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Abklrzung fur Lipide

AGM Acylgalaktosylmonoacylglycerol

CL Cardiolipin

DAG Diacylglycerol

GlcCer Glukosylceramid

GalCer Galaktosylceramid
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aGalD a-Galaktosyldiacylglycerol

aGalGalD a-Galaktosyl-(3-6)-3-galaktosyldiacylglycerol
aGlcD a-Glukosyldiacylglycerol

BGalD B-Galaktosyldiacylglycerol

BGapGalD B-Galaktosyl-(1-6)-B-galaktosyldiacylglycerol
BGlcD B-Glukosyldiacylglycerol

BGlcpGalD B-Glukosyl-(1—6)-3-galaktosyldiacylglycerol
BGIcpGIlcD B-Glukosyl-(1-6)-3-glukosyldiacylglycerol

BGlc(1—-3)BGlcD B-Glukosyl-(1-3)-3-glukosyldiacylglycerol

Abklrzungen fur Gene und deren Produkte

Abklrzungen von Genen und deren Produkten entsprechen den Vorschlagergedesc

nomenclature guide” (Stewart, 1995).
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Einleitung

1 Einleitung

Lipide sind neben Proteinen die Grundbausteine der Membranernealgiden Organismen. Neben
der Erfullung spezifischer Funktionen spielen Sie eine wiehtiRplle als Strukturelemente.
Membranlipide kénnen je nach ihrem hydrophoben Grundgerust in drei Gruingetedt werden.

Man unterscheidet Glycerolipide, Sphingolipide und SteroléefoEDerivate, die in Abhangigkeit

von ihrer Kopfgruppe auch in Glykolipide und Phospholipide unterteilt werden.

Il
H, (f_o Y o N e N N NN

H G0 € e Glycerolipid
Kopfgruppe — O—C H, g
OH
OW
¥ Sphingolipid

Kopfgruppe—OvW

OH CHs
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Kopfgruppe —0O

Abb. 1 Strukturen verschiedener Membranlipide am Beispiges Glycerolipids, eines Sphingolipids und eines
Sterol-Derivats.

Glycerolipide enthalten Glycerol als Grundgerist, das arsrdér undsn-2-Position mit Fettsduren
verestert ist. Die polare Kopfgruppe besteht aus untersidtiedlKomponenten und befindet sich an
dersn-3-Position des Glycerols. Wird die Kopfgruppe aus einem odareren Zuckern gebildet, so
spricht man von Glykoglycerolipiden. Die global haufigsten Glykoglylgeide sind die Galaktolipide
der Pflanzen mit einem oder zwei Galaktoseresten. Die KopfgrdppPhosphoglycerolipide besteht
aus einem Phosphatrest, der mit siteB-Position des Glycerols verestert ist und an dem in deelReg

zusatzlich verschiedene andere Reste gebunden sind.

Der Grundbaustein der Sphingolipide ist ein langkettiger, alipttegr Aminoalkohol (Sphingobase).
Dieser tragt stets eine Aminogruppe an seinem C2-Atom und je eine OH-Gruppe an Gl Dodc@
Acylierung, Hydroxylierung, Desaturierung, Methylierung, Phosphorylierund Glykosylierung
dieser Sphingobase erhalt man eine grofRe Zahl von unterschirdbehnigaten. Sphingolipide sind
typische eukaryote Lipide, die in Prokaryoten nur selten nachgawiesrden konnten (Olsen et al.,
2001).
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Auch Sterole kommen insbesondere in Eukaryoten vor. Neben den Beteolen findet man
Sterolester, Sterolglykoside und acylierte sowie phosphaitlylSterolglykoside, wie zum Beispiel
beiHelicobacter (Shimomura et al., 2004).

Die grol3e Vielfalt dieser Membranlipide lasst vermuten,sdage neben der Funktion als
Membranbausteine und Matrix fir die Proteine weitere speldisFunktionen haben. Diese

spezifischen Funktionen stehen vermutlich im Zusammenhang mit der hydropbgéaruppe.

Den komplexen Kohlenhydratstrukturen, wie sie zum Beispiel in dpiydteinen und Glykolipiden
vorkommen, kann man spezifische Funktionen zuweisen. So werden t-Selrel

Plasmamembranproteine durch spezielle Kohlenhydratmarker aneihgebracht. Die Information
Uber den Bestimmungsort ist dabei in der Zuckerstruktur cofryer, 1990). Zuckerstrukturen

spielen auch eine Rolle bei der Zell-Zell-Erkennung und bei der Immunab8teyer( 1990).

Demgegentber gibt es jedoch nur wenig Information Uber die sumfiFunktion der Zucker von
einfach gebauten Glykolipiden. Von Glykosylceramiden weil3 man,siasine entscheidende Rolle
in der Zell-Differenzierung und in Zell-Zell-Interaktionen ierischen Zellen spielen (Bosio et al.,
1998; Yamashita et al., 1999). Intrazellular sind GlukosylceramigieSprtierung melanosomaler
Proteine in den Golgi-Komplex verantwortlich (Sprong et al., 20Gg&yofglukosid (SG) ist essentiell

bei der Degradation von Peroxysomen in Hefen (Oku et al., 2003).i&téfstGalaktosylceramid und
sulfatiertes Monogalaktosylalkylacylglycerol (Seminolipig)eden eine kritische Rolle in der Myelin-
Funktion und der Spermatogenese (Honke et al., 2002). Eine kompldittuAg des Vorkommens

und von maoglichen Funktionen von Glykoglycerolipiden ist ausfuhrliclaaderer Stelle dargestellt
(Mannock et al., 2004).

Das Wissen uber die spezifischen Funktionen von Glykolipidest yegloch noch grol3e Licken auf.
Ein Weg zur Erkennung dieser spezifischen Funktionen der @hd@lbesteht in der Erzeugung von
Mutanten, die in der Synthese eines Glykolipids gestort sintersuchungen der Phanotypen dieser
Mutanten sollen dann die Funktionen dieses Lipids erklaren.n&chfolgender Schritt ware die
Komplementation der Mutante mit alternativen Lipiden. Auf diess@/kann der Organismus zum
Beispiel mit neuen Glykolipiden ausgestattet und so Verandemumgeder Kopfgruppe der
Glykolipide vorgenommen werden. Untersuchungen der komplementiertemtBtutkbnnen dann

Hinweise auf die spezifische Funktion der nativen Lipide geben.

Das Thema dieser Arbeit war, einen Beitrag zur Aufklarung sfeezifischen Funktion der
Glykoglycerolipide der Membranen von photosynthetisch aktiven risgeen zu leisten. Dieser
Beitrag umfasste den Austausch der Galaktolipide in den Thykkalurch alternative Glykolipide

durch die heterologe Expression bakterieller Glykosyltransferasen.
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1.1 Glycerolipide in photosynthetischen Membranen von Gloroplasten
und Blaualgen
(Murata et al., 1998; Siegenthaler, 1998; Wada et al., 1998)

Die primaren Prozesse der Photosynthese, wie Lichtabsoriaitonenleitung, photochemische
Reaktionen, Elektronentransport und Synthese von ATP, laufen in den didglakon Chloroplasten
und Blaualgen ab (Murata et al., 1998). Fir den Ablauf dieser Peorssgin hoher Grad an
molekularer Organisation der beteiligten Komponenten erfortlerfehrere an diesen Prozessen
beteiligte (Chlorophyll-) Protein-Komplexe sind dabei transmemleiagebettet oder peripher an die
Membran gebunden. Die asymmetrische Verteilung dieser Protepdnenten verleiht den
Thylakoidmembranen spezielle vektorielle Eigenschaften, die dig Konservierung und
Umwandlung von Lichtenergie notwendig sind. Eine ebenfalls wiehtomponente der
Thylakoidmembranen sind die Glycerolipide. Die beiden Galigitiel B-Galaktosyldiacylglycerol
(BGalD) unda-Galaktosyl-(3-6)-3-galaktosyldiacylglycerol{GalpGalD) bilden dabei mit 50 bzw.
30 % den Hauptanteil am Gesamtlipidgehalt der Chloroplastenraambr(Siegenthaler, 1998).
Neben diesen beiden neutralen Glycerolipiden sind noch zweerweliei neutralem pH-Wert
geladene Glycerolipide von Bedeutung. Das ist einerseifsdbithovosyldiacylglycerol (SQD) mit
einem Anteil von 5 % und andererseits Phosphatidylglycerol (Ptingm Anteil von 10 % an den
Gesamtchloroplastenlipiden.  Die  Lipidzusammensetzung der  Blawalgé&hnelt  der
Lipidzusammensetzung der Chloroplasten von hdheren Pflanzen (Waldal®€98).3GalD macht
dabei etwas mehr als 50 % aus, die Menge@al3GalD, PG und SQD variiert je nach Lipid-Spezies
zwischen 5 und 25 %. Blaualgen synthetisieren zusatzlich dsshmgeringen Mengen detektierbare
B-Glukosyldiacylglycerol §GlcD). Die in anderen Organismen haufig vorkommenden Phospholipide
wie Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylinositol (PI), Phosphatliyhetiamin  (PE) und
Cardiolipin (CL) fehlen in den Thylakoiden der Pflanzen und Blaualgen.

Tabelle 1 Gegentiberstellung der Lipidkomposition von Thylakoembranen in Pflanzen und Blaualgen am
Beispiel von Spinat un8ynechocystis (nach Siegenthaler, 1998; Wada et al., 1998).

o O
BGalD 52 62
aGalpGalD 31 14
SQD 5 18
PG 12 6
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Alle diese Lipide sind durch eine grof3e Zahl von molekulareni&pgekennzeichnet. Die Vielfalt
liegt dabei in der Lange der Fettsduren und deren Desaturigradg®es Weiteren sind die Lipide
asymmetrisch sowohl lateral als auch transversal in deraldiginembranen verteilt (Abb. 2). In

dieser Hinsicht spielen sie moglicherweise eine spezifische Reilder Photosynthese.

Thylakoid-Membran

aulerer Monolayer innerer Monolayer

% der Lipidklasse

BGal 65 | 35
aGapGal 15 | 85
SQD 40 60
PG 69 | 31

% Gesamtlipid

BGalD 34 | 18
aGalpGal 5 D:I 26
SQD 2 E 3
PG 8 l:ﬂ 4

Abb. 2 Lipidzusammensetzung des aul3eren und inneren felpersl der Thylakoidmembran (nach Siegenthaler,
1998). Der Anteil der Lipide in den einzelnen Mamgdrn ist in mol% des jeweiligen Lipids oder des
Gesamtlipidgehalts der Thylakoidmembran angegeben.

Weitere Unterschiede in der Lipidzusammensetzung zeigen sictiengieich der verschiedenen
Membransysteme der Chloroplasten. Der auf3ere Envelope ist gekénereiurch einen hohen
Anteil anaGalpGalD und einen verminderten Anteil GalD. Auerdem findet man hier PC, dessen
Herkunft vermutlich extraplastidaren Ursprungs ist. Der iaiigvelope enthélt dagegen anteilsmaRig
viel pGalD und ist der Lipidzusammensetzung der Thylakoide sehr ahnliege@haler, 1998).
Durch die grof3e Flache, die von den Thylakoidmembranen gebildet enitfdjlen etwa 90 % der
Chloroplastenlipide auf dieses Membransystem. Die restlichen\dtéblen sich auf die Membranen
des inneren und aulReren Envelopes. Wichtige Funktionen der Envelodeadiem sind der Import

von Proteinen und Lipiden sowie die Biosynthese der plastidaren Glyceeolipi
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1.2 Struktur plastidarer Glycerolipide

Bei dem am haufigsten vorkommenden Galaktolg&hID (1,2-Diacyl-3-O4p-D-galaktopyranosyd]
sn-glycerol) ist der Galaktoserest pranomerer Konfiguration an dign-3-Position des Glycerols
gebunden.

Die  Kopfgruppe des oGalBGalD (1,2-Diacyl-3-O-fi-D-galaktopyranosyl-(6)-Of3-D-
galaktopyranosydpn-glycerol) enthalt zwei Galaktosereste, wobei die inneaktosyl-Untereinheit
wie beimpBGalD einef-anomere Struktur besitzt. Der &uf3ere Galaktoserest ispeagn einer-
anomeren (&6)-Verkntpfung an den inneren Galaktoserest gebunden.

Die Kopfgruppe des SQD (1,2-Diacyl-3-O-[6-desoxy-6-sulf®-glukopyranosyHsn-glycerol),
bestehend aus einer D-6-Desoxy-glukose mit einem SulfonsduaeneS6-Atom, ist inw-anomerer

Konfiguration an diesn-3-Position des Glycerols gebunden.

CH.OH

BGalD b aGalpGalD

CH.SOs SQD

o CH,OH
e o—l%—o

Abb. 3 Schematische Darstellung plastidarer und cyanebaker Membranlipide
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1.3 Biosynthese von Galaktolipiden in Pflanzen

1.3.1 Lipidvorstufen zur Glycerolipidsynthese mit unterschiedliche Herkunft

Ein charakteristisches Merkmal der pflanzlichen Galaktidipist ihr hoher Anteil an mehrfach
ungesattigten Fettsauren. So kann bei einigen Spezies del dartei-Linolensaure (18:3) bis zu
95 % des Gesamtfettsauregehalts ausmachen (Whitaker, 1986)audigste Galaktolipidspezies ist
daherpGalD mit 18:3-Fettsauren an den-1- und dersn-2-Position des Glycerols. Es gibt eine
Gruppe von Pflanzen, die fast ausschlie3lich Galaktolipide miemid¢settsauremuster synthetisieren
(Heinz, 1977). Daneben findet man eine weitere Gruppe von Pflanzeim di®leren Mengen
Galaktolipide mit 16:3-Fettsauren synthetisieren (Heinz, 1978)Merteilung von 16:3-Fettsauren ist
sehr spezifisch. Diese Fettsdure findet manpi@alD fast ausschlie3lich an den-2-Position.
Aufgrund dieser Fettsaureverteilung mit 18:3saril undsn-2 oder 18:3 arsn-1 und 16:3 arsn-2
unterscheidet man zwei Gruppen von Pflanzen, die entweder &és d@er als 16:3-Pflanzen
bezeichnet werden. Das Fettsaureprofil der erstgenannten Gisipgabei typisch fur eukaryote
Lipide; das Fettsauremuster der zweiten Gruppe hat Ahnlichkie der Fettsdureverteilung von
prokaryoten Lipiden, wie zum Beispiel der von Blaualgen mit &~éisduren an den-2-Position
(Heinz, 1977). Mit Bezug zu dieser Fettsaureasymmetrie bezeichnet mapidesduch als eukaryote
bzw. prokaryote Lipide. Abgesehen v@GalD findet man diese unterschiedlichen Fettsauremuster
auch in anderen Chloroplastenlipiden. Dabei ist der Anteil von pro- ukdryoten Spezies im
Vergleich der verschiedenen Lipide sehr variabel. In Spinazuma Beispiel die Halfte dg3GalD
prokaryote Struktur, inGalpGalD hingegen liegt der prokaryote Anteil bei 10-15 % (Bishoal.et
1985). Unterschiede findet man auch bei SQD von héheren Pflanzen, woBdvflh®zen fast
ausschlief3lich SQD mit eukaryotem Fettsduremuster (169-4n18:3 ansn-2) und 16:3-Pflanzen
SQD mit prokaryotem Fettsduremuster (16:0sal undsn-2 oder 18:3 arsn-1 und 16:0 arsn-2)
aufweisen (Bishop et al.,, 1985; Siebertz et al., 1979). DiestMimn fir die eukaryoten
Chloroplastenlipide werden im Endoplasmatischen Retikulum (Eit)dge und importiert. PG ist bei
allen Pflanzen typisch prokaryotisch mit einer ungewohnlich8rrans-16:1-Fettsaure asn-2
(Dorne et al., 1989).

Durch diese unterschiedlichen Fettsauremuster der Chloroplastenijprde nahe gelegt, dass ihr
Vorkommen auf verschiedene Biosynthesewege zurlickzuflhren ist.bS@ggientsprechend der
Unterscheidung von eukaryoten und prokaryoten Lipiden einen eukaryoten undoeikaryoten
Syntheseweg. Diese zwei Synthesewege werden verschiedenen rmewp@n zugeordnet und
fuhren jeweils zur Bildung von Phosphatidsaure (PA). PA des Chkigpl flie3t in den prokaryoten
Biosyntheseweg, PA des ER flie3t in den eukaryoten Weg. In beéllem kst PA die Vorstufe zur
Synthese der prokaryoten und eukaryoten Chloroplastenlipide. Unaiph&og den beiden

Biosynthesewegen flr PA ist der Ort der Synthese von FettsdaseStroma der Chloroplasten. Die
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Biosynthese ist ACP-abhéangig unter Beteiligung von mehreren @&as@tACP-Synthasen (Ohlrogge
et al,, 1995). Im Stroma findet auch der erste Desaturierungsderit ACP-gebundenen 18:0-
Fettsaure an C9 durch eine l6sliche Stearoyl-ACP-Desatuesé@tarwood, 1996; Heinz, 1993). Die
weitere Verwendung der Fettsauren hangt nun davon ab, ob sie Bightolynd damit als freie
Fettsduren exportiert werden oder in gebundener Form im Chlaeplaleiben. Die fir den Export
bestimmten Fettsauren (hauptsachlich C18) werden durch eiiehddsAcyl-ACP-Thioesterase
hydrolysiert. Der Exportmechanismus konnte bisher noch nicht aufgeldélen. Schon im &ulR3eren
Envelope erfolgt die Bildung von Acyl-CoA durch eine Acyl-CoA-3waiase. Die Fettsauren stehen
somit zur weiteren Glycerolipidbiosynthese auf3erhalb des Chimtepl fir Acyltransferasen im ER
zur Verfugung (Block et al., 1983; Joyard et al., 1977; Joyard et al., 1981).

Eukaryoter Weg - extraplastid ar

aktivierte
. 18:1 (16:0) 18:1 (16:0) pj
18:1-CoA CoA CoA I Kopfgruppe
. DAG| —— >
(lG.O—CO\A)/ 18:1U
18:1 m
@ @ CTP Kopfgruppe -
® ® ® 5t CDP-DAG|——>
LPA
Prokaryoter Weg - plastid &r
aktivierte
. 18:1 (16:0) 18:1 (16:0) pi Koot
ey ACP PO, [«GalBGalD
: / 16:0-ACP /
16:0
CTP Kopf
@ @ CDP-DAG m

® ® @ PPi

LPA

Abb. 4 Eukaryoter und prokaryoter Weg zur Biosynthese @tyterolipiden (nach Ohlrogge et al., 1995). CDP-
DAG, Cytidindiphosphatdiacylglycerol; G3-P, GlycéBphosphat; LPA, lyso-Phosphatidsaure; PS,
Phosphatidylserin.

In den Chloroplasten erfolgt die Glycerolipidbiosynthese durcttertragung der ACP-gebundenen
Fettsauren auf Glycerol-3-phosphat (Abb. 4, Reaktion 1). Der fErader ersten Fettsaure, in den
meisten Fallen 18:1, auf dée-1-Position von Glycerol-3-phosphat (Frentzen et al., 1998; Frentzen e
al., 1983) wird durch eine ldsliche Glycerol-3-phosphat-Acylfierase katalysiert, die mit der
inneren Envelope-Membran assoziiert ist (Joyard et al., 1977). Dassdasultierende Produkt, lyso-
PA, wird durch eine Envelope-gebundene Acylglycerol-3-phosphat-Acyiéraise (Joyard et al.,
1977) mit einer weiteren Fettsaure an sfeR-Position verestert (Abb. 4, Reaktion 2) (Frentzen et al.,

1998; Frentzen et al., 1983). Dieses Enzym ist spezifisch fiFEdt®auren. Es entsteht PA mit einer
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prokaryotischen Struktur, mit 18:1 an-1 und 16:0 arsn-2. Des Weiteren wird in geringen Mengen

PA mit 16:0 an beidesn-Positionen gebildet, das in die Synthesewege von SQD und PG mindet.

PA ist nun die Vorstufe zur Synthese von prokaryotem PG (Andrews et al., 1985) unldlzng Bon
Diacylglycerol (DAG). Letzteres entsteht durch Dephosphauytig durch eine membrangebundene
PA-Phosphatase (Joyard et al., 1977; Joyard et al., 1979). Diatdtktler PA-Phosphatase in 18:3-
Pflanzen ist sehr schwach (Heinz et al., 1983) und kann dalm¢rgeicug DAG bereitstellen, um mit
der vollen Syntheserate der Glycerolipide in den Chloroplasighalten zu kénnen. Das konnte die
Erklarung sein, warum 18:3-Pflanzen so wenig prokaryote GalaktbSulfolipide enthalten. Ob die
niedrige Aktivitdt an der niedrigen Expression liegt oder lduaodere Regulationsmechanismen

bedingt ist, kann zurzeit nicht beantwortet werden.

1.3.2 Galaktolipid-Biosynthese, Lokalisation der Enzyme und ,Lipid-Trafficking®

Die Biosynthese der beiden Galaktolipif&alD undaGalBGalD vollzieht sich in den Envelope-
Membranen der Chloroplasten. Da die Vorstufen dieser Lipideeinckiedenen Kompartimenten
synthetisiert werden (ER, innere und auf3ere Envelope-Membraser)n ikoordinierter intra- und
interorganeller Transport der beteiligten Lipide und Vorstufdor@erlich. Fir die Biosynthese
unterschiedlicher Galaktolipidspezies sind verschiedene BafA#-Synthasen mit unterschiedlicher

Lokalisation und Spezifitat verantwortlich.

Die BGalD-Synthase ist verantwortlich fir die Synthese f&alD, indem durch eine UDP-Gal-
abhéngige Reaktion der Transfer von Galaktose auf DAG kesdlysird (Miége et al., 1999;
Shimojima et al., 1997). Inzwischen wurden mehfgBalD-Synthasen aus verschiedenen Pflanzen
(Gurke, SpinatArabidopsis) kloniert und charakterisiert (Awai et al., 2001; Joraschl.et2800;
Miege et al., 1999; Shimojima et al., 1997), wobei verschiedene Isafammerhalb einer Spezies
auftreten konnen. So konnten bA&i thaliana drei BGalD-Synthasen (MGD1, MGD2, MGD?3)
identifiziert werden (Awai et al., 2001; Jorasch et al., 200@yals kann man schlieRen, dass auch
andere Pflanzen mehrep&alD-Synthasen kodieren konnen. Die verschiedenen Isoformen werden
aufgrund von Unterschieden in ihrem N-terminalen Bereich in zwepg&n eingeteilt. MGD1 aus
Arabidopsis sowie diepfGalD-Synthasen aus Gurke und Spinat gehéren zum Typ A; MGD2 und
MGD3 ausA. thaliana sind Enzyme des Typs B. MGD1 ist durch ein N-terminales Chistepla
Leaderpeptid mit einer L&nge von etwa 100 Aminosauren ausge@atte et al., 2001; Miege et al.,
1999; Shimojima et al., 1997). Dieses Leaderpeptid ist wichtigléir Import des Enzyms in die
Chloroplasten und wird nach dem Import durch eine Peptidase abgesp&hbg. vid MGD3 zeigen

ein kurzeres N-terminales Peptid mit etwa 40 Aminoséuren, Sirabar keine Funktion im Sinne
eines Chloroplasten-Leaderpeptids nachgewiesen werden konnte €algi 2001). Fir den Import

in die Chloroplasten ist allein die Proteinstruktur von MGD2 und MGD3 ausreichend.
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Durch die Untersuchung einer ,Knock out‘-Mutante konnte gezeigtdeverdass MGD1 den
Hauptanteil des plastidar@i@GalD synthetisiert und bevorzugt im prokaryoten Weg aktivdatv(s et

al., 2000). Dieses Enzym weist auahvitro die hochste Aktivitat im Vergleich zu den beiden anderen
BGalD-Synthasen auf (Awai et al., 2001). Fur die bevorzugtévitdt im prokaryoten Weg spricht
die Lokalisation im inneren Envelope mit prokaryotem DAG als SabdDieses Enzym selektiert
aber nicht zwischen prokaryotem oder eukaryotem DAG. MGD2 und 31GiDd im aul3eren
Envelope lokalisiert und haben Zugang zu eukaryotem DAG, wobdirsiielse Spezies eine héhere
Affinitat aufweisen als fur prokaryotes DAG (Awai dt,&2001). Im Gegensatz zu MGD1 ist die
Expression dieser beiden Enzyme zum groRten Teil auf nicht-griren®©mpder auf bestimmte
Entwicklungsstadien beschrankt. Bei Phosphatmangel ist jedocilktixétat erhdht, wahrend sich

unter diesen Bedingungen die Aktivitat von MGD1 kaum verandert (Awai et al.,.2001)

aGalfGalD  aGalpGalD
Plasmamembran (16"\1 ) (18;\18)
PG RE aGalpGalD aGalpGalD
(18, 18) (16, 18) (16, 18) (18, 18)
A A
MGD2 DGD2
DAG _iis . BGalD > oaGalpGalD
(16,18) MGD3 (16, 18) (16, 18)
Voo DGD1 (DGD2) I—
DAG BGalD > uGapGalbl ———
o (s o 8 g g |
DGD1
fGalD ————3 oaGalpGalD
(18, 16) (18, 16)
AuRerer A
Envelope
MGD1
b (1%A(136) > (Egaig)
Envelope : !
Y A7 Y A 4 A 4
BGalD aGalpGalD BGalD aGalfGalD aGalpGalD
Thylakoide (18, 16) (18, 16) (18, 18) (16, 18) (18, 18)

Abb. 5 Schematische Darstellung der Biosynthesewege3@aiD undoGalpGalD in Arabidopsis (modifiziert
nach Kelly et al., 2004). Die Synthese J@alD erfolgt im inneren und auReren Envelope muidvorstufen
aus dem prokaryoten und eukaryoten We@al3GalD wird nur im &uf3eren Envelope hauptsachlich aus
Vorstufen aus dem ER synthetisiert. Griine und Rigle reprasentieren den prokaryoten und eukamnyote
Syntheseweg. Die Nummern in Klammern stehen fir Kikttenlange der Fettsauren aml und sn-2 des
Glycerols. Die Ovale zwischen den verschiedenen Manen sollen Transportvorgange symbolisieren, die
noch weitgehend unverstanden sind.
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Fir den zweiten Galaktosylierungsschritt bei der Biosyntheseo@ai3GalD wurden lange Zeit
mehrere Alternativen diskutiert. Eine Serie viom vitro-Versuchen flihrten zum Postulat einer
galaktolipidabhangigen prozessiven Galaktolipid:Galaktolipadaktosyltransferase. Dieses Enzym
Ubertragt dabei den Galaktoserest p@alD auf ein zweites Molek{dGalD und synthetisiert somit
hoher-glykosylierte Galaktolipide (Heemskerk et al., 1990; vesoBw et al., 1978; Xu et al., 2003).
Bisher konnte aber die Aktivitat dieser Galaktosyltrarefe wedein vivo nachgewiesen (Cline et al.,
1983; Dorne et al., 1982; Kelly et al., 2003) noch das entsprechendddBantkwverden. Daher ist
der Beitrag dieses Enzyms zur Galaktolipid-Biosynthese weiterHin gédlart.

Erste Erfolge zur Aufklarung der Biosynthese w@al3GalD ergaben sich mit der Identifizierung
einer Arabidopsis-Mutante mit stark reduziertemGal3GalD-Anteil. Es gelang, das inaktivierte Gen
zu isolieren und alsxGalpGalD-Synthase (DGD1) zu charakterisieren (Dormann et al., 1999;
Doérmann et al.,, 1995). AuRerdem konnte durch Sequenzahnlichkeit mit DGi2l zeieite
aGalpGalD-Synthase (DGD2) identifiziert werden (Kelly et al., 20@3ide Enzyme katalysieren in
einer UDP-Gal-abhangigen Reaktion die GalaktosylierungdeaD (Kelly et al., 2002; Kelly et al.,
2003). DGD1 synthetisiert mit 90 % den Hauptanteil wdbal3GalD, wahrend der Rest auf die
Aktivitat von DGD2 zurlickzufuhren ist. Diese DGD2-Aktivitarhéht sich allerdings unter
bestimmten Wachstumsbedingungen. So wird bei Phosphatmangel in groRésagen
extraplastidaresGalpGalD synthetisiert, um Phospholipide durch Glykolipide zu ersetdértd] et
al., 2000; Kelly et al., 2002). Beide Enzyme sind im &uReren Envelopdislek. Die beiden
Isoformen unterscheiden sich in ihrem N-terminalen Teil. DGBXl niit einem Leaderpeptid
ausgestattet, das fur die Insertion in die auf3ere Chloroplestelman erforderlich ist (Froehlich et

al., 2001). DGD2 besitzt ein kurzes N-terminales Peptid mit unbekannter Funktion

Die Biosynthese der Galaktolipide und deren Vorstufen erfolgt iehremen subzellularen
Kompartimenten. Fur den dafir erforderlichen Lipidtransportavés den verschiedenen inter- und
intraorganellen Membransystemen gibt es derzeit nur Vermutur@me wurde vorgeschlagen, dass
DGD1 am Lipidtransport zwischen innerem und auf3erem Envelope hagti{iDormann et al., 2002;
Doérmann et al., 1999). Am Weitertransport zu den Thylakoiden kénntereigin (vesicle-inducing
protein in plastids 1, VIPP1) beteiligt sein, das die Bildung Membran-Vesikeln im Stroma des
Chloroplasten initiiert, mit denen der Lipidtransport dann erfolgann (Kroll et al., 2001). Die
schwierigste Frage betrifft jedoch den Austausch der Lipidvorstufestiaem ER und Chloroplast und
den Export vonaGalpGalD in extraplastiddre Membranen. Es wird angenommen, dassl es z
Membraninteraktionen der verschiedenen Organellen kommt und dmbideflachen dabei in
Kontakt zueinander treten (Kelly et al., 2004). Es gibt Hinevefsir die Existenz eines

Lipidtransportkomplexes in der dufReren Envelope-Membran des Chkimpldst dessen Funktion
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gestort, werden im Chloroplasten nur noch Lipide mit prokaryBtarktur synthetisiert (Xu et al.,
2003).

Als Vorstufen fur eukaryotes DAG zur Synthese von eukaryotdak@éipiden und SQD werden
vermutlich Phosphatidylcholin (PC) und lyso-PC angesehen, die au€Rein die Chloroplasten

importiert werden missen (Mongrand et al., 2000).

Die Desaturierung der Fettsduren der plastidaren Glycemligidolgt durch lipidgebundene

Desaturasen (Heinz, 1993).

1.3.3 Galaktolipid-Biosynthese in Blaualgen
(Wada et al., 1998)

Blaualgen sind Gram-negative Bakterien, die aufgrund ihrer Maoghelin zwei Gruppen von
einzelligen und filamentésen Stammen eingeteilt werden. Dimlvienen der Blaualgen sind denen
der Chloroplasten von Pflanzen und Algen mit innerer und &aul3erer ofevelembran und
Thylakoidmembranen strukturell &hnlich. Der Envelope von Blaualmsteht aus einer auf3eren
Membran und der Cytoplasmamembran, getrennt durch eine Peptaogipicht. Die Zellen
enthalten auf3erdem intrazellulare Membranen, die auch hier hglakdide bezeichnet werden.
Cyanobakterien betreiben in &@hnlicher Weise wie die Pflanzegeory Photosynthese. Auch ihre
Lipidzusammensetzung ahnelt der Lipidzusammensetzung der Chlteapl&s treten jedoch einige

Unterschiede in der Biosynthese der cyanobakteriellen Membranlipide auf

Blaualgen enthalten in geringen MengdbIcD, das bei Pflanzen nicht vorkommt (Feige et al., 1980;
Sato et al., 1982). Es macht nur 1 % der Gesamtglycerolipide ausakar beBynechocystis unter
photoheterotrophen Bedingungen in Anwesenheit von Glukose auf bis zu 12 % anSiaigeh994).
BGlcD wird durch den Transfer von Glukose auf DAG in einer UDik&e-abhangigen Reaktion
synthetisiert. Diese UDP-Glukose:DAG-Glukosyltransferakgvitat wurde sowohl in den
Thylakoid- als auch in den Plasmamembranen gefunden (Omata €et986). fGlcD wird
anschlielBend in einer stereochemischen Isomerisierung amto@#-Aer Glukose durch eine
Epimerase iBGalD umgewandelt (Sato et al., 198@§al3GalD wird durch Transfer von Galaktose

aufpGalD synthetisiert, wobei der Donator nicht bekannt ist.
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Abb. 6 Schema zur Synthese von Glycerolipiden in Blaualgech Wada et al., 1998)urchgehende Pfeile
reprasentieren Reaktionen, die biochemisch beladt &estrichelte Pfeile stehen flr Reaktionen,aliggrund
des Vorkommens entsprechender Gen8yimechocystis angenommen werden. UDP-Sqg, UDP-Sulfoquinovose;
CDP-DAG, Cytidindiphosphat-DAG; G3-P, Glycerol-3gsphat; LPA, lyso-PA; PGP, Phosphatidylglycerol-3-
phosphat.

Aufgrund ihrer Fettsaurezusammensetzung wurden Cyanobakterien rinGrigopen eingeteilt
(Kenyon, 1972; Kenyon et al., 1972). Die erste Gruppe enthalt gésaitig einfach ungesattigte
Fettsduren (z. BSynechococcus); die ubrigen Gruppen enthalten zusatzlich mehrfach ungesattig
Fettsauren, die fur jede Gruppe charakteristisch sind. Wie ohen sngesprochen, sind die meisten
molekularen Spezies der Blaualgen-Glycerolipide dadurchngekéchnet, dass eine C18-Fettsdure an
der sn-1-Position und eine C16-Fettsdure an def-Position des Glycerols verestert ist (Heinz,
1977).

Die Acyltransferasen der Blaualgen sind denen der Chloroplastdich. Dabei ist die Glycerol-3-
phosphat-Acyltransferase spezifisch fur C18-Fettsauren und Mbeoacylglycerol-3-phospat-
Acyltransferase spezifisch fir C16-Fettsduren (Leml.etl984). Die Synthese der Fettsduren erfolgt
durch Fettsdure-Synthasen mit ACP als Co-Faktor (Stumpf, 1987).

Die Desaturierung der Fettsauren findet ausschlie3lich in &pigdgdener Form durch verschiedene
Desaturasen statt (Wada et al., 1998), wobei die erste Doppelbinducly eineA9-Desaturase
eingefligt wird (Sakomoto et al., 1994).
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1.4 Funktion von Galaktolipiden

Die lamellare Organisation von biologischen Membranen stielé strukturelle Matrix zur Insertion
und Assoziation der verschiedenen Proteine bereit und kontrdikeRermeabilitat von organischen
Molekulen, Wasser und lonen. Das Funktionieren dieser Membranerdestfagin kritisches
Verhaltnis verschiedener Lipide mit speziellen Eigenschalitephotosynthetischen Membranen von
Chloroplasten und Blaualgen sind die beiden Galaktolifi@alD undoaGal3GalD die haufigsten
Lipide. Alleine schon ihre Dominanz begriindet die primare Funkiieser Lipide bei der Bildung
dieser Matrix als Stellflache fur Proteine. Darlber hinabgisen sie auch spezifischere Funktionen
zu erftllen. Diese spezifischen Funktionen betreffen die Photosgttien Import von Proteinen und

die Anpassung an bestimmte Stress-Situationen.

1.4.1 Strukturelle Matrix und Bilayer-destabilisierende Eigenschafen vonpGalD

Die Lipide in biologischen Membranen sind in einer Lameltzder Bilayer-Struktur organisiert.
Unter bestimmten Bedingungen konnen aber Phasenibergange mit demgBilatht-lamellarer
Strukturen auftreten. Im Folgenden sind einige Hauptstrukturegestetlt, die Chloroplastenlipide

bilden kbnnen.

o Lamellare fllssig-kristalline (1) Phase
e Lamellare Gel- (k) Phase

e Revers-hexagonale (HPhase

o |
T ——

Yy N I m—
(Y I -

Abb. 7 Schematische Darstellung verschiedener StrukiwwarlLipidphasen (modifiziert nach Bruce, 1998). Die
beiden lamellaren Phasen [Gelphase) und [ (flissigkristalline Phase), die unter bestimmtesdiBgungen
ineinander Ubergehen kdnnen, werden von Bilaydnlstierenden Lipiden ¢GalpGalD, SQD und PG)
gebildet. Die hexagonale Phasg Wird von Bilayer-destabilisierenden LipidefiGalD) bevorzugt. In den
Pfeilen sind Faktoren angegeben, die durch Erholmn@hasenibergangen in die angegebene Pfeilrightun
fuhren kdnnen (Rilfors et al., 1984).
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BGalD ist ein Bilayer-destabilisierendes Lipid, das in Véassmter bestimmten Bedingungen keine
lamellaren Strukturen, sondern Micellen oder réhrenahnliche t8tark ausbildet, wobei die polare
Kopfgruppe nach innen zeigt. Dieser Zustand wird als revers-beakgy(H) Phase bezeichnet und
tritt bei Raumtemperatur auf. Je nach Fettsauren erfalgtddeinlung unter O °C der Phasenibergang
in die lamellare Gel-Phase (L(Shipley et al., 1973).

Eine Erklarung fur die Bildung verschiedener Phasen liefanh Beispiel das Konzept von der
molekularen Gestalt von Lipiden (Israelachvili, 1992; Israeldicbtval., 1980). Nach diesem Konzept
bilden konisch geformte Molekile eing{Rhase, Lipide mit einem zylindrischen Aussehen formen
Bilayer bzw. L,-Phasen. Die molekulare Form des Lipids ist dabei abhangighashéltnis zwischen
der GroRe der polaren Kopfgruppe und der Lange und dem Sattigungsgracllietten. Dieses
Konzept erklart, waruriGalD mit seiner kleinen Kopfgruppe und den langen, mehrfach ungesattigten
Fettsauren eine konische Gestalt annimmt und daher gifigh&be bildetaGalBGalD mit seiner
groReren Kopfgruppe nimmt dagegen eine eher zylindrische Form an detdaiher eine J-Phase

in Wasser. Weiterhin bilden SQD, PG und hdher-glykosyliertekd@slyldiacylglycerole (Curatolo,
1987) hauptsachlich ;tPhasen und sind damit zusammen of@al3GalD Bilayer-stabilisierende
Lipide.

Die meisten Membranen enthalten mindestens ein Lipid, das in Waskelamellare Phasen bildet.
Das ist zum Beispiel PE im ER odpGalD im Chloroplasten-Envelope und in den Thylakoiden
(Cullis et al., 1979). Diese Bilayer-destabilisierendendapsind dabei in gro3er Zahl vertreten und
kénnen mehr als die Hélfte des Gesamtlipidgehalts in diesnbranen ausmachen. Die Fahigkeit
dieser Membranen, trotz des hohen Anteils an Bilayer-destatahsien Lipiden lamellare Strukturen
auszubilden, hangt daher stark von der Interaktion mit Proteinesieadurch ihre Integration eine
Bilayer-Struktur erzwingen (Simidjiev et al., 2000). Dieseréndimteil an Bilayer-destabilisierenden
Lipiden ist wichtig, um die Stabilitdt der Membran in emeritischen Grenzbereich zu halten
(Gounaris et al., 1983; Rietveld et al., 1995) und damit den Abtaubiologischen Prozessen in der
Membran zu ermdglichen (Wikstrom et al., 2004). Diese biologisdhzesse umfassen zum
Beispiel die Abschniirung von Vesikeln zum Lipidtransport, diedrugon Membranen (Selstam,
1998) und die Insertion von Leaderpeptiden (siehe unten). AuflRerdemeisDrdanisation der
Thylakoide mit den gekrimmten Membranstrukturen auf den hohen Gefalt fGalD
zurlckzufuhren. Untersuchungen an dem zellwandlosen Baktéwholeplasma laidlawii zeigten,
dass die Biosynthese des Bilayer-stabilisierendeGlukosyldiacylglycerols ¢GlcD) und des
Bilayer-destabilisierenden Diglukosyldiacylglycerols esty reguliert wird (Berg et al., 2001;

Vikstrom et al., 2000). Ob ein &hnlicher Regulationsmechanismus in Pflaxiggert ist nicht klar.

AbschlieBend sei jedoch bemerkt, dass die gerade besprochenenscBaften nicht die

Notwendigkeit spezifischer Zucker-Kopfgruppen begriinden. So ist zispi8enicht klar, warum in
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den plastidaren Glykolipiden Galaktose in der Kopfgruppe enthateies stellt sich die Frage, ob
nicht das epimerefGlcD, das ebenfalls Bilayer-destabilisierende Eigenschaltesitzt, diese

Funktionen genauso gut erfillen kdnnte.

1.4.2 Proteinimport

Der Chloroplast als semi-autonomes Organell ist in der ,Lagen Teil seiner Proteine selbst zu
synthetisieren. Die meisten der Chloroplastenproteine wereldoch im Cytosol als Préproteine
synthetisiert und mussen posttranslational importiert werderhe dieser Proteine haben dabei eine
N-terminale Verlangerung, ein so genanntes Chloroplasten-Leatidrias fur den Proteinimport in
den Chloroplasten verantwortlich ist. Im Inneren des Chloroplastelytedann eine Prozessierung
des Préaproteins zu dem reifen Protein durch Abspaltung desniiialen Leaderpeptids. Die
Informationen zum Import sind dabei im Leaderpeptid und zum Teil emateifen Protein selber
kodiert. Die verschiedenen Ziele der unterschiedlichenefPwotsind innere und &ufRere Envelope-
Membran, Thylakoidmembran, Chloroplasten-Stroma und Thylakoidebhu(eegstra et al., 1999).

Je nach Bestimmungsort gibt es unterschiedliche Formen von , Tar§éginglen”.

Leaderpeptid mit ,Stroma-Targeting-Doméne* —  Stroma

Leaderpeptid mit ,Stroma-Targeting-Doméane*“ —  Thylakoid- oder innere Envelope-Membran
+ Information im reifen Protein

Leaderpeptid, das nicht abgespalten werden —  auf3ere Envelope-Membran
kann

zweites , Targeting-Signal“ (wird abgeschnitten)»  Thylakoid-Lumen

Die verschiedenen Leaderpeptide zeigen kaum Ahnlichkeiten mAmmosauresequenz und weisen
keine offensichtlichen Konsensusmerkmale auf. Sie variierg@dbdlich in ihrer Ladnge und zeigen
auch keine regelmafigen sekundaren oder tertigren Strukturenendenwdeshalb auch als flexible

Peptide bezeichnet (von Heijne et al., 1991).

Der Transport Uber die Envelope-Membran vollzieht sich in 8tefen. Im ersten Schritt assoziiert
das Préaprotein reversibel mit dem Plastiden, vermutlich dBrokein-Protein- oder Protein-Lipid-
Interaktionen. In einem zweiten Schritt kommt es zu eindrilsta Assoziation mit der Import-
Maschinerie. Im dritten Schritt erfolgt die komplette Ttakation des Préaproteins mit der
Akkumulation der prozessierten Form im Inneren des Chloroplasteg$ka et al., 1999; Soll et al.,

2004). Fur Bindung und Import sind viele Proteinkomponenten erforderlich.
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Der Chloroplast ist das einzige Organell, dessen Membraneteauftosolischen SeifgGalD und
aGalpGalD exponieren. AuRerdem hat die auRere Envelope-Membran eimdmben Lipid/Protein
Anteil von 3,0 (Block et al., 1983). Diese speziellen Eigensamafied somit einzigartig und daher
moglicherweise von Bedeutung fir den Proteinimport in den Chestgsl. In Modellsystemen mit
Lipid-Bilayern oder Monolayern wurde beobachtet, dass Transitleepton Chloroplasten-
Praproteinen spezifisch in Membranen inserieren, die Ligiate aul3eren Chloroplasten-Envelopes
enthalten (Pinnaduwage et al., 1996; van 't Hof et al., 1991; vaof &tkal., 1993). Dabei wurde in
Experimenten mit synthetischen Transitpeptiden (oder Fragmentediesen) von Ferredoxin und
der kleinen Untereinheit der RUBISCO gezeigt, dass diestomolayer inserieren, digGalD, SQD
oder PC enthalten (van 't Hof et al., 1991; van 't Hof et al., 1998}erdlem kann das kunstliche
Praprotein der kleinen Untereinheit der RUBISCO nur in Anweserbei$GalD mit kinstlichen
Liposomen interagieren (Pinnaduwage et al., 1996). Die hochsteitakiivurde dabei bei einem
BGalD-Gehalt von 20 % beobachtet. Dies war auch der maximalel Aatdtrzeugung eines stabilen
Bilayers und entspricht ungefahr dem Anteil 3®alD im &ulReren Envelope. Fir den Transport von

Proteinen konnte also auch die Bilayer-destabilisierende Nat@G#b von Bedeutung sein.

Abgesehen von diesen Modellsystemen wurdeivo nur beiE. coli ein Zusammenhang zwischen
Proteintransport und Lipidzusammensetzung der Plasmamembragt.gszganten mit Defekten in
der PE- und PG-Synthese zeigten einen gestdrten Proteinexport|swdisekter Beweis flur die

Beteiligung von Phospholipiden im Plasmamembrantranspé&:tdoli gilt (Rietveld et al., 1995).

Ein weiteres Beispiel fur die Bedeutung der Galaktolipided&ir Proteinimport ist die dgd1-Mutante
von Arabidopsis mit stark reduziertemxGalfGalD-Gehalt (Ddrmann et al., 1995). Die Chloroplasten
dieser Mutante sind zwar in der Lage, Proteine des aul3eretopeweru importieren, zeigen aber

Defekte beim Import von Praproteinen in das Innere des Chloroplasten.

Diese Experimente haben gezeigt, dass Interaktionen mit Lipsgeaijell auch mit Galaktolipiden,

offensichtlich beim Import von Préaproteinen in die Chloroplasten von Beagsind.

1.4.3 Photosynthese
Die oxygene Photosynthese spielt sich in den Thylakoiden der Chlstepland Blaualgen ab

(Siegenthaler, 1998). Diese unterscheidet sich in mehreren Mierkmvon der anoxygenen
Photosynthese bei Bakterien vor allem in Bezug auf den Brekidonator (kD), die Freisetzung

von molekularem Sauerstoff sowie die Lichterntekomplexe.

An der oxygenen Photosynthese sind die zwei grol3en Protein-Ceffakigplexe Photosystem Il
(PSII) und Photosystem | (PSI) beteiligt, die in der Thyldk@mbran eingebettet sind und in Serie

arbeiten. PSIl besteht aus Lichtsammel-Komplexen (LHCIIyn deeaktionszentrum und dem
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wasseroxidierenden Komplex (WOC). Durch eine Lichtreaktion werdddei die Elektronen von
Wasser uber mehrere Zwischenschritte (Mn-Zentrum, Z, P680, Rh,Qf) letztendlich auf
Plastochinon tbertragen. Dieser Prozess liefert ElektronePnatonen und setzt Sauerstoff frei. Die
Elektronen werden zum Cytochrom-b/f-Komplex geleitet, der zwib#@u eines Protonengradienten
beitragt, und flieBen dann weiter Uber Plastocyanin zum PSI. AucbeB8zt einen Lichtsammel-
Komplex (LHCI) und wird durch Licht angeregt, wobei die Elektronerr ifehrere Zwischenschritte

(Ao, A1, Fe-S-Proteine, Fd, Fp) zur Reduktion von NADBrwendet werden.

NADPH

ADP+Pi  ATP
+
A

H+

Stroma

Cyt.
> (PQH2 P ef

ATP-Synthase

Lumen

l |

2H0 Oy +4H* H*
H+

Abb. 8 Schematische Darstellung der Komponenten der Pymitosse und des Elektronenflusses (modifiziert
nach Dormann et al., 2002). Rote Pfeile symboksiaten Weg der Elektronen tber die verschiedeneteiRy
Komplexe in der Thylakoidmembran, blaue Pfeile nemdn den Weg der Protonen; PQH2, reduziertes

Plastochinon; FNR, Ferredoxin-NADMReduktase.

Die Aufgabe der Membran bzw. der Lipide ist dabei die Beedliing der Matrix zur Einbettung

dieser Prozesse (Aufbau einer elektrochemischen Potentialdifferenz

Die Erfullung dieser Aufgaben erklart aber nicht die splezidipidzusammensetzung der
Thylakoidmembranen und den hohen Anteil#BalD undaGal3GalD. Man darf annehmen, dass
diese Galaktolipide auch eine spezifische Funktion bei dao®hahese erfillen, die moglicherweise
von den entsprechenden Lipiden mit alternativen Zucker-Kopfgruppeheniciiit werden kann. So

betreiben Blaualgen einen hoheren Aufwand zur Synthesep@aiD, indem sie zuerdtGlcD

synthetisieren und dies dann in einem zweiten SchrjitzalD epimerisieren.

Eine spezielle Eigenschaft der Thylakoidmembranen ist ihr hBheteinanteil. Viele der darin
enthaltenen Proteinkomplexe bilden Superkomplexe (Kirchhoff eé2@02), wobei die Proteinflache
70 % der Gesamtmembranflache einnimmt. Der Rest der Flach80vein besteht aus Lipiden, die

jedoch zu 60 % in einer Art Solvatisierungshille an diese Rkuiplexe gebunden und daher in
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ihrer Bewegungsfreiheit stark eingeschrankt sind. Die Ekipisind dabei wichtig, um die
Proteinkomplexe durch nicht-kovalente, hydrophobe und elektrosiati¥¢echselwirkungen zu
stabilisieren (Pali et al., 2003). Somit sind diese Lipide meitpassive Komponenten, sondern sie

spielen auch eine spezifischere Rolle jenseits ihrer Funksadvatrix in Bilayer-Membranen.

Einen Hinweis auf die funktionelle Rolle der Membranlipide urmld-Protein-Interaktionen kénnen
Kristallstrukturen geben. Viel versprechend sind dabei Studien esingebundenen Lipiden, die

weniger mobil sind und mit Proteinen co-kristallisieren.

Rhodobacter sphaeroides ist zwar ein Bakterium mit anoxygener Photosynthese und zeigt diie
typische Lipidzusammensetzung der Chloroplasten und BlaualgeniiBe®©898). Dennoch sind die
Aussagen zur Kristallstruktur des bakteriellen Reaktionszeist moglicherweise in der Hinsicht
allgemeingultig, dass eine spezielle Lipidstruktur erforderlist, um bestimmte Funktionen zu
erflllen. Der photosynthetische Proteinkomplex Wrsphaeroides kristallisierte unter anderem mit
den drei Lipiden CL, PC und Glukosylgalaktosyldiacylglycerol (@a¥Artigas et al., 2002). Diese
Lipide befinden sich an der Oberflache und interagieren mitopydiben Aminosauren. PC und das
Glykolipid sind dabei in engem Kontakt mit den Co-Faktoren undrhatfi@licherweise Einfluss auf
die unterschiedliche Energetik des Elektronentransports Ubdredien Zweige der Co-Faktoren. Die
unterschiedliche Energetik ist primar fur die AsymmeitrieElektronentransfer verantwortlich. Diese
Studie zeigt, dass die beteiligten Membranlipide kritidtin die Funktion des bakteriellen

Reaktionszentrums vdR sphaeroides sind.

Die Kristallstruktur des PSI von Blaualgen zeigt die Asstian von drei Phospholipid-Molekilen
und einempGalD-Molekil mit diesem Komplex. Es handelt sich dabei um integtgpide, die
wichtig sind fir die Funktion des PSI (Jordan et al., 2001). Sperfi&ipid-Protein-Interaktionen
wurden auch in kristallisierten LHCII-Komplexen von Pflanzestdestellt (Nussberger et al., 1993).
Die Bildung von 2-dimensionalen oder 3-dimensionalen Kristalleolgtef nur in Gegenwart von
aGalpGalD. Dieses Lipid bindet an den isolierten Komplex, kann abemdumitde Detergenzien
leicht wieder entfernt werden. PG bindet starker und isktdae der Bildung von trimeren LHCII-
Komplexen beteiligt. Beide Lipide sind somit von Bedeutung fur diést&llisation und die

strukturelle Integritat des LHCII-Komplexes.

Mit immunologischen Methoden wurde nachgewiesen, fi@sdD an den Kernkomplex des PSI von
Pflanzen und Blaualgen und an den LHCI von Pflanzen gebunden istviiMaket al., 1996) und

moglicherweise, neben PG, eine funktionelle Rolle spielen kdnnte.

In einer erst kirzlich erfolgten Kristallisation des LH&Wbmplexes von Pflanzen kamen weitere
Details zu Tage (Liu et al, 2004). Zwei MolekileeGalBGalD vermitteln durch
Wasserstoffbriickenbindung ihrer Kopfgruppen den Kontakt zwischen z@nachbarten trimeren
LHCII-Komplexen. Die Acyl-Ketten zeigen dabei zum Membranienerund stehen in

Wechselwirkung mit den Pigmenten des LHCII. Daraus resuitieveurde ein Modell einer nicht-
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photochemischen Ableitung von Lichtenergie basierend auf der @trwkdin Lipid-Protein-
Komplexen vorgeschlagen. Dabei ist di€al3GalD-vermittelte Aggregation von trimeren LHCII-
Komplexen mdglicherweise beim Ableiten von Lichtenergie von Bedeutuindem der

Energietransfer von einem Trimer zum benachbarten Trimer erfolgen kann.

Weiterhin wurde inin vitro-Experimenten gezeigt, dass P&@aBGalD undBGalD, obwohl nicht
erforderlich fir die Bildung, eine stabilisierende Wirkung @eif rekonstituierten LHCII-Komplex in

Bezug auf thermische Denaturierung haben (Reinsberg et al., 2000).

Ein weiterer Weg, die spezifische Rolle von Thylakoidlipiden Hinblick auf die Funktion von
Proteinkomplexen zu untersuchen, verfolgt einen genetischen Areltz erfolgreich war die
Untersuchung von Mutanten mit genetisch induzierten VeranderungerLipidzusammensetzung.

Der Vorteil dieser Methode ist, dass die Effakieivo studiert werden kénnen.

Eine SQD-freie Mutante der einzelligen Al@hlamydomonas reinhardtii zeigte ein beeintrachtigtes
PSII. Die Untersuchungen zeigten, dass SQD mit dem Kern- und.ld@i-Komplex assoziiert und
somit fur die Funktion des PSII verantwortlich ist (Sato et1#195). Auch beiArabidopsis ist ein
gewisser Anteil von anionischen Lipiden (SQD, PG) in den Thylakoidendikldivitat des PSIl (Yu

et al.,, 2003) und fur das photoautotrophe Wachstum wichtig. Auch di2-fi®@ Mutante der
BlaualgeSynechocystis zeigte verminderte PSII-Aktivitat (Aoki et al., 2004). Inegeénsatz dazu war
die PSII-Aktivitat in der SQD-Null-Mutante voisynechococcus, einer weiteren Blaualge, nicht
beeintrachtigt (Aoki et al., 2004; Guler et al., 1996). Diessiele zeigen, dass es artspezifische
Unterschiede bei der Interaktion von Chloroplastenlipiden, zuminaestS®QD, mit Komponenten

des Photosyntheseapparates gibt.

Anhand der bereits erwahnten dgdl-Mutante Vanthaliana konnten Aufschlisse (ber die
strukturelle Bedeutung vonGaBGalD fir die Photosynthese gewonnen werden. Der Anteil an
oGalpGalD in dieser Mutante betragt nur 10 % im Vergleich zumdWd und ist auf eine Mutation
im DGD1-Gen zurtickzufuhren (Dormann et al., 1995). Diese kleinwgmhdPflanzen zeigen eine
veranderte Thylakoid-Ultrastruktur und eine verminderte Photossedlkévitat, einhergehend mit
einer stark verénderten Thylakoid-Organisation bezlglich deteiRftKomplexe und Pigmente
(Dérmann et al., 1995; Hartel et al., 1997; Reifarth et al., 199@. NDitante enthalt weniger
Chlorophyll, das Mengenverhaltnis von PSIlI zu PSI ist verminded der Wasseroxidations-
Komplex ist in seiner Funktion modifiziert. Eine weitéwebidopsis-Mutante (mgd1) mit reduziertem
BGalD-Gehalt zeigt ebenfalls einen deutlichen Phanotyp wérgwuchs, veranderter Chloroplasten-
Ultrastruktur und stark vermindertem Chlorophyligehalt (Jagvial., 2000). Es konnte jedoch nicht
geklart werden, ob das eingeschrankte Wachstum dieser MutantenFehlfunktionen im
Photosyntheseapparat oder auf die verminderte Fahigkeit dR&nzen zur Synthese der

Chloroplastenlipide zurtckzufihren ist.
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In vitro-Untersuchungen Uber die Beteiligung von Lipiden am Xanthophyll-Zyklashben weitere
Erkenntnisse Uber die Funktion von Galaktolipiden zutage. Der h¥phyll-Zyklus ist ein
Mechanismus der Pflanzen zum Schutz gegen die schadlichen Rwsgén von zuviel Licht. Die
beteiligten Pigmente und Enzyme sind in den Thylakoidmembranen lekalBei starkem Licht
wird dabei durch die Violaxanthin-Deepoxidase Violaxanthin UbeiZdisschenstufe Anthraxanthin
zu Zeaxanthin deepoxidiert. Bei Schwachlicht erfolgt die Umkedirdieses Prozesses durch die
Zeaxanthin-Epoxidase. Es konnte gezeigt werden, dass zur Deepoxid@idnwesenheit von
BGalD notwendig ist (Jahns et al., 2001; Morosinotto et al., 2A03RIBGalD spielt dabei keine
Rolle. In spateren Experimenten wurde gezeigt, dass auch PElaleimen Effekt hat wigdGalD
(Latowski et al., 2004). Bei Anwesenheit von PC konnten wiederum WKeaiseirkungen auf die
Enzymaktivitat beobachtet werden. Daraus kann man schlieBendidaBilayer-destabilisierenden

Eigenschaften voAGalD fir die Deepoxidase-Aktivitdt entscheidend sind.

Alle diese Beispiele haben gezeigt, dass Galaktolipiddi&istrukturelle Integritat und Funktion der

Membran verantwortlich sind, Proteinkomplexe stabilisieren und spdg®fisunktionen ausuben.

1.4.4 Phosphatmangel
Obwohl das anionische Phospholipid PG in deutlich geringeren Meimmgeten Thylakoiden

vorkommt als die beiden Galaktolipide, ist dieses Lipid inrebestimmten kritischen Menge doch
essentiell fir photosynthetisch aktive Organismen (Frentzen, 2004;t&htd?000; Yu et al., 2003).

Viele Organismen haben Anpassungen entwickelt, um auf bestii@treéss-Situationen in ihrer
Umgebung zu reagieren und damit ihr Uberleben zu sichern. Phosphétiig der limitierende
Faktor fur das Wachstum dieser Organismen, so dass sie &aiegle entwickelt haben, das
vorhandene Phosphat sparsam zu nutzen. Die einzellige Elgeeinhardtii erhoht ihren
Sulfolipidgehalt, um damit einen Teil ihrer Phospholipide zueteesx (Riekhof et al., 2003).
Snorhizobium meliloti ersetzt ebenfalls teilweise seine Membran-Phospholipidén qalrasphatfreie
Glycerolipide (Geiger et al., 1999). Ein weiteres BeispieRisdphaeroides, der bei Phosphatmangel
alle seine Phospholipide, mit Ausnahme von PG, reduziert und di&fi8ynthese von Sulfolipid
steigert (Benning et al., 1993). Diese Organismen sind somitrihatge, bei Phosphatmangel den
abnehmenden Gehalt an Phospholipiden durch SQD zu kompensieren. Dasspagied®hosphat
wird fur andere wichtige zellulare Prozesse eingesetaseDStrategie findet man ebenfalls bei
Blaualgen und Pflanzen, wobei auch im umgekehrten Fall ein Mang®8QD durch PG kompensiert
werden kann (Aoki et al., 2004; Giler et al., 1996; Hartel et al., 1998).

Pflanzen sind auferdem in der Lage, bei Phosphatmangel die Phosphtdipiddse durch

extraplastidaresGalBGalD zu ersetzen (Hartel et al., 2000). Es wurde in exstgéaen Membranen
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und vor allem in Wurzeln nachgewiesen und enthdlt einen sehr holbeihadnC16-Fettsduren an der
sn-1-Position des Glycerols, an der-2-Position findet man fast nur C18-Fettsauren (Hartel.et a
2000). Die dgdl-Mutante, die nur noch etwa 8 % d€=al3GalD vom Wildtyp synthetisiert
(Dérmann et al., 1995), akkumuliert bei Phosphatmangel bis zu 55 &GalRGalD, kann aber
dennoch nicht den vermindertexzal3 GalD-Gehalt in den Chloroplasten kompensieren (Hartal. et
2000; Hartel et al., 2001). DiesesGaPGalD ist daher eher dazu bestimmt, extraplastidare
Phospholipide zu ersetzen (Andersson et al., 2003). Versuche feit lbdben gezeigt, dass unter
Phosphatmangel alle Phospholipide, aul3er PA in den Sprossen, abnahmen uhdMuatten der
Anteil von aGalBGalD bis zu 46 % in den Sprossen und bis zu 70 % in den Wurzeln aldxtenul
(bezogen auf die Gesamt-Membranglycerolipide der PlasmamemUbas) neutrale, Bilayer-
stabilisierendexGal3GalD kann dabei verschiedene Phospholipide ersetzen, einschliafionische
und Bilayer-destabilisierende. Warur®al3GalD diese Funktion Gbernehmen kann, bleibt vorerst ein
Ratsel. AuchpGalD und SQD waren zur Erfullung dieser Funktionen geeigmatimen aber

extraplastidar nicht vor.

Die Synthese des extraplastidare@alBGalD in A. thaliana erfolgt durch die beidenGal3GalD-
Synthasen DGD1 und DGD2 (Abb. 5) (Kelly et al., 2002; Kelly et al., 2@&.erforderlich@ GalD
wird nur durch die beidenfGalD-Synthasen MGD2 und MGD3 bereitgestellt, die durch
Phosphatmangel induziert werden (Awai et al., 2001; Kobayashi et al., 2004).

Erst kdrzlich wurde gezeigt, dass Tabakblatter und BYR#elinabhangig von Phosphatmangel
Digalaktosyldiacylglycerol (12 mol% bzw. 15 mol% des Gesaidtighalts) in ihren

Plasmamembranen akkumulieren (Mongrand et al., 2004).

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei Phosphatmangel in Ri@aR&alD nur gemeinsam
mit SQD Phospholipide bis zu einem bestimmten Grad ersetzen kankitkungsbereich von SQD
ist dabei auf die Plastiden beschrank@al3GalD substituiert die Phospholipide in extraplastidéaren

Membranen.
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1.5 Problemstellung, Ziel und Strategie

Zurzeit ist nicht klar, warum in plastiddren Membranen van2en nur Galaktosyldiacylglycerole,
aber zum Beispiel keine Glukosyldiacylglycerole auftreEamtsprechendes gilt fur die Blaualgen, die
eine ahnliche Lipidzusammensetzung wie die Chloroplasten aufwé&isast daher eine offene Frage,
ob das Vorkommen dieser speziellen Galaktose-Kopfgruppe tat$édhh&tionale Grinde hat,
sodass im Falle der Plastiden das Vorkommen der Galaktolipidgegend phylogenetisch bedingt
ist.

Ein Weg zur Aufklarung der Funktion von Membranlipiden ist die &gmeg von Deletionsmutanten
entsprechender Glykosyltransferasen. Auf diese Weise komitditige Erkenntnisse zur Funktion
und Biosynthese der entsprechenden Lipide gewonnen werden. So hab&eigpial die beiden
Mutanten dgdl und mgdl voA. thaliana zur Aufklarung des Biosynthesewegs und einiger
Funktionen der plastidaren Galaktolipide beigetragen (Dérmanh,e2002; Kelly et al., 2004). Da
Galaktolipide bei Pflanzen und Blaualgen in groBer Menge vamem kann aber nicht eindeutig
geklart werden, ob einige der beobachteten Auswirkungen nuoltje Farer quantitativen Reduktion
sind, oder ob auch Funktionen betroffen sind, die im Zusammenhangmgipezifischen Struktur der
Kopfgruppe stehen. Zur Klarung dieser Frage sind Deletionsmutaitf@ngeeignet. Ein Verstandnis
der spezifischen Funktion einer Lipidkopfgruppe ist vielmehr Vemsuchen zu erwarten, die zu
einem Austausch dieser nativen Lipidklasse durch eine andere fuhren.

Der in der vorliegenden Arbeit verfolgte Ansatz sieht dahey dier nattirlichen Galaktolipide durch
andere Glykolipide zu ersetzen, die sich zum Beispiel nur inegieneren (z. B. Galaktose oder
Glukose) oder anomerena (oder ) Konfiguration ihrer Kopfgruppe, oder im Falle von
Diglykosyldiacylglycerol, in der Verknupfung der beiden Monomeren rackeiden. Durch die
Untersuchung der Phanotypen von Blaualgen, Moosen und héheren Pflanzen kdmmewetduell

spezifischen Funktionen der nativen Galaktolipide in diesen Organismeeitdigeérden.

Diese Strategie erforderte daher geeignete Glykosylasen, wobei nur wenige in klonierter Form
aus verschiedenen Bakterien zur Verflgung standen. Um digsiDitezu erhéhen, wurden Uber
Datenbanksuchlaufe zunachst weitere ORF-Sequenzen putativeridiakteslykosyltransferasen

identifiziert. Diese ORFs wurden kloniert und zur funktionellem@tation in verschiedenen Wirten
exprimiert. Anhand detaillierter Strukturanalysen der neu gebitd&lykolipide konnten auf diese
Weise einige neue Glykosyltransferasen charakterisierdemerWeiterhin wurde die Sequenz der
prozessiver-Glukosyltransferase audaphylococcus aureus in ihrer Codon-Auswahl der Codon-

Haufigkeit von Pflanzen angepasst.

Durch Transformation mit all den zur Verfigung stehenden Sequenztsn sol den nachfolgend

aufgefuhrten Organismen neue Glykolipide erzeugt werden:
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Agrobacterium tumefaciens

Die Untersuchungen af. tumefaciens wurden in diese Arbeit integriert, da dieser Organismuos ei
Sequenz mit Ahnlichkeit zu Glukosylceramid-Synthasen besitaseDiOrganismus sollte auf das

Vorkommen von Glykolipiden untersucht und anschlieRend das Gen deletiert werden.

Physcomitrella patens

Das Moos P. patens besitzt wie die hoheren PflanzghGalD und aGaBGalD, wobei die
entsprechenden Gene noch nicht kloniert waren. Es standen jedoaDN#eKlone einer putativen
BGalD- undaGalpGalD-Synthase zur Verfiigung, deren Annotationen funktional veifizierden
mussten. Zunachst war geplant, diese Gene mit Hilfe der homdRejemmbination zu deletieren. In
einem nachsten Schritt sollte geprift werden, ob die heterdtogeession von bakteriellen

Glykosyltransferasen erfolgreich Rinyscomitrella durchgefuhrt werden kann.

Blaualgen

Da die Sequenzen dB6GlcD- und deraGalpGalD-Synthase von Blaualgen nicht bekannt waren und
diese Organismen mehrere Kopien von Epimerasen zur KomuedigonfGlcD zuBGalD besitzen,
konnten keine entsprechenden Deletionsmutanten erzeugt werddtdesSen sollten durch
Expression heterologer Glykosyltransferasen zusatzlich neuelpige synthetisiert werden. Als
Expressionswirt wurde der Stamm R2-PIM8 der Blau&gechococcus sp. PCC7942 verwendet, der
eine chromosomale Integrationsplattform besitzt (van der Plaal.et1990). Durch homologe

Rekombination kann gezielt Fremd-DNA in diesen Lokus inseriert werden.

Pflanzen

Bei A. thaliana sind alle Gene der Galaktolipid-Biosynthese kloniert. Da iglgerichtete Insertions-
Mutagenese in hoheren Pflanzen wegen der geringen Erfolgsaeissidum Anwendung findet,
musste auch hier auf die Deletion der entsprechenden Geriehtet und stattdessen mit ,post-
transcriptional gene silencing” (Smith et al., 2000; Vaudheteal., 2001) versucht werden, die
Inaktivierung von MGD1 bzw. DGD1 herbei zu fuhren. Das Hauptaugdnmsolite dabei auf der
heterologen Expression der bakteriellen Glykosyltransferdiegen. Da diese Enzyme in den
Chloroplasten aktiv werden missen, wurden die ORF-Sequenzen ardésiit einer Chloroplasten-

Leadersequenz fusioniert.

Als Ergebnis der ausgedehnten Untersuchungen an 19 neuen Glyks$gtase-ORFs konnten
tatsdchlich 3 Sequenzen identifiziert werden, deren Expressioklusfve einer bereits
charakterisierten bakteriellen Glykosyltransferaselaualgen und/oder héheren Pflanzen zu neuen

Glykolipidkomponenten in Thylakoidmembranen flihrte.

26



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Gerate, Verbrauchsmaterial, Enzyme und Chemikalien

Geréate

Kuhlzentrifuge 5810 R
Kuhlzentrifuge Centrikon H-401
Ultrazentrifuge Centrikon T-1075
Tischzentrifuge Biofuge pico
Tischzentrifuge Rotana
Elektrophoresekammer  Horizon 11-14
Elektroporator Electroporator 2510

Netzgerate PS304
pH-Meter 761 Calimatic
Photometer 20 GENESY%
UV-Photometer GeneQuant Il
Bioimager BAS-1000

Hybridisierungsofen ov2
Ultraschallbad BRANSONIC 220
Wasserheizbader THERMOMIXTM MM

Sterilbank DLF/BSS4
Brutschréanke
Heizplatte/Magnetrihrer IKAMAGRCT
Vortexschttler REAX 2000
Thermo-Cycler PRIMUS

T Gradient
Ultra-Turrax TP 18/10
Thermo-Schuttler Thermomixer compact

UV-Crosslinker UvVvC 500
UV-Transilluminatoren UVT-28M

Multilmage™ Light Cabinet
Szintillationszahler ,LS 6000 IC“
Ultraschallstab LABSONIC 2000
Rotationsverdampfer Rotavapor RE120
DC-Tauchgerat Chromatogram Immersion Device
Kieselgel-Platten Kieselgel 60, 20 x 20 cm, 0,28 m
HPTLC-Platten Kieselgel 60, 20 x 10 cm

Membranen Qiabrane Nylon
Nylon Membranen
Rontgenfilm HYPERFILM™-MP, 18 x 24 cm
Videoprinter 429 K
Saulen

Eppendorf
Kontron
Kontron
Heraeus
Hettich
Gibco BRL
Eppendorf
Life Technologies
Knick
Spectronic
Pharmacia Biotech
RAYTEST
Biometra
B. Braun
B. Braun
Woerden
Heraeus und WTB Binder
IKA
Heidolph
MWG Biotech
Biometra
IKA
Eppendorf
Hoefer
Herolab
Alpha Innotech Corption
Beckmann
B. Braun
BUCHI
CABIA
Merck
Merck
Qiagen
Boehringer
Amersham
Herolab
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Die Dokumentation von Nukleinsauregelen erfolgte mit dem ,Alpgdalic™ Gel Documentation &
Image Analysis System“ (Alpha Innotech Corporation, CA), das ameh Detektion und
Dokumentation von fluoreszenzmarkierten Lipiden auf Kieselgttgpt diente. Die Detektion
radioaktiv markierter Lipide auf Kieselgelplatten égfe mittels eines Phosphorimagers (BAS-1000
Bio Imaging Analyzer, Fuji), die Auswertung und Dokumentation gtéomit der PC-BAS Software
(TINA 2.0). Das automatische Auftragen von Lipid-Proben aekKlgelplatten erfolgte mit Hilfe des
»Automatic TLC Sampler 4“ (CAMAG). Nach der Veraschung depidé auf den Kieselgelplatten

wurden die Intensitaten der entsprechenden Banden mit dem ,TLC Scarif@&N8AG) gemessen.

Verbrauchsmaterial, Enzyme, Chemikalien und Isotope

Handelsubliche Grundchemikalien, Ldsungsmittel, Puffersubstanzen, eterdenzien,

Nahrmediengrundstoffe, Kohlenhydrate, Vitamine, Aminosauren und Ankibieturden von den

Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Deisenhofen),v&efHeidelberg), Fluka (Neu-UIm),
Biomol (Darmstadt), AppliChem (Darmstadt), Duchefa (HamayléNiederlande), BD Biosciences
Clontech (Heidelberg) und Carl Roth (Karlsruhe) bezogen.

DNA-madifizierende Enzyme und Feinchemikalien fiir molekularbisidge Methoden wurden von
den Firmen Roche (Mannheim), Life Technologies (Karlsruhe),r8lnaen Pharmacia (Freiburg) und
New England Biolabs (Schwalbach/Taunus) bezogen. Oligonukleotidetdiefdie Firmen Sigma-
ARK (Darmstadt), Life Technologies (Braunschweig) und Invitro¢@roningen, Niederlande). Kits
fur molekularbiologische Anwendungen wurden von den Firmen Qiagen (Hilden), MaciteNagel
(Duringen), Promega (Mannheim), Stratagene (Amsterdam-Zuidoostdeffande) und BD
Biosciences Clontech (Heidelberg) geliefert. Radiochengkakvurden von Amersham Buchler
(Braunschweig) geliefert. PVDF-Membranen stammten von Stiglei& Schull (Dassel). 3MM-

Papier wurde von Whatman Ltd (Mainstone, England) bezogen.
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2.2 Organismen und Vektoren

2.2.1 Bakterien und Hefen

Organismus Genotyp

Escherichia coli XL1-Blue MRF' A(mcrA) 183,A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173, endAl,

(Bullock et al., 1987) supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac[F'proAB,
laclqgzAM15, Tn10(tetr)]

Escherichia coli BL21(DE3) recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 supE44 relAh[lac-

(Novagen, Madison) proAB] (F-traD36 proAB laclgAM15) (Aclts857 ind1
Sam?7 nin5 lacUV5-T7 genel)

Escherichia coli C41(DE3) Genotyp unbekannt

(Miroux et al., 1996)

E. coli SURE® Competent Cells eld—(McrA-) (mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44

(Stratagene) thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 iika

uvrC [F proAB laclgZ.M15 Tn10 (Tetr)]. (McrA-,
McrCB—, McrF—, Mrr—, HsdR-), endonuclease (endA)
deficient, and recombination (recB recJ) defici@uWRE
cells contain the laclgZ.M15 gene on the F~ episome
allowing blue-white screening for recombinant platsn

Agrobacterium tumefaciens ATHVC58C1 RifR
ein Derivat des Stammes EHA 101 (Hood et
al., 1986)

Synechococcus sp. PCC7942 strain R2-PIM8  Amp®, Snf, Met
(van der Plas et al., 1990)

Saccharomyces cerevisiae INVScl MAT a, his3A1l, leu2, trp1-289, ura3-52

(Invitrogen)

Saccharomyces cerevisiae 334 MAT a, pep4-3, prb1-1122, ura3-52, leu2-3,112, reg1-501,
(Hovland et al., 1989) gall

Pichia pastoris JC308Augt51 (Hillig et al., adel, arg4, his4, AOX1 Augt51::URA3

2003)

Pichia pastoris JC308Augt51/Ages (Hillig adel, arg4, his4, AOX1 Augt51::URA3 Agcs.:Sh ble

et al., 2003)
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2.2.2 Pflanzen

Physcomitrella patens (Hedw.) BSG

Fur diese Arbeit wurde das LaubmoBlyscomitrella patens (Hedw.) B.S.G. (Blasenmiitzenmoos)
verwendet. Der Wildtyp stammte aus der Sammlung des geneti&dbeitsbereiches der Universitat
Hamburg und geht auf den Stamm 16/14 zurlick, der von H. L. K. Whiteho@eamnsden Wood,

Huntigdonshire (England) gesammelt und von Engel (1968) aus einer Spore sulkuitixde.

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

In dieser Arbeit wurden die beiden Okotypen Wassilewskija und Columbizneet

2.2.3 DNA und Vektoren

Tabelle 2Quellen genomischer DNA

Organismus

Anmerkung

Chloroflexus aurantiacus

Chlorobium tepidum

Lactococcus lactis subsplactis

Agrobacterium tumefaciens

Mesor hizobium | oti

Deinococcus radiodurans

Thermotoga maritima

Nicotiana tabaccum

Arabidopsis thaliana

Physcomitrella patens

bezogen von DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroasgaen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany

bezogen von DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroasgaen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany

bezogen von DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroasyaen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany

Arbeitsgruppe Prof. Heinz (ATHVC58C1)

bezogen von DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroasyaen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Germany

Stamm R1 von Karl O. Stetter, Lehrstuhl fur Mikroloigie und
Archaeenzentrum, Universitat Regensburg, D-9305Rs&burg,
Germany, zur Verfiigung gestellt

genomische DNA von Karl O. Stetter, Lehrstuhl¥ikrobiologie und
Archaeenzentrum, Universitat Regensburg, D-9305Rs&burg,
Germany, zur Verfiigung gestellt

Pflanzen der Arbeitsgruppe Prof. Heinz

Pflanzen der Arbeitsgruppe Prof. Heinz

Pflanzen der Arbeitsgruppe Prof. Heinz
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Tabelle 30RFs von putativen oder heterologen Glykosyltraasten und cDNA-Klone

ORF oder GenBank- Bezeichnung in Datenbank bzw. Verwendung Organismus Referenz
interne Bez. Accession-Nr.
dr1076 NP_294800 cell wall synthesis protein, pugat D. radiodurans -
dr1225 NP_294949 mannosyltransferase, putative D. radiodurans -
tm0744 NP_228553 conserved hypothetical protein T. maritima -
tm0622 NP_228431 lipopolysaccharide biosynthesigepm, putative T. maritima -
ywaG NP_268295 lipopolysaccharide biosynthesisgmot L. lactis -
ct1882 NP_662759 glycosyl transferase C. tepidum -
ct0548 NP_661448 glycosyl transferase C. tepidum -
ct0225 NP_661130 glycosyl transferase C. tepidum -
ct0226 NP_661131 glycosyl transferase C. tepidum -
chlo2029 ZP_00019031 hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo2030 ZP_0001903Z2 hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo2464 ZP_00019463 hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo0149 ZP_00017194 hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo1337 ZP_0001834S% hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo1537 ZP_00018547 hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo1567 ZP_00018577 hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo1798 ZP_0001880Z hypothetical protein C. aurantiacus -
chlo4056 ZP_00021004 hypothetical protein C. aurantiacus -
AGR_C_3323 | NP_354792 ceramide glucosyltransferase A. tumefaciens -
mir5650 NP_106273 ceramide glucosyltransferase M. loti -
Sa-GlcT AAV00990 prozessive3-Glukosyltransferase a® aureus S. aureus (Jorasch et al.,
(ugt106B1) in pET24d: Plasmid pEsay24 2000)
Al-GlcT AF349769 aGlcD-Synthase auk. laidlawii in pCR-Script Vektor | A. laidlawii (Berg et al.,
(Stratagene) von Ake Wieslander, Department of 2001)
Biochemistry and Biophysics, Stockholm University,
Sweden
Bb-GalT AE001150 aGalD-Synthase* auB. burgdorferi B31 (Gen: BB0454) B. burgdorferi -
in pCR-Script Vektor (Stratagene): Plasmid pY454 vo
S. Bergstrom, Dept. of Molecular Biology, Umea
University, Sweden
At-MGD1 AF241797 MGD1 Synthase aAsthaliana in pET24d: Plasmid A. thaliana (Jorasch, 1999)
pEMGD2
ppMGDS - putativepGalD-Synthase (38_ck21-g07) aRispatens, P. patens -
von BASF zur Verfligung gestellt, in pBluescripSK-
(Stratagene)
ppDGDS - putativeaGalpGalD-Synthase (pp004059130) d&us P. patens -

patens von BASF zur Verfiigung gestellt, in pBluescrip
Il SK- (Stratagene)

t

*nach Mitteilung von Herrn Dr. Bergstrom handeltssh bei dem ORF BB0454 aBsrrelia burgdorferi um

eineaGalD-Synthase.
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Tabelle 4Vektoren zur Klonierung

Vektor Selektionsmarker Referenz

pPGEM-T Amgt Promega

puUC18 Amp (Yanish-Perron et al., 1989)
puUC19 Amp (Yanish-Perron et al., 1989)
pBluescript Il SK- AmpR Stratagene

pBK-CMV Kan® Stratagene

pTrcHis2 C Amp Invitrogen

pET-24d Kaf Novagen, Madison
pCambia2200 Chy Karl® CAMBIA, Canberra, Australia
pLH7000 SH/SER, pat (Hausmann et al., 1999)
pFP1-3 Amp, Kar (Gotz et al., 1999)

pPIC3.5 Amp, HIS4 Invitrogen

pYES2 (URA+) Amf5, URA3 Invitrogen

pESC-Leu Amp, LEU2 Stratagene

pEsay24 Kaf (Jorasch et al., 2000)
pRT101lneo Amf nptll (Girke, 1998)

pUSPOCS (Abbadi et al., 2004)

Tabelle 5Rekombinante Plasmide - Klonierung von PCR-ProdukigpUC18 (durch M. Leipélt

Insert Forw.-Primer  Template Anmerkung rekombinante

Rev.-Primer Plasmide

1 AGR_C_3323 Agrol genomische  ORF der putativen Gecs adstumefaciens pUCAGRO
Agro2 DNA

2 mlr5650 Mesol genomische  ORF der putativen Ges avk loti pUCMESO
Meso2 DNA

3 agrol AGROK genomische 2100 bp Promotor-Region der putativen Ges #&on pl8agrol
AGROE DNA tumefaciens, mit den Schnittstellen: 5’-Kpnl / 3'-EcoRV

4 agro2 AGRO2N genomische 600 bp 3'-Ende der putativen Gcs vArtumefaciens, pl8agro2
AGRO2S DNA mit den Schnittstellen: 5’-Notl / 3'-Sacl

5 AGR_C_3323 AgroN pUCAGRO ORF der putativen Ges aigumefaciens, mit den pUCNagroB
AgroB Schnittstellen: 5’-Ncol / 3'-BamHI

6 Sa-GlcT STA pEsay24 B-Glukosyltransferase a$aureus, mit den p18Staph
STAS Schnittstellen: 5’-EcoRV / 3’-Smal

7 SS STREPS pLH700C¢ Sni/Sg-Kassette, mit Schnittstellen: 5-Smal / 3-Notl  §8S
STREPN

1 (Jorasch, 1999¥;(Hausmann et al., 1999)
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Tabelle 6Rekombinante Plasmide - Klonierung von PCR-Produldiéese Arbeit)

Insert Forw.-Primer  Template  Anmerkung rekombinante

Rev.-Primer Plasmide

1 drl076 GH13b genomische ORF pGdr1076
GH14b DNA

2 drl225 GHA49 genomische ORF pGdr1225
GH50 DNA

3 tm0744 GH55 genomische ORF pGtm0744
GH56 DNA

4 tm0622 GH57 genomische ORF pGtm0622
GH58 DNA

5 ywaG GH47 genomische ORF pGywaG
GH48 DNA

6 dr1076 GH71dr1076F pGdr1076 ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BanhH pGdr1076-2
GH71dr1076R

7 drl225 GH69dr1225F pGdr1225 ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BanhH p18dr1225
GH69dr1225R

8 tm0744 GH69tmO0744F pGtmO0744 ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BanhH p18tm0744
GH69tmM0744R

9 ct1882 GH74ct1882F genomische  ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18ct1882
GH74ct1882R DNA

10 ct0548 GH74ct0548F genomische  ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18ct0548
GH74ct0548R DNA

11 ct0225 GH74ct0225F genomische  ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18ct0225
GH74ct0225R DNA

12 ct0226 GH74ct0226F genomische  ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18ct0226
GH74ct0226R DNA

13 chlo2029 GH74chlo2029F genomische  ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18chlo2029
GH74chlo2029R  DNA

14 chlo2030 GH74chlo2030F genomische  ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18chlo2030
GH74chlo2030R  DNA

15 chlo2464 GH74chlo2464F genomische  ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI pl8chlo2464
GH74chlo2464R  DNA

16 chlo0149 GH74chlo0149F genomische  kein PCR-Produkt erhalten nicht kloniert
GH74chlo0149R  DNA

17 chlo1337 GH74chlo1337F genomische ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18chlo1337
GH74chlo1337R  DNA

18 chlo1537 GH74chlo1537F genomische ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18chlo1537
GH74chlo1537R  DNA

19 chlo1567 GH74chlo1567F genomische ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18chlo1567
GH74chlo1567R ~ DNA

20 chlo1798 GH74chlo1798F genomische ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18chlo1798
GH74chlo1798R  DNA

21 chlo4056 GH74chlo4056F genomische ORF mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI p18chlo4056
GH74chlo4056R  DNA

22  Al-GlcT GH23 Plasmid aGlcD-Synthase au. laidlawii (Berg et al., 2001) in  p19AI-GlcT
GH24 pCR-Script Vektor, erhalten von A. Wieslander,

Schweden; in pUC19 (Sall-blunt) kloniert

23 Al-GlcT GH23 Plasmid Zwischenklonierung dexGlcD-Synthase auA. p18AI-GlcT

GH24 laidlawii in p28MCS2 (SnaBl), um Sequenz mit den
Schnittstellen 5-Avrll / 3'-BamHI zu versehen
24 Bb-GalT GH27 Plasmid aGalD-Synthase auB. burgdorferi in pCR-Script p19Bb-GalT

33



Material und Methoden

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

Bb-GalT

Sa-GlcT

Sa-GlcT

synl

Teil-Sequenzen

syn2

syn3-teil

syn3

Nsyn3

BnptlliH

AGR_C_3323

mir5650

ppMGDS

ppDGDS

nptll-pcr-H

dgdl-sense

dgdl-antisense

mgdl-sense

mgd1l-antisense

Leadernt

GH28

GH27
GH28

GH29
GH30

GH29
GH30

GH69saysynF
GH69saysynR

GH65f-20
GH65r-20
GH65f-21
GH65r-21
GH65f-22
GH65r-22
GH65f-23
GH65r-23
GH65f-24

GH69saysynF
GH69saysynR
GH69saysynF
GH69syn3R

GH69saysynF
GH69saysynR
Gh75syn3F

GH69saysynR

GH75nptlIF
GH75nptlIR

GH69agroF
GH69agroR

GH69mesoF
GH69mMesoR

CH®6
CH7

GH1
GH2
GH21
GH22

GH35
GH36

GH37
GH38

GH69msF
Gh69msR

GH69maF
Gh69maR

GH69Leade-ntF

Plasmid

pEsay24

pEsay24

synthetische
Sequenz
Version 1

pl8synl

synthetische
Sequenz
Version 2
pl8syn2

synthetische
Sequenz

p18syn2
pFP1 (Gotz)
pUCAGRO

(leipelt)

pUCMESO
(leipelt)

Plasmid
(BASF)

Plasmid
(BASF)
pRT101lneo
(Girke, 1998)

genomische
DNA

genomische
DNA

genomische
DNA

genomische
DNA

genomische

GH69Leader-ntR2 DNA

Vektor, erhalten von S. Berg, Schweden;
in pUC19 (Sall-blunt) kloniert

Zwischenklonierung dexGalD-Synthase alB.

pl18Bb-GalT

burgdorferi in p18MCS2 (SnaBl), um Sequenz mit den

Schnittstellen 5’-Avrll / 3'-BamHI zu versehen

Glukosyltransferase &isaureus (Jorasch et al., 2000);p19Sa-GlcT

in pUC19 (Sall-blunt) kloniert

Zwischenklonierung der GlukosyltransferaseS.
aureus in p18MCS2 (SnaBl), um Sequenz mit den
Schnittstellen 5’-Avrll / 3'-BamHI zu versehen

synthetische Polynukleotidsequenz Version 1 (diese
Arbeit) homolog zur Proteinsequenz @er
Glukosyltransferase a®&aureus, mit Schnittstellen:
5-Avrll / 3-BamHI

Korrektur der fehlerhaften Polynukleotidssty in
p18synl

synthetische Polynukleotidsequenz Version 2 (diese
Arbeit), mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI

Korrektur der fehlerhaften Polynukleotidssty in
pl8syn2

synthetische Polynukleotidsequenz Version 3 (diese
Arbeit), mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI
versehen

synthetische Polynukleotidsequenz Versjonit3
Schnittstellen: 5’-Ncol-Avrll / 3'-BamHI

nptll-Kassette, mit SchnittstellenBaimHI / 3'-
HindlIl

ORF der putativen Gcs aéstumefaciens, mit
Schnittstellen: 5™-Avrll / 3'-BamH]I

mit Schnittstellen: 5’-Avrll / 3'-BamHI

cDNA einer putativei GalD-Synthase voR. patens,
mit Schnittstellen: 5’-Ncol / 3’-BamHI

cDNA einer putativemGal3GalD-Synthase voR.
patens, mit Schnittstellen: 5’-BamHI / 3'-Xbal, PCR-
Produkt restringiert

nptll-Kassette mit den Schnittstellen 5’-HindIIB+
Smal-Hindlll

Fragment der DGD1 aus thaliana mit Intron am 3'-
Ende, mit den Schnittstellen 5’-BamHI / 3'-Stul

Fragment der DGD1 aus thaliana ohne Intron
mit den Schnittstellen 5’-Nhel / 3’-Stul

Fragment der MGD1 aus thaliana mit Intron am 3'-
Ende, mit den Schnittstellen 5’Kpnl/ 3’ ,%2 Smal“

Fragment der MGD1 aus thaliana ohne Intron
5'-Pacl / 3'-Smal

pl8Sa-GlcT

p18synl

p18syn2

p18syn3-teil

p18syn3

p18Nsyn3

p18BnptliH

pl8agro

pl8meso

p19ppMGDS

pBK-
CMVppDGDS

pl8dsense

pl8dantisense

pl8msense

pl8mantisense

Nucleotid-Sequenz des Chloroplasten-Transitpeptidepl8Leadernt

der MGD1 aus Tabak, mit den Schnittstellen 5’-Apal
3-Avrll
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45 A6Des GH25 genomische 2300 bp Fragment dev6-Desaturase au patens, mit pUCd6
GH26 DNA den Schnittstellen 5’-Hpal / 3’-Hpal
46 ppMGDSg CH6 genomische  genomische Sequenz giBalD-Synthase auR. patens, p18ppMGDSg
GH18 DNA mit den Schnittstellen 5’-Ncol / 3™-EcoRI
47 ppDGDSg GH1 genomische  genomische Sequenz deGal3GalD-Synthase auR ~ p18ppDGDSg
GH16 DNA patens, mit den Schnittstellen 5’-BamHI / 3'-Xbal
48 Leaderpp GH19 pBKMGD Leadersequenz der putative@alD-Synthase auR. pRTL
GH20 patens (~375 bp) mit den Schnittstellen 5°-Ncol / 3'-
BstZ171-Xbal in pRT101neo (siefeabelle 4
(Ncol/Xbal) kloniert
49 MCSs1 MCS1-F kein Template Sequenz mit wichtigen Klonierungsétstellen, beide p18MCS1
MCS1-R Oligonucleotid-Sequenzen sind komplementéar
zueinander, mit 5’-Uberhang kompatibel zu BamHI-
Uberhang
50 MCS2 MCS2-F beide Primer Uberlappen sich am 3’-Ende und sind p18MCS2
MCS2-R gleichzeitig Template, Sequenz mit wichtigen
Klonierungsschnittstellen
Anmerkung:

Alle PCR-Produkte sind mit glatten Enden in dieeéinsierten Vektoren kloniert, falls nicht andengj@geben.
Rekombinante Plasmide mit dem Préafix ,p18“ bzw. Uesultieren aus pUC18; ,p19“ leitet sich von pLiC
und ,pG"“ von pGEM-T ab.
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Tabelle 7Vektoren zur Transformation und Expression

ORF Transformations- bzw. Expressionsvektoren fur
E. cali A. tumef. P. pastoris S. cerevisiae  Synechococcus A.thaliana P. patens
drl076 p19dr1076 pPdr1067 pTndrib76  pCMsLdr1076
drl225 p19dr1225 pPdr1225 pTndrl225 pCMsLdri225
tm0744 p18tm0744 pPtm0744 pTntm0744 pCMsLtm0744
tm0622 p18tm0622 pPtm0622
ywaG pl8ywaG pPywaG
ct1882 p18ct1882 pYct1882 pTnct1882 pCMsLct1882
ct0548 p18ct0548 pYct0548 pTnct0548 pCMsLct0548
pCDsLct0548
ct0225 p18ct0225 pYct0225 pTnct0225 pCMsLct0225
pCDsLct0225
ct0226 p18ct0226 pYct0226 pTnct0226 pCMsLct0226
pCDsLct0226
chlo2029 p18chlo2029 pYchlo2029 pTnchlo2029 pCMsLchlo2029
pEchlo2029 pCDsLchlo2029
chlo2030 p18chlo2030 pYchlo2030 pTnchlo2030 pCtigb2030
pCDsLchlo2030
chlo2464 pl8chlo2464 pYchlo2464 pTnchlo2464 pCbhdh2464
pCDsLchlo2464
chlo1337 p18chlo1337 pYchlo1337 pTnchlo1337 pCbidh1337
chlo1537 p18chlo1537 pYchlo1537 pTnchlo1537 pCbigh1537
chlo1567 pl8chlo1567 pYchlo1567 pTnchlo1567 pCbigh1567
chlo1798 p18chlo1798 pYchlol798  pTnchlo1798 pCth1798
chlo4056 p18chlo4056 pYchlo4056  pTnchlo4056 pCtnh4056
Al-GlcT p19Al-GlcT pTnAI-GlcT pCMsLalMGDS pUCdéhalr?
pUCdémaln
Bb-GalT p19Bb-GalT pTnBb-GalT pCMsLbbMGDS pUCashbn
pUCd6émbbn
Sa-GlcT pl9Sa-GlcT pTnVSa- pTnSa-GlcT pCMsLsaDGIcDS pUCd6Lsayn
GlecT pCDsLsaDGIcDS pUCd6sayn
At-GlyT pTnAt-GlyT pTnVAt- pPICAGRO pTnAt-GlyT pCMsLagro
pETAt-GlyT GlyT (M. Leipelt) pCDsLagro
MI-GlyT pTnMI-GlyT pTnVMI- pTnMI-GlyT pCMsLmeso
GlyT
syn3 pTnsyn3 pYsyn3 pTnsyn3 pCDsLsyn3
ppMGDS p19ppMGDS
PETppMGDS
(Claudia Hornle)
ppDGDS pBK-CMV- pYppDGDS
ppDGDS
PETppDGDS
AtMGD1 pEMGD2
(Jorasch,
1999)
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Anmerkung:

! Konstrukte (beginnend mit ,pTn’) koénnen durch hdoge Rekombination in eine kinstliche

Insertionsplattform (van der Plas et al., 1990%yinechococcus (Stamm R2-PIM 8) inserieren. Die Konstrukte
enthalten eine zusatzliche KaKassette.

% Transformationsvektoren mit ,post-transcriptiogahe silencing“-Konstrukt fiir die MGD1 oder DGD1dun
den ORF einer (putativen) Glykosyltransferase niito@bplasten-Leadersequenz. Die Transkription gtfol
jeweils unter einem 35S-Promotor.

® Transformationsvektoren fiR. patens zur genomischen Integration der entsprechendekRoSjtransferase
mit oder ohne Chloroplasten-Leadersequenz unterkdetrolle eines 35S-Promotors zusammen mit einer
Kan"-Kassette. Die genomische SequenzAfDesaturase dient als linker und rechter flankidee Bereich
zwecks Insertion an diesen Lokus

* Expressionsvektoren fiiA. tumefaciens mit ,pVS1“-Replikationsursprung aus pCAMBIA 2200mit
zusétzlicher KahKassette

Tabelle 8, Knock out“-Konstrukte

Vektor Beschreibung

pBalna5 Knock out-Konstrukt der putativen Gcs adugumefaciens, bestehend aus dem linken
flankierenden Bereich (Promoter-Bereich, 3’-Endgesthnitten, ~1400 bp), gefolgt von
einer nptll-Kassette in antisense-Richtung und dechten flankierenden Bereich (3’-Ende
der putativergcs-Sequenz, ~780 bp)

pBalsaySSa2 Reporter-Gen-Konstrukt zur Aktivitadibenung des putativegcs-Promotors, bestehend
aus dem linken flankierenden Bereich (gesangexPromotor-Bereich, ~2100 bp), der
Glukosyltransferase aus aureus, einer SH/Sg*-Kassette und dem rechten flankierenden
Bereich (3'-Ende der putativeges-Sequenz, ~600 bp)

pMGDSko .Knock out“-Konstrukt derpGalD-Synthase au$. patens mit genomischenfGalD-
Synthase-Sequenzabschnitten als flankierende Bereienterbrochen durch eine Kan
Kassette

pDGDSko »Knock out“-Konstrukt einer putativernGalpGalD-Synthase aud. patens mit der

genomischen Sequenz als flankierende Bereichertunthen durch eine K&+Kassette
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2.3 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzen und Baktegin

Zur Isolierung von genomischer DNA sowohl aus Pflanzen als ausBakterien (Tabelle 2) wurde
das ,GenElutd" Plant Genomic DNA Miniprep Kit* der Firma Sigma benutzte Don der DSMZ
oder von Prof. Stetter bezogenen Kulturen wurden direkt, d.h. ohneigerRailtivierung, zur DNA-
Isolierung verwendet. Ansonsten erfolgte die Ernte der Zellen hdusedimentation der

Flassigkulturen.

Die Pflanzen- oder die Bakterienzellen wurden zuerst durchm@sern in flussigem N
aufgebrochen, dann mit einem Lysepuffer bei 65 °C lysiert, difraghente préazipitiert und die
Proben gefiltert. Das gefilterte Lysat wurde auf S&ulchegeben, um die DNA an eine Silica-

Membran zu binden. Die DNA wurde dann mit einer Waschlésung gewaschen und mit Aluiies.

2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Amplifizierung von DNA-Fragmenten

Die PCR wurde dazu benutzt, um Sequenzen aus genomischer DNA odelasmsden fir die
Klonierung zu amplifizieren. Die meisten der amplifizierteeq&nzen wurden dabei auch
gleichzeitig mit geeigneten Restriktionssequenzen versehen, idaerimer mit entsprechenden

Uberh&ngen synthetisiert wurden.

Fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde hauptséchlich dieghfidelity® DNA-
Polymerase auByrococcus furiosus (Pfu-DNA-Polymerase) verwendet. In einigen Ausnahmeféallen,
bei denen die Amplifikation mit der Pfu-DNA-Polymerase efdfmdgwar, wurde die Tag-DNA-

Polymerase eingesetzt.

Die Template-Konzentration war abhangig von der jeweiligen DK#Rerase. Fur proofreading-
Polymerasen wurden 1-10 ng Plasmid-DNA und 100-500 ng genomischeedigasetzt, fur die
Tag-DNA-Polymerase reichte weniger aus. Die als Prirmewendeten Oligonukleotide wurden von
den Firmen LIFE TECHNOLOGIES und Sigma-ARK als Lyophilisatdgen und in A. dest. zu 100
pmol/ul als Stammlésung und zu 10 pmolals Gebrauchslésung angesetzt. Um die Spezifitat der
Primer-Bindung zu erhdéhen, wurde dem Ansatz 2 % Dimethylsulfoxid @M8gegeben. Der PCR-

Reaktionsansatz betrug BD
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PCR-Reaktionsansatz (5Gul)

1-10 ng / 100-500 ng  Plasmid-DNA / genomische DNA
5l Forward-Primer (10 pmall)
5l Reverse-Primer (10 pmal)
5l PCR-Puffer (10 x)
1ul DMSO
1 dNTP-Mix (2,5 mM je Nukleotid)
1l DNA-Polymerase (5 Unitgl)

Die PCR-Bedingungen wurden folgendermalR3en eingestellt:

PCR-Programm

1 95 °C 1 min Denaturierung
2 94 °C 30 sec Denaturierung
3 Tn5 °C 30 sec Annealing
4 72 °C 1 min/kb (Taq), 2 min/kb (Pfu) Elongation
5 72 °C 10 min Elongation

30-35 Zyklen der Schritte 2-4

Die Annealing-Temperatur der Primer ist abhangig von dereneLéngd der Basenzusammensetzung.
Sie wird wie folgt berechnet: Fur alle Cytosin- und Guaste werden jeweils 4 °C und flr alle
Adenin- und Thyminreste jeweils 2 °C angenommen. Die Summe disee wird als die mittlere
Schmelztemperatur () bezeichnet (Suggs et al., 1981). Vermindert um 5 °C erhalt nan di
Annealing-Temperatur des jeweiligen Primers. Unterscheiddndie Annealing-Temperaturen der
beiden Primer, so wird stets die niedrigere von beiden genommeikld@igationszeit ist abhangig
von der DNA-Polymerase und von der Lange des zu amplifizierendenfabiments. Fur die Tag-
DNA-Polymerase wird fur den Einbau von 1000 Nukleotiden 1 min anges#tptaofreading-DNA-

Polymerasen berechnet man 2 min pro 1000 Basen.

Die PCR-Produkte wurden Uber Gelelektrophorese (2.8) und mit derresfispden Kits (2.9)

gereinigt und zur Klonierung verwendet.

Kolonie-PCR

Kolonie-PCR wurde eingesetzt, um transformierte Organisraem die Anwesenheit der
entsprechenden Konstrukte zu untersuchen. Diese Methode fihrtd ganmétrgebnis und machte

die aufwendige Isolierung von DNA aus diesen Organismen Uberfllssig.

Diese Methode funktioniert im Prinzip wie oben beschrieben, wobd¢atamer DNA ein Teil der
Bakterien-Kolonie zum Ansatz gegeben wurde. Dabei wurde ausdatilidie Tag-DNA-Polymerase

verwendet und die Reaktion in einem Volumen vomi2@urchgefuhrt.
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Reaktionsansatz (2Qul) 1/10pl Bakterien-Kolonie
2 ul Forward-Primer (10 pmall)
2 ul Reverse-Primer (10 pmal)
2 ul PCR-Puffer (10 x)
0,4ul DMSO
0,4 ul dNTP-Mix (2,5 mM je Nukleotid)
0,4l Tag-DNA-Polymerase (5 Unitsl)

Alle Schritte des PCR-Programms wurden, wie oben beschridbechgefiihrt. Die Proben wurden
anfanglich allerdings 5 min bei 95 °C inkubiert, um die ZellendvemgfzuschlieRen. Die Analyse der

PCR-Produkte erfolgte Uber Gelelektrophorese (2.8).

2.5 Synthese eines kinstlichen Gens aus Oligonukleotiie

Der Grund fir die Synthese eines kinstlichen Gens war didglBdigkeit bei den Versuchen zur
Expression der prozessiv@nGlukosyltransferaseu@t106B1) ausS. aureus (Jorasch et al., 2000) in
Pflanzen (diese Arbeit, Gaude, 2001). Die Ursache fir déeit8m ist vermutlich auf die
unterschiedliche Haufigkeit der Codons in den kodierenden Sequelezebeiden Organismen
zurickzufuhren. Daher wurde die Synthese einer kinstlichen Polptidklguenz beschlossen, die
von der Aminosauresequenz der prozessp4blukosyltransferase aus aureus ausgehend an die
Codon-Haufigkeit deé. thaliana-Genoms angepasst ist. Zur Konstruktion dieser Sequenz wurden 37
Oligonukleotide mit einer Lange von 51 bis 54 Basen synthétigigigma-ARK). Diese
Oligonukleotide reprasentieren in ihrer Gesamtheit die zu sysidrende, komplette
Polynukleotidsequenz. Benachbarte Oligonukleotide sind komplement@arder und Uberlappen
sich dabei in einer Lange von 20 Basen. Die vollstandige Sequende wn mehreren sich
wiederholenden Schritten durch Synthese von Teilsequenzen erzeugtu dimmer grofRReren

Sequenzen fusioniert wurden (Abb. 9).
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A
1F 2F 3F 4F
~ 1R ~ 2R - 3R ~ 4R
P1
P2
P3
P4

B

P1-F R P3-F R

h P2-R h P4-R
P1/2
P3/4
C
P1/2-F _
- P3/4-R
P1/2/3/4
D
1F
— >
4—
P1/2/3/4 T

Abb. 9 Schematische Darstellung der schrittweisen Syatkeé@ser Polynukleotidsequenz. Zur Synthese wurden
Oligonukleotide eingesetzt, die in ihrer Gesamtlaégt komplette Polynukleotidsequenz ergeben und ait
ihren Enden Uberlappen. Benachbarte Fragmente ksintblementéar zueinander. Die Fragmente sind durch
Pfeile dargestellt, die in 553'-Richtung zeigen. Doppelstrdngige DNA ist durcbdpellinien dargestellt. (A)

Im ersten Schritt wurden je zwei sich Uberlappekalaplementare Fragmente (1F/1R ... 4F/4R) durchiiepe
von Doppelstrangen (P1 ... P4) fusioniert. (B) Ineen zweiten Schritt wurden je zwei sich Uberlageen
Teilfragmente aus Schritt 1 zur weiteren Fusiomgrun einem Ansatz vereinigt. Dabei kdnnen nur
Teilsequenzen, die sich in ihren 3'-Enden Uberlap®l-F/P2-R, P3-F/P4-R), zu Doppelstrangen (PR324)
synthetisiert werden. (C) In einem dritten Schaitrden die neuen Fragmente (P1/2-F, P3/4-R) aufjldiehe
Weise fusioniert (P1/2/3/4) wie in Schritt 2. (Dgielfaltigung des Fragments aus Schritt 3 durCRPnit den
entsprechenden Primern (1F, 4R). Durch Wiederhollieger letzten beiden Schritte, d. h. der Fusiosier
Teilfragmente mit anschlieBender Amplifikation, wan die Fragmente zu immer gréReren Sequenzen
vereinigt, bis die komplette synthetische Sequeaniag.

Schritt 1

Im ersten Schritt wurden je zwei Oligonukleotid-Sequenzen, dieasidhren 3'-Enden Uberlappen, in
einem Reaktionsansatz vereinigt. Die Ansatze dhnelten gjaerdhnlichen PCR-Ansatz (2.4). Beide
Oligonukleotide dienten dabei sowohl als Primer als auch als Tem8amit konnte mit Hilfe der
Pfu-DNA-Polymerase ein vollstandiger Doppelstrang synthetisiend damit die Sequenz
entsprechend auf etwa 80 bp (50 + 50 — 20) verlangert werden (Abb. 9A).
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Reaktionsansatz (5Qul) 10uM Forward-Sequenz
10 uM Reverse-Sequenz
5l PCR-Puffer (10 x)

1ul DMSO

1l dNTP-Mix (2,5 mM je Nukleotid)
1l Pfu-DNA-Polymerase (5 Unitgl)

Die Bedingungen wurden folgendermalfen eingestellt:

Elongations-Programm

1 94 °C 30 sec Denaturierung
2 50 °C 30 sec Annealing
3 72 °C 1 min Elongation

Die Schritte 1-3 wurden 10 x ausgeftihrt

Schritt 2

Fur den zweiten Schritt wurde jeder Ansatz halbiert. Je Zieser halbierten Ansatze wurden
vereinigt, deren DNA-Fragmente sich an ihren Enden UberlappedieD¥nsatze alle erforderlichen
Reagenzien enthielten, konnte die Reaktion wie in Schritt 1hbieben, erneut gestartet werden.
Nach der Denaturierung dienten wiederum zwei Einzelstrange,iaietberlappten, sowohl als
Template als auch als Primer. Da jedoch die Synthese nurB'Richtung erfolgt, wurden nur

diejenigen Strange verlangert, die sich an ihren 3-Enden Uberappie so synthetisierten

Doppelstrange mit einer Lange von 140 bp (80 + 80 — 20) (Abb. 9B) wurdeiGebdektrophorese

gereinigt (2.8).

Schritt 3

Im dritten Schritt wurde wiederum so verfahren wie in Schirtteschrieben. Dazu wurden die Proben
der gereinigten DNA-Fragmente halbiert und je zwei der ha#sieProben, deren Fragmente sich an
ihren Enden Uberlappen, in einem Ansatz (B0ereinigt. Die Synthese von Doppelstréangen, die nun
eine Lange von etwa 260 bp (140 + 140 + 20) hatten, erfolgte daberuvredar an den Fragmenten,
die sich an ihren 3'-Enden tberlappten (Abb. 9C).

Schritt 4

Um fir weitere Schritte die Menge von vollstandigen Dopgilgien zu erhéhen, wurden diese
Fragmente mit einer PCR vervielfaltigt (Abb. 9D). Dazuntke die Fragmente aus Schritt 3 als

Template, indem 5 % des Ansatzes entnommen und zu einem PCRoR&akdatz gegeben wurden.
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Als Primer wurden diejenigen Oligonukleotide verwendet, die zu #&eBnden der beiden

Einzelstrange des zu amplifizierenden Fragments komplementar waren.

PCR-Programm

1 95 °C 1 min Denaturierung

2 94 °C 30 sec Denaturierung

3 72 °C 1 min 30 sec Annealing + Elongation
5 72 °C 10 min Elongation

Die Schritte 2+3 wurden 30 x ausgefuhrt

Das resultierende PCR-Produkt wurde tUber Gelelektrophoresaiger@.8) und, wie beschrieben,
zur weiteren Elongation verwendet. Zur Erhéhung der DNA-Ausbeutédenmach allen weiteren
Elongationsschritten eine PCR mit den gerade verlangertgmErdaen durchgefiihrt. Alle weiteren
Schritte entsprechen den Schritten 3 und 4. Die komplette Sequede wm pUC18 (Smal) mit
glatten Enden kloniert (Tabelle 6, Zeile 28) und sequenziert (2.6).

Korrektur von Fehlern

Zur Korrektur von Fehlern in der kinstlichen Polynukleotidsequenz, detgakommen durch
fehlerhafte Oligonukleotide oder durch fehlerhafte Synthesedevfolgendes Verfahren angewandt:
Es wurde ein Oligonukleotid synthetisiert, das in der Nahe delerseéband und an seinem 5’-Ende
die richtige Sequenz aufwies. Zusammen mit dem entsprechendens®erimer wurde dann die
korrigierte Teilsequenz amplifiziert, wobei die fehlerhafexy$enz als Template diente. Aul3erdem
wurde eine weitere Sequenz amplifiziert, die sich mitkdergierten Uberlappte. Beide Teilsequenzen
wurden dann, wie oben beschrieben, in einem gemeinsamen Ansatzeftisiainit konnten mehrere
Fehler korrigiert werden. Eine weitere Moglichkeit zur Fetderektur war gegeben, wenn geeignete
Schnittstellen in der Sequenz vorhanden waren. Dabei wurde das héélelerFragment
herausgeschnitten und durch ein Fragment ersetzt, das durchk&@gert wurde. Alle so

entstandenen Versionen dieser kiinstlichen Sequenz wurden durch Sequefiberprigt.

2.6 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde nach der Methode vonrSnale (1977) mit

institutseigenen Geraten oder von der Firma AGOWA in Berlin durchgefuhrt

Die nicht-radioaktive Sequenzierung nach der Methode von Sangdr €977) beruht auf der
Verwendung von Didesoxynukleotiden, die aufgrund ihrer fehlenden 3G@kpe nach dem Einbau

zum Abbruch der DNA-Polymerase-Kettenreaktion fur diesenngtféhren. Die hier angewandte
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Cycle-Sequencing-Methode mit fluoreszenzmarkierten Termirmataverde mit dem ,Big Dye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit“ (Perkin Blmach Angaben des Herstellers

durchgefunhrt.
Reaktionsansatz (2Qul) 3,0ul DNA-Matrize (~ 600 ng)
3,0ul .Big Dye"
7,0ul .half term“-Puffer
1,5u Sequenzierungsprimer
5,5ul A. dest.
Programm
1 96 °C 2 min Denaturierung
2 96 °C 30 sec Denaturierung
3 50 °C 15 sec Annealing
4 60 °C 4 min Elongation

25 Zyklen der Schritte 2-4

Zur Reinigung wurden die Ansatze mit g0A. dest., 10ul 3 M Na-Acetat (pH 4,8 — 8,2) und 250
Ethanol (abs., RT) versetzt und 5 min bei RT inkubiert. Nachrifiggeition (20 min, 18 °C, 21.500 x
g) wurde das Pellet nach vorsichtiger Entfernung des Ethayeti®cknet. Die anschlielende
Sequenzanalyse wurde unter Verwendung eines ,ABlI Prism 377 DNpleSeers* (Applied

Biosystems, Weiterstadt) durch Frau Ulrike Peters im Haus dutdirge

2.7 Enzymatische Modifikation von DNA

2.7.1 Restriktion von DNA

Die hydrolytische Spaltung von DNA erfolgte mittels Resiiksendonukleasen der Firma New
England Biolabs (NEB) nach Angaben des Herstellers.

2.7.2 Phosphorylierung von freien DNA-5-Enden

Chemisch synthetisierte Oligonukleotide enthalten am 5-Enihekd”hosphatrest, was die Effizienz
der Klonierung von PCR-Produkten und von anderen kunstlichen Fragmésetabsetzt. Die
Amplifikate wurden dabei mit der Pfu- (Stratagene) oder \Rmiymerase (NEB) synthetisiert.
AulRerdem ist die Ligation solcher Sequenzen mit Vektoren unmdglich, deren Emdé&rizinderung
einer Zirkulatrisierung dephosphoryliert wurden. Daher wurdemny8ioxy-DNA-Fragmente vor ihrer
Ligation mit dephosphorylierter Vektor-DNA in einer Phospherylhgs-Reaktion phosphoryliert.
Die “T4 Polynucleotide Kinase" (NEB) ist ein Enzym, das dem3fer von Phosphatresten mit ATP
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als Phosphat-Donator auf das 5’-Ende von Nukleotid-Sequenzen katalizse Durchfihrung der
Phosphorylierungs-Reaktion erfolgte nach den Angaben des Hesst€lr Abbruch der Reaktion
geschah entweder durch Abkuhlung des Ansatzes, durch Zugabe von Probenpuaiffischliel3enden

Gelelektrophorese (2.8) oder durch sofortige Reinigung der DNA.

2.7.3 Dephosphorylierung von linearisierter Vektor-DNA

Zur Verhinderung der Zirkularisierung von linearisierter VedNA mit glatten Enden oder mit
Enden, die kompatible Uberhdange aufweisen, war die Entfernung deératigsh 5'-Phosphat-
Gruppe erforderlich. Diese Dephosphorylierung erfolgte miteHilér alkalischen Phosphatase aus
Kalberdarm (CIP, NEB). Da dieses Enzym in verschiedenen ResigkPuffern aktiv ist, wurde in
den meisten Féllen die Dephosphorylierung der restringierten Vektérid Restriktionsansatz ohne
Pufferaustausch durchgefuihrt. Falls erforderlich, wurden zuvor R#striktionsenzyme durch
Hitzebehandlung inaktiviert. Die Dephosphorylierungsreaktion wduieh Zugabe von 0,5 Units pro
ug Vektor-DNA bei 37 °C durchgefiihrt und nach 1 h beendet. Der Abbesthgh entweder durch
Einfrieren des Ansatzes, durch Zugabe von Probenpuffer zur affssidien Gelelektrophorese (2.8)

oder durch sofortige Reinigung der DNA.

2.7.4 Auffullreaktion zur Beseitigung von DNA-Uberhangen

In einigen Fallen waren zur Ligation von DNA-Fragmenten Veiktor-DNA, die durch Restriktion
5- oder 3'-Uberhénge aufwiesen, glatte Enden erforderlich. Zdefning dieser Uberhdnge standen
dabei verschiedene DNA-Polymerasen zur Verfiigung, die entiiimehange auffiillten oder durch
eine Exonuklease-Aktivitat die Uberstehenden Basen entfeMierReaktionsbedingungen wurden
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zum Auffullen von 5-Ubgemaund zur Entfernung
von 3’-Uberhangen wurde die ,DNA Polymerase |, Large (Klenowpfent‘ (NEB) verwendet. Da
dieses Enzym in den meisten Restriktionspuffern aktiwigtde die Reaktion nach Beendigung der
Restriktion im gleichen Ansatz durchgefuhrt. Die Inkubatidolgte unter Zugabe von 1 Unit Enzym
pro ug DNA und einem dNTP-Mix (Endkonzentration 2001) bei 25 °C fur 15 min. Die Reaktion
wurde durch Hinzufiigen von EDTA (Endkonzentration 10 mM) bei 75 °C fur 20 min gestoppt.

2.7.5 Ligation

Zur Ligation von linearisierter Vektor-DNA mit einem oder 2viBNA-Fragmenten wurde die , T4
DNA Ligase" (NEB) benutzt. Dieses Enzym katalysiert Wigrbindung von glatten und kohasiven
Enden. Das Verhéltnis der eingesetzten Menge an Vektor-DNA rzeideelnen DNA-Fragmenten

betrug 1:3 bis 1:5. Die DNA-Konzentration wurde dabei entweder iifg Eines UV-Photometers
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bestimmt oder in den meisten Féllen abgeschéatzt, indem einedefinVolumen der DNA auf ein
Agarosegel aufgetragen und nach kurzem Lauf die einzelnesteBaniteinander verglichen wurden.
Die Ligationsansatze hatten ein Volumen von 10 odgd.2Bro Ansatz wurde {l Ligase (400 Units
pro 1 ul) eingesetzt. Das zur Ligation erforderliche ATP war itgeram Ligase-Puffer enthalten.
Ligationsansétze, die DNA mit iberh&dngenden Enden enthielten, wi@dem bei RT oder 4 h bei
16 °C oder tber Nacht bei 4 °C inkubiert; Ligationsansatze mA DN glatten Enden wurde 2 h bei
RT oder tGiber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Eine alternative Methode war die Ligation mit dem ,Quidkdtion™ Kit* (NEB). Diese Ligation
konnte nach 5 min bei 25 °C beendet werden, unabhangig davon, ob DNA miéngetien oder
glatten Enden eingesetzt wurde. Der Ansatz mit einem Gesam®nlvon 2Qul bestand aus 10l
»Quick Ligase“-Puffer, Vektor- und Insert-DNA im Verhaltnis 1:3 bi$ und 1ul ,Quick Ligase".

Die Ligation oder ,Quick Ligation“ wurde beendet, indem die #&me eingefroren oder auf Eis

gestellt und ohne Verzégerung zur TransformationEamli (2.11.2) benutzt wurden.

2.8 Gelelektrophorese von DNA

Die Agarosegelelektrophorese wurde angewandt zur praparasiviégruing von PCR-Produkten und
DNA-Fragmenten, zur Analyse von DNA-Restriktionsansatzen undjaantitativen Abschéatzung
von DNA-Mengen. Je nach Gré3e der DNA-Fragmente wurden Gekdnmeit Agarose-Konzentration
von 0,8 %, 1,0 % oder 1,2 % verwendet. Zur Herstellung der Gele wgal®ge in 1 x TBE-Puffer
aufgekocht und nach kurzem Abkuhlen in eine Flachbettkammer gagd&seh dem Aushéarten des
Gels nach etwa 1 h wurden die DNA-Proben mit 1/5 Volumen Proifflenpvermischt und
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte in einer horizonksdemmer bei 80-100 V und 40-100
mA in 1 x TBE-Puffer.

Zur Visualisierung der DNA im Agarosegel wurden zwei vemsdéne Verfahren angewandt. Nach
der ersten Methode wurde dem heilen und noch flissigen Gel Ethidmadbrin einer
Endkonzentration von 0,01 pg/ml zugesetzt. Nach Abschluss ddekiedphorese wurden die DNA-
Fragmente mit einem Transilluminator (Herolab) bei 304 nm tetekDie Dokumentation erfolgte
mit einem Videoprinter. Nach der zweiten Methode wurden die Pnratretiem Auftragen 10 min mit
,SYBR® Green I (Molecular Probes, Leiden) inkubiert, das dem Probenpuf@ssetzt wurde. Dazu
wurde eine 100fache Stocklosung des ,SYBReen I 1:6 in 5 x DNA-Probenpuffer verdinnt und
1/5 Volumen dieses Probenpuffers mit den DNA-Proben vermengt. MeiciGelelektrophorese
wurden die DNA-Fragmente mit einem Transilluminator bei 302sightbar gemacht und mit der

»2AlphaDigiDoc™ System 1000“-Software analysiert.
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TBE-Puffer (1 x) 89 mM Tris-Base
89 mM Borsaure
2 mM Nax-EDTA (pH 8,3)

Ethidiumbromid-L&sung 1 mg/ml Ethidiumbromid in A. dest.
DNA-Probenpuffer (5 x) 40 % (wiv) Glycerol
nachschauen 100 mM  Na-EDTA

0,05 % Brom-Phenol-Blau

DNA-Langenstandard: 1 kb-DNA-Leiter (MBI Fermentas)
Fragmente: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 350@®,3%DO0, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp

2.9 Reinigung von DNA

Zur Reinigung von enzymatisch behandelten DNA-Fragmenten und VektorenvamdPCR-

Produkten standen mehrere Kits zur Verfligung. Mit Hilfe des f&#laction Kit" der Firma Qiagen

wurde DNA nach den Angaben des Herstellers DNA aus Agarosegleiiert (2.8). Daneben diente
das ,PCR Purification Kit* (Qiagen) dazu, um DNA von Salzen undyEen der verschiedenen
Reaktionsansatze zu reinigen. Diese Verfahren beruhen darapél-Euind Doppelstrang-DNA in
Gegenwart hoher Salz-Konzentrationen an eine Silica-Membrannzeri durch spezielle Puffer
anschliel3end die DNA zu waschen und zum Schluss die saubere DNAgiRUTier oder A. dest. zu

eluieren.

Zur Reinigung und zur Konzentrierung der DNA wurden spezielle Filter-Saulché&irae Millipore
benutzt. Hier wird die DNA mit A. dest. verdinnt und Uber eine Mempediltert. Die gereinigte

DNA wurde mit A. dest von der Membran abgewaschen.

2.10Klonierung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten

Zur Klonierung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten wurde das p@tes8yin einigen Fallen
auch pGEM-T-Vektoren) benutzt. pUC18- und pUC19-Vektoren sind ,bigly“-Plasmide und mit
2686 bp ziemlich klein. Die Vektoren enthalten den 5'-terminalkeih deslacZ-Gens, das fir das N-
terminale Fragment ein@rGalaktosidase codiert. Dieses Fragment, das durch die lodukit IPTG
(2.11.1) synthetisiert wird, ermdglicht die alfa-Komplementationdeitdefekterfs-Galaktosidase des
Expressionswirts. In Anwesenheit von X-Gal (2.11.1) im Medium koesntlann zur Bildung von
blauen Kolonien. Durch Insertion von DNA in die “Multiple Cloning Sitdie sich imlacZ-Gen
befindet, wird das N-terminale Fragment d@rGalaktosidase inaktiviert und die alfa-
Komplementation verhindert. Daher bilden Bakterien, die rekombinBfgemide tragen, weil3e

Kolonien. Die Selektion geschieht mit Ampicillin.
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Die ORF-Sequenzen und DNA-Fragmente wurden mit Primern ampiifidleren Uberhdnge die
geeigneten Schnittstellen enthielten. Nach der Amplifikatienverschiedenen Sequenzen erfolgte in
den meisten Fallen eine Zwischenklonierung des PCR-Produktesden entsprechenden
Klonierungsvektoren. Durch Restriktion wurden die entsprechendeagménte aus diesen
Klonierungsvektoren freigesetzt und zur weiteren Klonierung urmbugung der verschiedenen
Expressions-, Transformations- und ,Knock out“-Konstrukte verwendetdlénfrragmente in diese

Vektoren einsetzen zu konnen, wurden Polylinker kreiert und die Vektoren dagestaitet.

Polylinker-Sequenz: MCS2

5-AGATCTAGCTAGCTGGGCCCAAAGGCCTTTATCCTAGGTTTATACGTEGGATCCGACTAGTCCATGG-3

Die in dieser Sequenz enthaltenen Schnittstellen sind:

Bglll-Nhel-Apal-Stul-Avrll-SnaBl-BamHI-Spel-Ncol

Bglll und Ncol ermdglichen die Freisetzung des Polylinkers @em Klonierungsvektor. Apal und
Avrll sind zur Insertion der Chloroplasten-Leadersequenz vongaeseDie Stul-Schnittstelle
ermoglicht dabei auch eine Insertion von DNA mit glatten Endemll und BamHI dienen zur
Klonierung des jeweiligen ORF, der sich im fortlaufenden Lesarastdie Leadersequenz anschlief3t.
Mit SnaBI kdnnen Inserts mit glatten Enden in das offenerhst® eingefugt werden. Nhel, Avrll
und Spel bilden nach der Restriktion kompatible Enden, sodass die Insemedarf eliminiert
werden kdnnen und der Vektor wieder zirkularisiert werden kann. Au3évitiden die Schnittstellen
verschiedene Alternativen fir den Fall, dass die zu insadere Fragmente bereits eine dieser

Schnittstellen enthalten.
ORF-Sequenzen erhielten die Schnittstellen 5’-Avrll und 3’-BamHl,

Chloroplasten-Leadersequenzen wurden mit 5’-Apal und 3’-Avrll ausgestatte

Polylinker-Sequenz: MCS1

5’-gat c TGGTACCCCGGGECCTTAATTAAG 3

Die in dieser Sequenz enthaltenen Schnittstellen sind: Kpnl-Smal-Pacl
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Der 5-Uberhang (gatc) dieses Fragments ist zum Uberhang miheBamHI verdauten Sequenz
kompatibel. Er kann mit der BamHI-Schnittstelle in pUC18 odeAMBIA ligieren, wobei diese

ligierte Stelle von BamHI nicht mehr erkannt wird, was fur die weikdonierung von Bedeutung ist.

Kpnl und Pacl ermoglichen die Insertion von Konstrukten zur Gen#merking, die entsprechend
mit 5’-Kpnl und 3’-Pacl ausgestattet sind. Smal bietet aiternative Schnittstelle und ermdglicht

eine Klonierung mit glatten Enden.

Die Organismen, aus denen ORF-Sequenzen oder DNA-Fragmente igolgen, sind in Tabelle 2
dargestellt. Als Template fir die Amplifikation diente gemsrhe DNA. Tabelle 3 zeigt die
verschiedenen ORFs der in dieser Arbeit untersuchten putdidlderiellen Glykosyltransferasen.
Weiterhin standen zwei cDNA-Klone, zwei bereits charaktetess Glykosyltransferasen und eine
weitere Glykosyltransferase, bei der es sich nach Dr. Bérgsim einexnGalD-Synthase handelt, zur
Verfligung (Tabelle 3). Die Klonierungsvektoren sind in Tabelkufgyelistet. Die in dieser Arbeit
durch Klonierung von PCR-Produkten entstandenen rekombinanten Plasmdadédidjlich zur
Subklonierung dieser Sequenzen dienten, sind in Tabelle 6, die durthaVaeipelt subklonierten
PCR-Produkte in Tabelle 5 zu sehen. Diese beiden Tabellen zbeg&ezeichnung des ORF oder
Inserts, das zur Amplifikation benutzte Primer-Paar, die Ad d@emplates, das resultierende
rekombinante Plasmid sowie eine kurze Erlauterung. Eine Auftjstier Primer-Sequenzen befindet

sich im Anhang.

2.10.1 Klonierung von ORF-Sequenzen

Die ORFs in Zeile 9-21 wurden mit Primern, die Schnittsteflathielten, auf genomischer DNA
amplifiziert und in pUC18 (Smal) kloniert. Um diese Vektoren auch zur Expressipenmzu konnen,

erfolgte die Insertion in das offene LeserasterldesGens.

Da die Amplifikation mit einer ,proofreading DNA Polymerassfolglos war, wurden die ORFs in
Zeile 1-5 (Tabelle 6) zunachst mit Primern ohne Uberhdnge deit Tag-DNA-Polymerase
amplifiziert und in pGEM-T in das offene Leseraster dasZ-Gens kloniert (fir die spatere
Expression). Um einige dieser ORFs (Tabelle 6, Zeile 6-8)Sctinittstellen zu versorgen, erfolgte
eine erneute Amplifikation mit entsprechenden Primern und BeRehde Klonierung in pUC18
(Smal).

Die beiden ORFs in Zeile 35 und 36 (Tabelle 6) wurden ebenfallsh d&naplifikation mit
entsprechenden Schnittstellen versehen und in pUC18 (Smal)eihséds Template dienten die

entsprechenden rekombinanten Plasmide von Martina Leipelt (Tabgbden 1, 2).
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Die Amplifikation der ORFs in den Zeilen 22, 24 und 26 (Tabelle &lgtd mit Primern ohne
Schnittstellen, wobei Plasmide als Template dienten. Die Klomigerfolgte in das offene Leseraster
deslacZ-Gens in pUC19 (mit aufgefillter Sall-Schnittstelle) zurtepgn Expression. Um diese ORF-
Sequenzen fur weitere Klonierungen zu nutzen, wurden die Amplifikateen Vektor p18MCS2
(Tabelle 6, Zeile 50) kloniert (SnaBl) und auf diese Weise aBit gewinschten Schnittstellen
ausgestattet (Tabelle 6, Zeilen 23, 25, 27).

Die Amplifikation der ORFs der beiden cDNA-Klone (TabdleZeilen 37, 38) erfolgte mit Primern,
die jedoch andere Schnittstellen als die meisten der vertendéeimer aufwiesen. Als Template
diente Plasmid-DNA. Die Klonierung erfolgte entweder ghétten Enden in pUC19 (Sall, aufgefullt)
in den offenen Leserahmen desZ-Gens oder gerichtet mit den Schnittstellen BamHI/Xbal in pBK

CMV. Beide Plasmide wurden flr die spatere Expression verwendet.

Die ORF-Sequenzen in Tabelle 5 wurden von Frau Leipelt amelifiahd kloniert. Die ORFs in den
Zeilen 1 und 2 wurden in pUC18 (Smal) in den offenen Leserahmelagie&ens kloniert, jedoch
nicht mit Schnittstellen versehen. Der ORF in Zeile 5 wurdectduimplifikation mit den
Schnittstellen Ncol/BamHI versehen und in pUC18 (Smal) klonient.@R¥ in Zeile 6 erhielt durch
Amplifikation die Schnittstellen EcoRV/Smal und wurde ebenfalls in pUCl&l(Snseriert.

Das Expressionskonstrukt pETppDGDS enthalt den ORF der putatvaliGalD-Synthase auB.

patens und ist das Ligationsprodukt aus pET-24d (Sall/Notl) und dem ImkestVektors pBK-
CMVppDGDS (Tabelle 6, Zeile 38) freigesetzt mit Sall//N@ETppMGDS (von Claudia Hornle)
enthalt den ORF der putativ@GalD-Synthase voR. patens (amplifiziert mit den Primern CH6 und
CH7, mit Ncol/BamHI in pET-24d inseriert). Das Konstrukt pETAyGivurde von M. Leipelt durch
Ligation des ORFs (Ncol/BamHI) aus pUCNagroB (Tabelle 5|eZ&) mit dem Vektor pET-24d

(Ncol/BamHI) konstruiert.

2.10.2 Klonierung von DNA-Fragmenten

Weitere DNA-Fragmente, die amplifiziert und kloniert wurdendstbenfalls in Tabelle 6 zu sehen.
Das Fragment in Zeile 28 reprasentiert die erste Versiokiohstlichen Glukosyltransferase-Sequenz
(2.5). Mit entsprechenden Primern wurde diese Sequenz mit démgghvten Schnittstellen versehen
und in pUC18 (Smal) in das offene Leserasterldez-Gens kloniert. In Zeile 28 sind verschiedene
Teilsequenzen zu sehen, deren Gesamtheit ebenfalls die Kimfltynukleotidsequenz darstellen.
Diese Teilsequenzen sind das Ergebnis der Korrektur von fald8aeen der Version 1. Diese
Teilsequenzen wurden nicht zwischenkloniert, sondern in mehretaitténh wie beschrieben (2.5)
fusioniert, wodurch Version 2 (Zeile 30) entstand. Diese wurde, wisidh 1, mit Schnittstellen

versehen und in pUC18 kloniert. Das Fragment in Zeile 31 istdeire PCR korrigierte Teilsequenz
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der Version 2, die zuséatzlich mit Schnittstellen versehen wurdedi@rfehlerhafte Teilsequenz in

Version 2 durch Restriktion zu ersetzen. Die Zwischenklonierung exfiolgiUC18.

Das Fragment in Zeile 34 reprasentiert ebenfalls die kiinstlRolynukleotidsequenz Version 3,
jedoch ausgestattet mit einer weiteren Schnittstelle (Nmolb’-Ende, die fir spatere Klonierungen
erforderlich ist. In den Zeilen 34 und 39 sind zwei Sequenzen voR-Kassetten dargestellt, die
durch Primer mit entsprechenden Schnittstellen amplifiziert@rurDie Kassette in Zeile 34 wurde in
pUC18 (Smal) zwischenkloniert, das PCR-Produkt in Zeile 39 wurde @nschenklonierung
restringiert und weiter verwendet. Die Fragmente in den Zei®43 wurden zur Klonierung von
Konstrukten zur Inaktivierung der Enzymaktivitat von MGD1 oder DGDA. thaliana benutzt. Die
Amplifikation erfolgte auf genomischer DNA zur Isolierunges Fragments, das entweder nur Teile
eines Exons umfasste oder noch zusatzlich das nachfolgende Introit.dbithée Fragmente wurden
in pUC18 (Smal) zwischenkloniert und besalRen die entsprechendeittstallen. Zur Klonierung
von ,Knock out“-Konstrukten furPhyscomitrella wurden die genomischen Sequenzen A6+
Desaturase sowie der putativgiiGalD-Synthase undoGal3GalD-Synthase, ausgestattet mit
entsprechenden Schnittstellen, amplifiziert und in pUC18 (Smaschenkloniert (Zeilen 45-47). Die
Chloroplasten-Leadersequenz der putatip&ualD-Synthase vorPhyscomitrella wurde auf cDNA
amplifiziert und das restringierte PCR-Produkt in pRT101neo (Xbal) inseriert (Zeile 48). Die
Chloroplasten-Leadersequenz aus Tabak wurde auf genomischer DNAentsprechenden
Schnittstellen amplifiziert und mit pUC18 (Smal) ligiert (Zeile 44).

Das Polylinker-Fragment MCS1 wurde aus zwei einzelstrangigeligonukleotiden, die
komplementar zueinander waren, durch eine Annealing-ReaktiengtrzDie beiden Einzelstrange
(Endkonzentration jeweils 5 mM) wurden bei fallender Temperaegjnnend mit 70 °C (1 min),
dann 60 °C (3 min), 50 °C (5 min) und zuletzt 40 °C (5 min), in eiAaesatz (20ul) mit A. dest.
inkubiert. Die Synthese des Polylinkers MCS2 erfolgte in éx@R bei 45 °C Annealing-Temperatur
und 10 Zyklen. Beide Polylinker wurden in pUC18 zwischenkloniert (Zeilen 49, 50).

Die Snf/Spg*-Kassette sowie die flankierenden Bereiche der Konstrulte Izaktivierung der
putativen Glukosylceramid-Synthase (Gcs) M tumefaciens wurden von M. Leipelt mit
entsprechenden Schnittstellen versehen, amplifiziert und in p(&h8&l) zwischenkloniert (Tabelle
5, Zeilen 3, 4, 7).
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2.11 Methoden beim Arbeiten mit E. coli

2.11.1 Kultivierung von E. coli

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme ¥oreoli wurden auf festen oder in flissigen Vollmedien
bei 37 °C angezogen. Die Flussigkulturen wurden durch Schitteln2QB0pm) oder Rotation
bellftet.

Zur Selektion plasmidhaltiger Stamme wurde dem Medium Ampi¢ill00 pg/ml Endkonzentration),
Chloramphenicol (30 pg/ml Endkonzentration) oder Kanamycin (3tiughdkonzentration) steril
zugesetzt. Die Antibiotika wurden als tausendfach konzewri@tammlosung in A. dest. gelost,

sterilfiltriert und bei —20 °C gelagert.

Bei Klonierungen in die Vektoren pUC18, pUC19 und pGEM-T wurde den Swmisklatten IPTG

und X-Gal zugesetzt

IPTG 200 uM IsopropyB-D-thiogalaktosid (100 mM Stammlésung in A. dest.)

X-Gal 80 png 5-Bromo-4-chloro-3-indohl-D-galaktosid (in 5 mN,N-Dimethylformamid) pro Liter
Medium

LB-Medium 25 g/l LB-Broth (Duchefa), zusammengesetzt aus glTrypton, 5 g

Hefeextrakt und 5 g NaCl
1,5 % (wiv) Agar (AppliChem) fir Platten
der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren auf 7iftgestellt

SOB-Medium 20 g/l Bacto-Pepton (Difco)
5 g/l Hefeextrakt (Difco)
0,6 g/l NaCl
0,18 g/l KCI

2 ml 1 M MgSQ,

2ml 1 M MgCl,
MgSQ, und MgC}h wurden als sterile Lésungen nach dem
Autoklavieren zugegeben

SOC-Medium 20 g/l Bacto-Pepton (Difco)
5 g/l Hefeextrakt (Difco)
0,5 g/l NacCl
2,5mM KCI

10 mM MgSO,

10 mM MgCl,

20 mM Glukose
Glukose, MgS@und MgC} wurden als sterile Losungen nach dem
Autoklavieren zugegeben
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Zelldichte

Die Zelldichte eineE. coli-Kultur in Flissigmedium wurde photometrisch bei einer Wellenl&oge

600 nm bestimmt. Dabei entsprach eine;§B 1 einer Zelldichte von 1-2 x 1aellen/ml.

Dauerkulturen

Zum Anlegen einer Dauerkultur wurde eine Ubernachtkultur déerzeit dem gleichen Volumen 70

% (w/v) Glycerol (autoklaviert) gemischt und bei -70 °C gelagert.

2.11.2 Transformation von E. coli

Die Herstellung kompetenté&i. coli-Zellen zur Transformation erfolgte nach einer Methode von Inoue
et al. (1990).Hierzu wurden 200 ml SOB-Medium mit 1 ml einer Ubernachtkultom &. coli
angeimpft und bei 37 °C unter Schitteln (180 — 200 rpm) bis zu einggp @in 0,5 inkubiert.
Anschlie3end wurde die Kultur 10 min auf Eis gekuhlt und zenteftig#.000 x g, 10 min, 4 °C). Die
pelletierten Zellen wurden in 80 ml eiskaltem TB-Puffer anfynmen. Nach einer weiteren 10-
mindtigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiedtin 8 ml eiskaltem TB-
Puffer mit 0,56 ml DMSO (7 % Endkonzentration) resuspendiert. [&li#2 kompetenten Zellen
wurden in 200 ul Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefound bis zur Verwendung bei —70 °C

gelagert.

TB-Puffer 10 mM PIPES pH 6,7 (KOH), sterilfiltriert
55 mM MnCl,
15 mM CaC},
250 mM KCI

Zur Transformation wurde ein Aliquot der kompetenten Zellen asifabfgetaut, mit maximal 20 pl
Ligationsansatz oder Plasmid-DNA versetzt und 20 min aufnkisiert. Im Anschluss wurden die
Zellen einem Hitzeschock von 90 sec bei 42 °C ausgesetzt undedaeuwt fir 1-2 min auf Eis
gestellt. Zur Etablierung der Plasmide und zur RegenerationeflenZvurden die Anséatze mit 800 pl
SOB-Medium versetzt und 40 min bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend werdeAliquot dieses

Ansatzes auf LB-Selektivmedien ausplattiert und bei 37 °C Uber Nachtdtebri

Fur Transformationen mit Ligationsprodukten, die groRer als 12.000 mmwaurden kommerziell
erhaltliche kompetent&. coli-Zellen (,SURE® strain“, Stratagene) benutzt und nach Angaben des

Herstellers transformiert.
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2.11.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von kleineren Mengen Plasmid-DNA wurde die maditie Methode von Riggs et al.
(1986) angewendet. Dazu wurde eine Ubernacht-Kultur (2 ml) abzentrifugiet der Uberstand
abdekantiert. Zum Aufschlieen der Zellen wurde das Pellet inuR®@F-Puffer mit Lysozym (1
mg/ml) resuspendiert und kurz inkubiert (1-2 min). Um beim anddintiden Erhitzen einen
Uberdruck in den ReaktionsgefaRen zu verhindern, wurden zuvor dieelDeik einer Kaniile
eingestochen. Das Erhitzen im Thermoblock bei 95 °C oder im kdeneWasserbad dauerte 1 min,
gefolgt von einer sofortigen Abkuhlung auf Eis. Um ZelltrimmBrpteine und genomische
Bakterien-DNA zu entfernen, wurden die Ansatze 30 min bei 13000(Biofuge) abzentrifugiert.
Die Fallung der Plasmid-DNA erfolge durch Uberfilhrung derrklid@de in neue GefalRe mit je 480
ul 1IS-Mix. Nach kurzer Ruhe von 1-2 min wurde die préazipiti@tgsmid-DNA fir 20 min bei 13.000
rom (Biofuge) sedimentiert. Nach dem Entfernen der Uberstandéewuatie Pellets mit je 50d 70

% Ethanol unter mehrmaligem Schwenken gespiilt, gefolgt von ewmiggren Zentrifugation. Der
Uberstand wurde verworfen, die sedimentierte DNA getrocknetchbk@B8end in 80ul H,O

aufgenommen und bis zum Gebrauch bei -20 °C gelagert.

BF-Puffer 8 % (wiv) Sucrose
0,5 % (w/v) Triton X-100
50 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

Lysozym-LOsung 20 mg/mli Lysozym
wird bei -20 °C gelagert und vor Gebrauch zugegeben

IS-Mix 400ul Isopropanol
80ul Ammoniumacetat (5M)

In Einzelféallen wurde zur Praparation von Plasmid-DNA dasql,hhzspir‘? Plasmid Kit* der Firma

Macherey-Nagel verwendet. Die Isolation erfolgte nach den Angaben osslldes.

2.11.4 Funktionale Expression inE. coli

Zur Charakterisierung der enzymatischen Eigenschaften der vputa@Glykosyltransferasen aus
Bakterien und der putativgiGalD- undaGalpGalD-Synthase auB. patens wurde eine funktionale
Expression irE. coli durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde das pUC-System, das p&Eénsyler
Firma Novagen (Heidelberg) und das pTrc-System der Firnidgen (Carlsbad, CA) eingesetzt. In
einigen Fallen wurde die Expression auch mit den pGEM-T-VektgRomega, Mannheim)
durchgefiuhrt. Die verschieden&ncoli-Stamme mit den unterschiedlichen Vektor-Systemen wurden,

mit Ausnahme des zugesetzten Antibiotikums, unter gleichen Bedijeg zur funktionalen
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Expression kultiviert. Dazu wurde aus einer Ubernacht-Vorkultys (nl) eine 50 ml-Hauptkultur
angeimpft, ca. 3-4 h bei 37 °C inkubiert, bei einersg@on ungefahr 0,8 mit 0,4 mM IPTG induziert
und nach 4 h durch Zentrifugation fir 10 min bei 5.000 x g geerntet.

Funktionale Expression im pUC-Vektor-System

Das pUC-System wurde, wie schon besprochen (2.10), zur Subklonierungiedeser DNA-
Fragmente benutzt. Es wurde aber auch zur funktionalen Expresdtorcah XL1-Blue eingesetzt.
Die Expression dieser Vektoren erfolgt unter daoZ-Promotor, wobei der zu exprimierende ORF in
das offene Leseraster desZ-Gens eingefligt sein muss, um ein funktionales Protein ziieerhBei
dem resultierenden Protein handelt es sich um ein Fusionsprotgi einigen N-terminalen
Aminosauren aus dem N-terminalen Fragment fd&alaktosidase. Als Expressionswirt fir dieses

System wurdé. coli XL1-Blue benutzt. Die Selektion erfolgte mit Ampicillin.

Funktionale Expression im pTrc-Vektor-System

Das pTrc-System wurde wegen des (trp-lac) Promotors (Egon et al., 1983) ausgewahlt, der ein
hohes Expressions-Niveau garantiert. D@rPromotor enthalt die -35-Region dép-Promotors
zusammen mit der -10-Region des-Promotors (Brosius et al., 1985; Egon et al., 1983). Um die
Expression unabhangig vom gewahlten Wirtsorganismus zu reguligreier Vektor zusatzlich mit
dem Gen ausgestattet, das fur danRepressorléql) kodiert. Dieser bindet an ddac-Operator
(lacO), der dentrc-Promotor nachgeschaltet ist, um die Transkription des Ziglga unterdriicken.
Die Expression des Zielgens wird mit IPTG induziert. Di¢el@®n erfolgt mit Ampicillin. Als

Expressionswirt fur dieses System wuEleoli XL1-Blue benutzt.

Funktionale Expression im pET-Vektor-System

Im pET-Vektor-System erfolgt die Transkription der DNA durchfeRNA-Polymerase. Dazu ist in
allen Vektoren dem Polylinker ein T7-Promotor vorgeschalteh gem aus die Transkription in
Richtung Insert startet. Da die Expression des klonierten Gensnn@egenwart der T7-RNA-
Polymerase stattfinden kann, wurden @ie coli-Stamme BL21(DE3) und C41(DE3) verwendet,
denen das Gen fir dieses Enzym ins Genom integriert wurde. Dastébe unter der Kontrolle des
lacUV5-Promotors und ist mit IPTG induzierbar. Die hier verwendeten p&kteven erlaubten eine

Selektion mit Kanamycin.
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2.11.5 Praparation von Gesamtmembranen

Zunachst wurden die Zellen einer Uberexpressionskultur (25 ml)idGen 5.000 x g sedimentiert
und auf Eis gestellt. Alle weiteren Schritte wurden béi @ durchgefiuhrt. Das Pellet wurde in 10 ml
Puffer 1 gewaschen und in 2 ml des gleichen Puffers resuspgemtieh funfminttiger Inkubation
erfolgte das Aufbrechen der Zellwand mit Hilfe eines Utthadistabes. Diese Behandlung umfasste 8
Zyklen mit je 10 sec Beschallung, gefolgt von einer kurzen Abkiihpinag®, um eine Uberhitzung
der Suspension zu vermeiden. Zur Abtrennung von Zellfragmenten und getalicbenen Zellen
wurde der Bakterienextrakt 1 min bei 7.000 rpm (Biofuge) zentdftigiDer Uberstand wurde
abgenommen und mit 5 ml Puffer 2 verdinnt. Die Sedimentation derbMesn erfolgte durch
Zentrifugation des verdiinnten Uberstandes in der Ultrazerdrifigg 100.000 x g fiir 30 min. Der
Uberstand aus dieser Zentrifugation, in dem sich ldslicheiRedbefanden, wurde abgenommen und
das Pellet zweimal mit 2 ml Puffer 2 gewaschen, um nochigbdrle Reste des Uberstandes zu
beseitigen. Das Pellet wurde in 4(0Puffer 2 resuspendiert und die so erhaltene Membranfraktion

fur Enzymtests eingesetzt.

Puffer 1 50 mM Tris-HCI (pH 7,6)
15 % (v/iv) Glycerol
0,5 mg/ml Lysozym

Puffer 2 50 mM Tris-HCI (pH 8,2)
7 % (VIv) Glycerol

2.12Methoden beim Arbeiten mit A. tumefaciens

Das pflanzenpathogene Bakteridntumefaciens ist in der Lage, Pflanzen zu infizieren und eigene
DNA ungerichtet ins pflanzliche Genom zu integrieren. Diesgafismus wird daher als genetisches
Werkzeug zur Transformation von Pflanzen eingesetzt. Diesbddetfand Anwendung in dieser

Arbeit, umA. thaliana zu transformieren.

Neben dieser Anwendung wurden Experimente mit genetisch verandetten vonA. tumefaciens

zur funktionalen Charakterisierung von nativen Glykosyltransferasen diiiiting

2.12.1 Kultivierung von A. tumefaciens

Zellen vonA. tumefaciens Stamm ATHVC58CL1, einem Derivat des Stammes EHA 101 (Hoold, et a
1986), freundlicherweise bereitgestellt von Dr. J. Dettendorfer, KEiftheck, wurden auf festen oder
flussigen Vollmedien, hauptséchlich in YEP oder LB (siehe 2.14ei?8 °C mit Rifampicin (80
pg/ml Endkonzentration) angezogen. Die Flissigkulturen wurdeih @afeiitteln (180-200 rpm) oder

Rotation belUftet.
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Zur Selektion plasmidhaltiger Stamme oder von Deletionsmutanteinde dem Medium
Chloramphenicol (50 pg/ml Endkonzentration) oder Kanamycin (S5thipighdkonzentration) steril
zugesetzt. Zellen fir Promotorstudien wurden mit Streptomycin (300l jEndkonzentration) und

Spectinomycin (100 pg/ml Endkonzentration) selektiert.

Die Antibiotika wurden als tausendfach konzentrierte Stammlogudg dest. geldst, sterilfiltriert

und bei —20 °C gelagert.

Dauerkulturen

Zum Anlegen einer Dauerkultur wurde eine 24 h-Kultur deteBemnit dem gleichen Volumen 70 %

(w/v) Glycerol (autoklaviert) gemischt und bei -70 °C gelagert.

Transformationskulturen

Zur Transformation vor. thaliana wurde zunéchsA. tumefaciens mit den entsprechenden Pflanzen-
Transformationsvektoren transformiert. Aus diesen transgendenZelurden 2 ml-Vorkulturen
angezogen und damit 50 ml-Hauptkulturen angeimpft. Das Wachstum Keitleen dauerte jeweils
24 h. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation fur 10 min bei 5.000urdyRT. Die Zellen wurden in
Transformationsmedium (siehe 2.17.2) fidx thaliana resuspendiert und unverzlglich zur

Transformation verwendet.

YEP 10 g/l Pepton
10 g/l Hefeextrakt
5 g/l NacCl

15 g/l Micro-Agar fir Platten

pH 7,2

2.12.2 Transformation von A. tumefaciens

Transformation durch Elektroporation

Zur Herstellung elektrokompetent&rtumefaciens-Zellen wurde eine Hauptkultur (500 ml) mit 10 ml
einer Ubernacht-Kultur angeimpft und bis zu einerg§@®on 0,5 bis 0,7 kultiviert. Vor dem Ernten
der Zellen wurde die Hauptkultur zunéchst fur 15 bis 30 mirEaufgestellt. Alle weiteren Schritte
wurden bei 0-4 °C durchgefihrt. Die Ernte erfolgte durch Zentriimgdoei 4.000 x g fir 15 min. Der

Uberstand wurde verworfen, das Zell-Pellet in 400 ml sterild;® resuspendiert und diese
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Suspension 15 min auf Eis gehalten. Diese Schritte wurden Wwadtddas Pellet wurde in 0,5 bis 1
ml sterilem Glycerol (10 %) resuspendiert. Aliquots von 40 wriden in fllissigem Nschockgefroren

und bei -70 °C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, miimmal 5 pl DNA versetzt und 30 min
auf Eis inkubiert. Die DNA musste dabei frei von Salzen seis. iBkubierten Zellen wurden im
Anschluss in vorgekihlte Elektroporations-Kivetten tberfuhrt. Jeweeie Kivette wurde in den
Klvettenhalter des Elektroporator inseriert. Dabei war danawgchten, dass keine Blaschen in dem
Zell-Gemisch enthalten waren. Der angelegte Puls betrug 12¢ink'das entsprach 2400 V/2 mm in
den entsprechenden Kuvetten. Nach dieser Behandlung wurden leie el2 min auf Eis gestellt
und anschlieRend zur Regeneration in 1 ml SOB-Medium (siehe 2ftid 4 h bei 28 °C inkubiert.
Aliquots dieser Transformationsansatze wurden auf Sepgatien ausplattiert und fur 2 Tage bei 28
°C inkubiert.

Transformation mit der ,freeze thaw“-Methode

Obwohl die ,freeze thaw"-Methode (An et al., 1988) eine niedrige Transfomsatafigkeit aufweist
(ungefahr 1® Transformanten pro pg DNA), handelt es sich hierbei um eine &lunel zuverlassige
Methode. Diese Methode wurde dazu benutzt, Ainumefaciens mit vorgefertigten Plasmiden zu
transformieren, entweder zur GenexpressioA.itumefaciens oder zum Zwecke der Transformation

von A. thaliana.

Zur Herstellung kompetenteA. tumefaciens-Zellen wurde eine 50 ml-Kultur mit 2 ml einer
Ubernacht-Kultur angeimpft und bis zu einer &y3on 0,5 bis 1,0 angezogen. Vor dem Ernten der
Zellen wurde die Kultur zunachst fur kurze Zeit auf Eis gekiffile weiteren Schritte wurden bei 0-4
°C durchgefiihrt. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation bei 4.000uxdy 10 min. Der Uberstand
wurde verworfen, das Zell-Pellet in 1 ml 20 mM Ca@suspendiert und diese Suspension in 0,1 ml-
Aliquots in vorgeklhlte Eppendorf-ReaktionsgefalRe abgefullt. Bibe@ waren jetzt bereit zur

Transformation oder konnten in flissigems¢hockgefroren und bei -70 °C gelagert werden.

Zur Transformation wurde den frischen oder schockgefroreneanZgllig Plasmid-DNA zugesetzt,
wobei die frischen Zellen anschlieend fur 15 sec in flissiggmcNockgefroren wurden. Dann
wurden die Zellen bei 37 °C fur 5 min inkubiert, im Anschluss mitl Iy BEP-Medium versetzt und
weitere 2-4 h bei 28 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. destispanne erlaubt es den Bakterien,
die entsprechenden Antibiotika-Resistenzgene zu exprimieren. Damaden Aliquots dieser
Bakteriensuspension auf YEP-Selektivplatten ausplattiert und unké bei 28 °C fur 2-3 Tage
inkubiert. Einzelne Kolonien wurden auf weitere Selektivplatiberimpft und durch Kolonie-PCR
(2.4) Uberpruft.
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2.12.3 Konstrukte zur Deletion des putativengcs-Gens und fur Promotorstudien inA.

tumefaciens

Die Insertion von Fremd-DNA ins Genom vAntumefaciens erfolgte tiber homologe Rekombination.
Dazu wurde das Bakterium mit rekombinanter DNA transformidigse bestand aus der Fremd-DNA
und zwei flankierenden Sequenzen, die homolog zu dem Lokus warenurdar Idsertion dieser
Fremd-DNA unterbrochen werden sollte. Die Transformation deit aus den entsprechenden
Plasmiden freigesetzten rekombinanten DNA wurde mittelkti®lgoration durchgefuhrt. Eine
schematische Darstellung der Gen-Deletion und der InserierunBegestergens ist in Abb. 10 zu

sehen.

Die Zellen dieser Insertionsmutanten wurden unter den oben beschnieKeitarbedingungen

angezogen, durch Zentrifugation bei 8.000 x g fur 30 min geerntet und fir Lipidanatygeseézt.

Deletion des putativengcs-Gens

Die Deletion des putativegcs-Gens inA. tumefaciens wurde durch die Integration einer Kan
Kassette an diesen Gen-Lokus in umgekehrter Orientierunggesi®en etabliert. Dabei wurden
Teile des putativen Promotors (~700 bp) und des ORF (384 bp) durclSdiekdéonskassette ersetzt.
Das entsprechende Transformationskonstrukt bestand dabei aus-Bene der Promotor-Sequenz
und dem 3'-Ende des ORF der putativen Gcs, die beide zusammen efrédéantte flankierten. Die
vollstandige putative Promotor-Sequenz (2100 bp), der Ges-ORF und nffekKKssette sind in den
Vektoren pl8agrol (Tabelle 5, Zeile 3), pl8agro (Tabelle 6, Zeilaud®)pl8BnptlIH (Tabelle 6,
Zeile 34) zwischenkloniert. Die weitere Klonierung erfolgiepBluescript (Kpnl/Spel) in mehreren
aufeinander folgenden Schritten mit dem daraus resultierendaar\@alna5 (Tabelle 8). pBalna5
entstand durch Ligation von pBaln (EcoRV/Spel) mit dem am 5-Endénz¢ek ORF der putativen
Gces aus pl8agro. Zur Verkurzung dieses ORF wurde der Vektor rpl&agachst mit Ascl
linearisiert, wobei sich die entsprechende Schnittstelle imGRB-befand. Der Uberhang an dem nun
verkirzten 5-Ende des Gcs-ORF wurde anschlieRend aufgefillt.s®igeglattete Schnittstelle
ermdglichte die spatere Ligation mit der glatten Scheltestdes Vektors pBaln. Zuvor jedoch
erfolgte die vollstdndige Freisetzung des am 5’-Ende veiiznd geglatteten Ges-ORF durch eine
weitere Restriktion mit Spel. pBaln (nicht in den Tabellen diifgy ist das Ligationsprodukt von
pBluescript (Kpnl/Sall) mit den zwei Inserts aus p18agrol (Kpntif) und der Kaf-Kassette aus
pl8BnptlIH (Hindlll/Sall). Die Freisetzung des Deletionskonssukius pBalna5 erfolgte mit
Kpnl/Sacl.
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Konstrukte fur Studien zum Promotor des putativengcs-Gens

Die Promotorstudien erfolgten mit Hilfe der prozessig@Glukosyltransferase vors aureus
(ugt106B1) (Jorasch et al., 2000), dessen ORF als Reportergen hinter dgivepugcs-Promotor
inseriert wurde. Zu diesem Zweck wurden etwa 600 bp am 5-Endgcd€3ensequenz durch die
Sequenz der heterologen Glukosyltransferase zusammen mit SxfigB*-Kassette ersetzt. Die
Glukosyltransferase wurde dabei exakt in den Lokus des tenrsédzs-ORF inseriert. Der Vektor fur
die ugt106B1-Insertion wurde in mehreren Schritten mit aufeinander folgehdegrationen von vier
Fragmenten in pBluescript (Kpnl/EcoRV) erzeugt. Um den Umfamgedi Arbeit nicht zur sehr
auszuweiten, werden die einzelnen Schritte nicht weiteuterta Die Fragmente wurden durch
Restriktion aus pl18agrol, p18Staph, p18SS und pl8agro2 mit den angegebenen Erayetiens,
Zeilen 3, 6, 7 und 4) freigesetzt. Der resultierende Vektor pB&8=2 (Tabelle 8) wurde zur

Freisetzung des Transformationskonstrukts mit Kpnl/Sacl verdaut.

Uberprufung der Insertionen mit PCR

Die Insertion der Fremd-DNA in den Lokus dgs-Gens wurde mit Kolonie-PCR (2.4) Uberprift. Bei
sehr groRen zu amplifizierenden Bereichen (gréRer als 3.000 bjgjteder Einsatz der ,Herculdse
Enhanced DNA Polymerase” (Stratagene) nach Angaben des Kesstahsonsten wurde die Tag-
DNA-Polymerase (NEB) verwendet.

Um die Deletion degics-Gens und die Insertion der KaKassette zu tiberpriifen, wurden folgende

Primer-Paare benutzt.

12F/16R  Amplifikation im 5-Bereich zur Uberprifgrder korrekten Insertion der
Fremd-DNA

15F/15R  Amplifikation im 3’-Bereich der Fremd-DNA

12F/15R  Amplifikation Gber den komplett betroffer@ereich

Die Primer-Paare (12F/16R und 15F/15R) sind so gewahlt, dassdeinbeiden Primer im Genom
und folglich auf3erhalb der entsprechenden flankierenden Sequenzrusaddes an der inserierten
Fremd-DNA bindet. Beide Primer sind dabei gegenlaufig. Skowhmt es nur im Falle einer
Integration dieser Fremd-DNA in den entsprechenden Lokus 2durj der entsprechenden PCR-
Produkte. Die beiden Primer 12F/15R binden auf3erhalb der von der homologembiRetion
betroffenen Bereiche und amplifizieren die DNA des betreffenddwd, die sich nach erfolgreicher
Rekombination von der entsprechenden Wildtyp-DNA unterscheidetAiag/se der PCR-Produkte
erfolgte mit Gelelektrophorese (2.8).
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Entsprechendes gilt auch fiir die Insertion dgtl06Bl-Sequenz vonS. aureus inklusive der

snT/Spi-Kassette, tiberpriift durch folgende Primer-Paare.

12F/12R  Amplifikation im 5-Bereich zur Uberprifgrder korrekten Insertion der
Fremd-DNA

13F/13R  Amplifikation im 3’-Bereich der Fremd-DNA

14F/14R  Amplifikation Gber den komplett ersetzBereich vom 5’- zum 3’-Ende

A
AGROK — <«— AGROE
— Promotor (2100 bp) | Gcs-ORF (1164 bp) >—
Agrol — <«— Agro2
AGRO2N — <«— AGRO2S
B
Hindlll Ascl
12F —
—  5'Promotor | ~700bp  384bp | 3ges  >——
< 16R <« 15R
Kan"
15F —
C
12F — 14F —
— Promotor (2100 bp) ~560 bp | 3'ges
«<—14R <«—13R
13F —
ugtioeBl > Sm"/SpR
<~ 12R

Abb. 10 Schematische Darstellung der Konstrukte, die zuetidem desgcs-Gens inA. tumefaciens und zur
Expression der heterologen GlukosyltransferaseSaaareus fiihren. (A) Anordnung der putativen Promotor-
Region gefolgt vom ORF der putativen Gcs im WildtyWlit den Primer-Paaren AGROK/AGROE,
Agrol/Agro2 und AGRO2N/AGRO2S wurden die Promoteg&enz, der Ges-ORF und ein 600 bp-Fragment
am 3'-Ende des Gcs-ORF amplifiziert. (B) Die Dalatierfolgte durch Insertion einer KaKassette im Lokus
des gcs-Gens. Die 5-Sequenz des Promoters und die 3-Gegules Gcs-ORF wurden als flankierende
Sequenzen zur Insertion einer Rafassette durch homologe Rekombination benutzts@®lasertion sollte zur
Deletion des 5’-Endes des Gcs-ORF und der angreiered’-Promotor-Sequenz fiihren, wobei 384 bzw. Bi®0
betroffen sind. Die Primer-Paare 12F/16R, 15F/15R d2F/15R wurden zur Verifizierung der korrekten
Insertion des Deletionskonstrukts benutzt. (C) Eamstrukt fur die Promotorstudien bestand aus dem
ugt106B1-Gen vonS aureus und einer SHISP-Kassette. Die Promotor-Sequenz von 2100 bp und das
amplifizierte 3’-Ende des Gcs-ORF von 600 bp dieraks flankierende Sequenzen. Die Insertion eréodiytrch
homologe Rekombination. Die Deletion des 5-Endes @cs-ORF von 560 bp sollte zur Inaktivierung
moglicher Ges-Aktivitat fihren. Die Primer-PaareFI2R, 13F/13R, und 14F/14R wurden zur Verifizigrun
der korrekten Insertion dieses Konstruktes benutzt.
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2.12.4 Expressionskonstrukte und funktionale Expression irA. tumefaciens

Expressionskonstrukte fur A. tumefaciens

Zur Erzeugung stabiler Expressionsvektore\iriumefaciens wurde die Sequenz des Replikations-
Ursprungs ,pVS1 rep” aus pCambia2200 mit BstZ171/Hincll ausgesgehnind in die mit BstZ17I
linearisierten Vektoren pTnSa-GIcT, pTnAt-GlyT und pTnMI-Glgingesetzt. Die Beschreibung
dieser Vektoren erfolgt unter Punkt 2.13.3. Daraus resultigfi@rExpressionsvektoren pTnVSa-
GlcT, pTnVAL-GlyT und pTnVMI-GIyT (Tabelle 7), die zur Trdosmation mit der ,freeze-thaw"-

Methode benutzt wurden.

Funktionale Expression inA. tumefaciens

Zur funktionalen Expression der beiden putativen Gcs-SequenzeA. ausefaciens und M. loti
sowie der prozessiveirGlukosyltransferase aus aureus als Kontrolle wurden 50 mi-Kulturen aus
Vorkulturen angeimpft, die 24 h kultiviert wurden. Die Induktiorokyte bei einer OEovon 1,0 mit

0,4 mM IPTG und wurde nach 15 h durch Zentrifugation der Zellen bei 8.000 x g fir 30 min beendet

2.12.5 Praparation von Gesamtmembranen

Zunachst wurden die Zellen einer 25 ml-Kultur, die bis zu einep&0on 1,0 bis 2,0 gewachsen warr,
15 min bei 5.000 x g sedimentiert und auf Eis gestellt. Alle weit8ahritte wurden, wie fUE. coli
beschrieben, durchgefuhrt (siehe 2.11.5). Die erhaltene Memdkdofr wurde flr Enzymtests

eingesetzt.

2.13Methoden beim Arbeiten mit Synechococcus sp. PCC7942

Blaualgen sind als prokaryotische Modellsysteme zur Untersucangxygenen Photosynthese
attraktiv, denn sie sind genetisch leicht zu manipulieren. Von besndeteresse sind dabei die
Synechococcus-Stamme R2-PIM8 und R2-PIM9 (van der Plas et al., 1990) mit g@eomischen
Integrationsplattform. Der Transfer von Konstrukten erfolgt duromdioge Rekombination mit
stabiler Integration dieser Fremd-DNA ins Genom. Die Irdggnsplattform befindet sich ifiletF-
Gen von Synechococcus, das sich ohne Wachstumsbeeintrachtigung inaktivieren lassety dem
Medium Methionin zugegeben wird. Zur Etablierung dieser Integrspilattform wurde ein DNA-
Fragment in dieselletF-Gen integriert, das aus TeilsequenzenHlemli-Vektors pBR322 generiert
wurde und im Falle von R2-PIM8 eine Sidassette tragt (van der Plas et al., 1990). Diese

Teilsequenzen bestehen aus einem Fragment def-Kagsette, die in dieser Form inaktiv ist, sowie
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der Replikationsursprungs-Sequenz. DieR$tassette wird von beiden Teilsequenzen flankiert.
Durch die Transformation mit Derivaten von pBR322 konnen die&&okén mit den entsprechenden
homologen Bereichen dieser Integrationsplattform rekombinieren (eietbige Fremd-DNA
inserieren. Durch dieses Rekombinationsereignis wird di&-tSaesette deletiert und das Fragment
der Amg-Kassette wieder vervollstandigt und somit aktiviert. Befangliche SFIAmp®-Phanotyp
wandelt sich daher nach erfolgreicher DNA-Integration in diekdtform in einen SMAmp~-

Phanotyp um.

2.13.1 Kultivierung von Synechococcus

Synechococcus sp. PCC7942 Stamm R2-PIM8 (van der Plas et al., 1990) wurdé& 3€] @nd 16 h
Licht (40 pE x nf x s in BG-11 Flussig- und Festmedium kultiviert; dabei wurden die
Flussigkulturen mit 100 rpm geschuttelt. Zur Kultivierung dieSésmmes war die Zugabe von
Methionin erforderlich, das den Medien steril zugesetzt wu{@8@ mg/l Endkonzentration).
Untransformierte Stdmme von R2-PIM8 wurden in Medien mite@omycin (5 pg/ml
Endkonzentration) kultiviert. Die Selektion von transformiert&im®nen erfolgte mit Ampicillin (0,5
pag/ml Endkonzentration) und Kanamycin (10 pg/ml Endkonzentratiae) Abtibiotika wurden als

tausendfach konzentrierte Stammldsung in A. dest. geldst, sterilfiliidrbei —20 °C gelagert.

,trace metal mix“ (1000 x) 2,869  H3BO;
1,81g  MnCl,*4 HO
0,229 ZnSQ, 7 HO
0,399 NaMO,4 ¢ 2 H,O
0,0079g CuSQ+5HO0
0,0494g  Co(NOy),* 6 HO

BG-11 (100 x) 1496 ¢ NaNG;
7549 MgSQ, 7 H,O
364¢g CaChb 2 HO0
0,69 Citronenséaure
1,1 ml 0,25 M Na-EDTA pH 8,0
100,0 mi Lrace metal mix"“

BG-11 (1 x) 10,0 ml BG-11 (100 x)
5,0ml 1MTES, pH 8,0
1,0 ml 189 mM NaCO;
1,0 ml 175 mM KHPO,
* 1,0 ml 6 mg/ml Ammoniumeisen(ll)citrat
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BG-11 Agarplatten A 300,0ml HO
9,09 Bacto-Agar

B 300,0 ml H,O
6,0 ml BG-11 (100 x)
3,0 mi 1 MTES, pH 8,0
0,6 mi 189 mM NaCO;
0,6 mi 175 mM KHPO,
* 0,6 ml 6 mg/ml Ammoniumeisen(ll)citrat
2,849 Na,S,05 ¢ 5 H,O

* separat autoklavieren und erst nach dem Abkutszugeben, dunkel lagern.
A und B separat autoklavieren, auf 60 °C abkihéexsén, mischen und Platten
gielRen

2.13.2 Transformation von Synechococcus

Die Transformation vor8ynechococcus sp. PCC7942 Stamm R2-PIM8 wurde wie beschrieben (van
der Plas et al., 1990) in leicht abgeanderter Form durchgefilmi. \Barde zunachst eine Kultur auf
einer Platte angeimpft und eine Woche unter den oben angegebenenuBgeimgnkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen unter sterilen Bedingungen mit Bliagslium von der Platte
abgewaschen, durch Zentrifugation konzentriert (1-2%Z&llen pro ml) und in Aliquots zu je 1Q0
aufgeteilt. Zu den Zellen wurde dann ohne Verzogerungl Flasmid-DNA gegeben und die
Zellsuspension 4 h im Licht inkubiert. Danach wurden die ZellerSaldktivplatten ausplattiert und
2-3 Wochen inkubiert. Einzelne Kolonien dieser Transformation wurdémeue Selektivplatten
Uberfuihrt. Mit der Integration der Vektor-DNA ist die Wiededtellung der Ampicillin-Resistenz
verbunden. Die erfolgreiche Integration von Fremd-DNA in dieghatiionsplattform kann weiterhin
getestet werden, indem die Transformanten auf Platten mjit&tmgcin ausgestrichen werden. Der
durch die Integration bedingte Verlust der Streptomycinggast fuhrt zu einem Absterben der

Zellen.

2.13.3 Transformationskonstrukte und heterologe Genexpression iynechococcus

Konstrukte zur Transformation von Synechococcus

Die Konstrukte zur Transformation vddynechococcus beruhen auf dem pTrc-Vektor-System von
Invitrogen (beschrieben unter 2.11.4) und enthalten den pBR322-UrsprurgesneviAmp-Kassette.
Beide Elemente sind notwendig, um durch homologe Rekombination imsketibnsplattform von
Synechococcus R2-PIM8 zu integrieren. Um neben der Ampicillin-Selektion emnesatzliche

Selektionsméglichkeit zu erhalten, wurden diese Vektoren mit efer-Kassette ausgestattet.
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Dadurch sollte die Wahrscheinlichkeit der Selektion von falsasitiven Transformanten reduziert
werden (Geerts et al., 1995).

Da der pTrc-Expressionsvektor keine geeigneten SchnittstellerKlonierung mit Avrll/BamHI
besitzt, wurde zunachst das Konstrukt pTnsyn3 erstellt, das nebEanrdeion als Expressionsvektor
auch gleichzeitig als Stammvektor zur Klonierung der tbrigefr<OdRenen sollte. Dazu wurde der
Vektor pTrcHis2 C mit Ncol/Hindlll linearisiert und in eineBchritt mit den Inserts aus p18BnptlIH
(BamHI/Hindlll) und p18Nsyn3 (Ncol/BamHlI) ligiert. p18BnptlIH enth@las PCR-Produkt einer
Kan®-Kassette mit den Schnittstellen 5-BamHI und 3-Hindlll; p18h\3yenthalt die oben
beschriebene synthetische Polynukleotidsequenz mit den SchaittsséNcol-Avrll / 3’-BamHI
(Tabelle 6, Zeilen 33, 34). Somit ermdglicht die Restriktion vonsygih3 mit Avrll und BamHI das
Ausschneiden der synthetischen Sequenz und die Insertion vdesatie ORFs in diesen

Stammvektor. Die resultierenden Expressionsvektoren sind in Taaddlieyestellt.

Heterologe Genexpression iBynechococcus

Fur die Expression i®ynechococcus wurde, wie fUrE. coli beschrieben (2.11.4), das pTrc-System
ausgewahlt. Dabei standen die Regulation der Expression und dasEkptessions-Niveau im
Vordergrund. Die Anzucht vorSynechococcus sp. PCC7942 R2-PIM8 mit den integrierten
Expressionskassetten erfolgte in 50 ml-Kulturen. Die 2-tagidektion der Zellen erfolgte nach etwa
2-3 Wochen mit 0,5 mM IPTG (Geerts et al., 1995) und wurde durch die Ber Zellen durch
Zentrifugation bei 5.000 x g fur 10 min beendet.

2.14 Methoden beim Arbeiten mit P. pastoris

2.14.1 Kultivierung von P. pastoris

Die in dieser Arbeit verwendeten Stdmme JBnpastoris wurden auf festem oder in flissigem
Vollmedium (YPD, YPG) oder Minimalmedium (MD, MM) bei 30 °C anggen. Fliussigkulturen
wurden durch Schitteln (120-150 rpm) oder Rotation bellftet. Zur Kanting der ,Knock out“-
Stamme JC308&1ugt51 und JC3084ugt51/4ges in Minimalmedien war zusatzlich die Zugabe von

Arginin, Adenin und des Antibiotikums Zeozin (106/ml Endkonzentration) erforderlich.

Dauerkulturen

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurdéh pastoris-Kulturen 48 h in einem Volumen von 15 ml
angezogen und je 1 ml dieser Kulturen mit dem gleichen Voluméf (#@'v) Glycerol (autoklaviert)

gemischt und bei -70 °C gelagert.
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YPD 1% (wiv) Hefeextrakt (Difco)
2 % (w/v) Bacto-Pepton (Difco)
2 % (wiv) Glukose
2 % (wiv) Bacto-Agar (Difco) fir Platten

Die Glukose wurde als sterilfiltrierte Lésung haadem
Autoklavieren dazugegeben

YPG 1 % (wiv) Hefeextrakt (Difco)
2 % (wiv) Bacto-Pepton (Difco)
1% (wiv) Glycerol
2 % (wiv) Bacto-Agar (Difco) fir Platten

alle Zutaten autoklavieren

MD/MM 100 ml 134 g/l YNB (Yeast_Ntrogen Base, mit Ammoniumsulfat /
ohne Aminosauren)
2ml 0,02 % (w/v) Biotin
100 ml 20 % (w/v) GlukoseNID) oder 5 % MethanolMM )
2049 Bacto-Agar (Difco) fur Platten
ad. 1000 mi A. dest

Zunachst wurde A. dest. (mit Agar) autoklaviemdudie
angegebenen Zutaten als sterilfiltrierte Losungarudegeben;
zur Kultivierung von ,Knock out“-Stammen war zudéth die
Zugabe von Arginin und Adenin erforderlich.

20 mi 2 g/l Arginin
20 mi 1 g/l Adenin

2.14.2 Transformation von P. pastoris

Zur Transformation vorPichia wurde die PEG1000-Methode modifiziert nach Cregg et al. (1998)
durchgefuihrt. Von einer Ubernacht-Vorkultur wurde eine Hauptkut@0 (ml) in YPD mit einer
ODggo Von 0,1 angeimpft. Nach Erreichen einer Zelldichte mit eB®igg,, von 0,5 bis 0,8 wurden die
Zellen bei RT mit 3.000 x g fir 10 min sedimentiert. Nach dem LdssrPellets in 50 ml Puffer A
wurden die Zellen unter identischen Bedingungen erneut sedimemttedas Pellet in 4 ml Puffer A
aufgenommen und mit 2400 DMSO zu einer Endkonzentration von 5,7 % (v/v) versetzt. Diese

Zellsuspension wurde in Aliquots von 200in flissigem N schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

Puffer A 1M Sorbitol
10 mM Bicine, pH 8,4 mit NaOH
3% Ethylenglycol

Dieser Puffer wurde sterilfiltriert
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Zur Transformation wurden die noch gefrorenen kompetenten Zellkehisnku 50ug linearisierter

DNA (maximal 20ul) versetzt und fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Diese Zell-Suspensvurde
mehrmals durch vorsichtiges Schutteln gemischt. Im Anschlusden die Zellen vorsichtig mit 1,5

ml Puffer B vermengt und nach 1 h Inkubation bei 30 °C bei 2.000 x g bei RT fur 15 min sedimentier
Das Zell-Pellet wurde in 1,5 ml Puffer C resuspendiert un@rugleichen Bedingungen erneut
sedimentiert. Die sedimentierten Zellen wurden nun in 200Puffer C aufgenommen. Die

resultierende Zell-Suspension wurde auf Selektivplatten ausplattieé bei 30 °C inkubiert.

Puffer B 40 % (w/v) Polyethylenglycol 1000 (Sigma)
0,2M Bicine, pH 8,4 mit NaOH

Dieser Puffer wurde sterilfiltriert

Puffer C 0,15 M NaCl
10 mM Bicine, pH 8,4 mit NaOH

Dieser Puffer wurde sterilfiltriert

2.14.3 Transformationskonstrukte und funktionale Expression inP. pastoris

Konstrukte zur Transformation von P. pastoris

Zur funktionalen Expression der putativen Glykosyltransferasdn pastoris wurden die ORFs in
den Vektor pPIC3.5 (Invitrogen) kloniert. Dieser Vektor ist ekggrisiert durch einen induzierbaren
AOXI-Promotor (Cregg et al., 1988), einkihSA-Selektionsmarker zur Selektion i pastoris und

eine Amp-Kassette zur Selektion B coli.

Die Klonierung der entsprechenden PCR-Produkte (Tabelle 5, Zéll@bgjle 6, Zeilen 1-5) erfolgte
mit glatten Enden in die SnaBI-Schnittstelle von pPIC3.5. Dseltierenden Expressionsvektoren
sind in Tabelle 7 aufgelistet. Der Vektor pPICAGRO wurde zan3formation des Stammes JC308
Augt51/ Agces benutzt, die Ubrigen Vektoren dienten zur Transformation des Stah@8684ugt51.

Bei den hier verwendeten Vektoren handelt es sich um integrative ekaniedenen durch wahllose
Rekombinationen die Integration an beliebiger Stelle im GedernHefe erfolgen kann. Der Vektor
kann jedoch an unterschiedlichen Stellen geschnitten und somit dgralidon des Konstruktes
beeinflusst werden. Der hier angestrebte PhanotypHis/Mut®, fir den die Insertion der Fremd-
DNA in denAOXI-Lokus erfolgen musste, sodass die Zellen wieder ein istek®-Gen aufweisen

missen. Um Zellen mit diesem Phanotyp zu erhalten, erfolgtetb&tion zunachst auf MD-Medium
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(ohne Histidin), dabei wurde nicht zwischellut> und Mut’-Phanotypen selektiert. Zur
Unterscheidung dieser beiden Phanotypen erfolgte die Ausplatii®on Einzelkolonien parallel auf
MM- und MD-Platten. Diejenigen Zellen, die nur auf MD-Mediumt gvuchsen, enthielten mit
groRter Wahrscheinlichkeit die ExpressionskassettédA@x -Genort. Die Kolonien konnten nach 3

Tagen Inkubation bei 30 °C anhand ihres geringeren Wachstums identifiziéeinwe

Funktionale Expression inP. pastoris

Zur Funktionalen Expression in déh pastoris-Stammen JC308iugt51 und JC3084ugt51/Agcs
wurden die Zellen in einer Vorkultur in YPG angezogen. NacB&#-wurde damit eine Hauptkultur
beimpft, die nach Erreichen einer gfvon 1-2 mit 0,5 % Methanol induziert wurde. Die Induktion
dauerte 20-24 h. Die Expression erfolgte unter dem stafkeXi-Promotor, der durch Glukose
reprimiert wird. Die zur Expression in beidBithia-Stammen verwendeten Vektoren sind in Tabelle
7 aufgelistet. Die Ernte der Zellen erfolgte 20 h nach der Indulltioch Zentrifugation bei 5.000 x g

far 10 min.

2.14.4 Praparation von Gesamtmembranen

Zunachst wurden die Zellen einer 25 ml-Expressionskultur 10 min.@@0 X g sedimentiert und auf
Eis gestellt. Alle weiteren Schritte wurden bei 0-4 °C durchgefihd.A2dlet wurde in 10 ml Puffer 1
(siehe 2.11.5, jedoch ohne Zugabe von Lysozym) gewaschen und in 5 miletderglPuffers
resuspendiert. Das Aufbrechen der Zellwand geschah mit HilieGlasperlen (2-3 g, Durchmesser
0,4 mm). Dazu wurde das Zell-Gemisch 30 sec auf dem Vortexscly@sehndttelt und fur weitere 30
sec auf Eis gestellt. Diese Behandlung umfasste 10 Zyklen. &izagmente mit den Glasperlen
wurden durch Zentrifugation (1 min, 2.800 x g) entfernt. AnschlielRendewded abgenommene
Uberstand mit 8 ml Puffer 2 (siehe 2.11.5) verdiinnt. Die Sediti@mtder Membranen erfolgte
durch Zentrifugation des verdiinnten Uberstandes in der Ultrazentrifuge bei 100.00030 griiiirbei

4 °C. Der Uberstand aus dieser Zentrifugation, in dem sichchés|Proteine befinden, wurde
abgenommen und das Pellet zweimal mit 2 ml Puffer 2 gewaschenpcimverbliebene Reste des
Uberstandes zu beseitigen. Das Pellet wurde in8@uffer 2 resuspendiert und die so erhaltene

Membranfraktion fir Enzymtests eingesetzt.
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2.15Methoden beim Arbeiten mitS. cerevisiae

2.15.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Die in dieser Arbeit verwendeten Stdmme \@®rcerevisae wurden auf festem oder in flissigem
Vollimedium (YPD, siehe 2.14.1) oder Minimalmedium (CMdum) bei 30 °Qyeaogen.
Flassigkulturen wurden durch Schitteln (180-200 rpm) oder Rotation bellftet.

Dropout Powder 25¢9 Adenin (Hemisulfat)
129 L-Arginin
6,090 L-Aspartat
6,090 L-Glutamat (Na-Salz)
189 L-Lysin (HCI)
1,29 L-Methionin
3,00 L-Phenylalanin
2259 L-Serin
12,0¢g L-Threonin
1,89 L-Tyrosin
9,0¢g L-Valin

Uracil, Histidin, Tryptophan und Leucin sind niarithalten.
Die Substanzen wurden vermischt und mit einem Mdvabrerisiert.

CMdum 1,16 g/l Dropout Powder (siehe unten)
2 % (w/v) Glukose oder Raffinose
0,67 % YNB (Yeast_Ntrogen Base, mit Ammoniumsulfat / ohne
(wiv) Aminosauren)

2 % (w/v) Bacto-Agar (Difco) fur Platten
20 mg/l Histidin
60 mg/l Leucin
40 mgl/l Tryptophan
20 mg/l Uracll

Glukose oder Raffinose sowie die Aminosauren undeBadie nicht zur
Selektion bestimmt sind, wurden als sterilfiltreerLdsungen nach dem
Autoklavieren dazugegeben.

Zur Selektion von transformierten Zellen wurde dem Medium keircin oder Uracil zugesetzt. Bei
Expressionsversuchen wurde die Glukose im Minimalmedium durch Raffineszt eds Glukose den

PsaLi-Promotor der Hefe-Expressionsvektoren pYES2 und pESC reprimiert (Lahy 2995).
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2.15.2 Transformation von S. cerevisiae

Zur Herstellung elektrokompetenter Hefe-Zellen wurden 500 mD-¥Wfedium mit 10 % (v/v)
Glycerol mit 5 ml einer Ubernachtkultur der Hefen angeimpft usdzbieiner OBy, von 1,3-1,5 bei
30 °C geschittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4.000 x g, 10 4nfC). Das Pellet wurde in
500 ml eiskaltem A. dest. resuspendiert. Alle hachfolgenden teciwitrden bei 0-4 °C durchgefihrt.
Die Zellen wurden erneut zentrifugiert und in 250 ml eiskaltendet. aufgenommen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 20 mkadtem 1 M Sorbitol resuspendiert,
erneut pelletiert und anschlie3end in 0,5-1 ml 1 M Sorbitol + 10/¢ Glycerol aufgenommen und
in Aliquots von 65 pl bei =70 °C eingefroren. Um eine mdglichseHoherlebensrate zu erreichen,

wurden die Zellen langsam eingefroren, indem die Behdlter in Ticheweakglt wurden.

Zur Herstellung elektrokompetenter Hefe-Zellen, die besgitlasmid trugen (pEchlo2029, 2.15.3),
erfolgte die Kultivierung in CMdum-Minimalmedium mit Glukos¢s Kohlenstoffquelle und 10 %
(v/v) Glycerol, wobei die Vorkultur 24 h inkubiert wurde. Alle veggn Schritte wurden, wie oben

beschrieben, durchgefihrt.

Fur die Transformation wurde ein Aliquot elektrokompetenterekdfen bei RT aufgetaut und mit
maximal 5 pl moglichst salzfreier DNA vermengt und 5 min &isfinkubiert. Anschliel3end wurden
die Zellen in eine vorgekihlte Klvette Uberfihrt und einem Spannusgepull.500 V (fir eine 2
mm Kuvette) oder 750 V (fur eine 1 mm Kivette) ausgesetzArnsthluss wurde unverziglich 1 ml
eiskaltes 1 M Sorbitol dazugegeben und diese Zellsuspensidn fitin auf Eis abgekihlt. Zum
Schluss wurden die Zellen 1 min bei 3.000 rpm (Biofuge) abzeri#ifug ca. 100 ul 1 M Sorbitol
+ 10 % (v/v) Glycerol resuspendiert, auf Selektivplatten ausplattier?-3 Tage bei 30 °C inkubiert.

2.15.3 Transformationskonstrukte und funktionale Expression inS. cerevisiae

Konstrukte zur Transformation von S. cerevisiae

Zur funktionalen Expression der putativen Glykosyltransferasen wurden die @RiEsHefevektoren

pPpYES2 und pESC-Leu kloniert, wobei letzterer nur in einigen Fallen benutzt.wurde

Da pYES2 nicht die zur Klonierung der ORFs notwendigen Schaligisthatte, wurde zunachst ein
Stammvektor erzeugt. Dazu wurde der mit Kpnl/BamHI lineattisi Vektor pYES2 mit dem Insert
aus dem rekombinanten Plasmid p18ct1882 (Tabelle 6, Zeile 8) lidest,zuvor ebenfalls mit
Kpnl/BamHI restringiert wurde. Da dieses Insert eine A8dhnittstelle besal3, konnten nun alle

weiteren Klonierungen mit dem resultierenden Stammvektor durcktzErs des Inserts nach
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Avrll/BamHI-Restriktion durchgefiihrt werden. Auf diese \&&ientstanden die meisten der fur die

Expression ir. cerevisae benutzen Vektoren (Tabelle 7).

Weiterhin wurde der Vektor pEchlo2029 (Tabelle 7) erzeugt, um €wexpression in Hefe zu
ermoglichen. Die Klonierung erfolgte durch Linearisierung dektdfs pESC-Leu mit Spel/Bglll und
Freisetzung des ORF aus p18chlo2029 (Tabelle 6, Zeile 13) durch AmiHBmiIt anschlie3ender
Ligation. Der Verdau mit diesen Enzymen fuhrt zu kompatiblen Eadethen entsprechenden DNA-

Strangen, was diese Ligation ermdglichte.

pYppDGDS (Tabelle 7) entstand durch Insertion eines PCR-Proddkiesius dem cDNA-Klon der
putativenaGalpGalD-Synthase auB. patens amplifiziert wurde (Tabelle 6, Zeile 38), in den mit
BamHI/Xbal linearisierten Vektor pYES2.

Funktionale Expression inS. cerevisiae

Zur funktionalen Expression der putative@®alpGalD-Synthase auB. patens (in pYppDGDS) und

von MGD1 ausA. thaliana (in pPEMGD2 von P. Jorasch) wurde der Stamm 334 verwendet. Die
Expression der tbrigen ORF-Sequenzen erfolgte im Stamm INMSderl Tabelle 7 sind alle zur
Transformation verwendeten Vektoren aufgelistet. Die Verwendurgrsahiedlicher Stamme war

dabei nicht von Bedeutung.

Die Zellen wurden in Minimalmedium (CMdum) mit Raffinose aragen. Die GrolRe der Vor- und
Hauptkulturen richtete sich dabei nach der benétigten MengeZijabe von Leucin oder Uracil war
abhangig vom Selektionsmarker der entsprechenden Expressitonsuekvobei Derivate von pYES2
die Uracil-Auxotrophie und Derivate von pESC-Leu die Leucin-Auxotropleieverwendeten Hefe-
Stamme kompensieren. Die Vorkultur wurde 24 h kultiviere Dduktion der Hauptkultur wurde mit

2 % Galaktose nach Erreichen einer gvon 1-2 gestartet und 20 h durchgefihrt. Die Ernte der
Zellen erfolgte durch Zentrifugation fir 10 min bei 5.000 x g.

2.15.4 Praparation von Gesamtmembranen

Die Prozedur zur Praparation von Gesamtmembranen ist dahegleie furP. pastoris beschrieben

(siehe 2.14.4). Die Membranfraktionen wurden flir Enzymtests eingesetzt.
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2.16 Methoden beim Arbeiten mit P. patens

2.16.1 Kultivierung von P. patens

Die Kultivierung vonP. patens erfolgte in einem modifizierten Knop-Flissig- oder Festmedium
(Reski et al., 1985). Dabei wurden die Kulturen in einer Phytol@amioei 25 °C unter einer
Lichtstarke von 55 UE x A s* (WeiBlicht, Philips TL, 65 W/25) und einem Licht/Dunkelwedhse
von 16/6 Stunden inkubiert.

Knop-Flissigmedium 0259/l KH2POY
0,25¢g/l  KCl
0,259/l  MgSQue 7 HO’
1,09/  Ca(NQ)2¢ 4 HO'
125mg  FeSQe 7 HO’

" aus 100 x konzentrierten Stammldsungen mit 1 N KOFsichtig auf
pH 5,6-5,8 einstellen, autoklavieren

Knop-Festmedium 109 Oxid-Agar (Unipath, Basingstoke, England) pro
Liter Knop-Flissigmedium

autoklavieren

Um P. patens auf Festmedium zu kultivieren, wurden einzelne MoospflanzéiKaop-Festmedium
gesetzt und die verschlossenen Platten mit Parafilm abgedidkite 2-3 Monate erfolgte ein
Umsetzen der Pflanzen auf frisches Festmedium. Flissigkultvueden in Erlenmeyerkolben, die
mit Silikonkappen (Bellco, Vineland, New Jersey) steril abgedecaren, inkubiert und zur
Durchliftung dauerhaft bei 100 rpm geschuttelt. Zur Vermehrung der Maozph wurden die
Pflanzen alle 14 Tage mit einem sterilen Ultra-TurraadSterkleinert und in frisches Knop-

Flussigmedium uberfihrt. Die Vermehrung wurde dabei nach folgendem Schemgediiinct.

1. 20 ml-Kultur mit einigen Moospflanzen versetzt (100 ml-Kolben)

2. 20 ml-Kultur mit 30 ml frischem Medium versetzt (100 ml-Kolben)

3. 50 ml-Kultur mit 70 ml frischem Medium versetzt (250 ml-Kolben)
4. 120 ml-Kultur mit 120 ml frischem Medium versetzt (500 ml-Kolben)

5. 240 ml-Kulturen geteilt und mit jeweils 120 ml frischem Medium vetg&20 mi-Kolben)
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Die Ernte der Pflanzen erfolgte 14 Tage nach dem letztersetten mittels Filtration durch
Nylongaze (100 pum, Ziricher Beuteltuchfabrik). Zur spéateren ftsolge von genomischer DNA
(siehe Kapitel 2.21) wurden die geernteten Pflanzen soforflimgigem Stickstoff schockgefroren

und bei —70 °C gelagert.

2.16.2 Transformation von P. patens

Die Transformation vorP. patens wurde anhand von Protoplasten von Prof. Dr. Ralf Reski und

Mitarbeitern in Freiburg durchgefihrt.

2.16.3 Konstrukte zur Transformation von P. patens

P. patens bietet die Mdglichkeit, durch homologe Rekombination gezidtombinante DNA ins
Genom zu integrieren (Schaefer et al.,, 1997). Die Effektidiéser gerichteten DNA-Integration
erreicht dabei einen Wert von 90 %, vergleichbar mit Wertenfldielefen beobachtet wurden und
Ubertrifft damit deutlich die Rate der gezielten/zufaligpNA-Integration bei hoheren Pflanzen
(Schaefer, 2001; Schaefer et al., 1997).

In P. patens sollten daher durch homologe Rekombination einerseits die Gemaitd¢ivenpGalD-
und aGalpGalD-Synthase deletiert werden. Andererseits sollte wliegtation von rekombinanter
DNA mit den Sequenzen heterologer Glykosyltransferasen ih.dlems derA6-Desaturase (Girke et
al., 1998) als Insertionsplattform erfolgen. Die damit verbund®aietion dieses Gens hat unter den

angegebenen Laborbedingungen keine Auswirkungen auf das Wachstum.

Klonierung der Konstrukte zur Gen-Deletion der putativenGalD- und aGalpGalD-Synthase

Die Gen-Deletionen der putativgiGalD- und aGalpGalD-Synthase sollten durch Insertion einer
Selektionskassette in den jeweiligen Lokus erfolgen. Dabetetietie genomischen DNA-Sequenzen
der putativerGalD- undaGalpGalD-Synthase als homologe Sequenzen, die je eind-Kassette
flankierten. Die Primer zur Amplifikation der genomischen Segee der beiden putativen
Galaktolipid-Synthasen wurden aus den jeweiligen cDNA-Sequenzen itdtgehel die resultierenden
PCR-Produkte in pUC18 zwischenkloniert (Tabelle 6, Zeilen 46, 47). Zartims der Kaf-
Selektionskassette (Tabelle 6, Zeile 39) wurden die Sequere@@dID- undaGalpGalD-Synthase
mit Aval (mit anschlieBendem Auffullen der Enden) bzw. mit Stuletwa zwei gleich groRRe
Fragmente geschnitten und mit dem Amplifikat der Selektiosskismit glatten Enden ligiert. Die
resultierenden rekombinanten Plasmide sind in Tabelle 8eigiezDie Freisetzung der
Deletionskonstrukte aus den Plasmiden erfolgte mit EcoRI (pbMGDSko) adaeirl B(pDGDSko).
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Klonierung der Expressionskonstrukte mit der A6-Desaturase als genomische

Integrationsplattform

Als Insertionsplattform zur Expression von heterologen Glykosyfeearsen inP. patens sollte der
Lokus derA6-Desaturase dienen, wobei dieses GenPfipatens nicht essentiell ist (Girke et al.,
1998). Die Konstrukte zur Transformation bestanden dabei aus zvgenémgen den6-Desaturase,
die den ORF einer heterologen Glykosyltransferase mit oder ohoeo@lalsten-Leadersequenz und
eine Kaff-Kassette zur spateren Selektion flankierten. Die FusioniedengORFs der heterologen
Glykosyltransferasen mit der Chloroplasten-Leadersequenzdiem Zweck, die mit dem Leader-

Peptid exprimierten Glykosyltransferasen in den Chloroplasten zutiemeor.

Die Herstellung der Konstrukte soll hier nur im Prinzifaetert werden, wobei die verwendeten
DNA-Fragmente in Tabelle 6 (Zeilen 39, 45-48) aufgefihrt sind. Zur Kakigin wurde zunéchst ein
Vektor kloniert, bestehend aus einer Expressionskassett85&iromotor und Terminator (beide
Elemente aus pRT101neo restringiert, Tabelle 4) und einék-Kassette. Es wurden Konstrukte mit
Leadersequenz und Konstrukte ohne Leadersequenz hergestellt. FiistdarFall wurde dafur die
genomische Chloroplasten-Leadersequenz der putai@aD-Synthase auP. patens hinter den
35S-Promotor der Expressionskassette kloniert. In beiden Réillesten dann verschiedenen ORF-
Sequenzen in die Expressionskassetten eingesetzt. Die Inserdergveiligen ORF-Sequenzen in
die Kassetten mit Leadersequenz erfolgte in das fortlaufeederaster der Leadersequenz. Zur
Fertigstellung der Konstrukte mussten diese noch mit den gscdloen Sequenzen d&8-Desaturase
flankiert werden. Dazu wurde das klonierte genomische Fnaigdez A6-Desaturase in zwei Halften
geschnitten und durch Ligation die zuvor aus den Klonierungsvektongesetzten Expressions-
Kassetten inseriert. Die daraus resultierenden rekombinarigamiBe zur Transformation und
Expression inP. patens sind in Tabelle 7 gezeigt. Die Transformationskonstrukte leonntit Hpal

freigesetzt werden.
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2.17Methoden beim Arbeiten mit A. thaliana

2.17.1 Kultivierung von A. thaliana

Die Kultivierung vonA. thaliana erfolgte auf Erde in einer Phytokammer mit einem TaghNac
Rhythmus von 16/6 Stunden bei 23 und 18 °C und einer Lichtstarke von $Bnjik s* (WeiRlicht,
Philips TL, 65 W/25)

2.17.2 Transformation von A. thaliana

Die Transformation vor\. thaliana wurde mit Hilfe vonA. tumefaciens modifiziert nach der ,Floral

dip“-Methode von Clough et al. (1998) durchgefiihrt. Es handelt sichumerine vereinfachte
Methode, die im Gegensatz zur Vakuum-Infiltration (Bechtoldaket 1993) darauf beruht, die
Infloreszenzen der Pflanzen in eine Losung zu tauchen, die Aeliamefaciens nur noch Sucrose
und das Benetzungsmittel ,Silwet L-77“ enthalt. Diese Methotterdart deutlich weniger Zeit und
Aufwand als die Vakuum-Infiltration, und die Samen-Ausbeute ist hdlzedie Pflanzen weniger

gestresst werden. Die Transformationsraten sind bei beiden Methodksictédyay .

Fur die Transformation wurden je 4 Pflanzen zusammen in 8 x &rofe Topfe gesetzt und
kultiviert, bis sich die priméaren Infloreszenzen zeigten. dlen Samenausbeute zu erhéhen, wurden
diese Primar-Triebe abgeschnitten und die Pflanzen somit iiunB von mehreren sekundéren
Infloreszenzen angeregt. Die Pflanzen waren zur Transformageigrget, wenn sie sich im
Anfangsstadium ihrer Bllite befanden. Die Infloreszenzen hattem eiabeHohe von 2-10 cm, wobei
die meisten Knospen noch geschlossen waren. Die Pflanzen wurdénidahtevie oben angegeben,
in das Transformationsmedium getaucht, sondern das Medium wurdelfimieides Pinsels auf alle
Teile der Blitenstande reichlich und durch grobes Betupfen awggatraAlle 4 Pflanzen eines Topfes
wurden mit dem gleichen Konstrukt transformiert. Nach diégezedur wurden die Pflanzen fur
einen Tag mit einer Haube abgedeckt, um die Luftfeuchtigke@radhen, was zur Steigerung der
Transformationsrate beitragt. Nach funf Tagen erfolgte eifed&holung der gesamten Prozedur.
Die Pflanzen wurden unter den angegebenen Bedingungen kultivieztvBiuder Samenreife wurde
Uber alle Pflanzen eines Topfes eine Papiertite gestulpthiaiteade Samen aufzufangen. Nachdem
alle Schoten braun geworden waren, wurden die Fruchtstande inglertiRan abgeschnitten, einige

Tage getrocknet und dann die Samen geerntet.

Transformationsmedium 5% Sucrose
fur A.thaliana 0,05 % Silwet L-77 (OSi Specialties, Inc., Danbury, CT,A)S

A. tumefaciens (siehe 2.12.1 Transformationskultur)

Zelldichte vonAgrobacterium im Transformationsmedium etwa bei B
von 1,0
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Zur Selektion von transgenen Pflanzen wurden die geernteteanSaen transformierten Pflanzen
sterilisiert und auf Selektivplatten ausgebracht. Zur &etibn wurde etwa 1 g der Samen 1 min mit
Ethanol (absolut) und nach dessen Abgiel3en fir 6-8 min mit einend.@sis NaOCI (6 %) + Triton
X-100 (0,04 %) behandelt. Nach dem Abgiel3en dieser Losung wurden di@ 8ebamal mit sterilem
H,O gespilt. Um die Samen besser ausplattieren zu kdnnen, wurdensseler Agarose (0,1 %)
aufgenommen und dann auf Selektivplatten verteilt. Zur Selektiogdendem Medium Kanamycin
(40 pg/ml Endkonzentration) zugegeben. Die Inkubation erfolgtmén Ehytokammer bei 25 °C und
einer Lichtstarke von 55 pE x mx s (WeiRlicht, Philips TL, 65 W/25) sowie einem
Licht/Dunkelwechsel von 16/6 Stunden. Nach der Selektion von 2-3 Woehaden die

kanamycinresistenten Pflanzen auf Erde umgesetzt.

Selektionsplatten 4,4 g/l 1 x MS Gamborg bs — Vitamine

fur A. thaliana 0,549/l MES pH 5,8
0,8 % Plant-Agar

vorsichtig 20 min im Schnellkochtopf autoklavieren

2.17.3 Konstrukte zur Transformation von A. thaliana

Zur Expression von (putativen) GlykosyltransferaserAirthaliana wurden Vektoren erzeugt, die
einerseits ein Konstrukt zur Inaktivierung von MGD1 oder DGD1 wtHererseits eine
Expressionskassette mit dem jeweiligen ORF inklusive ©plasten-Leadersequenz tragen. Die
Expressionskassette sollte somit zur Synthese eines Fusienspriithren, das aus der jeweiligen

Glykosyltransferase mit einem N-terminalen Chloroplasterdégseptid besteht.

Klonierung des Transformationsvektors

Als Transformationsvektor wurde pCambia2200 verwendet, dessen FHidéAtion in Pflanzen die
Selektion mit Kanamycin ermoglicht. I&. coli und A. tumefaciens erfolgte die Selektion mit

Chloramphenicol.

Dieser Vektor wurde mit zwei Expressionskassetten ausggstaestehend aus je einem 35S-
Promotor und einem dazugehodrigen OCS-Terminator. Der 35S-Promotor wusd@RT101neo
amplifiziert (Primer nicht angegeben), der OCS-TerminatorhdRestriktion aus pUSPOCS (Abbadi
et al., 2004) freigesetzt. Die genaue Vorgehensweise der Klagiesoll hier nicht naher erlautert
werden. Um geeignete Schnittstellen zur Klonierung zur Verfigundpaben, wurde in jede der
beiden Expressionskassetten ein entsprechender Polylinker MCSMG&2 eingesetzt (Tabelle 6,

Zeilen 49, 50). Der resultierende Transformationsvektor ist pEME. Der Polylinker MCS1 war
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dazu bestimmt, das entsprechende Konstrukt zur Gen-Inaktivierumgnatiimen; in den Polylinker

MCS2 wurde der jeweilige ORF mit Chloroplasten-Leadersequeaderns

Klonierung der Konstrukte zur Gen-Inaktivierung

Die Konstrukte zur Gen-Inaktivierung mit ,post-transcriptionang silencing® von DGD1 und
MGD1 von A. thaliana bestanden jeweils aus einem genomischen DNA-Fragment, mi&slen

sense- und einmal in antisense-Orientierung kloniert und durch réno@-Sequenz getrennt wurde
(Smith et al., 2000). Die daraus resultierenden Konstrukte wurdeten Polylinker MCS1 des
Transformationsvektors eingesetzt. Die entsprechenden Sequenmtsnvdurch Amplifikation aus
genomischer DNA isoliert (Tabelle 6, Zeilen 40-43). Die Kongtonkdieser Elemente soll hier nicht

naher erlautert werden.

Klonierung der Expressionskonstrukte

Zur Klonierung der Expressionskonstrukte wurde zunéchst die Chloropleesaelersequenz aus
pl8Leadernt (Tabelle 6, Zeile 44) in den Polylinker MCS2 durastriktion mit Apal/Avrll

eingesetzt. AnschlieRend erfolgte die Klonierung der jegamili ORFs durch Avrll/BamHI. Die

Schnittstellen waren so gewahlt, dass die ORF-Sequenzen inodisifénde Leseraster der
Leadersequenz inseriert sind. Die resultierenden Transformaglkdosen sind in Tabelle 7
dargestellt. Die Buchstabenfolgen ,Ds’ oder ,Ms’ in den Bezeichenrtgr Vektoren stehen dabei fiir
DGD1-,Gene silencing® oder fir MGD1-,Gene silencing”. Da mitnehmender Gr6Re der
Fragmente die Klonierungen immer schwieriger wurden, erfdigten Durchfiihrung oft in mehreren
Zwischenschritten in pUC18. Eine ausfihrliche Beschreibung wdatler den Rahmen dieser Arbeit

sprengen, so dass hier nur das Klonierungsprinzip angegeben wurde.

2.18 Lipidanalytik

2.18.1 Isolierung von Gesamtlipiden

(Siebertz et al., 1979)

Fur die Lipidextraktion wurden frisch geerntete Bakterien- tfefenkulturen und frische oder
eingefrorene Pflanzenteile verwendet. Das Zell- oder Pflanzernialawurde mit etwas A. dest.
versetzt und unverztglich fur 10 min im kochenden Wasserbad inkuBiersedimentierten Zellen,
bzw. die abgetropften Pflanzenteile wurden in einer ersteraliixtn mit Chloroform/Methanol (1:2)
mindestens 4 h oder Uber Nacht bei 4 °C geschittelt. Didtezviextraktion erfolgte mit

Chloroform/Methanol (2:1) unter den gleichen Bedingungen wie die Epdraktion. Die Trennung
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von Zellen und Losungsmittel erfolgte jeweils durch Zentrifioga Nach Vereinigung der beiden
Extrakte wurde der Gesamtextrakt entweder direkt auf eimalters Chloroform/Methanol/NaCl
(0,45 %) (2:1:0,75) eingestellt oder bei groieren Mengen zuvoresiggand dann im angegebenen
Losungsmittelgemisch wieder aufgenommen. Zur besseren Phasentrenmdagier Gesamtexktrakt
zentrifugiert, die organische Phase abgenommen und eingeengt.idiie wurden entweder in
Chloroform aufgenommen und anschlieRend Uber Saulenchromatograpktieniea oder in
Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommen und zur Analyse Uber Dinnschichtatographie (DC)

aufgetrennt oder bei -20 °C gelagert.

2.18.2 Dunnschichtchromatographie

Die Lipidextrakte wurden zur Trennung in ihre Einzelkomponenten auf Kidgkeltjen (Kieselgel 60,
Schichtdicke 0,25 mm, Merck; HPTLC-Platten) in einer Bandbreon 0,5 — 1,0 cm entweder per
Hand oder mit Hilfe des automatischen ,TLC sampler’ (CAMAd&)fgetragen und in einem der
angegebenen Laufmittel (Tabelle 9) entwickelt. Mit Hillen Referenzsubstanzen erfolgte die
Zuordnung der separierten Lipidbanden. Um die Lipide auf den emfteokKieselgelplatten zu
detektieren, wurden die Platten mit verschiedenen Reageentweder durch Besprihen (A, B, C)
oder durch Eintauchen (D) behandelt. Zur praparativen Analyseligiete wurden die Platten
ausschlief3lich mit ANS bespriht und die entsprechenden KomponengerJihticht markiert. FUr

andere Nachweise erfolgt der Einsatz der Ubrigen Reagenzien (B, C, D).

A ANS 0,2 % (w/v) Anilinnaphthalinsulfonsaure in Meth&no
fuhrt zu Fluoreszenz aller hydrophoben Komponeniater
UV-Licht (366 nm)

B a-Naphthol / 84 a-Naphthol in 250 ml Methanol

Schwefelsaure 20ml A dest. o
30 ml konz. HSO, unter Rihren in Eisbad zugeben

farbt Glykolipide nach Erhitzen rot

C Phosphatid- 1Vol Lsg. 1 (40,1 g Molybdanoxid in 1 | 25 N 430y)
Reagenz 1 Vol. Lsg. 2 (1,78 g pulv. Molybdéan in 500 ml Lsg. 1
+ 2 Vol. A. dest.)
farbt alle Phospholipide blau

D Kupfersulfat- 10 % (v/v) CusQ
Loésung 8 % (V/v) Phosphorséaure

farbt alle Lipide nach dem Erhitzen auf 175 °Gwarz
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Tabelle 9Laufmittel fir die DC zur analytischen und prapaet Trennung von Glykolipiden und acetylierten
Glykolipiden.

Laufmittel Verhaltnis (v:v) zu trennende Lipide

Chloroform/Methanol 85:15 Monoglykosyldiacylglycerol /* Glykosylceramid
(Di-, Tri-)glykosyldiacylglycerol

Hexan/THF/Isopropanol/$D** 50:0.5:35:3 oGalD /aGlcD /BGalD /BGlcD

Hexan/THF/Isopropanol/ 40 40:0.4:50:8 BGIlcBGlcD /BGIcpGalD /pGalpGalD /
Triglykosyldiacylglycerol

Hexan/THF/Isopropanol/ 4O 40:0.4:50:10 Tri-(glukosyl/galaktosyl)-diacylgbmol / reines
Trigalaktosyldiacylglycerol

Hexan/THF/Isopropanol/$D 50:0.5:45:0.75 GlcCer / GalCerpGlc(1—->3)BGlcD

Chloroform/Hexan/THF/ 35:35:0.35:40:5:4 BGlc(1—->3)BGlcD / GalCer

Isopropanol/Methanol/sD

Chloroform/Methanol 85:15 GlcCer-1/ GlcCer-2

Diethylether acetylierte Glykolipide

* Die Komponenten links und rechts von dem Zeiclfewerden voneinander getrennt.

**Das Laufmittel [Hexan/THF 99:1]/Isopropanol/,8 40:50:10 wurde von Frau Ott (Arbeitsgruppe Heinz)
entwickelt und in abgewandelter Form in dieser Arbmgesetzt.

THF = Tetrahydrofuran

2.18.3 Praparative Reinigung von Lipidkomponenten

Séaulenchromatographie

Mit Hilfe der Saulenchromatographie wurden Gesamtlipid&serafraktioniert. Dazu wurden
entsprechend der Lipidmenge zwei verschiedene Grof3en (100 mig 3A0nmg / 6 ml) von ,SPE SI-
1“-Saulchen (Phenomenex, CA) benutzt, die mit Chloroform aquilibuiedtmit dem in Chloroform
aufgenommenen Gesamtlipidextrakt (2.18.1) beladen wurden. Die ElutioNedérallipid-Fraktion
erfolgte mit Chloroform, die Glykolipide wurden mit Aceton/Isppanol (9:1) und die Phospholipide
mit Methanol eluiert. Die verschiedenen Fraktionen wurden emgje und die Lipide in
Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommen. Ein Aliquot davon wurde chimgnaphiert und der Rest

fur die weitere Analyse verwendet oder bei -20 °C gelagert.
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Praparative Diinnschichtchromatographie

Die Isolierung und Reinigung von Glykolipiden erfolgte Uber die psipar
Dunnschichtchromatographie. Dazu wurde, entsprechend der eingesétipieimenge, der
Lipidextrakt auf der gesamte Breite einer oder mehrerseff@elplatten aufgetragen. Diese wurden im
entsprechenden Laufmittel entwickelt (Tabelle 9), anschii@@rit ANS (2.18.2) bespriht und die
gewunschten Lipide unter UV-Licht markiert. Die markiertetell&n wurden mit einem Spatel
abgekratzt. Das isolierte Kieselgel wurde in Chloroforeifnol (2:1) aufgenommen und 10 min im
Ultraschallbad beschallt oder Giber Nacht bei 4 °C extralbarch Zugabe von 0,75 Volumen 0,45 %
(w/v) NaCl wurde der Lipidextrakt gewaschen und nach Zentrifogatie untere, organische Phase
entnommen. Nach deren Einengung wurden die Glykolipide in Chlorofortinéddel (2:1)
aufgenommen. Ein Aliquot davon wurde zur Uberpriifung der Reinheit ctograghiert und der

Rest fur weitere Analysen verwendet oder bei -20 °C gelagert.

2.18.4 Acetylierung von Lipiden
Zur Strukturanalyse von Glykolipiden mit der NMR-Spektroskopie Magsenspektrometrie (MS)

wurden diese acetyliert. Die vom Losungsmittel befreiten Eipidirden zu je 20-25 mg mit 0,5 ml
Pyridin (trocken) und 0,25 ml Essigsaureanhydrid Gber Nacht im Duiialbiert. Die Entfernung
dieser Reagenzien erfolgte durch zweimalige Zugabe von 5 aplolsanol mit nachfolgendem
Eindampfen des Losungsmittelgemisches. Nach Aufnahme delietetyGlykolipide in Chloroform

wurden diese Uber praparative Dunnschichtchromatographie gereinigt (2.18.3)

2.18.5 Darstellung und GLC-Analyse von Fettsauremethylestern

Die Darstellung der Fettsauremethylester (FAME) fUr discromatographische Analyse erfolgte
durch saure Methanolyse. Hierfur dienten die von Kieselgelplatgekratzten Lipidfraktionen als
Ausgangsmaterial. Das Material wurde mdglichst wasserfrein Pyrrex-Rohrchen Uberfihrt und mit
2 ml 1 N methanolischer Schwefelsaure und 2 % Dimethoxypropan veuvsetzl h bei 80 °C
inkubiert. Nach dem Abkuhlen wurden die entstandenen FAME mit 2-Beatiblether extrahiert.
Nicht derivatisierte freie Fettsduren wurden durch Waschenpemeils dem gleichen Volumen 100
mM NaHCG; und A. dest. entfernt. Die Petroletherphase wurde jeweilsinezies GefalR tUberfuhrt.
AnschlieRend wurde sie mit DO, (in einer mit Watte gestopften Pasteurpipette) getrdackmeer
Argon eingeengt und fur die Verwendung in der gaschromatographisaiegsé in 100-200 pl

Petrolether aufgenommen.
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GC-Bedingungen Saule DB23, 30 m, 0252 mm, 0,25 um Film (Agileethinologies
Deutschland GmbH, Béblingen)
Tragergas Stickstoff 5.0
Detektor Flammenionisationsdetektor

Gaschromatograph Hewlett-Packard 6850

2.18.6 NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie

Die Aufklarung der Struktur der isolierten und acetyliertegk@lipide erfolgte durch Prof. Dr. U.

Zahringer am Forschungszentrum Borstel mittels NMR-Spektroskopi®8nd

2.191solierung von Chloroplasten und Envelopes aus Pfteen

Die Isolierung von Chloroplasten und Envelopes aus SpinafAwstidopsis wurde in modifizierter

Form nach Tietje (1998) wie folgt durchgefthrt:

Isolierung von Chloroplasten

Zunachst wurden 300 g frisches Pflanzenmaterial zusammen miswddser und 1 | Isoliermedium
II (2 X) in einem Mixer zerkleinert. Alle weiteren Schritteurden bei 0-4 °C durchgefuhrt. Der
Pflanzenbrei wurde anschlieRend durch Gaze (Miracloth) gefiltes Filtrat auf 6 Zentrifugenbecher
aufgeteilt und bei 2.300 x g 4 min sedimentiert. Die Pelletsl@umit etwas Waschpuffer vorsichtig
gewaschen und in je 2 ml Waschpuffer durch vorsichtiges Aufziehéneimgér Pasteurpipette
resuspendiert. Die Trennung der Chloroplasten von den Ubrigemageiénten und Thylakoiden
geschah Uber einen Percollgradienten. Dieser Percollgtdoistand aus 12 ml einer 80 % Percoll-
Losung, die mit 18 ml einer 40 % Percoll-Lésung Uberschichtet wueld die die
Chloroplastensuspension aufgetragen wurde. Nach ZentrifugatichQ@€l x g fir 5 min befanden
sich die Chloroplasten in der untersten Schicht, die in ein snébefall Gberfihrt und mit
Isoliermedium 1l versetzt wurde. Durch Zentrifugation bei 3.000 Xiig 4 min wurden die

Chloroplasten sedimentiert und in wenig Isoliermedium Il resuspendiert.

Isolierung von Envelopes

Zur Gewinnung von Envelopes mussten die Chloroplasten zunachst durdie Zleg10-20 fachen

Volumens Schockpuffer lysiert werden. Die Trennung der Envelopes demn freigesetzten

Thylakoiden geschah durch Auftragen der Lésung (je 10 ml) auf eir@osggradienten, bestehend
aus 12 ml 0,93 M Sucrose (in Schockpuffer) tiberschichtet mit 8 ml 0,80dvbse (in Schockpuffer)

pro Zentrifugenrohrchen (40 ml). Durch Zentrifugation bei 200.000 x g fur b5 emfolgte die
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Trennung der Envelopes von den Thylakoiden, wobei die Envelopes dle @snde im
Sucrosegradienten zu erkennen waren. Diese Bande wurde vorswltiginer Pasteurpipette
entnommen, mit Schockpuffer versetzt und erneut bei 200.000 x g fur Zenifugiert. Das Pellet

wurde anschliel3end in 50-1Q010 mM Tricine resuspendiert.

Isoliermedium 11 (2 x) 660 ml 1 M Sorbitol
80 ml 1 M Tricine-KOH, pH 8,0
260 ml A. dest.

Waschmedium 165 ml 1 M Sorbitol
5mi 1 M Tricine-KOH, pH 8,0
1ml 1 M MgCl,
329 ml

Schockpuffer 0,8 ml 1 M MgCl,
2,0 ml 1 M Tricine-KOH, pH 8,0
197,2 ml A. dest.

Percoll-Losung (80 %) 160 ml Percoll
20 ml 3,2 M Sorbitol

8 mi 1 M Tricine-KOH, pH 8,0
12 ml A. dest.

Percoll-Lésung (40 %) 80 ml Percoll
80 ml Waschmedium
20 ml 3,2 M Sorbitol
8 ml 1 M Tricine-KOH, pH 8,0
12 mi A. dest.

2.20Proteinbestimmug nach Bradford

(Bradford, 1976)

Bradford-Reagenz 100 mg Serva Blau (in 50 ml 96 % Ethanol)
100 ml 85 % Phosphorséaure
850 ml A. dest

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurdenibBrobe mit 95Qul Bradfordreagenz gemischt und 10
min bei RT inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Bestimmung def,£3j@gen 95Ql Bradfordreagenz
gemischt mit 50ul A. dest als Referenz. Der Proteingehalt wurde dann anhaed Eichgeraden
bestimmt, die mit BSA-Standardlésungen (1,25 / 2,5 / 5 /ju@)5vor jeder Messreihe neu erstellt

wurde.
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2.21 Enyzmtests

Zur Charakterisierung der i&. coli, P. pastoris und S. cerevisiae exprimierten Proteine wurden
verschiedene Enzymtests durchgefihrt. Ebenso wurden Enzymtests aahwelis maoglicher
Glykosyltransferaseaktivitat iA. tumefaciens durchgefuihrt. Das jeweilige Protein wurde in Form von
Zell- oder Membranfraktionen (2.11.5, 2.12.5, 2.14.4, 2.15.4) zum Reaktionsansaizergeg
Weiterhin wurden Enzymtests auch mit Chloroplasten-Envelope®) (2ldrchgefuhrt. Die Tests
wurden in einem Volumen von 1Qd in Puffer 2 (2.11.5) durchgefthrt und fur 1-2 h bei 30 °C

inkubiert.

Der Abbruch der Reaktionen erfolgte durch Zugabe von 3 ml Chlondftethanol (2:1) und 0,75 ml
0,45 % NaCl. Die aus der organischen Phase gewonnenen Lipide wilbgenDC in den
entsprechenden Losungsmitteln (Tabelle 9) getrennt. Als Stand&dten verschiedene nicht-
radioaktiv markierte Glykolipide. Die Detektion und Dokumeintatder Radioaktivitat erfolgte mit
Hilfe des ,BAS-1000 Biolmaging Analyzer‘ (RAYTEST). Zur Mas1ig von Radioaktivitdt kam
aulBerdem ein Szintillationszahler (Beckmann) zum Einsatz. NBDBFluoreszenz (siehe unten)
wurde mit dem ,AlphaDigiDol" Gel Documentation & Image Analysis System* (Alpha Innotech

Corporation, CA) detektiert und dokumentiert.

Enzymtests mit radioaktiv markierten UDP-Zuckern

Standardtests mit radioaktiv markierten UDP-Zuckern wurdigrdBP-[*“C]Glukose (150.000 dpm,
spezifische Aktivitdt 10 GBg/mmol, Endkonzentration gM) oder UDP-}*C]Galaktose (150.000
dpm, spezifische Aktivitat 10,9 GBg/mmol, Endkonzentrationu®43 durchgefthrt.

In einigen Tests war die Zugabe weiterer Substrat@alD, BGlcD oder SG) erforderlich. Die
jeweilige Endkonzentration dieser moglichen Akzeptoren im fRea@ansatz lag bei 1 mM. Diese
Substanzen wurden zuvor in Ethanol solubilisiert. Die Endkonzentratmm &thanol im

Reaktionsansatz war nicht hoher als 5 %.

Enzymtests mit fluoreszierendem Ceramid

Enzymtests mit  D-erythro-N[6-amino-N-4’(7nitrobenzo-2-oxa-1,3-ali@zhexanoyl]-ceramide

(NBD-Cer) (Matreya, Inc.; Endkonzentration 0,Qd@/ul) enthielten neben diesem unter UV-Licht
fluoreszierenden Lipid zusétzlich nicht radioaktiv marlkdetdDP-Glukose (UDP-Glc) oder UDP-
Galaktose (UDP-Gal) (Endkonzentration je 50d). Die Zugabe von NBD-Cer erfolgte in geloster

Form in Ethanol, dessen Endkonzentration im Reaktionsansatz nicht hthés alsr.
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Enzymtests mit radioaktivempGalD

Standardtests zum Nachweis von maoglicher Galaktosyltransfefdis@st der putativerwGalpGalD-
Synthase auP. patens enthielten radioaktiveBGalD, das zuvor synthetisiert wurde. Zur Synthese

wurde UDP-}*C]Galaktose mit einer spezifischen Aktivitat von 10,9 GBg/mmol eedet.

Reaktionsansatz zu den Enzymtests mit radioaktiv markiertenfGalD

50.000 dpm  [*C]pGalD
3l NaCholat (100 mM)
ad. 50ul A. dest.
5 min im Ultraschallbad solubilisieren
50 ul bzw. 4l Zellfraktion bzw. Envelopes
1 min im Ultraschallbad solubilisieren
10ul 10 x MES (350 mM), pH 6,5
1 MgCl, (1 M)
Inkubation 3h bei RT

Reaktionsansatz zur Synthese von radioaktiv markiertenfGalD

2ul Envelopes
10ul 10 x Hepes (350 mM), pH 7,5
1,53uM UDP-[*C]Galaktose
4l MgCl, (0,1 M)

ad. 1OQJ| A. dest.
Inkubation 3 h bei RT

2.22 Southern-Blot-Analysen

Restriktion und Gelelektrophorese

Fur die Southern-Blot-Analysen wurden je 15 pg genomische DOIAA. thaliana mit 40 Units
verschiedener Restriktionsenzyme Uber Nacht bei 37 °C verdaet.DNA-Fragmente wurden
anschlie3end in einem 0,75 % Agarosegel in TAE-Puffer mit 30r\6fh bei RT aufgetrennt. Als
Langenstandard diente hierbei eine 1 kb-Leiter (Geneo BioRmyddamburg). Die Vollstandigkeit
des Verdaus wurde am UV-Transilluminator Gberpriift und durch ddpha®igiDoc" Gel
Documentation & Image Analysis System” (Alpha Innotech Corporation, CA)nlektiert.

TAE-Puffer (50 x) 484,09  Tris-Base
114,2 mi Eisessig

200,0 ml 0,5M EDTA
ad. 21 A. dest.
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DNA-Transfer auf eine Nylonmebran

Der Transfer der DNA aus dem Agarosegel auf eine NX-Nylonmnem(Pharmacia) erfolgte durch

einen Kapillarblot nach Sambrook et al. (1989). Die Schritte sind untemizel&en beschrieben.

Inkubation des Gels fur 8 min in 250 mM HCI, um BIA zu depurinieren
Spilen des Gels fiir 1 min in A. dest.

2 x Inkubation des Gels in Denaturierungslésungfiimin bei RT

Spilen des Gels fiir 1 min in A. dest.

2 x Inkubation des Gels in Neutralisierungslésuing30 min

Aquilibrierung des Gels in 20 x SSC

Anschliel3end wurde ein Kapillarblot aus folgendehi&hten aufgebaut (von unten nach oben):

eine Lage Whatman-3M-Papier, dessen Enden in 2BCGt&uchen
das Gel mit der Oberseite auf das Whatman-Paggenle

die Nylonmembran auflegen

3 Lagen Whatman-Papier

10-20 cm Zellstoffpapier

eine Glasplatte mit einem leichten Gewicht zum Alhsss

Der Transfer der DNA erfolgte Uber Nacht bei RT. Die DNA deuam néchsten Tag durch ,UV-
Crosslinken* mit 2 x 0,12 J/chfixiert. Daraufhin wurde die Membran kurz mit A. dest. geshasn

und in der Prahybridisierung eingesetzt.

Denaturierungspuffer 40,09 NaOH

1753 g NacCl
ad. 21 A. dest.

Neutralisierungspuffer 121,1g  Tris-Base

SSC (20 x)

360,0g  Eisessig
ad. 21 A. dest.
pH 7,2 mit HCI einstellen

350,6 g NaCl
176,4 g Natriumcitrat
ad. 2| A. dest.
pH 7,0 mit NaCl oder NaOH einstellen

Herstellung der DNA-Sonden

Die DNA-Sonden wurden mit dem ,PCR DIG Probe Synthesis KRbaghe) nach Angaben des
Herstellers hergestellt. Als Matrize fur die PCR wurde daspesthende Plasmid verwendet.

85



Material und Methoden

Prahybridisierung, Hybridisierung und Waschen

Die Membran wurde zunachst in 25 ml der Hybridisierungslésung A&y Hyb* (Roche) fur 2 h
bei 42 °C préhybridisiert. Bevor die Sonde zur ,DIG Easy Hybbilisierungslosung gegeben
wurde, wurde sie 10 min bei 100 °C denaturiert. Die Hybridisieruraygéefbei 42 °C tber Nacht im
Hybridisierungsofen. Fir eine Membran wurde 1 ml Hybridisierungslosung emer
Sondenkonzentration von ca. 25 ng/ul verwendet. Die verdinnte Sonde wahd&ebrauch bei -20
°C gelagert und vor der nachsten Verwendung 10 min bei 68 °C dertatdaehn der Hybridisierung
wurde die Membran zweimal fur 5 min bei RT mit 100 ml 2 x Wasaingsunter leichtem
Schwenken gewaschen. Dazu wurde die Membran aus dem Hybridisiétungen genommen und
in eine Schale Uberfuhrt. Es folgten zwei stringente Wasdltscliir je 15 min bei 68 °C im

Hybridisierungsofen in 100 ml 0,5 x Waschlésung.

2 x Waschloésung 2 X SSC mit 0,1 % (w/v) SDS

0,5 x Waschlésung 0,5 x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS

Detektion

Die Membran wurde nach den stringenten Waschschritten 1 mimleindaurepuffer aquilibriert und
dann 2 h unter leichtem Schitteln bei RT in 50 ml 2 x Blocking-Los&®ughe) inkubiert, um
unspezifische Bindestellen auf der Membran abzudecken. Danach vieitderdbran 30 min bei RT
und unter leichtem Schwenken mit 50 ml Antikérperldsung inkubiert. Njebundene Antikdrper

wurden durch zwei Waschschritte zu je 15 min bei RT in Maleinsaurepuffevatdeen.

Fir die Detektion wurde die Membran fir 2 min in Detektionsputgilibriert und danach 5 min bei

37 °C im Hybridisierungsofen mit einer CSRDdsung inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran
luftblasenfrei in Folie eingeschweil3t. Die Detektion der Ghamnineszenz erfolgte durch Belichtung
eines Films (HYPERFILM", 18 x 24 cm, Amersham Pharmacia Biotech), der je nach Signalstarke 30

min bis 24 h auf die Membran aufgelegt wurde. Die Entwicklung des Filmegterfoaschinell.

Maleinsaurepuffer 0,1M Maleinsaure
0,15 M NacCl

pH 7,5 mit NaOH-Platzchen einstellen

10 x Blocking-Lésung 10 % (w/v) Blocking Reagent in Maleinsaurepuffer

Antikorperldésung 20 pl Anti-Digoxigenin-AP (Fab-Fragment konjugientt alkalischer
Phosphatase, 750 Units/ml) in 200 ml 2 x Blockirigsling
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Detektionspuffer

CSPD®-Lésung

0,1M Tris/HCI pH 9,5
0,1M NacCl

2 ul 25 mM 3-(4-Methoxyspiro[1,2-dioxetan-3,2'-
(5'chloro)tricyclo[3.3.FJdecan]-4-yl)phenylphosphat, Dinatriumsalz in 2 ml
Detektionslésung

2.23 Computergestutzte Sequenzauswertung

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte am PC mit Hilfe folgenderaRtog:

CHROMAS 1.4.3

CLUSTAL (X 1.81)

BLAST

CLONE

http://trishil.sci.gu.edu.atgonor/chromas.html
Editierung von Sequenzdaten anhand ihres "Peakmusters”

(Higgins et al., 1988)
Alignments von Sequenzen

(Altschul et al., 1990)
Sequenzvergleiche mit Sequenzen der “GenBank” von NCBI (National
Center of Biotechnology Information)

(Clone Manager for Windows, Version 4.1, 1995-1996, Scientific &
Educational Software)
In silico-Klonierungen
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3 Ergebnisse und Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Manipulation der Glykolig@ttynthese irA. tumefaciens, P. patens,
Synechococcus und A. thaliana. Dabei sollten die nativen Glykolipide mit Hilfe eines g&sudten
Ansatzes durch alternative Glykolipide ersetzt werden, dreisi Details der Glykolipid-Kopfgruppe
von den nativen Glykolipiden unterscheiden. Der genetische Ansaterkaderte sich dabei auf die
entsprechenden Glykosyltransferasen, die den jeweils letztaittSn der Biosynthese der nativen
und der neuen Glykolipide katalysieren. Die Kenntnis der entspréehesensequenzen ist fir dieses

Vorgehen unumgéanglich.

3.1 Bereitstellung von Glykosyltransferasen

Die Bereitstellung von Glykosyltransferasen war die Voretzssi)g zur Manipulation der
Glykolipidbiosynthese in den ausgewahlten Organismen. In diesesichiinwar es einerseits
notwendig, die nativen Glykosyltransferase-Sequenzen zu kennen, emtsjdeechenden Konstrukte
zur Gen-lnaktivierung in den zu manipulierenden Organismen heremstéluf der anderen Seite
ware die Verfugbarkeit von mdoglichst vielen Glykosyltrarséen mit unterschiedlichen
Zuckerspezifitditen von Vorteil, um die erfolgreiche Expressiam \mindestens einer dieser
heterologen Glykosyltransferasen in den zu manipulierenden Organmm@ewahrleisten. Die
meisten der ausgewdahlten Sequenzen kodierten fur putative @tyosferasen, fir deren

Charakterisierung zunachst die ExpressioB.icoli, P. pastoris undS. cerevisiae erfolgte.

3.1.1 Bereits klonierte bakterielle Glykosyltransferasen

Zu Beginn der Arbeit standen drei bakterielle Glykosyltraasien mit unterschiedlichen
Zuckerspezifitaten zur heterologen Expression zur Verfigung. Hiessr Enzyme ist die prozessive
B-Glukosyltransferase auS. aureus, die ausgehend von DAG bis zu drei Glukosereste-in
Konfiguration transferieren kann (Jorasch et al., 2000). Die Zucker sid (da>6)-verknipft, wobei
das Hauptprodukt bei der heterologen Expressiplukosyl-(1—6)-p-glukosyldiacylglycerol
(BGIcpGlcD) ist. Diese Glukosyltransferase scheint daher gutggee zu sein, um das native
GalaktolipidaGalpGalD der Pflanzen und Blaualgen durch das alternative Gludt@®lcfGlcD zu
ersetzen. Eine weitere in dieser Arbeit verwendete Glykasgferase ist die-Glukosyltransferase
ausA. laidlawii (Berg et al., 2001), dieGlcD synthetisiert. Die dritte Glykosyltransferase stammte
ausB. burgdorferi und solltea-GalaktosyldiacylglyceroldGalD) synthetisieren (It. Korrespondenz

mit Dr. Bergstrom). Die Expression dieses ORFEincoli und S. cerevisiae zur Uberprifung der
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Enzymaktivitat war jedoch erfolglos (Daten nicht gezeigt)ahhangig davon wurden die beiden letzt
genanntenu-Glykosyltransferasen dafir eingesetzt, das neii@alD der Pflanzen und Blaualgen

durchaGlcD oderaGalD zu ersetzen.

3.1.2 Verifizierung einer BGalD-Synthase aufPhyscomitrella

Wie alle Pflanzen synthetisiert auch das MBogatens BGalD undaGal3GalD. Die entsprechenden
Gene zur Synthese dieser Galaktolipide waren jedoch nicht bekannt, webdeeen Kenntnis fur die
Erzeugung von Lipid-Mutanten erforderlich war. Aus EST-Sequenzisppogrammen (BASF-AG)

standen cDNA-Klone einer putativefGalD und aGaBGalD-Synthase zur Verfigung. Die
Verifizierung dieser Sequenzen stand am Anfang der Arbeiten undavaussetzung fir die spatere

Klonierung von Konstrukten zur Deletion dieser GenR.ipatens.

Zur Verifizierung der putativeffGalD-Synthase wurde die cDNA amplifiziert und in pUC19 als
Expressionsvektor fUE. coli kloniert (Tabelle 6, Zeile 37E. coli XL1-Blue wurde dann mit dem
Konstrukt p19ppMGDS (Tabelle 7) transformiert und die Expression duidiryg2.11.4). Die
Lipidextrakte der geernteten Zellen wurden fraktioniert ured @liykolipidfraktionen mit Hilfe von
DC aufgetrennt (2.18). Durch Besprihen mitNaphthol-Schwefelsaure und anschlielendem
Veraschen wurden die Glykolipide sichtbar gemacht. Der Lipidkixder Expressionskultur enthielt
dabei eine Glykolipidkomponente, die in der Kontrolle nicht vodem war. Anhand der
Referenzlipidg3GalD undpGlcD konnte die neue Komponente AlsalD identifiziert werden. Eine
eindeutige Bestatigung dieses Ergebnisses erfolgte durch uBsmiklysen des isolierten und
acetylierten Glykolipids durch Prof. Dr. U. Zahringer (Daten nigéteigt). Die detaillierte Struktur
ist in Abb. 26 zu sehen.
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BGIcD —
pGalD — — pGaD

Abb. 11 Dinnscichtchromatographische Auftrennung der Qlgldfraktion einerE. coli-Expressionskultur.
Die Glykolipide wurden in Hexan/THF/Isopropanof 50:0,5:35:3 aufgetrennt, mita-Naphthol-
Schwefelsédure bespriht und verascht. Die ExpresomputativerpGalD-Synthase auB. patens fuhrte inE.
coli XL1-Blue zur Synthese vghGalD.

Spur 1: Standards

Spur 2: Kontrolle

Spur 3: Synthese vdiGalD durch Expression der putative@alD-Synthase auRhyscomitrella.

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurden zusatzlich EnzynméisiZellfraktionen entsprechender
Expressionskulturen durchgefihrt. Dazu wurde einerseits die obehriebgne Expressionskultur
verwendet, andererseits wurée coli BL21(DE3) mit dem Expressionsvektor pETppMGDS (von
Claudia Hornle kloniert), einem Derivat des starken Expoassiktors pET-24d, transformiert und
eine zweite Expressionskultur herangezogen. Die Enzymtests wurtesdioaktiv markierter UDP-
Gal, wie beschrieben (2.21), durchgefuhrt. Die radioaktiven Lipide wurditels DC aufgetrennt und
mit Hilfe von Referenzlipiden zugeordnet. Dabei konnte in beidendsgmnskulturen die Synthese

von BGalD beobachtet werden.

1|2|3

s 8 —pGaD

Abb. 12 Dunnschichtchromatographische Auftrennung vonaadiven, lipophilen Reaktionsprodukten. Die
Enzymtests wurden mit radioaktiv markierter UDP-Gdiirchgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte in
Chloroform/Methanol 85:15, wobei nicht-radioaktiviég&alD als Referenzlipid diente. Anhand desVRertes
dieses veraschten Standards konnte das radioalgiieals fGalD identifiziert werden.

Spur 1: Kontrolle

Spur 2: Inkubation mit Zellfraktionen vda coli XL1-Blue

Spur 3: Inkubation mit Zellfraktionen vda coli BL21(DE3)
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Anhand der Lipidanalysen, der Strukturdaten und der Enzymtests kanatigtgverden, dass es sich
bei diesem cDNA-Klon um eine UDP-Gal-abhéangige, nicht-prozes3®alD-Synthase handelt
(Jorasch et al., 2000). Durch Vergleich der aus der cDNA abgeleitAminoséauresequenz (535
Aminosauren) mipGalD-Synthasen aus verschiedenen Organismen zeigten sich starioh iditan
(Daten nicht gezeigt) im Hinblick auf dgGalD-Synthasen vom Typ A (Awai et al., 2001). Dabei
sind, verglichen mit MGD1 auérabidopsis (Awai et al., 2001; Jorasch et al., 2000) oder Tabak
(durch BLAST Datenbanksuche), mindestens 50 % der Aminosauren ideAtigtdrdem enthalt die
abgeleitete Aminosauresequenz eine N-terminale Verlangerung. Mamdahingen, dass es sich hier,
wie bei den3GalD-Synthasen vom Typ A, um ein Chloroplasten-Leaderpeptid hg&dethojima et

al., 1997).

Um die Funktion der putativermGal3GalD-Synthase zu verifizieren, wurde eine Reihe von
Experimenten durchgefuhrt, die jedoch nicht zum gewiinschten Erfol@fiif{daten nicht gezeigt).
Die Enzymtests umfassten einerseits die CoexpressiotDi&-Klons mit je einef3GalD-Synthase

in E. cali und S cerevisiae. Die benutzten Expressionsvektoren (Tabelle 7)Hicoli XL1-Blue
waren pBK-CMVppDGDS und p19ppMGDS; cerevisiae enthielt die Vektoren pEMGD2 (Jorasch
et al., 2000) und pYppDGDS. Die Inkubation der Zellextrakte edolgit UDP-}“C]Galaktose.
Andererseits wurden Enzymtests ifitcoli BL21(DE3) unter Verwendung des starken pET-Vektor-
Systems (2.11.4) durchgefuhrt (pETppDGDS, Tabelle 7), wobei a®akdive Komponente
markiertes BGalD verwendet wurde. Als Positiv-Kontrolle wurden Enzymtests isolierten
Chloroplasten-Envelopes aus Spinat durchgefuhrt (2.19, 2.21). Behiegtenen Enzymtests zeigten
zwar eine Aktivitat bezlglich der exprimiertB@GalD-Synthasen, aber eine Synthese aGal3GalD
durch die putativexGal3GalD-Synthase auBhyscomitrella konnte nicht beobachtet werden. In den

Positiv-Kontrollen wurde dagegerGal3GalD gebildet.

Das in den Enzymtests verwendete radioakfi@alD wurde durch Inkubation der Chloroplasten-

Envelopes mit radioaktiver UDP-Gal hergestellt (2.21).

Die positiven Ergebnisse der Enzymtests mit den isolief#velopes zeigten, dass die
Versuchsbedingungen fir die Synthese w@al3GalD geeignet sein sollten. Durch Coexpression
einer BGalD-Synthase zusammen mit eingBal3GalD-Synthase durch eine andere Arbeitsgruppe
war andererseits bereits die Synthese a@aBGalD in E. coli demonstriert worden (Kelly et al.,
2003). Die Ursachen fur die nicht nachweisbare Aktivitat der ipetainGalpGalD-Synthase aus

Physcomitrella wurden nicht weiter untersucht.
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Somit konnte im Gegensatz ZiGalD-Synthase die putativeGalpGalD-Synthase nicht identifiziert
werden. Beide Sequenzen sollen jedoch dazu verwendet werden, dipredm@aden
Deletionskonstrukte zu erzeugen und damit die eventuellen Enzyititktivin Physcomitrella zu
eliminieren. Diese Elimination konnte dann mdglicherweise weifaifschliisse Uber die jeweiligen
Enzyme geben und moglicherweise auch zeigen, ob es sich hier daihemGal3GalD-Synthase

handelt.

3.1.3 Synthese einer optimierten Polynukleotidsequenz

Zunachst standen nur die drei oben dargestellten bakterieltprei®®n zur Expression in Pflanzen
und Blaualgen zur Verfligung. Wie weiter unten beschrieben, fdiertexpression dieser bakteriellen
Sequenzen nicht zur Akkumulation von neuen Glykolipiden. Daher wurdehlbssen, eine
kunstliche Polynukleotidsequenz zu synthetisieren, die der CodongKéitifiles Genoms VvoA.
thaliana angepasst war. Als Basissequenz diente die Aminosauresequengrodessivenf3-
Glukosyltransferase auS. aureus (Jorasch et al., 2000). In einem ersten Schritt wurde jede
Aminosaure durch jenes Codon reprasentiert, dad.irthaliana in Bezug auf die jeweilige
Aminosaure am haufigsten vorkommt. Entsprechende ,Codon-Usagefldia von verschiedenen
Organismen sind auf der Internetseite http://www.kazusa.eeroffentlicht. In einem zweiten Schritt
wurden dann alle Codons ausgetauscht, die an ihrer zweiten ued @asition das Dinukleotid CG
oder TA enthielten. Diese Sequenzen an den entsprechenden Positiorieipléses werden in den
meisten Eukaryoten einschliel3lich Pflanzen vermieden (Murragl.et1989). AuRerdem wurden
Kombinationen von Codons vermieden, bei denen das dritte Nukleotid desgehenden Triplets
und das erste Nukleotid des folgenden Triplets von T-A oder C-&tavegaren(De Amicis et al.,
2000)

Die auf diese Weise entworfene Polynukleotidsequenz war dis Baglie Ableitung einer Serie von
sich Uberlappenden Oligonukleotiden, die in ihrer Gesamthekudistliche, aber optimierte Sequenz
reprasentieren. Wie beschrieben (2.5), wurden diese Nukleotidfragndann zur Synthese der
kunstlichen Sequenz benutzt. Ahnliche Strategien zur Synthese votiicki@ms Polynukleotiden
wurden bereits beschrieben (Bambot et al., 1993; Fuhrmann et98;, S8evchuk et al., 2004). Die
vollstandig synthetisierte Sequenz wurde zwischenkloniert waeseiert, mit dem Ergebnis, dass in
der Sequenz sechs Fehler in Form von Deletionen und Basenaustausdim@nden waren. Die
Sequenz wurde entsprechend korrigiert (2.5) und ein weitesssdjuenziert, wobei erneut zwei
Fehler aufgetreten waren. Es folgte eine weitere Karreldabei wurde aber nur eine der beiden
fehlerhaften Basen korrigiert, die zu einem Aminosaureaudtagefuhrt hatte. Auch die dritte
Version enthielt eine fehlerhafte Base, was eindeutig auh defderhaften Primer zurtickzufihren
war. Auch die Ubrigen Fehler konnten in einigen Fallen auf fehleri@ijonukleotide zurtickgefuhrt

werden. Durch die fehlerhafte Base in der dritten Version wirdCaa®n TAC zu TGC abgewandelt,
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was zum Austausch der aromatischen Aminosaure Tyrosin durch hdiefsthaltige Aminosaure
Cystein an Position 67 der Aminosauresequenz fuhrt. Dieser Aclstkasn fur die Struktur und

Funktion des Proteins kritisch sein, aber an dieser Stelle wurde aufetasviKorrektur verzichtet.

Alle drei Versionen wurden zur ExpressiorEncoli benutzt; die dritte Version wurde aufRerderns.in
cerevisiae exprimiert. Das zu erwartende ProdBkélcGlcD oder andere neue Glykolipide konnten
jedoch in keinem dieser Falle detektiert werden (Daten nicht geZeigé) mogliche Erklarung hierfur
konnten die durch die Fehler verursachten Aminosdureaustausche imotEndequenz sein, die
maoglicherweise zu einem Verlust der Enzymaktivitat geftiatien konnten. Es kdnnte auch daran
liegen, dass die fir die Expression in Pflanzen optimieguenz nicht fir die Expressionkncoli
oderS cerevisiae geeignet war. Die dritte Version dieser Sequenz wurdd raursformation vorA.

thaliana und Synechococcus benutzt.

3.1.4 Isolierung neuer Glykosyltransferasen aus verschiedenen Bakterien

Zur Manipulation der Glykolipidbiosynthese in Pflanzen und Blauekfanden nun drei bakterielle
Glykosyltransferasen mit bekannten Spezifititen sowie kimestliche Polynukleotidsequenz zur
Verfligung (siehe oben). Da zu diesem Zeitpunkt schon bekannt wardidaBgpression der drei

bakteriellen Glykosyltransferasen in Pflanzen nicht erfolgreigh(siehe unten), wurde die Isolierung

weiterer bakterieller Glykosyltransferasen angestrebt.

3.1.4.1 BLAST Datenbanksuche

Zur Entdeckung neuer bakterieller Glykosyltransferasen wurdesthiedene BLAST-Suchlaufe in
der ,GenBank“-Datenbank durchgefuhrt (Altschul et al., 1990). Eirtersienten die beiden
bakteriellen Glykosyltransferasen a@islaidlawii (o-Glukosyltransferase) un8l aureus (prozessive
B-Glukosyltransferase) (Berg et al., 2001; Jorasch et al., 20@uahsequenzen, wobei aus dieser
Datenbankabfrage 18 ORF-Sequenzen mit unbekannter Funktion re=ultinf der anderen Seite
wurden mit Hilfe der Gcs auslomo sapiens (Ichikawa et al., 1996) zwei weitere bakterielle
Sequenzen, die als putative Gcs bezeichnet wurden, ermittelMadima Leipelt). Die Ergebnisse
dieser Datenbanksuche sind in der Tabelle 3 aufgelistet. Daneder identifizierte ORF mit der
zugehorigen ,,Genbank-Accession-Nummer“ und der vermuteten Fusl@neichung der putativen

Glykosyltransferase sowie der Spender-Organismus wiedergegebe

Die Suche ergab zwei ORF-Sequenzen \&nococcus radiodurans, zwei von Thermotoga
maritima, eine von Lactococcus lactis, vier von Chlorobium tepidum, neun von Chloroflexus

aurantiacus und je eine putative Ges-Sequenz Yotumefaciens undM. loti. Die meisten Sequenzen
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wurden dabei als putative Glykosyltransferasen oder als hyathetProteine annotiert. Vierzehn
der entsprechenden Polypeptide zeigten Homologie zu retendierend@syBransferasen mit einer
Identitat von 16-25 % zus-Glukosyltransferase voA. laidlawii, und vier zeigten Homologie zu
invertierenden Glykosyltransferasen mit einer Identitat von 1% 2r3-Glukosyltransferase vo&
aureus. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten lieBen sich die 18 Sequenzen edrstiminten Gruppe von
retendierendencof) oder invertierendenf¢) Glykosyltransferasen zuordnen (Tabelle 10). Die hier
angesprochenen Glykosyltransferasen reprasentieren dabei dfjtiglier der Glykosyltransferase-
Familien 4 (GT4) bzw. 28 (GT28), abgelegt in der ,CAZy“-Dataribaur Klassifikation von
Glykosyltransferasen und verwandten Proteinen (Coutinho et al.,) 1(@#®bohydrate-Active
Enzymes Server at URL: http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index)ht

Aufgrund der Zugehdrigkeit zu einer dieser Gruppen bzw. anhandAhrerosauresequenzen ist es
jedoch nicht moglich, auf Substrat-Spezifitaten von Glykosyltexasén sowie auf Prozessivitat und
andere Details zu schlie3en. Beispiele hierfir sind MGD1Aaubaliana und die prozessivg-
Glukosyltransferase aus aureus. Beide Enzyme sind in ihrer Aminosauresequenz homolog und
Mitglieder der GT28, zeigen aber sehr unterschiedliche fwpezifitdten und synthetisieren
unterschiedliche Produkte (Jorasch et al., 2000). Daher kann usihaAme der Anomerie der
Zuckerverknupfung, keine Aussage Uber die sonstigen Eigenschaften pdetiven

Glykosyltransferasen getroffen werden.

Die Sequenzen mit der Bezeichnung dr1225, tm0744, tm0622, ywaG, ct1882, ct0548, ¢022%b, ¢
sind der Familie GT4 zugeordnet, die Sequenz dr1076 ist in GT28dmnfiund die Sequenzen von
C. tepidum sind bisher in keiner Glykosyltransferase-Familie vestret.aut Korrespondenz mit Prof.

Henrissat konnen die ORF-Sequenzen chlo2029, chlo2030 und chlo2464 der GT2afieund

verbleibenden sechs ORFs der GT4 zugeordnet werden.
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Tabelle 10 Ahnlichkeiten (in %) von (putativen) Glykosyltraeshsen zuro-Glukosyltransferase vor.
laidlawii, zurB-Glukosyltransferase va® aureus oder zur Ges aud. sapiens.

GT4 GT28 GT21

(putative) a-Glukosyl- (putative) B-Glukosyl- (putative) Ges
Glykosyl- tran_sferaﬁe Glykosyl- transferase Glykosyl- H. sapiens
transferase A. laidlawii transferase S. aureus transferase
dr1225 23 dr1076 20 AGR_C 3323 24
tm0744 25 chlo2029 19 mir5650 23
tm0622 20 chlo2030 19
ywaG 25 chlo2464 14
ct1882 20
ct0548 16
ct0225 16
ct0226 16
chlo0149 16
chlo1337 19
chlo1537 20
chlo1567 17
chlo1798 17
chlo4056 16

-Galaktosyl- *
OLtransferas)g 28 MGD.l 22 Gos(;:psi um 9
B. burgdorferi A. thaliana arboreum

" Sequenz der MGD1 ohne N-terminales Leaderpeptid

Die beiden Polypeptid-Sequenzen autumefaciens undM. loti zeigten 24 % bzw. 23 % Identitat zur
menschlichen Gcs, untereinander waren sie zu 60 % identischli2ielk aus Pilzen und Pflanzen
charakterisierten Enzyme zeigten sogar noch geringere Aheiichkr menschlichen Ges (9-21 %)
(Leipelt et al., 2001). Aufgrund ihrer Sequenzahnlichkeit wurdessedibeiden ORFs der GT21
zugeordnet. Wie alle Mitglieder dieser Familie enthalteregie putative N-terminale Transmembran-
Domane und ein ,BD,,D3(Q/R)XXRW*“-Motiv (Marks et al., 2001). Zuvor wurde gezeigt,sda
dieses Motiv charakteristisch flr prozesgiv&lykosyltransferasen der GT2 ist (Saxena et al., 1995).
Obwohl alle Ges-Sequenzen dieses Motiv aufweisen (Leipelt, @081; Marks et al., 2001), konnte
jedoch bei keinem der bisher charakterisierten Mitglieder voR21GFrozessivitdt nachgewiesen
werden. Die Sequenzen vén tumefaciens und M. loti wurden anhand ihrer Sequenzahnlichkeit mit
anderen Mitgliedern von GT21 als putative Ceramidglukosyltreassder annotiert. Angesichts der
Tatsache, dass bisher keine Glykosylceramide und auch kéikeg(ycerolipide inA. tumefaciens
oder M. loti nachgewiesen wurden (Wilkinson, 1988), ist es verwunderlich, dass @rganismen
Sequenzen enthalten, die fir eine putative Ges codieren. Daher ist es autbericschend, dass ein
enzymatischer Nachweis ihrer Funktion bisher noch nicht @mbrsar. Somit war es ein Ziel dieser

Arbeit, die mdgliche Funktion von putativen Glykolipiden An tumefaciens aufzudecken. Mit der
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Annahme, dass es sich in beiden Fallen um Glykosyltransferasen haratetidem geplant, diese

beiden Sequenzen ebenfalls zur Glykolipidbiosynthese in Pflanzen und Blaaalgutzen.

3.1.4.2 Klonierung, Transformation und Expression der putativen bakteiellen

Glykosyltransferasen inP. pastoris, E. coli und S. cerevisiae

Zur Isolierung der 20 durch Datenbanksuche erhaltenen ORF-Sequarzefera verschiedenen
Bakterien wurden Primer abgeleitet und die ORF-Sequenzen dGRhaBs der genomischen DNA
der jeweiligen Organismen amplifiziert (weitere Detadlehe 2.10). Bis auf den ORF chlo0149
konnten alle Sequenzen amplifiziert werden. Die Amplifikateurden in verschiedenen
Klonierungsvektoren zwischenkloniert und konnten anhand von geeigndtaiitSellen aus diesen
Plasmiden wieder freigesetzt und in Expressionsvektorenensemrden. Die Schnittstellen wurden
so gewahlt, dass sie an keinen weiteren Stellen im Plasmiddetejeweiligen ORF-Sequenzen
vorkamen. Zusatzlich wurde darauf geachtet, dass die beiddarkiRessenzyme unter gleichen
Reaktionsbedingungen aktiv waren, um sie in einem gemeinsanaiidReansatz verwenden zu
kénnen. Alle ORF-Sequenzen wurden mit den gleichen Schnittstallelh,am 5’-Ende und BamHl

am 3’-Ende, versehen. Diese Strategie vereinfachte erhetbiic Klonierung dieser Vielzahl von
Sequenzen und die Erzeugung der vielen Expressionsvektoren flrurdeschiedlichen

Expressionswirte. In dieser Arbeit sind nur die rekombinanten mitlas gezeigt, die zur

Zwischenklonierung von PCR-Produkten erzeugt wurden oder die fekimesirukte beinhalten. Die

aus den Zwischenschritten entstandenen Plasmide sind nicht aufgefihrt.

Die Amplifizierung der ORF-Sequenzen abs radiodurans war mit erheblichen Schwierigkeiten
verbunden, was zum Teil auf den hohen GC-Gehalt von Uber 65 % (Whitd., €1999)
zurickzufuhren sein durfte. Erst nach vielen vergeblichen Versuchiénunterschiedlichen
Reaktionsbedingungen und durch Auswahl von geeigneten Primer-Bitetesteder Umgebung des
jeweiligen ORF, wo der GC-Gehalt niedriger war, gelang Sgltie die Amplifikation. Die isolierten
Sequenzen zeigten jedoch betrachtliche Abweichungen zu den wéiciiten Sequenzen in den
Datenbanken. Diese Abweichungen durften somit ein weiterer Grurdiefi@chwierigkeiten bei der
Amplifikation gewesen sein, da die Primer nicht gut binden konnten. BeziiglichrRfed0225 lagen
die Unterschiede bei 15 %, der Unterschied im Hinblick auf den @R676 lag bei 12 %. Laut
Korrespondenz mit Dr. Reinhard Rachel in der Arbeitsgruppe von BrofK. O. Stetter in
Regensburg handelte es sich Beiradiodurans, von dem die genomische DNA stammt, um den
Stamm R1. Von diesem Stamm wurden auch die Sequenzdaten véobffdlhite et al., 1999).
AuBerdem wurde die Amplifikation und anschlieRende Sequenzierung deerzen wiederholt,
sodass es zurzeit keine Erklarung fur diese gravierenden iéthwgen gibt (Sequenz des

amplifizierten ORF dr1225 ist im Anhang aufgeftihrt).
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Weitere Sequenzierungen wurden von den ORF-Sequenzen tm0744 und tmO6R2matisima
durchgefuhrt, wobei die Ergebnisse mit den offiziellen Daten in eetsprechenden Sequenz-
Datenbanken Ubereinstimmten. Auch die Richtigkeit der ORFsAatsmefaciens (AGR_C_3323)
und M. loti (mIr5650) konnte durch Sequenzierung bestatigt werden (Marginzelt). Die ORF-

Sequenzen auGnloroflexus und Chlorobium wurden mittels Restriktionsanalysen tberpruft.

Zur Expression dieser ORF-Sequenzen wurden verschiedene Exprestohenutzt. Einer dieser
Expressionswirte ist die Hef®. pastoris. Dieser Organismus enthéalt keine Glykoglycerolipide,
synthetisiert aber konstitutiv Glukosylceramid (GlcCer) utet@glukosid (SG). Daher igtichia ein
geeigneter Wirt zur Expression von Glykosyltransferasen, die ,D3&6role oder Ceramide als
Glykosyl-Akzeptor benétigen. In dieser Arbeit wurden zwei vaestdne Mutanten vorPichia
benutzt, die entweder nur noch GlcCer synthetisieren (Sta@808JAugt51) oder vollig frei von
Glykolipiden sind (Stamm JC308ugt51/Ages) (Hillig et al., 2003). Die glykolipidfreiePichia-
Mutante wurde zur Transformation mit dem ORF der putativen Geé.aumefaciens benutzt. Die
anderePichia-Mutante, die noch GlcCer synthetisiert, wurde mit den Kongtrukier ORFs aub.
radiodurans (dr1076, dr1225)T. maritima (tm0744, tm0622) und.. lactis (ywaG) transformiert
(Tabelle 7). Drei dieser ORFs (AGR_C_3323, dr1225, tm0744) konnten dabEifoig durch die

Detektion von neuen Glykolipiden in beidBrchia-Mutanten exprimiert werden (siehe unten).

Als weiteres Expressionssystem flr alle putativen Glykasysferasen wurdde. coli mit den
Stdmmen XL1-Blue oder C41(DE3) (Miroux et al., 1996) verwendet. InTdbelle 7 sind neben
weiteren Konstrukten die rekombinanten Plasmide von alleneitali ORFs (Tabelle 3) zur
Expression irkE .coli aufgelistet. Von den 19 Sequenzen fihrte nur die Expression denb@RFs
aus A. tumefaciens (AGR_C_3323) unadM. loti (mIr5650) zur Detektion von neuen Glykolipiden

(siehe unten).

Als dritter Expressionswirt diente die Hefé cerevisiae, die ebenfalls keine Glykolipide in
nachweisbaren Mengen synthetisiert. Dieser Organismus wurde mit desaimgdL2 klonierten ORFs
aus Chloroflexus und Chlorobium transformiert (Tabelle 7). Es war anzunehmen, dass einggerdi
putativen Glykosyltransferasen mdglicherweise Monoglykoswtliiyecerol als Substrat bendtigen,
wie dies fur die Diglukosyldiacylglycerol-Synthase aAislaidlawii (Edman et al., 2003) und fur
DGD1 und DGD2 augvrabidopsis (Kelly et al., 2003) gezeigt worden war. Daher wurden zusatzlich
verschiedene ORFs (ct0225, ct0226, ct0548, ct1882, chlo2030) zusamne&nenfiGalD-Synthase
(siehe unten) in einem Hefe-Stamm coexprimiert. Durch Einzett Coexpression wurden zwei

weitere neue Glykosyltransferasen (chlo2029, chlo2030) entdeckt.

Die Isolierung von 19 ORF-Sequenzen und deren Expressi®npastoris, E. coli undS. cerevisiae
fuhrte letztendlich zur Entdeckung von 6 neuen Glykosyltransferasean deharakterisierung

nachfolgend beschrieben ist.
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3.1.4.3 Charakterisierung neuer bakterieller Glykosyltransferasen

3.1.4.3.1 Prozessive Galaktosyl-/Glukosyltransferasen au&. tumefaciens und M. loti

synthetisieren eine Reihe von neuen Glykosylglycerolipiden und ¥osylceramiden

Akkumulation zahlreicher neuer Glykolipide durch Expression der Gcs ausA. tumefaciens in P.

pastoris

Einer der Wirte zur Expression der putativen Gcs-Sequen?.ausefaciens (ORF AGR_C 3323)
war die glykolipidfreie Doppelmutante voR. pastoris JC308 AugtSl/Agcs. Zur Analyse der
Glykolipide in den transformierten Zellen wurde der herdigste ipidextrakt zunachst durch
Saulenchromatographie fraktioniert und dann tber DC aufgetrennt (2.T8e¥e Auftrennung
brachte zahlreiche neue Glykolipide zum Vorschein, die mityk@3lylceramid- und
Glykosylglycerolipid-Standards cochromatographierten (Abb. 13).dignStruktur dieser Lipide zu
bestimmen, wurden die verschiedenen Komponenten isoliert, acetytiérimit Hilfe von NMR-
Spektroskopie und MS von Prof. Dr. U. Zahringer analysiertgDaicht gezeigt). Auf diese Weise
konnten die folgenden neun Komponenten identifiziert werden, beinddieeZucker, falls nichts
anderes angegeben—£B)-verknipft sind3GlcD, pGalD, zwei GlcCer-Spezie§Glc(1—3)BGIcD,
GalCer, BGIcSGIcD, BGlcpGalD, pGalpGalD. Die Strukturen dieser Glykolipide sind in Abb. 26

dargestellt.
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1|2|3|4|5|6|7|8|9|10|11|12
BGIcD — -
BGalD — -
GlcCer — m— e
BGIBGIcD — —— -
oGalfGalD — e — pr—

Abb. 13 Synthese von Glykosyldiacylglycerolen und Glykaesyamiden durch Expression der Gcs-Sequenz aus
A. tumefaciens in der glykolipidfreien Doppelmutante pastoris JC3084gcs/Augt51B1. Die Glykolipidfraktion

aus den transformiertelRichia-Zellen wurde Uber DC in Chloroform/Hexan/THF/Isopanol/Methanol/K0
35:35:0,35:40:5:4 analysiert. Die Glykolipide wundéurch Bespriihen mit-Naphthol-Schwefelsdure sichtbar
gemacht. Im Gegensatz zur Kontrolle (Spur 2) etitbie Glykolipidfraktion der transformierten Zeli€Spur 3)

eine Vielzahl von neuen Glykolipiden. Die Spuredi2zeigen die unterschiedlichen, Uber praparatiz D
isolierten Glykolipide.

Spur 1: Standards Spur 7: GlcCer (Spezies 2)
Spur 2: Kontrolle Spur 8:8Glc(1—3)BGIcD
Spur 3: Expression der Ges auidumefaciens in P. pastoris Spur 9: GalCer

Spur 4:4GlcD Spur 105GIcpGlcD

Spur 5:pGalD Spur 11:3GlcpGalD

Spur 6: GlcCer (Spezies 1) Spur 123GaBGalD

Die Strukturen der isolierten Glykolipide demonstrieren, dass @gximierte Enzym eine
aulBergewoOhnlich breite Substrat-Spezifitdt sowohl im Hinblick darf Zucker-Donator als auch
bezlglich des lipophilen Akzeptors aufweist. Die Gcs Autumefaciens ist in der Lage, irPichia
sowohl Glukose- als auch Galaktose-Donatoren zu nutzen und sonmormskuitiver Weisep-
verknipfte Glykoside zu bilden. Bei den Donatoren handelt esagibhscheinlich um UDP-Glc und
UDP-Gal. Die Zuckerreste werden auf eine Vielzahl von lipephihkzeptoren wie zum Beispiel
DAG, Ceramid,GlcD undBGalD ubertragen, wobei nur DAG und Ceramid in untransformierten
Zellen vorkommen. Die Akzeptanz von DAG und Glykosyldiacylglycerddennzeichnet die Ges aus
A. tumefaciens als prozessive Glykosyltransferase. Die Synthese der6)-verknlpften
Diglykosyldiacylglycerole durch eine native EnzymaktivitétHichia kann ausgeschlossen werden.
Dies zeigt die Expression der humanen GcBiahia, die ebenfalls zur Synthese vplcD fihrte,
ohne dass weitere Glykosylierungsprodukte detektiert werden kofugigelt et al., 2001). Falls die
Synthese des ungewdhnlichen—3)-verknipften Diglukosyldiacylglycerols tatsachlich auf die
Aktivitat der Gecs audA. tumefaciens zurtickzufiihren wéare, wirde dies die breite Spezifitdt dieses
Enzyms unterstreichen. Zurzeit gibt es jedoch noch keinen eineleuBgweis dafir, dass das
BGlc(1—3)BGIcD ein Produkt der Ges adstumefaciens ist.
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Synthese von hoher glykosylierten Glykosylglycerolipiden durch pression der Gcs ausA.
tumefaciens und M. loti in E. coli

Um die Daten der Gcs-ExpressionRichia in einem alternativen Expressionssystem zu bestatigen,
wurde die Gcs aus. tumefaciens zusatzlich inE. coli XL1-Blue und C41(DE3) exprimiert. Wie die
meisten Bakterien, enth&t coli keine Ceramide. Dieses bakterielle System diirfte auf3erdem eher den
Expressionsbedingungen des natirlichen WArtisimefaciens entsprechen und sontfit coli als einen
geeigneten Wirt fur die Expression der Gcs Ausumefaciens ausweisenE. coli XL1-Blue diente

auch zur funktionalen Expression der GesMukoti.

Von den transformierten Zellen wurden Lipidextrakte hergestdier Saulen fraktioniert und die
Glykolipidfraktionen Uber DC aufgetrennt (2.18.2). Die Expressi@enbeiden Gcs-Sequenzen fluhrte
auch in den transformiertds. coli-Zellen zur Akkumulation verschiedener neuer Glykolipide. Die
Glykolipidmuster zeigten aber Unterschiede im Vergleich detelpeTransformanten zueinander und
zu dem Glykolipidmuster dePichia-Transformanten (Abb. 13). Wie zu erwarten, waren keine
Glykosylceramide in den bakteriellen Glykolipidfraktionen vorfemdDariber hinaus konnten auch
keine Monoglykosyldiacylglycerole detektiert werden. Die Exgitgsder Gcs auB. tumefaciens in

E. coli C41(DE3) fuhrte zu Synthese einer einzigen Glykolipidkomponentinier sehr geringen
Menge. Diese Komponente chromatographierte mit eingtWdrt ahnlich dem des pflanzlichen
oGalBGalD-Standards. Aufgrund der geringen Menge ist aber die echem@e Bande in der
Abbildung (Abb. 14) kaum zu sehen. Der Grund fir das Fehlen von Galadaol liegt
wahrscheinlich darin, dass diegercoli-Stamm, wie schon friher beobachtet (Jorasch, 1999), nicht in
der Lage ist, genigend UDP-Gal bereitzustellen. Die Expressiocs aush. tumefaciens fuhrte
dagegen irk. coli XL1-Blue zur Synthese von zwei Glykolipiden (Abb. 14). Die lst&e der beiden
Banden chromatographierte ahnlich wie der pflanzlie@al3 GalD-Standard, die schwachere Bande
chromatographierte zwischen den beiden Referenzlipideal3GalD undBGIlcfGlcD. Bei beiden
Komponenten durfte es sich ialpGalD undBGlcBGalD handeln, die bereits bei der Expression in
Pichia identifiziert wurden. Die Expression der Gcs ®udoti in E. coli fihrte zu einem komplexeren
Muster von neuen Glykolipiden (Abb. 14). Ahnlich wie die Gcs Rotumefaciens katalysiert auch
dieses Enzym die Synthese Ww@al3GalD undBGlcpGalD. Dartiber hinaus kam es aber auch zur
Bildung von weiteren Glykolipiden, die in zwei getrennten Bandert RiWerten von
Triglykosyldiacylglycerolen chromatographierten. Das Glykolipiditer dieser transformierte.
coli-Zellen war das gleiche, das auch transformierte Zellen &ortumefaciens als drittem
Expressionswirt flr diese beiden Enzyme zeigten (siehe folgekuohnitt). Zur Strukturanalyse

wurden deshalb nur die neuen Glykolipide aus transformiértemmefaciens-Zellen herangezogen.
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1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 6
BGICRGICD — s | pcicacan
aGalﬁGalD T —  emm— — BGalBGaID
 TGID
w— | TGalD

Abb. 14 Synthese von Glykosyldiacylglycerolen in versckieeh Stammen voRB. coli, die die Gecs-Sequenz
von A. tumefaciens oder M. loti exprimieren. Die Gcs-Sequenz vén tumefaciens wurde in C41(DE3) und
XL1-Blue, die Ges-Sequenz vavh. loti nur in XL1-Blue exprimiert. Die Glykolipidfrakticen dieser Stamme
wurden tber DC in Hexan/THF/IsopropanaiiH40:0,4:50:10 getrennt und die Glykolipide durcbsprihen
mit a-Naphthol-Schwefelsdure sichtbar gemacht. Die Esgioa in dem Stamm C41(DE3) (Spur 3) fiihrte zur
Synthese einer nur sehr geringen Menge an Glykldipi Bei der entdeckten Komponente dirfte es simh u
BGalpGalD handeln, das aber in der gezeigten Abbildusgnk sichtbar ist. Die Expression in XL1-Blue war
mit der Bildung einer Reihe von neuen Glykolipiderfolgreicher. Die Expression der Gcs-Sequenz Aus
tumefaciens (Spur 5) fuhrte zur Synthese v@GalBGalD undBGlcfGalD, die Expression der Gces ads ot
(Spur 6) ergab verschiedene Glykolipide, die vditials fGalpGalD, BGlcfGalD, Triglykosyldiacylglycerol
(TGIlyD) und Trigalaktosyldiacylglycerol (TGalD) idéfiziert wurden. Die Glykolipidfraktionen der Kanollen
zeigten keine Glykolipide (Spur 2, Spur 4).

Spur 1: Standards

Spur 2:E. coli C41(DE3) als Kontrolle

Spur 3: Expression der Gecs audumefaciensin E. coli C41(DE3)

Spur 4:E. coli XL1-Blue als Kontrolle

Spur 5: Expression der Ges adigumefaciensin E. coli XL1-Blue

Spur 6: Expression der Ges adsloti in E. coli XL1-Blue

Uberexpression der beiden bakteriellen Ges-Sequenzém A. tumefaciens fuihrt zur prozessiven

Synthese von Di- und Triglykosyldiacylglycerolen.

Die beiden bakteriellen Gcs-Sequenzen zeigten bei ihrer hetenolegpression in pro- und
eukaryoten Wirten eine bemerkenswert breite Spezifité. fativen Funktionen dieser zwei Gcs-
Enzyme in ihren nattrlichen Wirten sind trotz dieser Ergebnigsterhin unklar. Deshalb war die
Uberexpression dieser Gcs-Sequenzer\.inumefaciens vorgesehen. Zu diesem Zweck wurde ein
Expressionsvektor fUA. tumefaciens konstruiert, der aus einef. coli-Expressionsvektor (pTrc)
bestand und die Replikationsursprungs-Sequenz pVS1 aus pCambia2200 zen $ddilierung
dieses Vektors inAgrobacterium enthielt. Die Genexpression wird dabei durch einen starken
induzierbaren Promotor kontrollierA. tumefaciens-Zellen wurden mit Vektoren, die entweder die
Gces-Sequenz aul. tumefaciens oder die Gces-Sequenz adk loti enthalten, transformiert. Die
Glykolipidfraktionen der beiden Transformanten zeigten dabeigiieishe Muster (Abb. 15), das
schon zuvor bei der Expression der beiden Gcs-Sequengeidh beobachtet wurde (Abb. 14). Die

Glykolipidkomponenten wurden isoliert, acetyliert und von Prof. IDrZahringer analysiert (Daten
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nicht gezeigt). Die Strukturen dieser Lipide sind in Abb. 26rgestellt. Die zwei
Diglykosyldiacylglycerole aus beiden Transformanten wurden f&al3GalD und BGlcfGalD
identifiziert; BGIcBGlcD konnte dagegen nicht entdeckt werden. Die Expression deauSts. loti
fihrte zusétzlich zur Bildung von Triglykosyldiacylglycerolen, dis dominierende Komponenten
auftraten. Die Hauptkomponente unter diesen Lipiden wurde als dakigayldiacylglycerol
identifiziert. Die Bande mit der etwas hoheren Mobilitat wain Gemisch aus reinem
Triglukosyldiacylglycerol sowie Diglukosylgalaktosyldiacyigerol und
Glukosylgalaktosylglukosyldiacylglycerol.

Wie schon bei der Expression der GeEircoli aufgefallen war, zeigten die zwei bakteriellen Ges-
Enzyme bei der Expression in Bakterien eine Praferenz fur damsfér von Galaktosylresten, da
galaktosehaltige GlykolipideBGalpGalD und Trigalaktosyldiacylglycerol) vorherrschend waren.
Lipide, die nur Glukosereste in ihrer Kopfgruppe enthiel@@I¢3GIcD), wurden dagegen nicht
detektiert. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu ddad&dungen zur Ges-ExpressiorPichia
(Abb. 13) mit Glukolipiden als vorherrschende Komponenten. Deshalb kanrvenmuten, dass die
natlrliche Aktivitdt dieser Gcs iMgrobacterium die prozessive Bildung vofiGalGalD und

BGlcpGalD sein durfte.
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BGlcBGIcD BGlcBGalD

oGalBGalD BGalBGalD

TGyD
TGalD

Abb. 15 Synthese von Glykosyldiacylglycerolen durch Uberession der Gcs-Sequenz aistumefaciens
oderM. loti in Agrobacterium. Die Glykolipidfraktionen von transformiertex tumefaciens-Zellen wurden tber
DC in Hexan/THF/Isopropanol4® 40:0,4:50:10 getrennt. Die Expression der Gcsfatigmefaciens (Spur 2)
fuhrte zur Synthese vagiGIlcpGalD undpGalpGalD, die nach ihrer Isolierung in den Spuren 3 drdhrgestellt
sind. Durch die Expression der Ges dudoti (Spur 5) wurden zusétzliche Glykolipide synthetisidie in zwei
getrennten Banden chromatographierten. Die obemd@anthielt verschiedene Triglykosyldiacylglycerol
(TGIlyD), die untere Bande bestand aus Trigalaktbagllglycerol (TGalD). Die isolierten Komponentsimd
in den Spuren 6-9 zu sehen. Der Wildtyp enthielbéentsprechenden Glykolipide in detektierbaremdbs
(hier nicht gezeigt).

Spur 1: Standards

Spur 2: Expression der Ges adidumefaciens in Agrobacterium

Spur 3: gereinigteBGIcfGalD aus der Glykolipidfraktion in Spur 2

Spur 4: gereinigteBGal3GalD aus der Glykolipidfraktion in Spur 2

Spur 5: Expression der Gces aus M. loti in Agrobagte

Spur 6: gereinigteBGIcBGalD aus der Glykolipidfraktion in Spur 5

Spur 7: gereinigteBGalBGalD aus der Glykolipidfraktion in Spur 5

Spur 8: gereinigtes Triglykosyldiacylglycerol aus @lykolipidfraktion in Spur 5

Spur 9: gereinigtes Trigalaktosyldiacylglycerol aies Glykolipidfraktion in Spur 5

Zusammenfassend sind nochmals die Produkte aus der Expressiteidkn bakteriellen Gcs-
Sequenzen in verschiedenen Wirten dargestellt (Abb. 16). Ausgehend @iodek Ceramid wurden
prozessiv bis zu drei Zuckerreste transferiert, wobei sowoldk@ae als auch Glukose in der
Kopfgruppe zu finden war. Das Diglykosyldiacylglycef@GaBGlcD und einige der moglichen
Triglykosyldiacylglycerol-Spezies wurden nicht detektierte \bbildung Abb. 16 verdeutlicht die
Prozessivitat und die breite Substrat-Spezifitat im Hinblick agk&r-Donator und -Akzeptor.
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GlcCer GalCer

N,/
T

GlcD GalD

RN N

GlcGlcD GalGlcD GlcGalD GalGalD

SN N N N

GlcGlcGleD GalGleGleD GlcGalGleD GalGalGlcD  GleGlcGalD  GalGlcGalD  GlcGalGalD  GalGalGalD

Abb. 16 Produkte der Gcs-Expression in verschiedenen WillAG und Ceramid (Cer) waren die priméren
Zucker-Akzeptoren. Die fett markierten Glykolipideonnten identifiziert werden, die grau markierten
Glykolipide wurden nicht detektiert. Alle ZuckerteshabenB-anomere Konfiguration und liegen in Di- und
Triglykosylresten in (3>6)-Verknupfung vor.

Enzymtests zeigen die Préaferenz der Gces fur UDP-Gal gegeniiigDP-Glc

Um die tatséchlichen Zucker-Donatoren zu identifizieren uedRdomiskuitat der Ges-Enzyme im
Hinblick auf diese Donatoren zu bestatigen, wurdenvitro-Enzymtests mit der Gcs aus.
tumefaciens durchgefuhrt. Als Enzymquelle wurden Membranfraktionen von tramgfotenPichia-
und E. cali-Zellen benutzt. Als das bessere Expressionssystem imeudrgiu XL1-Blue diente der
E. coli-Stamm C41(DE3). Die limitierende Menge von UDP-Gal in diesamm ist fur diese
Versuche ohne Bedeutung, da die Zucker-Nukleotide zum Reaktionsansatz hatzengegrden.

Die Aktivitat der inP. pastoris exprimierten Gcs wurde durch Enzymtests mit radioaktiven -UDP
Zuckern charakterisiert (2.21). Dazu wurden die sedimentiertegewdschenen Membranfraktionen
mit UDP-[**C]Glukose oder UDP*C]Galaktose ohne Zusatz eines lipophilen Akzeptors inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Lipide extrahiert, Uber DC arggat und nachfolgend ihre
Radioaktivitat mit einem Phosphorimager detektiert. In Koresté mit Membranen von
untransformierterPichia-Zellen wurden keine radioaktiven Glykolipide entdeckt (Abb. 17)den
Enzymtests mit Membranen von transformierten Zellen, die adioaktiver UDP-Glc inkubiert
wurden, konnten funf radioaktiv markierte Komponenten nachgewiesen nvé¢fidi. 17). Im
Vergleich mit Referenzlipiden wurden diese Komponenter8@lsD, fGalD, BGlcfGalD sowie als
zwei verschiede GlcCer-Spezies identifiziert (Abb. 17). BWaskommen von Galaktoseresten in den

Kopfgruppen kann durch das Vorhandensein einer Epimeraseaktivitét Membranfraktion erklart
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werden, die einen Teil der UDP'C]Glukose zu UDP}C]Galaktose konvertierGlcfGalD kann

auBerdem durch die Glykosylierung von nicht radioaktivié@alD in den Membranfraktionen

entstanden sein.

In den entsprechenden Enzymtests, die mit UDE}Galaktose durchgefiihrt wurden, konnte die
Inkorporation von deutlich mehr Radioaktivitat in die Lipide beoletcerden; das Lipidmuster war
hingegen &ahnlich. Die Galaktolipide waren die dominierenden Komponatiee@lukolipide waren
dagegen nur schwach markiert. Die Hauptkomponenten wurd@Gal®, GalCer3GlcGalD und
BGalpGalD identifiziert. Eine zweite GalCer-Spezies mit setitwacher Radioaktivitat konnte nicht
eindeutig bestimmt werden. Im Vergleich zu den LipidextraktenedésprechendeRichia-Zellen

zeigte sich hier eine deutliche Praferenz der Gcs fur die Synthe&zalakiolipiden.

1 ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4
E 7 — BGIcD
S ‘ — BGalD
A ; — GlcCer-1
A _ — GlcCer-2
ME L GalCer1
? — GalCer-2 ?
. was | — BGIcBGalD
M | 3GalpGald

Abb. 17 In vitro-Synthese von Glykosyldiacylglycerolen und Glykegyamiden durch Membranen véh
pastoris JC3084gcs/ Augt51B1, die die Ges-Sequenz véa tumefaciens exprimieren. Die Membranfraktionen
wurden mit UDP-}*C]Glukose oder UDP*{C]Galaktose inkubiert. Die Auftrennung der radidaknarkierten
Glykolipide erfolgte tiber DC. Die Inkubation mit BP*“C]Glukose fiihrte zur BildungGlcD, pGalD, GlcCer-
1, GlcCer-2 un@GlcpGalD (Spur 3). Die Inkubation mit radioaktiver UlFal fuhrte zur Bildung vofGalD,
BGlcpGalD, pGalBGalD, GalCer (GalCer-1) und moglicherweise eineitaven Spezies von GalCer (GalCer-2)
(Spur 4). Die Kontrollen zeigten keine entspreclendGlykolipide. Die Auftrennung der lipophilen
Komponenten erfolgte in Chloroform/Hexan/THF/Isqmool/Methanol/bHO  35:35:0,35:40:5:4. Die
Radioaktivitéat wurde mit Hilfe eines Phosphorimagdetektiert3GlcD, BGalD, GlcCer, GalCer3GlcGlcD
und das pflanzlichetGal3GalD wurden als nichtradioaktive Standards benutet durch Besprihen mit-
Naphthol-Schwefelsdure im Anschluss an die Detaldier Radioaktivitat durch Erhitzen sichtbar gentach
Spur 1: Kontrolle mit UDP{'C]Glukose

Spur 2: Kontrolle mit UDP3{C]Galaktose

Spur 3: Ges mit UDPYC]Glukose

Spur 4: Ges mit UDPYC]Galaktose
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Um diese Schlussfolgerungen zu bestétigen, wurden die Ergehinisseweiten Expressionssystems
herangezogen, indem zusatzliche Enzymtests mit der @oli C41(DE3) exprimierten Gcs voA.
tumefaciens durchgefuhrt wurden. Dazu wurden Membranfraktionen von transformi&gden

prapariert und fir zwei Serien von Experimenten eingesetzt.

Die erste Serie bestand aus Enzymtests mit radioaktivienahk UDP-Zuckern. Die markierten
Produkte (Abb. 18) waren ahnlich zu denen, die in Enzymtests mit Mefrdktionen vorPichia
entdeckt wurden (Abb. 17). Durch Inkubation mit radioaktiver UD@-@ltstand3GlcD (Abb. 18).

Die Inkubation mit radioaktiver UDP-Gal fuihrte zur Bildunghrerer Produkte, deren Radioaktivitat
auch deutlich hoher war. Durch Cochromatographie wurden diese als
Acylgalaktosylmonoacylglycerol (AGM), Monogalaktosylmonoacylgsal (MGM) (Heinz, 1996;
Heinz et al., 1974)BGalD und pGalpGalD identifiziert, wobei die beiden letzt genannten die
Hauptkomponenten darstellten. Die beiden zusétzlichen Komponenten AGM@KY die nicht in

den Enzymtests mit Pichia-Membranfraktionen beobachtet wurden, dirften durch

Transacylierungsreaktionen entstanden sein.

— AGM
— BGIcD

—
-
' — BGalD

s | — MGM
s | $GalpGalD

2B e . ==

Abb. 18 In vitro-Synthese von Glykosyldiacylglycerolen durch Menmena vonE. coli C41(DE3)-Zellen, die
die Gcs-Sequenz voA. tumefaciens exprimieren. Die Membranfraktionen wurden mit caditiver UDP-Glc
oder UDP-Gal inkubiert und die lipophilen Reaktipredukte Uber DC in
Chloroform/Hexan/THF/Isopropanol/Methanoy® 35:35:0,35:40:5:4 aufgetrennt. Radioaktive UD-fEhrte
zur Synthese voRGlcD (Spur 3); radioaktive UDP-Gal fuhrte zu Bildumon BGalD, pGalpGalD, und zwei
zusatzlichen Komponenten, die mit MGM und AGM chetographierten (Spur 4). Abgesehen von
Hintergrundmarkierung von nicht identifizierten Kponenten zeigten die Kontrollen keines der ideziéfien
Reaktionsprodukte. Die Identifizierung erfolgte antt von RWerten durch Vergleich mit den Standards
BGIcD, pGalD, aGalGalD, MGM und AGM.

Spur 1: Kontrolle mit UDP{'C]Glukose

Spur 2: Kontrolle mit UDP{C]Galaktose

Spur 3: Ges mit UDPYC]Glukose

Spur 4: Ges mit UDPYC]Galaktose
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Wie durch die Expression Pichia gezeigt, dienen auch Ceramide als lipophiler Akzeptor fur dee Gc
aus A. tumefaciens. Da aberE. coli keine Ceramide enthalt, wurden in einer zweiten Serie von
Enzymtests Ceramide eingesetzt, um deren Funktion als lipophilsspik fir das Ges-Enzym aus
A. tumefaciens zu bestatigen. Zu diesem Zweck wurde ein fluoreszierendesnice(NBD-Cer) mit
Membranfraktionen vok. coli C41(DE3) und mit UDP-GIlc oder UDP-Gal inkubiert (2.21). Nach der
Inkubation wurden die lipophilen Komponenten Uber DC getrennt und die Shemzen detektiert.
Abgesehen vom Substrat wurden zwei fluoreszierende Komponenten kéntdas Produkt im
Reaktionsansatz mit UDP-Glc cochromatographierte mit einkeiko8yl-NBD-Cer Standard (Jorasch,
1999) (Abb. 19). Analog dazu wurde das Produkt im ReaktionsansatzDRitGal als Galaktosyl-
NBD-Cer identifiziert. Fur diese Komponente existierte zigin entsprechendes Referenzlipid, aber
die Zuweisung war in guter Ubereinstimmung mit der niedeigéviobilitat von Galakto- verglichen
mit Glukocerebrosiden bei identischem Ceramid-Rickgrat. Dinth®se dieser beiden
Glykosylceramide bestatigt somit die Glykosylceramidsymthdivitat dieses Enzyms, die schon
vorher aufgrund der Akkumulation von Gluko- und Galaktocerebrosidéchia-Zellen abgeleitet

wurde, die dieses Enzym exprimierten.

- W W e

S— — GIcNBD-Cer
& — GalNBD-Cer

e

Abb. 19 1nvitro-Synthese von Glykosylceramiden durch MembranenEiaoli C41(DE3)-Zellen, die die Gcs-
Sequenz voi. tumefaciens exprimieren. Die Membranfraktionen wurden mit fleszierendem Ceramid (NBD-
Cer) und unmarkierter UDP-Glc oder UDP-Gal inkubiend die lipophilen Reaktionsprodukte Gber DC in
Chloroform/Hexan/THF/Isopropanol/Methanoy® 35:35:0,35:40:5:4 aufgetrennt. UDP-Glc flhrte zur
Synthese von Glukosyl-NBD-Cer (GIcNBD-Cer) (Spur BDP-Gal fiihrte zu Bildung von Galaktosyl-NBD-
Cer (GalNBD-Cer) (Spur 4). Die Kontrollen zeigteneihe entsprechenden Glykosylceramide. Die
Identifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte du@cNBD-Cer als Standard.

Spur 1: Kontrolle mit UDP-Glc

Spur 2: Kontrolle mit UDP-Gal

Spur 3: Ges mit UDP-Glc

Spur 4: Ges mit UDP-Gal
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Kinetische Daten untermauern die Praferenz fir UDP-Gal

In den meisten Experimenten war zu beobachten, dass beide Brae=aine Praferenz fur UDP-Gal
gegenuber UDP-GIc aufwiesen (Abb. 14, Abb. 15, Abb. 17, Abb. 18, Abb. 19). Urareaneyes Bild
dieser Spezifitdt zu erhalten, wurden kinetische MessungeneatiniBnung der Affinitat des Enzyms
fur die zwei Zucker-Nukleotide durchgefihrt. Normalerweisel die Ermittlung von Ig-Werten von
Glykosyltransferasen fiur UDP-Glc und UDP-Gal mit einem Bblenss an Akzeptor-Substrat
durchgefuhrt. Da aber Membranfraktionen als Enzymquelle benutdewund die Zugabe von DAG
oder Ceramid nicht ohne den Einsatz von Detergenzien mogliclvistle flr diese Zwecke eine
vereinfachte Methode angewandt. Dazu wurde nur die KonzentratiorZudder-Nukleotide in
Gegenwart von konstant gehaltenen Mengen von Membranproteierivabiamit blieb auch der
lipophile Akzeptor konstant, wenngleich er nicht im Uberschuss voedmandar. Die daraus

resultierenden lg- und ViyaxWerte sind somit nur fir Vergleichszwecke geeignet.

Zur Durchfihrung der Enzymtests wurden Membranfraktionen aus Zaltek.\coli C41(DE3), die
die Gcs audh. tumefaciens exprimierten, mit unterschiedlichen Konzentrationen von UDP-Glc ode
UDP-Gal inkubiert (2.21). Nach der Inkubation wurde die Radioadtivialler lipophilen
Reaktionsprodukte mit einem Szintillationszahler gemessedeth Ansatzen mit radioaktiver UDP-
Gal wurde gentigend Radioaktivitét in die Lipide eingebaut, welgieig in den Reaktionsansatzen mit
radioaktiver UDP-Glc unter den gleichen Bedingungen die Messwiérteeine verlassliche
Auswertung zu niedrig waren. Mit UDP-Gal wurde eine typischechigiklis-Menten-Kinetik
beobachtet (Abb. 20), die Substratkonzentrationen von 38M4UDP-Gal bei halbmaximaler
Geschwindigkeit (Ma/2) ergaben. Diese Ergebnisse bestatigen somit, dasskElieah exprimierten
Gces-Enzyme eine deutlich hohere Affinitat fir UDP-Gal @lsUDP-Glc haben. Dies deckt sich mit
der Beobachtung einer hoheren Akkumulation von Galaktolipiden imla&feingzu Glukolipiden in

Zellen, die dieses Enzym exprimieren.
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Michaelis-Menten

pmol/(min x mg protein)
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Abb. 20 Affinitat der Ges audA. tumefaciens fir UDP-Gal, dargestellt nach Michaelis-Mentennaweaver-
Burk und Eadie-Hofstee. Membranfraktionen \Ercoli C41(DE3) mit der Gecs aus tumefaciens wurden mit
verschiedenen Konzentrationen radioaktiver UDP-Bil konstanter Proteinmenge und ohne Zugabe eines
externen lipophilen Akzeptors inkubiert. Der Einbder Radioaktivitat in Glykolipide wurde mit einem
Szintillationszéhler gemessen. Die Abbildung ze€ligtgemessene Radioaktivitdét umgerechnet in pmii#(ny
Protein) bei verschiedenen Konzentrationen von WiP- Nach Eadie-Hofstee und Lineweaver-Burk ergibt
sich fur die maximale Geschwindigkeit £4) ein Wert zwischen 30 und 60 pmol/(minemg Proteinyl fir die
Substratkonzentration bei halbeg/ein Wert von 38-44M.

109



Ergebnisse und Diskussion

Die Gcs-Enzyme ausA. tumefaciens und M. loti sind prozessive Galaktosyl-/Glukosyl-

Transferasen, die sowohl Glykosylglycerolipide als auch Glykosylcemade synthetisieren

Mit der Charakterisierung der Gcs-Enzyme Ausumefaciens und M. loti konnten zum ersten Mal
bakterielle Vertreter der GT21 charakterisiert werdentZleiner deutlichen Sequenz-Homologie zu
anderen Mitgliedern dieser Gruppe unterscheiden sich die bendymE jedoch in drei wesentlichen
Merkmalen von den bekannten eukaryotischen Gcs-Enzymen. Diese Neerkimd die Zucker-

Akzeptor-Spezifitat, die Zucker-Donator-Spezifitat und die Proze&sivi

Die Gcs-Enzyme von Tieren, Pilzen und Pflanzen lUbertragen einerrfestkauf Ceramid (Ichikawa
et al., 1998; Ichikawa et al., 1996; Kohyama-Koganeya et al., 2004; tetpal., 2001; Wu et al.,
1999), die beiden bakteriellen Gcs-Enzyme nutzen jedoch DAG alspidkzdolekil. Dieses
Ergebnis lasst sich dadurch erklaren, dass sich DAG und Ceranktustll sehr &hnlich sind und
dassA. tumefaciens und M. loti offensichtlich keine Ceramide bilden (siehe unten). Einekestar
Expression der humanen Gcs und der beiden bakteriellen Gces in deP.Hefgoris, die sowohl
DAG als auch Ceramid enthalt, offenbarte eine breite Sg#zifit Hinblick auf den Glykosyl-
Akzeptor. Wahrend die humane Gcs hauptsachlich Ceramide und in gerfgamall auch DAG
glykosylierte (Leipelt et al., 2001), synthetisierte die Gcs @u tumefaciens Uberwiegend
Glykosyldiacylglycerole und in kleinerer Menge Glykosylceramides@ Arbeit). Die aus Baumwolle
klonierte Gcs ist gekennzeichnet durch die Synthese von Glykoaylicken und Sterolglykosiden
(Hillig et al., 2003). Breite Akzeptor-Spezifitdt im Hinblick aDAG und Ceramid ist ein Merkmal
vieler anderer Glykosyltransferasen (Jorasch et al., 1998chatal., 2000).

Das zweite Merkmal, das diese beiden Gcs von den ubrigen Meégtien GT21 unterscheidet, ist
ihre Donator-Spezifitat. Wahrend alle eukaryoten Gcs-Enzyme-GPnutzen, bevorzugen die
beiden bakteriellen Gcs-Enzyme UDP-Gal. Mitvitro-Enzymtests wurde gezeigt, dass dig der
Gcs aus Saugetieren fur UDP-Glc 200 mal niedriger ist alg/BiP-Gal (Sprong et al., 1998; Wu et
al., 1999). Weil die eukaryote Gcs-Aktivitét vivo immer zur Synthese von GlcCer aber niemals zu
GalCer fuhrt, wurden diese Enzyme als GlcCer-Synthasen haegi@chikawa et al., 1996; Leipelt et
al., 2001; Sprong et al., 1998; Wu et al., 1999). Obwohl es in diesett Artdgi moglich war, fir die
bakteriellen Gcs-Enzyme eingyKir UDP-GIc zu bestimmen, konnte doch nmitvitro-Enzymtests
gezeigt werden, dass die beiden Enzyme sowohl Galaktose alsGhumse Ubertragen, wobei die

Praferenz auf Seiten der Galaktose liegt.

Eine breite Substrat-Spezifitat eines Enzyms beziiglich DonatdrAkzeptor ist ein interessantes
Phanomen im Hinblick auf den Reaktionsmechanismus und die Strukt®ed&sSonszentrums, was
aber nicht Thema dieser Arbeit war. Dieses Merkmal kamer Konsequenzen fir die biologische

Funktion des Enzyms haben. Fiur die meisten prokaryoten Organismendig@rft/erwechslung” des
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Zucker-Akzeptors durch die Gcs nicht von Bedeutung sein, da sieAfarenthalten. Im Gegensatz
dazu enthalten eukaryote Organismen aber DAG und Ceramid, die berdenschiedlicher Weise in
den Stoffwechsel eingebunden sind. Daher wirde man von solchen <brgarerwarten, dass die
entsprechenden Gcs-Enzyme streng spezifisch gegentiber dem Alsiadtdozw. eine raumliche
Trennung von Enzym und ,falschem® Substrat gewahrleistet istseDinnahme ist allgemein
Ubertragbar auf andere Enzyme, die DAG oder Ceramid als Sulestragneen. Da aber viele dieser
eukaryoten Enzyme offensichtlich nicht strikt spezifisch sindpgleet al., 2001; Tadano-Aritomi et
al., 2003), ist es wahrscheinlicher, dass in den meisten diéflerdie Enzyme nur in bestimmten
intrazellularen Membransystemen anzutreffen sind und damitug@rifZ auf das ,richtige” Substrat

beschréankt ist.

Im Gegensatz zu dieser breiten Akzeptor-Spezifitat zedjenmeisten Glykosyltransferasen eine
strikte Spezifitit gegenuber dem Zucker-Donator. Zum Beispmhutzen Eukaryoten zwei
verschiedene Enzyme zur Synthese von Glukosyl- und Galaktosylde(kchikawa et al., 1996;
Schulte et al., 1993). Daher ist die Ubertragung von alteematBuckerresten auf das Akzeptor-
Molekdl, insbesondere der Transfer von Glukosyl- oder Galaktowyir@ge in dieser Arbeit anhand
der bakteriellen Gcs-Enzyme demonstriert, eine der wenigen Ausnatbome dieser Regel. Ein
anderes Beispiel fur diese Ausnahme ist die GlykosyltreamsdetpsB vorSnorhizobium meliloti,
deren natirliche Aktivitat der Transfer von Glukose seintdiiiese Glykosyltransferase ist in der
Lage, eine Mutante voRhizobium leguminosarum zu komplementieren, deren orthologe und hoch
selektive Mannosyltransferase LpcC defekt ist (Kangdesl., 2003). Eine weitere Ausnahme ist die
al,4-N-Acetylhexosaminyltransferase aus tierischem Gewebe, di#e Transfer von N-

Acetylglukosamin und N-Acetylgalaktosamin katalysiert (Lindletl®98; Pedersen et al., 2003).

Das dritte Merkmal, das die bakteriellen Gcs-Enzyme von dderan Mitgliedern in GT21 abhebt,
ist ihre Prozessivitat. Wahrend die eukaryoten Gcs-Enzymeschliel3lich monoglykosylierte Lipide
synthetisieren, Ubertragen die beiden bakteriellen Vertretétztich bis zu zwei Zuckerreste in Folge
auf Monoglykosyldiacylglycerol, wobei die Zuck@(l—6)-verkniipft sind. In Ubereinstimmung mit
ihrer Prozessivitat enthalt die Aminosauresequenz der beidéerieien Enzyme ein
»D1,02,D3(Q/R)XXRW*-Motiv, das zuvor als charakteristisches Merkman prozessivenf-
Glykosyltransferasen der Familie GT2, wie zum Beispiel deliulose-Synthase oder der Chitin-
Synthase, beschrieben wurde (Campbell et al., 1998; Saxena et al.,Il@963santerweise zeigen
auch eukaryote GT21-Mitglieder dieses Motiv in einer mehr aagriger kompletten Form, das fur
die Enzymaktivitat essentiell ist (Leipelt et al., 2001; kéaet al., 2001). Somit kann man annehmen,
dass dieses Motiv zwar erforderlich, aber nicht ausreiclndm die Prozessivitat der bakteriellen

Glykosyltransferasen aus GT21 zu erklaren.
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Prozessivitat ist ein haufiges Merkmal auch von andereiu-3fykosyltransferasen, zum Beispiel
von Enzymen audBacillus subtilis oder S. aureus in GT28. Diese Glykosyltransferasen (YpfP)
synthetisieren 3GIlcD, BGIcBGIcD und Triglukosyldiacylglycerol, die als Membranlipide und
Glykolipid-Anker fir Lipoteichons&uren dienen (Jorasch et a819orasch et al., 2000; Kiriukhin et
al., 2001). Auch Pflanzen enthalten eine hypothetische GalaktosydtrasesfAktivitat, die fur die
Synthese von Di-, Tri- und Tetragalaktosyldiacylglycerolen fhiterknipften Galaktoseresten
verantwortlich ist (Kelly et al., 2003; Xu et al., 2003). Darulénaus gibt es mehrere hdher
glykosylierte Derivate von Ceramiden, DAG und Sterolen in Pflanzed Pilzen, die vermuten
lassen, dass es weitere, bisher unbekannte prozessive Lipios@tyinsferasen gibt (Heinz, 1996;
Sperling et al., 2004). Trotz des ubiquitaren Vorkommens der Produktgpnazessiven Lipid-
Glykosyltransferasen sind die Funktionen dieser Produkte entils unbekannt. Eine Ausnahme
sind Sitosterol-Cellodextrine, die als Vorstufe fur dieludekebiosynthese in Pflanzen angesehen
werden (Peng et al., 2002).

3.1.4.3.2 lIdentifizierung von zwei a-Glukosyltransferasen ausD. radiodurans und T. maritima

Durch die Expression der ORFs dr1225 Busadiodurans und tm0744 au3. maritima in der SG-
freien Mutante vorP. pastoris JC308Augt51 konnten neue Glykolipide isoliert werden. Zur Analyse
dieser Glykolipide wurden Lipidfraktionen von den transformier#ailen aufbereitet und die
Glykolipidfraktionen Uber DC aufgetrennt (2.18.2). Diese Aulftieng flhrte in beiden Fallen zur
Detektion eines Glykolipids, das mitGIcD cochromatographierte und nicht in der Kontrolle vorkam
(Abb. 21). Eine weitere Komponente ist das native GlcCer edi¢dchia-Mutante. Zur
Strukturbestimmung wurden die neuen Glykolipide isoliert, ydieet und mit Hilfe von NMR-
Spektroskopie und MS von Prof. Dr. U. Zahringer analysiert (Daitdt gezeigt). Beide Glykolipide

wurden alsuGlcD identifiziert, dessen Struktur in Abb. 26 dargestellt ist.
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1 2 3 4
BGIcD —| M-
aGicD—| Mmm TR . — oGleD

BGalD —
— GlcCer

Abb. 21 Synthese vomGIcD in P. pastoris JC308Augt51 durch die Expression von Glykosyltransferasen aus
D. radiodurans und T. maritima. Die Glykolipidfraktionen von transformiertéh pastoris-Zellen wurden tber
DC in Chloroform/Hexan/THF/Isopropanol@ 25:50:0,5:40:1 aufgetrennt. GlcCer ist ein natig@ykolipid
dieserPichia-Mutante.

Spur 1: Standards

Spur 2: Expression der Glykosyltransferase drl2@&®aradiodurans

Spur 3: Expression der Glykosyltransferase tm0 U amaritima

Spur 4: Kontrolle

Zusétzliche Untersuchungen zur weiteren Charakterisierungrdizsden Glykosyltransferasen
wurden nicht durchgefiihrt. Da diese Enzyme in ihrer Aminosauresequeithaind zuraGlcD-
Synthase aué. laidlawii (Berg et al., 2001), darf man annehmen, dass es sich auch hier um nicht
prozessivenGlcD-Synthasen handelt, die in einer UDP-Glc-abhangigen ReakigoGlukosylierung

von DAG katalysieren.

D. radiodurans enthalt neben mehreren ungewdhnlichen Glykolipiden und Glykophospholguidén
aGlcD (Carbonneau et al.,, 1984; Huang et al., 1995; O'Leary et al., 19@8heD identifizierte
aGlcD-Synthase drl1225 aus. radiodurans wéare somit ein guter Kandidat fir das Enzym zur

Synthese des nativerGIcD.

Weiterhin enthélt auch das hyperthermophile Bakterfumaritima Glykolipide, die in ihrer Struktur
sehr ungewohnlich sind. Bei diesen Glykolipiden handelt eswittDiglukosyldiacylglycerole, die
durch eine (3>4)-Bindung der beiden-Glukosereste gekennzeichnet sind (Manca et al., 1992). Die
entsprechenden Gene und die Enzyme zur Synthese dieser Lipide Bedniéit bekannt. Die in
dieser Arbeit identifiziertexGlcD-Synthase tm0744 ware auch hier ein geeigneter Kandidataf

Enzym zur Synthese der Vorstufe dieser ungewohnlichen Diglukosyldiacylglydei. maritima.
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3.1.4.3.3 lIdentifizierung einer B-Galaktosyl- und einerp-Glukosyltransferase ausC.

aurantiacus

Glykosyltransferasen aus C. aurantiacus synthetisieren pGalD, BGlcD, BGIcfGlcD und

BGlcpGalD

Durch die Expression der putativen Glykosyltransferasen chlo2029 upi2D80I au<C. aurantiacus
konnten inS cerevisiae zwei weitere Glykosyltransferasen identifiziert werd®azu wurden
Glykolipidfraktionen aus transformierten Zellen vBncerevisiae aufbereitet und tber DC analysiert
(2.18.2). Die Expression der Glykosyltransferase chlo2029 fuhrt8ynihese voiftGalD (Abb. 22).
In der Glykolipidfraktion von Zellen, die die Glykosyltransferashlo2030 exprimierten, konnten
geringe Mengen vorGlcD und BGIcBGIcD identifiziert werden (Abb. 22). Die drei neuen

Glykolipide kamen in den Kontrollen nicht vor.

Da es auch Glykosyltransferasen gibt, die Monoglykosyldihmegol als Akzeptor bendtigen
(Dérmann et al., 1995; Edman et al., 2003), wurden in weiteren Experimesrichiedene putative
Glykosyltransferasen zusammen mit f&alD-Synthase chlo2029 aGsaurantiacus in S. cerevisiae

coexprimiert. Auf diese Weise konnte eine weitere Enzymativdentifiziert werden. Die mit den
ORFs chlo2029 und chlo2030 transformierten Zellen akkumulierten dab#zlals zu den oben
beschriebenen Lipiden das neue GlykolipielcfGalD (Abb. 22), das in der Kontrolle nicht vorkam.

Zur Bestimmung der Struktur dieser neuen Glykolipide wurdenedisprechenden Komponenten
isoliert, acetyliert und von Prof. Dr. U. Zahringer analysiBdten nicht gezeigt). Die Strukturen der
alspGalD, BGlcD, BGIcpGlcD undpGlcfGalD identifizierten Lipide sind in Abb. 26 dargestellt.
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1 | 2 | 3 | 4 | 5
BGIcD — s — BGicD
pGalD —| il & pCaD
BGIcBGID — - BGIcBGalD
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Abb. 22 Synthese neuer GlykosyldiacylglyceroleSreerevisiae durch die Expression von Glykosyltransferasen
aus C. aurantiacus. Die Glykolipidfraktionen aus transformierte® cerevisiae-Zellen wurden Uber DC in
Hexan/THF/Isopropanol/#D 40:0,4:50:5 aufgetrennt. Die Expression des ORB2029 fiihrte zur Synthese
von BGalD (Spur 3). Die Expression des ORF chlo2030téilmur Detektion geringer Mengen von neuen
Glykolipiden, die in der Abbildung kaum zu sehends{Spur 4) und durch Aufreinigung grof3erer Menden
entsprechenden Lipidextrakte #i&lcD undBGIcBGlcD identifiziert wurden (nicht gezeigt). Die Cgerssion
beider ORFs in einem Organismus resultierte inRlklung eines zusatzlichen GlykolipidisicfGalD durch
die Aktivitat der Glykosyltransferase chlo2030 (8plu Keines dieser Glykolipide kam in der Konteollor.

Spur 1: Standards

Spur 2: Kontrolle

Spur 3: Expression der Glykosyltransferase chlo2029

Spur 4: Expression der Glykosyltransferase chlo2030

Spur 5: Coexpression der Glykosyltransferasen €@62ind chlo2030

Die Strukturen der untersuchten Lipide demonstrieren, dass lesbeicbeiden Enzymen uifd-
Glykosyltransferasen handelt. Der ORF chlo2029 codiert somieifig nicht-prozessiv@GalD-
Synthase. Der ORF chlo2030 codiert fur gir&lukosyltransferase, die in der Lage ist DAS&IcD

undpGalD zu glukosylieren.

Enzymtests zeigen eine breite Akzeptor-Spezifitdt beidgdlykosyltransferasen

Zur Bestatigung der Ergebnisse der Lipidanalysen und zur eeit@harakterisierung wurden
zusatzlichin vitro-Enzymtests durchgefiihrt. Als Enzymquelle dienten Membranen voendednS.
cerevisae, die entweder beide Glykosyltransferasen getrennt odemmnusa in einem Organismus

exprimierten.

Zunachst wurde in radioaktiven Enzymtests die Spezifitdbelielen Enzyme gegentber dem Zucker-
Donator untersucht. Dazu wurden die Membranen mit UBE]Glukose oder UDP*C]Galaktose
und mit DAG als endogenem Akzeptor inkubiert. Die Zugabe von radieakthbP-Gal zu den
Membranen mit der exprimierten Galaktosyltransferase chlof2022€ zur Bildung voisGalD (Abb.
23). Daneben konnte noch eine schwachere radioaktive Komponente emntdetsn, die mit MGM

cochromatographierte und vermutlich ein Abbauprodukt von radioak{i@atD ist. Die Inkubation
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mit radioaktiver UDP-GIc resultierte in der Bildung eirnggringen Menge3GlcD. Ein weiteres
Produkt aus dieser Probe chromatographierte@alD und dirfte auf eine Rest-Epimeraseaktivitat
in der Membranfraktion zuriickzufiihren sein, die UDP-Glc zu UDPkGavertiert. Diese Resultate
charakterisieren dieses von ORF chlo2029 kodierte Enzym als WDRbGaNgige

Galaktosyltransferase.

L |2 | | s
— BGIcD
— BGalD
— — SG
E — MGM
i — BGIcBGIcD
RN PR e [l rnan.

Abb. 23 Invitro-Enzymtests zur Untersuchung der Zucker-Nukleopidzffitat der beiden Glykosyltransferasen
ausC. aurantiacus. Membranfraktionen von transformierten Zellen \@rcerevisiae, die den ORF chlo2029
oder chlo2030 exprimierten, wurden jeweils mit UPf&]Glukose oder UDP*C]Galaktose inkubiert. Die
lipophilen Reaktionsprodukte wurden {ber DC in Gbform/Hexan/THF/Isopropanol/Methanol/®l
35:35:0,35:40:5:4 aufgetrennt; die Radioaktivitaturde mit einem Phosphorimager detektiert. Die
verschiedenen Komponenten wurden anhand von radiaktiven Referenzsubstanzen identifiziert. Irétidn
der Glykosyltransferase chlo2029 mit radioaktiveDRIGal fuhrte zur Bildung vor3GalD und einer
schwacheren Komponente, bei der es sich vermutithMGM als Abbauprodukt von radioaktivefiGalD
handelt (Spur 4). Durch Inkubation der gleichen NMdeamfraktion mit radioaktiver UDP-Glc kam es zutdBing
von BGIlcD (Spur 3). Die zusétzliche Synthese vpBalD wird auf eine Rest-Epimeraseaktivitat in den
Membranen zuriickgefiihrt. Die Zugabe von radioaktiyBP-Glc zu Membranfraktionen mit chlo2030 fuhrte
zur Detektion vorGlcD undBGIcBGIlcD mit sehr schwacher Radioaktivitat (Spur Skulpation mit UDP-Gal
fuhrte nicht zur Bildung von Galaktolipiden (Spur. ®ie kaum detektierbaren Glukolipide in diesemsaiz
sind wieder auf eine Epimeraseaktivitat zuriickzegith Die neuen Glykolipide kamen nicht in den Kohén
mit dem Leervektor vor. Eine weitere radioaktiverifmnente, die vor allem in den Ansatzen mit radivak
UDP-GIc beobachtet werden konnte, cochromatograighimit SG und ist auf eine Enzymaktivitat $
cerevisiae zurlickzufuihren.

Spur 1: Kontrolle mit UDP3C]Glukose

Spur 2: Kontrolle mit UDP{C]Galaktose

Spur 3: Glykosyltransferase chlo2029 mit UBfG]|Glukose

Spur 4: Glykosyltransferase chlo2029 mit UDfG]Galaktose

Spur 5: Glykosyltransferase chlo2030 mit UDfG]|Glukose

Spur 6: Glykosyltransferase chlo2030 mit UDfG]Galaktose

Die durch den ORF chlo2030 kodierte Glykosyltransferase fuhahddugabe von UDP-Glc zur
Synthese von geringen MengefiGlcD und PGIcpGlcD. UDP-Gal wird von dieser
Glykosyltransferase nicht als Substrat akzeptiert. BE¥igebnisse zeigen, dass dieses Enzym in der

Lage ist, in geringem Umfang DAG und Monoglykosylglycerolipideciner UDP-Glc-abhéngigen
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Reaktion zu glukosylieren. Sie decken sich mit den Lipidanalysekanmmzeichnen dieses Enzym als

B-Glukosyltransferase.

In allen Enzymtests konnte eine Komponente beobachtet werden, ididem Standard SG
cochromatographierte und einer nativen Enzymaktivitit Sincerevisae zugeschrieben wird
(Warnecke et al., 1999).

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die beiden bakteri€ligosyltransferasen auf ihre
Akzeptor-Spezifitdt hin Gberprift. In einem ersten Experiment wuiglerymtests mit radioaktiv-
markierten Zucker-Nukleotiden und nicht-radioaktiven, lipophilen pk@eMolekilen durchgefihrt.
Zu diesem Zweck wurden Membranfraktionen mit @eGlukosyltransferase chlo2030 mit UDP-
[**C]Glukose und nicht radioaktiveAGlcD, pGalD und SG inkubiert. Die Zugabe dieser Akzeptoren
fuhrte in allen drei Fallen zu deren Glykosylierung und damit zilduBg von BGIcBGlcD,
BGlcpGalD und Steroldiglukosid (Abb. 24). Keine dieser Komponenten befard isicden
Kontrollen. Unter den angegebenen Reaktionsbedingungen wurden we@mmgonenten
synthetisiert, die zuvor schon beobachtet und beschrieben wurdemsdhigdliche Intensitaten von
Banden in verschiedenen Enzymtests sind auf Variationen in denidReshkdingungen und vor

allem auf die Unterschiede in der Expositionszeit zur Detektion der Réditd zurtickzufiihren.
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1 | 2 | 3 | 4 5 6 7 | 8
BGIcD — N e - Gk
SG - - — SG
##%:  — BGIcRGIcD
BGlcBGlcD — abom—. ;

BGIcBGalD — T -
o e [ Steroldiglukosid

Abb. 24 Breite Akzeptor-Spezifitat der Glykosyltransferad@o2030 au<C. aurantiacus. Membranfraktionen
von transformierten Zellen va® cerevisiae wurden mit UDP-{'C]Glukose und den nicht markierten exogenen
AkzeptorenfGlcD, BGalD und SG inkubiert. Eine weitere Inkubation &gfe zur Kontrolle mit Ethanol anstatt
mit  lipophilen  Akzeptoren.  Die lipophilen  Reaktigmedukte  wurden Uber DC in
Chloroform/Hexan/THF/Isopropanol/Methanoy®i 35:35:0,35:40:5:4 aufgetrennt; die Radioaktivitéirde mit
einem Phosphorimager detektiert. Alle drei Akzepmomurden glukosyliert und fihrten zur Bildung von
BGIcBGlcD, BGIcpGalD und Steroldiglukosid. Die verschiedenen Realgprodukte wurden bis auf das
glukosylierte SG anhand von Referenzlipiden idéerigft. Die neu gebildeten Glykolipide sind nicint den
Kontrollen enthalten. Die sonstigen Reaktionspréewkurden bereits beschrieben (Abb. 23).

Spur 1: Leervektor BGlcD

Spur 2: Leervektor $GalD

Spur 3: Glykosyltransferase chlo203@&IcD

Spur 4: Glykosyltransferase chlo203@&alD

Spur 5: Leervektor + Ethanol

Spur 6: Glykosyltransferase chlo2030 + Ethanol

Spur 7: Leervektor + SG

Spur 8: Glykosyltransferase chlo2030 + SG

Um zu testen, ob die beiden Glykosyltransferasen chlo2029 und 8Qlo20ch Ceramid als
alternativen Akzeptor glykosylieren, wurden auf3erdem Enzymibaistfuoreszierendem NBD-Cer
durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden Membranfraktionen von Zelleentlieeder eine der beiden
Glykosyltransferasen oder beide zusammen exprimieren, mit G@&Dind UDP-Glc oder UDP-Gal
inkubiert. Beide Enzyme waren in der Lage, NBD-Cer zu glykogpie(Abb. 25). Die
Galaktosyltransferase chlo2029 synthetisierte durch InkubatibrUbBiP-Gal Galaktosyl-NBD-Cer.
Die Inkubation mit UDP-GIc fuhrte bei der Glukosyltransferael®2030 zur Bildung von Glukosyl-
NBD-Cer. Um zu testen, ob dieses Enzym auch hoéher-glykosyliersani@e synthetisieren kann,
wurde die Membranfraktion von Zellen, die beide Glykosyltramaskn exprimierten, mit UDP-Glc
und UDP-Gal inkubiert. Es entstand glukosyliertes und galaktogdi&lBD-Cer, die entsprechenden

Diglykoside wurden jedoch nicht entdeckt.
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Abb. 25 Breite Akzeptor-Spezifitat der beiden Glykosyliséarasen au€. aurantiacus. Membranfraktionen
von Zellen, die den ORF chlo2029 oder chlo2030 dddéde zusammen exprimierten, wurden mit NBD-Cesr al
lipophilem Akzeptor und mit UDP-Glc oder UDP-Gakubiert. Die lipophilen Reaktionsprodukte wurdereiib
DC in Chloroform/Hexan/THF/Isopropanol/MethanolH35:35:0,35:40:5:4 aufgetrennt und die Fluoreszenz
detektiert. Durch Zugabe von UDP-Gal zur Membraktfoan mit chlo2029 wurde GalNBD-Cer synthetisiert
(Spur 3). Die Inkubation der Membranfraktion mitr delykosyltransferase chlo2030 mit UDP-Glc fuhrig z
Synthese von GIcNBD-Cer (Spur 4). Die Bildung bei&eodukte erfolgte durch Zugabe von UDP-Glc und
UDP-Gal zu der Membranfraktion von Zellen, die leef@lykosyltransferasen coexprimierten; es wurdesr ab
keine hoher glykosylierten Produkte entdeckt (Spdr Die Kontrollen enthielten keines dieser neuen
Glykolipide

Spur 1: Leervektor + UDP-Gal

Spur 2: Leervektor + UDP-Glc

Spur 3: Galaktosyltransferase chlo2029 + UDP-Gal

Spur 4: Glukosyltransferase chlo2030 + UDP-Glc

Spur 5: chlo2029 + chlo2030 + UDP-Gal + UDP-Glc

Zusammenfassend konnten mit denvitro-Enzymtests die Ergebnisse der Lipidanalysen bestatigt
werden. Die-Galaktosyltransferase chlo2029 katalysiert die Synthes@@alD. Sie ist aber in der
Lage,in vitro NBD-Cer zu galaktosylieren und mit einer sehr geringennédfi auch UDP-GIc als
Donator zu nutzen ungiGlcD zu synthetisieren. Dig-Glukosyltransferase chlo2030 ist spezifisch fir
UDP-GIc, hat aber eine breite Akzeptor-Spezifitat. Sie ghiers zum BeispielpGalD, BGIlcD,
DAG, NBD-Cer und SG.

Putative Funktion der beidenB-Glykosyltransferasen inC. aurantiacus

Sowohl diep-Galaktosyltransferase chlo2029 als auch [fH&lukosyltransferase chlo2030 vdh
aurantiacus durften an der Biosynthese von Glykolipiden in diesem photosyrthetigtiven,
anoxygenen Bakterium beteiligt sein. Dieser Organismus ¢fiGalD und Diglykosyldiacylglycerol
mit Galaktose und Glukose als Kopfgruppe (Kenyon et al., 1974; Knutisén ¥82; Pierson et al.,
1974), sodass die beiden charakterisierten Glykosyltransferasenigiege&andidaten zur Synthese
dieser beiden Glykolipide in Fragen kommen wirden. Die Galdktasgferase chlo2029 ist

aulRerdem die ersfgsalD-Synthase, die aus Bakterien kloniert wurde.
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Abb. 26 Kopfgruppen von Glykolipiden, die im Rahmen derrliegenden Arbeit isoliert und durch

Strukturanalysen (NMR-Spektroskopie und MS) idézigft wurden.
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3.2 Manipulation der Glykolipidbiosynthese in verschiecgnen Organismen
durch  Gen-Inaktivierung und heterologe Expression w@n
Glykosyltransferasen

Die Manipulation der Glykolipidbiosynthese erfolgt durch Inaktivng der nativen Gene zur
Glykolipidbiosynthese bei gleichzeitiger Expression heterold@bikosyltransferasen. Auf diese
Weise konnen native durch alternative Glykolipide ersetzt werBé&n Organismen, in denen die
Glykolipidbiosynthese manipuliert werden sollte, waketumefaciens, P. patens, Synechococcus und
A. thaliana.

Zur Inaktivierung der betreffenden Gene der Glykolipidbiosyntheseew erforderlich, diese Gene zu
analysieren. Durch die funktionale Expression in verschiedenen Qrganikonnten ein@GalD-
Synthase auBhyscomitrella (3.1.2) und die Gcs adgyrobacterium (3.1.4.3.1) charakterisiert werden.
Obwohl nicht verifiziert, sollte auch die putatieg&al3GalD-Synthase auBhyscomitrella in diese
Experimente einbezogen werden. Beabidopsis sind die benétigten Gen-Sequenzen von MGD1 und
DGD1 in entsprechenden Datenbanken verdffentlicht. Die éggresizen, die fur die entsprechenden
Enzyme zur Glykolipidbiosynthese Bynechococcus kodieren, waren zu dieser Zeit nicht bekannt.
Fast alle der hier beschriebenen ORFs putativer und chasaten Glykosyltransferasen wurden fur

eine heterologe Expression in Pflanzen und Blaualgen eingesetzt (T@belle

3.2.1 Unbekannte Funktion der Gcs inA. tumefaciens

Ein Hinweis auf die Funktion der Gcs An tumefaciens kann das Vorkommen von Glykolipiden sein.
Wie bereits gezeigt, besitat tumefaciens ein Gen, das fiir eine Ges kodiert und bei Uberexpression
zur Synthese voifiGal3GalD undBGlcpGalD fiuhrt (3.1.4.3.1). Diesegcs-Gen sollte inaktiviert
werden, um anhand von moglichen Auswirkungen dieser Inaktivierung Ruaksehuf die native

Funktion der Gcs zu erhalten.

A. tumefaciens enthéalt keine ,normalen” Glykolipide in detektierbaren Mengen

Von A. tumefaciens-Zellen wurden Lipidextrakte hergestellt und diese danrdasfVorkommen von
Glykolipiden untersucht. Anhand von DC konnten aber keine Glykolipidés@samtlipidextrakt
entdeckt werden. Um die Mdéglichkeit auszuschliel3en, dass sehr geringeniemgGlykolipiden der
Detektion entgangen sind, wurde der Lipidextrakt Uber Saulenchrommplig in eine Neutrallipid-,
Glykolipid- und Phospholipid-Fraktion getrennt. Die isoliertemltionen wurden in sehr geringen
Mengen Losungsmittel wieder aufgenommen und erneut tber DC an@lysi keiner dieser drei
Fraktionen konnten jedoch Glykolipide detektiert werden. Die Naddgrenze dieser Glykolipide lag

bei etwa 1 % im Gesamtlipidextrakt.
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Deletion der Gcs inA. tumefaciens zeigt keine sichtbaren Auswirkungen

Um herauszufinden, ob dass-Gen ausA. tumefaciens an der Ausbildung des Lipidmusters dieses
Bakteriums beteiligt ist, wurde dieses Gen durch homologe rRisikation mit einer KdhKassette
deletiert (2.12.3). Die Deletion betraf den 5-Bereich desORF (384 bp) und die angrenzende
Region des putativegcs-Promotors (~700 bp) (Abb. 10 B). Mit Hilfe von Kolonie-PCR (2.4) und
anschlieRender Gelelektrophorese der PCR-Produkte (2.8) wiedkodekte Deletion tberprift
(Abb. 27). Die erste von drei Amplifikationen betraf den geisohen Bereich am 5'-Ende der Kan
Kassette, die zweite betraf das 3’-Ende mit angrenzendem gein@m Bereich, wahrend die dritte
Amplifikation tUber den gesamten Bereich der durch homologe Rekotigbingmserierten DNA
erfolgte, wobei die Primer aul3erhalb dieses Bereiches banden (20i2.&rwarteten Banden lagen
bei 1,6 kb, 1,5 kb bzw. 3,7 kb.

Die Amplifikationen 1 und 2 fuhrten beim Wildtyp erwartungsgeméaReinem PCR-Produkt (Abb.
27). Da bei der Amplifikation 3 beide Primer in einem Genoniblerbanden, der nicht von der
homologen Rekombination betroffen war, wurde somit auch beim Wileih entsprechendes PCR-
Produkt von 3,6 kb amplifiziert (Abb. 27). Um diese Bande vom PCGRtRt der Deletionsmutante
mit 3,7 kb zu unterscheiden, wurden beide PCR-Produkte mit verschieResgaiktionsenzymen
verdaut. Durch Verdau mit Ascl resultierten beim Wildtyp zB&nden von 2,5 kb und 1,1 kb (Abb.
27). Da diese Schnittstelle nicht in der entsprechenden DNADdetionsmutante vorkam, wurde
deren PCR-Produkt von 3,7 kb nicht geschnitten.
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Abb. 27 Gelelektrophorese der PCR-Produkte zur UberpriiflergDeletion der Ges iA. tumefaciens. Durch
Kolonie-PCR wurden die angrenzenden Abschnittevdarder Deletion betroffenen Region amplifizierdutie
resultierenden PCR-Produkte Uber ein Agarosegejetnginnt. Die Amplifikation erfolgte Uber den 54éch,
den 3'-Bereich und den Gesamtbereich der betroffeRegion. Zur Unterscheidung von Wildtyp und
Deletionsmutante wurden die beiden PCR-Produkte3y6rkb bzw. 3,7 kb von dem jeweiligen Gesamtbéreic
mit Ascl verdaut.

Spur 1: 1 kb-Leiter

Spur 2: Wildtyp-Kontrolle zu Spur 3

Spur 3: Amplifikation des 5’-Bereichs, PCR-Produkit 1,6 kb

Spur 4: Wildtyp-Kontrolle zu Spur 5

Spur 5: Amplifikation des 3’-Bereichs, PCR-Produikit 1,5 kb

Spur 6: Amplifikation Gber den gesamten betroffeBeneichs beim Wildtyp mit PCR-Produkt von 3,6 kb

Spur 7: Amplifikation Gber den gesamten betroffeBeneichs bei der Mutante mit PCR-Produkt von 37 k
Spur 8: geschnittenes PCR-Produkt des Wildtypswdé Banden mit 2,5 kb und 1,1 kb

Spur 9: ungeschnittenes PCR-Produkt der Deletiotesmte

Spur 10: 1 kb-Leiter

Der Lipidextrakt dieser Deletionsmutante wurde, wie obenhseden, durch Saulenchromatographie
fraktioniert und jede der resultierenden Lipidfraktionen anschlielend ianBlysiert. Im Vergleich
zum Wildtyp konnten aber keine Verédnderungen festgestellt weAdendiesen Experimenten kann
man schlieen, dass Glykolipide hochstens in Spuren in demhtoitofrm/Methanol gewonnenen
Lipidextrakt vorhanden sein konnen. Aul3erdem ist das Fehlen der Gasererd Produkte fUA.

tumefaciens nicht letal.
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Die naturliche Ges-Aktivitat liegt bei in vitro-Enzymtests unter der Nachweisgrenze

Da die Eliminierung der Gcs iA. tumefaciens keine Aufschliisse Uber ihre Aktivitat gebracht hatte,
sollte mit Hilfe von in vitro-Enzymtests versucht werden, zumindest eine Enzymaktivitat
nachzuweisen. Wie bereits gezeigt wurde, konme#tro-Enzymtests mit der heterolog exprimierten
Gcs ausA. tumefaciens erfolgreich durchgefuhrt werden (3.1.4.3.1). Somit besteht die Moeiichk
auch die Gces-Aktivitat inAgrobacterium zu bestimmen. Dazu wurden Membranfraktionen %on
tumefaciens-Zellen prépariert und mit NBD-Cer und UDP-Gal inkubiert. In &obe mit dem
Wildtyp von A. tumefaciens konnte kein galaktosyliertes NBD-Cer nachgewiesen werderP@sgiv-
Kontrolle dienten Zellen, die die Gcs alistumefaciens Uberexprimierten (2.12.4) und GalNBD-Cer
synthetisierten (Abb. 28). Die Deletionsmutante Vantumefaciens wurde als Negativ-Kontrolle

benutzt, in der erwartungsgemal’ keine entsprechenden Glykolipide detektden.

1|2|3|4

— GalNBD-Cer

2

PE—

Abb. 28 In vitro-Synthese von GalNBD-Cer durch Membranfraktionenn vA. tumefaciens. Die
Membranfraktionen wurden mit NBD-Cer und UDP-Gé&kuhiert. Die lipophilen Reaktionsprodukte wurden
Uber DC in Hexan/THF/Isopropanol@ 40:0,4:50:6 aufgetrennt und die Fluoreszenzerekdett. Ein
unidentifiziertes Produkt (?) taucht in geringenrigen in allen Fraktionen auf.

Spur 1: Membranen von Wildtyp-Zellen

Spur 2: Membranen der Deletionsmutante als Nedg&introlle

Spur 3: Membranen von Zellen, die die Ges Ausimefaciens Uberexprimieren, dienten als Positiv-Kontrolle
Spur 4: NBD-Cer

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Enzymaktivitat in dentyWilellen unter der Nachweisgrenze

lag.

Der gcs-Promotor ist bei derin vivo-Kultur von A. tumefaciens aktiv

Mogliche Ursachen fir den negativ ausgegangenen Nachweis wolukBn der Gces-Aktivitat
koénnten darin liegen, dass der Promotor nur eine sehr niedrigekilipgion dieses Gens zulasst, oder
dass die Transkription unter den gegebenen WachstumsbedingungenerejstmDiese mdglichen
Ursachen wurden Uberprift, indem der ORFgimssGens durch die heteroloeGlukosyltransferase

ausS. aureus (ugt106B1) ersetzt wurde, die dann als Reporter-Gen dienen sollte, audkdlvitat des
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gcs-Promotors zu bestimmen. In einem vorausgehenden Experiment konnte durch diehBgesyoh
BGIcBGIlcD gezeigt werden, dass diedeslukosyltransferase i\ tumefaciens aktiv ist, wenn sie

unter einem starken Promotor exprimiert wird (Daten nicht gezeigt).

Der ORF diese3-Glukosyltransferase wurde nach diesem Experiment mit einainfatgenden
Selektionsmarker (SHSpi-Kassette) genau an die Stelle des Startcodons des zmeadsn Gcs-
ORF eingefugt (2.12.3). Die Integration dieser Fremd-DNA edolgtederum durch homologe
Rekombination und wurde tber Kolonie-PCR Uberprift (Daten nicht dezeapei fuhrte jedoch nur
die Amplifikation im 5’-Bereich der betroffenen Region zuesmPCR-Produkt. Dieses Ergebnis war
aber ausreichend fur die Bestatigung, dass sich die Sequenzateldgen-Glukosyltransferase am

richtigen Lokus befand.

Diese genetische Manipulation sollte die transformiertdleZeon A. tumefaciens dazu veranlassen,
die heterologé-Glukosyltransferase unter Kontrolle dgss-Promotors zu exprimieren. Um dies zu
Uberprufen, wurden die Lipide aus dieser Mutante prapariert und D@e analysiert. In der
Glykolipidfraktion dieser Mutante konnt@GIcBGlcD nachgewiesen werden (Abb. 29). Das
Vorkommen dieses Glykolipids in den transformierten Zellen zdags degcs-Promotor tatséachlich
aktiv ist. Folglich kann auch angenommen werden, dasg@aGen unter Laborbedingungen im

Wildtyp von A. tumefaciens transkribiert wird.

In einem weiteren Experiment wurde tumefaciens auch mit der Ges aud. loti transformiert. Die
Vorgehensweise war wie fur dip-Glukosyltransferase auS. aureus beschrieben (Daten und
Konstrukte nicht angegeben). In diesen transformierten Zellen éonj@doch keine neuen
Glykolipide entdeckt werden (Abb. 29). Die Aktivitat der kalellen Gcs-Enzyme ist daher &

tumefaciens so gering, dass die Biosynthese ihrer Produkte unter der Megmenze der

beschriebenen Versuche liegt.
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BGIcBGIcD — — BGIcBGIcD

aGalpGalD —

Abb. 29 Glykolipidfraktionen des Wildtyps und verschieden&lutanten von A. tumefaciens. Die

Gesamtlipidextrakte der verschiedenen Stamme wurdleer S&ulenchromatographie fraktioniert und die

resultierenden Glykolipidfraktionen Giber DC in HakBHF/Isopropanol/BO 40:0,4:50:8 aufgetrennt.

Spur 1: Standards

Spur 2: Wildtyp

Spur 3:gcs-Mutante vorA. tumefaciens

Spur 4: Expression d@-Glukosyltransferase a% aureus unter Kontrolle degcs-Promotors mit Synthese von
BGIcBGIcD

Spur 5: Expression der Ges adsloti unter Kontrolle degcs-Promotors

Obwohl die Enzymaktivitdt der Gcs aéds tumefaciens charakterisiert werden konnte (3.1.4.3.1),
bleibt die biologische Funktion dieser Glykosyltransferasd.itumefaciens weiterhin unklar. Die
Deletion desgcs-Gens inA. tumefaciens war nicht letal, wobei die Deletionsmutanten unter den
angegebenen Laborbedingungen wuchsen wie der Wildtyp. Obwohjce@®romotor aktiv war,
konnte das entsprechende Produkt der Gcs im Wildtyp wiedéro nochin vitro nachgewiesen
werden. Deshalb kann man annehmen, dass nur Spuren des Gcs-Prodéktsurinefaciens
synthetisiert werden. Diese geringen Anteile kdnnten aber awsneiom biologische Funktionen zu
erfillen, wie zum Beispiel die Beteiligung an Signal-Kaskad#ne andere Mdglichkeit wéare, dass
die Expression unter den gegebenen Laborbedingungen sehr niedrieistyrder veradnderten
Bedingungen steigt (z. B. Stress, Infektion von Pflanzen). Das kdataria zur Synthese von
ausreichenden Mengen der entsprechenden Glykolipide fuhren, um FRhariktion als
Membrankomponenten zu erfullen oder zum Beispiel als Vorstufezefiwand-Polymere zu dienen.
In der Tat gibt es bei demhizobiaceae und verwandten Bakterien manche Arten, die ihre
Lipidzusammensetzung andern, wenn Sauerstoffmangel herrscht,esiendbymbiose mit Pflanzen
der Fall ist. Zum Beispiel akkumulieBradyrhizobium japonicum das Phospholipidl (Tang et al.,
1998).Snorhizobium meliloti undR. sphaeroides reagieren auf Phosphatmangel mit der Synthese von
SQD (Benning et al., 1995; Geiger et al., 1999). Wahrend der Itirakit Pflanzen akkumuliert
Rhizobium leguminosarum Diglykosyldiacylglycerol, das umgekehrt, verschiedene fiir gialfose

relevante morphologische Veranderungen in der Wirtspflanze auslosin(fide et al., 1994).
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Zu erwadhnen sei noch, dass tumefaciens 54 Glykosyltransferasen in unterschiedlichen Familien
besitzt, wobei die Gcs die einzige Sequenz in GT21 ist (Coughhb, 1999) (Carbohydrate-Active
Enzymes Server at URL: http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZd@x.html). Entsprechendes gilt auch
fur die GCS audgM. loti. Das deutet darauf hin, dass das Vorkommen dieser Sequertregn ni

redundant sein durfte.

Angesichts dieser Daten bietet die Charakterisierung deraGe#. tumefaciens und M. loti eine
Grundlage fur Studien zur Funktion von Glykolipiden in parasitisddsEt symbiotischen Bakterien.

Dazu muss der Phanotyp der Mutanten noch genau untersucht werden.

3.2.2 Die Deletion einer PGalD-Synthase und die Expression heterologer
Glykosyltransferasen in Physcomitrella fuhrten zu keiner Veradnderung im

Glykolipidmuster

P. patens sollte dazu dienen, die Funktion von Galaktolipide@4ID, aGal3GalD) zu untersuchen.
Dazu sollten zunéchst die mooseigenen Galaktosyltransferas¢iniarakind danach die heterologe

Expression bakterieller Glykosyltransferasen etabliert werden.

Von den zwei putativen Galaktolipid-Synthasen konnte ein cBiW& als pGalD-Synthase
verifiziert werden (3.1.2). Die Verifizierung des zweiten d®Klons alsaGalfGalD-Synthase war
erfolglos. Trotzdem wurden beide Sequenzen zur Herstellung vatidskonstrukten benutzt, um

die entsprechenden EnzymeHhyscomitrella zu inaktivieren.

Die Transformation der Protoplasten und die nachfolgende Idestifimy der entsprechenden
Mutanten wurden von Dr. Hauke Holtorf (Arbeitsgruppe Prof. Dr. RaHBki) an der Albert-Ludwigs-

Universitat in Freiburg durchgefihrt.

Nach der Transformation mit dem Konstrukt zur InaktivierungpdeslD-Synthase konnten 4 von 96
untersuchten Mutanten als Deletionsmutanten identifizierdeverBei der Deletion der putativen
oGalGalD-Synthase wurden 15 Deletionsmutanten aus einer Anzahl voru@hteh identifiziert.
Die Identifizierung erfolgte Gber PCR. Das Protonema, daslwendstadium der Moose (Reski,
1998) in Form einer filzartigen griinen Kolonie wuchs, begann bei dati@emutanten dgfGalD-
Synthase vom Zentrum beginnend nach aul3en hin abzusterben (Daten migi}.d@ese Merkmale
zeigten sich auch in abgeschwachter Form bei den Deletionsentdat putativeraGalpGalD-

Synthase. Dieser Prozess vollzog sich aber sehr langsams sictagn diesen Protonemata adulte
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Moospflanzen entwickeln konnten. Diese adulten Moospflanzen-Mutaeigten im Gegensatz zu
den Protonemata keinen Unterschied zum Wildtyp. Die nachfolgenalyse der Glykolipide zeigte
ebenfalls keine Reduktion im Galaktolipidgehalt (Daten nicht gezeigt)

Das Genom vorP. patens ist bisher noch nicht durchsequenziert. Die Ergebnissenaaber
vermuten, dasBhyscomitrella, wie hohere Pflanzen (Awai et al., 2001; Dérmann et al., 1995y Kell
al., 2002), mehrere Isoenzyme zur Galaktolipid-Biosynthese beSibiztwie beiA. thaliana die
Expression vor allem der Typ B-Synthasen in Abhéngigkeit vonwiEkiungsstadium und den
verschiedenen Geweben variiert (Awai et al., 2001; Kobayashl.,e2004), so kénnte auch bei
Physcomitrella die identifizierteBGalD-Synthase in einem friihen Entwicklungsstadium aktiv &ein.
den adulten Moospflanzen kdnnte dann eine zweite Enzymaktivitat doemniere Suche in den
EST-Datenbanken brachte weitere Fragmente zum Vorschein, dieldgoru den entsprechenden
Galaktolipid-Synthasen waren (Daten nicht gezeigt) und somirti@hme von der Existenz weiterer

Enzyme zur Galaktolipid-BiosyntheseRhyscomitrella stitzen.

Die DGD2 beiA. thaliana wird vor allem bei Phosphatmangel exprimiert (Kelly et al., 2002)
Untersuchungen an Moos-Mutanten unter Stressbedingungen wurden nicheflimthgonnten aber
maoglicherweise weitere Aufschliisse Uber die Funktion verratier putativemGalpGalD-Synthase

in P. patens geben.

Die Transformation von Protoplasten mit verschiedenen heterol@gkosyltransferasen fihrte
ebenfalls zur Identifizierung von entsprechenden Mutanten (Datén gezeigt). Die verwendeten
Glykosyltransferasen waren dieGlukosyltransferase aus. laidlawii (Berg et al., 2001), diew-
Galaktosyltransferase  auB. burgdorferi (It. Korrespondenz mit Dr. Bergstrom) und die
Glukosyltransferase aus aureus (Jorasch et al., 2000), die jeweils mit und ohne N-terminalem
Chloroplasten-Leaderpeptid exprimiert wurden. Die verschiedenemwidklungsstadien dieser
Mutanten zeigten im Vergleich zum Wildtyp keinen sichtbar albdveziden Phanotyp. Auch durch
eine anschlieBende Analyse der Lipide konnten keine neuen Glgetpiektiert werden. Man kann
daraus schliel3en, dass die entsprechenden Gene oder Enzymetivietdrak. Im gleichen Zeitraum
wurden Experimente m#rabidopsis-Mutanten durchgefiihrt, die durch Transformation des Wildtyps
mit Konstrukten von Glykosyltransferasen &@iswreus und B. subtilis (Jorasch et al., 1998; Jorasch
et al., 2000) hergestellt wurden. Dabei konnte ebenfalls keingntahkaivitat festgestellt und so gut
wie keine Transkription und Translation dieser bakteriellemeGeachgewiesen werden (Gaude,
2001). Die Moospflanzen wurden nicht weiter untersucht. Es ist atminehmen, dass ahnliche
Mechanismen wie idrabidopsis die Expression der bakteriellen Gend*hyscomitrella unterbinden.
Der plausibelste Grund ware die Degradation der mRNA durckalgenannte ,post-transcriptional

gene silencing” (Vaucheret et al., 2001), das manchmal in tramsften Pflanzen beobachtet wird
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und zur Inaktivierung des Transgens fuhrt (Finnegan et al., 199 )wé&terer Grund konnte die
unterschiedliche Codon-Praferenz in Pflanzen und BakterienSeiwaren die Pflanzen nicht in der
Lage, fur synonyme Codons, die haufig im Bakteriengenom, aber elegr iseRflanzen vorkommen,

die entsprechenden tRNAs in ausreichender Menge bereit zu stellen.

AbschlieRend betrachtet haben die Ergebnisse der DeletiopG#D-Synthase und der putativen
aGalpGalD-Synthase irP. patens gezeigt, dass diese Gene nicht flr die Hauptenzymaktivitat z
Galaktolipid-Biosynthese in diesem Organismus kodieren unddblgbch weitere unbekannte Gene
der Galaktolipid-Biosynthese vorhanden sein missen. AulRerderdievaeterologe Expression von
bakteriellen Glykosyltransferasen erfolglos. Aus diesen Grimdenes in Anbetracht der fir eine
Doktorarbeit zur Verfligung stehenden Zeit schwierig, diePfiyscomitrella ausgearbeitete Strategie
einer induzierbaren Inaktivierung und Expression weiter zu verfolg@ Anschluss an diese
Experimente wurde daher begonnen, nach weiteren bakteriellen @tydkosferasen zu suchen, diese

zu charakterisieren und parallel dazu Blaualgen und Pflanzen zu transéormier

3.2.3 Die Expression bakterieller Glykosyltransferasen verandert ds
Glykolipidmuster in Synechococcus

Da bei Blaualgen die Gene der Galaktolipid-Biosynthese biek&annt waren, und diese Organismen
auBerdem mehrere Sequenzen von Epimerasen besitzen, wobei htiebgie davon zur
Konvertierung vonpGlcD zu BGalD verantwortlich ist, wurde auf die aufwendige Deletion der
entsprechenden Gene verzichtet. Stattdessen wurde nur diesfofnaation der Blaualge

Synechococcus mit heterologen Glykosyltransferasen durchgefthrt.

18 von 21 Konstrukten fuhrten zur erfolgreichen Transformation vonSynechococcus

Zur Expression verschiedener charakterisierter und putativgkoSitransferasen sowie des
synthetischen Gens Bynechococcus Stamm R2-PIM8 (van der Plas et al., 1990) wurden 21 Vektoren
mit den entsprechenden Sequenzen konstruiert (Tabelle 7), um deddgéla zu transformieren. Die
Selektion der Transformanten erfolgte auf Platten mit Kgoeamund Ampicillin (2.13). Kanamycin-
Resistenz wird durch die entsprechende Resistenzkassetteraufransformationsvektor vermittelt,
wahrend die Ampicillin-Resistenz durch die Rekombination des Kuakistr mit der
Integrationsplattform wiederhergestellt wird (van der Raal., 1990). Die Streptomycin-Resistenz,
die durch die entsprechende Resistenzkassette in der Integlatitiosm vermittelt wird, geht durch

die korrekte Insertion der Fremd-DNA verloren.
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Die meisten Transformationen konnten erfolgreich durchgeflhideme Transformationsversuche mit
den Vektoren pTnAt-GlyT, pTnMI-GlyT und pTnSa-GIcT (Tabelleblieben dagegen auch nach
zweimaliger Wiederholung erfolglos. Die Uberpriifung der Mtgarauf Integration der jeweiligen
ORF-Sequenzen erfolgte mit Kolonie-PCR (2.4) (Tabelle 6, Z&l22, 24 und 32). Durch spateres
Ausstreichen der Kolonien auf Platten mit Streptomycin zemjth, dass die Zellen ihre
Streptomycin-Resistenz nicht verloren hatten. Trotzdem wudiemurch Kolonie-PCR als positiv
getesteten Zellen fir Lipidanalysen angezogen. Die Untersuchung ter Zigfl neue Glykolipide war
in den meisten Féllen erfolglos, aber ein paar Transformaeigterz ein Glykolipidmuster, das von
den Kontrollen abwich. Die neu synthetisierten Glykolipide wurdeteis, acetyliert und ihre

Struktur von Prof. Dr. U. Z&hringer analysiert.

Vier bakterielle Glykosyltransferasen fihrten zu einem veéinderten Glykolipidmuster in

Synechococcus

In den Transformanten, die unterschiedliak@&lcD-Synthasen au®. radiodurans (dr1225), T.
maritima (tm0744) undA. laidlawii (Al-GIcT) exprimierten, wurderGlcD und oGalD detektiert
(Abb. 30). Der Anteil des neuen Galaktolipids war dabei holseded des Glukolipids. Die Synthese
von aGalD durfte auf die Epimerisierung vaxGlcD durch eine Epimeraseaktivitat in Blaualgen
zurlckzufuhren sein, die normalerweig&lcD zu BGalD konvertiert (Sato et al., 1982). Mit der
Akkumulation der beiden neuen Glykolipide ging eine Reduktion des Anteih nativem3GalD

einher.
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1 2 3 4 5
BGlcD —
aGleD — -— oGlcD
aGalD — L aGalD
BGalD — s—— w—— . BGaD
— | — | —— — — GGalBGalD
— SQD

Abb. 30 Neue Glykolipide in Synechococcus-Mutanten, die verschiedene heterolog&lcD-Synthasen
exprimieren. Die Glykolipidfraktionen von Zellen tmden aGlcD-Synthasen auB. radiodurans (dr1225),T.
maritima (tm0744) undA. laidlawii wurden Uber DC in Hexan/THF/IsopropanaiH50:0,5:35:3 aufgetrennt.
Die Expression flihrte in allen drei Fallen zur $y#e voruGlcD, das teilweise durch eine native Epimerase zu
oGalD epimerisiert wurde. Das natig&alD war reduziert.

Spur 1: Standards

Spur 2:aGlcD-Synthase auB. radiodurans (dr1225)

Spur 3:0GlcD-Synthase aub. maritima (tm0744)

Spur 4:0GlcD-Synthase auA. laidlawii

Spur 5: Kontrolle

Fur eine quantitative Analyse der beobachteten Unterschietehmm Transformanten und nicht
transformierten Zellen wurden die relativen Anteile deyk@lipide berechnet, indem die Intensitaten
der veraschten Banden densitometrisch gemessen wurden. Die agggetr Mengen von Lipiden
lagen dabei in einem Bereich, in dem der Messwert lineadeniaufgetragenen Lipidmenge anstieg.
Die folgenden Ergebnisse basieren dabei auf den neutral&oli@igen, d. h. PG und SQD wurden

nicht bertcksichtigt.

Fir die Untersuchungen wurd&gnechococcus-Zellen mit deraGlcD-Synthase auB. radiodurans
(dr1225) verwendet. ObwohilGIcD das unmittelbare Produkt dieseGlcD-Synthase-Aktivitat ist,
lag sein Anteil nur bei 5 % (Abb. 32). Demgegeniber wurde@alD ein Anteil von 35 % ermittelt,
der im Bereich des verbliebenen natiyBalD lag, das nur noch mit 34 % vertreten war. Damit war
der Anteil des nativefGalD in den Transformanten auf die Hélfte des Wertes der KontrolliZ@k

%) reduziert. Weniger stark war das natis@al3GalD von den Veranderungen betroffen, indem der
Anteil dieses Lipids in den Transformanten im Vergleich zu dentill-Zellen nur leicht (von 35 %

auf 26 %) reduziert war.

Auch die Expression def-Glukosyltransferase chlo2030 aw& aurantiacus beeinflusste die

Glykolipidbiosynthese in Blaualgen. In den entsprechenden Transformaatde @in hoher Anteil

131



Ergebnisse und Diskussion

von BGIcfGalD detektiert (Abb. 31). Dieses Lipid wurde offensichtlichctiuden Transfer eines
Glukoserestes auf das nati@&alD synthetisiert. Das native Intermedi@lcD stand wahrscheinlich
fur eine effiziente Glykosylierung z8GIcfGIcD durch die heterologe Glukosyltransferase nicht zur
Verfigung. Die Akkumulation vorGlcfGalD fihrte zur Reduktion des Anteils von nativem

oGalGalD.

In Lipidextrakten von Zellen, die mit dem synthetischen Gen trangfdrmvurden, wurde eine sehr
schwache Glykolipidbande beobachtet. Diese Komponente chromatogi@phiedem RWert von
BGlcpGalD, konnte aber wegen ihrer geringen Menge nicht identifizierden. Es ist aber durchaus
denkbar, dass diese Glykosyltransferase bzw. das Origingb auseus (Jorasch et al., 2000) mit
seiner breiten Akzeptor-Spezifitat augBalD als Substrat nutzen kann. Das eventuell zu erwartende
BGIcBGIcD wurde nicht detektiert. Es bleibt daher eine offenedsral die von dem synthetischen

Gen kodierte Glykosyltransferase tberhaupt aktiv war.

S A e [ 3GaD

BGlcpGlcD —
m—— L BGlcpGalD
oGalpGalD —  c— s L oGalpGalD
— SQD

Abb. 31 Neue Glykolipide in Synechococcus-Mutanten, die zwei verschiedene heterologe
Glykosyltransferasen exprimieren. Die Glykolipiditianen von Zellen mit dep-Glukosyltransferase aus.
aurantiacus (chlo2030) oder mit der synthetischef-Glukosyltransferase wurden dber DC in
Hexan/THF/Isopropanol/4#® 40:0,4:50:9 aufgetrennt. Die Expression @@eGlukosyltransferase chlo2030
fihrte zur Synthese vofiGIcfGalD durch Glukosylierung vogGalD und zur Reduktion des nativen
aGalpGalD. Die Zellen mit der synthetisch@Glukosyltransferase enthielten eine Komponente,ndit dem
Ri-Wert vonBGIcfGalD chromatographierte, aber nicht als solchestifildert werden konnte.

Spur 1: Standards

Spur 2: Kontrolle

Spur 3:B-Glukosyltransferase a@ aurantiacus (chlo2030)

Spur 4: synthetisch@g-Glukosyltransferase

Die densitometrischen Untersuchungen zur Expressiorf-d&ukosyltransferase chlo2030 zeigten
deutliche Veranderungen aufgrund des Austauschs des natiG3GalD durch das neue

BGlcpGalD (Abb. 32). Mit 59 % war das neue Glykolipid die dominiereKaenponente in den
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transformierten Zellen. Das natieg&al3GalD ging dabei von 35 % in den Kontroll-Zellen auf 5 % in

den Transformanten zurtick. Der Anteil @&3alD sank von 65 % auf 36 %.

BGalD aGlcD aGalD aGalGalD BGlcpGalD
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Abb. 32 Densitometrischer Vergleich der GlykolipidmusteWildtyp und Transformanten vdynechococcus.

Aus Kulturen des Wildtyps und zwei Stammen, dieetwbge Glykosyltransferasen exprimierten, wurden
Glykolipidextrakte prapariert und von jedem Extraktrschiedene Mengen auf DC-Platten aufgetragenh Na
der Auftrennung wurden die Lipide durch Veraschuiggialisiert und die Intensitaten der Banden aufié-
Platte mit dem , TLC Scanner* von CAMAG gemessere Ditensitdten der Banden sind Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Experimenten. Sie repréasentierenligatéiVerte, die relativ zur Summe der verschiedenen
neutralen Glykolipide einer Probe auf den DC-Pratterechnet wurden. Wei3e Balken: Wildtyp-Kontnojle
schwarze Balken: Transformanten mit defGlukosyltransferase dr1225 als radiodurans, graue Balken:

Transformanten mit derB-Glukosyltransferase chlo2030 auS. aurantiacus. Die Laufmittel waren
Hexan/THF/Isopropanol/#D 40:0,4:50:7 oder 50:0,5:35:3.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die heterologe Expressionedemschbakterieller
Glykosyltransferasen eine signifikante qualitative und queive Veranderung des
Glykolipidmusters in Blaualgen bewirkt. Die Expression von di@icD-Synthasen fihrte zur
Synthese voruGlcD und aGalD bei gleichzeitiger Reduktion des natié@alD. Die Expression
einer B-Glukosyltransferase fuihrte zur Synthese WgBlcfGalD und einer Reduktion des nativen

aGalpGalD.

Unterschiedliche Einfliisse der bakteriellen Glykosyltransérasen aufSynechococcus

Die Expression vormGlcD-Synthasen flihrte iSynechococcus neben der Synthese vetlcD zur
Bildung vonaGalD und zur Reduktion des nativBGalD. Aufgrund des Vorkommens varGalD,
das in den Spenderorganismen der exprimiest&icD-Synthasen fehlt (Carbonneau et al., 1984;
Huang et al., 1995; Manca et al., 1992; Wieslander et al., 1977) Widhia-Transformanten nicht

detektiert wurde (siehe oben), kann man folgern, dass die eEgse der Blaualgen sowohl
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Glykolipide mit-anomeren Zucker-Kopfgruppen als auch dereamomere Alternativen akzeptiert.
Dies durfte auch fur dia9-Fettsdure-Desaturase der Blaualgen zutreffen (Waalg €998), indem
keine Unterschiede im Desaturierungsgrad zwischen Fetts@iarenativen und neuen Glykolipiden
festgestellt wurden (Daten nicht gezeigt). Der termin@kikoserest vonpGlcfGalD wird
anscheinend nicht von der Epimerase akzeptiert, was die Beahgehtuder Synthese von

oGalpGalD in Blaualgen durch Transfer eines GalaktosylresteB@alD bestatigt (Sato et al., 1982).

Unabhangig davon fiuhrte die Akkumulation vaalD in Synechococcus-Transformanten nicht zu
einer Zunahme des Anteils der gesamten Monoglykosyldiacylglgceda gleichzeitig ein &hnlich
grof3er Anteil des nativepiGalD reduziert wurde. Dies deutet auf eine unveréanderte uitteliemde
Synthese des DAG-Akzeptors oder auf andere Regulationsmechanismen hind&Sé&wArl aidlawii

ein Regulationsmechanismus beschrieben, der das VerhaltnishewiBilayer-stabilisierenden und
Bilayer-destabilisierenden Lipiden in einem bestimmtendBbgwicht halt (Berg et al., 2001; Edman
et al., 2003). Durch die starke Aktivitat d&iGlukosyltransferase chlo2030 konnte zwar das native
oGalBGalD reduziert werden, das Verhaltnis zwischen Bilayerigasenden zu Bilayer-

destabilisierenden Lipiden ist jedoch stark zugunsten der Bilayerisigreihden Lipide verschoben.

In den untersuchten Organismen wurde keines der beiden nativeroGailzd vollstandig durch ein

neues Glykolipid ersetzt. Dies kdnnte daran liegen, dass die iberue Aktivitat der entsprechenden
Enzyme nicht weiter herunter reguliert werden kann. Der rasthmteil der nativen Galaktolipide ist
demnach ausreichend, um das Wachstum der transformierten ZAalllen den gegebenen

Laborbedingungen zu gewahrleisten.

Die Kristallstrukturen in zunehmender Zahl demonstrieren, dass s@@atD als aucluGal3GalD
an verschiedenen Stellen von Proteinkomplexen der Thylakoidmembrahandgn sind, und auf
diese Weise wahrscheinlich zur Stabilisierung der Prdtekisir beitragen sowie fir einen effizienten
Transport von Excitonen und Elektronen zwischen diesen Komplexen gdagdan et al., 2001; Liu
et al., 2004; Makewicz et al., 1996). Falls daher ein vollstandigstausch der nativen Galaktolipide
in Blaualgen Uberhaupt realisierbar ware, so kénnte das durchulcistder Blaualgen-Epimerase
oder de3GlcD-Synthase durch dig-Glukosyltransferase chlo2030 bzw. di€lcD-Synthase dr1225

ermoglicht werden. Dies wirde aber die Identifizierung der nativen Gengsgetaen.

Zukunftige Studien konnen zeigen, ob der umfassende Austausch dktolgate, mit dem in der
vorliegenden Arbeit begonnen wurde, spezifische Auswirkungen autiGoek der Photosynthese
hat.
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3.2.4 Die Expression einer bakteriellen Glykosyltransferase fuhrt zuNMeranderung des

Glykolipidmusters in A. thaliana

In A. thaliana sollten durch ,post-transcriptional gene silencing” die Atdten von MGD1 und
DGD1 so weit wie moglich vermindert und gleichzeitig durch dieprEssion heterologer
Glykosyltransferasen neue Glykolipide akkumuliert werden. teegz stand dabei zunachst im

Vordergrund.

Eine von 21 verschiedenen Glykosyltransferasen fuhrte idrabidopsis zu einem verénderten

Glykolipidmuster

Insgesamt wurde A. thaliana mit 29 verschiedenen Vektoren transformiert. Diese
Transformationsvektoren enthielten eine Kassette mit dem Kohgwuknaktivierung von MGD1
oder alternativ eine Kassette zur Inaktivierung von DGD1 undrdeffeeine der 21 verschiedenen
ORF-Sequenzen. Acht der insgesamt 21 ORF-Sequenzen waren in beigenatiatn
Transformationsvektoren enthalten, was zu insgesamt 29 Transtorsvektoren flhrte. Die
Transformation vorA. thaliana war mit allen 29 Konstrukten erfolgreich. Die Untersuchung der
transformierten Pflanzen auf ein veréndertes Glykolipidmustgde durch DC der Lipidextrakte
durchgefuhrt, die aus je einem Blatt hergestellt wurden. delgsj Konstrukt wurden auf diese Weise

im Durchschnitt 10 Pflanzen untersucht.

Die Konstrukte zum ,post-transcriptional gene silencing” Wd@&D1 und DGD1 fuhrten nicht zum
Erfolg. Die entsprechenden Pflanzen zeigten in ihrem Wachstuninuiimtem Galaktolipidgehalt
keine erkennbaren Abweichungen zum Wildtyp (Daten nicht gezeigtha®d von PCR mit
genomischer DNA als Template konnte die Integration der euispnden Gen-Inaktivierungs-
Konstrukte ins Genom von transformierten Pflanzen Aaialiana bestatigt werden. Die Grinde fur
die offensichtlich erfolglosen Versuche zur Inaktivierung der Imeidalaktosyltransferasen wurden

nicht weiter untersucht.

Nur Pflanzen, die mit deB-Glukosyltransferase chlo2030 aQs aurantiacus transformiert wurden,
zeigten ein verandertes Glykolipidmuster. Mehrere transgenezBfiskonnten selektioniert werden,
die eine unterschiedlich starke Akkumulation des neuen Glykeljp@@lcfGalD aufwiesen (Daten
nicht gezeigt). Bei keiner dieser transgenen Pflanzen kamiéz den gegebenen Laborbedingungen
ein verandertes Wachstumsverhalten im Vergleich zum Wildtypbdmtet werden. Dies ist
maoglicherweise nicht Uberraschend, da ein ahnliches Diglykosyldlgcerol mit einem Glukosylrest
in der Kopfgruppe in nicht unbedeutenden Mengen in bestimmten Gewalre Leguminosen
vorkommt (Gaude et al., 2004).

Eine der Pflanzen mit dem grof3ten Anteil BBIcBGalD wurde flir weitere Versuche verwendet. Die

aus Selbstbestaubung hervorgegangenen Nachkommen diesesr&sfarnanten spalteten sich in
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drei Gruppen auf. Von 176 untersuchten Pflanzen zeigten 49 das Lipgdnoes Wildtyps, 41
Pflanzen zeigten deutlich wenig@GlcGalD im Vergleich zum Priméartransformanten und 86
Pflanzen zeigten mit vigdGIcBGalD das gleiche Lipidmuster wie der Primartransformaito(/33).

In dieser letzten Gruppe war, wie beim Primartransfornmarter Anteil de$GlcfGalD sogar hoher

als der Anteil des nativemGalpGalD. Die Synthese von geringen, unter der Nachweisgrenze
befindlichen Mengen vofAGIcD undpGIcBGlcD in transformierted\rabidopsis-Pflanzen kann nicht
ausgeschlossen werden. Die Struktur @icfGalD wurde mit NMR-Spektroskopie und MS durch

Prof. Dr. U. Zahringer analysiert (Daten nicht gezeigt). $sleematische Darstellung der Struktur der
Kopfgruppe ist in Abb. 26 zu sehen.

. A e CaD

BGlcpGlcD —
n— — BGlcpGalD
oGalBGalD — | r—  — — - aGalBGalD
— SQD

Abb. 33 Synthese neuer Glykolipide durch die Expressioerebakterieller-Glukosyltransferase in transgenen
Arabidopsis-Pflanzen. Die  Glykolipidfraktionen vonzwei verschiedenen Nachkommen eines
Primértransformanten mit def-Glukosyltransferase chlo2030 awW& aurantiacus wurden dber DC in
Hexan/THF/Isopropanol/#D 40:0,4:50:9 aufgetrennt. Eine Gruppe von Nachkemrynthetisierte deutlich
mehrBGlcpGalD als die zweite Gruppe und glich in ihrem Lipigster dem Primartransformanten. Eine dritte
Gruppe (nicht gezeigt) zeigte das Lipidmuster désltyps.

Spur 1: Standards

Spur 2: Wildtyp

Spur 3: Nachkomme mit vigiGlcpGalD (Gruppe 1)

Spur 4: Nachkomme mit wenpGlcpGalD (Gruppe 2)

Lokalisation der bakteriellen B-Glukosyltransferase chlo2030 in den Chloroplasten vorA.
thaliana

Um zu zeigen, dass neben der erfolgreichen Expressiantialiana (siehe oben) auch die Insertion
dieser heterologen Glykosyltransferase in die Chloroplastiafgt war und damit zur Veranderung
des Glykolipidmusters der Thylakoide flhrte, wurden Lipidanalysénisulierten Chloroplasten

durchgefuhrt. Bei der Isolierung der Chloroplasten wurden Pflanzén, wial® und ,wenig"
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BGIcfGalD gemischt (Abb. 33). Das Lipidmuster der Chloroplastendaums transgenen Pflanzen
(Abb. 34) war &hnlich wie das Lipidmuster von ganzen transgenen Pflanzien33).

1 2 3
—— BGalD
L BGIcBGalD
0GalfGalD — — —— — - oGalBGalD
— SQD

Abb. 34 Lokalisation des neuen Glykolipids in den Chlorepda. Gesamtlipidextrakte aus Chloroplasten von
Pflanzen mit dep-Glukosyltransferase chlo2030 wurden tber DC inatékXHF/Isopropanol/kD 40:0,4:50:9
aufgetrennt. Die Chloroplasten der transgenen BélarnthalteGlcfGalD, das in den Chloroplasten des
Wildtyps nicht vorkommt.

Spur 1: Standard

Spur 2: Chloroplasten aus transgenen Pflanzen

Spur 3: Chloroplasten des Wildtyps

Akkumulation von BGIcpGalD fiihrt zur Reduktion des nativenaGalgGalD in Arabidopsis

Wie in Abb. 33 zu sehen ist, Ubertrifft in einer Gruppe von traregdrabidopsis-Pflanzen der
Anteil von BGIlcfGalD den des nativemGal3GalD. Um dies zu bestéatigen, wurden densitometrische
Untersuchungen (wie oben beschrieben) durchgefihrt. Fir diese Esperimurden beide Gruppen
von Pflanzen herangezogen (Gruppe 1: gi@élcGalD; Gruppe 2: weni@GlcpGalD). Der Anteil
des neuen Glykolipids in der Gruppe 1 ist dabei mit 27 % fast doppdibch wie der Anteil des
verbliebeneruGalpGalD (15 %), das im Vergleich zum Wildtyp (29 %) auf die Hat@duziert ist.

Die Zusammensetzung der Galaktolipide der Pflanzen der Gruppatigh wie im Wildtyp, wobei
der zuséatzliche Anteil dgsGlcfGalD bei 9 % liegt. Der Anteil defGalD ist in beiden Gruppen

leicht reduziert.
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Abb. 35 Densitometrischer Vergleich der GlykolipidmustemwVildtyp und Transformanten vdirabidopsis.

Aus dem Wildtyp und zwei verschiedenen Gruppen transgenen Pflanzen, die sich durch die Menge des
synthetisiertefdGlcGalD unterscheiden, wurden Glykolipidfraktionendestellt. Die weitere Verfahrensweise
zur Ermittlung der relativen Menge erfolgte wie nlimeschrieben. Weil3e Balken: Wildtyp-Kontrollemywerze
Balken: Transformanten der Gruppe 1 mit \B&IcfGalD; graue Balken: Transformanten der Gruppe 2 mit
wenigBGlcpGalD. Das benutzte Laufmittel war Hexan/THF/Isoopl/HO 40:0,4:50:7.

Die B-Glukosyltransferase chlo2030 hat im Vergleich mit denaGalGalD-Synthasen in

Arabidopsis Zugang zu anderen Substraten

Die Untersuchung des Fettsaureprofils konnte Aufschliisse Uber den ZugfrGldkosyltransferase

chlo2030 zu verschiedenen Substraten geben. Zu diesem Zweck wurdegttsiieiren jeder Lipid-

Spezies als Fettsduremethylester Uber GLC aufgetrennt untifigieath(von Frau Hellmeyer). Dabei

wurde nur eine Messreihe durchgefihrt. Bei Vergleich der gaawéih Daten mit den relativen
Werten der densitometrischen Untersuchungen wurden sehr gute rigbemeiungen festgestellt.

Daher kann angenommen werden, dass diese Werte zuverlassigmginén Anforderungen dieses
Vergleichs genugen. In dieser Auswertung wurden nur die dominaeteséifiren (16:0, 16:3, 18:2,
18:3) bericksichtigt und wiederum nur der Wildtyp und die beiden Gruppetransgenen Pflanzen
von A. thaliana herangezogen (Gruppe 1: viigblcfGalD; Gruppe 2: weni§GlcpGalD).

Bei dem Vergleich der drei verschiedenen Pflanzen unterdgmazeigten sich Ahnlichkeiten der
Fettsauremuster in den nativen Galaktolipiden (Tabelle 1&jn&le Abweichungen zeigten nur die
Pflanzen der Gruppe 1 mit einer leichten Abnahme von 16:3 bzw. Zunatim&8v3 inBGalD.
Umgekehrt ist inaGalBGalD eine leichte Zunahme der 16:0 bzw. leichte Abnahme der 18:3 zu
beobachten.

Vergleicht man das heterolog synthetisigf@cBGalD mit den beiden nativen Galaktolipiden in den
transgenen Pflanzen, so zeigen sich deutliche Unterschiede Fetitsauremustern (Tabelle 11). Das

neue Diglykosyldiacylglycerol &hnelt dabei weder d&&alD noch denuGal3GalD. Die Messwerte
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fur die verschiedenen Fettsauren iGlcfGalD liegen zwischen den Werten der beiden nativen
Galaktolipide. Am deutlichsten zeigt sich dies durch den Veelylder Werte der C16-Fettsauren.
Diese Unterschiede lassen annehmen, dass die hetefsl@Bg&kosyltransferase chlo2030 und die
native(n) aGalBGalD-Synthase(n) auf verschiedene Substrate zugreifen. Im Hiirdolit die C16-
Fettsauren wafGlcpGalD durch das Vorkommen von groRen Mengen von 16:3 gekennzeichnet,
wahrend in aGaBGalD hauptsachlich 16:0 detektiert wurden. Die Fettsaure 16:0 kann
Abhangigkeit vom eukaryoten oder prokaryoten Ursprung des Lipidsngh bzw. an sn-2
vorkommen. Das in Pflanzen synthetisierte Tri- und Tetragasdgkdiacylglycerol ist im Gegensatz

zumaGalpGalD ebenfalls durch 16:3 @an-2 gekennzeichnet (Siebertz et al., 1979; Xu et al., 2003).

Dieser Unterschied im Fettsaureprofil der beiden LipiGalpGalD undBGlcfGalD lasst vermuten,
dass sich die Hauptaktivitat déiGlukosyltransferase chlo2030 im inneren Envelope befindet und ein
Substrat nutzt, zu dem digGalpGalD-Synthasen keinen Zugang haben. Umgekehrt konnte aber die
B-Glukosyltransferase einen eingeschrankten Zugang zu den SubsteateGalfGalD-Synthasen
haben. Genauere Aussagen Uber die Lokalisation der heterolodersyhiyansferase kénnen aber nur

durch Positionsanalysen der Fettsduren gemacht werden, die noch nicht abgesdifal.

Tabelle 11Fettsaureprofile der Glykolipide des Wildtyps unansgener Pflanzen vaxrabidopsis. Die Zahlen
zeigen den prozentualen Anteil der einzelnen Raettsibezogen auf die jeweilige Lipid-Spezies

Wildtyp Gruppe 1 Gruppe 2
Fettsaure
BGalD aGalpGalD BGlcpGalD ;i BGalD «GalpGalD BGIcpGalD | BGalD  oGalpGalD PBGlcpGalD
16:0 2 15 0 4 20 7 2 16 9
16:3 25 2 0 21 3 14 27 2 15
18:2 3 7 0 3 7 4 3 7 6
18:3 69 75 0 72 69 75 69 74 70

Die Ergebnisse lassen sich folgendermal3en zusammenfassen: dieir€hansformation mit der
Sequenz de-Glukosyltransferase au€. aurantiacus gelang die erfolgreiche Expression einer
bakteriellen Glykosyltransferase iA. thaliana. Durch die Fusion mit einem N-terminalen
Chloroplasten-Leaderpeptid konnte dieses Enzym in den Chloroplasmrtiert und so das
Glykolipidmuster der Thylakoiden sichtbar verdndert werden. Blkkumulation des neuen
Glykolipids BGIlcpGalD fuhrte dabei in einigen transgenen Pflanzen zu Anteilendidiéitéhe des
nativenaGal3GalD des Wildtyps erreichten. Der Anteil de&al3GalD war dabei in der transgenen
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Pflanze um die Halfte reduziert. Die Unterschiede im Beteprofil zwischerGlcfGalD und den
nativen Galaktolipiden legen eine Lokalisation detGalpGalD-Synthase und derp-
Glukosyltransferase chlo2030 in verschiedenen Membransysteom einen Zugriff auf

unterschiedliche Spezies vfGalD nahe.

Die Sequenz deB-Glukosyltransferase chlo2030 liegt in 5 Kopien im Genom von @&nsgenenA.

thaliana-Pflanzen vor

Um Informationen tber die Anzahl der Kopien des ORF chlo2030 in transgeai@dopsis-Pflanzen
zu erhalten, wurden Southern-Blot-Analysen durchgefiihrt (von FraukdéjacDazu wurde
genomische DNA aus drei verschiedenen Pflanzen der Gruppen 1 wi@r2 isyd mit ECoORV oder
BamHI verdaut, Uiber ein Agarosegel aufgetrennt und geblotetEDzyme wurden so gewéhlt, dass
sie nicht im ORF oder in der Leadersequenz schnitten. Zur digieriung dienten DIG-markierte
DNA-Sonden, die entweder dem ORF chlo2030 oder der verwendeten Legdensentsprachen.
Aus dem Verdau mit EcCORV resultierten 5 Fragmente mit €anéRe von 2,5 bis 10,0 kb (Abb. 36).
Durch Verdau mit BamHI traten 3 Banden mit einer GrofRe imi&eron 5,0 bis 7,0 kb auf. Durch
eine langere Laufzeit wurden 4 Banden aufgetrennt (Datdnt gezeigt). Das zu erwartende fiinfte
Fragment konnte entweder nicht von einem ahnlich grof3en Fragetesig werden, oder es wurde
von der schwachen Bande in Abb. 36 reprasentiert, die deutlich gaiftet0,0 kb war. Die
Verwendung der Sonden fiir den ORF chlo2030 und die Leadersequenz fluhrééteim Féllen zu
den gleichen Ergebnissen. Sie zeigen, dass der ORF chlo2030vmrsanit der Leadersequenz in 5
Kopien im Genom der entsprechenden Pflanzen vorlag. Ein Untmiseiwvischen Pflanzen der

Gruppen 1 oder 2 konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 36 Southern-Blot-Analyse der genomischen DNA von idén mit de3-Glukosyltransferase chlo2030.
Proben genomischer DNA von zwei verschiedenen Bélarder Gruppe 1 und einer Pflanze der Gruppe 2
wurden mit EcoRV oder BamHI verdaut, Gber ein Agagel (1 %) aufgetrennt und mit der DIG-markierten
Sonde des ORF chlo2030 hybridisiert. Der Roéntgenfieigt 5 Banden durch den Verdau mit EcoRV und 3
Banden durch den Verdau mit BamHI. Aus letzteremd¥e resultierten mindestens vier Fragmente, die zu
Teil ahnliche GrofRRe hatten und in dieser Abbildanght getrennt sind. Die entsprechenden Banderbeigen
Restriktionsansatzen wurden beim Wildtyp nicht enkd.

Spur 1: Plasmid pCDsLchlo2030 als Kontrolle

Spur 2: Pflanze der Gruppe 1 (EcoRV)

Spur 3: Pflanze der Gruppe 1 (EcoRV)

Spur 4: Pflanze der Gruppe 2 (EcoRV)

Spur 5: Wildtyp (EcoRV)

Spur 6: Pflanze der Gruppe 1 (BamHI)

Spur 7: Pflanze der Gruppe 1 (BamHI)

Spur 8: Pflanze der Gruppe 2 (BamHI)

Spur 9: Wildtyp (BamHI)

Spur 10: Plasmid pCDsLchlo2030 als Kontrolle

Die Nachkommen des ausgewahlten Primartransformanten (dehg zeigten im Hinblick auf das
Glykolipidmuster eine Aufspaltung mit einem Verhaltnis von 1:Rig. Gruppe der Pflanzen mit viel
BGlcpGalD war dabei doppelt so grof? wie die Gruppen der Pflanzemenig bzw. ohn@GlcfGalD
(Abb. 33). Dies entspricht einer Aufspaltung in homozygotelifdiy sowie heterozygoten und
homozygoten Transformanten (1:2:1), die zu erwarten wanmn wer ORF chlo2030 nur durch eine
Kopie im Genom der Elternpflanze vertreten wére. Dabei syisterten die so genannten
heterozygoten Pflanzen viel und die so genannten homozygoten Pflaenénp@IcfGalD. Die
schwachere Aktivitat deB-Glukosyltransferase chlo2030 in den homozygoten Pflanzen kdnnte man
dabei auf ,post-transcriptional gene silencing” zurtckfihren, dashdoehr mMRNA ausgelost werden
kann (Vaucheret et al., 2001). Das Vorhandensein von 5 Kopierjesiebh nicht im Einklang zu der
beobachteten Aufspaltung. Eine mogliche Erklarung ware, dass nuraiiee $€ark transkribiert wird

und die Transkription der Ubrigen vier Kopien schwach ist. In Rélanzie bezlglich der stark
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transkribierten Kopie heterozygot sind, wirde yéllcfGalD akkumulieren. In den entsprechenden
homozygoten Pflanzen wirde dann durch die weitere Zunahme von mRNAKktiN&at der j3-
Glukosyltransferase durch ,post-transcriptional gene silehewgder vermindert werden (Vaucheret
et al.,, 2001). Eine andere Erklarung wére eine Insertion der 5 iKapienger Nachbarschaft im

Genom, sodass durch die starke Kopplung keine Aufspaltung zu erkennen ist.

Komplementation der dgdl-Mutante von A. thaliana durch Expression der B-

Glukosyltransferase chlo2030

In einer Kooperation mit Dr. Peter Dérmann konnte der Phanotyp derMigtihte vonA. thaliana
durch Akkumulation vorgGlcBGalD teilweise komplementiert werden (Abb. 37). Die dgd1-Mutante
zeigt durch die Reduktion vanGalpGalD um 90 % einen Zwergwuchs und Beeintrachtigungen in der
Photosynthese (Dormann et al., 1995). Doérmann und seine Mitarbeitern hdite -
Glukosyltransferase chlo2030 in dieser Mutante exprimiertkBieplementierte dgd1-Mutante zeigte
durch die Akkumulation vofiGIcBGalD ein deutlich besseres Wachstum als die dgd1-Mutante und ist
dem Wildtyp ahnlich (Abb. 37).

dgdl dgd1l Wildtyp
+ chlo2030

Abb. 37 Komplementation der dgd1-Mutante vAnthaliana durch die heterologe Expression @er
Glukosyltransferase chlo2030 aDsaurantiacus.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, zumindest aitaled nativermGalpGalD durch das
alternativepGlcpGalD zu ersetzen. Daten Uber verschiedene physiologische Uhtangea liegen

noch nicht vor.
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BGlcpGalD kann strukturelle Funktionen von aGalBGalD tbernehmen

Durch die Expression einer bakteriellen Glykosyltransfeaas€. aurantiacus ist es zum ersten Mal

gelungen, die plastidaren Glykolipide gezielt durch andere Glykolipidesetzen.

Die Akkumulation des neuen Lipids in transgenen Pflanzen ohnat&edtigung des Wachstums

und die Wiederherstellung eines Wildtyp-ahnlichen Phénotyps depl&ormantierten dgd1-Mutante

zeigen, dass das nepi&lcfGalD strukturelle Funktionen vanGalpGalD Ubernehmen kann.

Ein ahnlicher Ansatz wurde zum Beispiel bei eiercoli-Mutante angewandt. Dabei wurde das
fehlende PE in diesem Organismus duscBalD ersetzt, was zu einer teilweisen Wiederherstellung
der urspriinglichen Membranfunktionen fiihrte (Wikstrom et al., 200%jitere Beispiele fur den
Austausch von Glycerolipiden sind die verschiedenen ExperimeitteOrganismen, die unter
bestimmten Bedingungen Phospholipide durch Sulfolipide und Galal®ligirsetzen konnen
(Andersson et al., 2003; Benning et al., 1993; Frentzen, 2004; Hartel et al., 1998)

Das Neue des hier beschriebenen Ansatzes besteht darinzuassrsten Mal Aussagen uber
Galaktolipide moglich sind, die Uber deren Funktion als Struktupko@nte hinausgehen. Durch
Untersuchung der Mutanten kdnnen so Einblicke tber die spezifisghididh der Galaktose der
plastidaren Glykolipide gewonnen werden. Durch Messungen der Photogsgkiinggit kann sich

zeigen, ob die komplementierte dgdl-Mutante zu einer ,normalento®mghese in der Lage ist
(Dérmann et al., 1995; Hartel et al., 1997; Reifarth et al., 199WciDKultivierung der Pflanzen
unter Stress-Bedingungen (z. B. Phosphatmangel, verschiedene Liddititesn, Salzstress, etc.)

kdnnen weitere Details tber die spezifische Funktiona@al3GalD zum Vorschein kommen.

3.3 AbschlieRender Uberblick (ber die Ergebnisse der Bxession der
bereitgestellten ORFs in den verschiedenen Organism.

In dieser Arbeit wurden 22 verschiedene bakterielle ORF3raursformation vork. coli, P. patens,

S cerevisiae, Synechococcus, P. patens und A. thaliana benutzt (Tabelle 12). Zwei dieser ORFs
kodierten flr bereits charakterisierte GlykosyltransfemaasusA. laidlawii und S aureus (Berg et al.,
2001; Jorasch et al., 2000). Ein ORF d&uisburgdorferi kodierte fur einefGalD-Synthase (It.
Bergstrom). Die 19 neuen ORFs kodierten fur putative Glykosyfeesen au®. radiodurans, T.
maritima, L. lactis, A. tumefaciens, M. loti, C. aurantiacus und C. tepidum. Dartber hinaus wurde
noch ein kunstlich hergestellter ORF verwendet. Sechs der dewtifizierten bakteriellen
Glykosyltransferasen konnten durch Expressio&.inoli oder in Hefen charakterisiert werden. Vier
bakterielle Glykosyltransferasen fuihrten in Blaualgen, abeeimarin Pflanzen zu einer Veranderung

des Glykolipidmusters.
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Tabelle 12Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse dee&sipn der bereitgestellten bakteriellen ORFs

zur Veranderung des Glykolipidmusters in Pflanzed Blaualgen

Expressionswirt
ORF Spender- Spezifitat E.coli | P.pastoris S cerevisiae Synechococcusi P. patens | A. thaliana
Organismus
dr1225 Deinococcus aGlc - n. t. + n. t. -
tm0744 Thermotoga aGlc - n. t. + n. t. -
Al-GlcT? Acholeplasma gGlc + n. t. + + - ?
chlo2030 Chloroflexus BGlc - n. t. + + n. t. +
chlo2029 Chloroflexus BGal - n. t. + - n. t. -
Sa-GIcF Staphylococcus  BGlc + n. t. + ? - -
(prozessiv)
AGR_C_3323 Agrobacterium BGlc/BGal + + n. t ? n. t. -
(prozessiv)
mir5650 Mesorhizobium | BGlc/BGal + n. t. n.t ? n.t -
(prozessiv)
Bb-GalT® Borrelia oGal - .t - - - -
syn3 synthetisch BGlc - . - ? n. t. -
(prozessiv)
dr1076 Deinococcus unbekannt - - s - n. t. -
tm0622 Thermotoga unbekannt - - Lt - n. t. n. t.
ywaG Lactococcus unbekannt - - s n. t n. t. n. t.
ct1882 Chlorobium unbekannt - n. t. - - n. t. -
ct0548 Chlorobium unbekannt - n. t. - - n. t. -
ct0225 Chlorobium unbekannt - n. t. - - n. t. -
ct0226 Chlorobium unbekannt - n. t. - - n. t. -
chlo0149 Chloroflexus unbekannt n. t n. t. n. t n. t n. t. n. t
chlo1337 Chloroflexus unbekannt - n. t. - - n. t. -
chlo1537 Chloroflexus unbekannt - n. t. - - n. t. -
chlo1567 Chloroflexus unbekannt - n. t. - - n. t. -
chlo1798 Chloroflexus unbekannt - n. t. - - n. t. -
chlo2464 Chloroflexus unbekannt - n. t. - - n. t. -
chlo4056 Chloroflexus unbekannt - n. t. - - n. t. -
Y(Berg et al., 2001)
2 (Jorasch et al., 2000)
3 (It. Korrespondenz mit Bergstrém)
+ neues Glykolipid detektiert n. t. nicht transhoert

kein neues Glykolipid detektiert

keine Transfanten erhalten
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4 Zusammenfassung

Galaktolipide sind wichtige Membranbestandteile der Thylakomte Rflanzen und Blaualgen, bei
denen sie bis zu 80 % des Gesamtlipidgehalts dieser Membrameaches. Diese Glykolipide sind
Strukturelemente der Lipidmatrix fur die Einbettung von Rnete, sie sind am Proteinimport in die
Organelle beteiligt, sie tragen zur Faltung und StabilisiexamgProteinen bei, und sie spielen durch
ihre Assoziation mit mehreren Proteinkomplexen der Thylakoidmemeiaa Rolle bei der
Photosynthese. Die Lipidzusammensetzung der Thylakoidmembranen Ftalpeen und Blaualgen
in hohem Mafle konserviert, wobei Glykolipide mit alternativen flappen ausgeschlossen sind.
Dies deutet darauf hin, dass Galaktolipide spezifische kungkt erfullen, die mit der besonderen

Konfiguration ihrer Kopfgruppen verbunden sind.

Zur Aufdeckung der Funktionen von Galaktolipiden standen bisher kémtamon Genen der
Galaktolipid-Biosynthese zur Verfugung, die durch eine starke Redutes Anteils des jeweiligen
Galaktolipids gekennzeichnet sind. Die weitgehende Entfernung Eipieiklasse lasst aber kaum
Ruckschlisse auf die spezifischen Funktionen dieser Lipide zu,ed®ealetion einer wichtigen
Matrixkomponente Auswirkungen implizieren kann, die spezifische kméa nicht mehr erkennen

lassen.

Ein alternativer Ansatz zielt auf einen Austausch der eati@alaktolipide durch Glykolipide, die
anomere und/oder epimere Kopfgruppen tragen oder im Falle vdyk@sgldiacylglycerolen durch
eine andere Verknipfung der Zuckerreste gekennzeichnet sied.Ubiersuchungen derartiger
Mutanten konnen dann Ruckschlisse auf mogliche spezifische FunktiemerGalaktolipiden

erlauben.

Die Realisierung dieses alternativen Ansatzes war Zielvddiegenden Arbeit. Dazu sollten auf
genetischem Wege die nativen Enzyme der Galaktolipid-Biosyatlie geeigneten Organismen
inaktiviert und durch Expression heterologer Glykosyltransferames anderen Quellen ersetzt
werden. Letzteres setzte dabei eine Identifizierung und Chesaatieng moglichst vieler neuer

Glykosyltransferasen voraus.

Zu Beginn der Arbeit standen zunachst drei bakterielle GlykasgferasenoGlcD-Synthase aus.
laidlawii, aGalD-Synthase auB. burgdorferi, B-Glukosyltransferase aus aureus) zur Verfigung.
Uber Datenbanksuchldufe wurden weitere 20 Sequenzen von putatiykosyltransferasen aus
verschiedenen Glykosyltransferase-Familien (GT4, GT21, GT28}ifideert. Zusatzlich wurde ein
fur die Expression in Pflanzen optimiertes, kunstliches Gereugt, das durch vollstandige
Umstellung der Codon-Nutzung aus der bakteriefe@lukosyltransferase vo. aureus erhalten

wurde. Durch Expression von 19 ORFs von putativen Glykosyltransfetasd des kinstlichen Gens
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Zusammenfassung

in den Expressionswirte. coli, P. pastoris und S cerevisiae konnten 6 neue Glykosyltransferasen
Uber detaillierte Lipidanalysen und Enzymtests beschrieben merBéese Annotation der
Enzymfunktionen fuhrte zur Charakterisierung folgender neueroSyyansferasen: je eine Gcs aus
A. tumefaciens und M. lati, die beide durch eine breite Substrat-Spezifitdt beztglickeZti@onator
und -Akzeptor sowie durch ihre Prozessivitat gekennzeichnet sindeMin wurden zwei Enzyme
ausD. radiodurans und T. maritima als aGlcD-Synthasen charakterisiert. Zwei weitere Enzyme aus
C. aurantiacus wurden alspGalD-Synthase und als Diglykosyldiacylglycerol-synthetisieeefid

Glukosyltransferase annotiert.

Die ORFs der auf diese Weise charakterisierten sovdergiisten putativen Glykosyltransferasen
wurden fur die Transformation von Blaualgen und Pflanzen eingeBetztie Versuche bd?. patens
nicht zum gewunschten Erfolg flhrten, konzentrierten sich die olgemfden Arbeiten auf die
Synthese neuer Glykolipide Bynechococcus undA. thaliana. Dabei ist es zum ersten Mal gelungen,

die Galaktolipide in Blaualgen und Chloroplasten gezielt durch andere iglectu ersetzen.

In Synechococcus fuhrte die Expression von dfeicD-Synthasen auB. radiodurans, T. maritima
und A. laidlawii jeweils zur Bildung voruGleD und aGalD sowie zur Reduktion vopGalD. Die
cyanobakterielle Expression détGlukosyltransferase aus. aurantiacus resultierte in der Synthese

von BGIcfGalD bei gleichzeitiger Reduktion des native@al3GalD.

In A. thaliana fuhrte nur die Expression dgrGlukosyltransferase au@ aurantiacus in Form eines
Fusionsproteins mit einem N-terminalen Chloroplasten-Leadedpepti einem verdnderten
Glykolipidmuster der Chloroplasten. Die Akkumulation des nef@icfGalD ging einher mit der
Reduktion des nativemGalpGalD. Aul3erdem ist es gelungen, den Phanotyp der dgd1-Zwergmutante
von A. thaliana durch die Expression diesprGlukosyltransferase weitgehend zu komplementieren

und eine Wildtyp-ahnliche Pflanzengro3e wiederherzustellen.

Die erfolgreiche Darstellung verschiedener Glykolipid-&hien vonSynechococcus und A. thaliana
ist ein erster Schritt flr Untersuchungen zur Erkennung spezéfi Funktionen von Galaktolipiden in

Thylakoiden.
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Anhang

6 Anhang

Oligonukleotidsequenzen

(Die Teil-Sequenzen zur Synthese des synthetisGearis sind hier nicht aufgefiihrt)

Bezeichnung des
) i 5'—»3’-Sequenz
Oligonukleotids

GH1 CGGGATCCCGCGATGCGGGAGTCTGAGCCT

GH2 GCTCTAGAGCTACCAACCATAAACAAT

GH13b ATGGCTCGCCAACATCGTCTTC

GH14b GTAAGGCAGGCCGATATACAG

GH16 TCTAGAAAACTCAAACATCGAAGAGT

GH18 GAATTCGGCACGAGAGAAGCAATTTAT

GH19 CATGCCATGGATTGTTCTGTGGAGTTGGCA

GH20 GCTCTAGAGTATACTTTCCCATTTGGCTGTTGGCTGATG
GH21 CCCAAGCTTGTCAACATGGTGGAGCACGACACT
GH22 CCCAAGCTTCCCGGGTCACTGGATTTTGGTTTTAGGAATTAG
GH23 ATGAGAATTGGTATTTTTTCGGAAGCG

GH24 CTACTTTTTATTCAATTTTTTGTTATTTTTATC

GH25 GTTAACATCGACGTCGAGCACATTGCC

GH26 GTTAACTGGTGGTAGCATGCTGCT

GH27 ATGAAAGTCGCAATATTTACAG

GH28 CAGCCCATTTGTTTTGTGCC

GH29 ATGGTTACTCAAAATAAAAAG

GH30 TTATTTAACGAAGAATCTTGC

GH35 CGGGATCCTTTGCAAATGCAAGAGCCAAC

GH36 AAGGCCTGAAAACTATAAGAAACCAGAAAGC

GH37 CTAGCTAGCCTTTGCAAATGCAAGAGCC

GH38 AAGGCCTTTCCTGGGTAAAAGGAGATTT

GH47 ATGAGAGTTGGACTTTTTACAG

GH48 TTAGGATTGACCCCATTAGTC

GH49 ATGAACCCTCTGAGAATCGG

GH50 CCTTTCCTGATTCAACATCTG

GH55 ATGAACATAGCGATGTTCAGC

GH56 TCACCTCCAGATTCTGTCTTC

GH57 ATGATCAAAGTACTTCACATC

GH58 TCAGAGAACATTTCCCTTAATG

GH65f-20 ATGGTCACCCAGAACAAGAAG

GH65r-20 GACAGTGGCCACAGGGATGTTGATGTTGAACTGCTC
GH65f-21 GTTCAACATCAACATCCCTGTGGCCACTGTCATGAC
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Anhang

GH65r-21
GH65f-22
GH65r-22
GH65f-23
GH65r-23
GH65f-24
GH69msF
Gh69msR
GH69maF
Gh69maR
GH69Leader-ntF

GH69Leader-ntR2

GH69dr1225F
GH69dr1225R
GH69tm0744F
GH69tm0744R
GH69saysynF
GH69saysynR
GH69syn3R
GH71dr1076F
GH71dr1076R
GH74ct1882F
GH74ct1882R
GH74ct0548F
GH74ct0548R
GH74ct0225F
GH74ct0225R
GH74ct0226F
GH74ct0226R
GH74chlo2029F
GH74chlo2029R
GH74chlo2030F
GH74chlo2030R
GH74chlo2464F
GH74chlo2464R
GH74chlo0149F
GH74chlo0149R
GH74chlo1337F
GH74chlo1337R
GH74chlo1537F
GH74chlo1537R
GH74chlo1567F
GH74chlo1567R
GH74chlo1798F
GH74chlo1798R
GH74chlo4056F

GGCCACATAGTACCTCGTCGAGTACGGTGTGATCCAG
GAACTGGATCACACCGTACTCGACGAGGTACTATG
GGAGACACCAAATGCACCAGCAGACATGAGGATGG
GCTGGTGCATTTGGTGTCTCCAAGGGATTTGACAC
GCTATGACCAATGAGATCAAGGAGATCACGGCAG
CTTGATCTCATTGGTCATAGCTCCCAGCCTCAGGAA
GGTACCTGAATTAAGAAGGGAGC
GGGCCTTAACCTATGACATAAAG
TTAATTAATGAATTAAGAAGGGAGC
CCCTGGACAGGGATTTTC
GGGCCCATGATGCAGCATTCTTCTTC
ACCTAGGATAAGCACCTTTTTCGGAGG
ATCCTAGGTATGAACCCTCTGAGAATC
GGATCCTCACCGGCCATACGCGG
ATCCTAGGTATGAACATAGCGATGTTCAG
GGATCCTCACCTCCAGATTCTGTC
ATCCTAGGTATGGTCACCCAGAACAAG
GGATCCTTACTTGACAAAGAACCTAG
TGTACATGTTCCTGAAGTACTTGAAGCTGTTG
ATCCTAGGTATGGCTCGCCAACATCGTC
GGATCCGTAAGGCAGGCCGATATAC
ATCCTAGGTATGAAGGTAGCCTTGTATGC
GGATCCTCACCGTCTGGCTTTGGCGGC
ATCCTAGGTATGTTTTGCAAGGTCATGAAAAT
GGATCCCTACTGAGCTTTGCGCTCG
ATCCTAGGTATGGCCGCCGAAGCCCTC
GGATCCTCACGTGCCTTTTTTTCGATC
ATCCTAGGTATGGCCGCCCGCAAGCTTT
GGATCCTCATCGTTTCGCCGCCAC
ATCCTAGGTATGACTAATGCTATGAATCG
GGATCCTTATGATCCCCCAACCGG
ATCCTAGGTATGGGAGATAGATCTATGCC
GGATCCTTAGTCATGGCGGTGACTC
ATCCTAGGTATGTCGATCAGTCAAACGC
GGATCCTCATGCTGAACTCCTCGAT
ATCCTAGGTATGAACGCTACCCATCCAC
GGATCCTCAGGTTGGCCCAAAAATTTTTG
ATCCTAGGTATGCGTATCGCGTTGATTTG
GGATCCTCACCCGCGGCCAGGAAC
ATCCTAGGTATGCGCATCGCTTTTCTTG
GGATCCTCAACCACGTGTGACGGT
ATCCTAGGTATGCGCATTCTCATCCCTTC
GGATCCTTATGGTTGCTTTGACTGGC
ATCCTAGGTATGATTCGTTTTGCAATCGATG
GGATCCTCAGAATCGTCTGATTAACTG
ATCCTAGGTATGTCTGGGACCTGGCTC
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Anhang

GH74chlo4056R
Gh75syn3F
GH75nptlIF
GH75nptlIR
MCS1-F
MCS1-R
MCS2-F
MCS2-R
CH6

CH7

Agrol
Agro2
Mesol
Meso2
AgroN
AgroB
AGROK
AGROE
AGRO2N
AGRO2S
STA

STAS
STREPS
STREPN
12F

12R

13F

13R

14F

14R

15F

15R

16R

GGATCCTCAGTTAGTTTGCAGGACAG
CCATGGTCCTAGGTATGGTCACCC
GGATCCCACGCTGCCGCAAGCACT
AAGCTTAACCCCAGAGTCCCGCTC
GATCTGGTACCCCGGGCCTTAATTAAG
CTTAATTAAGGCCCGGGGTACCA
AGATCTAGCTAGCTGGGCCCAAAGGCCTTTATCCTAGGTTTA
ACCATGGACTAGTCGGATCCGTACGTATAAACCTAGGATAAAG
TTTCCATGGATTGTTCTGTGGAGTTG
TTTGGATCCCTAAATAAGCCCTCTG
ATGGGAGTGGAACTGGCCAGCATG
TTATTCCGCAGGCGGACCCGCCAG
ATGGAACTCACTCTCATAGCCGCC
TCAGGCGCGCGACGACGCCTCTTC
CCATGGGAGTGGAACTGGCCAGCA
GGATCCTTATTCCGCAGGCGGACC
GGTACCGGAATCAGTTGACCGGTG
GATATCTCCCAAGCTTTCGGCGGT
GCGGCCGCTGGCTCGCAGGGCCGC
GAGCTCTTATTCCGCAGGCGGACC
GATATCGTGGTTACTCAAAATAAA
CCCGGGTTATTTAACGAAGAATCT
CCCGGGTATGCGCTCACGCAACTG
GCGGCCGCATTATTTGCCGACTAC
CGTGAAACCGTTACCAAGATG
TATGACCGTTACCGAATGAGC
AAGAGATTTATGGAAAGGTTCC
TCAGCTTTCCGGCGTAACTC
CGAATTCCATGGAATCGATTG
ACAACATCGATTTGCCCTGTG
GAGAACCTGCGTGCAATCC
ACTGACTTCAGGTGAGAGTC
TATCAGGACATAGCGTTGGC
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Anhang

Polynukleotidsequenz des synthetischen Gens (Version 3)
(Die unterstrichene Base fuhrt zu einem Aminosaureaustausch)

ATGGTCACCCAGAACAAGAAGATCCTCATCATCACTGECTCCTTTGECAATGGT CACATGCAGGTCAC
CCAGI CCATTGT CAACCAGCTCAATGACATGAACT TGGACCATCTCTCTGT CATTGAGCATGATCTCT
TCATGGAGGCTCATCCCATCCTCACCT CCATCTGCAAGAAGT GGTACATCAACAGCTTCAAGTGCTTC
AGGAACATGTACAAGGGECTTCTACTACT CCAGGCCGGACAAGCT GGACAAGT GCTTCTACAAGTACTA
TGGECTCAACAAGCT CATCAACCT CCTCATCAAGGAGAAGCCGGATCTCATCCTCCTCACCTTCCCGA
CACCTGTCATGTICTGTCCTCACTGAGCAGT TCAACATCAACAT CCCTGTGECCACTGTCATGACTGAC
TACAGGCTCCACAAGAACT GGATCACACCGT ACT CGACGAGGTACTAT GT GGCCACCAAGGAGACGAA
GCAGGACTTCATTGATGTGGGAAT TGATCCCT CCACT GT CAAGGT CACTGGAATCCCAATTGACAACA
AGT TTGAGACACCGAT CAACCAGAAGCAGT GGCTCATTGACAACAACT TGGACCCGGACAAGCAGACC
ATCCTCATGTCTGCCTGGTGCATTTGGT GT CTCCAAGGGATTTGACACGATGATCACTGACATCCTTGC
CAAGT CTGCCAAT GCTCAGGT GGT CATGAT CT GT GGCAAGT CCAAGGAGT TGAAGAGGT CCCTCACTG
CCAAGT TCAAGCTCACCAGGATGTACCT CATCCT TGGT TACACCAAGCACATGAATGAGT GGATGGCT
AGCTCCCAGCT CATGATCACCAAGCCAGGT GGAATCACCATCACTGAGGCECTTTGCCAGGTGCATTCC
CATGATCTTCCTCAACCCT GCTCCAGGT CAGGAGCTTGAGAATGCTTTCTACT TTGAGGAGAAGGECECT
TTGECAAGAT TGCTGACACT CCTGAGGAGGCCATCAAGAT TGTGECTTCCCTCACCAATGGCAATGAG
CAGCTCACGAACAT GAT CAGCACGAT GGAGCAGGACAAGATCAAGT ACGCTACCCAGACCATCTGCCG
TGATCTCCTTGATCTCATTGGT CATAGCT CCCAGCCT CAGGAAATCTATGGCAAGGTGCCCTTGTATG
CTAGGITCTTTGICAAGTAA

Polynukleotidsequenz des ORFs dr1225

amplifiziert aus genomischer DNA vobD. radiodurans — mit Abweichungen zur entsprechenden

Sequenz in GenBank.

ATGAACCCT CTGAGAAT CGECCTGT TTACCGACACCT TCCT CCCCGACCAGAACGGECAT CGTGACCAG
CGT CTGCCTGCT GAGCGACGAGCT TCGECGCCCT GGGACACCGEGT GGATGT GGTCGCCCCGCAGI TTC
CCGAGCAT CTCGACCGCCGECECCGACGT GCGECCGEGT GBCGAGCGT GCGT TATCCGCTGCTGCCGACC
TACCGGECTGECGT GBGCCCACCCGCAAGT CCT TCGAGCAGCGCTACGACGT GGTCCACACCCACACGECC
GCTGACT CTGEECCT GECCEEEECECEECT GECCCECAAGT GECGEGEGT GCCGCACGT GGCGACCTACC
ACACCCAT CTGGAGGCCTACACCCACT ACGT GCCAGGCAT GACGCAGCTCAACCGCGCCGI TCACTTC
ATGCCCAGAGT CGT CEEGECEECT CTACGGECGAGGECCGACGCCGT CAT CACGCCGACGECGEEECACCCT
GGACACGCT GCGECAGGCCGGAAT CGAGGACGCCGT GGT GATTCCCACCAGCAT CGACCCGECGGT CC
TGGAAGCCGCT CCGCCCAT CGCCGACCCCT GECCCT CCEECACGCGCCAEECT GCTCACGGT GEEECEG
CTGGCCCCCGAAAAGCCCT TCGAT CTGGT GCTCGACGCGCT CGCGCAGCT TCCCGECGECCCACCT CGT
GAT GCTGCGAGAAGGECCCGGAACGT GCCCACCT CGAGGACCACGCCGAGCGECT GEEEGT CTCGEEEC
GCGTCACCTTCGT GEGT GT GCGECCCT GGACCGAAAT CGEEGCGTACTACCGCCTCGCCGAGCTGITC
GTCTTCGCCT CGGACACCGAGACGCAGGEEECT GGT GCTGCAAGAAGCGCAACT CATGGGT GTGCCGGT
GGT CECGGT GEECAECCCEEEECACCCT GACCGEECGT GCAGAGCGECTACAGCGECTATCTGGTGCCTC
CCGGCGACGT GECCGEEECT GGT GEEECEGET CACT GGAGCT GCT GAGCAGT CCCGCCGAGCACCAGCGT
TTTTCCCGECAGECCCGECGAAT TCCEEEGACGGACCACGCCCECCEEEGET GECGCEECAGGT GCTGEC
GGT'GTACGCCCGEGT GCTGEECCGEET CCGACCT TACT CTGCCGEGT CCT GGT CAGGEGEGECEECEEAGG
AAGGCGAT CATCCCCGAAATACCCCCGCGTAT GGCCGGTGA
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Anhang

Transformationskonstrukte

Stellvertretend fur die zahlreichen Konstrukte zur Transftomavon A. tumefaciens, P. patens,
Synechococcus und A. thaliana wurde jeweils ein entsprechendes Konstrukt ausgewahlt. Der
Unterschied zwischen diesen und den nicht gezeigten Plasmident basteh der Verwendung
unterschiedlicher ORFs. Die Konstrukte zur TransformationEuaoli, S. cerevisiae undP. pastoris

sind nicht aufgeflihrt, ebenso wenig alle Konstrukte zur Subklonierung vorPRéziRkten und DNA-
Fragmenten.
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Anhang

Konstrukt : pMGDSko

zur Deletion depGalD-Synthase . patens

Merkmale Beschreibung

‘MGDS 5’-Fragment defGalD-Synthase auR. patens
35S-T 35S-Terminator

nptll Kanamycin-Resistenz

35S-P 35S-Promotor

MGDS’ 3’-Fragment depfGalD-Synthase auB. patens
Amp Ampicillin-Resistenz

.EcoRI

pPMGDSko
5934 bps

35S5-T

3000

[
MeDS 355-P
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Anhang

Konstrukt : pDGDSko

zur Deletion der putativemGalGalD-Synthase . patens

Merkmale Beschreibung

‘DGDS 5’-Fragment der putativenGal3GalD-Synthase auB. patens
35S-T 35S-Terminator

nptll Kanamycin-Resistenz

35S-P 35S-Promotor

DGDS’ 3’-Fragment der putativenGal3GalD-Synthase auB. patens
Amp Ampicillin-Resistenz

pDGDSko

6129 bps

~

nptll
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Anhang

Konstrukt : pUCd6Lmaln

zur Expression detGlcD-Synthase aué\. laidlawii als Fusionsprodukt mit einer Chloroplasten-

Leadersequenz iR. patens mit derA6-Desaturase als Insertionsplattform

Merkmale Beschreibung

‘D6-desat-frag 5'-Fragment den6-Desaturase au’ patens

35S-T 35S-Terminator

nptll Kanamycin-Resistenz

MGlucD aGlcD-Synthase aua. laidlawii
Leader Chloroplasten-Leadersequenz

D6-desat-frag’ 3'-Fragment den6-Desaturase au’ patens

Ehel
Narl
Kasl
Aatll Boe
Sspl vl
Psp1406  : | ;v
Pvul ; 5 ; ; ___BamHI
Psp1406 i ;Hpal
Bgll“. | EcoRl
Bsal i .BstX
AWNI

i .Ball

~ Munl
BspLU11
~NspVv

AMWNI . 'D6-desat-frag

BsplLU11.,
pUCd6Lmaln BssHIl
nptll
EcoRl 8707 bps

Hpal; 6000 .
Aatll — Ball
D6-desat-frag' Kasl
Sspl g 355-P , % Ehel
% iNarl

000 b
= s
i Aval
Nsp\/x‘ 855P | cader MGucD PpuMI
4 BseRI

PpuMI} ‘Munl
Aval;

Xhol

Bsal
BssHII
BstXI

166



Anhang

Konstrukt : pUCd6émaln

zur Expression denGlcD-Synthase aud\. laidlawii in P. patens mit der A6-Desaturase als
Insertionsplattform

Merkmale Beschreibung

‘D6-desat-frag 5'-Fragment den6-Desaturase au’ patens

35S-T 35S-Terminator
nptll Kanamycin-Resistenz
mglcd_al aGlcD-Synthase aua. laidlawii

D6-desat-frag’ 3’-Fragment den6-Desaturase au’ patens

8000 'D6-desat-frag Bsgl

.Rsrll
w51 £ NgoMI
pUCd6maIn _ # Nael
2000
__ 6000 8319 bps nptll _BssHII
Asp718” BsaAl
Kpnl
Bst1107/ Tthi
Eco47-3 . D6-desat-frag'
EcoNI 35S-P ., Xmalll
4000 % Xhol
\ 355-T Aval
35S-P  mgled_al )

; “::Ppu10I
BsrGl Nsil
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Anhang

Konstrukt : pBalna5

zur Deletion der Ges iA. tumefaciens

Merkmale Beschreibung

5’-Promotor 5’-Bereich des Gcs-Promotors als linker flankierendegigh
nptll Kanamycin-Resistenz

3’-Ges 3’-Bereich des Gcs-ORF als rechter flankierender Bereic
Amp Ampicillin-Resistenz

:DraIII

.Kpnl
iAsp718

_.Ndel

_.Nhel
Aval
5-Promotor " _Eco47-3

pBalna5

6273 bps
*, Bsp120I

Apal

BspLU11 ™
Munl

“NspV

Ecl136'; - Rl

‘Bylll

BstAPI
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Anhang

Konstrukt :

pBalsaySSa2

zur Expression defGlukosyltransferase auS aureus als Reporter-Gen unter dem nativgcs-

Promotor inA. tumefaciens

Merkmale Beschreibung

Gcs-Promotor 5’-Bereich des Gcs-Promotors als linker flankierdseteich
GlcT BGlukosyltransferase aBaureus als Reporter-Gen
Strep-Spec Streptomycin/Spectinomycin-Resistenz

3’-Ges 3’-Bereich des Gcs-ORF als rechter flankierender Bereic
Amp Ampicillin-Resistenz

.Kpnl
:Asp718

_-Nhel

.Sphl

“ .Bsp120l
£.Apal
_.Tthl

sa ~ so00 pBalsaySSaz Ges-Promotor  Munl
pl" 2000 -
7774 bps NspV
Ecl136/
Sacl
Bglll

4000

. EcoRl

|
Notl’ Strep-Spec . EcoRV
o Xbal
1 BsrGl
Bpullo? | Pacl

BstEll i
Smal
Xmal
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Anhang

Konstrukt :

pTnVAL-GIcT

zur Uberexpression der GesAntumefaciens

Merkmale
pVS1-REP
Amp

nptll

Gces

Lacl

Beschreibung
Replikationsursprung zur Etablierung des Plasmiéisimefaciens
Ampicillin-Resistenz
Kanamycin-Resistenz
Gcs aué. tumefaciens
Lagl®-Gen zur Synthese des Repressors

Ppul0l
Nsil;
PiMI.}
BstEll i
f PfMI
Bsp120]; T s
Apal; el
EcoRV. ' :,BIEseIT\zl
- :,ECO

// ,Bsal
C  Agel

pVS1-REP ;
/.BspLU11

Avrll
BseRl "

Bsal -Bst1107
EcoRl pTNVAL-GlcT “Ndel
Bsal..
Ascl” 8720 bps “'BspLU11
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Anhang

Konstrukt :  pTnchlo2030

zur Expression ddg¥-Glukosyltransferase chlo2030 @bsaurantiacus in Synechococcus

Merkmale
chlo2030
Amp

nptll

Lacl

Beschreibung
B-Glukosyltransferase chlo2030 aDsaurantiacus
Ampicillin-Resistenz
Kanamycin-Resistenz
Lagl%Gen zur Synthese des Repressors
EcoRV
Apal, :
Bsp120} i AAwvrll
BstEIl 3 4
Miul,
Prﬂl?i:f\. _Pmacl
PpulOI‘}:}-
: chio2030
BstLior 1000 ol
_ ___..BamHI
BspLULL. o pTn-chlo2030
6693 bps
2000
G
U Pstl
Ball

Rsrll

Pvul ¢ FHindil
Scal . ‘snaBl
Pmel
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Anhang

Konstrukt :  pCMsLnt2030

zur Transformation vorA. thaliana mit Kassetten zur Gen-Inaktivierung von MGD1 und zur

Expression dei-Glukosyltransferase chlo2030 a@s aurantiacus als Fusionsprotein mit einem

Chloroplasten-Leaderpeptid

Merkmale Beschreibung Merkmale Beschreibung

pVS1-REP Replikationsursprung fér CmrR Chloramphenicol-Resistenz flr
tumefaciens Bakterien

pBR322 Ori  Replikationsursprung far coli i 35S Prom  35S-Promotor

35S Ter 35S-Terminator OCS OCS-Terminator

Plant Kan R Kanamycin-Resistenz fur ms sense-Fragment von MGD1
Pflanzen

LB Left Border intron Intron

RB Right Border ma antisense-Fragment von MGD1

leader-nt Chloroplasten-Leadersequenz chlo203@B-Glukosyltransferase chlo2030 aus

C. aurantiacus

Pme|

Hindlll,
Spe| i
BamH;

PmaC|

ocs RB
chlo2030 \ |

’ 12000
leader-nt

Avrll.

Apal,
Bsp120[®,

Pac| 355-P 2000
Smal‘_\ : 10000 ol
xmal, fcs pCMsLnt2030 P
Sf-gg fniron VS1-REP
A 12345 bps pY=E
Asp718” _EcoNI
Kpnl Agel

EcoRI'"

35S-P 6000 pBR322 Ori Bst1107

|
ﬂam KanR  cmrr
35%Fer /

Rsril

'Hpal

‘BspE!
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Anhang

Konstrukt :  pDMsLnt2030

zur Transformation vorA. thaliana mit Kassetten zur Gen-Inaktivierung von DGD1 und zur

Expression dei-Glukosyltransferase chlo2030 a@s aurantiacus als Fusionsprotein mit einem
Chloroplasten-Leaderpeptid

Merkmale Beschreibung Merkmale Beschreibung
pVS1-REP Replikationsursprung fér CmrR Chloramphenicol-Resistenz flr
tumefaciens Bakterien
pBR322 Ori  Replikationsursprung far coli i 35S Prom  35S-Promotor
35S Ter 35S-Terminator OCS OCS-Terminator
Plant Kan R Kanamycin-Resistenz fur ds sense-Fragment von DGD1
Pflanzen
LB Left Border intron Intron
RB Right Border da antisense-Fragment von DGD1
leader-nt Chloroplasten-Leadersequenz chlo203@B-Glukosyltransferase chlo2030 aus
C. aurantiacus
Pmel|
Hindlll, i
BamHI,
PmaC|, '
ocs RB
Avrll,
Apal, /IOZQSO |

Bsp120l, ’
12000
leader-nt

355-P

7
2000

Pacl.. L _..Spll
; ~ 1000 PCDsLchlo2030
da pVS1-REP
stul” ntron 12830 bps “EcoNI
“Agel
Y “Bst1107

pBR322 Ori

\

Plant Kan R Cny
8BS Ter

Rsrll BspH

\ tPpulol
i Nsil
Hpal
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