroffen

werden.
Sequenz Protein Acetylierung | Acetylierung
in Col-0 in naa20-1

MDEEYEVIVLGTGLK RAB GDP dissociation inhibitor | + -
2 (At3g59920)

MEITLNSGFK NAD(P)-linked oxidoreductase | + -
domain-containing Protein
(At2921250.1)

MHSSHLLLEEPIR Pyruvate kinase (At3g52990) + -

MDPQLTEVSQQFER RPN12a (Regulatory Particle | ? +(?)
non-ATPase 12a)

MDATEQSLR Isoform  Mitochondrial ~ of | + ?
Glycyl-tRNA synthetase 1

MDGGAEGSQQPHLILANK Probable 26S proteasome non- | + ?
ATPase regulatory subunit 6

MDLEAEIR T10F20.8 protein + ?

MDSEIAVDCSPLLK CXE12 + ?

MDSPFKPDVVR Peroxisomal  2,4-dienoyl-CoA | + ?
reductase

MDSPFKPDVVR RD2 + ?

MEALVCR Oxidoreductase,  zinc-binding | + ?
dehydrogenase family protein

MEGFLTDQQR Putative uncharacterized protein | + ?
F617.10

MEGIIVR OTU-like cysteine protease | + ?
family protein

MEGKEEDVR Probable aquaporin PIP1-4 + ?
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MEPHEAETFVNK Proline iminopeptidase + ?

MESAGIQQLLAAER V-type proton ATPase subunit | + ?
G2

MESFPIINLEK 1-aminocyclopropane-1- + ?
carboxylate oxidase

METPTMKPDTVLILDYGSQ | GMP synthase (glutamine- | + ?

YTHLITR hydrolyzing)

MEWIQSLPK Putative adenosine deaminase + ?

MHAPVLVLSDSLK Chaperonin;F9D12.18 protein + ?

M(ox)NSNLVGVFRER DC1 domain-containing protein | + ?

MNTESVVEFLGNVPLLQK Acyl-CoA thioesterase family | + ?
protein

Abbildung 3.35 Potentielle Substrate der orthologen AtNAA20-Acetyltransferase

Die Gesamtproteinextrakte der acht Wochen alten, unter Kurztagbedingungen angezogenen Wildtyp-
(Col-0) und homozygoten naa20-1-Pflanzen wurden mittels Nanoflow Liquid Chromatography Tandem
Mass Spectrometry analysiert. Es wurden jeweils drei technische Replikate durchgefiihrt. Es konnten drei
Proteine, At3g59920, At2g21250.1 und At3g52990, gefunden werden, die ausschlieflich bei Col-0-
Pflanzen acetyliert vorliegen. Bei den homozygoten naa20-1-Pflanzen liegt bei derselben Proteinspezies
keine Acetylierung vor. Die NTA der At3g59920 und At2g21250.1 Proteine stimmt mit der
Substratspezifitdt des NatB-Komplexes in Hefe und Menschen Uberein (Kapitel 3.3.5). Das N-terminale
Methionin ist ebenfalls bei At3g52990-Protein acetyliert, jedoch an zweiter Stelle befindet sich
unerwartet ein Histidinrest. Die anderen oben genannten Proteine wurden zwar in Col-0-Pflanzen
acetyliert gefunden aber sie konnten nicht in den homozygoten naa20-1-Pflanzen identifiziert werden. (+)
Protein ist acetyliert, (-) Protein ist nicht acetyliert, (?) das Peptid wurde nicht gefunden, (+ (?)) das
Protein wurde in allen Replikaten gefunden, jedoch nur in einem zeigte es N-terminale Acetylierung.

3.3.6 Komplementierung homozygoter naa20-1-Pflanzen durch

Uberexpression des S. cerevisiae Naa20-Orthologs

In diesem Versuch wurde Uberpruft, ob die orthologe Naa20-Acetyltransferase aus dem
unizelluldren niederen Eukaryonten S. cerevisiae, welche eine Substratspezifitat fur
Met-Asn-, Met-Asp- und Met-Glu- aufweist (Polevoda and Sherman, 2003a; Arnesen et
al., 2009b) den Phanotyp von homozygoten naa20-1-Pflanzen komplementieren kann.
Aufgrund dessen wurden die homozygoten naa20-1-Pflanzen mit pB2GW?7_ScNaa20-
Konstrukt (Anhang 6.4C), dass die Expression des ScNaa20p unter Kontrolle des
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CaMV 35S Promotors vermittelt, stabil transformiert (Kapitel 2.3.7.1). Dazu wurde die
ScNAA20 (Yprl3lcp) kodierende Sequenz (Proteinsequenz: Anhang 6.1) von S.
cerevisiae genomischer DNA mit den Primern 770 und 1113 (Anhang 6.3.3)
amplifiziert und schlieBlich mittels Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) in den
Expressionsvektor pB2GW?7 kloniert. Die naa20-1/pB2GW7_ScNaa20-Pflanzen
wurden in der T1-Generation mittels BASTA-Selektion (Kapitel 2.3.2) und PCR-
Analyse identifiziert. In der T2-Generation wurden acht Wochen alte naa20-
1/pB2GW?7_ScNaa20-Pflanzen fiinf unabhangiger Linien im Vergleich zu homozygoten
naa20-1- und Wildtyp-Pflanzen (Col-0) charakterisiert. Alle Pflanzen wurden unter
Kurztagbedingungen angezogen (Tabelle 2.2). Die mit pB2GW7_ScNaa20
transformierten naa20-1-Pflanzen zeigten denselben Phénotyp wie homozygoten
naa20-1-Pflanzen (Abbildung 3.36A, Bilder von Linie 3, 4, 15 und 19 nicht gezeigt).
Die naa20-1/pB2GW?7_ScNaa20-Pflanzen wiesen ebenfalls signifikante
Gewichtdifferenzen im Frisch- und Trockengewicht im Vergleich zu Col-0-Pflanzen
auf, jedoch keine im Vergleich zu homozygoten naa20-1-Pflanzen (Abbildung 3.36B;
Trockengewicht: Anhang 6.7D). Um das ScNAA20-Transkript in den transformierten
homozygoten naa20-1-Pflanzen nachzuweisen wurde eine semiquantitative
Transkriptionsanalyse durchgefiihrt (Kapitel 2.4.1). Dazu wurde die RNA aus
reprasentativen, acht Wochen alten naa20-1/pB2GW7_ScNaa20- sowie homozygoten
naa20-1- und Col-0-Pflanzen extrahiert (Kapitel 2.3.4) und die cDNA synthetisiert
(Kapitel 2.4.9). RNA der Col-0-Pflanze diente als Negativkontrolle. Anschliel3end
wurde ScNaa20 mit den genspezifischen Primern 1524 und 1539 (Anhang 6.3.2)
amplifiziert. Bei allen analysierten naa20-1/pB2GW?7_ScNaa20-Pflanzen wurde das
ScNAA20-Transkript nachgewiesen (Abbildung 3.36C). Das konstitutiv exprimierte
Transkript des Aktingens wurde mit den Aktinspezifischen Primern 364 und 436
(Anhang 6.3.2) amplifiziert und zur Quantifizierung der SCNAA20-Transkriptmenge
genutzt (Abbildung 3.36D). Die mit dem pB2GW?7_ScNaa20 transformierten
homozygoten naa20-1-Pflanzen wurden im Gegensatz zu den homozygoten naa20-1-
Pflanzen, welche mit dem pB7YWG2_AtNAA20 (Kapitel 3.3.4) transformiert wurden,
nicht komplementiert. Dies kann bedeuten, dass die orthologen Naa20-Proteine aus S.
cerevisiae und A. thaliana funktionell nicht identisch sind.
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Abbildung 3.36 Wachstumsphénotyp von ScNaa20p exprimierenden homozygoten naa20-1-
Pflanzen

(A) Die Bilder zeigen acht Wochen alte, unter Kurztagbedingungen angezogene, représentative Wildtyp-
(Col-0), homozygote naa20-1- und naa20-1/pB2GW7_ScNaa20-Pflanzen der Linie 2. Bilder von den
naa20-1/pB2GW7_ScNaa20-Pflanzen der Linie 3, 4, 15 und 19 wurden nicht gezeigt. Die Pflanzen
entwickelten sich jedoch vergleichbar zu jenen der Linie 2. In B wurde das Frischgewicht von acht
Wochen alten naa20-1/pB2GW?7_ScNaa20-Pflanzen der flinf unabhéngigen Linien im Vergleich zu Col-
0- und homozygoten naa20-1-Pflanzen dargestellt (n=10-12). P < 0.05 > 0.01*; p < 0.01 > 0.001**; p <
0.001***, (C, D) Die Transkription des ScNaa20 (Ypr131cp) (C) und Aktingens (At5g09810) (D) wurde
in Blattern von unabhéngigen naa20-1/pB2GW?7_ScNaa20-Pflanzen der Linie 2, 3, 4, 15 und 19 durch
semiquantitative RT-PCR untersucht. Die Col-0- und homozygoten naa20-1-Pflanzen wurden als
Negativkontrolle verwendet. Das SCNAA20-Transkript wurde mit den Primern 1524 und 1539 (C) und das
konstitutiv exprimierte Transkript des Aktingens mit den Primern 364 und 436 (D) amplifiziert. Das
ScNAA20-Transkript konnte in den transformierten homozygoten naa20-1-Pflanzen aller analysierten
Linien nachgewiesen werden.
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3.4 Identifizierung der katalytischen Untereinheit des NatE-Komplexes

Die katalytische Untereinheit des NatE-Komplexes wurde in Arabidopsis anhand des
Saccharomyces cerevisiae Proteins Naa50 (Yor253wp) (Proteinsequenz: Anhang 6.1)
mittels BLAST Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8, www.arabidopsis.org) identifiziert.
Es konnte ein Protein, At5g11340, identifiziert werden, das eine hthere Homologie als
andere Proteine zeigte (Anhang 6.2). Orthologe des AtNAAS50p wurden genauso wie
die Orthologe der AtNAA1Op (Kapitel 3.1), AtNAA15p (Kapitel 3.2) und AtNAA20p
(Kapitel 3.3) in Organismen wie Oryza sativa (76 % Identitat zu Arabidopsis) , Glycine
max (79 %), Chlamydomonas reinhardtii (48 %), Physcomitrella patens (64 %), Homo
sapiens (54 %), Drosophila melanogaster (54 %), Ceanorhabditis elegans (46 %),
Schizosaccharomyces pombe (28 %), Saccharomyces cerevisiae (27 %), Synechocystis
sp. PCC6803 (27 %) gefunden (Abbildung 3.37).

_:A. thaliana (AtNAA50p)
G. max

P. patens
| O. sativa

C. elegans

D. melanogaster
_I_ H. sapiens
C. reinhardtii
S. cerevisiae
—1 S. pombe

[ pPflanzenreich
[ Tierreich

1 Pilzreich
[ Bakterien

Abbildung 3.37 Die evolutiondre Verwandtschaft des AtNAA5Op zu niederen und hoheren
Eukaryoten sowie Cyanobakterien

Die Abbildung zeigt die evolutiondren Beziehungen des orthologen NAAS5Op aus dem Pflanzen-, Tier-
und Pilzreich sowie Bakterien. Die Proteine wurden mit dem BLAST Algorithmus (TAIR BLASTP2.2.8,
www.arabidopsis.org) verglichen. Die pflanzlichen Orthologe, G. max (02947970), P. patens
(XP_001762002.1) und O. sativa (0Os01g0610400; NP_001043544.2), zeigen die hochste Identitat mit
dem AtNAAS50p und bilden ebenso wie die Organismen aus dem Tierreich, C. elegans (NP_508553.1),
D. melanogaster (NP_524779.1) und H. sapiens (NP_079422.1), jeweils einen Ast des Stammbaumes. C.
reinhardtii (XP_001699802.1) zeigt deutlich niedrigere Identitdt im Vergleich zu den anderen
pflanzlichen Orthologen und bildet mit ihnen keinen Ast des Stammbaumes. Die zwei Pilze S. cerevisiae
(Yor253wp) und S. pombe (NP_588274.1) bilden zusammen mit Synechocystis sp. PCC6803
(NP_441109.1) ebenfalls einen Ast des Stammbaumes.
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34.1 Biochemische Charakterisierung von AtNAA50p

Die biochemische Charakterisierung des AtNAAS50p wurde durch Analyse der
konservierten Domanen und Uberexpression des rekombinanten AtNAA5Op in E.coli

durchgefiihrt.

3411 Charakterisierung der Proteinstruktur von AtNAASOp

Der Aminosdurensequenzvergleich der putativen als auch bereits bekannten NAA5O-
Acetyltransferasen wurde innerhalb verschiedener Eukaryoten und Prokaryoten
durchgefuhrt. Das Arabidopsis NAA5SOp hat eine Ldnge von 164 Aminosauren und
zeigt eine hohe Sequenzidentitat mit Proteinen aus dem Pflanzen-, Pilz- und Tierreich
sowie Bakterien (Abbildung 3.37 und Abbildung 3.38). AtNAAS5Op enthalt wie
AtNAA10 (Kapitel 3.1.1.1) und AtNAA20 Proteine (Kapitel 3.3.1.1) vier konservierte
Motive (A-D), welche flur die GNAT-Superfamilie repréasentativ sind (Kapitel 3.1.3)
(Neuwald and Landsman, 1997; Dyda et al., 2000). Interessanterweise weist das
Naa50p von O. sativa (Abbildung 3.38; 2) am C-Terminus eine verkiirzte Sequenz im
Vergleich zu anderen Blitenpflanzen wie A. thaliana (Abbildung 3.38; 1) und G. max
(Abbildung 3.38; 3) auf. Der Aminosaurensequenzvergleich zeigt auch einen N-
terminalen Einschub in der Proteinsequenz von C. elegans (Abbildung 3.38; 8)
gegentber den anderen orthologen NAAS5O-Proteinen. Die Sekundarstruktur des
AtNAASOp wurde mit dem Programm PSIPRED (www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred)
vorausgesagt. Das AtNAASOp scheint aus sieben a-Helixen und vier B-Schleifen zu

bestehen.
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VYANNLGMLTKLAHVTVPNLYQDAFESALFAEDSLVAKNKKPSSKKDVHE
PHREELPQFAQLDQQCLGGMWTLAGYEREWDSDHSVLLG-—-=-===——=——— I
Motiv C
151 200
| S— > {1
TKLAYYNDICVGAIACRLEKKESG----AMRVYIMTLGVLAPYRGIGIGS
SKLGLLORYMRRGDCVSPGEEGRR--=-—=———=————— SSLCLYHDAGGTG
TKLAYYSDICVGAIACRLEKKEGG---GQVRVYIMTLGVLAPYRGLGIGT
TOLAYHNDVLVGAITVRCERQPNG----KAKAYIATLGVLAPYRNFAIGA
TKLAYYNDICVGSIACRLEKKDGS----KMRLYIMTLGILAPYRRLGIGS
AKLAYFNDIAVGAVCCRVDHSQONQ-—-—--— KRLYIMTLGCLAPYRRLGIGT
AKLAYYNDIVVGAVCCRIDNTENQ-—---- RRLYIMTLGCLSPYRRLGIGT
GRLAYYNDVVVGAVCCRIDDISDE--—-—-- KSLYLMTLGTLAAYRQIGIGT
AQYAYFNOVCVGAVRCKKETHNKS———-—— HKIQILSLAVLPAYRNRSIGT
TOMAYYSEIPVGGLVAKLVPKKONELS-LKGIQIEFLGVLPNYRHKSIGS
RLIARGNLVAMGAFWQILEEAHIT----—-—-—-———- LLAVAQAHRRQGLGK
Motiv D Motiv A
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Abbildung 3.38 Proteinsequenzvergleich zwischen orthologen NAA50-Proteinen

Die Abbildung zeigt den Proteinsequenzvergleich zwischen A. thaliana (At5g11340), O. sativa
(0s01g0610400; NP_001043544.2), G. max (02g47970), C. reinhardtii (XP_001699802.1), P. patens
(XP_001762002.1), H. sapiens (NP_079422.1), D. melanogaster (NP_524779.1), C. elegans
(NP_508553.1), S. pombe (NP_588274.1), S. cerevisiae (Yor253wp) und Synechocystis sp. PCC6803
(NP_441109.1). Der Aminosaurensequenzvergleich wurde mit dem Programm Vector NTI1 9 (AlignX)
durchgefiihrt und die konservierten Aminosauren wurden als graue Felder markiert. Die Sekundarstruktur
wurde mittels PSIPRED vorausgesagt und oberhalb der Proteinsequenz dargestellt: f-Schleifen wurden
als Pfeile und a-Helices als Zylinder markiert. Die konservierten Motive, A, B, C und D, der GNAT-
Superfamilie (Neuwald and Landsman, 1997) wurden unterhalb der Proteinsequenz gezeigt.

3.4.12 Uberexpression und Aufreinigung des rekombinanten AtNAA50p

Der kodierende Bereich der cDNA fiir das AtNAA50p (Proteinsequenz: Anhang 6.1)
wurde vom Klon U22744 (www.arabidopsis.org) mit den Primern 754 und 778
(Anhang 6.3.3) amplifiziert und mittels Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) in den
Expressionsvektor pETG10a mit einem N-terminalen 6xHis-Fusion-Tag kloniert
(Expressionskonstrukt: Anhang 6.4D). Das Protein wurde in E.coli HMS 174 exprimiert

und mittels Immobilized Metal Affinity Chromatography aus Proteinextrakten
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aufgereinigt (Kapitel 2.6.1.1). Die Reinheit der Proteine wurde durch Auftrennung
mittels SDS-PAGE (Kapitel 2.6.7) und anschlieBender Coomassie-Farbung (Kapitel
2.6.9) Uberprift. Im Rohextrakt wurden zwei berexprimierte Proteine detektiert. Ein
bei ca. 22 kDa, was etwa dem voraussagten Molekulargewicht des His:NAA50Op von
20,6 kDa entspricht und ein zweites Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 18
kDa, was moglicherweise ein Abbauprodukt darstellt (Abbildung 3.39; 1). Beide
Proteine konnten mittels massenspektrometrischer Analyse als NAASOp identifiziert
werden (Kapitel 3.4.1.3). Die an der Sdule gebundenen Proteine konnten zum Teil
bereits mit 80 mM Imidazol eluiert werden (Abbildung 3.39; 3). Die meisten Proteine
wurden jedoch mit 400 mM Imidazol von der S&ule eluiert (Abbildung 3.39; 4-6). Aus
der Gesamtproteinmenge von ca. 8,4 mg konnte man bis zu 5 mg His:NAA50p
aufreinigen, was mehrere unabhédngige Aufreinigungen belegten. Aufgrund der
benodtigten Proteinmenge sowie der Proteinreinheit wurde mit dem rekombinanten
His:NAA5Op ein in vitro N®-Acetyltransferase-Aktivitatstest durchgefiihrt (Kapitel
3.4.2).

kDa
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116 =
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55=
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Abbildung 3.39 Aufreinigung von AtNAA50p mittels Immobilized Metal Affinity Chromatography

Die Proteinfraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Coomassie-Féarbung visualisiert.
Die Aufreinigung wurde aus 300 ml Kulturvolumen nach einer 4-stiindigen Induktion bei 37 °C und 220
rpm durchgefihrt. (1) Rohextrakt [ca. 10ug], (2) Durchfluss [ca. 10 pg], (3) Das 10-malige Waschen
erfolgte mit 80 mM Imidazol. Die Abbildung zeigt die zehnte Waschfraktion [ca.10 pg]. (4-6) Die
Proteine wurden mit 6 ml 400 mM Imidazol von der Sdule eluiert. Die Abbildung zeigt die ersten drei
Elutionsfraktionen: (4) [10 pg], (5 und 6) [3 pg].
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3.4.1.3 Verifizierung der Tertiarstruktur von AtNAA50p

Um die Tertidrstruktur des His:NAA5Op (Kapitel 3.4.1.2) zu klaren wurde eine
GroRenausschluss-Chromatographie durchgefuhrt (Kapitel 2.6.4). Es wurden zwei
unterschiedliche Mengen, ca. 2 und ca. 1 mg, des His:NAA5Op auf die HiLoad16/60
Superdex 200 prepgrade Saule aufgetragen. Das Chromatogramm des His:NAA50p
enthielt funf (Abbildung 3.40A) bzw. vier (Abbildung 3.40C) Maxima, deren
Molekulargewichte anhand der Kalibrierungskurve berechnet wurden (Kapitel 2.6.4).
Maximum Il entspricht einem Molekulargewicht von etwa 165 kDa, Maximum Ill von
ca. 101,9 kDa und Maximum IV von etwa 22,3 kDa (Abbildung 3.40A). Durch die
Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE (Kapitel 2.6.7) und anschliel3ender
Coomassie-Farbung (Kapitel 2.6.9) konnten zwei Banden detektiert werden, eine bei
etwa 22 kDa, was etwa dem voraussagten Molekulargewicht des His:NAA50p von 20,6
kDa entspricht sowie eine zweite bei einem Molekulargewicht von ca. 18 kDa
(Abbildung 3.39 und Abbildung 3.40B). Beide Proteine wurden mittels
massenspektrometrischer Analyse (Kapitel 2.6.11) als NAA5SOp identifiziert. Die
GroRenausschluss-Chromatographie aus ca. 2 mg Protein ergab, dass His:NAA50p zum
Teil als Octamer (Peak 1), Pentamer (Peak 11), jedoch hauptsachlich als Monomer (60
%) (Peak IV) vorliegt (Abbildung 3.40A). Eine GroRenausschluss-Chromatographie
von ca. 1 mg His:NAA5Op erbrachte, in drei unabhangigen Experimenten, nahezu das
gleiche Ergebnis. Maximum |1 entspricht einem Molekulargewicht von etwa 96,6 kDa,
Maximum Il von etwa 21,3 kDa. (Abbildung 3.40C). Peak 1 entspricht dem
AusschluBvolumen (Abbildung 3.40A, C). Peak V (Abbildung 3.40A) und Peak 1V
(Abbildung 3.40C) weisen aufgrund des kleinen Molekulargewichts von jeweils ca. 8,9
und 6,2 kDa auf Salze hin. Der immunologische Nachweis der Proteine in den
Elutionsfraktionen erfolgte mit Hilfe des NAA50-Antikorpers. Die grofite Menge des
His:NAA5Op wurde in den Elutionsfraktionen detektiert, die dem Peak Il entsprachen.
In den Elutionsfraktionen, die Peak IV entsprachen, wurde kein His:NAA50p detektiert
(Abbildung 3.40D). Die Grolienausschluss-Chromatographie aus ca. 1 mg Protein
ergab, dass His:NAA5Op nahezu ausschliel3lich als Monomer (80 %) (Peak 1V) vorliegt
(Abbildung 3.40C). Die Analyse der Tertiarstruktur mit zwei verschiedenen Mengen
des His:NAA5Op in vitro zeigt, dass das His:NAA50p hauptsachlich als Monomer
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vorliegt. Des Weiteren ware es erforderlich die Ergebnisse durch die Analyse der

Tertiarstruktur in vivo zu verifizieren.
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Abbildung 3.40 GréRenausschluss-Chromatographie von His:NAA50p

(A, C) Die Abbildung zeigt ein GroéRenausschluss-Chromatogramm des His:NAA5Op. Es wurden (A) 2,3
mg und (C) 1 mg His:NAA50p auf die Saule aufgetragen. Die Flussrate wahrend der Chromatographie
lag bei 1 ml/Min. und die Sensitivitat bei 0,001. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 280 nm. Das Eluat
wurde in 2 ml-Fraktionen gesammelt. In B ist die SDS-PAGE-Analyse der Elutionsfraktionen und
anschlieBende Coomassie-Farbung gezeigt. Die Elutionsfraktionen 68-71 (Peak Il) entsprechen den
Spuren 1-2, 76-81 (Peak I11) den Spuren 3-5, und 90-97 (Peak 1V) den Spuren 6-9. In D wurden die SDS-
PAGE und anschliefende Western Blot-Analyse gezeigt. Der immunologische Nachweis der Proteine
erfolgte mit Hilfe des NAA50-Antikdrpers. Die Elutionsfraktionen 46-49 (Peak 1) entsprechen den
Spuren 1-2, 77-80 (Peak 1) den Spuren 3-4, 97-100 (Peak I11) den Spuren 5-9 und die Elutionsfraktionen
109-114 (Peak V) den Spuren 10-12. Die GréRenausschluss-Chromatographie ergab, dass His:NAA50p
hauptséachlich als Monomer vorliegt, wobei die Tertidrstruktur des Fusionsproteins von der Konzentration
abhéngig erscheint.

3.4.2 In vitro N*-Acetyltransferase-Aktivitatstest von His:NAA50p

Die Naab0-Proteine in Hefe und Menschen gehdren zu den am besten charakterisierten
Arabidopsis NAA50-Ortologen (Gautschi et al., 2003; Arnesen et al., 2006b). Trotzdem
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sind Hefe-Proteine, die durch Naa50p acetyliert werden nicht bekannt. Die menschliche
Naa50-Acetyltransferase acetyliert das N-terminale Methionin bei nachfolgenden
Leucin-, Alanin- und Methionin- (Evjenth et al., 2009b; Van Damme et al., 2011). Um
zu Uberpriifen, ob das AtNAASOp uber eine N“Acetyltransferaseaktivitat verfigt,
wurde zwei Mal unabhéngig voneinander ein in vitro N®Acetyltransferase-
Aktivitatstest (Kapitel 2.6.12) mit dem rekombinanten His:NAA50p (Kapitel 2.6.1.1)
sowie ADGK-RRR und MLGT-RRR Peptiden durchgefuhrt. Die Aktivitat wurde im
Scintillationszéhler anhand der gebundenen Menge von [acetyl-3H]-AcCoA, jeweils
nach 15, 30, 60 und 120 Minuten nachgemessen. Das ADGK-Peptid wurde als
Negativkontrolle benutzt und wies dementsprechend keine Aktivitat auf (Abbildung
3.41). Fur das MLGT-Peptid konnte eine Aktivitdt gemessen werden, welche bei dem
ersten Test etwa 33 nmol/mg nach 15 Minuten und ca. 56 nmol/mg nach 30 Minuten
betrug (Abbildung 3.41A). Der zweite Test zeigte eine vergleichbare Aktivitat von ca.
70 nmol/mg sowohl nach 15 als auch nach 30 Minuten (Abbildung 3.41B). Die
Acetyltransferaseaktivitdt nahm wahrend beider Tests nach 30 Minuten ab (Daten nicht
gezeigt). Die Spezifitit der N-terminal acetylierten NAAS5O0-Substrate scheint in

Pflanzen bzw. A. thaliana und Menschen konserviert zu sein.
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Abbildung 3.41 N*-Acetyltransferaseaktivitat des Arabidopsis His:NAA50p

Die Aktivitat des His:NAA50p wurde im Scintillationszéhler anhand der gebundenen Menge von [acetyl-
3H]-AcCoA nachgemessen. Die zwei Aktivitatstests fanden unabhéngig voneinander und mit jeweils
frisch aufgereinigtem NAAS0-Enzym statt. Fir die erste Aktivitdtsmessung wurde 4,18 (A) und fir die
zweite 4,78 pg (B) His:NAA5Op eingesetzt. Die ADGK-Peptide wurden als Negativkontrolle verwendet.
AtNAASQ acetyliert in vitro die N-terminale Methioninreste auf welche Leucin folgt (Daten gemeinsam
mit Dr. M. Wirtz).
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3.4.3 Subzelluléare Lokalisierung von AtNAA5Op in Nicotiana spec.

Um zu Gberprufen in welchem subzellularen Kompartiment das Arabidopsis NAA50p
lokalisiert ist, wurde AtNAA50p mit EYFP fusioniert und in Nicotiana spec. exprimiert.
Das Naa50-Ortholog aus Hefe (Polevoda et. al., 2008) und Menschen (Arnesen et al.,
2006Db) ist im Cytosol lokalisiert. Das HsNaa50p wird zudem im Zellkern exprimiert
(Arnesen et al., 2006b). Die fir die Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) benutzte
AtNAASOQ kodierende cDNA (Kapitel 3.4.1.2) wurde mit Gateway-kompatiblen Primern
754 und 755 (Anhang 6.3.3) mittels PCR amplifiziert. Das hergestellte
pK7YWG2_AtNAA50-Konstrukt  (Anhang 6.4D), welches die Expression des
NAAS5OQ:EYFP-Proteins unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors vermittelt, wurde in
Epidermiszellen von Nicotiana tabacum und Nicotiana benthamiana durch
Agrobakterieninfiltration transformiert (Kapitel 2.3.7.2). Die heterologe Lokalisierung
mit fluoreszenzmarkiertem AtNAA5Op wurde mittels confocal laser scanning
microscopy (CLSM) durchgefuhrt (Kapitel 2.7). Das Protein wird im Cytosol und
Zellkern sowohl in N. tabacum (Anhang 6.5D) als auch in N. benthamiana exprimiert
(Abbildung 3.42).

Abbildung 3.42 Lokalisierung des AtNAA50:EYFP-Fusionsproteins in N. benthamiana

Die Abbildungen zeigen eine in vivo Lokalisationsstudie von AtNAASO:EYFP im Blatt von N.
benthamiana. Die transiente Expression von AtNAA5S0:EYFP wurde mittels CLSM drei Tage nach
Agrobakterieninfiltration analysiert. (A, C) Durchlichtbilder, (B, D) die Detektion der EYFP-Fluoreszenz
wurde gelb, die Autofluoreszenz von Plastiden rot dargestellt. Das AtNAAS50:EYFP wird im Cytosol und
im Zellkern exprimiert.
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3.4.4 In vivo Charakterisierung der naa50-1 und naa50-2 T-DNA-

Insertionslinien

Obwohl das Naa50p in Hefe mit dem NatA-Komplex interagiert, zeigen die Scnaa50-
Deletionsmutanten keinen Phanotyp im Gegensatz zu ScnaalO- (Kapitel 3.1.4) und
Scnaal5-Mutanten (Kapitel 3.2.3) (Gautschi et al., 2003; Polevoda et al., 2008). Die
Bedeutung der N-terminalen Acetylierung durch den NatE-Komplex, bzw. NAA5Op in
Arabidopsis sollte genauso wie bei dem NatA- und NatB-Komplex in vivo mittels T-
DNA-Insertionslinien analysiert werden (Tabelle 2.1). Mit Hilfe der Datenbank der T-
DNA-Insertionslinien (www.arabidopsis.org) wurden zwei unabhéngige Linien naa50-1
und naa50-2 identifiziert, welche das single copy Gen At5g11340 betreffen. Beide T-
DNA-Insertionslinien entstammten der SAIL-Sammlung (naa50-1: SAIL 1210 AO2
und naab50-2: SAIL 1186 AO3). Die T-DNA-Insertionsstellen im At5g11340-Gen
wurden durch die Sequenzierung der naa50-1 und naa50-2 PCR-Produkte mittels left
border Primer verifiziert. Die Insertionsstelle der naa50-1-Linie wurde im zweiten
Intron und der naa50-2-Linie am Ende des ersten Introns, jeweils 1468 und 1159 bp
unterhalb vom Start-Kodon lokalisiert (Abbildung 3.43).

603 646
5'UTR — 3'UTR
= I
4y [Fe
naab50-2J|naa50-1 604 645
[—]321]| < 321
== 100 bp

Abbildung 3.43 Struktur des AtNAA50-Gens (At5g11340) mit zwei unabhangigen T-DNA-
Insertionen

Exons wurden als schwarze Boxen, Primer zur Charakterisierung der naa50-1 und naa50-2 T-DNA-
Insertionslinien jeweils als schwarze Pfeile und schwarze Pfeile in Boxen markiert. Die Insertionsstellen
der T-DNA wurden als Flachenpfeile dargestellt.

3441 Molekulare Charakterisierung der naa50-1 und naa50-2 T-DNA-

Insertionslinien

Die Genotypisierung der 47 potentiellen naa50-1- sowie 31 naa50-2-Mutanten, welche
auf Erde unter Kurztagbedingungen (Kapitel 2.3.1.1) angezogen wurden, wies keine
homozygoten Pflanzen auf. Es konnten 39 heterozygote- und acht Wildtyp-Pflanzen der

naa50-1 T-DNA-Insertionslinie sowie 29 heterozygote- und zwei Wildtyp-Pflanzen der
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naa50-2 T-DNA-Insertionslinie identifiziert werden. Aus diesem Grund wurde genauso
wie bei den heterozygoten naalO- (Kapitel 3.1.4.1) und naal5-Pflanzen (Kapitel
3.2.3.1) die Keimungsrate der heterozygoten naa50-1- und naa50-2-Pflanzen bestimmt.
Letztendlich konnten fiir naa50-1 und naa50-2 T-DNA-Insertionslinien im Gegensatz
zu naall und naal5 T-DNA-Insertionslinien homozygote Pflanzen gefunden werden.
Von 61 ausgesdten Samen der heterozygoten naa50-1- und 244 Samen der
heterozygoten naa50-2-Pflanzen zeigten jeweils 13 (21, 3 %) und 52 (21,3 %) einen
auffallig kleinen Phénotyp (Abbildung 3.44E, F). Die reprasentativ kleinen Keimlinge
beider T-DNA-Insertionslinien wurden mittels PCR als homozygote Pflanzen
charakterisiert (Abbildung 3.44A-D). Fir die Genotypisierung beider T-DNA-
Insertionslinien wurden zwei Kombinationen von Primern (Abbildung 3.43; Anhang
6.3.1) generiert. Die Verifizierung der naa50-1 T-DNA-Insertion erfolgte mit einem
genspezifischen Primer (646) und mit einem Primer, der an die linke Flanke der T-
DNA-Insertion bindet (321) (Abbildung 3.44A). Fur den Nachweis des Wildtyp-Allels
wurden genspezifische Primer (646 und 645) verwendet (Abbildung 3.44B). Die naa50-
2 T-DNA-Insertion wurde ebenfalls mit einem genspezifischen Primer (604) und mit
einem Primer, der an die linke Flanke der T-DNA-Insertion bindet (321) verifiziert
(Abbildung 3.44C). Der Nachweis des Wildtyp Allels erfolgte mit genspezifischen
Primern (604 und 603) (Abbildung 3.44D).

Um die Anzahl der Insertion im At5911340-Gen zu Uberprifen wurde das
Segregationsmusters analysiert. In drei unabhangigen Versuchen wurden heterozygote
Pflanzen beider T-DNA-Insertionslinien mit BASTA selektiert (Kapitel 2.3.2). Wildtyp-
Pflanzen wurden als Negativkontrolle verwendet. VVon den 145 heterozygoten naa50-1-
Pflanzen starben nach der Selektion keine Pflanzen ab, was mehrere Insertionen im
Genom der naa50-1-Mutanten andeutet. VVon den 153 selektierten heterozygoten naa50-
2-Pflanzen starben 53 ab. Dies entspricht einer Resistenzverteilung von 65,4 %
resistenten zu 34,6 % nicht resistenten-Pflanzen. Die PCR-Analyse zusammen mit dem
Keimungsexperiment der Pflanzen beider T-DNA-Insertionslinien lasst darauf
schlieRen, dass lediglich Wildtyp-, heterozygote naa50-1- und naa50-2-Pflanzen mit
BASTA selektiert wurden. Das Ergebnis der PCR und Selektionsanalyse und des
Keimungsexperiments mit einem ann&hernden Verhéltnis von 3:1 deuten eine einzelne

Insertion im Genom der naa50-2-Mutanten an.
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A B C D
Primer: Primer: Primer: Primer:
bP  646+321 | 646+645 bP  604+321 | 604+603

Abbildung 3.44 Zygotiebestimmung von naa50-1- und naa50-2-Mutanten

Die Genotypisierung der naa50-1- (A, B) und naa50-2-Mutanten (C, D) wurde mittels PCR mit zwei
Kombinationen von Primern durchgefiihrt. Die Verifizierung der naa50-1 T-DNA-Insertion im AtNAAS50-
Gen erfolgte mit genspezifischem Primer (646) und left border Primer (321) (A). Die des Wildtyp-Allels
mit genspezifischen Primern (646 und 645) (B). (1) Negativkontrolle mit H,0, (2) genomischer DNA von
Wildtyp-Pflanze, (3) genomischer DNA von einer naa50-1-Pflanzen. Die naa50-2 T-DNA-Insertion
wurde mit genspezifischem Primer (604) und left border Primer (321) (C) und das Wildtyp-Allel mit
genspezifischen Primern (604 und 603) (D) nachgewissen. (1) Negativkontrolle mit H,O, (2)
genomischer DNA von Wildtyp-Pflanze, (3) genomischer DNA von einer naa50-2-Pflanzen. Das
Wildtyp-Allel konnte mit beiden Kombinationen der genspezifischen Primern nicht amplifiziert werden,
was auf homozygote Pflanzen hinweist. Samen einer heterozygoten naa50-1- (E) und naa50-2-Pflanze
(F) wurden auf AT-Medium ohne Selektionsmarker (Kapitel 2.3.1.2) ausgesédt. Etwa 21 % der drei
Wochen alten Pflanzen, die unter Kurztagbedingungen angezogen wurden zeigten einen auffélligen
Phénotyp, welche mit schwarzen Kreisen markiert wurde. Die winzigen Keimlinge wurden mittels PCR
als homozygote naa50-1- (A-B) und naa50-2-Pflanzen (C-D) verifiziert.

3442 Semiquantitative Transkriptionsanalyse homozygoter naa50-1- und

naab50-2-Pflanzen

Zur semiquantitativen Transkriptionsanalyse wurde Gesamt-RNA aus jeweils 40 und 50
zusammengemischten, funf Wochen alten, unter Kurztagbedingungen angezogen
(Tabelle 2.2) homozygoten naa50-1- und naa50-2- sowie zwei unabhangigen Wildtyp-
Pflanzen (Col-0) extrahiert (Kapitel 2.3.4) und die cDNA synthetisiert (Kapitel 2.4.9).
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AtNAASO0 wurde mit zwei Kombinationen genspezifischer Primer amplifiziert
(Abbildung 3.45A, B; Anhang 6.3.2). Die erste Kombination genspezifischer Primer
1000 und 1001 wurde so ausgewahlt, dass sich die Insertionsstelle der naa50-1-und
naa50-2-Mutanten zwischen den Primern befindet. Das NAA50-Transkript in
homozygoten naa50-1- und naa50-2-Pflanzen konnte im Gegensatz zu Col-0-Pflanzen,
die als Positivkontrolle verwendet wurden, nicht amplifiziert werden (Abbildung
3.45A). Die zweite Kombination genspezifischer Primer 1250 und 1251 bindet vor der
Insertionsstelle beider Mutanten. In diesem Fall war die NAASO-Transkriptmenge der
homozygoten naa50-1- und naa50-2-Pflanzen vergleichbar mit einer der Col-0 Pflanzen
(Abbildung 3.45B).

bp Primer: 1000+1001

Col-0

Abbildung 3.45 Semiquantitative RT-PCR-Analyse homozygoter naa50-1- und naa50-2-Pflanzen

Die Transkription des AtNAA50 (At5g11340) (A, B) und Aktingens (At5g09810) (C) wurde in Blattern
von jeweils 40 und 50 zusammengemischten homozygoten naa50-1-, naa50-2-Pflanzen sowie zwei
unabhéngigen Wildtyp-Pflanzen (Col-0) durch semiquantitative RT-PCR untersucht. Alle analysierten
Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen angezogen. Das AtNAA5O-Transkript wurde mit zwei
Kombinationen genspezifischer Primer: 1000 und 1001 (A) sowie 1250 und 1251 (B) amplifiziert. Das
konstitutiv exprimierte Transkript des Aktingens wurde mit den Primern 364 und 436 (C) amplifiziert.
Das Volllange NAA5Q-Transkript (A) konnte weder in homozygoten naa50-1- noch in naa50-2-Pflanzen
nachgewiesen werden.
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Beide Versuche mit unterschiedlich ausgewéhlten Primer lassen darauf schlielRen, dass
nur ein Teil des NAAS5O-Transkript, jedoch kein Volllange-Transkript in den
homozygoten naa50-1- und naa50-2-Pflanzen gebildet wird. Das konstitutiv
exprimierte Transkript des Aktingens wurde mit Aktinspezifischen Primern 364 und
436 (Anhang 6.3.2) amplifiziert und zur Quantifizierung der AtNAA50-Transkriptmenge
genutzt (Abbildung 3.45C). Das Ergebnis der semiquantitativen Transkriptionsanalyse
zeigt, dass das beeintrachtigte Wachstum der homozygoten naa50-Pflanzen beider T-
DNA-Insertionslinien auf die fehlende NAA50-Aktivitét zuriickzufiihren ist.

3.4.4.3 Wachstum homozygoter naa50-1- und naa50-2-Pflanzen

Die drei Wochen alten, homozygoten naa50-1- und naa50-2-Pflanzen weisen ein stark
beeintrachtigtes Wachstum auf (Abbildung 3.44E, F). Um zu Uberprufen, ob der
Phéanotyp ebenfalls nach der Beendigung des Wachstums sowie am Ende der
Vegetationsphase bestehend bleibt wurden homozygote Pflanzen beider T-DNA-
Insertionslinien in der siebten (Abbildung 3.46A) und ca. 15. Woche (Abbildung 3.46B)
charakterisiert. Alle Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen (Tabelle 2.2) auf AT-
Medium ohne Selektionsmarker (Kapitel 2.3.1.2) ausgesét und nach zwei Wochen auf
Erde umgesetzt. Nach acht Wochen wurden sie weiter unter Langtagbedingungen
kultiviert (Tabelle 2.2). Die homozygoten naa50-1- und naa50-2-Pfalnzen zeigten
wahrend der gesamten Entwicklung ein sehr stark beeintréchtigtes Wachstum. Wenige
Ausnahmen der homozygoten naa50-1- und naab50-2-Pflanzen blihten (Abbildung
3.46B) und bildeten Schoten, jedoch keine der homozygoten Pflanzen waren fahig

Saatgut hervorzubringen.
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Col-0 naab0-1 naab0-2

A 49 Tage

B 103 Tage

Abbildung 3.46 Wachstumsphénotyp homozygoter naa50-1- und naa50-2-Pflanzen

Die Bilder zeigen den Wachstumsphénotyp von sieben (A) und ca. 15 Wochen (B) alten homozygoten
naa50-1- und naa50-2-Pflanzen im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyp-Pflanzen (Col-0). Alle Pflanzen
wurden acht Wochen unter Kurztagbedingungen und anschliefend unter Langtagbedingungen kultiviert.
Die homozygoten naa50-1- und naa50-2-Pflanzen weisen wéhrend der vegetativen und generativen
Phase einen hervorstechenden Phanotyp im Vergleich zu Col-0-Pflanzen auf.

345 Komplementierung heterozygoter naa50-2-Pflanzen durch

Uberexpression von endogenem NAAS50p

Die homozygoten naa50-2-Pflanzen weisen einen starken Phénotyp im Vergleich zu
Col-0-Pflanzen auf (Abbildung 3.44F und Abbildung 3.46). Die semiquantitative
Transkriptionsanalyse zeigt, dass der Phanotyp der homozygoten naa50-Pflanzen durch
die T-DNA-Insertion im NAA50-Gen hervorrufen wurde (Kapitel 3.4.4.2). Aufgrund
dessen wurden heterozygote naa50-2-Pflanzen mit pK2GW7_AtNAA50-Konstrukt
(Anhang 6.4D) stabil transformiert (Kapitel 2.3.7.1), welches die Expression des
AtNAA5Op unter Kontrolle des des CaMV 35S Promotors vermittelt. Die AtNAA50
kodierende cDNA wurde mit Gateway-kompatiblen Primern 754 und 778 (Anhang
6.3.3) amplifiziert (Kapitel 3.4.1.2) und letztendlich in den Kanamycin-resistenten
Expressionsvektor pK2GW?7 kloniert. In der T1-Generation wurden zehn homozygote
naa50-2/pK2GW7_AtNAA50-Pflanzen mittels einer Selektionsanalyse auf AT-
Medium mit Kanamycin (Kapitel 2.3.2) und anschliefender PCR-Analyse identifiziert.
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Von den zehn homozygoten naa50-2/pK2GW7_AtNAA50-Pflanzen hatten lediglich
vier keine Probleme bei der Samenbildung, was moglicherweise auf die Infektion in der
Kammer zuriickzuftihren war. In der T2-Generation wurden neun Wochen alte unter
Kurztagbedingungen angezogene (Tabelle 2.2) homozygote naa50-
2/pK2GW7_AtNAAS50-Pflanzen drei unabhédngiger Linien, 2, 7 und 13, im Vergleich
zu Col-0- und homozygoten naa50-2-Pflanzen charakterisiert. Die homozygoten naa50-
2/pK2GW7_AtNAA50-Pflanzen der Linie 7 und 13 entwickelten sich vergleichbar wie
Col-0-Pflanzen (Abbildung 3.47A; Bilder von Pflanzen der Linie 2 und 13 nicht
gezeigt). Von den komplementierten Pflanzen der drei unabhangigen Linien wurde
ebenfalls das Frisch- und Trockengewicht im Vergleich zu Col-0- und homozygoten
naa50-2-Pflanzen bestimmt. Pflanzen der zwei komplementierten Linien, 7 und 13,
(Abbildung 3.47B: Linie 13 und Abbildung 3.47C: Linie 7) wiesen keine signifikante
Gewichtsdifferenzen im Vergleich zu Col-0-Pflanzen auf (Trockengewicht: Anhang
6.7E). Obwohl das Frisch- und Trockengewicht von den komplementierten Pflanzen der
Linie 2 einen signifikanten Unterschied zu Col-0-Pflanzen aufwies (Abbildung 3.47B),
sahen die homozygoten naa50-2/pK2GW7_AtNAALQ-Pflanzen vielmehr dem Col-0-
Pflanzen als den naa50-2-Mutanten dhnlich. Die meisten komplementierten Pflanzen
der drei unabhdangigen Linien waren im Gegensatz zu homozygoten naa50-2-Pflanzen

fahig in der generativen Phase Samen zu bilden.
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Abbildung 3.47 Komplementierung des naa50-Phanotyps mit AtINAA50p

Die Bilder zeigen neun Wochen alte unter Kurztagbedingungen angezogene, reprasentative Wildtyp-
(Col-0), homozygote naa50-2- und naa50-2/pK2GW7_AtNAA50-Pflanzen der Linie 7 (A) und deren
Frischgewicht (C). Bilder von den naa50-2/pK2GW7_AtNAA50-Pflanzen der Linie 2 und 13 wurden
nicht gezeigt. Die Pflanzen zeigten jedoch denselben Phé&notyp wie die der Linie 7. In B wurde das
Frischgewicht von neun Wochen alten naa50-2/pK2GW7_AtNAA50-Pflanzen der Linie 2 und 13 (n=8)
im Vergleich zu Col-0- (n=8) und homozygoten naa20-1-Pflanzen (n=12) dargestellt. P < 0.05 > 0.01*; p
<0.01 >0.001**; p < 0.001***,
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3.4.6 Komplementierung heterozygoter naa50-2-Pflanzen durch
Uberexpression des H. sapiens Naa50-Orthologs

Um zu (berprufen, ob das HsNaa50p, welches ahnliche Substratspezifitat wie
AtNAA5SOp aufweist (Kapitel 3.4.2) (Evjenth et al., 2009b; Van Dame et al., 2011) den
Phanotyp homozygoter naa50-2-Pflanzen komplementieren kann, wurde eine stabile
Transformation (Kapitel 2.3.7.1) mit pK2GW?7_HsNaa50-Konstrukt (Anhang 6.4D) im
Hintergrund von heterozygoten naa50-2-Pflanzen durchgefiihrt. Dazu wurde der
HSNAA50  kodierende Bereich (NP_079422.1) von menschlicher cDNA
(Proteinsequenz: Anhang 6.1) mit den Primern 776 und 777 (Anhang 6.3.3) amplifiziert
und schlussendlich mittels Gateway-Klonierung (Kapitel 2.4.10.1) in den BASTA
resistenten Expressionsvektor pK2GW?7 kloniert. Die Expression vom HsNaa50p
erfolgte unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors. In der T1-Generation wurden
mittels einer Selektionsanalyse auf AT-Medium mit Kanamycin (Kapitel 2.3.2) und
anschlieBender PCR-Analyse eine heterozygote und eine homozygote naa50-
2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanze identifiziert. In der T2-Generation wurden 64 acht
Wochen alte Nachkommen der heterozygoten naa50-2/pK2GW?7_HsNaa50-Pflanze
mittels PCR-Analyse analysiert. Es konnten 21 (32,8%) homozygote naa50-
2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanzen identifiziert werden, deren Wachstum in der
vegetativen Phase sich vielmehr dem der Wildtyp- (Col-0) als der homozygoten naa50-
2-Pflanzen nahrte (Abbildung 3.48A). Alle Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen
angezogen und nach acht Wochen unter Langtagbedingungen kultiviert (Tabelle 2.2). In
der 15. Woche bildeten homozygoten naa50-2/pK2GW?7_HsNaa50-Pflanzen einen
vergleichbaren, keinen oder einen kurzen Spro im Vergleich zu Col-0-Pflanzen. Ein
Teil der Transformanten bildete einen Spro mit mehreren Hauptstangel (Abbildung
3.48C). Die homozygoten naa50-2/pK2GW?7_HsNaa50-Pflanzen waren im Gegensatz
zu Col-0-Pflanzen nicht féhig in der generativen Phase Samen zu bilden. naa50-
2/pK2GW?7_HsNaa50-Pflanzen zeigten signifikante Gewichtdifferenzen im Frisch- und
Trockengewicht sowohl im Vergleich zu Col-0- als auch zu homozygoten naa50-2-
Pflanzen (Abbildung 3.48B; Trockengewicht: Anhang 6.7F). Eine in der T1-Generation
identifizierte homozygote naa50-2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanze bildete in der
generativen Phase zwei funktionsfahige Samen, deren Pollen analysiert wurden (Kapitel
3.4.6.1).
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naabo-2 naab0-2f
pK2GW7_HsNaab50
(Linie 1)
24

naa50-2/pK2GW7_HsNaa50
(Linie 1)

Abbildung 3.48 Komplementierung heterozygoter naa50-2-Pflanzen mit dem orthologen Naa50p
aus Menschen

Die Bilder zeigen acht (A) und 15 Wochen (C) alte Wildtyp- (Col-0), homozygote naa50-2- und naa50-
2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanzen der Linie 1. Bilder von den naa50-2/pK2GW?7_HsNaa50-Pflanzen der
Linie 2 wurden nicht gezeigt. Die Pflanzen entwickelten sich jedoch vergleichbar wie die der Linie 1. In
B wurde das Frischgewicht von acht Wochen alten naa50-2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanzen der Linie 1 im
Vergleich zu Col-0- und homozygoten naa50-2-Pflanzen dargestellt (n=6-8). Alle Pflanzen wurden unter
Kurztagbedingungen angezogen und nach acht Wochen weiter unter Langtagbedingungen kultiviert. P <
0.05>0.01*%; p<0.01 >0.001%*; p < 0.001***,
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3.4.6.1 Pollenvitalitdét von HsNaa50p exprimierenden homozygoten naa50-2-

Pflanzen

Da die HsNaa50p exprimierenden homozygote naa50-2-Pflanzen sehr selten féhig
waren Samen zu bilden (Kapitel 3.4.6), wurde die Lebensféhigkeit deren Pollen
Uberprift. Es wurden zwolf Wochen alte Bliten der homozygoten naa50-
2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanze der Linie 2 in der T2-Generation im Vergleich zu
gleichaltrigen Bliten der Wildtyp-Pflanze (Col-0) mittels Alexander-Farbung (Kapitel
2.3.8) analysiert. Zwischen 50 und 75 % Pollen der homozygoten naa50-
2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanze waren nicht lebensfahig und lagen als Tetraden vor
(Abbildung 3.49), welche h&ufig an den Antheren befestigt waren (Daten nicht gezeigt).
Alle Pollen der Col-0-Pflanze waren dagegen lebensféahig und kamen als einzelne
Pollenkdrner vor (Abbildung 3.49).

Die naa50-2-Linie (SAIL_1186_AO3) (Tabelle 2.1) (www.arabidopsis.org) gehort zu
den Quartett-Mutanten (qrt), dessen Pollen als Tetraden vorliegen (Preuss et al., 1998).
Dies wirde die Tatsache erklaren wieso die Pollen der HsNaa50p exprimierenden
naa50-Mutanten ebenfalls als Tetraden vorlagen. Die Pollen der homozygoten naa50-2-
Pflanzen konnten nicht analysiert werden, weil nur eine homozygote Pflanze gebliiht
hat und dementsprechend fir das Saatgut vorgesehen wurde. Es ist jedoch
unwabhrscheinlich, dass sie an den Antheren verankert sind und dadurch Schwierigkeiten
bei der Befruchtung haben, da das Segregationsmuster der naa50-2-Linie mit den
Erwartungen flr einen rezessiven Erbgang nach Mendel Gbereinstimmt (Abbildung
3.44).
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Col-0

naa50-2/ipK2GW7_HsNaa50
(Linie 2)

Abbildung 3.49 Lebensféahigkeit der Pollen von HsNaa50p exprimierenden naa50-2-Mutanten

Die Pollen der homozygoten naa50-2/pK2GW7_HsNaa50-Pflanzen wurden im Vergleich zu Pollen der
Col-0-Pflanze mittels Alexander-Farbung analysiert. Das Protoplasma wurde durch saures Fuchsin und
die Zellulose innerhalb der Zellwand durch Malachitgrin gefarbt, darum wurden lebensféhige Pollen rot
und nicht lebensfahige grin dargestellt.
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4 Diskussion

Im Jahr 1958 wurde das erste N-terminal acetylierte Polypeptid im Tabakmosaikvirus
nachgewissen (Narita, 1958). Seitdem wurden funf Nat-Komplexe (NatA, NatB, NatC,
NatD und NatE) in Saccharomyces cerevisiae und Homo sapiens identifiziert (Tabelle
1.1) (Arnesen et al., 2009b). In héheren Pflanzen wurde bisher ausschlie3lich der NatC-
Komplex in der Modelpflanze Arabidopsis thaliana teilweise charakterisiert (Pesaresi et
al., 2003). Der zunehmende Anteil acetylierter Proteine im Proteom von Prokaryoten
(ca. 20 %) Uber niedere (< 50 %) bis zu hoheren Eukaryoten (< 80 %) deutet auf eine
immer wichtigere funktionelle Bedeutung N-terminaler Acetylierung von Proteinen
wahrend der Evolution hin (Polevoda and Sherman, 2003a; Falb et al., 2006; Miao et
al., 2007; Martinez et al., 2008; Arnesen et al., 2009b). Im Rahmen dieser Arbeit
erfolgte die Identifizierung und Charakterisierung der orthologen AtNAA10, AtNAA15,
AtNAA20 und AtNAAS5O Proteine. Die Bedeutung der NTA in Arabidopsis wurde in
vivo mittels T-DNA-Insertionslinien analysiert. Dies zusammen mit den
massenspektrometrischen Daten N-terminaler Modifikationen in Arabidopsis (Martinez
et al., 2008) deutet die Konservierung der NTA nicht nur in Hefe und Menschen,

sondern auch in Pflanzen an.

4.1 Charakterisierung des NatA-Komplexes in Arabidopsis

In Hefe und Menschen interagieren NaalOp und Naal5p miteinander und bilden den
NatA-Komplex (Park and Szostak, 1992; Arnesen et al.,, 2005b), der eine N°-
Acetyltransferaseaktivitat aufweist (Mullen et al., 1989; Arnesen et al., 2005b). Im
Arabidopsis-Proteom  konnten orthologe NAA10 (At5g13780) und NAAIL5
(At1g80410) Proteine identifiziert werden, die eine hdéhere Sequenzidentitdt mit H.
sapiens gegenuber dem niederen Eukaryoten S. cerevisiae aufweisen (67 % im
Vergleich zu 44 % mit ScNaalOp und 41 % zu 30 % mit ScNaal5p) (Kapitel 3.1 und
Kapitel 3.2). AtNAA1Op enthélt vier konservierte Motive (A-D) (Abbildung 3.2), die
fur alle katalytischen Untereinheiten der GNAT-Superfamile repréasentativ sind
(Neuwald and Landsman, 1997; Vetting et al., 2005b). Die Anker-Untereinheiten der
Nat-Komplexe enthalten ebenfalls charakteristische Motive, die als tetratricopeptide
repeat (TPR) bezeichnet sind. AtNAA15p besitzt dhnlich wie die orthologen Naal5-
Proteine in Hefe (Gendron et al., 2000; Choi et al., 2001; Fluge et al., 2002) und
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Menschen (Arnesen et al., 2005b) die TPR-Domdanen (Abbildung 3.15), welche
beispielsweise Protein-Protein-Interaktion ermdéglichen. Zwischen Hefe und Menschen
gibt es jedoch bestimmte strukturelle Unterschiede der orthologen katalytischen
Untereinheiten des NatA-Komplexes. In Hefe ist der C-Terminus (Park and Szostak,
1992) und in Menschen dagegen der N-Terminus (Arnesen et al., 2005b) des NaalOp
fur die Interaktion mit dem Naal5p verantwortlich. Aufgrund der hoheren
Sequenzidentitat von AtNAA10p mit dem menschlichen Ortholog (Kapitel 3.1) ist die
N®-Acetylierung in Pflanzen wahrscheinlich eher mit dem menschlichen System
vergleichbar. Dies wird auch durch die erfolgreiche Komplementierung der
heterozygoten naa50-2-Pflanzen in der vegetativen Phase durch die Expression des
HsNaa50p gestutzt (Kapitel 3.4.6). In der Aminosaurensequenz des pflanzlichen und
menschlichen NaalO-Orthologs sind dennoch einige strukturelle Unterschiede
bemerkenswert. Das HsNaalOp zeigt einen Einschub in dem C-terminalen
Proteinsequenzbereich und viele potentielle Phosphorylierungsstellen im Gegensatz zu
Arabidopsis sowie auch Hefe (Abbildung 3.2) (Arnesen et al., 2005b). In A. thaliana, O.
sativa und G. max kann man dagegen wiederholte Histidin-Motive am C-terminalen
Ende der NAA1Op erkennen (Abbildung 3.2).

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das AtNAA1Op eine
Acetyltransferaseaktivitat besitzt (Kapitel 3.1.2). Bisher wurde jedoch keine
ausfiihrliche Analyse der Substratspezifitit des AtNatA-Komplexes bzw. der
AtNAA10-Acetyltransferase durchgefiihrt. Da AtNAA1Op genauso wie die ScNaalOp
und HsNaalOp das Serin acetyliert, deuten die bisherigen Ergebnisse auf eine
vergleichbare Substratspezifitait der pflanzlichen NatA-Acetyltransferase mit den
entsprechenden Orthologen in Hefe und Mensch hin (Polevoda and Sherman, 2003a;
Arnesen et al., 2009b). Interessanterweise wurde ebenfalls gezeigt, dass die orthologen
NatA-Komplexe bzw. NaalO-Acetyltransferasen aus Hefe und Menschen funktionelle
Unterschiede aufweisen. Die NTA durch den NatA-Komplex in Menschen findet nicht
nur co-translational sondern auch post-translational statt. Die post-translationale
Acetylierung des Aktins ist Gberraschenderweise auch durch freie NaalOp katalysiert
(Vvan Damme et al., 2011). In Hefe hingegen scheint die post-translationale
Acetylierung durch den NatA-Komplex eher unwahrscheinlich zu sein, da beide

Untereinheiten des Komplexes ausschliel3lich am Ribosom lokalisiert sind (Gautschi et
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al., 2003; Polevoda et al., 2008). Des Weiteren weist NaalOp in Menschen zusétzlich zu
der N*- (Arnesen et al., 2005b) auch die N*-Acetyltransferaseaktivitat auf (Jeong et al.,
2002, Seo et al.,, 2010). Die N®*Acetylierung von HIF-la findet in Menschen
wahrscheinlich im Zellkern unabhdngig von Naal5p statt (Arnesen et al., 2005b).
Zusammengenommen  unterstiitzt dies die  Hypothese der funktionellen
Weiterentwicklung der Acetylierung, durch den NatA-Komplex, bzw. NaalOp
unabhéngig vom Komplex, von einem unizellularen zu einem multizellularen
Organismus. Da AtNAA1Op in dieser Arbeit sowohl im Cytosol als auch im Zellkern
von Nicotiana spec nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.7), liegt die Vermutung
nahe, dass AtNAA1Op Uber eine dhnliche vielféltige biologische Aktivitat wie das
orthologe Enzym aus Menschen verfugt, welches gleiche Lokalisierung zeigt (Arnesen
et al., 2005b). AtNAA1Op wurde in Nicotiana spec. auch in dahnlichen von der GroRe
Strukturen wie Mitochondrien lokalisiert (Abbildung 3.7). Die negative VVoraussage fur
die mitochondriale Lokalisierung des AtNAA1Op mittels MITOPRED-AIlgorithmus
bestarkt die Hypothese, dass es sich hier um unspezifische Aggregate handelte, die
aufgrund zu hoher Expression von Proteinen in einem heterologen Organismus
vorkommen konnen. Die transiente Expression von AtNAA15p in Tabakzellen
(Abbildung 3.17) zeigte eine ahnliche Lokalisierung wie der menschliche Ortholog, der
im Cytosol und schwach im Zellkern exprimiert wird (Arnesen et al., 2005b). Um die
Lokalisierung der AtNAA10 und AtNAAL5 Proteine zu bestatigen, misste man die
Lokalisierungsstudie in Blattern und Wurzeln von Arabidopsis durchfiihren.

Die strukturelle und enzymatische Ahnlichkeit zusammen mit der Lokalisierung beider
Proteine sowie den unpublizierten Daten von Simon Geir Mgller (personliche
Mitteilung; Centre for Organelle Research Faculty of Science and Technology
University of Stavanger), welche die Interaktion zwischen den AtNAAL10 und
AtNAAI5 Proteinen nachweisen, machen es sehr wahrscheinlich, dass die untersuchten
Proteine die orthologen NAA10 und NAA15 aus Pflanzen sind.

Im Vergleich zu den anderen N-terminalen Acetyltransferasen acetyliert der NatA-
Komplex in Hefe und Menschen die hoéchste Anzahl von Substraten (Polevoda and
Sherman, 2003a; Arnesen et al., 2009b). Aus diesem Grund kann angenommen werden,
dass der NatA-Komplex auch in Arabidopsis der bedeutendste Nat-Komplex ist. Dies

wird durch den Phé&notyp der homozygoten naalO- und naal5-Pflanzen gestitzt, da
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sowohl der knock out der katalytischen Untereinheit (NAA1Op) als auch der
wahrscheinlich mit dem Ribosom assoziierten Anker-Untereinheit (NAA15p) des
NatA-Komplexes lethal ist (Kapitel 3.1.4.2 und Kapitel 3.2.3.2). Der Zusammenhang
zwischen dem lethalen Phanotyp der homozygoten naalO-1-Pflanzen und dem knock
out des NAA10-Gens wurde durch die Komplementierung des naal0-Phanotyps durch
die Expression des endogenen AtNAAL1Op bestatigt (Kapitel 3.1.5). Der teilweise
chlorotische Phénotyp der Blattadern einiger komplementierten Pflanzen (Anhang 6.6)
entstand maoglicherweise durch die Uberexpression des AtNAA10p unter Kontrolle des
CaMV 35S Promotors. Die konstitutive Expression des NaalOp aus S. cerevisiae konnte
den lethalen Phanotyp der homozygoten naalO-1-Pflanzen in Arabidopsis nicht
komplementieren (Kapitel 3.1.6). Maoglicherweise weist dies auf funktionelle
Unterschiede der NaalO-Acetyltransferase zwischen Hefe und Pflanzen hin. Unter
Berucksichtigung der Tatsache, dass ausschlieBlich der NatA-Komplex aus Menschen
die fehlende NatA-Aktivitdt in Hefe ersetzen kann (Arnesen et al., 2009b), ist es
wahrscheinlicher, dass die katalytische Untereinheit (NaalOp) des NatA-Komplexes aus

Hefe mit dem AtNAA15p in Arabidopsis nicht interagieren kann.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Acetylierung der NatA-Substrate wéhrend der
Organentwicklung von Arabidopsis sowie anderen hoheren Pflanzen notwendig ist. Da
die homozygoten naalO- und naal5-Pflanzen denselben Phénotyp zeigen legt die
Vermutung nahe, dass beide Untereinheiten des NatA-Komplexes in Arabidopsis wie in
Hefe (Mullen et al., 1989) und Menschen (Arnesen et al., 2005b) fiur die NatA-Aktivitat
erforderlich sind. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die NTA durch den NatA-Komplex
in anderen hdheren Eukaryoten wie Trypanosoma brucei (Ingram et al., 2000),
Caenorhabditis elegans (Sonnichsen et al., 2005), Drosophila melanogaster (Wang et
al.) und in Homo sapiens (Rope et al.,, 2011) lebenswichtig ist. Beide Hefe-
Deletionsmutanten naal0 und naal5 sind dagegen lebensfahig, zeigen jedoch
konditionale Phanotypen (Whiteway and Szostak, 1985; Whiteway et al., 1987; Mullen
et al., 1989; Park and Szostak, 1992; Polevoda et al., 1999). Der Phéanotyp der ami
NAA15-Pflanzen legt nahe, dass das NAA15p auch im adulten Stadium in planta
erforderlich ist (Kapitel 3.2.4 und Kapitel 3.2.4.1). Dies alles zusammen zeigt, dass die
Bedeutung der N®Acetylierung von Proteinen durch den NatA-Komplex in

multizelluldren Organismen im Gegenteil zu unizelluldren Organismen, wie z. 3. S.
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cerevisiae, eine essentielle Rolle spielt. Insgesamt ist jedoch zu wenig Uber die N%-
Acetylierung in Arabidopsis bekannt, um funktionelle Alleinstellungsmerkmale des

NatA-Komplexes auszuschliel3en.

4.2 Charakterisierung des NatE-Komplexes in Arabidopsis

Die Interaktion des orthologen Naa50-Proteins mit dem NatA-Komplex wurde bisher in
Hefe, Menschen sowie in Drosophila gezeigt (Gautschi et al., 2003; Williams et al.,
2003; Arnesen et al., 2006b), was die strukturelle Konservierung des NatE-Komplexes
auch in Arabidopsis nahelegt. Das orthologe NAA5Op (At5g11340) in Arabidopsis
besitzt, wie alle katalytischen Untereinheiten der GNAT-Superfamilie, vier konservierte
Motive (Abbildung 3.38) (Neuwald and Landsman, 1997; Vetting et al., 2005b) und
zeigt eine deutlich hohere Sequenzidentitat mit H. sapiens (54 %) und D. melanogaster
(54 %) gegenliber dem niederen Eukaryoten S. cerevisiae (27 %) (Kapitel 3.4). Die
subzelluldare Lokalisierung des AtNAASO:EYFP-Fusionsproteins in Nicotiana spec.
zeigt, dass das Protein dhnlich wie das HsNaa50p (Arnesen et al., 2006b) im Cytosol
und Zellkern exprimiert wird (Abbildung 3.42 und Anhang 6.5D), was auf die Rolle des
AtNAASOp in der co-translationalen Acetylierung schlieen lasst. Durch den in vitro
N®Acetyltransferase-Aktivitatstest wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal
nachgewiesen, dass das AtNAASOp Uber eine Acetyltransferaseaktivitat verfugt und
eine dhnliche Substratspezifitat wie das HsNaa50p besitzt. Beide orthologen Proteine
acetylieren das erste Methionin, wenn Leucin an der zweiten Stelle vorliegt (Kapitel
3.4.2) (Evjenth et al., 2009b). Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse bei allen
bisher untersuchten Funktionen, dass es sich um das orthologe NAA5Op in planta
handelt.

Interessanterweise weist das Naa50p ahnlich wie das NaalOp in Menschen eine
bifunktionelle Aktivitat auf. Es wurde gezeigt, dass es nicht nur iber N*- sondern auch
uber N*-Acetyltransferaseaktivitat verfiigt (Evjenth et al., 2009b). Das HsNaa50p besitzt
flexible Schleifen an der Eintrittsstelle zur Substratbindetasche, was maglicherweise die
Flexibilitat bieten konnte, auch groRere Substrate zuzulassen (Evjenth et al., 2009Db).
Unter Bericksichtigung der hohen Sequenzidentitat, der gleichen Lokalisierung und der

ahnlichen N-terminalen Substratspezifitat beider orthologen Proteine in Menschen und
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Arabidopsis konnte man annehmen, dass das AtNAA5Op ebenfalls die N°-
Acetyltransferaseaktivitat besitzt.

Es ist bemerkenswert, dass sich das rekombinante His:NAA50p (Kapitel 3.4.1.2) im
Gegensatz zu den anderen Arabidopsis Proteinen, His:NAA1Op (Kapitel 3.1.1.2),
His:NAA15p (Kapitel 3.2.1.2) und His:NAA20p (Kapitel 3.3.1.2), aus Bakterien
problemlos aufreinigen lasst. Aus diesem Grund konnte die Tertidrstruktur des
His:NAA5Op in vitro Uberprift werden. Das His:NAA5Op liegt hauptsachlich als
Monomer vor, wobei eine gewisse Menge des Proteins ebenfalls ein Pentamer bildet
(Kapitel 3.4.1.3). Wenn man die Konzentration des His:NAA5Op reduziert, verandert
sich das Verhéltnis umso mehr zugunsten des Monomers (Kapitel 3.4.1.3).
Interessanterweise zeigte eine andere Studie, dass das AtNAA5O0p zu 80 % ein Pentamer
bildet (Linster, 2010). Deshalb kann geschlussfolgert werden, dass die Interaktion
zwischen den NAAS5Op durch den His-Tag behindert wurde, was auf die Rolle des N-
Terminus von AtNAASOp fiir die Pentamerisierung und die mogliche Interaktion mit
dem NatA-Komplex hindeutet.

Die Komplementierung des naal0- (Kapitel 3.1.6) und naa20-Phénotyps (Kapitel 3.3.6)
mit den orthologen Proteinen aus einem unizelluldren Organismus wie S. cerevisiae war
erfolglos, darum wurden die heterozygoten naa50-2-Pflanzen mit einem Konstrukt
transformiert, dass die Expression des orthologen HsNaa50p vermittelt. Der Atnaa50-
Phénotyp konnte tatsdchlich mit dem Naab50p aus Menschen zumindest in der
vegetativen Phase komplementiert werden. Dennoch zeigten die komplementierten
naa50-2-Mutanten gewisse Unterschiede gegentiber den Col-0-Pflanzen wie z. B. eine
veranderte Struktur der Blatter (Kapitel 3.4.6). Die leichten Wachstumsunterschiede
zwischen Col-0-Pflanzen und HsNaa50p exprimierenden naa50-2-Mutanten kdnnten
maoglicherweise ahnlich wie bei AtNAA5Op exprimierenden Mutanten (Kapitel 3.4.5)
auf die Uberexpression des jeweiligen Proteins unter Kontrolle des 35S Promotors
zurickzufiihren sein. Im Gegensatz zu den meisten homozygoten naa50-2-Pflanzen
(Kapitel 3.4.4.3) haben alle HsNaa50p exprimierenden naa50-2-Mutanten in der
generativen Phase gebluht, hatten jedoch immer noch Schwierigkeiten bei
Samenbildung. Durch den Pollenvitalitatstest konnten eindeutige Unterschiede
zwischen den Pollen der Col-0-Pflanzen und HsNaa50p exprimierenden naa50-2-

Mutanten gezeigt werden (Kapitel 3.4.6.1). Die unvollstdndige Komplementierung der
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naa50-2-Mutanten durch Uberexpression des H. sapiens Naa50-Orthologs konnte auf
die funktionellen Unterschiede zwischen den pflanzlichen und menschlichen Naa50-
Proteinen hinweisen. Mdglicherweise wird in diesem Stadium ein Protein exprimiert,
dessen Funktion durch Acetylierung beeinflusst wird, dass aber nur durch das
pflanzliche und nicht durch das menschliche Naa50p acetyliert werden kann. Es ist
jedenfalls moglich, dass die Expression des HsNaa50p unter Kontrolle des starken 35S
Promotors und als Folge die Acetylierung von zu viel Zielproteinen die Ursache fur die
unvollstandige Komplementierung ist. Diese Hypothese wird dadurch bestérkt, dass die
AtNAAS5Op exprimierenden naa50-2-Mutanten ebenfalls Probleme bei Samenbildung
hatten (Kapitel 3.4.5).

Die orthologen Naa50-Proteine flihren eine bedeutendere Rolle in hoheren als in
niederen Eukaryoten aus. Die Hefe-Deletionsmutanten naa50 zeigen Kkeinen
nachweisbaren Phénotyp (Gautschi et al.,, 2003; Polevoda et al., 2008). In D.
melanogaster ist das Naa50p mdglicherweise zusammen mit dem NatA-Komplex fir
das Finden des Schwesterschromatids erforderlich (Williams et al., 2003).
Interessanterweise ist in Menschen allein die enzymatische Aktivitat des Naa50p dafur
notwendig (Hou et al.,, 2007). Die N-terminale Acetylierung durch die NAAS5O-
Acetyltransferase spielt eine wesentliche Rolle ebenso in der Pflanzenentwicklung, was
anhand zwei T-DNA-Insertionslinien gezeigt wurde. Homozygote Pflanzen beider T-
DNA-Insertionslinien waren zwar lebensfahig weisen aber wahrend der gesamten
Entwicklung einen ausgepréagten Phanotyp auf (Kapitel 3.4.4.1 und Kapitel 3.4.4.3). Die
homozygoten Pflanzen waren zwar sehr selten aber doch in der Lage zu bluhen, darum
ware es wichtig andere als in dieser Arbeit verwendete Wachstumsbedingungen
(Kapitel 2.3.1.1) auszuprobieren. Auf Grund der erfolgreichen Komplementierung des
naa50-Phanotyps durch die Expression von endogenem NAA50p wurde nachgewiesen,
dass der Phanotyp durch die T-DNA-Insertion im AtNAA50-Gen hervorgerufen wurde
(Kapitel 3.4.5). Ob das AtNAAS5Op ahnlich wie bei Menschen tiberwiegend (tiber 80 %)
unabhangig von dem NatA-Komplex vorliegt (Hou et al., 2007), ist bisher ungeklart.
Die Unterschiede im Phdnotyp zwischen dem knock out von der katalytischen und der
Anker-Untereinheit des NatA-Komplexes (Kapitel 3.1.4.2 und Kapitel 3.2.3.2) und dem
knock out von der katalytischen Untereinheit des NatE-Komplexes (Kapitel 3.4.4.3)

suggerieren jedoch eine abweichende Rolle des NAA5SOp in Arabidopsis.
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4.3 Charakterisierung des NatB-Komplexes in Arabidopsis

Der NatB-Komplex in Hefe (Polevoda et al., 1999; Singer et al., 2000) und Menschen
(Starheim et al., 2008) besteht aus der orthologen katalytischen (Naa20p) und der
Anker-Untereinheit (Naa25p), die fur die NatB-Aktivitdt notwendig sind (Polevoda et
al., 2003; Starheim et al., 2008). Beide orthologen Proteine in Arabidopsis enthalten
charakteristische Motive fur die Nat-Komplexe. Das AtNAA20p (Atlg03150)
(Abbildung 3.24) besitzt &hnlich wie alle katalytischen Untereinheiten der GNAT-
Superfamile, unter anderem die AtNAAL10 (Abbildung 3.2) und AtNAA50 (Abbildung
3.38) Proteine, vier konservierte Motive und weist eine hohe Sequenzidentitat mit den
orthologen Proteinen in Hefe und Menschen auf (Kapitel 3.3). Das NAA25p
(At5g58450) in Arabidopsis besitzt zwar dhnlich wie ScNaa25p (Polevoda et al., 2003)
und HsNaa25p (Starheim et al., 2008) die typischen fir die Anker-Untereinheiten TPR-
Motive (NCBI), zeigt jedoch relativ niedrige Sequenzidentitdt mit den orthologen
Proteinen aus Hefe und Menschen (20 % im Vergleich zu 24 % mit HsNaa25p; TAIR
BLASTP2.2.8, wwwe.arabidopsis.org). Es ist in Betracht zu ziehen, dass alleine das
orthologe NAA20p in planta (iber N*-Acetyltransferaseaktivitat verfiigt und unabhéngig
von dem NAAZ25p eine eigenstdndige Funktion besitzt. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass trotz der Interaktion zwischen der katalytischen, NAA30p, und der Anker-
Untereinheit, NAA35p, des NatC-Komplexes aus Arabidopsis (Pesaresi et al., 2003)
alleine das AtNAA30p im Gegensatz zu den orthologen Proteinen aus Hefe (Polevoda
and Sherman, 2001) und Menschen (Starheim et al., 2009b) eine N
Acetyltransferaseaktivitat besitzt. Aufgrund der Differenzen in den Phanotypen beider
Untereinheiten des NatB-Komplexes in Hefe, welche in den knock down von NAA20
und NAA25 in Menschen umso starker auftreten, wurde ebenso auf eine jeweils
eigenstandige Funktion der beiden Untereinheiten des NatB-Komplexes spekuliert
(Singer and Shaw, 2003; Starheim et al., 2008). Dies wird umso wahrscheinlicher, wenn
man die Unterschiede in der Lokalisierung beider Proteine aus Hefe und Menschen
beriicksichtigt (Polevoda et al., 2008; Starheim et al.,, 2008). ScNaa20p liegt
hauptsdchlich frei im Cytosol vor, wohingegen das meiste ScNaa25p am Ribosom
verankert ist (Polevoda et al., 2008). Beide Untereinheiten des menschlichen NatB-
Komplexes wurden am Ribosom und frei im Cytosol gefunden. Das HsNaa20p wurde
allerdings im Cytosol und Zellkern lokalisiert (Starheim et al., 2008). Das HsNaa25p
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wird dagegen nur im Cytosol exprimiert (Starheim et al., 2008). Interessanterweise
zeigte die CLSM-Analyse, dass das NAA20:EYFP-Fusionsprotein in Arabidopsis im
Blatt und Hypokotyl im Cytosol und unerwartet auch in Mitochondrien exprimiert wird
(Abbildung 3.27A-H). Die mitochondriale Lokalisierung konnte ebenfalls in den
Wurzel bestatigt werden, das EYFP-Signal war jedoch sehr stark, darum kann man auch
die cytosolische Lokalisierung des NAA20p in den Wurzeln nicht ausschlieRen
(Abbildung 3.271-K).

Bei den Substraten der orthologen NatB-Acetyltransferasen in Hefe und Menschen wird
das N-terminale Methionin acetyliert, wenn an der zweiten Stelle Glutamat-,
Asparaginséure - oder Asparagin- vorliegt (Polevoda and Sherman, 2003a; Ametzazurra
et al., 2009; Arnesen et al., 2009b). In Arabidopsis wurden sechs potentielle NAA20-
Substrate identifiziert, nucleoside diphosphate kinase 1 (At4g09320), membrane-
associated progesterone binding Protein 2 (At2g24940), ein unbekanntes Protein
(At1g13930) (Kapitel 3.3.5.1) sowie RAB GDP dissociation inhibitor 2 (At3g59920),
NAD(P)-linked oxidoreductase domain-containing Protein (At2g21250.1) und pyruvate
kinase (At39g52990) (Kapitel 3.3.5.2). Bei den At4g09320 und At2g24940 Proteinen
konnte kein N-Terminus detektiert werden, darum kdnnen auch andere Modifikationen
des N-Terminus nicht ausgeschlossen werden. AtNAA20p wird im Cytosol und in
Mitochondrien exprimiert (Abbildung 3.27), was auf eine cytosolische und/oder
mitochondriale Lokalisierung der putativen NatB-Substrate hinweisen wirde. Die
meisten verwendeten Vorhersage-Programme sagen tatséchlich eine cytosolische
Lokalisierung der sechs identifizierten NatB-Substrate voraus, wahrend eine
mitochondriale Lokalisierung von keinem der Programme auch nur fir ein einziges der
Substrate vorhergesagt wurde (Anhang 6.8). Durch die Identifizierung der potentiellen
Substrate wurde zum ersten Mal, wenn auch indirekt, gezeigt, dass das NAA20p in
Arabidopsis eine Acetyltransferaseaktivitat besitzt. Die Acetylierung derAt2g24940
(Met-Glu-), At1g13930 (Met-Asn-), At3g59920 (Met-Asp-) und At2g21250.1 (Met-
Glu-) Proteine stimmt mit der vorhergesagten Substratspezifitat des NatB-Komplexes in
Hefe und Menschen Uberein. Es ist jedoch denkbar, dass der putative NatB-Komplex in
planta moglicherweise ein groReres Spektrum der N-terminalen Sequenzen z.B. Met-
Cys- (At4g09320) und Met-His- (At3g52990) acetyliert. Die Verifizierung der

Substrate des putativen NatB-Komplexes in Arabidopsis kdnnte aufklaren, ob die von
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Hefe und Menschen abweichende Substratspezifitat nur fir die freie NAAZ20-
Acetyltransferase zutrifft.

Die hohe Sequenzidentitat des AtNAA20p mit den orthologen ScNaa20 und HsNaa20
Proteinen sowie die Identifizierung der potentiellen AtNAA20-Substrate weisen
uberzeugend darauf hin, dass das AtNAA20p das orthologe Protein in planta ist. Die
Lokalisierungsergebnisse und die fehlende Komplementierung des naa20-Phanotyps
durch die Expression des orthologen ScNaa20p (Kapitel 3.3.6) deuten jedoch
funktionelle Unterschiede zwischen dem AtNAA20p und dem orthologen Protein aus
Hefe an. Die fehlende Komplementierung schlieft dennoch nicht aus, dass
ausschliel3lich der NatB-Komplex aus Hefe den naa20-Phénotyp komplementieren
kdnnte, obwohl die eigenstandige Funktion des Naa20p in Hefe in Erwédgung gezogen
wurde (Polevoda et al., 2008). Die erfolgreiche Komplementierung des naa20-
Phanotyps mit dem orthologen Naa20p aus Menschen wére ein Hinweis dafur, dass die
N®Acetylierung in Pflanzen eher dem menschlichen System &dhnelt. Auf Grund der
mitochondrialen Lokalisierung des AtNAA20p kann man jedoch flr das pflanzliche
System einige Besonderheiten nicht ausschlielen. Es ist mdglich, dass alleine das
AtNAA20p mitochondriale Proteine post-translational sowie im Komplex mit NAA25p
co-translational acetyliert. Um die offenen Fragen zu beantworten, sollte unbedingt das
mutmaBliche Ortholog AtNAA25p charakterisiert und die Interaktion zwischen den
AtNAA20 und AtNAA25 Proteinen Uberpruft werden.

Der knock out der katalytischen Untereinheit (Naa20p) des NatB-Komplexes ist
lebensfahig, weist jedoch einen Phanotyp auf, unter anderem beeintréchtigtes
Wachstum (Kapitel 3.3.3.2) und eine Abnahme der Chlorophylimenge (Kapitel 3.3.3.3).
Der Phanotyp wurde durch die Expression des endogenen AtNAA20p komplementiert
(Kapitel 3.3.4), was die Korrelation zwischen der fehlenden NAA20-Aktivitat und dem
naa20-Phanotyp bestétigt. Der naa20-Phénotyp &hnelt dem knock out der katalytischen
Untereinheit des bisher einzigen charakterisierten NatC-Komplexes in Arabidopsis,
welcher mit der Reduktion der Proteinmenge von Thylakoid Multiproteinkomplexen
korreliert (Pesaresi et al., 2003). Aufgrund der Reduktion im Chlorophyllgehalt in den
homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen konnte man vermuten, dass eine
Korrelation zwischen der fehlenden NAAZ20-Aktivitat und der Photosynthese-Rate

bestent. Zun&chst wére es jedoch erforderlich die Thylakoid-Proteine und die
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Chloroplasten zu charakterisieren um den pleiotropen Effekt der Reduktion im

Chlorophyllgehalt in den homozygoten naa20-1- und naa20-2-Pflanzen auszuschliel3en.

Nachweis orthologer Nat-Komplexe nach allen Kriterien wie Sequenz, Aktivitét,
Lokalisierung und Komplementierung erdéffnet die Mdoglichkeit die Zielproteine und
damit verbundenen zelluldren Funktionen in Pflanzen als einfachem eukaryotischem

System aufzuklaren.
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6 Anhang

6.1 Proteinsequenzen

AtNAALOp (At5g13780): 192 bp

MVCIRRATVDDLLAMQACNLMCLPENYQOMKYYLYHILSWPQLLYVAEDYNGRIVGYVLAKMEEESNECHG
HITSLAVLRTHRKLGLATKLMTAAQAAMEQVYEAEYVSLHVRRSNRAAFNLYTETLGYKINDVEAKYYAD
GEDAYDMRKNLKGKONHHHAHGHHHHHGGGCCSGDAKVVETAQAVDGKAVSK

AtNAA15p (At1g80410.1):897 bp

MGASLPPKEANLFKLIVKSYETKQYKKGLKAADAILKKFPDHGETLSMKGLTLNCMDRKTEAYELVRLGV
KNDIKSHVCWHVLGLLYRSDREYREAIKCYRNALRIDPDNLEILRDLSLLOQAQMRDLSGEFVETRQQLLTL
KPNHRMNWIGFAVSQHLNANASKAVEILEAYEGTLEDDYPPENELIEHTEMILYKVSLLEESGSFDKALE
ELHKKEPKIVDKLSYKEQEVSLLSKVGRLEEANKLYRVLLSMNPDNYRYHEGLOKCLGLYSESGQYSSDQ
IEKLNALYQSLSEQYTRSSAVKRIPLDFLODENFKEAVAKYIKPLLTKGVPSLFSDLSSLYDHPRKPDIL
EQLVVEMKHSIGTTGSFPGSDVKEPPSTLLWTLFFLAQHYDRRGQYDVALCKIDEATIAHTPTVIDLYSVK
SRIMKHAGDLTAAAALADEARGMDLADRYINSECVKRMLOADQVPLAEKTAVLEFTKEGDQLNNLHDMQCM
WYDLASGDSYFRQGDLGRALKKFLAVEKHYADISEDQFDFHSYCLRKMTLRSYVDMLKFQDRLHSFPYFH
KAATIRAIRCYLKLHDSPKSTAGEDEMSKLAPAQKKKIKKQKKAEARAKKEAESKSEESTASGASKSGKRN
VKPVDPDPHGQKLIQVEEPMAEASKYLRLLOKHSPNSLETHLLSFEVNMRKOKFLLAFQAVKQLLKLGAE
NPDSHRSLVKFFLMTESISAPTTEAEKLRWRVLEAERPSISQLONKSLMEANKEFLGRHEDSLVHRAAYA
EMLYILDPSKKTEAIKIIEDSTNKVVQTNEALGQAREWKLKDCIAVHTLLDTVLLDSQAASRWKSRCAEY
FPCSTHFEGKHCSLMPDSVYNSSRKSNENGDTPNHPMGOQTELSDGQLEAFKSLSVAT

In der Proteinsequenz von AtNAA15p, welche fiir die Lokalisierung in Nicotiana sp.
benutzt wurde, wurde unbeabsichtigt Valin gegen Alanin ausgetauscht.

MGASLPPKEANLFKLIVKSYETKQYKKGLKAADAILKKFPDHGETLSMKGLTLNCMDRKTEAYELVRLGV
KNDIKSHVCWHVLGLLYRSDREYREAIKCYRNALRIDPDNLEILRDLSLLOAQMRDLSGFVETROQQLLTL
KPNHRMNWIGFAVSQHLNANASKAVEILEAYEGTLEDDYPPENELIEHTEMILYKVSLLEESGSFDKALE
ELHKKEPKIVDKLSYKEQEVSLLSKAGRLEEANKLYRVLLSMNPDNYRYHEGLOKCLGLYSESGQYSSDQ
IEKLNALYQSLSEQYTRSSAVKRIPLDFLODENFKEAVAKY IKPLLTKGVPSLESDLSSLYDHPRKPDIL
EQLVVEMKHSIGTTGSFPGSDVKEPPSTLLWTLFFLAQHYDRRGQYDVALCKIDEATAHTPTVIDLYSVK
SRIMKHAGDLTAAAALADEARGMDLADRYINSECVKRMLOADQVPLAEKTAVLEFTKEGDQLNNLHDMQCM
WYDLASGDSYFRQGDLGRALKKFLAVEKHYADISEDQFDFHSYCLRKMTLRSYVDMLKFQDRLHSFPYFH
KAATIRAIRCYLKLHDSPKSTAGEDEMSKLAPAQKKKIKKQKKAEARAKKEAESKSEESTASGASKSGKRN
VKPVDPDPHGOKLIQVEEPMAEASKYLRLLOKHSPNSLETHLLSFEVNMRKOKFLLAFQAVKQLLKLGAE
NPDSHRSLVKFFLMTESISAPTTEAEKLRWRVLEAERPSISQLONKSLMEANKEFLGRHEDSLVHRAAYA
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EMLYILDPSKKTEAIKITIEDSTNKVVQTNEALGOQAREWKLKDCIAVHTLLDTVLLDSQAASRWKSRCAEY
FPCSTHFEGKHCSLMPDSVYNSSRKSNENGDTPNHPMGQTELSDGQLEAFKSLSVAT

AtNAA20p (At1g03150AV821903): 174 bp

MTTIRREFSCNDLLRFTSVNLDHLTETEFNMSEYMTYLARWPDYFHVAEGPGNRVMGY IMGKVEGQGESWHG
HVTAVTVSPEYRRQQLAKKLMNLLEDISDKIDKAYFVDLEVRASNTPATKMYEKLGYIIYRRVLRYYSGE
EDGLDMRKALSRNVEKKSVIPLKRPITPDELEYD

AtNAASOp (At5g11340):164 bp

MGAGREVSVSLDGVRDKNLMQLKILNTVLEPVRYNDKYYADAIAAGEFTKLAYYNDICVGAIACRLEKKE
SGAMRVYIMTLGVLAPYRGIGIGSNLLNHVLDMCSKONMCEIYLHVQTNNEDAIKFYKKFGFEITDTIQON
YYINIEPRDCYVVSKSFAQSEANK

ScNaalOp (Yhr013cp): 238 bp

MPINIRRATINDIICMONANLHNLPENYMMKYYMYHILSWPEASFVATTTTLDCEDSDEQDENDKLELTL
DGTNDGRTIKLDPTYLAPGEKLVGYVLVKMNDDPDQONEPPNGHITSLSVMRTYRRMGIAENLMRQALFA
LREVHQAEYVSLHVRQSNRAALHLYRDTLAFEVLSIEKSYYQDGEDAYAMKKVLKLEELQISNEFTHRRLK
ENEEKLEDDLESDLLEDIIKQGVNDIIV

ScNaal5p (YdI040cp): 854 bp

MSRKRSTKPKPAAKIALKKENDQFLEALKLYEGKQYKKSLKLLDATILKKDGSHVDSLALKGLDLYSVGEK
DDAASYVANATIRKIEGASASPICCHVLGIYMRNTKEYKESIKWFTAALNNGSTNKQIYRDLATLQSQIGD
FKNALVSRKKYWEAFLGYRANWTSLAVAQDVNGERQQAINTLSQFEKLAEGKISDSEKYEHSECLMYKND
IMYKAASDNQDKLONVLKHLNDIEPCVFDKEGLLERKATIYMKLGQLKDASIVYRTLIKRNPDNFKYYKL
LEVSLGIQGDNKLKKALYGKLEQFYPRCEPPKFIPLTFLODKEELSKKLREYVLPQLERGVPATEFSNVKP
LYQRRKSKVSPLLEKIVLDYLSGLDPTOQDPIPFIWTNYYLSQHFLFLKDFPKAQEYIDAALDHTPTLVEF
YILKARILKHLGLMDTAAGILEEGRQLDLODREINCKTVKYFLRANNIDKAVEVASLEFTKNDDSVNGIKD
LHLVEASWFIVEQAEAYYRLYLDRKKKLDDLASLKKEVESDKSEQIANDIKENQWLVRKYKGLALKRENA
IPKFYKQFEDDQLDFHSYCMRKGTPRAYLEMLEWGKALYTKPMYVRAMKEASKLYFQOMHDDRLKRKSDSL
DENSDETIQNNGONSSSQKKKAKKEAAAMNKRKETEAKSVAAYPSDODNDVEFGEKLIETSTPMEDFATEEY
NNYSMQVREDERDYILDFEFNYRIGKLALCFASLNKFAKREFGTTSGLFGSMAIVLLHATRNDTPEDPILK
KVVTKSLEKEYSENFPLNEISNNSEFDWLNEFYQEKFGKNDINGLLFLYRYRDDVPIGSSNLKEMIISSLSP
LEPHSONEILQYYL

150



Anhang

ScNaa20p (Yprl3lcp): 195 bp

MTTIQPFEPVDLFKTNNVNLDILTENFPLEFYFEYMIIWPDLFFKSSEMTVDPTEFKHNISGYMMAKTEGK
TTEWHTHITAVTVAPRFRRISLASKLCNTLETMTDVMPHEVNFIDLEVKCNNQLAIKLYEKLGYSVYRRV
VGYYNSAEDGYPDTLKKVDDNKDAFDMRKAMARDRNRSVRPDGRSHKCYPHDVRE

HsNaa50p (NP_079422.1): 169 bp
MKGSRIELGDVTPHNIKQLKRLNQVIFPVSYNDKFYKDVLEVGELAKLAYEFNDIAVGAVCCRVDHSQNQK
RLYIMTLGCLAPYRRLGIGTKMLNHVLNICEKDGTFDNIYLHVQISNESAIDFYRKFGFEIIETKKNYYK
RIEPADAHVLQKNLKVPSGQONADVQKTDN

Proteinsequenzen identifiziert mittels massenspektrometrischer Analyse

At1g13930: 155 bp

MNEFISDQVKKLSSSTPEEPDHNKPVEGTETATRPATNAELMASAKVVAEAAQAAARNESDKLDKGKVAGA
SADILDAAEKYGKEFDEKSSTGQYLDKAEKYLNDYESSHSTGAGGPPPPTSQAEPASQPEPAAKKDDEESG
GGLGGYAKMAQGFLK

At2g21250.1: 309 bp

MEITLNSGFKMPIVGLGVWRMEKEGIRDLILNAIKIGYRHLDCAADYRNETEVGDALTEAFKTGLVKRED
LFITTKLWNSDHGHVIEACKDSLKKLQLDYLDLFLVHFPVATKHTGVGTTDSALGDDGVLDIDTTISLET
TWHDMEKLVSMGLVRSIGISNYDVFLTRDCLAYSKIKPAVNQIETHPYFQRDSLVKEFCQKHGICVTAHTP
LGGATANAEWFGTVSCLDDPVLKDVAEKYKKTVAQVVLRWGIQRKTVVIPKTSKPARLEENFQVEDFELS
KEDMEVIKSMERKYRTNQPAKFWNIDLYA

At2g24940: 100 bp

MEFTAEQLSQYNGTDESKPIYVAIKGRVEFDVTITGKSEFYGSGGDYSMFAGKDASRALGKMSKNEEDVSPSL
EGLTEKEINTLNDWETKFEAKYPVVGRVVS

At3g52990: 527 bp

MHSSHLLLEEPIRMASILEPSKSSFFPALTKIVGTLGPKSRSVEALSGCLKAGMSVAREFDESWGDADYHQ
ETLDNLKVAVRSTKKLCAVMLDTVGPELQVINKSEKAITLKADGLVTLTPNQDQEASSEVLPINENGLAK
AVKKGDTIFVGQYLFTGSETTSVWLEVDEVKGDDVICLSRNAATLAGSLETLHSSQVHIDLPTLTEKDKE
VISTWGVONKIDFLSLSYCRHAEDVROQTREMLKKLGDLSQTQIFAKIENVEGLTHFDEILQEADGIILSR
GNLGIDLPPEKVFLFQKAALYKCNMAGKPAVLTRVVDSMTDNLRPTRAEATDVANAVLDGSDATILLGAET
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LRGLYPVETISTVGRICAEAEKVENQDLYFKKTVKYVGEPMTHLESTIASSAVRAATIKVKASVIICETSSG
RAARLIAKYRPTMPVISVVIPRVKTNQLKWSEFSGAFEARQSLIVRGLEFPMLADPRHPAESTSATNESVLK
VALDHGKHAGVIKSHDRVVVCQKVGDASVVKIIELED

At3¢59920: 444 bp

MHSSHLLLEEPIRMASILEPSKSSFFPALTKIVGTLGPKSRSVEALSGCLKAGMSVAREFDFSWGDADYHQ
ETLDNLKVAVRSTKKLCAVMLDTVGPELQVINKSEKAITLKADGLVTLTPNQDQEASSEVLPINENGLAK
AVKKGDTIFVGQYLFTGSETTSVWLEVDEVKGDDVICLSRNAATLAGSLETLHSSQVHIDLPTLTEKDKE
VISTWGVONKIDFLSLSYCRHAEDVROQTREMLKKLGDLSQTQIFAKIENVEGLTHFDEILQEADGIILSR
GNLGIDLPPEKVFLFQKAALYKCNMAGKPAVLTRVVDSMTDNLRPTRAEATDVANAVLDGSDAILLGAET
LRGLYPVETISTVGRICAEAEKVENQDLYFKKTVKYVGEPMTHLESIASSAVRAATIKVKASVIICETSSG
RAARLTIAKYRPTMPVISVVIPRVKTNQLKWSEFSGAFEARQSLIVRGLFPMLADPRHPAESTSATNESVLK
VALDHGKHAGVIKSHDRVVVCQKVGDASVVKIIELED

At4g09320: 169 bp

MCGLYINLFCLLRITSNKKTMEQTFIMIKPDGVQRGLIGEVICRFEKKGFTLKGLKLISVERSFAEKHYE
DLSSKSFEFSGLVDYIVSGPVVAMIWEGKNVVLTGRKIIGATNPAASEPGTIRGDFAIDIGRNVIHGSDSV
ESARKEIALWEPDGPVNWQSSVHPWVYET

6.2 Identifizierung der orthologen AtNAA10, AtNAA15, AtNAA20,
AtNAAS5Q Proteine
Protein Score E-Value
At5g13780 (NAA10p) | 155 2e-38
At1g03150 69 4e-12
At1g03650 50 2e-06
At2g38130 49 4e-06
At2g38130 49 4e-06
At2g06025 45 3e-05
At5g11340 39 0,002
At2g30090 35 0,034
At5g16800 34 0,091
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At5g16800 33 0,12
At5g16800 33 0,13
At3g02980 33 0,13
At2g39000 32 0,37
At2g39000 32 0,37
At1g24040 31 0,72
At1g24040 31 0,72
Protein Score E-Value
At1g80410.2 305 le-82
At1g80410.1(NAA15p) | 304 2e-82
At3g46220 39 0.011
At3g46220 38 0.025
At3g46220 38 0.025
At3g11540 35 0.26
At3g11540 33 0.62
At3g51770 33 1.1
At3g51770 33 1.1
At4g28010 32 2.6
At1g10810 31 3.2
At4g37460 30 5.4
At4g21065 30 6.4
At4g21065 30 6.7
Atl1g61080 30 8.5
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Protein Score E-Value

At1g03150 (NAA20p) 122 2e-28

At5g13780. 75 3e-14

At3g57430 28 2.9

At2g33080 28 4.2

At2g33060 27 8.0

Protein Score E-Value

At5g11340 (NAA5Op) | 61 3e-10

At4g14920 34 0.042

At5g16800 30 1.2

At5g16800 30 1.2

At5g16800 30 1.2

At3g17360 28 2.2

At2022620 28 3.6

At2g22620 28 3.6

At5g36740 28 4.1

At2g18260 28 4.3

At4g37950 27 9.4

6.3 Primersequenzen

6.3.1 Genotypisierungsprimer

# Sequenz (5" —3")

309 gaccgcttgctgcaactctctcagg
321 tagcatctgaatttcataaccaatctcgatacac
597 catcatctaaaggctcttggag
598 ttctacatggtttcagttatggg
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601 accactggcagttgattcttc

602 gtttctctcaacacagagcceg

603 tcacttttgtgaaacccttgg

604 aacaagcaaaactcggaaacc
645 gaccaacatttacaaacacgatg
646 aatggattgacttcctctcagc
680 ccatgcttcctatgcatcttc

681 ggatgattttccatctccacc

682 aactcgtcaagaaggcgatagaagg
683 cgatcaggatgatctggacgaaga
783 gggaaaactgtacaagccaag
784 ctgccatggaacaggttactc
785 tgccaaagataatgaagcagg
786 gtggatgcctatgttggtacg

789 aacgtccgcaatgtgttattaagttgtc
967 ctggtgtgttggaagctcttac
1192 gacaccgcgcgcgataatttat
1193 caagccgttttacgtttggaac
1280 ggagtcgttaacgagtttgac
1281 gcgtttactcataagaacgcga
1389 tccagaagaagatgttggcga
1390 tcgaaaagttcgacagegtct
1416 ggtagaccaatcctaaccaatgt
1417 tttggaaactgctttaccatctac
1454 ctaatcgcattatcatceecte
1490 gcaagtggattgatgtgatatc
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Primer-Kombinationen fiir die Selektion der T-DNA-Insertionslinien

T-DNA-Linie Nachweis des WT-Allels Nachweis des T-DNA-Allels
naal0-1 784+783 784+789
naals-1 602+601 602 +321
naals-2 786+785 786+789
naa20-1 598+597 598+309
598+967

naa20-2 681+680 681+321
naa50-1 646+645 646+321
naa50-2 604+603 604+321

nat2 1280+1281 1280+309

6.3.2 Primer fur die RT-PCR-Analyse

4 Sequenz (5'—3")

364 caaccggtattgtgctcgattc
436 aacctcaggacaacggaatctc
972 catgacctatttagcgagatggcctg
998 gcgagatggcctgactattttc
999 gtgtgataggtctcttgagagg
1000 gtatcgctagatggagtcagag
1001 gacaacgtagcaatctcttggc
1250 atgggagctgggagagaag
1251 caagcttggtgaattcgceg
1252 atgacgacgatacgtagattc
1253 tataacccatgacacgattgc
1522 accaccactttggactgtgaag
1523 cttcttcatggcgtatgcatctt
1524 gcacactcatataactgcagtg
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1525 ccactctcctgtagacactg
1539 tatggcttcttccatccgge
1562 atatcctctcatggcctcagct
1563 ctgctttaccatctacggcttg
1602 cgttacaacgacaagtactacgc
1603 ggtatctgtgatctcaaagccga
1604 gttggtcgtctagaagaagceca
1605 tagcttcatcggcaagtgcag
1663 gcagttgacttgggagagtcat

Primer-Kombinationen fiir die RT-PCR-Analyse

Locus 5 Terminus 3 Terminus
At5g13780 1562 1563
Atl1g80410 1604 1605

1604 1663
At1g03150 972 999
998 999
1252 1253
At5911340 1602 1603
1000 1001
1250 1251
At5g09810 364 436

6.3.3 Klonierungsprimer

" Sequenz (5'—3")

A ctgcaaggcgattaagttcggtaac

B gcggataacaatttcacacaggaaacag

750 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatggtttgcatcaggcgagcegacg
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751 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctttggaaactgctttaccatctac
752 | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatgcctattaatattcgcagage
753 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctacaatgatatctacgecttgcett
754 | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatgggagctgggagagaagtcag
755 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctttgttggcttcagattgagcaa
764 | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatgggggcttcgcttectectaa
765 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcggttgcaactgagaggetcttgaa
766 | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatgtctaggaaaagaagtactaa
767 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtccaagtaatactgtagaatttcgtt
768 | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatgacgacgatacgtagattcag
769 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcatcatactctaattcatcaggtgt
770 | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatgacaacaattcagecttttga
771 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcaaatcttacatcatgtggatagca
776 | ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctgcatgaaaggtagecggatcgaget
77 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcagttgtctgtcttttgcacatc
778 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcatttgttggcttcagattgage
921 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcaggttgcaactgagaggctctigaa
1002 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctcatttggaaactgctttaccatctac
1003 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcttaatcatactctaattcatcaggtgt
1111 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcttatacaatgatatcatttacgccttg
1112 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcctacaagtaatactgtagaatttcgtt
1113 | ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcttaaaatcttacatcatgtggatagea
1160 | gatagtcatgcaatttcaggtggtctctcttttgtattcc

1161 | gaccacctgaaattgcatgactatcaaagagaatcaatga

1162 | gaccccctgaaattggatgactttcacaggtcgtgatatg

1163 | gaaagtcatccaatttcagggggtctacatatatattcct
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6.3.4 Sequenzierungsprimer

4 Sequenz (5'—3)

689 tcgcegttaacgcetageatggatctc
690 gtaacatcagagattttgagacac
895 gggaagcattccttggttac
896 ttcgccgaatacatcgttat
897 aatgaactggattggctttg
898 tgcaattgactgattgatgg
899 tggtatgatcttgcatctgg
907 ctctgtaaaattgatgaggce
908 gtccggattagatcctacge
1142 gacaagttacaaaatgtattga
1143 catcctcaaggcacgtatcctg
1144 catctaaagaatcggactttct
1391 ttccattgcccagctatetgt
1392 ccatggcgatgccttaaataa
1451 gtcttggctaagatggaggaag
1452 cggttttgttccecggttcgtta
1453 cttggcatggtcatgtgacagc
1467 tagaggctgagcgcccatcaat
6.4 Karten hergestellter Konstrukte

Die schematische Darstellung hergestellter Konstrukte wurde mit dem Programm
Vector NT1 9 (AlignX) durchgefihrt.
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A. Fur die Charakterisierung von AtNAA1Op wurden folgende Konstrukte
verwendet:
attB1 attB2
AtNAA10 mit AtNAA10 ohne
STOP-Kodon STOP-Kodon
T7
3C Protease
attB2 TMV-omega 2*gG
p35S RB
florigin Lacl

pETG10a_AtNAA10
6030 bp

pYL436_AtNAA10
11363 bp

Amp

LB

Origin

attB2

AtNAA10 ohne

STOP-Kodon AtNAA10 mit
STOP-Kodon

PK7YWG2_AINAA10 Kan
10804 bp

pK2GW7_AtNAA10
10062 bp

LB

Sm/Sp
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attB2

ScNaa10 mit
STOP-Kodon

attB1 \
o

p35S

Kan

pK2GW7_ScNaal10
10200 bp

LB

Sm/Sp
B. Fur die Charakterisierung von AtNAA15p wurden folgende Konstrukte
verwendet:
attB1 AtNAA15 ohne 10!
AtNAA15 mit STOP-Kodon

STOP-Kodon

\

Lacl

attB2

EYFP
T35S

PK7YWG2_AtNAA1S
12919 bp

pETG10a_AtNAA15
8145 bp

attB2

florigin

Kan

Amp SmiSp
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LB Kpnl (858)

amiNAA1S
BamHI (1413)

pBIN AR amiNAA1S
13357 bp

Kan

ColE1 ori

oriV
C. Fur die Charakterisierung von AtNAA20p wurden folgende Konstrukte
verwendet:
attB1
AtNAA20 mit

STOP-Kodon

attB2

florigin

pETG10a_AtNAA20
5976 bp

pPB7YWG2_AINAA20
10501 bp

Amp

Origin
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attB2
ScNaa20 mit
STOP-Kodon T35S

Bar pB2GW7_ScNaa20
9818 bp

LB

D. Fur die Charakterisierung von AtNAA50p wurden folgende Konstrukte
verwendet:
attB1
attB1
AtNAAS50 mit AtNAA50 ohne

STOP-Kodon STOP-Kodon

EYFP

florigin T35S
Lacl

Kan

pETG10a_AtNAAS0
5946 bp

PK7YWG2_AtNAASO
10720 bp

Amp

Origin
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attB2

HsNaa50 mit
AtNAA50 mit 2ttB2 STOP-Kodon

pK2GW7_AtNAAS50 Kan pK2GW7_HsNaa50
9978 bp 9993 bp

LB

6.5 Subzelluléare Lokalisierung von AtNAA20 und AtNAAS5O in N. tabacum

Die Expression von AtNAA20:EYFP (A, B) und AtNAASQ:EYFP (C, D) in N. tabacum. (A, C)
Durchlichtbilder, (B, D) Detektion der EYFP-Fluoreszenz wurde gelb und Autofluoreszenz von Plastiden
rot dargestelit.
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6.6 Komplementierung des naal0-Phanotyps

Col-0 naa10-1/jpK2GW7_AtNAA10
(Linie 21)

Der Phénotyp acht Wochen alter Wildtyp- (Col-0) und naal0-1/pK2GW7_AtNAA10-Pflanzen.

6.7 Trockengewicht
A.
140 400
__ 120
=] E=)
E 100 E 300
S g0 S
g 2 200
g 60 2
L5 L5
S $
o 40 8 100
= =
20
0 0

H Col-0
=1 naat0-1/pK2GW7_AtNAA10 (Linie 21)
B naat0-1/pK2GW7_AtNAA10 (Linie 4)

165



Anhang

140

200

-
on
(=1

_*I_

Trockengewicht [mg]
3
=

on
(=1

Col-0 naa20-1 naazo-2

350

120

Trockengewicht [mg]
o+ =2} o0 3
= = = =]

e
[=]

=

%

[ [, W
(=] [4] [=]
(=1 =] [=]

1504

Trockengewicht [mg]

1004

I Col-0

=1 naa20-1

BZA naa20-1/pB7YWG2_AtNAAZ20 (Liniel)
2 naaZ0-1/pB7YWG2_AtNAA20 (Linie2)
=] naa20-1/pB7YWG2_AtNAA20 (Linie3)
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Trockengewicht [mg)

Trockengewicht [mg]

160
140
*
*
120; I *
L * *
* * *
1004 LJ i ——
801 * -
* I Col-0
60; = naa20-1
224 naa20-1/pB2GW7_ScNaa20 (Linie2)
404 naa20-1/pB2GWT7_ScNaa20 (Linie3)
BN naa20-1/pB2GWT7_ScNaa20 (Linied)
20; M naa20-1/pB2GW7_ScNaa20 (Linie15
0 B raa20-1/pB2GW7_ScNaa20 (Linie19
140 350
1201 300
=)
1007 E 250
80 %
s 200
L]
601 2 150
4]
-
404 g 100
=
204 50
04 0°

I Col-0

naab50-2/pK2GW7_AtNAASO (Linie 2)
ESI naa50-2/pK2GW7_AtNAASO (Linie 13)
B= naab0-2ipK2GW7_AtNAAS0 (Linie 7)

167



Anhang

0,25

0,20

0,15

0,10

Trockengewicht [mg]

0,05

0,00

6.8 Lokalisierungsvorhersage der putativen NatB-Substrate

Programm At4g09320  At2g24940  Atlgl3930 At3g59920 At2g21250.1  At3g52990

TargetP kein cTP, kein cTP, kein cTP, kein cTP, kein cTP, kein cTP,
mTP, SP mTP, SP mTP, SP mTP, SP mTP, SP mTP, SP
SignalP kein kein kein kein kein kein

Transitpept.  Transitpept. Transitpept.  Transitpept.  Transitpept. Transitpept.

MITOPRED keinmTP kein mTP kein mTP kein mTP kein mTP kein mTP
SublLoc Cytosol Cytosol Zellkern Cytosol Cytosol Cytosol
PSORT Peroxisome  Cytosol Cytosol Zellkern Peroxisome Cytosol
WoLF Zellkern Zellkern Zellkern Cytosol Cytosol Cytosol
PSORT

LOCtree Cytosol Cytosol - Cytosol Cytosol Plastid

CTP: Chloroplast Transidpeptid; mTP: Mitochondrial Transidpeptid; SP: sekretorischer Weg
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