FAX-Proteine in Arabidopsis thaliana — Struktur, Lokalisation

und Funktion im Fettsauretransport

Dissertation
zur Erlangung des Grades
des Doktors der Naturwissenschaften
der Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat

der Universitat des Saarlandes

von

Anne Konnel

Saarbricken

August, 2021



Tag des Kollogiuums:

Dekan:

Berichterstatter/in:

Vorsitz:

Akad. Mitarbeiterin:

24. November 2021

Prof. Dr. Jorn Erik Walter

Prof. Dr. Katrin Philippar
Prof. Dr. Ekkehard Neuhaus

Prof. Dr. Bruce Morgan

Dr. Eva Steinmetz



Folgende Publikationen wurden wahrend der vorliegenden Doktorarbeit angefertigt und sind
bereits veroffentlicht oder in Vorbereitung:

Bugaeva W.*, Konnel A.*, Peter J.*, Mees J., Hankofer V., Schick C., Schmidt A., Banguela-
Castillo A., Philippar K. (2021). FAX proteins in the inner envelope of chloroplasts can
complement each other for fatty acid transport. J. Ex. Bot. (submitted), * these authors
contributed equally

Kénnel, A., Bugaeva, W., Giigel, I.L., Philippar, K. (2019). BANFF: bending of bilayer
membranes by amphiphilic a-helices is necessary for form and function of organelles.
Biochem Cell Biol. doi: 10.1139/bcb-2018-0150. PMID: 30208283.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Abschlussarbeiten angeleitet, die bereits Ausziige
der Daten enthielten:

,FAX4 und FAX7, Fettsduretransporter in Pflanzen“ — Bachelorarbeit Simon Both, UdS
Saarbriicken, 2018

»Analyse von intrazelluldaren Fettsduretransporter in Pflanzen” — Bachelorarbeit Julia Mees,
UdS Saarbriicken, 2019



Experience is the hardest kind of teacher. It gives you the test first and the lesson afterward.

—Oscar Wilde-

Fir alle, die mich lieben.



Inhaltsverzeichnis

T 1= LTV N 4
1.1 Die Rolle von Fettsdauren und Lipiden in PFlanzen........cccccveviiiiiie e 4
1.2 Fettsdure- und Lipidmetabolismus in PFlanzen ........c..coooiiiicieie e 4
1.3 Transport von Fettsauren und Lipiden .......coccuiieieciiie ettt e e e 8
1.4 Biologische ,,Lipid Bilayer MembBIran€n ........ccccueeiiiciieeeeiiieeeesiteeessieee e ssreee e ssreeesssveeessnsneeas 10
1.5 Die Familie der FAX-Prot@INe ......coceeiiuiiiiiieeie ettt et 13

AT EY=] 7 4T o - P 15

Material und Methoden ... 16
3.1 LCT=T - | = PP P PP PP PPPTPPPRTON 16
3.2 Chemikalien UNd ENZYME ....ooiiiiiiee ettt e st e e s sbe e e s sbte e e s sbeaeeesanes 17
3.3 TS ettt ettt e e e et e e e e e e e b bt e e e e e e e e e et b taaeeeee e e atbaaaeeeeseeatrnraaaaeas 20
3.4 PFIANZEN ...ttt ettt e s bt e s b e e be e e nareesbeeenaree s 20

3.4.1 Arabidopsis tRAIIANG ..............oooccueeeeeciiee ettt e et e e e et e e e et e e s e raaeaeeanes 20

34.2 Nicotiana BeNtAGMIGNG ............coceeiiiiiiiiiieeeeeee e 22
3.5 BakteriENSTAMMIE ..ttt ettt bt sttt sttt e b e s bt e sae e eaeeeneean 22

351 AGrobacterium tUMEFACIENS ...........coccueeiiecieeeieeiieeeecieee e sttt e e sstee e s sitee e e ssataeessereaeeesnes 22

3.5.2 ESCR@IICHIA COIi ...ttt ettt ettt ettt e sb e s bt e sabe e snee e saree s 22
3.6 HET@STAMMIE ...ttt sttt e st e sab e s bt e sbe e e sabeeesbbeesabeesaneeesareens 23
3.7 (0] 70T o [U] {{=Tok dTo o g 11 o 1=T SH SRR 24
3.8 GrORENSTANAAIT . .eeeeieiieeiie ettt sttt ettt e b e s be e st e st st et e e be e beesmeesaeeeneeeneean 26
3.9 Anzuchtbedingungen von Arabidopsis thaliana..................cccceeeeciieeeeciieeeeciieee e eciaeee s 26
3.10 Sterilisation von Arabidopsis thaliana SAMEN...........ceeecuiiieiiiiiee et 26
3.11 Sterile Anzucht auf Nahrmedium-Platten ..o 27
3.12  Anzucht auf Erde von Arabidopsis thaliQna ................ccccuueeieiiieeiiiiiee e ecee e 27
3.13  Keimungsanalyse auf MS-Platle.........ccocuiiiieiiiiie ettt e e e e e 27
3.14  PhanotypisierUng auf Erde ........oeeeiiiieeiiie ettt ettt e e satee e e e are e e s et ae e e ennreeas 27
3.15 Kreuzung von Arabidopsis EINZeImMULanten.......c.ccccueeeeiiiiee ettt e 27
3.16 Segregations- und Samenentwicklungsanalysen von Arabidopsis-Mutanten....................... 28
3.17 Lipidextraktion mittels ,Boiling-Water Protocol” zur Massenspektrometrie............c.......... 28
3.18 Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana .................cccoveeveeeeeeccciiiieeeeeeeeccinnns 29
3.19 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ..........cccoceeeeevieeeecveeeeennen. 29
3.20 AgarosegeleleKIrOPNOreSE ... e e e e e e narnnes 30
3.21 DNA-Isolierung aus AgarOSEEEIEN ......ccccuieieeiiiie e ettt e ertee e este e e e srre e e e eeree e e e sbre e s eeabaee e enaraeas 30
3.22 Restriktionsverdau und Ligation / KIONIEIrUNG........ccveereeirieiiieieecreereeete et eve e 30
3.23  PCR Klonierung mittels circular polymerase extension cloning (CPEC).........cccceeeveeecrveennenn. 31



Inhaltsverzeichnis

0 N [0 11T o U o Y-SR USSUROt 31
3.25 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) zur cDNA Synthese.......ccccceeecieeeiecieee e eeeeee e 32
3.26  qRT-PCR (quantitative REAIEIME PCR).........cccccueieeeiieeeeeiieeeeectee e eeetee e e svae e e esrae e e earaee s enareeas 32
3.27  AnZUChT VON BAKEEIIEN ..ottt ettt e 32
3.28  PlasmideXtraktion.......coiueeiiiieiiieeee ettt aa e e s e s ree e saree s 33
3,29  SEQUENZIEIUNG ...etitiieieeeeeeiit et e e e e e ettt et e e e e e s e saab e et e eeeessasaaabattaeeeeseassssataeeeeessaansneaaeeessssannnnnes 33
3.30 Transformation von ESCREriChiQ COli ..........ccoouiriiriiiniiiiieiieieeeeeee e 33
3.31 Transformation von Agrobacterium tUmeEfaCiens .............cecoeccueeeeecieeeeeiieeeeecceeeeeeeee e 33
3.32 Herstellung kompetenter Agrobacterium tumefaciens Zellen...........cccccoueeeecieeeeeccieeeeeneen. 34
3.33 Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana..............cccccccceevceeeniieinsececienennenn. 34
7 N o (Vo ¢ =Ty A=Y a1 o 11 (o 1Y o] o L= PSSP 35
3.35  ANZUCHE der HETN ..eeiiieee ettt sttt et e bt e abe e sbee e saree s 35
3.36 Transformation kompetenter Hefezellen..........oooouieieeciee e 35
3.37 Herstellung kompetenter Hefezellen ..........ooeueeeieeiie et 35
TS B o] o B D 1 [ o B =) SRR 36
3.39 Rekombinante Proteinexpression in E. COli......cuuiiuiiiiiiiiiieiiiee ettt 36
3.40 Herstellung von E. coli ZElllYSAten .......cccvueiiiiiiieiciee ettt e e e 36
3.41 Isolation der E. cOli Me@MDBIan@n ........c..ooiiiiiiiiiinieiiiie ettt ettt saree s 37
3.42 Proteinaufreinigung mittels Ni-NTA-Agarosebeads und Imidazol .........ccccceeecvveeieciieeeennen. 37
3.43  Aufreinigung mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)..........cccccccecvueeeeecrveeeeenneen. 38
3.44 Dynamische Lichtstreuung (Dynamic-Light-Scattering DLS) ..........ccueeeccueeeecieeeeeeiieeeeeneen. 39
3.45  Size-Exclusion-Chromotography-Multi-Angle-Light-Scattering (SEC-MALS) ........c.ccccovvenen.. 39
3.46  SDS-Polyacrylamid GElE........ccuueiieiiiiiiiie ettt e e e e 40
3.47 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Page) ......cccceecueeerieeriieeeiiieecciee e esveeecveeeenee e 40
3.48 Kolloidale Coomassie-Blau FArDUNG .........oeiieciiiie ettt e 40
3.49 Elektrotransfer von Proteinen (Western-Blot).......ccceeeeuiieiiccieee e 40
3.50 Nachweis von Proteinen durch spezifische AntikOrper.......ccccoueeeeciieeeeciiee e, 41
3.51 Mitochondrien und Mikrosomen IMmportassay — in VIitro .......ccccceeeccueeeeeiciieeesciieeeeevee e 41
3.52 Digitale SEqUENZANAIYSEN ...cc..eeiii e e e arae e e 42
3.53  StatistisSChe ANAlYSEN ... e e e e e e e rrnees 43

[ =] o 4 1T RN 44
4.1 Rekombinante Expression der FAX-Proteine .........ccccouvieeeeeiicicciiiieeee et 44

4.1.1 Rekombinante Proteinexpression von FAXL in E. COli.....cocuveevcueiieciieiieiieee e, 44
4.2 Charakterisierung der Proteine FAX4, FAX5, FAX6 UNd FAX7 .....ooviiiciieeiciieeeecieee e ecieee e 54

4.2.1 Sequenzanalysen der FAX-Proteine .......cccccuieeiiciiieeeciiee et savee e 54



O 00 N O

11
12
13
14
15
16

Inhaltsverzeichnis

4.2.2 Funktionelle Analysen der FAX-Proteine in Hefezellen.........cccovveeeeiiiiicciiiiieeeeeeeees 59
4.2.3 Lokalisationsstudien der Arabidopsis Proteine FAX5, FAX6 und FAX7.........ccccoveeeenneen. 63
4.2.4 Analysen von Arabidopsis thaliana-Mutanten..........ccceccveeeecciieeeccieee e e 75
DISKUSSTON ..o 97
5.1 Rekombinante EXPression iN E. COli.......cuuuiiiiiiiiiiiiie ettt sseee st e s e e e svee e e 97
5.2 Hypothese zu Topologie und Funktion der FAX-Proteine........ccoccceeeeeieccciieeeeee e, 104
5.3 FAX-Proteine ermoglichen den Transport von FEttSauren ........ccccocovveeeecieeeeecveeeeccieee e 109
5.4 Die physiologische Rolle der FAX-Proteine in Pflanzen........ccccoveeieciiiiicciiee e 112
5.5 FAX1 und FAX5/6 — Transporter im selben Stoffwechselweg!?..........ccccevveeiiieciieecnneennee. 119
40 o o] 123
ZUSAMMENTASSUNG ..ccuuiienniieniieeetteniiteeeereserenserensersassernssesnssersnsssensessnssssnssesassessnssssnsesansassnne 124
SUMIMIAIY coiuiiiiiiiieiiiieiieiietiestetsessetsnssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssssssssasssssasssssasssssassssssssanss 125
Literaturverzeichnis ... 126
AbbilduNgsVerzeiChnis. .........cceei et reee e s rene s s s e nasesssenasesseenanasssennns 144
TabellenVerzeichnis.... ... 147
AbKUrzuNgSVErZEICANIS ... ccuuiiieiiieeiireii et erecereeereneereeeerenserasesnsserensssensessnssesnssssnnnennnnns 148
ANNANG ... i ieetteirrieereeereasetensersasserassernsserensssensesenssssnssssnssesansssensesanssernssssnsnenannes 151
Lebenslauf und wissenschaftlicher Werdegang .........ccceveeiieeiieeiiiecieeiiiencieeenerenerennerennenns 173
(D F 141 - T-{ U] o V- Nt 176
Eidesstattliche EFKIArUNE .....cce.eiieeeiiiieccccreccerreeecsrren e s s reese s s e s an e s sennssessesnssessennssensennnnnns 178



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Rolle von Fettsdauren und Lipiden in Pflanzen

Als essentielle Bausteine pflanzlicher Zellen stellen Fettsduren (fatty acids, FA) wichtige
Komponenten biologischer Membranen und von Lipidheteropolymeren dar. Letztere
fungieren als hydrophobe Barrieren auf der Pflanzenoberfliche oder Grenzgeweben, wie
Epidermis (Kutin und Wachs), Wurzelendodermis und Periderm (Suberin) oder Pollengewebe
(Sporopollenin) (Dobritsa et al., 2009; Pollard et al., 2008). In Pflanzen werden Fettsduren
zur Synthese von Acyllipiden, wie Phospho-, Galakto- und Sphingolipiden, Speicherdlen, wie
Triacylglycerol (TAG), oder anderen Fettsduremetaboliten verwendet (Kalinger et al., 2020;
Nakamura 2013, Moellering und Benning 2011). TAG wird in drei Organen der Pflanze
gebildet: Dem Samen, den Blittern und den Bliitenknospen. In einem als Olkérper oder
Lipidtropfen (LD, lipid droplet) bezeichneten Organell, werden TAGs gespeichert und mittels
einer einschichtigen Lipidhille vom hydrophilen Zytosol abgegrenzt (Li et al, 2016; Li-
Beisson et al., 2013; Bates et al., 2013; Beisson et al., 2012). Die pflanzliche Fettsdure und
TAG Synthese sowie die transkriptionelle und entwicklungsgesteuerte Regulation dieser
Prozesse wurden ausfuhrlich untersucht (Bates et al., 2013; Marchive et al., 2014). Darliber
hinaus bedingen Alterungsprozesse, Kalteakklimatisierung oder Nahrstoffmangel einen
Fettsaure/Lipid Umbau oder Umverteilung, zum Schutz der Pflanze und Erhaltung der
Membranfluiditat (Troncoso-Ponce et al., 2013; Nakamura et al., 2013; Moellering und
Benning, 2011). Daher sind der Lipidmetabolismus und dessen Regulation nicht nur wichtig
fir die Membranfunktion, sondern auch fir Entwicklung, Wachstum und Stresstoleranz der
Pflanze. Um diese Mechanismen zu gewahrleisten, bedarf es also dem Austausch von
Fettsduren, Lipiden und deren Intermediaten zwischen Zellorganellen und
Membransystemen. Allerdings kdnnen sich lipophile Molekiile nicht frei durch eine wassrige
Umgebung bewegen und ihr Transport muss direktional sein. Intrazellularer Fettsdure-
/Lipidtransport  kann auf verschiedene Arten stattfinden: die Bildung von
Membrankontaktstellen, Diffusion innerhalb der Membran, Vesikeltransport und direktem
Transport der Molekiile (Hurlock et al., 2014; Block und Jouhet 2015; Bates 2016; Du et al.,
2016; Salminen et al., 2016, Michaud und Jouhet, 2019).

1.2 Fettsdure- und Lipidmetabolismus in Pflanzen

Pflanzen nehmen keine Fettsduren und Lipide aus ihrer Umwelt auf, weshalb jede
Pflanzenzelle diese selbst synthetisieren muss. Dies geschieht primar in zwei
Kompartimenten, den Plastiden, am besten untersucht in photosynthetisch aktiven, maturen
Chloroplasten, und dem Endoplasmatischen Retikulum (ER). Der Abbau von Lipiden findet
weitestgehend (iber R-Oxidation in Peroxisomen statt. In manchen Pflanzenspezies wird
auch ein geringer Teil in den Mitochondrien abgebaut. (Kalinger et al.,2020; Masterson und
Wood, 2001; Kindl, 1993). Im plastidaren Stroma startet die de novo Fettsduresynthese
ausgehend von Pyruvat, welches mittels der Pyruvatdehydrogenase unter Abspaltung einer
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CO,-Gruppe zu Acetyl-CoA metabolisiert wird. Acetyl-CoA stellt nun die kleinste Einheit der
de novo Fettsaure-Synthese dar (Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische vereinfachte Darstellung der Fettsédure/Lipid-Transportwege innerhalb
der pflanzlichen Zelle. FA Synthese ausgehend von Pyruvat im plastidaren Stroma, FA/Lipid-
Transport zum ER und zur Plasmamembran (PM), ebenso zurick vom ER zum Plastiden und in
Lipidtropfchen. FAS: Fatty acid synthesis/ Fettsduresynthese. ACP: Acyl-Carrier-Protein. FFA: Free
Fatty Acids/ Freie Fettsduren. FAX1: Fatty Acid Exporter 1. LACS: Long-Acyl-CoA-Synthethase.
ACBP: Acyl-Carrier-Binding-Protein. TAG: Triacylglycerol. ABC: ATP-Binding-Cassette Transporter.
IE: inner envelope / innere Hullmembran. OE: outer envelope/ &ufere Hullmembran. IMS: inter
membrane space/ Intermembranraum. ER: Endoplasmatisches Retikulum. PM: Plasmamembran. PC:
Phosphatidylcholin. PE: Phosphatidylethanolamin. PA: Phosphatidic acid / Phosphatidsaure. ??7?:
Transport-Mechanismen oder —wege / Lokalisation unbekannt. Die Darstellung ist eine
Zusammenfassung der Literatur, angelehnt an Li et al. (2016). Die Einzelquellen sind dem Text zu
entnehmen.
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Der Ausgangstoff Pyruvat kann entweder in Plastiden selbst synthetisiert werden oder als
Produkt der Glykolyse aus dem Cytosol in den Plastiden transportiert werden. Hier konnte
fiir den Na*-abhingigen Pyruvattransporter BASS2 (bile acid sodium symporter family protein
2) bereits in Samen von Arabidopsis thaliana eine Rolle im Pyruvattransport uber
Plastidmembranen beschrieben werden (Li-Beisson et al, 2017). Im zyklischen
Fettsdauresyntheseweg, werden wiederholend Acylketten verlangert, indem immer wieder
C2-Gruppen hinzugefligt werden. Die an ein ACP (Acyl-Carrier-Protein) gekoppelten
Acylketten erreichen so typischerweise Liangen von C16 oder C18 (Troncoso-Ponce et al.,
2016; Kalinger et al., 2020). Weiterhin, wird dann das ACP von der Acylkette, entweder liber
Transacylierung in ein Glycerol-3-Phosphat Rickgrat und somit in Lipide eingebaut oder
durch Hydrolyse mittels einer Acyl-ACP Thioestherase zu einer freien Fettsaure abgespalten
(Benning, 2009; Li-Beisson et al., 2013). Im Arabidopsis Genom werden beispielsweise acht
ACP Isoformen codiert, wovon fiinf vermutlich im Chloroplasten und drei in Mitochondrien
lokalisiert sind (Mekhedov et al., 2000). In Arabidopsis sind zwei Acyl-ACP-Thiosterasen,
FATA und FATB, im plastidaren Stroma bekannt (Salas und Ohlrogge, 2002). Diese entlassen
freie Fettsauren, also nach Abspaltung der ACP-Gruppe, zum Export aus den Chloroplasten.
Auch die Plastid-intrinsische Phospolipase PLIP1 kann durch gezielte Abspaltung von
ungesattigten Acylgruppen des plastid-spezifischen Lipides Phosphatidylglycerol (PG) ebenso
freie FAs zum Export aus dem Chloroplasten bereitstellen (Wang et al., 2017). Da freie
Fettsduren toxisch sind, mussen diese schnell metabolisiert oder exportiert werden (Li-
Beisson et al., 2017). Ein Teil dieser Fettsauren, etwa 38%, verbleibt im Chloroplasten und
wird zur Synthese von Chloroplast-intrinsischen Lipiden, wie Monogalaktosyl-Diacyl-Glycerol
(MGDG), Digalactosyl-diaylglycerol (DGDG), Sulfoquinovosyl-diacylglycerol (SQDG) und
Phosphatidyl-glycerol (PG) verwendet (prokaryotischer Lipid-Syntheseweg). Diese Lipide
bilden zum GroRteil das Membransystem der Thylakoiden und der inneren Hillmembran
(inner envelope, IE) der Chloroplasten. Da die plastiddare sn2-Acyltransferase ausschlieRlich
C16-FAs als Substrat verwendet, beinhalten diese Lipide einen hohen Anteil an C16:3
Acylketten (Cook et al., 2021; Wang und Benning, 2012a; Somerville und Browse, 1991;
Browse et al., 1986). In Arabidopsis wird die Mehrheit, (iber 60%, der synthetisierten FAs
zum ER exportiert. Im ER findet nach Verlangerung oder Modifikation der Acylketten lber
den eukaryotischen Lipid-Syntheseweg, deren Einbau in verschiedene Lipide, wie die
Phospholipide  Phosphatidylcholine  (PC),  Phosphatidylethanolamine  (PE), und
Phosphatidylinositol (Pl), Sphingolipide, Triacylglycerol (TAG) oder Vorlaufern von
extrazelluldren lipophilen Komplexpolymeren, wie Wachs, Kutin, Suberin und Sporopollenin
statt. Die ER sn2-Acyltransferase des euraryotischen Syntheseweges besitzt eine hdhere
Praferenz flir C18-FAs, was zu einem hohen Anteil an C18:3 Acylketten in den Lipiden fiihrt
(Li-Beisson et al., 2017; Benning, 2008). Fiir die Synthese von plastid-intrinsischen
Galaktolipiden, werden sowohl prokaryotische, als auch eukaryotische Diacylglycerol-
Vorstufen verwendet, weshalb ein Lipid-Reimport aus dem ER Uber die Membranen der
Chloroplasten notig ist (Li et al., 2016). TAGs werden in LDs gespeichert, welche durch
Abknospung der dulReren ER-Membranschicht entstehen (Olzmann und Carvalho, 2019). Die
Bildung von LDs durchlauft vier Prozessstufen: Keimbildung, Wachstum, Knospung und
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Ablosung (Thiam und Foret, 2016). Zum Abbau von Fettsduren hydrolisieren Lipasen freie
Fettsduren aus TAG, welche dann zu den Peroxisomen transportiert werden (Eastmond,
2006). Wahrend der B-Oxidation, in den Peroxisomen, werden freie Fettsduren mittels Acyl-
CoA Synthetasen zu CoA-Thioestern aktiviert und dann durch Abspaltung zweier
Kohlenstoffatome sukzessive abgebaut. Das Endprodukt CoA (Coenzym A) kann dann wieder
in den Citratzyklus eingespeilst werden (Kalinger et al., 2020).

Wahrend ACP die Aktivierung der FAs wahrend der de novo FA Synthese in Chloroplasten
Ubernimmt, stellt CoA die Aktivierungsgruppe in metabolischen Prozessen auBerhalb dar
(Gueguen et al., 2000; Ohlrogge et al., 1978). CoA und ACPs in allen Organismen zu finden,
jedoch sind ACP nicht immer, wie in Pflanzen, ein eigenstandiges Protein, sondern
beispielweise in Tieren oder Pilzen Subdomanen von groReren multifunktionalen Proteinen
(Jenni et al., 2007; Tsukamoto et al., 1983). An der dulReren Hillmembran von Plastiden
werden freie FAs durch eine Acyl-CoA Synthetase durch ATP-abhangige Kopplung an CoA
aktiviert. Der so entstehende Gradient, konnte als treibende Kraft fiir den Export aus dem
Chloroplasten dienen (Li-Beisson et al., 2017). Im Zytosol wird die Acyl-CoA Gruppe von
einem Acyl-CoA Bindeprotein (ACBP) erkannt (Du et al., 2016). ACBPs kdnnten als ,,Shuttle”
fiir Acylketten fungieren und so fir die subzelluldre Verteilung aber auch fiir ein Gefalle der
FA-Konzentration sorgen. Dieser Mechanismus der vektoriellen Acylierung, also die
Aktivierung von FAs durch Thioestherbindung und die anschlieBende Metabolisierung,
scheinen auszureichen, um den Transport tUber die Membranen in Pro- und Eukaryoten zu
ermoglichen (Li et al., 2016). Bezlglich der Acyl-CoA-Aktivierungsenzyme konnte in
Arabidopsis eine Superfamilie von 63 codierenden Genen identifiziert werden. Diese Gene
konnen in sieben Subgruppen, hinsichtlich ihrer charakteristischen Aminosdauremotive, in
Acyl-ACP- oder Acyl-CoA-Synthetasen unterteilt werden (Shockey et al., 2003). Eine dieser
Subgruppen wurde biochemisch charakterisiert und beinhaltet unter anderem neun Acyl-
CoA-Synthethasen (long-chain acyl-CoA synthetases, LACS1-9). Die subzelluldre Lokalisation
der LACS Proteine korreliert mit ihrer Substratspezifitdt. LACS1-4 und LACS8 sind ER
lokalisiert. Flr LACS5 wird eine ER Lokalisation vorhergesagt (Abb. 1). Fiir ER-assoziierte LACS
Enzyme konnte in Arabidopsis ein Zusammenhang bei der Bildung von Bestandteilen der
Kutikula beobachtet werden (Yeats und Rose, 2013). So weisen Mutanten dieser LACS
Proteine verminderte Kutinschichten oder verdanderte Kutinkompositionen auf (Kalinger et
al., 2020). In Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass LACS1-3 auch am Fettsduretransport
beteiligt sind. Sie ermoglichen die Aufnahme langkettiger Fettsdauren (Pulsifer et al., 2011).
LACS6 und LACS7, die ein peroxisomales Targetingpeptid aufweisen, besitzen eine hohere
Praferenz fur Fettsduren aus Samendlen. Lokalisiert an der dufleren Hillmembran von
Chloroplasten ist LACS 9 (Shockey et al., 2002). In Arabidopsis ist LACS9 die Mehrheit der
plastidaren LACS Aktivitdt zuzuordnen. Eine Reduktion der Fettsdaure-Aktivierung um 85%
konnte in lacs9 Mutanten beobachtet werden (Schnurr et al., 2002). Doppelmutanten wie
lacs1/lacs9 (Zhao et al., 2010) oder lacs4/lacs9 zeigen einen reduzierten Fettsdure-Gehalt in
Samen TAGs. Eine zusatzliche Mutation von LACSS in lacs4/lacs9 Mutanten war letal (Jessen
et al., 2015). Es liegt also nahe, dass der Verlust von LACS9 durch andere LACS Enzyme
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kompensiert werden kann und die Aktivitat von LACS9 auf der zytosolischen Seite der
duBeren Hillmembran stattfinden muss (zur Ubersicht: Li et al, 2016) LACS9,
plastidlokalisiert, und LACS4 und LACS8, ER-lokalisiert, kénnten am retrograden Transport
ER-metabolisierter Acylgruppen zuriick zum Chloroplasten beteiligt sein (Jessen et al., 2015).
Bislang wurde allerdings davon ausgegangen, dass LACS9 an der duReren Hillmembran der
Plastiden freie FAs aktiviert, die zur weiteren Metabolisierung im ER bestimmt sind (Kalinger
et al., 2020).

1.3 Transport von Fettsauren und Lipiden

Wie genau der Transport von FAs Uber die Hillmembranen der Chloroplasten stattfindet ist
noch unklar, jedoch konnten mit der Entdeckung des Membranproteins FAX1 (Fatty Acid
Export 1; Li et al.,, 2015), lokalisiert in der inneren Hillmembran, erste Schritte zur
Aufklarung des Mechanismus gemacht werden (siehe unten und Li et al., 2016; Li-Beisson et
al., 2017). In einem anderen eukaryotischen Model, Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae),
werden freie FAs von extrazelluldr Gber die Plasmamembran in die Zelle transportiert. Dieser
Transport wird mittels des Membranproteines Fatlp (fatty acid transport) und einer
interagierenden Acyl-CoA Synthetase (fatty acyl-CoA synthetase, FACS) — Faalp oder Faadp
(fatty acid activation) ermoglicht. Mit seinen vier vorhergesagten hydrophoben Helices
integriert Fatlp in die Plasmamembran und beinhaltet sowohl ATP/AMP- Binde- als auch
FACS-Motive auf der zytosolischen Seite (DiRusso et al, 2008). Die Verteilung der
membranstdandigen Fatlp Domanen wahrend des Fettsdaure-Transportes ist bislang unklar,
allerdings scheinen die zytosolischen Domdnen zusammen mit Faalp oder Faa4p die Acyl-
CoA-Synthese zu ermdglichen (Li-Beisson et al., 2017). Allerdings ist Fatlp kein klassischer
Transporter, jedoch an der Aufnahme von freien FAs beteiligt. Nach dem Import der
Fettsduren ist eine Aktivierung durch Acyl-CoA nétig, was mehrheitlich von der Acyl-CoA-
Synthetase Faalp und dem teilweise redundanten Faadp Enzym lbernommen wird. Der
Fettsdaure-lImport in S. cerevisiae ist auch unter dem Begriff der vektoriellen Acetylierung
bekannt (Zou et al.,, 2002; DiRusso et al., 2000 und 2008; Tenagy et al., 2015; Claus et al,,
2019). In Pflanzen wurde in der inneren Hillmembran der Chloroplasten ein prokaryotisch-
klassifiziertes ABC-  Transportersystem (ATP-Binding-Cassette  Transporter) zum
Lipidtransport beschrieben, bestehend aus den Domanen TGD1, TGD2 und TGD3
(trigalactosyl-diacylglycerol 1- 3)(zur Ubersicht: Hurlock et al., 2014; TGD1: Xu et al., 2003
und 2005; TGD2: Awai et al., 2006; TGD3: Lu et al., 2007). TGD1 fungiert hier als Membran-
intrinsische Permease, TGD2 bindet das Substrat im Intermembranraum und TGD3 stellt als
Stroma-lokalisierte ATPase die Energie fiir den Transport zur Verfigung. An der duBeren
Hillmembran wurde ein Lipid-Transferprotein in B-Faltblattstruktur beschrieben, welches als
TGD4 bezeichnet wird (Wang et al., 2012b). TGDS5, ein kleines Glycin-reiches Protein, konnte
durch die Bindung an TGD4 und den TGD1-3 Komplex die Bricke Uber den
Intermembranraum bilden und so beim Lipidtransport zwischen IE und OE des Chloroplasten
helfen (Fan et al., 2015). Da sowohl TGD2 als auch TGD4 eine Bindekapazitat flr
Phosphatidsdure (PA) zeigen, wird angenommen, dass dieses Phospholipid das
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Transportsubstrat fiir den gesamten TGD-Komplex darstellt (Abb. 1, Awai et al., 2006; Wang
et al.,, 2013,).

Am Import der Fettsauren/acyl-CoA-Gruppen in das ER konnte ABCA9, ein Arabidopsis ABC
Transporter der Unterfamilie A beteiligt sein (Abb. 1). ABCA9 wurde als ER Membran
lokalisiert beschrieben. Der Transporter scheint in den Fettsdure/acyl-CoA-Import ins ER im
Samen involviert zu sein und ist wahrend der Lipidakkumulation in Samen exprimiert (Kim et
al., 2013). Knockout- Mutanten in diesem ABCA9 Transporter zeigten weniger TAG Gehalt,
reduzierte SamengréBe und Gewicht. Uberexpressionslinien zeigten den gegenteiligen
Phanotyp (zur Ubersicht: Hwang et al., 2016; Theodoulou et al., 2015).

Die meisten Lipid-Bausteine mitochondrieller Membranen werden in Pflanzen in anderen
Organellen synthetisiert. In Folge dessen miissen Lipide aus anderen Kompartimenten in
Mitochondrien importiert werden, obwohl auch in Mitochondrien eine de novo Synthese
stattfinden kann. Diese ist allerdings enzymatisch auf die Herstellung von
Phosphatidylglycerol (PG), einer Vorstufe des Mitochondrien-spezifischen Cardiolipins,
beschrankt (Duncan et al., 2011; Michaud et al., 2017). Unter Phosphatstress gleicht das
plastidare Galaktolipid DGDG den Verlust von Phospholipiden in zelluldiren Membranen aus.
Bei Phosphatmangel erhéhen sich die Membrankontakte zwischen Plastiden und
Mitochondrien und PE wird aus den Mitochondrien exportiert, um im Zytosol als
Phosphatquelle recycelt zu werden. Wahrenddessen wird DGDG importiert. Bei diesem
Lipidaustausch wird AtMic60, lokalisiert an der inneren Membran von Mitochondrien, eine
wichtige Rolle zugeordnet. AtMic60 kann einem groRen Lipid-Binde-Komplex (mitochondrial
transmembrane lipoprotein, MTL) zugeordnet werden. Die Triebkraft und weitere
Interaktionspartner fiir diesen Transport sind bislang unbekannt (Hartel et al., 2000; Jouhet
et al., 2004; Michaud et al., 2016 und 2017). Im Hefe-Modell ist das Protein Mic60 teil des
sogenannten MICOS-Komplex (mitochondrial contact site and cristae organizing system)
(Pfanner et al., 2014; van der Laan et al. ,2016; Schorr und van der Laan, 2018). Die
funktionellen Untereinheiten des MICOS, welche unteranderem Membrankrimmung und
Gestaltung der inneren Mitochondrienmembran, somit von Cristae und Cristae Junctions,
Ubernehmen, bestehen aus den Kernproteinen Mic10 und Mic60 (Zick et al., 2009; Nunnari
und Suomalainen 2012; Hessenberger et al., 2017; Rampelt et al., 2017a-c; Rampelt et al,,
2018).

Viele pflanzliche Epidermiszellen sind von einer hydrophoben Kutikula umgeben, bestehend
aus einer Kutinschicht mit intrakutikuldaren und epikutikularen Wachsen. Wahrend Kutin ein
Netzwerk aus Acylglycerolen und Polyestern formt, ist Wachs ein Gemisch aus gerad-
kettigen Alkanen, Alkoholen, Aldehyden, Ketonen, Estern und freien Fettsduren (Kunst und
Samuels, 2009; Beisson et al., 2012; Bernard und Joubés, 2013). In Arabidopsis werden in
Epidermiszellen synthetisierte FAs, Wachs- und Kutinvorstufen Uber die Plasmamembran
exportiert (Suh et al, 2005). Der aktive Export von Oberflichenlipiden aus der
Plasmamembran heraus wird durch ABC Transporter der Unterfamilie G vermittelt. So
spielen ABC - Transporter ABCG11-13 sowohl beim Export von Wachs/Kutin als auch von
Suberin eine Rolle, und kdnnen dabei auch funktionelle Dimere unterschiedlicher Art bilden.
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Beim Transport von Kutin konnte weiterhin ABCG32 eine Bedeutung zugeordnet werden. Die
Transporter ABCG2, ABCG6 und ABCG20 sind an der Bildung der Suberinschicht in der
Wurzelendodermis und in der Samenhiille beteiligt (Li et al., 2016; Li-Beisson et al., 2017,
Wan et al., 2020). Der Transport vom ER zur Plasmamembran wird meistens durch Vesikel
oder Membrankontaktstellen vermittelt. Beispielsweise konnte der Fettsaure/Lipidaustausch
zwischen ER und Plasmamembran auch mittels der acyl-CoA Bindeproteine 1 und 2 (ACBP1
und 2) stattfinden. ACBP1 und ACBP2 besitzen beide eine Transmembrandomane, die sie der
ER- und Plasmamembran anheftet. ACBP3 hingegen ist am Apoplasten lokalisiert und kénnte
so Lipide in die Zellwand geleiten (Abb. 1, Li et al., 2016).

Die Pollenzellwand hat nicht nur die Aufgabe vor UV-Strahlung, Austrocknung oder
Pathogenen zu schiitzen, sie ermdglicht auch die Interaktion mit dem Stigma wahrend der
Befruchtung. Deshalb fiihren bei Pflanzen Beeintrachtigungen des Zellwandaufbaus der
Pollenkdrner auch oft zu Stérungen der mannlichen Fertilitat. Die Pollenwand selbst besteht
aus drei Schichten: einer aus Zellulose-bestehenden Intine, der aus Sporopollenin
aufgebauten Exine und dem Pollenmantel, bestehend aus Tryphine (Ariizumi und Toriyama,
2011; Quilichini et al., 2015). Wie genau sich Sporopollenin und Tryphine zusammensetzen
ist ungeklart, aber es handelt sich dabei um komplexe, hydrophobe Biopolymere, die
mehrheitlich aus Fettsaure/Lipid Derivaten bestehen. Wahrend der Pollenentwicklung
werden die meisten Bausteine aus den Tapetumzellen der Antheren exportiert und somit
von aullen auf das Pollenkorn angelagert. Der Export von Fettsdauren und Fettalkoholen aus
den Chloroplasten der Tapetumzellen ist notwendig fir den Aufbau von Exine und
Pollenmantel. Dieser Transport wird vermutlich ebenfalls von ABC Transportern, genauer
ABCG1, ABCG16, ABCG20 und ABCG26, ermdoglicht. Eine Substratspezifitat kbnnte durch die
variable Dimerbildung der Transportereinheiten entstehen (Abb. 1, Li et al., 2016, Wan et al.,
2020).

1.4 Biologische , Lipid Bilayer” Membranen

Die Bildung von Zellkompartimenten und die Unterteilung innerhalb der Organellen sind
wichtig fur die zelluldare Funktion und Fitness jedes eukaryotischen Organismus. Die
Einteilung des zellularen Raums wird von einer komplexen intrazelluldaren
Membranarchitektur bestimmt. Hierzu zahlen beispielsweise die Tubulinstrukturen des ER,
die Cisternae und Stacks des Golgi-Netzwerks, die Einstlilpungen der inneren
Mitochondrienmembran und das Thylakoidmembransystem der Chloroplasten. Biologische
Membranen sind nicht nur Begrenzungen, sondern bieten auch Platz fir membranstandige
Proteine, die dem Austausch von Substraten aber auch der Signallibertragung, dem Kontakt
und der Kommunikation in der Zelle dienen (van Meer et al., 2008; Bigay und Antonny 2012;
Kozlov et al., 2014). Der Lipidtransfer zwischen Organellen und somit Membranen kann
vesikuldar oder nicht vesikular stattfinden. Die Biogenese mitochondrialer und plastidarer
Membranen unterliegt meist den nicht-vesikuldaren Transportwegen (Hurlock et al., 2014;
Block und Jouhet, 2015; Michaud et al., 2017). Dieser Transport erfordert eine enge
Aneinanderlagerung zweier Membranen, um Membrankontaktstellen (MCSs, Membrane
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Contact Sites), funktionelle Plattformen fiir den Lipidaustausch, zu bilden (Michaud und
Jouhet, 2019). So wird beispielsweise angenommen, dass in Pflanzen der Lipidtransport vom
ER zu den Plastiden liber solche MCSs erfolgt (Hurlock et al., 2014; Block und Jouhet, 2015;
LaBrant et al., 2018; Mueller-Schuessele und Michaud, 2018). Auch die Interaktion zwischen
LDs und anderen Organellen wie Peroxisomen, Mitochondrien, Chloroplasten oder der
Vakuole tiber MCSs wird bereits diskutiert (Michaud und Jouhet, 2019). Innerhalb
mitochondrieller MCSs konnte der MTL-Komplex identifiziert werden (Michaud et al., 2016
und 2017) und konnte den Kontakt zu Membranen anderer Organellen herstellen. Um
darlber hinaus Prozesse wie Membranknospung, Tubulation, Spaltung und Fusion zu
ermoglichen sind Membranen hoch dynamisch. So konnen Lokalisation, Aktivitat und
Signalubertragung von Membranstandigen oder — assoziierten Proteinen direkt Gber Form
und Komposition der Membran reguliert werden. Umgekehrt kénnen auch Proteine, die
Membrankrimmungen erkennen oder ausldsen kénnen, die Eigenschaften einer Membran
verandern (Boucrot et al., 2012; Peter et al., 2004).

Im Allgemeinen enthalten amphiphile Membran-inserierende Motive einen hydrophilen Teil,
der einem hydrophoben Teil gegeniibersteht (Madsen und Herlo, 2017). In Proteinen
werden amphiphile Motive durch a-Helices reprasentiert. Amphiphile a-Helices sind bekannt
dafir Membranbindung, Membrandestabilisierung oder Membranbiegung zu initialisieren
(Drin et al., 2007). Eine Anheftung an die Membran ist durch hydrophobe Effekte und
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den negativen Ladungen innerhalb von
Lipidkopfgruppen der Lipidschicht und postiv geladenen Aminosaureresten der amphiphilen
a-Helix moglich (Drin et al., 2007; Madsen und Herlo, 2017). Die Starke dieser Interaktion
entscheidet, ob a-Helices bereits gekrimmte Membranen erkennen (Membrane sensing)
oder wirklich aktiv biegen kénnen (Membrane bending)(Gkeka und Sarkisov, 2010). Das
Golgi-assoziierte Protein ArfGAP besitzt beispielsweise eine a-Helix mit einer schwach
geladenen, polaren Seite (mehrheitlich bestehend aus Serin und Threonin), die als lipid
packing sensor (LPS) bezeichnet wird. Generell bilden ALPS (ArfGAP1 lipid packing sensor)
Motive eine Familie Membran-assoziierter Helices, die durch die Verteilung von Serin-,
Glycin- und Threoninresten auf der polaren Seite bestimmt werden. Ein Zusammenhang mit
der Bindung von ALPS Motiven und dem Grad der Membrankrimmung oder der
Lipidkomposition konnte gezeigt werden (Bigay et al., 2005; Drin et al., 2007; Bigay und
Antonny 2012). Dadurch entsteht die Spezifitdat flir gekrimmte gegeniiber flachen
Membranen fir ArfGAP1 (Drin et al., 2007). Weiterhin sorgt die Verteilung der polaren und
hydrophoben Aminosaurereste entlang der a-helikalen Achse fiir die Art und Weise der
Integration amphiphiler Helices in die Membran, sodass eine Unterteilung in vier Typen
vorgenommen werden konnte (Abb. 2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Aufbaus (A) und der Membran-Insertion (B) der vier
Typen a-helikaler, amphiphiler Helices. Die Unterteilung nach Gkeka und Sarkiskov (2010) erfolgt
abhangig von Anzahl und Verteilung hydrophober Aminosaurereste entlang der Achse. Typl:
GleichmaRige Verteilung polarer (weif3) und hydrophober (grau) Reste entlang der vertikalen
Helixachse. Die Oligomerisierung solcher Helices kann aufgrund der dominanten hydrophoben Reste
zur Formation einer Pore in einer Membran filhren. Typ 2: Polare und hydrophobe Seite gleich
gewichtet oder polare Seite dominant. Typ 3: Konische Verteilung der hydrophoben Reste, vertikal

geneigte Insertion. Typ 4: Mehrheitlich hydrophob mit polaren Gruppen am Anfang und Ende, inseriert
als Transmembrandomane. Kénnel et al. (2019).

Die beiden ersten Typen legen eine gleichmalige Ladungsverteilung entlang der Achse zu
Grunde. Typ 1: Eine starke hydrophobe Seite fiihrt zur vertikalen Integration in die
Membran, meist Oligomerisierung und Bildung einer Wasser-gefillten Pore. Solch eine
Struktur wird beispielsweise fir das Protein Translocon Tic110 in der inneren Hillmembran
von Chloroplasten vorhergesagt (Balsera et al., 2009; Kovacs-Bogdan et al., 2010). Typ 2: Ist
die hydrophobe Seite gleich stark oder grofRer, integriert die Helix parallel zur
Membranoberflache der Lipidschicht und l6st eine strenge, lokale Asymmetrie und eine
resultierende Krimmung der Membran aus. Beispiele fir Typ2 Helices sind ALPS Motive
(Drin et al., 2007), die N-terminalen Helices von N-terminal Bin/Amphiphysin/Rvs (N-BAR)
Endophiline (Gallop et al., 2006; Masuda et al.,, 2006; Kjaerulff et al., 2011) oder Epsin N-
terminal Homologie (ENTH) Proteine (Horvath et al., 2007; Song et al., 2012; Putta et al.,,
2016), aber auch Mic60 aus mitochondriellen IMs (Hessenberger et al., 2017) oder Curvature
in Thylkoids 1 (CurT1) (Heinz et al., 2016; Pribil et al., 2014; Armbruster et al., 2013) aus dem
Thylakoidmembransystem im Chloroplasten. Typ 3 und Typ 4 kennzeichnet eine nicht
gleichmaRige Ladungsverteilung. Typ 3: Die hydrophoben Reste verlaufen konisch oder
zylindrisch entlang der Achse und fiihren so zu einer vertikal gekippten Integration. Beispiel
hierfiir ware die amphiphile a-Helix von Mic10 in der IM von Mitochondrien (Barbot et al.,
2015; Bohnert et al., 2015). Typ 4: Hier sind die beiden Enden der Helix hydrophob, die
Integration vertikal, was einer klassischen Transmembrandomane entspricht. (Abb. 2, Kénnel
et al., 2019; Kozlov et al., 2014). Zusammengefasst sind membranstindige Proteine mit
amphiphilen a-Helices beispielsweise in Mitochondrien (IM) oder im Plastiden (IE) nicht nur
am Fettsdure/Lipid Transport beteiligt, sondern kénnen auch eine Membran-formende/-
biegende Funktion besitzen (Michaud und Jouhet 2019, Kénnel et al., 2019).
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1.5 Die Familie der FAX-Proteine

Mit der ldentifizierung membran-intrinsischer Proteine, die aktiv FA und/oder Lipide
transportieren oder den interzellularen Transport erméglichen, konnte erforscht werden,
wie der Transport (iber die Hillmembranen der Chloroplasten moglich wird (Li et al., 2016;
Li-Beisson et al., 2017). Ein solches Protein ist Arabidopsis thaliana FAX1 (Fatty Acid Export
1). In Arabidopsis sind sieben FAX Proteine bekannt (Li et al., 2015; Bugaeva et al., 2021).
FAX1 inseriert mittels vier a-helikalen Membrandomanen in die Chloroplasten IE (Li et al.,
2015), wobei neueste Studien einen amphiphilen Charakter der ersten und dritten Helix
postulieren (Abb. 3, Konnel et al., 2019). Die mittels FAX1 exportierten plastiddren FAs,
konnten auf der zytosolischen Seite der dulReren Hillmembran auf die acyl-CoA Synthetase
LACS9 treffen, die dann ATP-abhangig FA-CoA Thioester in den Lipidmetabolismus einspeist
und so das Prinzip der vektoriellen Acylierung antreibt (Li et al., 2016; Li-Beisson et al.,
2017). Eine Interaktion von LACS9 und einem plastiddaren FAX-Protein konnte bereits gezeigt
werden (Tian et al., 2019) und lasst vermuten, dass die Bildung eines Komplexes zum
Fettsdaure-Export aus dem Chloroplasten nétig ist. Kirzlich konnte aufgrund des amphiphilen
Charakters der dritten Helix (Abb. 3) und experimenteller Hinweise eine potenzielle
Membran-biegende Funktion von FAX1 angenommen werden. Weiterhin konnten FAX
Proteine eine mogliche Rolle in der Bildung von Membrankontaktstellen zwischen
Chloroplast und ER einnehmen und so einem erleichterten Transport tGber die Membranen
ermoglichen (Konnel et al., 2019). In Arabidopsis zeigte sich, dass FAX1 von Bedeutung fir
die Produktion von Biomasse, die mannliche Fertilitat und die Verteilung von FA-basierten
Komponenten, wie Lipiden, Wachsen oder Pollenzellwandmaterial, ist (Li et al., 2015). Des
Weiteren unterbricht der Funktionsverlust von FAX1 die zellulare Fettsdure/Lipid-
Homdbostase, was die ROS-Homoostase (Reactive Oxygen Species) stort und die
transkriptionelle Aktivierung des genetischen Netzwerkes wahrend der Antherenentwicklung
unterdriickt (Zhu et al, 2020). Dies fuhrt zu Defekten in der Tapetumentwicklung,
Pollenzellwandbildung und somit zur mannlichen Sterilitdt. Eine Samen-spezifische
Uberexpression fiihrte zu mehr Ol und Protein Gehalt im Samen (Tian et al., 2018). Zudem
konnte FAX1 eine entscheidende Rolle wahrend der Pollenkeimung zugeordnet werden
(Bugaeva et al, 2021). Mittels eines funktionellen Komplementationsassays in
Hefemutanten konnte gezeigt werden, dass At-FAX1 Fettsdure-Transport ermoglichen (Li et
al., 2015). Wahrend FAX1, FAX2 und FAX3 in die IE von Chloroplasten inserieren (Li et al.,
2015; Tian et al., 2019; Bugaeva et al., 2021), konnte FAX4 ebenso in plastidaren
Membranen lokalisiert werden (Li et al., 2020; Zhu et al., 2020). FAX5, FAX6 und FAX7
werden in Membranen des sekretorischen Weges vorhergesagt. Im Falle von FAX7 kann
auch eine Lokalisation in Mitochondrien nicht ausgeschlossen werden (Li et al., 2015). Alle
FAX Proteine zeigen wie FAX1 (Li et al., 2015) eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu den
menschlichen mitochondriellen TMEM14A und C Proteinen und besitzen vier a-Helices, die
eine konservierte Domane bilden (Tmemb_14 Domane, vgl. Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der konservierten Motive innerhalb der Tmemb_14 Doméne
des Proteins FAX1. Gezeigt ist FAX1, inklusive der konservierten Tmemb_14 Domane (pfam
PF03647), und C-Terminus. Die Tmemb_14 Domane besteht aus vier a-Helices (Rechtecke) mit
hydrophilen (weif3) und/oder hydrophoben (schwarz) Seiten. Die konservierte Verteilung positiv (R, K,
H; rote Punkte) und negativ (D, E; blaue Punkte) geladener Aminosauren. Konservierte
Sequenzmotive werden durch farbige Boxen und der Konsensussequenz reprasentiert. Die
Polypeptidketten (schwarze Linien) sind malstabsgetreu wiedergegeben. Aminosauren im
Einbuchstabencode. Aus Bugaeva et al. (2021), verandert.

Weiterhin zeigen plastidar-lokalisierte FAX Proteine eine verlangerte und variable N-
terminale Region, wahrend FAX5, FAX6 und FAX7 nur aus der Tmemb_14 Domane bestehen
und so am ahnlichsten den menschlichen TMEM14 Proteinen sind (Li et al., 2015, Bugaeva et
al., 2021). Die plastidaren Proteine FAX2 und FAX3 scheinen im vegetativen Stadium FAX1
teilweise ersetzen zu konnen, wobei hier vermutlich FAX3 eine wichtigere Rolle spielt. In
Arabidopsis fax1/fax3 Doppelmutanten fihrte der Verlust beider Proteine zu Defekten in der
Samen- und/oder der Embryonalentwicklung. Des Weiteren war ein Verlust von FAX1 und
FAX3 letal fir Entwicklung/Wachstum von Keimlings- zu Rosettenstadium der Pflanzen
(Bugaeva et al., 2021). Wahrend der Samenentwicklung in Arabidopsis war FAX2 stark
exprimiert (Tian et al., 2019). Ein Verlust von FAX2 fiihrte zu einem geringeren Lipidgehalt im
Samen und umgekehrt konnte eine Uberexpression von FAX2 den Lipidgehalt um 30% im
Samen steigern, weshalb Tian et al. (2019) eine wichtige Rolle von FAX2 im plastidaren
Fettsdure-Export und in der Bildung von Samendlen postulierten. Weiterhin konnte fiir FAX2
und ebenso FAX4 eine Rolle im Transport plastidarer Fettsauren flr die TAG Synthese
wahrend der Embryonalentwicklung im Samen gezeigt werden (Li et al., 2020). Beide
Transkripte waren wahrend dieses Prozesses, genauer im ,seed-filling” Stadium, spezifisch
angereichert. Der Verlust von FAX2 und FAX4 fihrte zu Defekten in der Entwicklung des
Embryos und der Kotelydonen. Wahrend in fax2/fax4 Knockoutm-Mutanten ein reduzierter
TAG-Gehalt, aber insgesamt ein hoherer Anteil an plastiddren Lipiden gezeigt werden
konnte, konnte die Uberexpression von FAX2 und FAX4 den TAG-Gehalt steigern. In Raps,
Brassica napus, konnte FAX6 chloroplastidar lokalisiert werden und in Zusammenhang mit
der Erh6hung des Linolsdurespiegels in den axillaren Knospen gebracht werden (Huang et
al., 2021). So konnte FAX6 bei der Lipidbiosynthese und der Freisetzung der axillaren
Knospenfunktion mitwirken.
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2  Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zum einen zur spateren Struktur- und Funktionsanalyse die
rekombinante Expression, sowie die Aufreinigung des bereits charakterisierten Proteines
FAX1 (Li et al., 2015) etabliert und optimiert werden. Zum anderen sollten die Proteine der
FAX-Familie FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7 funktionell und bezlglich ihrer Rolle im
Fettsaure/Lipidhaushalt der Pflanze charakterisiert werden. Hierzu sollten vergleichende
Sequenzanalysen durchgefiihrt werden, um Rickschlisse auf die Verteilung innerhalb der
pflanzlichen Evolution und Funktion dieser Proteine zu ziehen. Die Betrachtung der Rolle der
FAX-Proteine innerhalb der pflanzlichen Entwicklung sollte tber eine Charakterisierung und
Phanotypisierung von RNAi-Linien und T-DNA-Insertionsmutanten in Arabidopsis erfolgen.
Ebenso sollte die Lokalisation der Proteine adressiert werden. Analog zu Li et al. (2015)
sollte, wie bereits fur FAX1 gezeigt werden konnte, die Rolle der FAX-Proteine im
Fettsduretransport bestatigt werden. Zusammenfassend sollte so untersucht werden,
welche Bedeutung die FAX-Proteine wahrend der Entwicklung des pflanzlichen Organismus
haben und ob innerhalb der Familie FAX-Proteine komplementdar agieren konnen.
Schlussfolgernd sollten neue Hypothesen zur Topologie und Funktion der FAX-Proteine
postuliert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerite

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate, sowie deren Hersteller, sind in Tab. 1 dargestellt.

Material und Methoden

Tab. 1: Verwendete Gerate, sowie deren Hersteller.

Gerat

Hersteller

Autoklav DE-23

Systec

Binokular ASKMNIA Microscope Technik Rathenow
Brutschrank (INNOVENS) Thermo Electron Corporation
DinoEye ANMO Electronics Corporation

Feinwaage loniser

VWR

FluorChemQ Biozym Scientific GmbH
Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ-9000E Keyence
Fluoreszenzmikroskop Typ SP5II Leica

Forma Orbital Shaker

Thermo Electron Cooperation

Forma Orbital Shaker

Thermo Electron Corporation

French Press

SLM Aminco Instruments

French Pressure Cell Press

SLM Instruments Inc.

Heizblock VWR

Heizblock Thriller PEQLAB VWR Company
Heizplatte IKAMAG RCT
Heizschrank Memmert

Heizschrank Innovens

Thermo Electron Cooperation

Imager FluorChemQ

Proteinsimple

Inforce Multitron Inforce
Kuhlzentrifuge (5417R) Eppendorf
Kuhlzentrifuge 5417R Eppendorf

Mischer RS-TR05

Phoenix Instrument

Multifuge 1 L-R Heraeus
Multifuge 1 L-R Heraeus
NanoDrop (infinite F200 Pro) Tecan
Orbital Shaker-Incubator (ES-20) BioSan
Orbitalschittler KH 10/300 noctua

PCR Cycler advanced primus 96

PEQLAB VWR Company

PCR Cycler PEQStar

PEQLAB VWR Company

PCR Cycler T Gradient

Biometra

Percival CU 36L4

CLF Plant Climatics

Percival E41L2

CLF Plant Climatics

pH-Meter

S| Analytics

pH-Meter

HANNA instruments

Photometer (Novaspec)

LKB Biochrom
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Photometer Spectrocord 50 plus

AnalytikJena

Photometer Ultrospec 2100 pro

Amersham Biosciences

Schiittelinkubator

Inforce Ecotron

Schittelinkubator

Inforce Multitron

Schiittelinkubator TH15

Edmund Bihler Labortechnik

SDS-Gel Kammersystem

Amersham Biosciences

Semi-Dry-Blot-Apparatur

PEQLAB VWR Comapny

Spannungsgerat E452

Consort

Spannungsgerat EV2310

Consort

Spannungsgerat PS500X

Hoefer Scientific Instruments

Sterilbank Herasafe

Kendro Laboratory Products

Sterilbank LaminAir HB2448 Heraeus
Thermoblock Thermal Shake lite VWR
Tischzentrifuge Sigma
Tissuelyser I Qiagen

Ultrazentrifuge Optima XPN-80

Beckmann Coulter

UV Tisch

Vilber Lourmat

Vortex Genie 2

Bender und Hobein AG

Vortex2 IKA
Waage BP 210 S Sartorius
Waage BP 310 S Sartorius
Waage TS 425i (42 g - 0.01 mg) VWR
Wasserbad GFL

Zentrifige Sorvall RC6 Plus

Thermo Electron Cooperation

Zentrifuge Microfuge 20

Beckman Coulter

3.2 Chemikalien und Enzyme

Alle verwendeten Chemikalien und Enzyme und deren Hersteller sind in

zusammengefasst.

Tab. 2: Verwendete Chemikalien, sowie deren Hersteller.

Tab.

Chemikalie

Hersteller

2-(N-Morpholino)ethansulfonséure (MES)

Carl Roth GmbH & Co. KG

5x HF Puffer (7,5 mM MgCI2)

Biozym Scientific GmbH

10x Standard Taq Reaction Puffer (Mg-free)

New England Biolabs GmbH

10x RT Puffer

Promega

a-Linolensaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Acetosyringone

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Acrylamid Xtra 30%

neoFroxx GmbH

Adenin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Agar-Agar (Kobe | und bakteriologisch)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Agarose (LE)

Biozyme Scientific GmbH
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Albumin Fraktion V

Carl Roth GmbH & Co. KG

Ammoniumacetat

Carl Roth GmbH & Co. KG

Ampicillin Tokyo Chemical Industry/ Japan
Carbenicillin Carl Roth GmbH & Co. KG
Chloroform Fisher Chemicals

CutSmart Puffer

New England Biolabs GmbH

D(+)-Glucose Monohydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG

DifcoTM Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids

BDTM Thermo Fisher Scientific GmbH

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fluka

dNTP-Mix

Fisher Chemicals

Ethanol (EtOH)

Biesterfeld Spezialchemie

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Griissing GmbH

Glycerol Fluka

Glycin Merck

Isopropanol Fisher Chemicals

Kanamycin Carl Roth GmbH & Co. KG
Luria-Bertani (LB)-Medium Roth

L-Alanin Merck

L-Arginin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Asparagin Serva

L-Aspartat Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Cystein Fluka

L-Glutamin Merck

L-Glutamat Merck

L-Histidin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Isoleucin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Leucin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Lysin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Methionin Sigma-Aldrich Chemie GmbH

L-Phenylalanin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

L-Prolin Merck
L-Serin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
L-Threonin Merck
L-Tryptophan Merck
L-Tyrosin Merck
L-Valin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
LC-H20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Lithiumacetat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Magnesiumchlorid (MgCl2)

Grissing GmbH

Magnesiumchlorid-Ldsung (25 mM)

New England Biolabs GmbH

Methanol Fisher Chemicals
Murashige-Skoog-Medium (MS) Serva
Myo-Inositol Merck
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Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Natriumhypochlorid 12 % (NaClO)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co. KG

n-Dodecyl B -D maltoside (DDM)

ChemCruz

PEG3350 (40%)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Rifampicin Carl Roth GmbH & Co. KG
Roti-Gel Stain Red Carl Roth GmbH & Co. KG
SDS Carl Roth GmbH & Co. KG
SOC-Medium AG Philippar

Sorbitol Carl Roth GmbH & Co. KG

Spectinomycin

Carl Roth GmbH & Co. KG

Sucrose Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Temed Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Tergitol Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Trizma Base (TRIS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Tryptone

Fluka Analytical

Tween 20 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Yeast Extract

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Enzym Hersteller
Reverse Transkriptase (RT) Promega
Ribonuklease (RNase) Applichem

Taqg-DNA-Polymerase (Tag-Polymerase)

Biochemie (Universitét des Saarlandes)

Instant sticky-end Ligase (#MO370)

New England Biolabs GmbH

S7 Fusion Polymerase

Biozym Scientific GmbH

T4 DNA Ligase

New England Biolabs GmbH

BamHI-HF New England Biolabs GmbH
EcoRI-HF New England Biolabs GmbH
HindllI-HF New England Biolabs GmbH
Ncol New England Biolabs GmbH
Notl-HF New England Biolabs GmbH
Xhol New England Biolabs GmbH
Xmal New England Biolabs GmbH
Sall New England Biolabs GmbH
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3.3 Kits

Die verwendeten Kits in dieser Arbeit und der Hersteller sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Tab. 3: Verwendete Kits, sowie deren Hersteller.

Kit Hersteller
CloneJET PCR Cloning

Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix

ThermoFisher Scientific

Invitrogen

mi-Gel Extraction Metabion international AG

mi-Plasmid Miniprep Metabion international AG
Mix2Seq

NucleoSpin® DNA Gel und PCR Clean-up

eurofins Genomics

Macherey-Nagel GmbH & Co KG
Macherey-Nagel GmbH & Co KG
Macherey-Nagel GmbH & Co KG
Macherey-Nagel GmbH & Co KG

NucleoSpin® Plasmid

NucleoSpin® RNA Iso Plant and Fungi
NucleoSpin® RNA Iso Plant

3.4 Pflanzen

3.4.1 Arabidopsis thaliana

Fir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden Pflanzen verschiedener
Arabidopsis thaliana Linien genutzt. Vergleichend diente der Wildtyp Ecotyp Columbia-0
(Col-0). Als Mutationslinien wurden Geschwisterlinien der jeweiligen T-DNA-Insertionslinien
verwendet, die in Tab. 4 aufgefiihrt sind. Alle genannten Linien sind T-DNA-Insertionslinien
aus dem European Arabidopsis Stock Centre (NASC) in Nothingham.

Tab. 4: Verwendete T-DNA Insertionslinien. Dargestellt sind die T-DNA. Insertionslinien, ihre
Originalbezeichnung, Hersteller und daraus resultierende Geswisterlinien.

Insertionslinie | Bezeichnung (Original) | Hersteller Geschwisterlinien
fax4-1 SAIL_788_B10 SAIL Linie Syngenta #1 und #3

fax4-2 SAIL_1176_CO06 SAIL Linie Syngenta #6 und #18

fax4-3 GK-930E07 GABI Linie GABIKat #2, #3,#11 und #12
fax5-1 SALK 202443 SALK Linie #4 und #13

fax6-1 GK-138G06 GABI Linie GABIKat #2

fax7-2 GK-863F12 GABI Linie GABIKat #3, #4 und #5

Als fax4 Mutationslinien wurden weiterhin die in Col-0 durch ein FAX4 cDNA Fragment im
RNAi Vektor pH7GWIWG2 (Anhang Abb. 57) generierten fax4 RNAI Linien verwendet, die
von Wassilina Bugaeva innerhalb der AG Philippar erstellt wurden. Samen der F1 Pflanzen
wurden in dieser Arbeit mittels Hygromycin (MS-Platten) selektiert und resistente Pflanzen
auf Erde pikiert und vermehrt. Daraus entstanden die FAX4-RNAi Linien #1- #7, die in der F2
und F3 fur Analysen verwendet wurden.
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Eine detaillierte Ubersicht der verwendeten Linien, deren Generation und Genotyp der

Mutterpflanzen, sowie Experimenten, in denen sie verwendet wurden ist in Tab. 5

dargestellt.

Tab. 5: Detailliert Ubersicht der verwendeten
Insertionslinien, Genotyp der Mutterpflanze, verwendete Generation und zugehérige Experimente.

Mutationslinien.

RNAi-Linien,

T-DNA Insertionslinie/Genotyp Mutterpflanze Generation | Experiment
fax5/6 #14 (he/ho) F3 Segregation
fax5/6 #14 (ho/he) F3 Segregation
fax5/6 #14 (he/wt) F3 Segregation
fax5/6 #14 (wt/he) F3 Segregation
fax7-2 #3 (he) T3 Segregation
fax7-3 #5 (he) T3 Segregation
fax4-3 #11 (he) T3 Segregation
fax4-3 #12 (he) T3 Segregation
fax4-3 #3 (he) T3 Segregation
fax5/6 #14 (he/ho) F3 gRT-PCR

fax5/6 #14 (ho/he) F3 gRT-PCR

fax5/6 #30 (wt/wt) F3 gRT-PCR

fax5-1 #4 (ho) T4 gRT-PCR

fax6-1 #2 (ho) T4 gRT-PCR

fax4-3 #2 (ho) T4 gRT-PCR

Col-0 (als wt) - gRT-PCR

fax7-2 #4 (ho) T4 gRT-PCR

fax7-2 #3 (wt) T4 gRT-PCR

fax5/6 #14 (he/ho) F3 Phanotypisierung
fax5/6 #14 (ho/he) F3 Phanotypisierung
fax5-1 #4 (ho) T4 Phanotypisierung
fax6-1 #2 (ho) T4 Phanotypisierung
fax4-3 #2 (ho) T4 Phanotypisierung
fax4-3 #3 (wt) T4 Phanotypisierung
fax7-2 #4 (ho) T4 Phanotypisierung
fax7-2 #3 (wt) T4 Phanotypisierung
fax5/6 #14 (he/ho) F3 Lipidanalytik
fax5/6 #14 (ho/he) F3 Lipidanalytik
fax5/6 #30 (wt/wt) F3 Lipidanalytik
fax5-1 #4 (ho) T4 Lipidanalytik
fax6-1 #2 (ho) T4 Lipidanalytik
Col-0 - Lipidanalytik
FAX4-RNAI #1-#7 F2 oder F3 | Phéanotypisierung,qRT

T-DNA-
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3.4.2 Nicotiana benthamiana

Zur transienten Transformation in Tabak wurden ausschlielich Nicotiana benthamiana
verwendet.

3.5 Bakterienstaimme

3.5.1 Agrobacterium tumefaciens

Fir die Transformation von Tabak mittels Infiltration wurden bereits kompetente
Bakterienzellen des AGL1 Stammes (Resistenzplasmid tragend, Carbenicillin) eingesetzt.
Dieser Stamm tragt eine chromosomale Rifampicin-Resistenz. Um eine erfolgreiche
transiente Transformation durchzufiihren, wurden zusatzlich noch Zellen des GV3101
Bakterienstamms (p19, Helferplasmid tragend, Resistenz fiir Rifampicin, Carbenicillin,

Kanamycin) verwendet (Voinnet et al., 2003).

3.5.2 Escherichia coli

Alle in dieser sowie deren Resistenzen und

Verwendungszwecke sind in Tab. 6 aufgefiihrt. Zur Lagerung bei -80°C und Replikation

Arbeit erstellten Vektorkonstrukte,

wurden sie jeweils in E. coli Stamme transformiert. Die Klonierung der Gensequenzen erfolgt
mittels Restriktion und Ligation.

Tab. 6: Auflistung der erstellten oder verwendten Vektorkonstukte. Bezeichnung, kloniertes

Konstukt, Vektor, zugehoérige Antibiotikaresistenz, transformierter E. coli-Stamm und
verwendungszweck.

Bezeichnung | Konstrukt Vektor Resistenz Bakterienstamm Bemerkung/Verwendungszweck
1080 At-FAX4 PENTR Kanamycin TOP10 GFP-Analysen

1081 At-FAX5 PENTR Kanamycin TOP10 GFP-Analysen

1082 At-FAX6 PENTR Kanamycin TOP10 GFP-Analysen

1083 At-FAX7 PENTR Kanamycin TOP10 GFP-Analysen

1188 At-FAX1 pB7YWG2 Spectinomycin TOP10 GFP-Analysen/C-terminales YFP
1089 At-FAX4 PK7FWG2 Spectinomycin TOP10 GFP-Analysen/C-terminales GFP
1123 At-FAX5 pK7FWG2 Spectinomycin TOP10 GFP-Analysen/C-terminales GFP
1124 At-FAX6 pK7FWG2 Spectinomycin Mach1 GFP-Analysen/C-terminales GFP
1125 At-FAX7 pK7WGF2 Spectinomycin Mach1 GFP-Analysen/N-terminales GFP
1310 At-FAX5 pK7WGF2 Spectinomycin DB3.1 GFP-Analysen/N-terminales GFP
1311 At-FAX6 pK7WGF2 Spectinomycin DB3.1 GFP-Analysen/N-terminales GFP
1098 At-FAX7 pK7FWG2 Spectinomycin Machl GFP-Analysen/C-terminales GFP
1120 TPR7 pK7WGF2 Spectinomycin TOP10 GFP-Analysen/N-terminales GFP
1158 OM64 pK7WGF2 Spectinomycin TOP10 GFP-Analysen/N-terminales GFP
1182 FAX4-RNAI PENTR Kanamycin TOP10 Klonierung RNAI Konstrukt

1187 FAX4-RNAI pH7GWIWG2 (1) Spectinomycin TOP10 Stabile Transformation in Arabidopsis
251 Leervektor pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay

253 IRT1 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay

254 PICL fl pDR195 Ampicillin JM109 funktioneller Transportassay
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1234 FAX4 mit TP pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1235 FAX6 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1236 FAX6 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1237 SUC-FAX6 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1238 SUC-FAX1 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1239 SUC-FAX2 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1240 SUC-FAX3 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1241 mat-FAX2 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1242 mat-FAX3 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1277 FAX7 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1324 FAX5 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1330 ycfl pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1331 ycf2 pDR195 Ampicillin TOP10 funktioneller Transportassay
1264 Leervektor pBadMycHisA Ampicillin TOP10 Expression in E. coli

1280 FAX1 pBadMycHisA Ampicillin TOP10 Expression in E. coli

1281 FAX7 pBadMycHisA Ampicillin TOP10 Expression in E. coli

1282 FAX5 pBadMycHisA Ampicillin TOP10 Expression in E. coli

1294 FAX1 pBadMycHisA Ampicillin BL21 Expression in E. coli

1303 FAX2 pBadMycHisA Ampicillin C43DE3 Expression in E. coli

1304 FAX2 pBadMycHisA Ampicillin BL21 Expression in E. coli

1328 FAX5/pGEM4 pGEM4 Ampicillin TOP10 in vitro Importstudien

1329 FAX7/pGEM4 pGEM4 Ampicillin TOP10 in vitro Importstudien

1332 Leervektor pGEM4 Ampicillin TOP10 in vitro Importstudien

1333 FAX4/pGEM4 pGEM4 Ampicillin TOP10 in vitro Importstudien

1334 FAX6/pGEM4 pGEM4 Ampicillin TOP10 in vitro Importstudien

1335 FAX6/pGEM4 pGEM4 Ampicillin TOP10 in vitro Importstudien

1262 Leervektor pPICZA GFP Zeocin TOP10 Expressionsassay in Hefe
1278 FAX5 pPICZA-GFP Zeocin TOP10 Expressionsassay in Hefe
1279 FAX7 pPICZA-GFP Zeocin TOP10 Expressionsassay in Hefe

3.6 Hefestamme
Fir Funktionsanalysen mittels Hefeassays (Drop-Dilution-Test) und Expressionsscreening

wurden ebenfalls die unter Tab. 7 aufgelisteten Hefestamme verwendet.

Tab. 7: Liste der verwendeten Hefestamme. Bezeichnung, Konstrukt, Vektor und
Erlauterungen.

Bezeichnung | Konstrukt Vektor Bemerkung

1104 wt-EUS Hefe wt-EUS BY4741 Y00000,Euroscarf

1105 delta fatl-EUS Hefe delta fat1-EUS YBR041w Y03178,Euroscarf

1146 LS 2020 Hefe YB 332 delta fatl Mutante

1147 LS 1849 Hefe YB 525 delta faal/faa4 Mutante

- GS115 WT Stamm Hefe, Labor Prof. Dr. Joanne Lemieux

- MPEMT pPICZA-GFP positive Kontrolle, WT GS115, Labor Prof. Dr. Joanne Lemieux
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Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer, deren Sequenz und Verwendungszweck sind in Tab.

8 aufgelistet.

Tab. 8: Verwendete Oligonukleotidprimer. Zugehorige Sequenz, sowie wissenschafliche
Verwendung in dieser Arbeit.

Name Sequenz Verwendung

Genotypisierung, genom.
FAX4LP 5-GAGTTTCGTTGTATAGGAGATTCTGC-3'

Sequenz

Genotypisierung, genom.
FAX4RP 5-GAAGACTAAACGAGGTAATGGTCTCTG-3'

Sequenz

) Genotypisierung, T-DNA Linie

GabiLBseq 5-ATATTGACCATCATACTCATTGC-3'

fax4-3

Genotypisierung, T-DNA Linie
LB1SAIL 5-GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC-3¢

fax4-1 und fax4-2

Genotypisierung, genom.
FAX5 LP2 5"-AAGAAGAAGACATCGTTACTCGC-3

Sequenz

Genotypisierung, genom.
FAX5 RP2 5-GGTAACAATAACCACAATCCACA-3’

Sequenz

Genotypisierung, T-DNA Linie
LBKpO 5-CGATTTCGGAACCACCATCAAACAGG-3

fax5-1

Genotypisierung, genom.
FAX6LP 5'-CAATTAGGCCACAAAAATGATGGACCG-3

Sequenz

Genotypisierung, genom.
FAX6RP 5-CACATCTTGTAATTGAAAGTCTTCCC-3'

Sequenz

Genotypisierung, T-DNA Linie
GabiLBseq 5-ATATTGACCATCATACTCATTGC-3'

fax6-1

Genotypisierung, genom.
FAX7-2LP 5-ATGATTTCGTTGACTTGATCTAGTT-3’

Sequenz

Genotypisierung, genom.
FAX7-2RP 5-CAACGCATTACATGTTACATGTTAG-3"

Sequenz

) Genotypisierung, T-DNA Linie

GabiLBseq 5-ATATTGACCATCATACTCATTGC-3'

fax7-2
AtAct2 fw 5-CTCCTGAAGAGCACCC-3' PCR Aktin, genom. Sequenz
AtAct2 rev 5-TCAGTAAGGTCACGTCCA-3' PCR Aktin, genom. Sequenz

PCR Aktin, genom. Sequenz,
AtAct2/8 fw 5-GGTGATGGTGTGTCT-3'

gRT-PCR

PCR Aktin, genom. Sequenz,
AtAct2/8 rev 5-ACTGAGCACAATGTTAC-3"

gRT-PCR
FAX1 LCfw 5-CCTATGATTCGTCCCCAG-3’ gRT-PCR, cDNA
FAX1 LCrev 5-CACTCACAACGAGACCA-3 gRT-PCR, cDNA
FAX2 LC E2 fw 5-AAGCGAAAGTGGTTAGTGA-3’ gRT-PCR, cDNA
FAX2 LC E5 rev 5-AGGAACGTCGATTTCTG-3" gRT-PCR, cDNA
FAX3 LC-CT fw 5-TTCTCGTCGGAGTTGG-3’ gRT-PCR, cDNA
FAX3 LC-CT rev 5-GAGTGTTTGCTACTGCTT-3" gRT-PCR, cDNA
FAX4 LC-CT fw 5-TAGGAGGCGGTCTCTT-3" gRT-PCR, cDNA
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FAX4 LC-CT rev

5-CAACCTCATGCTCTCATC-3’

gRT-PCR, cDNA

FAX4LC-NT fw

5-TCTATAACCCAATCCAAACCG-3f

gRT-PCR, cDNA

FAXALC-NT rev

5-GCCTCCTAGAAGAAGTACAC-3'

gRT-PCR, cDNA

FAX5LCfw 5-GGAAGTATTGCATCTCTCG-3’ gRT-PCR, cDNA
FAX5LCrev 5-ATCCATATACCTTATTTCAACAGT-3 gRT-PCR, cDNA
FAX6LCfw 5-GGGATGCTTCTCATCGG-3 gRT-PCR, cDNA
FAXG6LCrev 5"-CCACCAGTAGCGATCT-3’ gRT-PCR, cDNA
FAX7LCfw 5-TCATCTTTGTCGCAGAGGT-3 gRT-PCR, cDNA
FAX7LCrev 5"-CTTGAGCGAATGAGGC-3 gRT-PCR, cDNA

Xhol-FAX4 fw+start

5-TATACTCGAGATGTGGTCTCTTGCGCTAACGTTACC-3"

Klonierung in Hefevektor

pDR195

BamHI-FAX4 rev Klonierung in Hefevektor
5-ATAGGATCCCTAAGGTAGAGGTAAAGGGTCGGGTATGG-3"

+stop pDR195

Klonierung in Hefevektor
Xhol SUC2fw 5 -TATACTCGAGATGATGCTTTTGCAAGCTTTCCTTTTCCTTTTGG-3" DR195

p

Klonierung in Hefevektor
Xholfax5 fw (+start) 5-TATACTCGAGATGCACGATTTCTGCTTCACTATCCC-3'

pDR195

Notlfax5 rev (+stop)

5-CATACCACCGAAAGCTGAATGAGCGGCCGCATA-3!

Klonierung in Hefevektor
pDR195

Xhol +start Fax6 fw

5"-TATACTCGAGATGCATGATTTTTGCTTCACTATCCC-3’

Klonierung in Hefevektor
pDR195

BamHI Fax6 +stop

rev

5-TATGGATCCTCATTCAGCTTTTGCTGGAAATTATTG-3’

Klonierung in Hefevektor
pDR195

Xholfax7 fw (+start)

5-TATACTCGAGATGGACTCATCTTTGTCGCAGAAGTTCACT-3"

Klonierung in Hefevektor
pDR195

BamHIfax7 rev

(+stop)

5-GGCCTCATTCGCTCAAGTTGAGGATCCATA-3'

Klonierung in Hefevektor
pDR195

At-FAX4 fw (cacc)

5-CACCATGTGGTCTCTTGCGCTAACGTTAC-3'

Colony-PCR, qRT-PCR

At-FAX4 rev (-stop)

5-AGGTAGAGGTAAAGGGTCGGGTATGG-3'

Colony-PCR, qRT-PCR

At-FAXS5 fw (cacc) 5-CACCATGCACGATTTCTGCTTCACTATCC-3* Colony-PCR
At-FAXS5 rev (-stop) 5-TTCAGCTTTCGGTGGTATGTGGTTGCC-3' Colony-PCR
At-FAX6 fw (cacc) 5-CACCATGCATGATTTTTTGCTTCACTATCC-3* Colony-PCR
At-FAXG6 rev (-stop) 5-TTCAGCTTTTGCTGGAAATTTATTGCC-3' Colony-PCR
At-FAX7 fw (caac) 5-CACCATGGACTAATCTTTGTCGCAGAAG-3 Colony-PCR
At-FAXT rev (-stop) 5-ACTTGAGCGAATGAGGCCGTGCAAG-3 Colony-PCR

attB1

5-ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3*

Sequenzierung

attB2

5-ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3

Sequenzierung

GFP GW fw 5-TGCTGCTGCCCGACAACC-3' Sequenzierung
GFP GW rev 5-CGGTGGTGCAGATGAACTTCAG-3* Sequenzierung
oligo dT S“TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN-3 RT-PCR
[3 WOBBLE: V=G/C/A; N=G/AIT/C]
AtTPRY7 fw 5-ATGAGGCCTGAAGATTTGAAACAAGC-3' Colony-PCR
AtTPRY rev 5-AACCTTCCTTTATGCACTCTTCATGC-3 Colony-PCR
AtOM64 fw 5-GGCCAATATGTCGCTTCAAATGTACC-3' Colony-PCR
AtOM64 rev 5-CAACTGTGGGGATTACCAGAATTCC-3* Colony-PCR
35s fw 5- GATGTGATATCTCCACTGACGTAAGG-3 Genotypisierung RNAI Linie

FAX4-RNAi rev

5- ATATACGCCATGACAAAGAAGGAC-3'

Genotypisierung RNAI Linie
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fax5seq fw

5-ATCGTTACTCGCTACTCTTCTCG-3'

Sequenzierung

fax5seq rev

5-GCTTTCGAGAAGAAGAAGACATC-3f

Sequenzierung

fax7seq fw

5-TTGTTCTATTATGTATACACGGAGC-3'

Sequenzierung

fax7seq rev

5'-CCAGGAAATCCAGTCTTAGCAT-3'

Sequenzierung

GWGFP fw 5-“TGCTGCTGCCCGACAACC-3* Sequenzierung
GWGFP rev 5-CGGTGGTGCAGATGAACTTCAG-3 Sequenzierung
M13 fw 5-ACTGGCCGTCGTTTTACA-3' Sequenzierung
pJET1.2 rev 5-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3' Sequenzierung

EcoRI +start FAX5 fw

5-TATAGAATTCATGCACGATTTCTGCTTCACTATCC-3’

Klonierung in PICZA-GFP

Xhol -stop FAX5 rev

5 -TATCTCGAGTTCAGCTTTCGGTGGTATGTGG-3"

Klonierung in PICZA-GFP

Ncol mAt-FAX1 fw
pBad

5 -TATACCATGGCGTCTTTTGTAGTTAAAAGTGTTGATGG-3

Klonierung in pBadMycHisA

Hindlll -stop FAX1
pBad

5 -TATAAGCTTGTATGAAGGACTAGTCHCAGATGG-3’

Klonierung in pBadMycHisA

Ncol FAX7 fw pBad

5-TATACCATGGACTCATCTTTGTCGCAGAAGTTC-3

Klonierung in pBadMycHisA

Hindlll -stop FAX7
pBad

5-TATAAGCTTACTTGAGCGAATGAGGCCGTGC-3’

Klonierung in pBadMycHisA

Xmal-FAX4-for

5"-TATACCCGGGACCATGTGGTCTCTTGCGC-3’

Klonierung in pGEM4

Sall-FAX4-rev

5-TAT GTCGACCTAAGGTAGAGGTAAAGGGTCGG-3’

Klonierung in pGEM4

Xmal-FAX5-for

5"-TATACCCGGGACCATGCACGATTTC-3’

Klonierung in pGEM4

Sall-FAX5-rev

5-TATGTCGACTCATTCAGCTTTCGGTGG-3’

Klonierung in pGEM4

Xmal-FAX6-for

5-TATACCCGGGACCATGCATGATTTTTGCTTCAC-3"

Klonierung in pGEM4

Sall-FAX6-rev

5 -TATGTCGACTCATTCAGCTTTTGCTGGAAATTTATTG-3

Klonierung in pGEM4

Xmal-FAX7-for

5-TATACCCGGGACCATGGACTCATCTTTGTCG-3’

Klonierung in pGEM4

Sall-FAX7-rev

5"-TATGTCGACTCAACTTGAGCGAATGAGG-3

Klonierung in pGEM4

3.8 GroRenstandard

Um die ermittelten DNA-FragmentgréRen bei der Agarose-Gelelektrophorese bestimmen zu
kénnen, wurde der EasyLadder | und der 1 kbp Ladder von der Firma Bioline als
GroRenstandard verwendet. Fiir die SDS-Page wurde der RotiMark-Tricolor Prestained
Protein Ladder Marker oder FroggaBio BLUelf Prestained Protein Ladder Marker verwendet.

3.9 Anzuchtbedingungen von Arabidopsis thaliana

Alle Versuchspflanzen wuchsen unter Langtag-Bedingungen (16 h Licht 21 °C/ 8h Dunkelheit
16 °C). Dabei
Photonenstromdichte lag bei 100 umol m?Zs™t

herrschte konsequent eine Luftfeuchtigkeit von 70 % und die

3.10 Sterilisation von Arabidopsis thaliana Samen

Zur Sterilisation der Samen wurden diese zunachst in Filterpapier eingefaltet und dieses mit
einer Klammer verschlossen. AnschlieBend wurde das Filterpapier mit den Samen fiir 1 min
in 70 % EtOH, 1 min in 6 % NaClO, 0,005 % Tween 20 und abschliefend dreimal 1 min in
sterilem Wasser gewaschen. Nachdem das Filterpapier leicht abgetrocknet wurde, wurden
die einzelnen Samen mit einem sterilen Holzzahnstocher aufgenommen und auf MS
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Nahrmedium Platten gelegt. Die steril verschlossene Platte wurde danach tiber Nacht, unter
Ausschluss von Licht bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wuchsen die Pflanzen in einem
Pflanzenaufzuchtschrank von Percival Scientific unter Langtag-Bedingungen.

3.11 Sterile Anzucht auf Ndhrmedium-Platten

Die Pflanzensamen wurden steril auf MS-Ndhrmedium Platten (0,5 % MS, 0,05 % MES, 1 %
Saccharose, 0,6 % Agar-Agar bei pH 5,8) ausgesat. Nach der Aussaat wurden die Platten (iber
Nacht bei Dunkelheit und 4 °C inkubiert und danach im Pflanzenaufzuchtschrank (Percival
Scientific) bei 16 h Licht/ 8 h Dunkelheit, 76 % Lichtintensitdt und 21 °C/ 16°C fir vier
Wochen angezogen. AnschlieBend erfolgte das Umpikieren auf Erde oder DNA/RNA
Analysen der Keimlinge.

3.12 Anzucht auf Erde von Arabidopsis thaliana

Zunachst wurde ein 1:3 Gemisch aus Vermiculite und Pflanzenerde (,Potground H*,
Klasmann-Deilmann GmbH) in Plastiktopfe (ca. 7 x 7 cm) gefiillt, leicht festgedriickt, genasst
und anschlieBend mit je 1-2 Samen in einen Topf gelegt. Danach wurden alle Topfe mit
Frischhaltefolie abgedeckt und (ber Nacht, bei 4°C unter Lichtausschluss, gelagert.
AnschlieBend wuchsen die Pflanzen in einem Pflanzenaufzuchtschrank von Percival Scientific
unter Langtag-Bedingungen. Die Frischhaltefolie wurde nach ca. 5 Tagen entfernt (nach
Entfaltung der Keimblatter). Wurden die Pflanzen nicht fir Analysen verwendet, erfolgte
nach ca. 5-6 Wochen ein Umzug in einen Abreiferaum mit Dauerlicht. Hier wurden die
Pflanzen nach Schotenreife eingetiitet und abreifen lassen, um anschlieBend die Samen zu
ernten.

3.13 Keimungsanalyse auf MS-Platte

Nach der sterilen Aussaat wurden die Pflanzen ab dem ersten Lichttag jeden Tag (Montag —
Freitag) zur selben Uhrzeit darauf untersucht, ob bereits Entwicklungsstadien, wie die
Keimung, Enfaltung der Kotyledonen und der ersten Blatter passiert wurden. Hatte eine
Pflanze ein Stadium erreicht, wurde dokumentiert an welchem Lichttag dies der Fall war.

3.14 Phanotypisierung auf Erde

Alle Pflanzen wurden woéchentlich fotografisch dokumentiert. Hierbei wurden beispielsweise
der maximale Rosettendurchmesser gemessen (mittels Schieblehre) und die entfalteten
Rosettenblatter gezahlt. Zusatzlich wurde der Tag der Knospung (= Primarspross > 0.5 cm),
der Tag der ersten Blite und der Tag an dem die Pflanze eine Gesamthohe von 15 cm
erreicht hat notiert. Abschliefend wurden die ausgewachsenen Pflanzen noch auf ihre
Gesamthohe, den Durchmesser des Primartriebes (in ca. 8 cm Hohe) und auf die Anzahl der
Sekundartriebe untersucht. Nicht in allen Fallen wurden alle beschriebenen Daten erhoben.

3.15 Kreuzung von Arabidopsis Einzelmutanten

Zur Herstellung von Arabidopsis-FAX Doppelmutanten wurden die homozygoten
Einzelmutanten, fax5-1 (fax5 ho/ho, Linie #4 und #13), fax6-1 (fax6é ho/ho, Linie #2) und
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fax7-2 (fax7 ho/ho, Linie #4) unter Standardbedingungen auf Erde angezogen. Alle Pflanzen
gehorten der T4 Generation an. Nach Ausbildung der Infloreszenzen (nach ca. 5-6 Wochen)
und Genotypisierung mittels PCR der Pflanzen, wurden entsprechende Pflanzen zur
Kreuzung ausgewahlt. Hierzu wurden Blitenstande von bereits gedffneten Bliiten befreit.
Von ausgewahlten, geschlossenen Bliiten wurde die Narbe (weiblich) freiprapariert. Alle
anderen Bliten wurden ebenso entfernt. AnschlieRend wurde die Narbe mit Pollen
(mannlich) der anderen zu kreuzenden Pflanze per Hand bestdubt. Um Fremdbestdaubung zu
vermeiden, wurden diese Pflanzen separat gelagert. Nach Schotenentwicklung wurden die
gekreuzten Schoten einzeln eingetiitet und geerntet.

3.16 Segregations- und Samenentwicklungsanalysen von Arabidopsis-Mutanten

Da innerhalb der F2 Nachkommen von fax5/fax6é Doppelmutanten wenige homozygote
fax5/6  Mutanten (fax5/6 dm_ho/ho) identifiziert werden konnten, wurden
Geschwisterlinien, eine mit fax5-1 heterozygotem und fax6-1 homozygotem Genotyp
(fax5/6 dm_he/ho, Linie #14_1A und eine mit fax5-1 homozygotem und fax6-1
heterozygotem Genotyp (fax5/6 dm_ho/he, Linie#14 13B) fir weitere Analysen in F3
verwendet. Ebenso wurden die dazugehorigen heterozygoten Einzelmutaten fax5-1 (fax5
he/wt, fax6 wt/wt, Linie #14_5) und fax6-1 (fax5 wt/wt, fax6 he/wt, Linie #14_13A), sowie
die heterozygote fax4-3 Einzelmutante (fax4 he/wt, Linie #3, und Linien #11 und #12) und
die heterozygote Einzelmutante fax7-2 (fax7 he/wt, Linie #3 und #5) untersucht. Fir
Segragationanlysen wurden wiederholt Samen auf Agarplatten (20 Stiick) angezogen und
nach 3 Wochen die Keimungsrate bestimmt. Weiterhin wurde der Pflanzenphanotyp
fotografisch festgehalten und die Keimlinge zur DNA Isolation und anschlieBender PCR-
Genotypisierung verwendet. Daraus erfolgte eine Statistik (ber Verteilung der
Nachkommens-Genotypen innerhalb der Linien.

3.17 Lipidextraktion mittels , Boiling-Water Protocol” zur Massenspektrometrie

Um Unterschiede in Lipidgehalt und —zusammensetzung zu untersuchen, wurde aus den
Pflanzen mittels ,,Boiling-Water Protocol” (AG Dormann, Institut flir Molekulare Physiologie
und Biotechnologie der Pflanzen (IMBIO), Universitat Bonn, Germany) der Gesamtlipidanteil
extrahiert. Hierzu wurden 1-2 Rosettenblatter (ca. 100-200mg), im Alter von 4 Wochen (2h
Licht am Erntetag), verwendet. Das Frischgewicht wurde nicht bestimmt. Nach dem
Abtrennen der Blatter erfolgten die Arbeitsschritte moglichst schnell, um Phospholipase D
Aktivitat zu minimieren. Das Material wurde in kleinen Erlenmeyerkolben mit kochendem
Wasser, mit Alufolie abgedeckt, im Wasserbad fiir 20 min gekockt (Lipaseaktivitdat wird
inhibiert). AnschlieRend wurde das Material in Glasrohrchen (12x10mm) Uberflihrt. Zum
Verschlieen wurden hier ausschlieSlich Deckel mit Teflonbeschichtung verwendet. Zuerst
wurden organische Lipide mit 1ml CHCl;:MeOH 1:2 extrahiert. Nach vorsichtigem vortexen
wurden die Lipidextrakte vollstandig in frische Rohrchen tberfihrt (keine Phasenbildung).
Die zweite Extraktion erfolgte analog mit 1ml CHCl;:MeOH 2:1. Um moglichst alle Lipide
(Blatt sollte weil sein) zu isolieren wurde als letztes ein Schritt mit 1ml CHCl; angefiigt. Die
Extrakte wurden vereinigt. Zu den Extrakten wurde 0,75ml NH;OAc (CHCl3:MeOH: NH4OAc
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2:1:0,75) hinzugegeben, gevortext, flir 15min zentrifugiert und die untere Phase (Lipidphase)
in ein frisches Rohrchen lberfiihrt. Die Proben wurden anschliefend zur Analyse nach Bonn
zur AG Dormann versendet. Zur spateren Auswertung wurde das Trockengewicht des
Blattmaterials nach Trocknung im Trockenschrank (mind. 3 Tage) bestimmt.

3.18 lIsolierung genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana

Zur Isolierung von genomischer DNA wurde Pflanzenmaterial (vier Wochen alte Keimlinge
oder ein Rosettenblatt (ca. 50-100 mg) mit 400 ul Extraktionspuffer (200 mM Tris pH 7,5,
250 mM NacCl, 25 mM EDTA pH 8,0, 0,5 % SDS und H,0) in einem 1,5 ml Reaktionsgefal}
versetzt und mit Hilfe eines Metallbeads (Tungsten) im Tissuelyser (Qiagen) fir insgesamt
sechs Minuten bei 30/sec homogenisiert. AnschlieRend wurde das gewonnene Lysat
zentrifugiert (10 min/ 13000 rpm) und der klare Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR
Uberfiihrt. Nach Zugabe von 300 pl Isopropanol (-20 °C), mindestens flunfminttiger
Inkubation auf Eis und erneutem zentrifugieren (10 min/13000 rpm) wurde der Uberstand
verworfen und das erhaltene Pellet mit 300 pl Ethanol
(70 %, -20 °C) gewaschen (10 min/13000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet bei 37 °C (Trockenschrank) getrocknet. AbschlieRend wurde die isolierte DNA in 50 pl
ddH,0 aufgenommen.

3.19 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Vervielfaltigung eines genau definierten Teils eines
DNA-Strangs (Amplicon). Dadurch sind der Nachweis und die Amplifikation von DNA-
Fragmenten (z. B. Genen) aus genomischer oder auch komplementarer DNA (cDNA) moglich.
Pro PCR-Reaktion (25 pl Ansatz) wurden 2,5 pl 10x Standard Taq Reaction Puffer (Mg?*-frei),
2,5 pl MgCly-Losung (25 mM), 0,5 ul dNTP’s, jeweils 0,5 pl der spezifischen Primer
(forward/reverse), 0,2 ul Tag-Polymerase, LC-H,0 (bis 20 pl) und DNA-Template (0,1 pl —
5 ul) eingesetzt. Als Template dienten dabei sowohl genomische DNA, cDNA als auch Zellen
aus einer Bakterienkolonie (Kolonie-PCR). Genutzt wurde das Standard-PCR Programm
(Tab. 9). Es anderten sich abhadngig vom durchgefiihrten Experiment die anfiangliche
Denaturierungszeit, die Annealing-Temperatur (Primer-spezifisch) und die Elongationszeit.
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Tab. 9: Standard-PCR-Programm.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [s]

Denaturierung 96 180 - 600

Denaturierung 96 45

Annealing 50 - 60 45 - 90 x 35
Elongation 72 60 - 90

Elongation 72 180

Ende 4 o0

3.20 Agarosegelelektrophorese

Fiir die Agarosegelelektrophorese wurden 0,75 %-ige, 1 %-ige, 1,5 %-ige und 2 %-ige Gele in
1x TAE-Puffer (2 M Tris-Acetat, 0,05 M EDTA, pH 8 — 8,5) verwendet und mit je 0,2 pl Roti®
GelStrain Red oder Green (Carl Roth GmbH & Co. KG) gefarbt. Die Elektrophorese lief in 1x
TAE-Puffer zwischen 80 V und 100 V fiir 30 min. AnschlieBend erfolgte die Bildgebung in der
Gel-Dokumentation FluorChemQ (Biozym).

3.21 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Um die bei einer PCR amplifizierte DNA nach dem Auftragen auf ein 0,75 - 1 %-iges
Agarosegel zu isolieren, wurden erst die entsprechenden Banden mit Hilfe eines Skalpells auf
einem UV-Tisch ausgeschnitten und anschlieRend entweder mit dem mi-Gel Extraction-Kit
von Metabion international AG oder mit dem NucleoSpin® DNA Gel und PCR Clean-up-Kit von
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG aufgereinigt. Verwendet wurden die Kits nach den Angaben
der Hersteller. Die Quantifizierung erfolgte anschlieBend mittels NanoDrop (infinite F200
Pro) von Tecan.

3.22 Restriktionsverdau und Ligation / Klonierung

Nach der Isolierung aus einem Agarosegel und der Reinigung der PCR-Produkte (mittels
Klonierungsprimer wurden Enzymschnittstellen an das Template angefiigt) oder nach einer
Mini-Prep von Plasmid-DNA wurde die DNA/Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen
bei 37 °C nach Zeitangabe des Herstellers verdaut. Alle verwendeten Enzyme waren HF-
Enzyme und funktionierten im CutSmart-Puffer. AnschlieRend erfolgten die Kontrolle der
Restriktion auf einem Agarose-Gel und eine Gelextraktion. Nach erfolgreicher Restriktion
erfolgte eine Ligation von DNA-Fragment und Plasmid-DNA mit T4-DNA-Ligase (16 °C/ >1h
und RT/30 min) oder mit der Instant sticky-end Ligase (New England Biolabs GmbH). Insert
und Vektorriickgrat wurden in einem Verhaltnis von 3:1 eingesetzt.

Im Falle der Sequenz At-FAX7 erfolgte zur Klonierung in den Hefeexpressionsvektor pDR195
eine Zwischenschritt. Hierzu wurde die Sequenz in den Vektor pJET1.2 gemald des Kit-
Protokolles CloneJET PCR Cloning Kit von Thermo Scientific™ kloniert und dann mittels
Restriktion (Xho/BamHI) und anschlieRender Ligation in pDR195 kloniert.
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3.23 PCR Klonierung mittels circular polymerase extension cloning (CPEC)

Da die Sequenz von At-FAX5 mittels klassischer Klonierung nicht in den
Hefeexpressionsvektor pDR195 zu klonieren werden konnte, wurde ein PCR-vermittelter
Klonierungsansatz durchgefiihrt. Eine Variante der PCR-Klonierung ist das circular
polymerase extension cloning (CPEC) (Quan und Tian, 2009 und 2011). Hierbei wird die
einzufigende DNA-Sequenz (At-FAX5) in einer PCR mit Primern vervielfaltigt, die jeweils eine
mit dem Vektor (berlappende Sequenz am 5'-Ende enthalten. Hierzu wurden die Primer
Fax5_mega_F (5-CCCCAGCCTCGAGCGGCCATGCACGATTTCTGCTTCAC-3") und Fax5_mega_R
(5'-GGCGAAGAAGTCCAAAGCTGGATCCGCTCATTCAGCTTTCGGTGGTATGA-3") verwendet. Das
Zielplasmid pDR195 wurde mittels PCR und den Primern pdrl95_linearCPEC-F (5'-
gctgaatgagceggatccagcetttggacttcttc-37) und pdr195_linearCPEC-R (5°-
atcgtgcatggcecgctcgaggetg-3°) linearisiert. AnschlieBend wurde das gereinigte insert PCR-
Produkt als Megaprimer verwendet, um das ebenfalls aufgereinigte, linearisierte Plasmid in
vitro nun mit dem Insert zu synthetisieren. Das Protokoll nach Quan und Tian (2011) wurde
befolgt. At-FAX5 konnte erfolgreich in pDR195 kloniert werden bei einem molaren Verhaltnis
in der Endreaktion (CPEC Reaktion) von 1:1 oder 2:1 Insert zu Plasmid, ausgehend von 250
ng Vektor. Das hierzu verwendete PCR Programm ist in Tab. 10 dargestellt.

Tab. 10: Verwendetes PCR-Programm.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [s]

Denaturierung 98 30

Denaturierung 98 10

Annealing 65 50 - 60 20 x 10
Elongation 72 200

Elongation 72 420

Ende 8 o0

Die PCR-Reaktion, somit die neu erzeugten Plasmide wurden zur Vermehrung in E. coli
TOP10 transformiert. Die Ligation erfolgt hierbei in vitro. Einzelkolonien wurden gepickt,
vermehrt und die Plasmide isoliert. Die Insertion von At-FAX5 in pDR195 wurde mittels
Sequenzierung bestatigt.

3.24 RNA Isolierung

Die Isolierung von RNA aus Pflanzenmaterial erfolgte nach den Angaben des NucleoSpin RNA
Iso Plant and Fungi-Kits oder nach denen des NucIeoSpin® RNA Plant-Kits von Macherey-
Nagel GmbH & Co KG. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der RNA-Konzentration (ng/ul)
durch die Messung der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm im NanoDrop (Tecan).
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3.25 Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) zur cDNA Synthese

Um die isolierte RNA in codierende DNA (Exons) umzuschreiben (Amplifikation), wurde
1 pg RNA (max. 6,7 ul) mit 0,4 ul oligo dT-Primer, 0,5 pl dNTPs und 2 pl RT-Puffer in einem
PCR-Tube im PCR-Cycler bei 70 °C fiir zwei Minuten denaturiert und anschlieRend auf Eis
gestellt und mit 0,4 pl Reverser Transkriptase versetzt. Danach erfolgte die Inkubation und
der Umschreibprozess bei 42 °C fiir 90 Minuten.

3.26 qRT-PCR (quantitative Realtime PCR)

Die qRT-PCR erfolgte im Lightcycler von Roche. Zur quantitativen Bestimmung von cDNA
Kopien in einer Probe wurden 2 pl einer 1:20 Verdiinnung der, in der RT-PCR generierten,
cDNA mit 14 pl Primermix (LC-H,0-L6ésung mit je 100 uM der Genspezifischen forward und
reverese Primer) und 4 pl Enzymmix (,FastStart DNA Master SYBR-Green Plus” Kit von
Roche) gemischt. 19 pl des Ansatzes wurden anschlieBend auf eine, der zum LightCycler
passenden Kapillare pipettiert und bei 2000 rpm fir 1 min in die Kapillare zentrifugiert. Die
mit dem Reaktionsansatz beladenen Kapillaren wurden anschlieBend in ein Karussell
geladen, in den LightCycler gestellt und das jeweilige PCR-Programm gestartet (Annealing-
Temperatur abhadngig von Primerpaaren). Im Anschluss wurde das Produkt aus der Kapillare
in ein Reaktionsgefal} zentrifugiert (2000 rpm fir 1 min) und 7 pl davon auf einem 2 %
Agarosegel aufgetrennt. Zur Quantifizierung wurden die genspezifischen Signale auf die
Ausgangsmenge an Aktin in der Probe normalisiert. Hierzu wurde zu jeder cDNA Probe eine
weitere Reaktion mit Aktin spezifischen Primern durchgefiihrt. Der relative Gehalt einer
bestimmten cDNA in einer Probe wurde anhand folgender Beziehung bestimmt:

Relativer Gehalt an cDNA = 2[n(Aktin)-n(Gen)]

wobei n die Zahl der Zyklen bezeichnet, die bendtigt wurden um mit der Menge des
jeweiligen Amplifikats einen vorher festgelegten Schwellenwert zu Uberschreiten. Dieser
Schwellenwert war fir das genspezifische — und das Aktinsignal gleich und wurde in jeder
gRT-PCR so bestimmt, dass alle Messpunkte in der exponentiellen Phase der PCR lagen.

Die Detektion der Transkripte erfolgte mittels spezifischer Primerpaare (FAX1 LCfw und FAX1
LCrev, 265bp; FAX2 LC E2 fw und FAX2 LC E5 rev, 388bp; FAX3 LC-CT fw und FAX3 LC-CT,
303bp; At-FAX4 fw (cacc) und At-FAX4 rev (-stop), 531bp; FAX5LCfw und FAX5LCrev, 347bp;
FAX6LCfw und FAX6LCrev, 306bp; FAX7LCfw und FAX7LCrev, 317bp und FAX4 LC-CT fw und
rev, 342 bp). Die Normierung der Transkripte erfolgte auf Aktin (amplifiziert mittels
AtAct2/8fw und AtAct2/8 rev, 435bp).

3.27 Anzucht von Bakterien

Die Anzucht von E. coli erfolgte in 5 ml LB- (1 % Tryptone, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl)
bzw. TB- (1,2 % Peptone, 2,4 % Hefeextrakt, K,;HPO,4, KH,PQO4) Fliissigmedium bei 37 °C unter
Schitteln.  Zur Kultivierung auf Platten wurde dem verwendeten LB-Medium
1,2 % Agar zugesetzt. Zur Positivselektion wurde Antibiotika, je nach passender Resistenz der
transformierten Plasmide, zum Medium hinzugegeben. Die verwendeten Antibiotoka sind in
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Tab. 11 dargestellt. Die Agrobakterien (AGL1) wurden auf LB-Agarplatten bei 28 °C
angezogen. Das Medium enthielt 25 pug/ml Rifampicin (Resistenz chromosomal), 50 ug/ml
Carbenicillin (Resistenz chromosomal), 50 pug/ml Kanamycin (Resistent Helferplasmid Stamm
GV3101) und 100 pg/ml Spectinomycin (Resistenz transformierter Plasmidvektor-
Konstrukte).

Tab. 11: Verwendete Antibiotika und deren Endkonzentration im Medium.

Antibiotikum Konzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Carbenicillin 50 pg/mi
Kanamycin 50 pg/mi
Rifampicin 25 pg/mi
Spectinomycin 100 pg/ml

3.28 Plasmidextraktion

Fiir die Extraktion der Plasmidvektor-Konstrukte der Bakterien wurden zwei unterschiedliche
Kits verwendet. Zum einen das mi-Plasmid Miniprep Kit von Metabion international AG und
zum anderen das Nucleo® Spin Plasmid Extraction Kit von der Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG. Die Durchfiihrung erfolgte jeweils nach den Angaben der Hersteller.

3.29 Sequenzierung

Zur Sequenzierung und somit zur genauen Ermittlung der Sequenz einzelner DNA-Fragmente
oder ganzer Plasmide (mit Insert) wurde das Mix2Seq Kit von Eurofins Genomics genutzt. Die
Sequenzierung wurde extern durch Eurofins NDSC Food Testing Germany GmbH in Hamburg
durchgefihrt.

3.30 Transformation von Escherichia coli

Bereits kompetente TOP10-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und anschlieRend mit <5 ul
Plasmid-DNA versetzt. Anschliefend erfolgte eine Inkubation auf Eis fiir 30 Minuten. Die
Zellen wurden dann bei 42 °C fir 30 Sekunden im Heizblock Hitze-geschockt und 250 ul SOC-
Medium (2% Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCIl, 10 mM MgCl,,
10 mM MgS0O,4, 20 mM Glukose) hinzugegeben. Der Transformationsansatz wurde fiir eine
Stunde bei 37 °C unter Schiitteln (700 rpm) inkubiert, anschlielend auf LB-Agarplatten mit
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und bei 37 °C kultiviert bis Einzelkolonien
erkennbar waren.

3.31 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Bereits kompetente AGL1-Zellen (50 pl) wurden in einem Reaktionsgefall mit 1,5-2 pg
Plasmid-DNA (FAX1, FAX4, FAX7, OM64, TPR7) versetzt und vorsichtig gemischt und fir finf
Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte jeweils eine flinfminitige Inkubation in fllissigem
Stickstoff und bei 37 °C im Heizblock. Nach der Zugabe von 800 pl LB-Medium (ohne
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Antibiotika) inkubierten die Transformationsansatze fiir vier Stunden unter Schitteln (700
rpm) bei 28 °C. Es erfolgte eine Zentrifugation (2 min/ 4000 rpm/ RT), die Abnahme des
Uberstandes, die Resuspendierung des Pellets in 70 pl LB und der Transfer/das Ausstreichen
auf eine LB-Platte (mit 50 pg/ml Carbenicillin und 100 pg/ml Spectinomycin). Die Platten
wurden bei 28 °C fiir drei Tage kultiviert.

3.32 Herstellung kompetenter Agrobacterium tumefaciens Zellen

AGL1-Zellen wurden in 500ml LB-Medium (mit Antibiotika) fiir 30h bei 28°C angezogen und
anschliefend bei 6000 g, 10 min, bei 4°C abzentrifigiert. Das Pellet wurde in 50 ml TE-Puffer
(10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 7,4) resuspendiert und erneut abzentrifigiert. Das Pellet
wurde in 20 ml LB-Medium aufgenommen und in 200ul Aliquots bei -80°C eingefroren.

3.33 Transiente Transformation von Nicotiana benthamiana

Um die Tabakpflanzen transient mit Hilfe von Infiltration zu transformieren wurden am
Vorabend in einem 50 ml Falcon 3 ml LB-Medium inklusive aller Antibiotika mit dem
Ausstrich einer bereits transformierten AGL1-Kolonie (Konstrukt-tragend) bzw. einer Kolonie
des Helferplasmids (#1119, p19) angeimpft und tGber Nacht bei 28 °C/ 270 rpm inkubiert. Am
Tag der Transformation wurde 30 ml LB-Medium (ohne Antibiotika) zu der AGL1-Kultur
hinzugeben und diese flr weitere 3-4 Stunden bei 20°C/ 270 rpm inkubiert. Ebenso wurden
vier bis funf Wochen alte Tabakpflanzen mit Wasser bespriiht und in eine Plastiktite
(Autoklavierbeutel) gestellt und dieser verschlossen. Nach der Wachstumszeit der
Bakterienzellen wurden diese abzentrifugiert (20 min/ 4000 rpm/ RT) und in 30 ml
Induktionsmedium (10 mM MES [pH 6,0], 10 mM MgCl,, 200 uM Acetosyringone)
resuspendiert. AnschlieRend inkubierten die Zellen erneut fiir zwei Stunden bei 28 °C/ 75
rpm und wurden danach wieder 20 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in
5 % Saccharose und 200 pM Acetosyringone gelost und auf eine ODgg von 0,5 — 0,7
eingestellt. Es erfolgte das 1:1 Mischen der AGL1-Zellsuspension (Konstrukt-tragend) mit der
Zellsuspension des Helferplasmids. Mit Hilfe einer 2 ml Spritze (ohne Kaniile) wurde die
Zelllosung aufgezogen und die Blattunterseiten der Tabakblatter (mehrere Blatter einer
Pflanze) infiltriert. Nach Abschluss der Infiltration wurden die Pflanzen erneut mit Wasser
bespriht und in den Autoklavierbeutel zurtickgestellt. Nach einem Tag wurde der Beutel
entfernt und nach 3-4 Tagen die Epidermis der Pflanzen unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet.

Zur weiteren Analyse wurden GFP-Konstrukte verschickt und in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Dr. Melanie Krebs, Zellbiologie, Centre of Organismal Studies (COS), Karl-
Ruprechts-Universitat Heidelberg, untersucht. In Heidelberg wurden ebenso transiente
Tabaktransformationen, als auch stabile Transformationen in Arabidopsis durchgefiihrt und
die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen freundlicherweise zur Verfligung gestellt.
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3.34 Fluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe einer spitzen Pinzette wurden kleine Stlicke der unteren Epidermis der
transformierten Tabakblatter abgezogen und auf einen Wassertropfen auf einem
Objekttrager gegeben. Die Betrachtung erfolgte im Fluoreszenzmikroskop (Keyence BZ-
9000E) mit Hilfe des Programms BZ-Il Viewer und BZ-Il Analyzer. Die Epidermiszellen wurden
betrachtet und Uber das verwendete Programm fotografiert (Fluoreszenzbild und
Durchlichtbild).

Die Analysen in Heidelberg erfolgten mittels des Fluoreszenzmikroskopes Typ Leica SP5II mit
dem Objektiv 63.0 x 1-20 WATER UV. Die Auflésung der Bilder betrug 512 x 512 Pixel.

3.35 Anzucht der Hefen

Die transformierten Hefemutanten-Stamme fatl (LS2020-YB332) und faal/faa4 (LS1849-
YB525) wurden auf SC-Ura Agarplatten (0,7 % yeast nitrogen base ohne Aminosauren
(Difco), 2 % D(+)-Glucose, 0,2 % Drop-out Mix ohne Uracil, 2 % Agar) bei 30 °C im
Brutschrank angezogen. Flissigkulturen enthielten dieselbe Zusammensetzung ohne Zugabe
von Agar. Sie trugen unterschiedliche Protein-Plasmidvektorkonstrukte (Protein/pDR195)
oder als Transformationskontrolle den leeren pDR195 Vektor. Der Vektor pDR195
vermittelte Gene zur Uracilsynthese.

3.36 Transformation kompetenter Hefezellen

Bereits kompetente Hefezellen eines wildtypischen EUS-Stamms (wt-EUS Y00000-BY4741)
wurden mit dem Hefevektor pDR195 (leer/ #251) und kompetente Hefezellen des
Deletionsstammes Afatl (LS2020-YB332) wurden mit FAT1 (#1103, pYCG/YBRO41w)
transformiert. Transformiert wurden ebenso die cDNA des maturen At-FAX1 Gens, At-FAX2
Gens, At-FAX3 Gens, At-FAX4 Gens, At-FAX5 Gens, At-FAX6 Gen und des At-FAX7 Gens als
Fettsduretransporter und At-PIC als Eisentransporter (Kontrolle) (Duy et al., 2007) in
Hefemutanten-Stamme fatl (LS2020-YB332) und faal/faa4 (LS1849-YB525) (Zou et al.,
2003).

Zur Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit 5 pl Plasmid-DNA
und 300 pl LIPEG gut gemischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Zugabe von 35 pl DMSO wurden die Transformationsansatze bei 42 °C (Heizblock) fir
15 Minuten inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine zweiminitige Zentrifugation (4000 rpm/
4 °C), die Zugabe von 150 ul Selektionsmedium und das Ausplattieren auf Selektionsplatten
(SC-ura). Kultiviert wurden die Hefen fiir zwei bis vier Tage bei 30 °C.

3.37 Herstellung kompetenter Hefezellen

Ausgehend von einer stationaren Vorkultur wurde eine Hauptkultur von 50 ml in YPD (fur 1
Liter: 1 % Hefeextrakt (Roth), 2 % Pepton (Gibco BRL), 2 % D(+)-Glukose (Merck)) angeimpft
(ca. ODggg 0,15). Die Zellen wurden bei 30°C, 170 rpm bis zu einer ODgyo 0,5-0,6 angezogen
und anschlieBend fiir 3 min bei 3000 rpm, 4°C geerntet. Die Zellen wurden mit 50 ml

sterilem H,0 gewaschen und abzentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit % Volumen
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LiSorb (100 mM LiOAc, 10 mM Tris-HCl pH8, 1 mM EDTA pH 8, 1M Sorbitol, sterilfiltriert) und
erneuter Zentrifugation. Der Uberstand wurde sorgfiltig entfernt und die Zellen in 300ul
LiSorb resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe von 7ul Carrier-DNA (2 mg/ml, Hitze-denaturiert
und abgeschert) auf 50ul Hefesuspension und Durchmischung der Suspension. Die Zellen
wurden in 50 pl Aliquots bei -80°C weggefroren.

3.38 Drop-Dilution-Test

Vorkulturen der verschiedenen Hefemutanten wurden in 30 ml Selektionsmedium (SC-ura)
Uber Nacht bei 30 °C unter Schitteln inkubiert. Nach der Bestimmung der ODgyp am
nachsten Morgen wurden die Hauptkulturen so verdiinnt, dass die ODggg bei 0,1 in 75 ml
Selektionsmedium lag. Danach erfolgte das Wachstum der Kulturen bei 30 °C unter Schiitteln
bis in die exponentielle Phase (ODggo ~ 0,6). Die dann gezogene Probe (1 ml) wurde in
verschiedenen Verdinnungen (1:10, 1:100, 1:1000) auf SC-ura Platten mit 3,6 mM a-
Linolensaure (0,1 %, w/v in Ethanol) und mit 1 % Tergitol (Erhohung der Loslichkeit der a-
Linolensaure) getropft (2 x 2 pl Tropfen). Fir die Kontrollplatten wurde anstatt der Saure
0,1 % Ethanol (100 %) hinzugefligt (Li et al., 2015). Zur Kontrolle wurde auf jede Platte noch
der passende Hefe-Mutationsstamm mit dem transformierten Leervektor pDR195
aufgetragen. Die Platten wurden fiir zwei Tage bei 30 °C inkubiert und fotografiert.

3.39 Rekombinante Proteinexpression in E. coli

Zur Expression eines Proteins in E. coli wurde zunachst eine Vorkultur von Bakterienzellen
(BL21 mit mat-FAX1/pBadMycHisA) mit 200 ml LB-Medium und Ampicillin (100 pg/ml)
hergestellt und Uber Nacht bei 37 °C/ 200 rpm im Schuttelinkubator inkubiert. Danach
erfolgte das Animpfen der Hauptkultur mit 25ml Vorkultur pro 1 Liter Hauptkultur (inkl.
Ampicillin [100 pg/ml]) und das Inkubieren bei 37 °C/ 180 rpm bis die Kultur eine optische
Dichte von 0,6 bei 600 nm Absorption (ODgg) erreicht hatte. Daraufhin erfolgte die
Induktion der Proteinsynthese durch Zugabe von 1 ml 20 %-ige Arabinose pro 1 Liter Kultur
und die erneute Inkubation im Schittelinkubator bei 24 °C (bzw. 37°C) und 180 rpm. Nach
mehrstiindiger Inkubation (6h, 8h, G.N.) wurden die Zellen entweder komplett mittels
Zentrifugation geerntet oder Proben zum Erstellen eines Zelllysates entnommen. Die
geernteten Zellen wurden bei -20 °C gelagert.

Hinweis: Festzuhalten war, dass die besten Expressionsbedingungen bei 24 °C fiir 8 h waren,
wobei das Expressionsvolumen pro Erlenmeyerkolben nicht unter 2 Litern liegen sollte.

3.40 Herstellung von E. coli Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden nach Expression Kulturproben von 30 ml enthommen
und bei 3000 rpm / 20min / 4°C geerntet und bei -20°C gelagert oder direkt prozessiert. Die
Zellen wurden nach dem Auftauen gewogen und in 5 ml PBS (inkl. 1 mM EDTA, 1mM PMSF,
(1x Pic), 10 pug/ml DNAse) pro 1 g Zellen gel6st/resuspendiert. Daraus wurden 450 pl in ein
ReaktionsgefalR Gberfihrt und 50 pl einer 10 %-igen Triton X-100 LOosung zugegeben. Es
erfolgte eine Inkubation fiir 2 h bei 4 °C auf einem Rotator. Mittels Zentrifugation bei 13000
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rpm / 4 °C wurde die Suspension in Pellet und Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde in
ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Anschlieend folgte eine SDS-Gel- und Western Blot
Analyse.

3.41 Isolation der E. coli Membranen

Zur Ernte von grofBen Zellmengen wurden die Kulturen mittels 0,5 Liter Flaschen
abzentrifugiert (25 min / 4 °C / Sorvall RC6 Plus / Rotor SLA-3000/ 20000g/ 11000 rpm) und
die Pellets bei -20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Pellets in kaltem TBS Puffer +
1 mM PMSF resuspendiert (Je nach Pellet in 100-150 ml TBS). Unter Riihren bei 4 °C fiir 20
min wurden alle Pelletriickstinde gelost. Die Zellen wurden anschlieRend mittels
mechanischer Kraft aufgeschlossen. Hierzu wurde eine French Press (French Pressure Cell
Press, SLM Instruments Inc.) benutzt. Alle Bestandteile waren gekihlt und die E. coli
Suspension standig auf Eis gelagert. In der Druckkammer wurde ein Druck von 10000 psi
eingestellt. Die Suspension durchlief ca. 3-mal den Aufschluss.

Hinweis: Bei erfolgreichem Aufschluss wird die Suspension graulich, viskos und klarer.

AnschlieRend wurden mittels Zentrifugation (4 °C/ 25 min / 29000 xg / 15.800 rpm / Rotor
Ti45 / Beckmann Coulter Optima XPN-80 Ultraz) fiir 25 min die Zelltrimmer pelletiert. Der
Uberstand wurde in ein neues GefiR {iberfiihrt und erneut zentrifugiert (4 °C/ 2 h / 142.400
xg / 35000 rpm / Rotor Ti45 / Beckmann Coulter Optima XPN-80 UltraZ) um die Membranen
zu pelletieren. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und die Membranen bei -20°C
gelagert.

Hinweis: Die Membranen ergaben ein dunkles, fast schwarzes aber transparentes Pellet.

3.42 Proteinaufreinigung mittels Ni-NTA-Agarosebeads und Imidazol

Zur Aufreinigung des Proteins aus E. coli Membranen wurden die isolierten Membranen
zunachst auf Eis aufgetaut und in 50 ml kaltem Solubilisierungspuffer (50 mM Tris-HCL pH 8,
200 mM NaCl, 20 % Glycerol) mit 0,5 ml PMSF (100 uM) gelést und mittels
Gewebehomogenisator (Roth, 150ml) vorsichtig gepottert und homogenisiert. Nach
Uberfiihrung in ein Becherglas wurde unter stindigem Riihren (vorsichtig, es diirfen keine
Blasen entstehen) nach und nach DDM (n-Dodecyl-B-D-maltoside) als Detergenz
hinzugegeben (pro 10 ml / 0,1 g DDM, 1% Finalkonzentration). AnschlieBend erfolgte unter
weiterhin standigem Riihren auf Eis eine Inkubation flir mindestens 30 min. Mittels
Ultrazentrifigation (UZ) (4 °C/ 30 min / 142.400 xg / 35000 rpm / Rotor Ti45 / Beckmann
Coulter Optima XPN-80 Ultraz) wurden Riickstinde abzentrifugiert, der Uberstand in ein
Zentrifugationsrohrchen Gberfihrt und 1,5 — 0,75 ml Ni-NTA-Agarosebeads zugesetzt und fir
45 min bis 1 h bei 4 °C unter standiger Rotation (auf einem Rocker) inkubiert.

Hinweis: Hier konnten mit 0,75ml Ni-NTA-Agarosebeads pro 50 ml Membransuspension und
einer 45-minutigen Inkubation die besten Ergebnisse erzielt werden.
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Die Suspension wurde weiterhin auf eine Chromatografie-Sdule (Biorad Econo-Column®
Chromatographiesdule, 2.5 x 20 cm) geladen, sodass die Ni-NTA-Agarosabeads darin
zurlickblieben. Die Beads wurden mit 50 ml Waschpuffer A (50mM Tris-HCl pH 8, 200 mM
NaCl, 20 % Glycerol, 0. 1% DDM und Imidazol (10 mM, 20 mM oder 40 mM)) gewaschen.

Hinweis: Am besten konnten unspezifische Bindungen mittels Waschpuffer A mit 20 bzw.
40 mM Imidazol ausgewaschen werden, wobei hier 40 mM Imidazol rickwirkend als
Standard-Konzentration festgelegt wurde.

Um nun das Zielprotein zu eluieren, welches mittels His-Tag spezifisch mit den Ni-NTA-
Agarosebeads interagiert, wurde der Imidazolgehalt deutlich erhoht, um das Protein
auszuwaschen. Hierzu wurde Waschpuffer A mit je 100 mM, 250 mM, 500 mM und 1 M
Imidazol erstellt und in aufsteigender Konzentration mit den Beads auf der Saule inkubiert.
2 ml Waschpuffer A (100 mM Imidazol) wurde zu den Beads auf die Sdule gegeben, mittels
Pipette durchmischt und fiir 2 min bei RT inkubiert. Anschliefend wurde das Eluat in einem
2,0 ml Reaktionsgefall aufgefangen. Selbiges wurde mit dem Waschpuffer mit 250 mM
Imidazol, usw. durgefiihrt. Die Eluate wurden bei 4 °C gelagert und Proben mittels SDS-Gel
und Western Blot Analyse untersucht. Eluatfraktionen in denen das Zielprotein zu
detektieren war, wurden gepoolt und zwecks Entfernung des Imidazols dialysiert. Hierzu
wurde ein Dialyseschlauch (14 kDa) verwendet. Unter standigem Rihren bei 4 °C fir 1 h
erfolgte die Dialyse der Eluate im Dialysepuffer (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 10 %
Glycerol). AnschlieBend wurde das Eluat in Reaktionsgefdfe Uberfihrt, in Stickstoff
eingefroren und fiir weitere Analysen bei -80 °C gelagert.

3.43 Aufreinigung mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)

Mittels Gelfiltration Giber eine Superdex200-Saule (Superdex Increase HiScale, Sigma Aldrich)
in einem Proteinaufreinigungssytem (AKTA FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography))
wurde ein zweiter Aufreinigungsschritt angeschlossen. Hierzu wurde das Protein aufgetaut
und mittels Amicons (Durchfluss < 30kDa) (3000 rpm/ 5 min) zu 2 ml Endvolumen
konzentriert.

Hinweis: Max. 2,5x konzentrieren, sonst erhohte Aggregatbildung. Es empfiehlt sich den
Konzentrationsfortschritt stetig zu prifen.

Die Sdule wurde mit 30 ml Gelfiltrationspuffer (50 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM NaCl, 5 %
Glycerol und 0,05 % DDM) aquilibriert und dann die Probe geladen. Als Druck wurden
0,15 MPa angelegt und im Durchflusskollektor Proben im Volumen von 0,5 ml fraktioniert
und bis 30 ml Durchfluss gesammelt. Die Fraktionen wurden anschliefend mittels SDS-Gel
und Western Blot Analyse untersucht und die relevanten Fraktionen gepoolt, erneut
konzentriert und die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt. Nachfolgend
konnten Analysen wie Dynamic-Light-Scattering (DLS) oder Size-Exclusion-Chromotography-
Multi-Angle-Light-Scattering (SEC-MALS) durchgefiihrt werden.
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3.44 Dynamische Lichtstreuung (Dynamic-Light-Scattering DLS)

DLS ist eine analytische Methode, um die GréRenverteilung von Partikeln innerhalb einer
Losung zu bestimmen. Hierzu wird Licht, ausgehend von einem Laser, mittels einer Linse
gebilindelt und in ein Glasgefald gerichtet, welches eine Verdiinnung der Partikel enthalt. Die
Temperatur wird hierbei konstant gehalten. Trifft das Licht nun auf die Partikel, wird es in
alle Richtungen gestreut. Die Intensitat der Lichtstreuung ist abhangig vom
Molekulargewicht, der GréRe und Form des Partikels, sowie dem Lichtbrechungsindex der
Losungsflissigkeit. Die Intensitat der Lichtstreuung wird mittels eines Detektors erfasst,
anschlielend verarbeitet und letztlich Uber den hydrodynamischen Radius, die
Molekularmasse bestimmt (Lomakin et al., 2005; Nicomp 380 Manual; Malvern Instruments
DLS Technical Note). Der schematische, oben erklarte Aufbau ist in Abb. 4 dargestellt.

Detector

Scattered Light

F

Deconvolution Autocorrelator

Abb. 4: Vereinfachte Darstellung des NICOMP DLS Instrumentes. Dargestellt ist die Laserdiode
(grtn), deren Licht mittels Linse (blau) auf die Probe (Sample), welche die Partikellosung enthalt,
gebiindelt wird. Die Intensitéat des gestreuten (scattered) Lichts (rot) wird mittels Detektor gemessen
und anschlieBend mittels Computerprogrammanalysiert (Autokorrelator und Deconvolution).
(Ubernommen aus: Nicomp 380 Manual PSS-380Nicomp-030806 06/06 Page 2 -1).

Diese Methode wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Joanne Lemieux, University of
Alberta, Edmonton, Kanada und Dr. Anne Grethen, AG Biophysik, TU Kaiserslautern,

Kaiserslautern, Deutschland durchgefiihrt.

3.45 Size-Exclusion-Chromotography-Multi-Angle-Light-Scattering (SEC-MALS)

SEC-MALS kombiniert die Methode der mehr-winkligen Lichtstreuung mit einer
vorausgehenden GroBenausschlusschromatographie. So kénnen Molekile hingehend ihrer
Molmasse, GroRe und Konformation analysiert werden. Nach Verlassen des HPLC oder FPLC
Systems passieren die Molekile einen MALS Detektor und werden von einem Laser
bestrahlt. Die MALS Signale wie UV-Absorption und/oder differentieller Brechungsindex
(dR1) kénnen analysiert werden (WYATT Technology,
https://www.wyatt.com/solutions/techniques/sec-mals-molar-mass-size-multi-angle-light-

scattering.html#tsec-mals-1). Diese Methode wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Joanne
Lemieux, University of Alberta, Edmonton, Kanada und Dr. Anne Grethen, AG Biophysik, TU

Kaiserslautern, Kaiserslautern, Deutschland durchgefiihrt.
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3.46 SDS-Polyacrylamid Gele

Das Giellen von SDS-PAGE-Gelen wurde in Mini-Gelkammern (8 cm x 8 cm x 0,75 mm) unter
Verwendung von 12-15 % Acrylamid-Trenngelen (375 mM Tris-HCI, 0,1 % SDS; pH 8,8 unter
Verwendung von HCI, 12-15 % Acrylamid-Bisacrylamid-Losung, 0,05 % Ammoniumpersulfat
(APS), 0,05 % Tetramethylethylendiamin (TEMED)) und 5 % Acrylamid Sammelgele (125 mM
Tris-HCl, 0,1 % SDS; pH 6,8 unter Verwendung von HCl, 5 % Acrylamidbisacrylamidlosung,
0,1 % Ammoniumpersulfat (APS), 0,1 % Tetramethylethylendiamin (TEMED)) durchgefiihrt.
Nach dem GieRen wurde das Trenngel mit Isopropanol Uberschichtet und vollstandig
auspolymerisiert. Nach Entfernung des Isopropanols wurde das Sammelgel gegossen und der
Vertiefungskamm eingefiihrt. Zur Lagerung wurden die Gele in feuchte Tlicher gewickelt und
bei 4 °C gelagert.

3.47 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Page)

Flr die SDS-Page wurden die aufzutragenden Proben mit Solubilisierungspuffer (4x: 250 mM
Tris-HCI [pH 6,8], 10 % SDS, 0,008 % Bromphenolblau, 40 % Glycerol, 20 % -
Mercaptoethanol) versetzt und nicht aufgekocht. 3-5 pl RotiMark Tricolor Marker (Roth) und
jeweils 15-20 pl einer Probe wurden auf ein denaturierendes Gel (12-15 % Acrylamid-Gel)
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer (10x: 1,92 M
Glycin, 0,25 M Tris, 1 % SDS) fiir 15 Minuten bei 80 V und anschliefenden fiir eine Stunde bei
120V bei Raumtemperatur (Mighty Small I, Amersham Biosciences).

3.48 Kolloidale Coomassie-Blau Farbung

Um Proteine sichtbar zu machen, wurden SDS Gele fiir 30 min mit einer Coomassie-
Farbelosung (600 mM (NH34),S04, 3 % (w/v) Phosphorsaure, 0.1 % (w/v) Coomassie G-250, bis
20 % (v/v) methanol) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Entfarbung bis zur gewilinschten
Stufe (Hintergrund klar) mittels 1 % (v/v) Essigsaurelosung.

3.49 Elektrotransfer von Proteinen (Western-Blot)

Die mit Hilfe der SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran
(Transfer Membrane, Immobilon-P, 0,45 um) unter zu Hilfenahme einer ,Semi-Dry-Blot“-
Apparatur (Peglab VWR Company) Ubertragen. Dabei erfolgte der Transfer der Proteine
ausgehend von der Anode, lber drei in Anodenpuffer | (20 % Methanol, 300 mM Tris,
pH 10,4) und zwei in Anodenpuffer Il (20 % Methanol, 30 mM Tris, pH 10,4) getrankte
Whatman-Filterpapiere. Danach wurde die vorher mit Methanol aktivierte PVDF-Membran
und das mit Anodenpuffer Il befeuchtet Acrylamid-Gel auf die Apparatur gelegt. Darauf
folgten drei in Kathodenpuffer (20 % Methanol, 25 mM Tris, 40 mM Aminocapronsaure, pH
9,4) getrankte Whatman-Filterpapiere. Mittels der Kathodenplatte wurde alles fixiert. Das
,Blotten” (Transfer) erfolgte innerhalb einer Stunde bei X mA. X errechnete sich aus Lange x
Breite (sz) der PVDF Membran x einem empirischen Faktor von 0,8 bis 1,2.
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3.50 Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikérper

Die Detektion der transferierten Proteine basierte auf der Bindung primarer Antikorper
(polyklonal) an die Proteine und anschlieRender Bindung des sekundaren Antikorpers (mit
gekoppelter HRP (Meerrettichperoxidase) an die primaren Antikdrper. Dazu wurde die PVDF-
Membran nach dem Proteintransfer G.N. in 1x TTBS (1x TN-Puffer, 0,2 % Tween-20, 0,1 %
BSA) + 5 % BSA bei 4°C blockiert/gesattigt. Nach Entfernen der Blocking-Losung, erfolgten
die Zugabe des primaren Antikdrpers und eine Inkubation bei RT fir 1 h. Es wurden dann
drei Waschschritte fir je 10 Minuten in TTBS durchgefiihrt und die Membran mit dem
sekundaren Antikdrper 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter 30-minttiger (3x
10 Minuten) Waschung in TTBS, wurde die Membran mittels ECL Western Blot Reagenzien
(Cytiva Amersham, GE Healthcare) gemalR Herstellerprotokoll entwickelt und mittels Gel-
Doku FluorChemQ (Biozym) dokumentiert. Marker wurden unter Durchlichtbedingungen
fotografiert. Folgende Antikérperpaare wurden verwendet: (1) spezifische Fax1 Antikorper:
primar At-FAXINT 180d Tier 1 Li270513 (rabbit) (1:1000 in TTBS) und sekundar mouse anti-
rabbit HRP (scbt sc2357, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) (1: 5000 in TTBS). (2) spezifische His-
Tag Antikorper: primar His-Tag IgGlk mouse (sc-8036, His-tag Antikorper H-3, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) (1:2000 in TTBS) und sekundar anti mouse-lgGk BP-HRP: sc-516102,
Santa Cruz Biotechnology, Inc.)(1:5000 in TTBS)

3.51 Mitochondrien und Mikrosomen Importassay — in vitro

Die cDNA der jeweiligen Proteine wurde mittels spezifischer Primer und mit PCR-
Amplifikation zwischen einer Xmal-Restriktionsstelle, gefolgt von der Kozak-Sequenz "ACC"
und einem Startcodon "ATG" und dem nativen Stopcodon, gefolgt von einer Sall-
Restriktionsstelle amplifiziert. Zunachst wurden diese Konstrukte dann in das
Expressionsplasmid pGEM4 (Xmal / Sall) subkloniert, das einen induzierbaren SP6-Promotor
enthielt. Die Konstrukte wurden zur Replikation in E. coli TOP10-Zellen transformiert. Die
radioaktiven Proteine FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7 oder Oxal und Erv2 wurde gemall dem
Kit-Protokoll des TNT SP6 Quick Coupled Transcription / Translation System (Promega)
hergestellt. Oxal wurde als mitochondriales Importprotein und Erv2 als ER-Importprotein
verwendet. Sowohl Proteine als auch Material und Methoden wurden von AG Herrmann,
Zellbiologie, TU Kaiserslautern zur Verfliigung gestellt. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis,
sofern nicht anders beschrieben, und mit geschnittenen Spitzen durchgefiihrt.

Far den in vitro-lmport von Mitochondrien wurden isolierte Mitochondrien von YPH499 /
WT-Zellen verwendet, konzentriert 10 mg / ml (bereitgestellt). Zuerst wurden 50 pl 2 x
Importpuffer (1 M Sorbit, 100 mM Hepes, pH 7,2, 160 mM KCl, 20 mM MgAcetat, 4 mM
KH; POy), je 1 pul 200 mM NADH und 200 mM ATP, 40 ul H,O und 5 pl Mitochondrien
gemischt und 10 min bei 30 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 3 ul des jeweiligen
radioaktiven Lysats zugegeben und somit der Import gestartet. Proben von 30 ul wurden
nach 5 min und 20 min entnommen und direkt in 270 pl kalten SH-Puffer (0,6 M Sorbit, 20
mM Hepes, pH 7,4) auf Eis gegeben. Unmittelbar nach der 20. Minute wurde die Proben mit
3 ul Proteinase K (10 mg / ml) behandelt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von
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3 pl PMSF (200 mM) und 10-minutiger Zentrifugation bei 16000 rpm (25000 rcf bei 4 °C
wurde der Uberstand verworfen. Als ndchstes wurden 500 pl kaltes SH KCL (0,6 M Sorbit; 20
mM Hepes, pH 7,4; 150 mM KCl) zugegeben, erneut zentrifugiert, der Uberstand erneut
verworfen und das Pellet in 25 pl Lammli (2x : 4% SDS; 10% 2-Mercaptoethanol; 20%
Glycerol; 0.004% Bromophenolblau; 0.125 M Tris-HCI; pH 6.8) + 50 mM DTT gel6st (50 pl DTT
(1 M), 500l 2x Lammli, 450 ul Wasser).

Far den mikrosomalen in vitro-lmport wurden isolierte Mikrosomen (6,3 mg/ml) von YPH499
/ WT-Zellen verwendet (bereitgestellt). Fir die Behandlung von Mikrosomen wurde 86 l
B88 (20 mM Hepes, pH 6,8, 250 mM Sorbit; 150 mM KoAc, 5 mM Mg (OAc) 2), 1 ul NADH, 1
pl ATP, 1 pl CCCP, zu 8 pl Mikrosomen gegeben. Von hier aus wurde das oben beschriebene
Protokoll befolgt. Nach dem Auflésen in Lammli wurden die Proben 3 Minuten bei 96 ° C
gekocht und auf SDS-Gel geladen. Auch eine 20%-ige Verdinnung des Lysats wurde als
Kontrolle hergestellt. Als mitochondriale Importkontrolle wurde das mitochondriale
Membranpotential mit 200 uM / ml CCCP (Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon) in der
Ausgangsmischung blockiert. Das obige Protokoll wurde gleichermallen befolgt, mit
Ausnahme der Zugabe von NADH und ATP, und erst nach 20 Minuten Import wurden Proben
entnommen. Als mikrosomale Importkontrolle wurden die Mikrosomen vor Versuchsbeginn
3 min bei 96 °C gekocht.

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf mittels Blot auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Zur Kontrolle wurde eine Ponceau-Farbung der Proteine
durchgefiihrt. Ein BIOMAX MR-Film (Carestream Health) wurde der getrockneten Membran
4 Tage im Dunkeln ausgesetzt und die radioaktiven Signale wurden anschlieRend detektiert.

3.52 Digitale Sequenzanalysen

Um weitere FAX-Proteine in anderen Pflanzenspezies zu finden wurde mit den Arabidopsis-
sequenzen der FAX Proteine Datenbankanalysen, z.B. ein NCBI Protein Blast
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) durchgefiihrt. Die Sequenzen
wurden heruntergeladen und mittels Alignments (SnapGene (GSL Biotech LLC),
CloneManager (Sci-Ed) oder VektorNTI (Thermofischer Scientific)) und GeneDoc (Genedoc
Software)) vorsortiert. Anschlieend wurden durch den Vergleich konservierter Regionen
oder Motive die Proteine manuell den At-FAX-Proteinen zugeordnet und weiterfiihrend
untersucht. Strukturelle in silico Analysen und Vorhersagen der FAX-Proteine wurden mittels
Phyre2 (Kelley et al., 2015) durchgefiihrt. Die Langen der maturen Proteine wurden durch
ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) and TargetP 2.0 (Almagro Armenteros et al., 2019)
ermittelt. Die a-Helices der Tmemb_14 Domane wurden nach der Aramemnon Konsensus
Vorhersage AramTmCon (Schwacke et al., 2003) notiert. Helical Wheel Analysen wurden mit
den Programmen Heliquest (Gautier et al., 2008) and NetWheels (M6l et al., 2018)
durchgefiihrt.
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3.53 Statistische Analysen

Statistische Unterschiede der Daten wurden mit einem ungepaarten Stundent’s two tailed t-
Test Uberprift und die Signifinkanzniveaus sind wie folgt gekennzeichnet: * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. In den Graphen sind ebenso die Standardabweichungen dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Rekombinante Expression der FAX-Proteine

Da das Membranprotein FAX1 bereits 2015 von Li et al.,, beziglich seiner Rolle in der
pflanzlichen Entwicklung und seiner Funktion als Fettsauretransporter untersucht wurde,
sollte nun auch die Strukturaufklarung des Proteins fiir weiterflihrende Analysen
angegangen werden. Hierzu sollte ein geeignetes Expressionssystem identifiziert werden. Im
Vorfeld dieser Arbeit konnte bereits die rekombinante Expression der Membranproteine
FAX1 und FAX2 in Lactococcus lactis (L. lactis) innerhalb der Arbeitsgruppe etabliert werden.
Allerdings erwies sich das System als sehr limitierend, hingehend der zu erreichenden
Zelldichte der Bakterien und somit dem resultierenden Proteingehalt an FAX1. Aus diesen
Grinden sollten weitere Expressionssysteme getestet werden. Wahrend eines
Forschungsaufenthaltes an der Universitdit von Alberta, Edmonton, Kanada in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Joanne Lemieux, Fakultat fir Medizin
und Zahnmedizin, Biochemie, die rekombinante Proteinexpression in Escherichia coli (E. coli)
und Pichia pastoris (P. pastoris) angegangen werden. Ziel war es, die Methodik zu erlernen
und davon ausgehend ein Protokoll zur Expression und Isolation von FAX Proteinen zu
erstellen. Ein langfristiges Ziel hierbei stellte die Strukturaufklarung der FAX Proteine dar.

Zur Expression in P. pastoris wurde die cDNA-Sequenz des Proteins FAX5 in den Vektor
pPICZA-GFP (Anhang Abb. 43, Invitrogen, modifiziert, zur Verfliigung gestellt von AG
Lemieux) kloniert und in den wildtypischen Hefestamm GS115 transformiert. Analog zu
Brooks et al. (2013) erfolgte die Induktion der Expression und die Durchfiihrung einer GFP-
basierten Klassifizierung der Expressionskolonien. So sollten stark exprimierende Kolonien
identifiziert werden. Als positive Kontrolle wurde hierbei ein stark exprimierender Klon einer
Phosphatidylethanolamine N-Methyltransferase (PEMT) verwendet (Brooks et al., 2013; zur
Verfligung gestellt von AG Lemieux). Es konnten keine Kolonien identifiziert werden, die das
FAX-Protein deutlich exprimierten (Daten nicht gezeigt), weshalb dieser Ansatz nicht weiter
verfolgt und die Expression in E. coli betrachtet wurde.

4.1.1 Rekombinante Proteinexpression von FAX1 in E. coli

Zunachst wurde die mature Arabidopsis cDNA Sequenz des Proteine FAX1 mittels
Ncol/Hindlll Enzymschnittstellen, in den Arabinose-induzierbaren Expressionsvektor
pBadMycHisA (Anhang Abb. 44) kloniert. So sollte durch die Vektorexpression zur spateren
Aufreinigung und Analyse des Proteines ein Myc-Tag, gefolgt von einem Polyhistidin-Tag
(6xHis) hinter den C-Terminus von FAX1 fusioniert werden. Fir das exprimierte Protein mAt-
FAX1-Myc-6xHis ergab sich eine GroRe von 23,4 kDa. Das Konstrukt mAt-FAX1/pBadMycHisA
wurde anschlieRend in den E. coli Expressionsstamm BL21 transformiert.
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4.1.1.1 Identifizierung vorlaufiger Expressionsbedingungen

Um zuerst zu prifen, ob die Expression des Konstrukts mAt-FAX1/pBadMycHisA erfolgreich
war, wurden ausgehend von einer Expression im E. coli Stamm BL21 nach 6h Expression bei
24°C die Zellen geerntet und ein Zelllysat der Proben erstellt, welches in Uberstand und
Pellet getrennt wurde. Eine uninduzierte Kontrollkultur wurde ebenfalls mitgefiihrt.
AnschlieRend wurden die Uberstinde mittels SDS-Gelen, Westernblotanalysen und
Antikorperdetektion genauer betrachtet (Abb. 5).
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Abb. 5: Coomassie gefarbtes SDS-Gel (A) und Westernblot/Antikérperdetektion (B) der
Zelllysatuberstande der Proteinexpression von mAt-FAX1/pBadMycHisA in BL21. (A+B) 1: mAt-
FAX1/pBadMycHisA in BL21 uninduziert bei ODgpp=0,6. 2: mAt-FAX1/pBadMycHisA in BL21 induziert
nach 6h Expression bei 24°C. Geladen wurden je 10pl Probe. Marker: FroggaBio BLUelf Prestained
Proteinladder, 5ul geladen. (B) Detektion erfolgte mittels Primarantikbrper anti-His (mouse) und
Sekundarantikdrper anti-mouse 1gG HRP.

Abb. 5, A zeigt, dass in allen Proben Proteine isoliert werden konnten und dient somit als
Ladekontrolle. Vergleicht man die uninduzierte Probe mit der induzierten fir mAt-
FAX1/pBadMycHisA (Spur 142, A), so sind deutliche Unterschiede im Proteinmuster
erkennbar. Alle bereits in der uninduzierten Probe vorhandenen Banden erscheinen in der
induzierten Probe in starkerer Intensitat. Im Bereich um 25kDa waren in der induzierten
Probe neue Banden erkennbar. Mittels Immunofarbung wurden die geblotteten Proteine,
welche einen Polyhistidin-Tag aufwiesen, (iber His-Antikdrper detektiert (Abb. 5, B). Allein
die induzierte mAt-FAX1/pBadMycHisA Probe im Expressionsstamm BL21 nach 6h
Expression wies bei ca. 25kDa ein deutliches Signal auf (Spur 2, B). Da dies etwa der
errechneten GrolRe des zu exprimierenden Konstrukts mAt-FAX1-Myc-6xHis entsprach,
wurde die Expression des Proteins hier als erfolgreich betrachtet und dieser Ansatz weiter
verfolgt.
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4.1.1.2 Verbesserte Expressionsbedingungen und Nachweis von FAX1 in E. coli

Um die Expressionsbedingungen hinsichtlich Expressionszeit und —temperatur weiter zu
optimieren, wurde sowohl die Expression nach Induktion bei 24°C vergleichend nach 6h und
Uber Nacht, als auch bei 24°C und 37°C fir 6h betrachtet. Die Aufbereitung der Proben
erfolgte analog zur bereits dargelegten Methode. AnschlieRend wurden die Uberstidnde und
Pelletfraktionen mittels SDS-Gel, Westernblotanalysen genauer betrachtet. Die ECL-
Aufnahmen der Westernblots sind in Abb. 6 dargestellt.
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Abb. 6: Immunoblots der Zelllysate verschiedener Expressionsbedingungen von
mAt-FAX1/pBadMycHisA in E. coli BL21. (A) Expression bei 24°C, uninduziert (-), 6h (+) und Uber
Nacht (i.N.) nach Induktion. Aufgetragen wurden die Uberstandsfraktionen (U) mit je 20ul. (B)
Expression bei 24°C und 37°C, uninduziert (-),6h (+) nach Induktion. Aufgetragen wurden die
Uberstandsfraktionen (U) mit je 20ul, sowie die zugehoérigen 37°C Pelletfraktionen (Pellet). Detektion
erfolgte mittels Primarantikdrper anti-His (mouse) und Sekundarantikérper anti-mouse 19G HRP.

Wiederum zeigten die uninduzierten Kontrollen der Uberstandsfraktionen kein Signal mittels
der His-Antikérperdetektion. Die ersten Ergebnisse bestatigend, konnte nach 6h Expression
bei 24°C im Uberstand ein Signal bei ca. 25kDa detektiert werden, welches sich allerdings bei
einer Verlangerung der Expressionszeit liber Nacht bei ebenfalls 24°C stark abschwachte
(Abb. 6, A). Bei einer Expressionstemperatur von 37°C fir 6h war im Uberstand der
induzierten Fraktion kein Signal erkennbar, wahrend die Pelletfraktion (uninduziert und
induziert) Signale mit der starksten Intensitit um 25kDa aufwiesen (Abb. 6, B). Die
Signalstarke nahm nach Induktion der Probe zu. Da, davon ausgegangen werden konnte,
dass die Pelletfraktionen aggregierte Proteine in Form von Inclusion Bodies enthielten und
im Gegensatz dazu méglicherweise richtig gefaltete Proteine im Uberstand enthalten waren,
wurde die Expressionstemperatur fir weitere Versuche auf 24°C festgelegt. Eine Expression
Uber Nacht verringerte den Gehalt des zu exprimierenden Proteins. Um trotzdem die
Ausbeute zu erhéhen wurde in nachfolgenden Versuchen zur Proteinaufreinigung die
Expressionszeit von 6h auf 8h erhoht und das Expressionsvolumen nie kleiner als in 2 Litern
Medium durchgefiihrt (Empfehlung von Prof. Dr. Joanne Lemieux, siehe unten Abb. 8).

Um zu bestatigen, dass es sich bei dem mittels His-Antikérpern detektierten Signal bei ca.
25 kDa, nicht nur um ein Protein mit His-Tag handelt, sondern auch um das Membranprotein
FAX1, wurden Immunoblotanalysen mit spezifischen FAX1-Antikorpern durchgefihrt (Abb. 7)
und mit den bereits detektierten Signalen verglichen.
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Abb. 7: Immunoblot der Zelllysate mAt-FAX1/pBadMycHisA
in E. coli BL21 bei 24°C uninduziert und induziert nach 6h. (-)
75kDa- uninduzierte Uberstandsfraktion (U) des Zelllysates. (+) induzierte
Uberstandsfraktion (U) des Zelllysates. Geladen wurden 20ul
Probe. Marker: ROTI Mark Triocolor prestained, 5ul geladen.
Detektion erfolgte mittels Priméarantikbrper anti-His (mouse) und
Sekundarantikorper anti-mouse IgG HRP.
25kDa- '
.

Auch die spezifischen FAX1 Antikoérper ergaben ein deutliches Signal bei ca. 25 kDa, was der
ungefahr errechneten ProteingroRe des zu exprimierenden mAt-FAX1-Myc-6xHis entsprach.
Im Folgenden wurde also davon ausgegangen, dass es sich bei diesem Signal um mAt-FAX1
handelt (ab hier als FAX1 bezeichnet).

4.1.1.3 Etablierung der Aufreinigung von FAX1 aus E. coli Membranen

Um die erfolgreiche Insertion von FAX1 in die E. coli Membran nachzuweisen und letztlich
Protein aufzureinigen, wurden nach Expression E. coli Membranen isoliert, aufgeschlossen
und mittels Solubilisierungspuffer mit DDM als Detergenz, welches Mizellen mit Proteinen
bildet und so Aggregate und Ausfdllung des Membranproteins FAX1 vermeiden soll,
aufgenommen. Die Aufreinigung von FAX1 erfolgte mittels des fusionierten 6xHis-Tags Uber
eine Inkubation mit Beads aus Ni-NTA-Agarose, die mit dem His-tag interagieren und mit
mikromolarer Affinitat daran binden. Auf eine Chromatografie-Saule (Biorad Econo-Column,
2.5 x 20 cm) geladen, wurde dann FAX1 mit Imidazolkonzentrationen von 100 mM, 250 mM,
500 mM und 1M Imidazol ausgewaschen und die Fraktionen gesammelt und anschlieBend
mittels SDS-Gelen und Westernblot analysiert (Abb. 8, A und B). Um die Reinheit des
isolierten FAX1 Proteins fiir nachfolgende Analysen zu erhdéhen wurde ein zweiter
Reinigungsschritt mittels GroRenausschlusschromatographie durchgefihrt (Abb. 8, C).
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Abb. 8: Coomassie gefarbte SDS-Gele, Immunoblot und Bestimmung der Proteinkonzentration
nach Proteinaufreinigung von FAX1 aus E. coli Membranen. (A) Coomassiegel der
Proteinaufreinigung. 1+2: homogenisierte Membranen nach 1,5 h Inkubation mit Ni-NTA-
Agarosebeads. 3: Eluat nach einem Saulenvolumen Waschpuffer mit 10 mM Imidazol. 4: Eluat nach
dem zweiten Saulenvolumen Waschpuffer mit 10 mM Imidazol. Die weitere Elution der Fraktionen
erfolgte mit je 2 ml Volumen. 5: Eluat mit 200 mM Imidazol. 6: Eluat mit 250 mM Imidazol. 7: Eluat mit
500 mM Imidazol. 8: Eluat mit 1 M Imidazol. 9: Eluat mit 1 M Imidazol zum zweiten Mal. (B)
Immunoblot der Proteineluate 5-9 aus A. Aufgetragen wurden je 20pl Probe. Detektion erfolgte mittels
Priméarantikdrper anti-His (mouse) und Sekundérantikérper anti-mouse 1gG HRP. (C) Coomassiegel
der Fraktionen der Gelfiltration nach Grofenausschluss von 2,5 x konzentriertem aufgereinigten
Protein, bei 4 °C gelagert. 1: Fraktion Al; 2:A3; 3:A5; 4:A7; 5:A9; 6:Al1; 7:B12; 8: B10.
Bezeichnungen entsprechen den Fraktionen des Elutionsprofiles (Anhang Abb. 46). Aufgetragen
wurden je 20 ul Probe. Marker in A-C: FroggaBio BLUelf Prestained Proteinladder, 5 pl geladen.

In Abb. 8, A wird gezeigt, dass auch nach zweimaligem Waschen mit 10 mM Imidazol der
Durchfluss der Chromatografiesdule reich an Protein war (Spur 3 und 4). Des Weiteren
zeigten auch die ersten Eluate mit 100 mM und 250 mM Imidazol der FAX1-Fraktionen eine
hohe Kontamination an anderen Proteinen (Abb. 8 A, 5-6), obwohl eine
Proteinanreicherung, manchmal in Form einer Doppelbande, um 25 kDa zu erkennen war,
die FAX1 reprasentierte. In den folgenden Waschschritten (A, 7-9) nahm sowohl die
Verunreinigung durch andere Proteine also auch die Anreicherung von FAX1 ab. Diese
Anreichung in den Fraktionen 5-9 bei ca. 25 kDa konnte mittels spezifischer His-Antikorper
detektiert werden, wobei diese mit steigender Imidazolkonzentration abnahm (Abb. 8, B;
Ladekontrolle Anhang Abb. 45). Es wurde folglich von einer erfolgreichen Isolation des
Proteines FAX1 aus E. coli Membranen ausgegangen und weitere Reinigungsschritte mittels
GrolRenauschlusschromatografie fiir die Fraktionen 5-9 angeschlossen.
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Wiéhrend der Gelfiltration wurden die Proteine ihrer GroBe nach aufgetrennt und eluiert.
Abhangig vom Elutionszeitpunkt (ml), wurde die Absorption der Proteine bei 280nm in mAU
(milli-Absorption-Unit)(Anhang Abb. 46). Im Elutionsprofil der Gelfiltrationen war ab einem
Pufferdurchfluss von 7 ml bis zu etwa 16 ml ein Ausschlag erkennbar, mit einem Peak um 10
ml bis 500 mAU. Bei einer Durchflussrate von 16 ml bis 20 ml war ebenso ein weiterer
deutlich geringer Ausschlag zu beobachten, der mit -200 mAU deutlich unter 0 blieb. Zur
Analyse in  welchen der zu betrachtenden  Ausschlage im  relativen
Proteinquantifikationsprofil nun das Zielprotein vorhanden war, wurden Stichproben
untersucht. Es konnte eine Anreicherung von FAX1 in den Fraktionen A3 bis A11 beobachtet
werden. In den Fraktionen A5 — A9 trat FAX1 in einer Doppelbande auf. Da in den Fraktionen
A7 bis A1l (Spur 4-6, Abb. 8, C) FAX1 im Vergleich zu Verunreinigungen im Uberschuss
vorlag, wurden diese Fraktionen zusammengefiihrt und erneut mittels Amicon-
Zentrifugation konzentriert und die Proteinkonzentration photometrisch mittels BCA-Assay
bestimmt. Es konnten so 450 pl aufgereinigtes FAX1 mit einer Konzentration von 1 mg/ml
gewonnen werden.

Zusammengefasst konnte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Joanne Lemieux eine Integration
von FAX1 in E. coli Membranen bestdtigt und eine Methode zur Aufreinigung etabliert
werden. Das Protokoll konnte in der AG Philippar reproduziert werden und sollte nun
optimiert werden.

4.1.1.4 Optimierung der FAX1 Proteinaufreinigung

Um neben der Ausbeute auch die Reinheit des isolierten FAX1 Proteines zu optimieren,
wurden in der Folge im Labor in Saarbriicken (AG Philippar), Universitat des Saarlandes
einige Bedingungen wahrend der Aufreinigung variiert. Wie bereits in Abb. 8 A gezeigt
werden konnte, war die Fremdproteinverunreinigung im Vergleich zur Anreicherung von
FAX1 sehr hoch. Deshalb wurde zunachst zum einen die Menge an eingesetzten Beads aus
Ni-NTA-Agarose auf 0,75 ml Beads pro 50 ml Membransuspension reduziert, sowie zum
anderen deren Inkubationszeit mit den solubilisierten Membranen auf 45 min verringert.
Weiterhin wurde der Waschpuffer zur Loésung unspezifischer Bindung vor Elution des FAX1
Proteins mit einer hoheren Imidazolkonzentration versehen. Getestet wurden hier 20 mM
Imidazol und 40 mM Imidazol. Erst folgende Kombination aller veranderten Bedingungen:
0,75 ml / 50 ml solubilisierter Membranen, Inkubation fir 45 min und Waschpuffer mit
40mM Imidazol, konnten die Reinheit des isolierten FAX1 verbessern. Ein Coomassiegel der
Aufreinigung unter den genannten Bedingungen ist in Abb. 9 dargestellt.
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Abb. 9: Coomassie gefarbtes SDS-Gel der optimierten Proteinaufreinigungsschritte von FAX1.
Aufgetragen wurden Eluate (Saulendurchfluss) je 20ul Probenvolumen. Der Proteingehalt wurde nicht
quantifiziert. 1 : homogenisierte Membranen nach Inkubation mit Ni-NTA-Agarosebeads (pro 50 ml
0,75 ml Beads). 2 : Eluate nach zwei Saulenvolumen Waschpuffer mit 40 mM Imidazol. 3: Eluate mit
100 mM Imidazol. 4: Eluate mit 250 mM Imidazol. 5: Eluate mit 500 mM Imidazol. 6: Eluate mit 1 M
Imidazol. 7: Eluate mit 1 M Imidazol zum zweiten Mal. Marker: ROTI Mark Triocolor prestained, 5 ul
geladen.

Vergleichend zu der vorherigen Proteinaufreinigung von FAX1 (siehe Abb. 8), konnte
diesmal, nach Erhéhung der Imidazolkonzentration im Waschpuffer, keine Verunreinigung
durch Proteine nach den Waschritten festgestellt werden (Abb. 9, Spur 2). Ebenso waren die
Eluate des aufgereinigte FAX1 (Spur 3-7) deutlich weniger mit anderen Proteinen
kontaminiert. Neben der Anreicherung von FAX1 um ca. 25 kDa in Spur 3-5, war ebenso eine,
wenn auch geringere, Proteinanreicherung um 75 kDa zu erkennen. Eine
Antikorperdetektion (Anhang Abb. 47) konnte zeigen, dass durch den Einsatz reduzierter
Nickelbead-Mengen kein oder kaum ungebundenes FAX1 verloren ging. Es war im Durchfluss
des Ladegemisches der Chromatografiesaule kein vermehrtes Signal der Antikorper zu
erkennen (Anhang Abb. 47 Spur 1). Weiterhin schien der hohere Imidazolgehalt im
Waschpuffer nur bedingt FAX1 spezifisch auszuwaschen (leichtes Hintergrundsignal auf FAX1
Hohe, Anhang Abb. 47 . Spur 4). Hingegen waren in den FAX1 Eluaten (Spur 5-7) deutliche
Signale der Antikorper mittels ECL zu detektieren. Generell fihrte eine verringerte Menge
der eingesetzten Nickelbeads, eine Reduktion der Inkubationszeit und eine hohere
Imidazolkonzentration im Waschpuffer zu einer besseren Aufreinigung.

AbschlieBend kann also festgehalten werden, dass die Expression des Membranproteins
FAX1 in E. coli und dessen Aufreinigung aus E. coli Membranen etabliert und optimiert
werden konnte. Eine detaillierte und finale Version des optimierten Expressions- und
Aufreinigungsprotokolles ist in Material und Methoden beschrieben.

4.1.1.5 Analysen mittels Size-Exclusion-Chromotography-Multi-Angle-Light-Scattering
(SECMALS) und Dynamischer Lichtstreuung (DLS)

Widhrend des Forschungsaufenthaltes in Kanada konnten mit Hilfe der AG Lemieux
ausgehend von einer Konzentration von 1mg/ml des Proteins FAX1 bereits Analysen mittels
Size-Exclusion-Chromotography-Multi-Angle-Light-Scattering (SECMALS) und dynamischer
Lichtstreuung (DLS, Dynamic Light Scattering) durchgefiihrt werden. So sollten Hinweise auf
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MizellgroRenverteilung und Molekulargewicht der Mizellen erlangt werden, welche das
Detergenz DDM zusammen mit FAX1 bildet, um die Integration des Proteins in die Mizellen
nachzuweisen. Weiterfiihrend sollte so analysiert werden, ob FAX1 in den Mizellen als
Mono- oder Oligomer vorlag.

Mittels einer SECMALS-Analyse wurden zum einen zum Proteinnachweis in der Probe die
UV-Absorption bei 280nm gemessen und zum anderen der Brechungsindex und die statische
Lichtstreuung der Mizellen untersucht, um spater das Molekulargewicht zu kalkulieren.
Vergleichend wurden hier DDM-Mizellen (negative Kontrolle) und DDM-Mizellen mit FAX1
betrachtet (Abb. 10).
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Abb. 10: SEC-MALS Analyse von DDM-FAX1-Mizellen. (A) Gemessene UV-Absorption in Volt [V]
bei 280nm, (B) Brechungsindex (RI) und (C) statische Lichtstreuung in Volt [V] der DDM-Mizellen
(negative Kontrolle) und DDM-FAX1-Mizellen mittels SEC-MALS-Analyse. Negativkontrolle: DDM-
Mizellen in hellgrau. DDM-Mizellen mit FAX1 in schwarz. (A) UV-Absorption bei 280 nm in Volt. (B)
Brechungsindex (RI). (C) statische Lichtstreuung in Volt. X-Achse entspricht dem jeweiligen
Durchflussvolumen in ml der Chromatographiesaule Superdex 200 increase.
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In Abb. 10, A ist erkennbar, dass DDM-Mizellen alleine keinen Peak im Absorptionsspektrum
bei 280 nm aufwiesen, wahrend DDM-Mizellen mit FAX1 einen deutlichen Peak mit einem
Maximum um 16 ml Durchfluss zeigten, gefolgt von zwei weiteren deutlich kleineren
Ausschlagen. Die Messung der verursachten Lichtbrechung (Brechungsindex) der Mizellen
ergab fur beide Proben einen vergleichbaren Peak mit einem Maximum bei ca. 14,5 ml
Durchfluss der Sdule. Das Minimum der DDM-Mizellen ohne FAX1 bei ca. 15,5 ml ist
untypisch fiir solche Messungen (Riicksprache mit Dr. Anne Grethen, AG von Prof. Dr.
Sandro Keller, TU Kaiserslautern) und war deshalb als Artefakt zu werten (Abb. 10, B). Auch
fiir die Betrachtung der statischen Lichtstreuung konnten fiir DDM-Mizellen ohne und mit
FAX1 ahnliche Resultate beobachtet werden. Beide Proben zeigten einen Peak um 15 ml,
wobei das Maximum der Mizellen mit FAX1 hier geringfiligig nach links verschoben war. Der
Basislevel der Mizellen ohne FAX1 war mit 0,15 V hoher als bei Mizellen mit FAX1 (ca. 0,1 V)
(Abb. 10, C). Anhand dieser Daten konnten sowohl fiir Mizellen ohne als auch mit FAX1 ein
Molekulargewicht um ca. 90 kDa ermittelt werden (Anhang Abb. 48).

Fraktionen der Mizellen mit FAX1 wurden entsprechend der Durchflussvolumina 14 ml bis
20 ml (Peaks in der UV-Absorption bei 280 nm) zum Nachweis von FAX1 auf einem
Coomassiegel (Anhang, Abb. 49) betrachtet. Hier konnte vor allem in den Proben von ca.
15 ml bis 17 ml (Fraktionen C8-D1) eine Proteinanreicherung um 25 kDa beobachtet werden,
was in etwa der GrofRe von FAX1 entsprach. Ebenfalls war hier wieder eine zweite, in der
Intensitat geringere, Proteinbande erkennbar.

Um die Mizellen mittels einer weiteren Methode zu untersuchen wurden ergdanzend DLS -
Messungen durchgefiihrt. In Abb. 11, A ist die Verteilung der MizellgréBen nach
hydrodynamischem Radius in nm einmal anhangig von der Intensitat der Lichtstreuung [%]
und einmal vom Anteil des Volumens [%], also der Massenverteilung der Gesamtpartikel
dargestellt. Die Intensitatenverteilung, sowie die gemittelten Radien der verschiedenen
Peaks und ebenfalls der mittlere Radius bezogen auf alle Partikel in der gemessenen Probe
(Z-Average) und die daraus resultierende Molekularmasse konnten daraufhin berechnet
werden (Abb. 11, B und C).
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Abb. 11: DLS-Analysen der DDM-FAX1-Mizellen. Grafische Darstellung der DLS-Messung und der
daraus hervorgehenden Messwerte fir Partikelradius [nm] bezogen auf Intensitat der Lichtstreuung
(blau) [%] und auf den Volumenanteil innerhalb der Probe (rot) [%], sowie Kalkulation der mittleren
RadiusgréRe innerhalb der Probe (Z-Average), Intensitat [%] und Molekularmasse [kDa]. (A) Blau:
Radius [nm] bezogen auf die relativ gemessene Intensitat der Lichtstreuung [%]. Rot: Radius [nm]
bezogen auf den relativ gemessenen Volumenanteil der gesamten Probe [%]. (B) Kalkulation/Output
des DLS-Computerprogrammes. Z-Average (Radius in nm): mittlerer Radius innerhalb der Probe.
Radius in nm: gemittelter Radius innerhalb der Partikel des jeweiligen Peaks. Intensitat [%] :
Prozentualer Anteil an der gemessenen Lichtstreuung. (C) kalkuliertes Molekulargewicht (MW) [kDa]:
mittlere Molekulare Masse der detektierten Partikel.

Deutlich erkennbar ist, dass sich die grafischen Darstellungen der kalkulierten Partikelradien
bezogen auf die Intensitat (blau) und das Volumen (rot) unterscheiden. Wird der Bezug zur
Intensitat hergestellt, was Riickschlisse darauf zuldsst, wie hoch die gemessene Intensitat
der Lichtstreuung ist, sind zwei Peaks zu erkennen. Der erste Peak bei ca. 3,7 nm Radius mit
einer Intensitat von 14 % und der zweite bei ca. 148 nm mit einer Streuintensitat von 3 %.
Wird hingegen der Volumenanteil der Partikel mit dem jeweiligen Radius betrachtet, also
der Anteil der Massenverteilung innerhalb der Probe, so konnte nur ein Peak bei einem
Radius von ca. 3,2 nm Volumenanteil von knapp 19 % beobachtet werden (Abb. 11, A). In
der Kalkulation wurden alle Werte mitberiicksichtigt, woraus sich aus allen Partikeln ein
mittlerer Radius von 4,8 nm ergab (Z-Average). Die mittleren Radien der errechneten Peaks
(Peak 1) lagen bei ca. 4 nm und 166 nm (Peak 2), wobei von Peak 1 77,7 % der insgesamt
gemessenen Streuintensitat ausgingen, wahrend Peak 2 etwa ein Flinftel aufwies. Fiir die
Mehrheit der Partikel resultierte daraus eine mittlere Partikelmasse von 86,2 kDa (Abb.
11, B). In beiden Versuchsansatzen (SEC-MALS und DLS) konnten Molekulargewichte um 90
kDa flir DDM-Mizellen mit FAX1 ermittelt werden.
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4.2 Charakterisierung der Proteine FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7

Die Rolle der FAX-Proteine, genauer FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7, im Fettsaure- und Lipid
Haushalt der Pflanze sollte mittels Sequenzanalysen, Identifizierung und Charakterisierung
von Arabidopsis-Mutanten, Lokalisationsstudien und funktionellen Transportassays genauer
betrachtet werden, um Rickschliisse tGber deren Funktion und Lokalisation zu erlangen.

4.2.1 Sequenzanalysen der FAX-Proteine

Ziel war es mittels Sequenzanalysen die Familie der FAX-Proteine letztlich zu definieren und
die Ahnlichkeiten der Proteine untereinander zu bestimmen. Weiterfiihrend sollten
konservierte Domanen und Motive der einzelnen FAX Proteine identifiziert werden, um
Riickschliisse auf deren Bedeutung und Funktion, vergleichend mit der Literatur ziehen zu
konnen. Aullerdem sollte die Verbreitung der FAX-Proteine in Vertretern des ganzen
Pflanzenreiches untersucht werden, um so deren Rolle bei der Entwicklung verschiedener
Arten einzugrenzen. Im Rahmen dieser Arbeit generierte Daten sind in den Publikationen
Kénnel et al. (2019) und Bugaeva et al. (2021) enthalten, weshalb im Folgenden eine
Zusammenfassung der Ergebnisse gezeigt wird.

4.2.1.1 Definition und Analysen der FAX-Proteinfamilie

Wie bereits Li et al. (2015), postulierte, konnten in Arabidopsis sieben Proteine der FAX-
Familie zugeordnet werden, die alle zur Klasse der TMEM14 Proteine gehoren (Bugaeva et
al., 2021). Um die FAX-Proteine genauer bezlglich ihrer Verwandtschaftsverhaltnisse zu
untersuchen, wurden zunachst alle Sequenzen der FAX-Proteine in Arabidopsis hinsichtlich
ihrer Ahnlichkeit mittels Sequenzvergleiche und Identititsberechnungen betrachtet und
ebenso mit Programmen zur Vorhersage der subzelluldren Lokalisation analysiert. Die
wichtigsten Erkenntnisse sind in Tab. 12 aufgefiihrt.

Tab. 12: Zusammenfassende Tabelle der FAX-Proteinfamilie in Arabidopsis. Proteinname,
Arabidopsis Genome Initiative (AGI) codes, die LaAnge der Aminosauresequenz des Preproteins (pre),
Lange des N-terminal vorhergesagten Chloroplast targeting Peptides (cTP) und Molekulargewicht des
maturen Proteines in kDa. AuRRerdem die die vorhergesagte Lokalisation (loc score) und deren
experimenteller Nachweis (exp). Plastidare Hullmembranlokalisation von At-FAX4 (4: (Li et al., 2020)).
cTPs wurden mit ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) vorhergesagt. Im Falle von FAX4 alternatives
cTP (nur Tmemb_14 Domaéane beriicksichtigt). Die Lokalisationsvorhersage (loc score) in Arabidopsis
erfolgte aus Aramemnon (AramLocCon; (Schwacke et al., 2003)). C: Chloroplast; m: Mitochondrium;
sp: sekretorischer Syntheseweg. Tabelle aus Bugaeva et al. (2021), veréndert.

name AGl code prefaa] cTP[aa] mat [kDa] loc score exp
Arabidopsis
FAX4 At1g33265 177 63/37  18.4/21.2 20.6 (c) env’
FAX5 Atlg50740 119 12.5 25.7 (sp) -
FAX6 At3g20510 119 12.5 25.7 (sp) -
FAX7 At2g26240 108 111 86 ((Sn%)/ 73 :
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Die vorhergesagte Lokalisation in chloroplastidaren Hillmembranen, konnte fiir FAX1, FAX2,
FAX3 und FAX4 bereits bestatigt werden (Li et al., 2015; Tian et al., 2019; Li et al., 2020;
Bugaeva et al, 2021). Anhand der Sequenzen konnte fiir FAX5, FAX6 und FAX7 eine
Lokalisation in Membranen des sekretorischen Syntheseweges vorhergesagt werden, wobei
FAX7 zusatzlich dual in Mitochondrien lokalisiert sein kdnnte. Im Falle von FAX4 wurden zwei
Vorhersagen ermittelt. Wurde die gesamte codierende Sequenz betrachtet, konnte ein cTP
(chloroplast targeting peptid) in der Lange von 63 Aminosauren errechnet werden (ChloroP
(Emanuelsson et al., 1999). Bei der gesonderten Betrachtung der N-terminalen Region ergab
sich ein kiirzeres cTP mit 37 Aminosduren (Tab. 12), welches in dieser Arbeit als
wahrscheinlicher angenommen wurde, da es nicht bis innerhalb der ersten
Transmembrandomane reichte. Insgesamt besitzen alle FAX-Proteine vier konservierte a-
Helices, welche eine Tmemb_14 Domane (Pfam PF03647) bilden. Wahrend mature,
plastiddre FAX-Proteine (FAX1-4) einen verlangerten und unterschiedlichen N-Terminus
aufweisen (siehe Bugaeva et al, 2021), bestehen FAX5-FAX7 weitestgehend aus der
Tmemb_14 Domine (Abb. 12). Innerhalb dieser Domine konnte eine hohe Ahnlichkeit
zwischen FAX1 und FAX5/6 (Konnel et al., 2019), sowie FAX3 und FAX7 (Bugaeva et al., 2021)
gezeigt werden. Fir FAX5 und FAX6 konnte eine Identitat auf Aminosduresequenz von 81%
beschrieben werden (Kénnel et al., 2019).

4.2.1.2 Identifizierung konservierter Domanen und Motive

Anschliefend wurden mittels Datenbanksuche, Verwandte der At-FAX-Proteine in anderen
Pflanzenarten identifiziert, um so die Verteilung der FAX-Proteine im gesamten
Pflanzenreich zu bestimmen. Mittels Sequenzvergleich erfolgte die Charakterisierung
konservierter Domanen und Motive innerhalb der jeweiligen FAX-Sequenzen, um
Rickschliisse auf die Funktion und Topologie der FAX-Proteine zu ziehen (detaillierte
Information in Konnel et al., 2019; Bugaeva et al., 2021). Ebenso sollten Helical Wheel-
Analysen (Bugaeva et al., 2021, fir FAX4-FAX7 Anhang Abb. 50) Aufschluss Uber die
Ladungsverteilung innerhalb der Transmembrandomdnen und den daraus moglich
resultierenden amphiphilen Charakter der Helices geben. Eine Ubersicht der Ergebnisse
dieser Analysen beziiglich der Tmemb14 Domdne von FAX4-7 ist schematisch in Abb. 12
dargestellt.
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Abb. 12: Schematische Darstellung der konservierten Motive innerhalb der Tmemb_14 Doméne
der FAX-Proteine. Gezeigt sind FAX1 und FAX4 bis FAX7, inklusive der konservierten Tmemb_14
Domane (pfam PF03647), und Termini. Die Tmemb_14 Domane besteht aus vier a-Helices
(Rechtecke) mit hydrophilen (wei3) und/oder hydrophoben (schwarz) Seiten. Die konservierte
Verteilung positiv (R, K, H; rote Punkte) und negativ (D, E; blaue Punkte) geladener Aminosauren.
Konservierte Sequenzmotive werden durch farbige Boxen und der Konsensussequenz reprasentiert.
FAX5 und FAX6 sind aufgrund gleicher konservierter Motive und Domanen zusammengefasst. Die
Polypeptidketten (schwarze Linien) sind maRstabsgetreu wiedergegeben. C-Terminus von FAX1 wird
nur durch ein Viertel der eigentlichen Gesamtlange reprasentiert (gestrichelte Linie). Aminosduren im
Einbuchstabencode. Aus Bugaeva et al. (2021).

Generell konnte gezeigt werden, dass alle FAX-Proteine innerhalb der Tmemb_14 Domane
mindestens eine amphiphile und mindestens zwei hydrophobe a-Helices besitzen.
AuBerdem konnten allen FAX-Proteinen, konservierte Motive oder Ladungsverteilungen
zugeordnet werden (Abb. 12). FAX1, FAX2, FAX3 und FAX5/6 sind im gesamten Pflanzenreich
konserviert und konnten in Di- und Monokotyledonen, aber auch in Moosen und Griinalgen
gefunden werden. FAX2 schien spezifisch fliir Samenpflanzen. FAX7 war weniger konserviert
und nur in einigen Pflanzenspezies zu finden (Anhang Abb. 51 fir FAX7, fir FAX1 und
FAX5/6 siehe Konnel et al., 2019; Bugaeva et al., 2021). Fur FAX4 konnte vor und innerhalb
der zweiten Helix ein konserviertes Motiv mit positiven Ladungen (,KS/RTGKGS”) in den
untersuchten Pflanzensequenzen identifiziert werden. Mittels Helical Wheel-Analysen
konnte ein amphiphiler Charakter der dritten Helix in FAX4 beschrieben werden. Auffillig
war auch die Anhdufung konservierter Ladungen um diese Helix (Abb. 12, Anhang Abb. 52).
FUr FAX5/6 konnte in Helical Wheel-Analysen vergleichend zu FAX1 gezeigt werden, dass
sowohl in beiden Proteinen Helix 1 als auch Helix 3 amphiphil waren. Gerade in der ersten a-
Helix waren konservierte Bereiche und Motive (,HDFC“ und ,IPY/FG“) nahezu identisch.
Wiéhrend die geladenen und polaren Reste in beiden Proteinen in Helix 1 eher N-terminal
gehauft auftraten verteilten sie sich in Helix 3 jeweils gleichmaRiger. Hier konnte in FAX5/6
zusatzlich ein konserviertes ,VMGQRY/F“ Motiv bestimmt werden. Sowohl in FAX1, als auch

in FAX5/6 haufte sich die Konservierung von geladenen Aminosdureresten am C-Terminus
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des Proteins (Abb. 12, siehe Konnel et al., 2019). In FAX5/6 zeichneten sich C-terminal daraus
die Motive ,YXYKIA” und ,KXE/D“ ab. Bei FAX7 ergab sich ein amphiphiler Charakter der
ersten und vierten Helix (Anhang Abb. 50). Am C-Terminus von FAX5/6 konnte zusatzlich ein
konserviertes ,KXE/D“ Motive identifiziert werden. Die angehaufte Abfolge, konservierter
positiver Ladungen (,KR/SG“ und ,KSL/KIS) und Motive (,MGY“), welche innerhalb der
ersten und zweiten Helix von FAX7 identifiziert wurden, war sehr dhnlich zu FAX3 (Abb. 12).

4.2.1.3 Identifizierung konservierter Domanen und Motive des Proteins FAX4

Da die Sequenzanalysen des Proteines FAX4 bislang nur auf wenigen Sequenzen basierten
und innerhalb der Tmemb_14 Domaine wenig Ahnlichkeiten in konservierten Motiven oder
Ladungen zu anderen FAX-Proteinen beobachtet werden konnten, wurde hier eine erneute,
ausfuhrliche Datenbankanalyse nach At-FAX4 dhnlichen Sequenzen durchgefiihrt. So sollte
die Verteilung des Proteins FAX4 im Pflanzenreich noch einmal vertieft betrachtet werden.
Hier konnten anders als bisher doch Vertreter von FAX4 im gesamten Pflanzenreich, also
Landpflanzen bis hin zu Moosen, ebenso einigen wenigen Cyanobakterien und Bakterien
identifiziert werden (Dr. Alexander Banguela-Castillo, Prof. Dr. Katrin Philippar,
unveroffentlicht). Anhand dieser Sequenzen sollten die bereits identifizierten konservierten
Domédnen und Motive innerhalb der FAX4 Proteine (vgl. Abb. 12) bestatigt, sowie neue
charakterisiert werden. Hierzu wurden die FAX4 Prdproteine reprasentativer Landpflanzen
verglichen (Anhang Abb. 52) und die Konservierung der Aminosduren betrachtet.
Weitergehend wurden innerhalb der Tmemb_14 Domanen konservierte Domadnen und
Motive untersucht und entsprechend markiert (Abb. 13).
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Abb. 13: Sequenzen der Temb_14 Doméanen von FAX4 Proteinen in unterschiedlichen
Landpflanzen. Aminosauren sind entsprechend ihrer Position im Praprotein nummeriert.
Vorhergesagte Helices (hach Aramemnon database “TM alpha helix prediction consensus” fur At-
FAX4 (AramTmCon, http://aramemnon.uni-koeln.de; Schwacke et al., 2003) sind durch schwarze
Klammer markiert. Konservierte Aminosaurereste in schwarz (100%), dunkelgrau (50%) und hellgrau
(25%). Konservierte Motive, positiv geladen (roter Kreis), negativ geladen (blaues Dreieck), ungeladen
(griner Diamant), hydrophob (gelber Kreis), amphiphil (orangener Kreis). ,Positiv-hydrophobe“ Motive
sind durch Pfeile, Prolin durch graue Kreise, Glycin hellgelb markiert. Das konservierte Motiv
KS/RTGKGS* ist angegeben. At, Arabidopsis thaliana; Br, Brassica rapa; Dc, Dacus carota; Fv,
Fragaria vesca; Pt, Populus trichocarpa; Pb, Pyrus bretschneideri; Os, Oryza sativa; Zm, Zea mays;
Sm, Selaginella moellendorffii; Pp, Physcomitrium patens. Aminoséuren im Einbuchstabencode.

Der Vergleich der Praproteine (Anhang Abb. 52) zeigte, dass im Gegensatz zur Tmemb_14
Domane mit ihren vier Helices, sowohl N- und C-Terminus der FAX4 Proteine innerhalb des
Pflanzenreiches wenig konserviert und sehr variabel vorliegen. Innerhalb der Tmemb_14

Domédne war die Konservierung der Aminosaduresequenzen recht hoch. Besonders die
Bereiche ab Mitte Helix 1 bis Mitte Helix 2 und Mitte Helix 3 bis Mitte Helix 4 weisen
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vermehrt zu 100% konservierte Aminosdauren auf. Am Ende der ersten Helix ist die
Aminosaureabfolge , FAY/F“, bestehend aus drei Aminosdauren mit hydrophoben Resten in
allen gezeigten Organismen zu finden. Weiterhin konnte direkt folgend zwischen erster und
zweiter Helix ein stark konserviertes Motiv ,KS/RTGKGS“ mit zwei positiv geladenen
Aminosaureresten identifiziert werden. Zu Beginn der dritten Helix, welche als amphiphil
charakterisiert wurde (siehe oben) wechseln sich konservierte negative und positive
Ladungen ab. Im hinteren Bereich der Helix treten in allen Pflanzen vermehrt hydrophobe
Aminosauren auf, gefolgt von einem , positiv-hydrophoben“ Motiv ,RL“ (schwarzer Pfeil).
Zwischen dritter und vierter Helix konnten zwei weitere konservierte, positiv geladene
Aminosaurereste identifiziert werden (Abb. 13).

4.2.2 Funktionelle Analysen der FAX-Proteine in Hefezellen

Li et al. (2015) konnten bereits fir das Protein FAX1 mittels eines Komplementationsassays
in Hefe die Funktion als Transporter fir Fettsduren bestatigen. Im Folgenden sollten deshalb
auch weitere Mitglieder der FAX-Familie hingehend ihrer Rolle im Fettsduretransport
analysiert werden.

4.2.2.1 Funktioneller Transportassay in Saccharomyces cerevisiae

Um die Funktion der FAX-Proteine als Fettsduretransporter zu untersuchen, wurde der
Komplementationsassay (Drop-Dilution-Test) in Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe)
analog zu Li et al. (2015) durchgefiihrt. Dieser basiert auf der Toxizitdt von a-Linolensaure in
hohen Konzentrationen, die bei Zugabe zum Medium, dazu fiihren, dass Hefezellen mit
einem intakten FA Import und Aktivierungssystem absterben (Li et al., 2015; von Berlepsch
et al., 2012). In Hefe ist der FA Import abhadngig vom Prozess der vektoriellen Acylierung und
wird Uber einen Proteinkomplex vermittelt. Fatlp stellt hierbei ein membranstandiges
Transportprotein und Faalp oder Faadp, beides Acyl-CoA Synthetasen, koppeln die zu
transportierenden FAs intrazelluldr an Acyl-CoA (Black and DiRusso, 2003). Fiir die Analysen
wurden die Hefe-Deletionsstamme Afatl und Afaal/faa4 genutzt, in denen jeweils das
wildtypische Fatl Gen oder die Faal/Faa4 Gene mittels Disruption Uber spezifische Gen-
Kassetten entweder ausgeschaltet oder unterbrochen sind. Diese Hefestimme wurden mit
den kodierenden Sequenzen der maturen At-FAX-Proteine (FAX1, FAX2, FAX3, FAX4, FAX6
und FAX7) und der Sequenz fir das Eisentransportprotein PIC1 (permease in chloroplasts 1)
im Hefevektor pDR195 (Anhang Abb. 53) transformiert. PIC1 diente in diesem Versuch als
Kontrollprotein, da er durch vier a-Helices und der Lokalisation in der inneren Hillmembran
(IE) von Chloroplasten eine strukturelle Ahnlichkeit zu den FAX-Proteinen besitzt (Duy et al.,
2007). Zusatzlich dienten transformierte Hefezellen mit dem Leervektor pDR195 als
Kontrolle. Das Wachstum der Hefezellen auf Kontroll- und a-Linolensdurehaltigen
Agarplatten wurde nach zwei Tagen Inkubation fotografisch dokumentiert (Abb. 14).
Zusatzlich wurden Wachstumskurven in Flissigmedium ohne a-Linolensaure erstellt, um die
generelle Fitness der Hefezellen zu tberprifen (Anhang Abb. 54).

59



Ergebnisse

A Keontrolle o-Linolensiure B Kontrolle a-Linclensdure

afaadifaad A fatd A faaiifaad 4 fatd sfaadifaad A fatd A faal/faad A fatd
FIC1 - FICA - FICA - FICA -

10
10+ [

10

C Kontrolle o-Linolensiure D Kontrolle a-Linolensiure

Afaaiifaad A fatd A faalifaad A fatd Afaatlifaad A fatd 4 faaiifaad A fatd
FAX2 - FAX2 - FRAX2 - FAXZ - FAX3 - FAX3 - FAX3 - FAX3 -
i ' '

= 10

10

E Kontrolle o-Linolensiure

Kontrolle o-Linclensdure
Afaaiifaad & fatl & faadifaad & fatd afaaiifaad & fatd A faalifaad & fatd
FAX4 - FAX4 - FAXE - FAXE - FAXG - FAXE -

10°
el 10

10+ R

G Keontrolle ao-Linolensiure

Afaaiifaad A fatd A faalifaad A fatd
FARRT - FAXT -

10

10

10

Abb. 14: Funktioneller Transportassay der FAX-Proteine in S. cerevisiae. Die Hefemutanten fatl
und faal/faa4 wurden jeweils mit einem Protein-Vektorkonstrukt und dem leeren Plasmid pDR195(-)
transformiert. At-FAX1/pDR195 (A) diente hierbei als Positivkontrolle (Li et al., 2015); AtPIC1/pDR195
(B) als Negativkontrolle. At-FAX2/pDR195 (C), At-FAX3/pDR195 (D), At-FAX4/pDR195 (E), At-
FAX6/pDR195 (F) und At-FAX7/pDR195 (G). Der Drop-Dilution-Test erfolgte mit 2 pl Flissigkulturen
der Hefen einer ODggo von 0,6 in 10, 10% und 103 Verdinnungen auf SC-ura-Platten (0,1 % Glucose,
1 % Tergitol). Die Kontrollplatten (links) im Vergleich zu den Platten mit 3,6 mM a-Linolenséure
(rechts). Probe und zugehorige Kontrolle (-) wurden immer auf einer Platte und doppelt getropft.
Gezeigt sind repréasentative Fotos von mind. n=3 unabhéngigen Versuchen (fir FAX7 n=1). Teile
dieser Abbildung erschienen in der Bachelorarbeit von Julia Mees (2019) und sind Teil von Bugaeva
et al. (2021).
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Abb. 14 zeigt, dass Afatl Hefezellen, die ein FAX-Protein (FAX1, FAX2, FAX3, FAX4 oder
FAX6) exprimieren, abstarben, wenn sie Medium mit 3.6 mM a-Linolensdure ausgesetzt
waren (Abb. 14, C-G). Fur die Konstrukte FAX1/pDR195, FAX2/pDR195 und FAX3/pDR195
konnte bei der geringsten Verdiinnungsstufe noch Zellwachstum beobachtet werden (Abb.
14 A, Cund D), wahrend fir FAX4/pDR195 in keiner Verdiinnungsstufe Zellen wuchsen (Abb.
14, E). Im Gegensatz dazu uUberlebten Afatl Hefezellen, welche FAX7/pDR195, pDR195
Leervektor oder AtPIC/pDR195 trugen (Abb. 14, B und G) unabhdngig der
Verdiinnungsstufe. Die Hefemutanten der Acyl-CoA Synthetasen fiir intrazelluldre FA
Aktivierung (Afaal/faa4) wurden in allen Fallen (Abb. 14, A-G) nicht durch die Anwesenheit
von 3.6mM a-Linolensdure im Wachstum gehemmt.

Generell zeigte sich beim Wachstumsverlauf in Flissigmedium ohne a-Linolensdure
transformierter Afat1 Hefezellen keine Beeintrachtigung im Wachstum durch das Einbringen
der Konstrukte. Hier erreichten lediglich Hefezellen mit FAX1, FAX2 und FAX3 etwas friiher
die exponentielle Wachstumsphase (Anhang Abb. 54). Betrachtet man die
Wachstumskurven fur Afaal/faa4, wird deutlich, dass Hefezellen, die mit FAX4, FAX6 oder
FAX7 transformiert wurden im Wachstum in Flissigmedium gehemmt oder verlangsamt sind
(Abb. 54). Nichtsdestotrotz zeigten alle Afatl und Afaal/faa4 Mutanten einen Hefe-
typischen Wachstumsverlauf.

Anzumerken ist hier, dass auch FAX5 in den Hefeexpressionsvektor pDR195 kloniert wurde.
Allerdings war FAX5/pDR195 nicht klassisch zu klonieren, weshalb hier die Methode der
CPEC-Klonierung (Circular Polymerase Extension Cloning) verwendet werden musste. Fir
FAX5/pDR195 und FAX7/pDR195 sollten die ausstehenden Replikate bezuglich des
funktionalen Transportassays in Hefe noch durchgefiihrt werden. Eine irreversible
Kontamination der Hefestammkulturen lief$ hier keine aussagekraftigen Experimente mehr
zu.

4.2.2.2 Etablierung einer Wildtypkontrolle

Da bislang Kontrollen fir den funktionellen Transportassay in Hefe ausschliellich in den
Deletionsstammen Afatl und Afaal/faa4 verwendet wurden, sollten die Analysen nun mit
einer Wildtypbasierenden-Kontrolle durchgefiihrt werden. Hierfiir wurde der wildtypische S.
cerevisiage EUS-Stamm (YO0000/BY4741) mit dem leeren pDR195 Hefevektor transformiert.
Eine FAT1-Komplementationslinie wurde konstruiert, indem der Afatl Mutationsstamm
(LS2020/YB332) mit der Fatl Gensequenz (cDNA) im Plasmid pRS416 transformiert und
somit komplementiert wurde. Diese Hefelinien wurden analog zum obigen Versuchsaufbau
auf a-Linolensdure-haltige (3,6 mM) und auf a-Linolensadure-freie SC-ura-Platten getropft.
Als Kontrolle diente der leere pDR195 Vektor im Afat1 Stamm (Abb. 15).
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A Kontrolle a-Linolensdure B Kontrolle a-Linolensdure
A fatd A fatt VWH-EUS A fatd VWH-EUS A fatd
FAT1 - FAT1 - pDR195 - pDR195 -

Abb. 15: Funktioneller Transportassay in Hefe zur Etablierung einer Wildtyp-Kontrolle. Die Fatl
Gensequenz (cDNA) im pRS416 wurde in den fatl Deletionsstamm (konstruierter Wildtyp) (A), der
leere pDR195 Vektor wurde in den wildtypischen S. cerevisiae Stamm Wt-EUS (YO0000/BY4741) (B)
transformiert. Als Kontrolle diente der Leervektor pDR195 im fatl Deletionsstamm (-). Der Drop-
Dilution-Test erfolgte mit 2 pl Flussigkulturen der Mutanten einer ODggo von 0,6 in 10, 10 und 107
Verdinnungen auf SC-ura-Platten (0,1 % Glucose, 1 % Tergitol). Die Kontrollplatten (links) im
Vergleich zu den Platten mit 3,6 mM a-Linolensaure (rechts). Probe und zugehérige Kontrolle (-)
befanden sich stets auf einer Platte und wurden doppelt getropft. Gezeigt sind reprasentative Fotos
von n=2 unabhangigen Versuchen. Abbildung aus Bachelorarbeit Julia Mees (2019, verandert).

Alle Hefelinien wuchsen sowohl auf den Kontroll-, als auch auf den a-Linolensdurehaltigen
Platten in jeder Verdiinnungsstufe (Abb. 15). Es war kein Unterschied zwischen den
Wildtypkonstrukten und der als Kontrolle dienenden (Afat1/pDR195) Linien zu sehen. Bei
Betrachtung der Wachstumskurven (Anhang Abb. 55) ist erkennbar, dass die Afat1 Mutante

mit dem transformierten leeren Vektor langsamer wuchs als die beiden anderen
Wildtypkonstrukte. Dennoch zeigten alle einen Hefe-typischen Wachstumsverlauf.
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4.2.3 Lokalisationsstudien der Arabidopsis Proteine FAX5, FAX6 und FAX7

Um die Lokalisation der Proteine At-FAX4, At-FAX5, At-FAX6 und At-FAX7 subzelluldr zu
untersuchen, wurden verschiedene Ansdtze verfolgt. Zum einen sollte die Lokalisation in
Pflanzen mittels GFP-Targeting durch transiente Transformation von Nicotiana benthamiana
(Tabak) und stabile Transformation in Arabidopsis thaliana Wildtypen (Col-0) untersucht
werden. Zum anderen sollten posttranslationale Importstudien radioaktiv markierter FAX-
Proteine in Hefemitochondrien und —mikrosomen maogliche Organellen der FAX-Lokalisation
eingrenzen.

4.2.3.1 Subzelluldre Lokalisation mittels GFP-Targeting - transiente Expression in Tabak

Um mittels transienter Transformation von Tabakblattern die subzelluldre Lokalisation der
FAX-Proteine vergleichend zum ER-Markerprotein TPR7 (Schweiger et al., 2012) und dem
mitochondriellen Protein OM64 (Lister et al., 2007) zu adressieren, sollte zunachst die
Methode etabliert werden. At-FAX1 wurde hierbei als chloroplastidares Protein mitgefiihrt.
Die Konstrukte, FAX1/pB7YWG2 (YFP C-terminal), FAX4/pK7FWG2 (GFP C-terminal),
FAX7/pK7WGF2 (GFP N-terminal), TPR7/pK7WGF2 (GFP N-terminal) und OM64/pK7WGF2
(GFP N-terminal), wurden in kompetente AGL1-Zellen (Agrobacterium tumefaciens)
transformiert. AnschlieBend wurde eine transiente Tabak-Transformation durch Infiltration
der AGL1-Kulturen ins Blatt durchgefiihrt. Nach Inkubation von 48 h — 96 h wurde die
Blattunterseite transformierter Blatter prapariert und unter einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht (Abb. 16).
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GFP Chloroplast Uberlagerung
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Abb. 16: GFP-Targeting von OM64, TPR7, FAX1, FAX4 und FAX7 in der Blattepidermis von N.
benthamiana. Bléatter von N. benthamiana wurden transient mit OM64/pK7TWGF2, TPR7/pK7WGF2,
FAX1/pB7YWG2, FAX4/pK7TFWG2 oder FAX7/pK7WGF2 transformiert. Nach zwei bis drei Tagen
wurde die untere Blattepidermis unter einem Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ 9000E betrachtet.
Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen. A: GFP-Fluoreszenz des Genkonstruktes (Extinktion bei
470/40 nm, Emission bei 525/50 nm) B: Chlorophyllautofluoreszenz (chloroplast). C: Uberlagerung.
Der Malistab entspricht 100 um in der jeweiligen VergroRerung. Weil3e Pfeile markieren ringférmige
Fluoreszenzsignale.
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Hinsichtlich der Kontrollproteine OM64 (Mitochondrien), TPR7 (ER) und FAX1 (Chloroplast)
konnte die Lokalisation durch spezifische Signale bestatigt werden. Wahrend bei OM64 und
TPR7 die jeweils netzwerkdhnliche Struktur von Mitochondrien (fadendhnlich) und ER
(kornig) zu beobachten war, zeigten sich fur FAX1 ringférmige Fluoreszenzsignale um
einzelne Plastiden/Chloroplasten, die mit deren Autofluoreszenz kolokalisierten (Abb. 16,
weille Pfeile). Fir FAX4 konnten dhnliche ringformige Signale (weilRe Pfeile), wie im Falle von
FAX1 detektiert werden. In Blattern, die mit FAX7 transformiert wurden, konnten
Fluoreszenzsignale aufgezeichnet werden, die eine leicht gekdrnte netzwerkartige Struktur
im Zytosol der Zelle bildeten. Eine Kolokalisation mit Chloroplasten konnte fiir FAX7 nicht
gezeigt werden (Abb. 16). Grundsatzlich konnte so die Methode etabliert werden.

Weiterfiihrende, detaillierte Analysen wurden in Kooperation mit Dr. Melanie Krebs und Dr.
Upendo Lupanga, COS, Universitat Heidelberg, Heidelberg, Deutschland, durchgefiihrt. Um
es verdnderte Lokalisation durch das fusionierte Protein GFP oder eventuelle Uberlagerung
einer Targetingsequenz zu verhindern, wurden sowohl N- als auch C-terminal fusionierte
GFP-Konstrukte untersucht. Hierzu wurden mittels GFP-Targeting in Tabak fir FAX5-7,
sowohl N- als auch C-terminal GFP markiert, ein netzwerkartiges, teilweise korniges Signal
innerhalb der Zelle beobachtet. Die Signale der GFP-FAX Konstrukte waren fiir FAX5, FAX6
und FAX7 in Erscheinung und Intensitat ahnlich. Hinsichtlich GFP-FAX7 und FAX7-GFP
konnten subzelluldr dhnliche Signale beobachtet werden. Fiir FAX5 und FAX6 unterschieden
sich die Signale des FAX-GFP Konstrukts deutlich zum N-terminal markierten Protein (Anhang
Abb. 56).

Alle Ergebnisse deuteten, wie Vorhersagen (Aramemnon plant membrane protein database,
Schwacke et al,, 2003) auf eine Lokalisation der FAX Proteine FAX5, FAX6 und FAX7 im
sekretorischen Weg hin. Im Folgenden sollte dies in Arabidopsis weiter untersucht werden.

4.2.3.2 Subzelluldre Lokalisation mittels GFP-Targeting — Arabidopsis

Mit Hilfe von Dr. Melanie Krebs und Dr. Upendo Lupanga, Universitat Heidelberg, sollte nun
vor allem die subzellulare Lokalisation von At-FAX5, At-FAX6 und At-FAX7 nach stabiler
Transformation in Arabidopsis untersucht werden. Hierzu wurden jeweils N- und C-Terminal
mit GFP fusionierte Konstrukte, FAX5/pK7WGF2, FAX5/pK7FWG2, FAX6/pK7WGF2,
FAX6/pK7FWG2, FAX7/pK7WGF2, FAX7/pK7FWG2 vergleichend zu verschiedenen
Markerproteinen in T1 und T2 Generationen untersucht.

Um eine mogliche ER Lokalisation zu untersuchen wurden die Konstrukte mit dem ER-
Marker VMA12 (Viotti et al., 2013; Jackson und Stevens, 1997), N-Terminal mRFP
(monomeric red fluorescent protein) fusioniert, stabil in Arabidospsis kotransformiert. Um
die Lokalisation, auch abhidngig von Lokus des GFP-Konstrukts, genauer subzelluldr
einzugrenzen wurden sowohl N-, als auch C-terminale Konstrukte betrachtet. Im Folgenden
sind zunachst reprasentative Ergebnisse fir FAX5 und FAX6 gezeigt (Abb. 17).
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Abb. 17: GFP-Targeting von At-FAX5 und At-FAX6 in Wurzelgewebe stabil transformierter
Arabidopsiskeimlinge (T1). Transformiert wurden jeweils die N- (GFP-FAX) und C-Terminal (FAX-
GFP) fusionierte GFP-Konstrukte, FAX5/pK7WGF2, FAX5/pK7FWG2, FAX6/pK7WGF2 und
FAX6/pK7FWG2. Die Kotransformation erfolgte mit dem Konstrukt mRFP-VMA12 als ER-
Kontrollprotein. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen in Keimlingswurzeln (7 Tage alt). 1. Spalte
(FAX5/FAX6): Fluoreszenz GFP (Extinktion 488 nm / Emission 500-540 nm). 2. Spalte (VMA12):
Fluoreszenz (Extinktion 561 nm / Emission 500-540 nm). 3.Spalte: Uberlagerung. Der MafRstab
reprasentiert 20um. Verwendetes Fluoreszenzmikroskop Leica SP5Il. Daten und Abbildung Dr.
Melanie Krebs und Dr. Upendo Lupanga (2021).
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Hinsichtlich der Lokalisation von FAX5 (Abb. 17, A) und FAX6 (Abb. 17, B) zeigten sich
ahnliche Ergebnisse. Ein N-Terminal fusioniertes GFP ergab sehr dhnliche Signale wie das ER-
Markerprotein VMA12. Hier konnte eine deutliche Kolokalisation der Signale gezeigt
werden. Die Konstrukte FAX5-GFP und FAX6-GFP hingegen ergaben punktartige Signale
innerhalb der Zelle, welche Giberwiegend nicht mit dem Signal von VMA12 kolokalisierten.

Da die Lokalisation der FAX-Proteine FAX5 und FAX6 abhangig vom Lokus des GFP-Proteins
schien, sollten vor allem die FAX-GFP Konstrukte (GFP C-terminal) hinsichtlich ihrer
Lokalisation nochmals genauer untersucht werden, da hier keine eindeutige Lokalisation im
ER zu beobachten war. Um die Lokalisation im sekretorischen Weg zu analysieren, wurde die
Kolokalisation mit der V-ATPase Untereinheit VHA-al untersucht, die in Arabidopsis in
TGN/EE lokalisiert und somit fiir das Targeting der V-ATPase verantwortlich ist (Lupanga et
al., 2020). FAX5-GFP oder FAX6-GFP wurden daher jeweils mit VHA-al-mCherry
(C-terminales mCherry) kotransformiert (Abb. 18).

GFP VHA-a1 Uberlagerung

FAX5-GFP

FAX6-GFP

Abb. 18: GFP-Targeting von At-FAX5 und At-FAX6 in Wurzelgewebe stabil transformierter
Arabidopsiskeimlinge (T1). Transformiert wurden jeweils FAX5/pK7FWG2 oder FAX6/pK7FWG2
und VHA-al-mCherry (Kontrolle). Gezeigt sind représentative Aufnahmen in Keimlingswurzeln (5
Tage alt). 1. Spalte: Fluoreszenz GFP (Extinktion 488 nm / Emission 500-540 nm). 2. Spalte (VHA-
al): Fluoreszenz (Extinktion 561 nm/ Emission 600-650 nm). 3.Spalte: Uberlagerung. Der Mafstab
reprasentiert 20 pm. Verwendetes Fluoreszenzmikroskop Leica SP5II. Daten und Abbildung Dr.
Melanie Krebs und Dr. Upendo Lupanga (2021).

Sowohl fiur FAX5-GFP, als auch fiir FAX6-GFP waren erneut punktformige Signale
detektierbar, die mit den punkférmigen Signalen von VHA1-al kolokalisierten (Abb. 18).

Um weiterhin eine Lokalisation im sekretorischen Weg zu untersuchen, wurden die
Konstrukte FAX5-GFP und FAX6-GFP zusammen mit dem Endozytose-Marker FM4-64 (van
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Gisbergen et al., 2008) betrachtet, sowie eine Sensitivitdit gegenliber Brefeldin A (BFA,
Endozytoseinhibitor, Wang et al., 2002b) analysiert (Abb. 19).

GFP FM4-64 Uberlagerung

A

FAX5-GFP
Kontrolle

BFA

FAX6-GFP
Kontrolle

BFA

Abb. 19: GFP-Targeting von At-FAX5 (A) und At-FAX6 (B) in Wurzelgewebe stabil
transformierter Arabidopsiskeimlinge (T1) in Anwesenheit von Brefeldin A. Transformiert wurden
jeweils FAX5/pK7FWG2 oder FAX6/pK7FWG2 und das Wurzelgewebe mit dem Endozytosemarker
FM4-64 [1 uM] fir 30 min gefarbt (Kontrolle). Es folgte eine Inkubation des Wurzelgewebes mit 50 uM
Brefeldin A fur 3h zur Inhibition der Endozytose (BFA). Gezeigt sind repréasentative Aufnahmen in
Keimlingswurzeln (7 Tage alt). 1. Spalte: Fluoreszenz GFP (Extinktion 488 nm / Emission 500-540
nm). 2. Spalte (FM4-64): Fluoreszenz (Extinktion 561 nm/ Emission 683-750 nm). 3.Spalte:
Uberlagerung. Der MalRstab reprasentiert 10 pm (FAX5), 20um (FAX6). Verwendetes
Fluoreszenzmikroskop Leica SP5II. Daten und Abbildung Dr. Melanie Krebs und Dr. Upendo Lupanga
(2021).

In Abb. 19 wird gezeigt, dass die punktformigen FAX5-GFP und FAX6-GFP-Signale mit den
dhnlichen Signalen des Endozytosemarkers kolokalisieren. Mit der Zugabe des
Endozytoseinhibitors BFA vergrofRern sich die punktformigen Signale in ihrem Volumen stark.
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Auch hier verhalten sich sowohl FAX5-GFP als auch FAX6-GFP und der Endozytosemarker
dhnlich. In der Uberlagerung der Aufnahmen ist eine Kolokalisation der vesikelartigen
Signale erkennbar.

Um auch die Lokalisation von At-FAX7 subzelluldar genauer zu betrachten (Abb. 20), wurde
analog zu At-FAX5 und At-FAX6 vorgegangen. Es wurde zunachst die Lokalisation im ER
vergleichend zum ER-Marker VMA12 betrachtet (Abb. 20, A). AnschlieBend wurde ebenfalls
die Kolokalisation zum Endozytosemarker FM4-64 und die Sensitivitat gegenliber Brefeldin A
Uberprift (Abb. 20, B) und zu letzt die Lokalisation vergleichend zum Protein VHA-al, das in
TGN/EE lokalisiert, untersucht (Abb. 20, C).
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Abb. 20: GFP-Targeting von At-FAX7 in Wurzelgewebe stabil transformierter
Arabidopsiskeimlinge (T1). Transformiert wurden jeweils die N- (GFP-FAX) und C-Terminal (FAX-
GFP) fusionierte GFP-Konstrukte, FAX7/pK7WGF2 und FAX7/pK7FWG2. (A) Kotransformation mit
dem Konstrukt mRFP-VMA12 als ER-Kontrollprotein. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen in
Keimlingswurzeln (7 Tage alt). Der Mafistab reprasentiert 20um. (B) Kotransformation mit VHA-al-
mCherry. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen in Keimlingswurzeln (5 Tage alt). Der Mal3stab
reprasentiert 20 um. (C) Das transformierte Wurzelgewebe wurde mit dem Endozytosemarker FM4-64
[1 pM] far 30 min gefarbt (Kontrolle). Es folgte eine Inkubation des Wurzelgewebes mit 50 pM
Brefeldin A fur 3h zur Inhibition der Endozytose (BFA). Gezeigt sind repréasentative Aufnahmen in
Keimlingswurzeln (7 Tage alt). Der Mal3stab reprasentiert 10 um. 1. Spalte (FAX7): Fluoreszenz GFP
(Extinktion 488 nm / Emission 500-540 nm). 2. Spalte VMA12: Fluoreszenz (Extinktion 561 nm /
Emission 500-540 nm); FM6-64: Extinktion 561 nm/ Emission 683-750 nm, VHA-al: Extinktion 561
nm/ Emission 600-650 nm. 3.Spalte: Uberlagerung. Verwendetes Fluoreszenzmikroskop Leica SP5II.
Daten und Abbildung Dr. Melanie Krebs und Dr. Upendo Lupanga (2021).
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Wahrend GFP-FAX7 punktformige Signale und auch ER-typische Signale, dhnlich VMA12,
zeigte, konnte flir FAX7-GFP ein definierteres punktartiges Signal detektiert werden. Hier
konnte in beiden Fallen eine geringe Kolokalisation mit dem ER gezeigt werden (Abb. 20, A).
Ebenso kolokalisierten die fiir FAX7-GFP detektierten punktféormigen Strukturen partiell mit
den Signalen von VHA-al-mCherry als TGN/EE Marker (Abb. 20, B). Eine Kolokalisation mit
den Signalen des Endozytosemarkers FM4-64 konnte nicht festgestellt werden. Wahrend
sich mit der Zugabe von BFA im Fall des Endozytosemarkers FM6-64 wieder vesikelartige
Signale erkennen lieBen, blieb das GFP-Signal von FAX7 nahezu gleich. FAX7-GFP war also
nicht sensitiv gegentiber Brefeldin A (Abb. 20, B).

Um letztlich ebenfalls eine mégliche Lokalisation in Mitochondrien zu untersuchen wurden
FAX5-GFP, FAX6-GFP und FAX7-GFP mit dem Mitochondrienmarker BlueMito (Sanchez et al.,
2014) verglichen und die Lokalisation subzellular betrachtet (Abb. 21).

GFP

Abb. 21: GFP-Targeting von At-FAX5, At-FAX6 und At-FAX7 in Wurzelgewebe stabil
transformierter Arabidopsiskeimlinge (T1). Transformiert wurden jeweils FAX5/pK7FWG?2,
FAX6/pK7FWG2 oder FAX7/pK7FWG2 und fir 30 min dem Mitochondrienmarker Biotracker Blue Mito
(200 nM) gefarbt. Gezeigt sind reprasentative Aufnahmen in Keimlingswurzeln (7 Tage alt). 1. Spalte:
Fluoreszenz des Genkonstruktes mit GFP (Extinktion 488 nm / Emission 500-540 nm). 2. Spalte
(Biotracker Blue Mito): Fluoreszenz (Extinktion 405 nm / Emission 415-460 nm). 3.Spalte:
Uberlagerung. Der MaRstab reprasentiert 20 um. Daten und Abbildung Dr. Melanie Krebs und Dr.
Upendo Lupanga (2021).
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Die Daten zeigen hier, dass die punktférmigen Signale von FAX5-GFP, FAX6-GFP noch FAX7-
GFP in einem Co-Staining mit einem mitochondriellen Marker MitoBlue nicht kolokalisieren
(Abb. 21).

Zusammenfassend kolokalisierten die Proteine FAX5-FAX7 mit Markerproteinen entlang des
sekretorischen Syntheseweges. Wahrend sich die Proteine FAX5 und FAX6 in allen
Experimenten bezlglich ihrer Lokalisation identisch verhielten, zeigte FAX7 eine
differenzierte Lokalisation. FAX5 und FAX6 mit einem N-terminal fusionierten GFP waren im
ER lokalisiert, wahrend die Proteine mit einem C-terminalen GFP mit Markerproteinen fir
TGN/EE und Endozytose kolokalisierten und eine Sensitivitat gegeniber Brefeldin A zeigten.
Die subzelluldre Lokalisation von FAX7 war weniger klar abgegrenzt. Hier konnten sowohl
GFP-FAX7, als auch FAX7-GFP partiell im ER lokalisiert werden. Des Weiteren kolokalisierte
FAX7-GFP auch partiell mit Markerprotein fir das TGN und EEs, nicht aber dem Endozytose
Marker und war ebenfalls nicht sensitiv gegeniiber Brefeldin A. Die gezeigten Lokalisationen
konnten bereits in der T2 Generation und durch Quantifizierung von Dr. Melanie Krebs und
Dr. Upendo Lupanga bestatigt werden (Daten nicht gezeigt).

4.2.3.3 Posttranslationale mitochondrielle und mikrosomale Importstudien —in vitro

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Johannes Herrmann, TU
Kaiserslautern, sollte mittels Importstudien in isolierte, wildtypische Mitochondrien und
Mikrosomen aus Hefe mit radioaktiv markierten FAX-Proteinen der posttranslationale
Import in diese Organellen untersucht werden. So sollten Riickschliisse liber eine mogliche
Lokalisation innerhalb der Zelle erlangt werden. Hierzu wurden die cDNA Sequenzen von At-
FAX4, At-FAX5, At-FAX6 und At-FAX7 in den Vektor pGEM4 kloniert. Errechnete
ProteingroRen waren fiir FAX4 ca. 18,4 kDa, fir FAX5 und FAX6 je 12,5 kDa und FAX7 11 kDa.
Nach in vitro Transkription und Translation wurden sowohl mitochondrielle, als auch
mikrosomale posttranslationale Imports durchgefiihrt. Nach 5 bzw. 20 min wurden
Importproben entnommen und mit Proteinase K (PK) enzymatisch verdaut, um alle nicht
importierten Proteine abzubauen. Zusatzlich wurde als negative Kontrolle das
Membranpotenzial der Mitochondrien mit CCCP (Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon)
blockiert, um einen Import zu verhindern. Als positive Importkontrolle diente fiir
Mitochondrien das Protein Oxal (mit MTS 41 kDa, ohne MTS 37 kDa) (Mitochondrial
Targeting Sequence) (Kruger et al., 2012) und fir Mikrosomen das Protein Erv2 (25 kDa)
(Gerber et al., 2001) (von AG Herrmann zur Verfligung gestellt). Die Proteine wurden nach
Auftrennung (iber SDS-Gele auf eine PVDF-Membran Ubertragen und mittels Autoradiografie
die radioaktiven Signale anschlieBend detektiert (Abb. 22).
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Abb. 22: Autoradiografie posttranslationaler in vitro Importstudien von radioaktiv markierten
FAX-Proteinen in isolierten Hefemitochondrien und -mikrosomen. Detektion der radioaktiven
Signale nach Auftrennung mittels SDS-Gel und Proteintransfer auf eine PVDF-Membran. (A)
Kontrollimport mit Oxal (41 kDa mit MTS, 37 kDa ohne MTS, Mito-Kontrolle) und Erv2 (25 kDa) in
Mikrosomen und Mitochondrien. (B) Import der FAX-Proteine in Mitochondrien. (C) Import der FAX-
Proteine in Mikrosomen. Es wurden At-FAX4 (18,4 kDa), At-FAX5 (12,5 kDa), At-FAX6 (12,5 kDa) und
At-FAX7(11 kDa). Aufgetrennt wurden 25 pl einer 20 % Verdlinnung der in vitro Translationen der
jeweiligen Proteine als positive Kontrolle (K) beziiglich der Radioaktivitat. Nach 5'und 20" Minuten der
Importzeit wurden Proben entnommen, Proteinase K verdaut und aufgetrennt. CCCP diente als
Inhibitor des mitochondriellen Membranpotenzials, somit als negative Kontrolle fir den
mitrochondriellen Import. (*) markiert Signale.

Im Kontrollimport (Abb. 22, A) ist erkennbar das Oxal nicht in Mikrosomen importiert
wurde, hingegen aber in Mitochondrien. Hier ist ein deutliches, gleichbleibendes Signal der
maturen Form um 37 kDa nach 5 und 20 minitigem Import erkennbar. Aufgrund der N-
terminalen Targetingsequenz, welche beim Import abgespalten wird, ist das Signal des
Praproteines hoher, bei etwa 42 kDa. Erv2 zeigte beim Import in ER-Membranen der
Mikrosomen nur schwache Signale (bei ca. 25 kDa), die auch beim mitochondriellen Import
erkennbar waren. Wird durch CCCP der Import in Mitochondrien inhibiert, kann Oxal nicht
importiert werden. Deshalb ist hier kein Signal zu detektieren. Die Hintergrundbande bei
Erv2 ist vermutlich auf einen Restanteil an mikrosomalen Membranen in der
Mitochondrienisolation zurlickzufiihren. In Abbildung, B wird der Import der FAX-Proteine in
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Mitochondrien betrachtet. Wahrend fir FAX4 zu keinem Importzeitpunkt ein Signal zu
detektieren war, konnten fir FAX5, FAX6 und FAX7 unabhangig von der Importdauer und
dem Inhibieren des Membranpotenzials der Mitochondrien durch CCCP gleichbleibende
Signale festgestellt werden. Ein dhnliches Bild ergab sich fiir den Import in Mikrosomen
(Abb. 22, C). Auch hier konnte flir FAX4 kein Signal nach Import detektiert werden. Das
Protein wurde also vollstandig durch die Proteinase K abgebaut. Den anderen FAX-Proteinen
lieB sich ein durchgehend gleiches Signal zuordnen. Alle markierten Praproteine entsprachen
den vorhergesagten GrofRen. Lediglich FAX6 lief etwas hoher als erwartet.

Da FAX5, FAX6 und FAX7 unter allen Testbedingungen radioaktive Signale nach Import und
PK Abbau zeigten, sollte dies in einem Folgeversuch genauer betrachtet werden. Hierbei
wurde sich allerdings resultierend auf den Ergebnissen der subzelluldren Lokalisation in
Pflanzen (Hinweise auf ER/sek. Weg Lokalisation) auf den Import in Mikrosomen beschrankt.
Es sollte geklart werden, ob die Proteine unspezifisch in die Membranen integriert,
unspezifisch importiert wurden oder gar Aggregate bildeten, welche fir den PK Abbau
unzuganglich waren. Zusatzlich zu den Standard-Imports der Proteine in Mikrosomen, wurde
diesmal auch ein Import, zur Denaturierung der Organellmembranen, in zuvor gekochte
Mikrosomen analog zum bereits beschriebenen Versuchsaufbau durchgefiihrt (Abb. 23).

FAXS FAXE FAXT
K + - Koo+ - Koo+ -
15kDa-
i —
— - - -

Abb. 23: Autoradiografie posttranslationaler in vitro Importstudien von radioaktiv markierten
FAX-Proteinen in isolierten Hefemikrosomen, unbehandelt (-) und gekocht (+). Detektion der
radioaktiven Signale nach Auftrennung mittels SDS-Gel und Proteintransfer auf eine PVDF-Membran.
Aufgetrennt wurden 25 pl einer 20 % Verdinnung der in vitro Translationen der jeweiligen Proteine als
positive Kontrolle (K) bezlglich der Radioaktivitat. (+) Import mit denaturierten, fir 3 min bei 96 °C
gekochten, Mikrosomen. (-) Kontrollimport mit intakten Mikrosomen. Die Imports wurden nach 20 min
gestoppt und mit PK behandelt. Es wurden At-FAX5 (12,5 kDa), At-FAX6 (12,5 kDa) und At-FAX7(11
kDa) untersucht.

In Abb. 23 zeigten alle in vitro Translationen der zu untersuchenden FAX-Proteine
radioaktive Signale. Sowohl bei FAX5 und FAX6 also auch bei FAX7 waren nach Import und
PK Behandlung in den intakten Mikrosomen Signale in Hohe der errechneten ProteingroRen
zu detektieren. Allerdings zeigte dies auch der Import in gekochte Mikrosomen. Ein
Unterschied in der Intensitdt der Signalstarke beider Importbedingungen war fir kein FAX-
Protein zu erkennen. Dies lasst vermuten, dass die Proteine nicht oder unvollstindig durch
PK abgebaut werden und moglicherweise fir das Enzym unzugangliche Aggregate bilden. Ein
Import in denaturierte Mikrosomen sollte aufgrund zerstérter Membranen, nicht moglich
sein.
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4.2.4 Analysen von Arabidopsis thaliana-Mutanten

Um die Rolle der FAX-Proteine FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7 im pflanzlichen Organismus,
genauer im Modellorganismus Arabidopsis thaliana, zu untersuchen sollten verschiedene
Mutationslinien erstellt, identifiziert und charakterisiert werden. Mittels dieses Ansatzes
sollten Riickschlisse auf die Funktion der Proteine im Entwicklungsprozess der Pflanze, ihre
Bedeutung im Fettsdure-/Lipidmetabolismus, sowie mogliche Komplementationen innerhalb
der FAX-Familie erlangt werden. Hierzu wurden RNAi-Linien, T-DNA-Insertionslinien, sowie
durch Kreuzung generierte Doppelmutanten der T-DNA-Linien verwendet.

Um Mutationslinien in Arabidopsis zu charakterisieren wurden aus dem European
Arabidopsis Stock Centre (NASC) in Nothingham T-DNA-Insertionslinien geordert. Zur
spateren Phanotypisierung, Segregations- und Expressionsanalysen mussten die T-DNA
Insertionslinien von FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7 zunachst einmal hinsichtlich ihrer Insertion
in das Zielgen bestatigt werden. Dies erfolgte mittels spezifischer Primer und PCR
Amplifikation isolierter DNA. Daraus folgend konnten so homozygote Linien identifiziert
werden, die weiterhin auf einen potenziellen Knockout des Genes durch Analysen der
Transkriptebene untersucht wurden.

Eine wichtige Rolle des Fettsdauretransporters FAX1 in der Entwicklung von Arabidopsis
konnte bereits durch den resultierenden Phanotyp einer fax1 Mutante gezeigt werden. FAX1
konnte eine Funktion im Aufbau von Biomasse, mannlicher Fertilitdit und Synthese von
FA-Derivaten, wie Lipiden, Wachsen oder Pollenzellwandbestandteilen nachgewiesen
werden (Li et al., 2015). Um auch anderen FAX-Proteinen in diesen Prozessen eine mogliche
Rolle zuzuordnen, sollten die Arabidopsismutanten FAX4-RNAi, fax4-3, fax5-1, fax6-1 und
fax7-2 wahrend der Pflanzenentwicklung untersucht und ein moglicher Phanotyp analysiert
werden.

4.2.4.1 Charakterisierung von FAX4-RNAi und FAX4 T-DNA-Insertionslinien

Um die Rolle von FAX4 in der Pflanze genauer zu untersuchen sollten zunachst FAX4-RNAi
Linien analysiert werden. Zur Erstellung der FAX4-RNAi-Linien wurde in Wildtyppflanzen
(Col-0) ein FAX4 cDNA Fragment (294 bp) im RNAi Vektor pH7GWIWG2 (Abb. 57)
eingebracht (Vorarbeit durch Wassilina Bugaeva, AG Philippar, UdS Saarbriicken). Die
generierten Samen (T1) der Pflanzen wurden in dieser Arbeit selektiert und genotypisiert,
um das transformierte RNAi-Konstrukt nachzuweisen (Anhang Abb. 58). Die bestatigten
Pflanzen wurden nun als einzelne Linien FAX4-RNAi #1 - #7 betrachtet.

AuBerdem sollte der Einfluss des RNAi-Konstruktes auf den Transkriptgehalt des Genes FAX4
in verschiedenen Geweben untersucht werden, um so spater Rickschliisse zu einem
moglichen Phanotyp ziehen zu kdnnen. Des Weiteren sollten so Linien identifiziert werden,
in denen das Expressionslevel von FAX4 im Vergleich zum Wildtyp reduziert war. Hierzu
wurde aus Keimlingen, Rosettenblatter und Bliiten RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und
mittels gRT-PCR und cDNA spezifischer Primer mogliche Transkripte amplifiziert (Abb. 24).
Verwendet wurden die FAX4-RNAi-Linien #2 - #7 und Col-0 als Wildtypkontrolle.
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Abb. 24: Relativer Transkriptgehalt von FAX4 in verschiedenen Entwicklungsstadien/Geweben
der FAX4-RNAi Linien. Bestimmung der relativen Transkriptmenge mittels gRT PCR von FAX4 in
Keimlingen (schwarz), Rosettenblattern (gestreift) und Blute (weil3) der FAX4-RNAI Linien. Die cDNA
aus Keimlingen (2 Wochen alt) sowie Rosettenblattern und Bliiten (5 Wochen alt). n=1, Batch aus je
zehn Pflanzen. Normiert wurde auf die gemessene Transkriptmenge von Aktin, der Transkriptgehalt in
Col-0 wurde jeweils auf 100 % gesetzt.

Die Keimlinge der Linien FAX4-RNAi #2 bis #7 wiesen einen deutlich geringeren (unter 20 %)
Transkriptgehalt von FAX4 auf als Col-0 (Abb. 24). In den Linien #2 und #6 war der RNAi
Effekt am starksten, hier konnte kein Transkript im Keimlingsstadium nachgewiesen werden.
In den Rosettenblattern war ebenfalls ein Effekt in den Linien #2 bis #6 zu beobachten, dort
konnten nur noch Tanskriptgehalte von FAX4 von knapp 25 % und weniger im Vergleich zu
Col-0 gezeigt werden. Wohingegen Linie #7 ein wildtypisches Expressionslevel von FAX4 in
den Rosettenblattern zeigte. In den Bliiten der Pflanzen war fiir die Linien #2, #3 und #4 kein
verringerter Transkriptgehalt nachgewiesen worden, wahrend Linie #5, #6 und #7 hier
weniger als 40 % des fir Col-0 Transkriptgehaltes von FAX4 zeigten. Generell konnte ein
Effekt des RNAi-Konstruktes bezliglich des Transkriptgehaltes beobachtet werden.

Um die Auswirkung des bereits gezeigten, verringerten Transkriptlevels von FAX4 durch
Einbringen des FAX4-RNAi-Konstruktes in Wildtypflanzen und somit die Bedeutung von FAX4
in der Entwicklung von Arabidopsis zu untersuchen, wurden die verifizierten
FAX4-RNAi-Mutanten phanotypisiert. Eine ausfiihrliche Phanotypisierung der RNAi-Linien
#2-#7 mit Col-0 als Wildtypkontrolle erfolgte in der Bachelorarbeit von Simon Both (2018). Es
wurde Keimungsanalyse auf Platte (Anhang Abb. 59) und eine Phadnotypisierung auf Erde
durchgefiihrt, wobei der Rosettendurchmesser, die Gesamtlange der Pflanze, sowie die Tage
bis zur Knospung und Blite betrachtet wurden (Anhang Abb. 60, Anhang Abb. 61).
Weiterhin wurden ebenso die Schoten und Samenentwicklung mikroskopisch betrachtet.
(Anhang Abb. 61).
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In den phanotypischen Analysen der FAX4-RNAi Linien war allgemein auffillig, dass sich die
Auspragung des identifizierten Phanotyps innerhalb der Linien variabel war. Den signifikant
haufigsten Unterschied zum Wildtyp zeigten die Linien #4 und #7. Alle RNAi-Linien waren im
Zeitpunkt der Keimung unauffallig, allerdings dauerte es langer bis die Kotyledonen entfaltet
waren (Anhang Abb. 59). Wahrend nach zwei Wochen einige Linien signifikant im Wachstum
reduziert waren, waren Linie #4 und #7 durchweg kleiner als der Wildtyp (Abb. 61, A und B,
Anhang Abb. 60 A-C). In Bezug auf die Entwicklung der ersten Knospen und Bliten konnte
eine signifikante Verzogerung der Linien #1, #4, #5 und #7 gezeigt werden (Abb. 61; E und
F). Weiterhin waren die Schoten der FAX4-RNAi #4 im Vergleich zum Wildtyp deutlich kleiner
und verkimmert. Im Falle der FAX4-RNAi #4 konnte gezeigt werden, dass sich die
Haarstrukturen der Narbe im Vergleich zum Wildtyp wahrend der Befruchtung/
Schotenentwicklung nicht zuriickbildeten (Abb. 61, C und D). Eine Entfarbung der Schoten
zeigte, dass im Vergleich zum Wildtyp in den Mutanten Samenanlagen fehlten und innerhalb
der Schoten Liicken erkennbar waren (Abb. 61, E).

Um den beschriebenen Phanotyp der FAX4-RNAi Mutanten zu bestédtigen, sollten FAX4-
T-DNA-Insertionslinien charakterisiert, Knockout-Mutanten identifiziert und analysiert
werden. Zum Nachweis einer moglichen T-DNA-Insertion in FAX4, wurden die T-DNA-
Insertionslinien fax4-1, fax4-2 und fax4-3 betrachtet. Hierzu wurden Geschwisterlinien in T3
genotypisiert. Mittels Sequenzierung wurde gezeigt, dass die T-DNA-Insertion sowohl in der
Mutationslinie fax4-1 als auch der Mutationslinie fax4-2 im untranslatierten Bereich am
5“Ende der mRNA (5-UTR) liegt. Die Insertion der fax4-1 Linie liegt an Position -11 bp
gezahlt vom Startcodon (+1 ATG) und die Insertion der fax4-2 Linie an Position -64 bp. Fur
die Linie fax4-3 wurde die Insertion der T-DNA im ersten Exon des FAX4 Gens an Position
+118 bp festgestellt (Abb. 25).
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Abb. 25: Charakterisierung von T-DNA-Insertionslinien in At-FAX4 (At1g33265). (A)
Schematische Darstellung der genomischen DNA von FAX4. Die Gesamtlange des FAX4 Gens
betragt 3520 bp. Die T-DNA Insertionen der fax4-1 und fax4-2 Mutationslinien liegen im 5-UTR,
ausgehend vom Translationsstart +1 an Position -64 bp und -11 bp. Die Insertion der fax4-3 Linie liegt
im ersten Exon, ausgehend vom Translationsstart +1 an Position +118 bp. Dargestellt sind die fur die
Genotypisierung genutzten Primer Fax4LP und Fax4RP. Die T-DNA-Insertion ist als Dreieck und die
Exons sind als schwarze Pfeile dargestellt. MalR3stabsgetreu wiedergeben. (B) PCR-Genotypisierung
(gDNA) der T-DNA-Mutationslinien fax4-1, fax4-2, fax4-3. Aktin-PCR-Produkt (435 bp) als Kontrolle.
FAX4: Amplifikation der genomischen Sequenz mit At-FAX4 genspezifischem Primerpaar (601bp,
At-FAX4LP und At-FAX4RP). T-DNA: Amplifikation der T-DNA-Insertion durch spezifische Primer
(At-FAX4LP und GabiLBSeq / LB1SAIL, ProduktgréRe 365 bp (fax4-1), 664 bp (fax4-2), 567 bp
(fax4-3)). Verwendet wurden heterozygote (he), homozygote (ho) und wildtyp (wt) Pflanzen. Zur
Verifikation der in (A) gezeigten T-DNA-Insertionsstellen wurde die PCR-Produkte sequenziert.
Bugaeva et al. (2021).

Die PCR Genotypisierung der T-DNA-Insertionslinien fax4-1, fax4-2 und fax4-3 ist in Abb. 25
beispielhaft und reprasentativ dargestellt. Zur Uberpriifung der Isolation genomischer DNA
diente eine Amplifikation eines Aktinfragmentes. In allen drei Linien zeigten homozygote
(ho) Linien ein T-DNA-spezifisches PCR-Produkt 365bp (fax4-1), 664bp (fax4-2) und 567bp

(fax4-3) und kein Amplifikat fir die genomische FAX4 Sequenz. Die Linien fax4-1 #1, #3,
fax4-2 #6, #18 und fax4-3 #2 konnten als homozygot fiir die Insertion der T-DNA in das Gen
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FAX4 bestatigt werden. Kein T-DNA-spezifisches Produkt zeigte sich bei den Wildtyplinien.
Heterozygote Linien (he, fax4-3 #3, #11, #12) wiesen beide PCR-Produkte auf.

Weiterhin sollten nun die, als homozygot bestatigten, T-DNA-Insertionslinien fax4-1, fax4-2
und fax4-3, sowie Wildtyppflanzen als Kontrolle hinsichtlich des Transkriptgehaltes von FAX4
mittels RT-PCR untersucht werden (Abb. 26).

A
AFAX4fw  FAX4 LCCT fw AtFAX4 mRNA
A - 856 bp
R'UTR 3 UTR
FAX4 cDNA 534b
= -
FAX4 LC-NT fw FAX4 LC-NT rev ~
FAX4 LCCT rev
= AtFAXdrev
cDMNA cDMNA cDMNA
faxd-1 faxd-2 Faxd-1
ho wit ho wt ho wt
R — iy FAXA FAXA
C—— -
LCNT | -1 et LC-NT

S Actin | e——— | AT | —— A\CTIN

Abb. 26: Charakterisierung homozygoter T-DNA-Insertionslinien fax4-1, fax4-2 und fax4-3 auf
Trabskriptebene mittels RT-PCR. (A) Schematische Darstellung der FAX4 mRNA (856 bp) inklusive
5'UTR und 3"UTR Bereich, eingezeichneter cDNA (534 bp, grauer Pfeil) und die Bindungspositionen
der verwendeten Primer in dieser Arbeit. ProduktgroRen: At-FAX4fw und rev = 531 bp, FAX4 LC-NT
fw und rev = 321bp, FAX4 LC-CT fw und rev =342bp. (B) RT-PCR auf cDNA von homozygoten (ho)
und wildtypischen (wt) Pflanzen der T-DNA-Mutationslinien fax4-1, fax4-2, fax4-3. Actin: Aktin-PCR-
produkt (435 bp) als Kontrolle der cDNA. FAX4 LC-NT: FAX4 LC-NT fw und rev (321bp), zur
Transkripftamplifikation von FAX4. Bugaeva et al. (2021).

In den homozygoten Pflanzen der T-DNA-Insertionslinien fax4-1 und fax4-2 (ho) konnte
mittels cDNA spezifischer Primer ebenso wie in Wildtyppflanzen (wt) ein Produkt des FAX4
Transkriptes amplifiziert werden und diese waren somit keine Knockoutlinien. Flr
homozygote (ho) Pflanzen der Linie fax4-3 konnte kein Resttranskript von FAX4 im Vergleich
zum Wildtyp nachgewiesen werden (Abb. 26). Die homozygote T-DNA-Insertionslinie

fax4-3 #2 wurde somit als Knockoutlinie bestatigt und in den weiterflihrenden Analysen
betrachtet.

Da es sich, wie bereits gezeigt wurde (Abb. 26), bei der fax4-3 Mutante, um eine Knockout-
Mutante handelt, sollte auch diese phanotypisch untersucht werden. Zum einen sollte so der
Phanotyp der FAX4-RNAi Mutanten bestatigt werden und zum anderen erneut Hinweise auf
die Funktion von FAX4 in der Entwicklung von Arabidopsis erlangt werden. Diesmal unter der
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Berlicksichtigung, dass kein FAX4 Transkript vorhanden war. Wiederum wurden Schoten und
Samenentwicklung mikroskopisch betrachtet, sowie das Wachstum der Pflanze verfolgt
(Abb. 27). Verwendet wurden hierzu die Knockoutlinie fax4-3 #2, sowie eine Wildtyplinie
fax4-3 #3 im Vergleich.

40 -
30 - _:[;

20 -

Shoot length [cm)

Abb. 27: Phanotypische Analysen der Knockoutlinie fax4-3 vergleichend zum Wildtyp. (A)
Reprasentative Aufnahmen des Gesamthabitus und (B) Gesamtlange [cm] des Hauptriebes nach 6
Wochen, sowie der Schoten (C) und Bluten (D) im Wildtyp (schwarz) und in der fax4 Mutante (weiR).
n= 10 Pflanzen. Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar.

Anders als die FAX4-RNAi waren fax4 Knockouts nicht kleiner als der Wildtyp und im
Gesamthabitus unverandert (Abb. 27, A und B). Innerhalb der fax4-3 Knockout-Mutante
konnte weder bei der Entwicklung der Schoten (Abb. 27, C und D), noch bei der
Samenbildung ein Unterschied zum Wildtyp beobachtet werden. Die Narbe der Mutante
bildete ebenso wie die wildtypische Narbe ihre Haarstrukturen zuriick und eine Befruchtung

(Behaftung) mit Pollen konnte deutlich beobachtet werden (Abb. 27, D).

Um ebenso zu klaren, ob FAX Proteine innerhalb der fax4-3 Knockout-Mutante
komplementar oder koreguliert sind, wurden Expressionsanalysen durchgefihrt. Hierzu
wurde aus Rosettenblattern (4 Wochen alt) RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels
gRT-PCR analysiert (Abb. 28, A). Des Weiteren sollte die Segregation in heterozygoten fax4-3
Linien betrachtet werden (Abb. 28, B).
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Abb. 28: Expressions- und Segregationsanalysen der fax4-3 Mutanten. (A) Relativer
Transkriptgehalt [%] der FAX-Proteine in den fax4 Knockout-Mutanten in Arabidopsis-Rosettenblattern
(4 Wochen). Die relativen Transkriptmengen der FAX-Proteine FAX1-FAX7 in WT-Pflanzen (schwarz)
und fax4 Knockoutpflanzen (weil3) wurden mittels gRT PCR ermittelt. Die Normierung der Transkripte
erfolgte auf Aktin. Die Detektion der Transkripte erfolgte mittels spezifischer Primerpaare. n= mind. 3,
Batch aus je drei Pflanzen. Transkriptgehalt in Col-O/WT wurde jeweils auf 100 % gesetzt. Verwendet
wurde die jeweilige cDNA. *: markiert Signifikanz < 0,05 bezogen auf den jeweiligen Wildtyp nach
einem T-Test. (B) Segregationsanalysen der fax4-3 Mutanten. Die Nachkommen der heterozygoten
Einzelmutanten wurden auf Agarplatten gekeimt und nach ca. 2 Wochen genotypisiert. Die
resultierende Genotypverteilung homozygot (ho), heterozygot (he), und wildtyp (wt) der Pflanzen wird
in Prozent [%)] angegeben. no.: Anzahl der analysierten Keimlinge.

In den fax4-3 Knockout-Pflanzen konnte im Vergleich zum Wildtyp Col-0 kein signifikanter
Unterschied im Transskriptgehalt der FAX-Gene FAX1 bis FAX7 nachgewiesen werden (Abb.
28, A). Ein transkriptioneller Knockout von FAX4 konnte bestatigt werden. Die fax4-3

Mutante wich in den Segregationsanalysen mit ca. 31 % homozygoten Nachkommen etwas
von der Vorgabe nach Mendel (25% ho, 50% he, 25% wt) ab (Abb. 28, B).

Zusammengefasst konnte, der in den FAX4-RNAi beschriebene Phanotyp mithilfe der fax4-3
Knockout Mutanten in den untersuchten Bedingungen nicht bestétigt werden.

81



Ergebnisse

4.2.4.2 Charakterisierung der FAX7 T-DNA-Insertionslinie

Hinsichtlich der T-DNA-Insertion in das Gen At-FAX7 (At2g26240) wurde die Insertionslinie
fax7-2 (GK-863F12) wie bereits flir FAX4 beschrieben untersucht. Mittels Sequenzierung des
T-DNA PCR Produkts wurde gezeigt, dass die T-DNA-Insertion ausgehend vom
Translationsstart (+1) im ersten Intron (an Stelle +286) liegt (Abb. 29, A) Weiterhin folgte
eine PCR-Genotypisierung (Abb. 29, B).

A B
fax7-2 GK-863F12 gDNA
) fox7-2
- GabiLBseq
he wi ho
At-FAXT [At2g26240) FAXT G5
3173 bp
1000 bp uw ._ T-DMA
fax7-ZLP
E_UTR - F-UTR
Actin
[ ’ I " T CREEE (R
-
fax7-2RP

Abb. 29: Charakterisierung der T-DNA-Insertionslinie fax7-2 (GK-863F12) in At-FAX7
(At29g26240). (A) Schematische Darstellung der genomischen DNA von FAX7. Die Gesamtlange des
FAX7 Gens betrdgt 3173 bp. Die T-DNA Insertionen der fax7-2 Linie liegt ausgehend vom
Translationsstart +1 im ersten Intron an Stelle +286. Dargestellt sind die fur die Genotypisierung
genutzten Primer Fax7-2LP und Fax7-2RP (gemom. Sequenz) und GabiLBSeq (T-DNA spezifisch)
Die T-DNA-Insertion ist als Dreieck und die Exons sind als schwarze Pfeile dargestellt.
Malstabsgetreu wiedergeben. (B) PCR-Genotypisierung (gDNA) der T-DNA-Mutationslinien fax7-2.
Aktin-PCR-produkt (435 bp) als Kontrolle. FAX7 GS: Amplifikation der genomischen Sequenz mit At-
FAX7 genspezifischem Primerpaar (400 bp, Fax7-2LP und Fax7-2RP. T-DNA: Amplifikation der T-
DNA-Insertion durch spezifische Primer (Fax7-2LP und GabiLBseq, Produktgréf3e 280 bp. Verwendet
wurden heterozygote (he), homozygote (ho) und wildtypische (wt) Pflanzen. Zur Verifikation der in (A)
gezeigten T-DNA-Insertionsstellen wurde die PCR-Produkte sequenziert.

Die PCR Genotypisierung der T-DNA-Mutationslinien fax7-2 ist in Abb. 29 beispielhaft und
reprasentativ dargestellt. Zur Uberpriifung der gDNA diente eine Amplifikation von Aktin.
Die untersuchten homozygoten Pflanzen fax7-2 zeigten ein spezifisches Produkt fiir die
Insertion der T-DNA und kein Amplifikat fiir die genomische FAX7 Sequenz. Wildtyplinien
zeigten keine fiir die T-DNA-Insertion spezifischen Produkte. Die T-DNA-Insertionslinie fax7-2
#4 konnte hinsichtlich der Insertion in das FAX7 Gen als homozygot bestatigt werden.
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Die homozygote T-DNA-Insertionslinie fax7-2 #4 sollte hinsichtlich des Transkriptgehaltes
von FAX7 mittels RT-PCR untersucht werden (Abb. 30).

A
Atfax7 fw [+cacc) _s At-FAXT mRNA
Fax7LCfw 526 bp
-
5 UTR ' ¥ UTR
= Fax7LCrev
AtfaxT rev |-stop)
B cDNA -~
fax7-2 WT

'_—ﬁ Actin B T

FAXT ——— . — FAXT

Abb. 30: Charakterisierung der homozygoten T-DNA-Insertionslinie fax7-2 (GK-863F12) #4 auf
Transkriptebene mittels RT-PCR. (A) Schematische Darstellung der FAX7 mRNA (4526 bp)
inklusive 5°'UTR und 3'UTR Bereich, eingezeichneter cDNA (327 bp, grauer Pfeil) und die
Bindungspositionen der verwendeten Primer in dieser Arbeit. ProduktgréRen: At-FAX7 fw (+caac) und
At-FAX7 rev(-stop) = 328 bp, FAX7 LC fw und rev = 317 bp. (B) RT-PCR auf cDNA von homozygoten
(ho, Linie #4) und wildtypischen (wt) Pflanzen der T-DNA-Mutationslinie fax7-2. Actin: Aktin-PCR-
Produkt (435 bp) als Kontrolle der cDNA. FAX7: FAX7 LC fw und rev (317 bp), zur
Transkripftamplifikation von FAX7.

Die homozygote T-DNA-Insertionslinie fax7-2 #4 konnte als Knockoutlinie bestatigt werden.
Fir Pflanzen dieser Linie konnte kein Resttranskript von FAX7 im Vergleich zum Wildtyp

nachgewiesen werden (Abb. 30). Homozygote Tochterlinien von fax7-2 #4 wurden in
weiterfiihrenden Analysen betrachtet.

Analog zu FAX4-RNAi Mutanten wurde auch die fax7-2 Knockout-Mutante in der
Bachelorarbeit von Simon Both, 2018 detailliert phanotypisch analysiert, um die Rolle des
Proteins FAX7 rlickwirkend wahrend der Entwicklung von Arabidospsis betrachten zu
konnen. Es erfolgte eine Keimungsanalyse auf Platte (Abb. 31, Anhang Abb. 59), sowie eine
Phanotypisierung auf Erde (Abb. 31).
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Abb. 31: Phanotypische Analysen der fax7-2 #4 Knockoutlinie vergleichend zum Wildtyp Col-O0.
(A) Repréasentative Aufnahmen der Rosette (LT 15 und 30, links) und Gesamthabitus (LT 56, rechts).
(B) Anzahl der Tage bis zur Entfaltung der Kotyledonen auf Agarplatten. Insgesamt wurden insgesamt
100 Samen aus Nachkommen der Linie fax7-2 #4 betrachtet. (C + D) Rosettendurchmesser in mm an
Lichttag (LT) 14 und 30. (E) Gesamtlange in cm und (F) Durchmesser in mm des Primartriebes an
Lichttag 56. (G) Tage bis zur ersten Knospung. (H) Tage bis zur ersten Bliite. Verwendet wurden funf
Tochterlinien der fax7-2 #4 und die Daten gemittelt (fax7, wei3) und der Wildtyp Col-O (schwarz). *:
Signifikanz < 5% vergleichend zum Wildtyp nach einem T-Test. Gezeigt sind Mittelwerte. Fehlerbalken
stellt die Standardabweichung dar. n= mind. 9 Pflanzen.
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Beziglich der Keimungsanalyse zeigte sich, dass fax7-2 Knockout-Mutanten langer
brauchten, um Kotyledonen vollstandig auszubilden als der Wildtyp (Abb. 31, B). Allerdings
waren Keimungszeitpunkt und die Ausbildung des ersten Blattpaares wieder dhnlich dem
Wildtyp (Anhang Abb. 59). Allgemein konnte kein auffalliger Phanotyp auf Erde unter den
getesteten Bedingungen bei fax7-2 Knockout-Mutanten beobachtet werden. Lediglich das
Wachstum wahrend der vegetativen Phase (3. bis 4. Entwicklungswoche) war leicht
verzogert (Abb. 31, D). Dariiber hinaus zeigten fax7-2 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
weder einen Defekt im Wachstum (Abb. 31, A, C, E und F) noch eine verlangsamte
Entwicklung, wie beispielsweise der Knospen- oder Blitenbildung (Abb. 31, G und H).

Um ebenso zu klaren, ob FAX Proteine innerhalb der fax7-2 Knockout-Mutante
komplementar oder koreguliert sind, wurden Expressionsanalysen durchgefiihrt. Hierzu
wurde aus Rosettenblattern (4 Wochen alt) RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels
gRT-PCR analysiert (Abb. 32, A). Des Weiteren sollte die Segregation in heterozygoten fax7-2
Linien betrachtet werden (Abb. 32, B).

ofax7? m'WT

;] F
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100
50
U T T T T T

FAXT1 FAXZ FAX3 FAX4 FAXS FAXE FAXT

——
H s

Transkriptlevel [%

no. ho [%] he [%] wi [%a]

Agar
fax7-2 he 94 27 BE 47 87 24 47

Abb. 32: Expressions- und Segregationsanalysen der fax7-2 Mutanten. (A) Relativer
Transkriptgehalt [%] der FAX-Proteine in den fax7 Knockout-Mutanten in Arabidopsis-Rosettenblattern
(4 Wochen). Die relativen Transkriptmengen der FAX-Proteine FAX1 bis FAX7 in WT-Pflanzen
(schwarz) und fax7 Knockoutpflanzen (weif3) wurden mittels gRT PCR ermittelt. Die Normierung der
Transkripte erfolgte auf Aktin. Die Detektion der Transkripte erfolgte mittels spezifischer Primerpaare.
n= mind. 3, Batch aus je drei Pflanzen. Transkriptgehalt in Col-O/WT wurde jeweils auf 100 % gesetzt.
Verwendet wurde die jeweilige cDNA. *: markiert Signifikanz < 0,05 bezogen auf den jeweiligen
Wildtyp nach einem T-Test. (B) Segregationsanalysen von heterozygoten fax7-2 Mutanten. Die
Nachkommen der heterozygoten Einzelmutanten wurden auf Agarplatten gekeimt und nach ca. 2
Wochen genotypisiert. Die resultierende Genotypverteilung homozygot (ho), heterozygot (he), und
wildtyp (wt) der Pflanzen wird in Prozent [%] angegeben. no.: Anzahl der analysierten Keimlinge.
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Abb. 32, A zeigt, dass in fax7-2 Knockout-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp der
Transkriptgehalt von FAX2 um ca. 30 % signifikant erh6ht war. Eine weitere differentielle
Regulierung bezogen auf Wildtyppflanzen innerhalb der Transkriptmengen der FAX-Gene
konnte nicht festgestellt werden. Die untersuchten heterozygoten Einzelmutanten fax7-2 in
Arabidopsis segregierten dhnlich der Vorgabe nach Mendel (25% ho, 50% he, 25% wt) Abb.
32, B).

Zusammengefasst zeigten fax7-2 Knockout-Mutanten keinen auffalligen Phanotyp unter den
getesteten Bedingungen vergleichend zum Wildtyp.

4.2.4.3 Charakterisierung von FAX5 und FAX6 T-DNA-Insertionslinien

Analog zur obigen Vorgehensweise sollte auch die T-DNA-Insertionslinie fax5-1
(SALK202443) hinsichtlich ihrer Insertion in das FAX5 Gen untersucht und eine homozygote
Linie identifiziert werden. Mittels Sequenzierung des T-DNA PCR Produkts wurde gezeigt,
dass die T-DNA-Insertion ausgehend vom Translationsstart (+1) im ersten Intron (an Stelle
+418) liegt (Abb. 33, A). Weiterhin folgte eine PCR-Genotypisierung (Abb. 33, B).

A fax5-1 SALK 202443 B gDMNA

faxg-1
= LBkpO

he wt ho
At-FAXS (At1g50740)

3176 bp —— FAXS GS
1000 bp
faxsLP(2) — e T-DIMA
5 _UTR - 3-UTR
: - ﬁ ' I ——T
-—
faxSRP(2)

Abb. 33: Charakterisierung der T-DNA-Insertionslinie fax5-1 (SALK 202443) in At-FAX5
(At1g50740). (A) Schematische Darstellung der genomischen DNA von FAX5. Die Gesamtlange des
FAX5 Gens betrdgt 3176 bp. Die T-DNA Insertionen der fax5-1 Linie liegt ausgehend vom
Translationsstart +1 im ersten Intron an Stelle +418. Dargestellt sind die fur die Genotypisierung
genutzten Primer Fax5LP(2) und Fax5RP(2). Die T-DNA-Insertion ist als Dreieck und die Exons sind
als schwarze Pfeile dargestellt. Ma3stabsgetreu wiedergeben. (B) PCR-Genotypisierung (gDNA) der
T-DNA-Mutationslinien fax5-1. Aktin-PCR-produkt (435 bp) als Kontrolle. FAX5 GS: Amplifikation der
genomischen Sequenz mit At-FAX5 genspezifischem Primerpaar (415 bp, At-FAX5LP(2) und At-
FAX5RP(2). T-DNA: Amplifikation der T-DNA-Insertion durch spezifische Primer (At-FAX5LP(2) und
LBkpO, ProduktgrofRe 572 bp. Verwendet wurden heterozygote (he), homozygote (ho) und
wildtypische (wt) Pflanzen. Zur Verifikation der in (A) gezeigten T-DNA-Insertionsstellen wurde die
PCR-Produkte sequenziert.

Die untersuchte homozygote Linie fax5-1 zeigte ein spezifisches Produkt fiir die Insertion der
T-DNA und kein Amplifikat flir die genomische FAX4 Sequenz. In Wildtyplinien konnte kein T-
DNA-spezifisches Produkt amplifiziert werden. Die SALK-Linie 202443 konnte hinsichtlich der
Insertion in das FAX5 Gen als homozygot bestdtigt werden. Die daraus entstandenen und
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ebenfalls homozygoten Tochterlinien fax5-1 #4 und #13 wurden in dieser Arbeit
experimentell verwendet.

Weiterhin sollten nun die, als homozygot bestatigte, T-DNA-Insertionslinie fax5-1 sowie
Wildtyppflanzen, als Kontrolle, hinsichtlich des Transkriptgehaltes von FAX5 mittels RT-PCR
untersucht werden (Abb. 34).

At-FAXS mRMNA
Atfaxs fw (+caac) 570 bp
FaxsLCiw
-
FUTR 7 UTR
FAXS cDNA 360bp
-—
Atfax5 rev (-stop) Fax5LCrev

B cDMA

faxg-1

WT
P-__ Actin )—-—. Actin

FAXS = | FAKS

Abb. 34: Charakterisierung der homozygoten T-DNA-Insertionslinien fax5-1 (SALK202443) auf
Transkriptebene mittels RT-PCR. (A) Schematische Darstellung der FAX5 mRNA (570 bp) inklusive
5'UTR und 3'UTR Bereich, eingezeichneter cDNA (360 bp, grauer Pfeil) und die Bindungspositionen
der verwendeten Primer in dieser Arbeit. ProduktgroRen: At-FAXS5 fw (+caac) und At-FAX5 rev(-stop)
= 357bp, FAX5 LC fw und rev = 347 bp. (B) RT-PCR auf cDNA von homozygoten (ho) und
wildtypischen (wt) Pflanzen der T-DNA-Mutationslinien fax5-1. Actin: Aktin-PCR-Produkt (435 bp) als
Kontrolle der cDNA. FAX5: FAX5 LC fw und rev (347 bp), zur Transkripftamplifikation von FAX5.

Die homozygote T-DNA-Insertionslinie fax5-1 konnte mittels cDNA spezifischer Primer als
Knockoutlinie bestatigt werden. Fir homozygote (ho) Pflanzen dieser Linie konnte kein

Resttranskript von FAX5 im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden (Abb. 34).
Homozygote Tochterlinien wurden in weiterfihrenden Analysen betrachtet.

Hinsichtlich der T-DNA-Insertion in das Gen FAX6 wurde die Insertionslinie fax6-1 (GK-
138G06) wie bereits fir FAX4 bis FAX7 beschrieben untersucht. Mittels Sequenzierung des T-
DNA PCR Produkts wurde gezeigt, dass die T-DNA-Insertion ausgehend vom Translationsstart
(+1) im ersten Intron (an Stelle +280) liegt (Abb. 35, A). Weiterhin folgte eine PCR-
Genotypisierung (Abb. 35, B).
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Abb. 35: Charakterisierung der T-DNA-Insertionslinie fax6-1 (GK-138G06) in At-FAX6
(At3g20510). (A) Schematische Darstellung der genomischen DNA von FAX6. Die Gesamtlange des
FAX6 Gens betrdgt 3350 bp. Die T-DNA Insertionen der fax6-1 Linie liegt ausgehend vom
Translationsstart +1 im ersten Intron an Stelle +280. Dargestellt sind die fiir die Genotypisierung
genutzten Primer Fax6LP und Fax6RP (genom. Sequenz) und GabiLBSeq (T-DNA spezifisch). Die T-
DNA-Insertion ist als Dreieck und die Exons sind als schwarze Pfeile dargestellt. Mal3stabsgetreu
wiedergeben. (B) PCR-Genotypisierung (gDNA) der T-DNA-Mutationslinien fax6-1. Aktin-PCR-produkt
(435 bp) als Kontrolle. FAX6 GS: Amplifikation der genomischen Sequenz mit At-FAX6
genspezifischem Primerpaar (552 bp, At-FAX6LP und At-FAX6RP. T-DNA: Amplifikation der T-DNA-
Insertion durch spezifische Primer (At-FAX6LP und GabiLBseq, ProduktgréRe 775 bp. Verwendet
wurden heterozygote (he), homozygote (ho) und wildtypische (wt) Pflanzen. Zur Verifikation der in (A)
gezeigten T-DNA-Insertionsstellen wurde die PCR-Produkte sequenziert.

Die PCR Genotypisierung der T-DNA-Mutationslinien fax6-1 ist in Abb. 35 beispielhaft und
reprasentativ dargestellt. Die untersuchte homozygote Linie fax6-1 #2 zeigte ein spezifisches
Produkt fiir die Insertion der T-DNA und kein Amplifikat fiir die genomische FAX6 Sequenz. In
Wildtyplinien konnte kein T-DNA-spezifisches Produkt gezeigt werden. Die T-DNA-
Insertionslinie fax6-1 #2 konnte hinsichtlich der Insertion in das FAX6 Gen als homozygot
bestatigt werden.

Nun sollte die, als homozygot bestatigte, T-DNA-Insertionslinie fax6-1 #2 hinsichtlich des

Transkriptgehaltes von FAX6 mittels RT-PCR zur Identifikation von einem moglichen
Knockout untersucht werden (Abb. 36).
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Abb. 36: Charakterisierung der homozygoten T-DNA-Insertionslinie fax6-1 (GK-138G06) #2 auf
Transkriptebene mittels RT-PCR. (A) Schematische Darstellung der FAX6 mRNA (487 bp) inklusive
5'UTR und 3"UTR Bereich, eingezeichneter cDNA (360 bp, grauer Pfeil) und die Bindungspositionen
der verwendeten Primer in dieser Arbeit. Produktgroen: At-FAX6 fw (+caac) und At-FAX6 rev(-stop)
= 357 bp, FAX6 LC fw und rev = 306 bp. (B) RT-PCR auf cDNA von homozygoten (ho, Linie #2) und
wildtypischen (wt) Pflanzen der T-DNA-Mutationslinie fax6-1. Actin: Aktin-PCR-Produkt (435 bp) als
Kontrolle der cDNA. FAX6: FAX6 LC fw und rev (306 bp), zur Transkripftamplifikation von FAX6.

Die homozygote T-DNA-Insertionslinie fax6-1 #2 konnte mittels cDNA spezifischer Primer als
Knockoutlinie bestatigt werden. Fir homozygote (ho) Pflanzen dieser Linie konnte kein
Resttranskript von FAX6 im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden (Abb. 36). Die

Linie fax6-1 #2 wurde in weiterfihrenden Analysen betrachtet.

Die Proteine FAX5, FAX6 und FAX7 sind alle in Membranen des sekretorischen Weges
vorhergesagt (Li et al., 2015). FAX5 und FAX6 sind auf Aminosduresequenzebene zu 81 %
identisch (Konnel et al, 2019). Aus diesen Griinden sollten Doppel-Knockout-Mutanten
generiert werden, um die FAX-Proteine FAX5, FAX6 und FAX7 im jeweiligen Zusammenhang
zu untersuchen und moégliche Komplementationseffekte in Einzelmutanten zu umgehen. So
sollten Riickschliisse auf ihre Funktion in Arabidopsis gezogen werden. Zur Erstellung von
Arabidopsis-FAX Doppelmutanten wurden homozygote Einzelmutanten der T-DNA-
Insertionslinien, fax5-1, fax6-1 und fax7-2 in Generation T4 unter Standardbedingungen auf
Erde angezogen. Nach Ausbildung der Infloreszenzen (nach ca. 5-6 Wochen), wurden
entsprechende Pflanzen zur Kreuzung ausgewahlt und prapariert. Die Kreuzungsvarianten
(Narbe (weiblich) x Pollen (mannlich)), sowie die resultierende Doppelmutante sind in Tab.
13 dargestellt.
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Tab. 13: Ubersicht der Kreuzung zur Erstellung von Arabidopsis-Doppelmutanten. Verwendete
Linien und Darstellung der Kreuzungsvarianten (Narbe (weiblich) x Pollen (mannlich)) und
resultierende Doppelmutantenbezeichnung.

Ansatz Narbe x Pollen Doppelmutante
1 fax5-1 #4 x fax6-1 #2 fax5/fax6
2 fax5-1 #13 x fax6-1 #2 fax5/fax6
3 fax6-1 #2 x fax5-1 #13 fax5/fax6
4 fax5-1 #13 x fax7-2 #4 fax5/fax7
5 fax7-2 #4 x fax5-1 #13 fax5/fax7
6 fax6-1 #2 x fax7-2 #4 fax6/fax7
7 fax7-2 #4 x fax6-1 #2 fax6/fax7

Da bereits Sequenzanalysen zeigten, dass FAX5 und FAX6 zu 81% in ihrer
Aminosduresequenz identisch waren und auch die Lokalisationsvorhersagen fiir beide
dhnlich sind, lag eine mogliche Komplementation in ihrer Funktion in der Pflanze nahe.
Daher wurden zundchst mit den fax5/fax6 Doppelmutanten weitergearbeitet, um diese zu
bestatigen und im Vergleich zu den Einzelmutanten zu charakterisieren. Hierzu wurden
Kreuzungsansatz 1 und 3 parallel weiterverfolgt.

Ausgehend von den Samen wurden die fir beide T-DNA-Insertionslinien heterozygoten
Pflanzen (F1) (fax5/fax6 (he/he)) vermehrt und als unabhangige Linien betrachtet. Eine
detaillierte Tabelle, die die heterozygoten Linien ihrem Kreuzungsansatz zuordnet ist im
Anhang dargestellt (Tab. 14). Hieraus resultierten unteranderem die heterozygoten Linien
fax5/fax6 dm #14 und #30. Nachkommen (F2) dieser Linien wurden analog zu den
Einzelmutanten genotypisiert vermehrt (Anhang Tab. 14). Innerhalb dieser Nachkommen
sollten hinsichtlich beider T-DNA-Insertionen (fax5-1 und fax6-1) homozygote Pflanzen
(fax5/fax6 ho/ho) bestimmt und als Doppel-Knockout identifiziert werden (Abb. 37).
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Abb. 37: Charakterisierung der homozygoten fax5/fax6 Doppelmutanten auf Transkriptebene
mittels RT-PCR. RT-PCR auf cDNA von homozygoten fax5/fax6 dm und wildtypischen (WT)
Pflanzen. Aktin: Aktin-PCR-Produkt (435 bp) als Kontrolle der cDNA. FAX5: FAX5 LC fw und rev (347
bp), zur Transkriptamplifikation von FAX5. FAX6: FAX6 LC fw und rev (306 bp), zur
Transkripftamplifikation von FAX6.

In fax5/fax6 Doppelmutanten, die homozygot fir beide T-DNA-Insertionslinien waren,
konnte ebenfalls ein Knockout beider Gene bestatigt werden. Die Doppelmutanten zeigten

weder ein Amplifikat des FAX5 noch des FAX6 Gentranskriptes (Abb. 37).

Auch die Rolle von FAX5 und FAX6 innerhalb der Entwicklung von Arabidopsis sollte
untersucht werden. Hierzu wurden sowohl die Einzel-Knockout-Mutanten fax5-1, fax6-1 als
auch die fax5/fax6 dm (ho/ho) im Vergleich zum ricksegregierten Wildtyp untersucht. Auch
hier wurden die Schoten- und Samenentwicklung, sowie das Wachstum der Pflanze verfolgt
und vergleichend mit dem Wildtyp dargestellt (Abb. 38, Anhang, Abb. 62).
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Abb. 38: Phanotypische Analysen der fax5/fax6 dm (ho/ho) vergleichend zum riicksegregierten
Wildtyp fax5/fax6 (wt/wt). (A) Reprasentative Aufnahmen des Gesamthabitus nach 4 (links) und 8
Wochen (rechts). (B) Gesamtlange [cm] des Hauptriebes nach 6 Wochen. Verwendet wurden die
Einzelmutanten fax5-1, fax6-1, die fax5/fax6 dm (ho/ho) und der riicksegregierte Wildtyp (fax5/fax6
wt/wt). WT (schwarz) und fax5 (hellgrau), fax6 (dunkelgrau) und fax5/fax6 (weil3). **: Signifikanz <
0,01 vergleichend zum Wildtyp nach einem T-Test. Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung
dar. n=mind. 6 Pflanzen.

Bei der Phanotypisierung von fax5/fax6 dm (ho/ho) zeigten sich deutliche Unterschiede zum
Wildtyp. Die Doppelmutanten waren signifikant kleiner. Diese konnte allerdings erst ab ca.
der 4. Entwicklungswoche im Rosettenstadium beobachtet werden (Abb. 38, A und B).
Ebenso zeigten fax5/fax6 Knockout-Mutanten eine verzogerte Allgemeinentwicklung.
Wahrend der Wildtyp bereits in der 4. Wochen einen Knospungsansatz zeigte, konnte dies in
den fax5/fax6 dm nicht beobachtet werden. Erst in der 8. Woche bildeten die fax5/fax6 dm
Bliten und erste Schoten aus, wahrend im Wildtyp schon reife Schoten aufwies (Abb. 38).
Die Einzelmutanten fax5-1 und fax6-1 unterschieden sich in GroRe und Entwicklung nicht
vom Wildtyp (Abb. 38, B und Anhang Abb. 62, B).

Mittels Expressionsanalysen sollte geklart werden, ob FAX Proteine innerhalb der fax5/fax6
Mutanten komplementar oder koreguliert sind. So waren Riickschliisse auf unterschiedliche
oder dhnliche Funktionen der FAX-Proteine innerhalb des Metabolismus von Arabidopsis
moglich und eine Erklarung von entstehenden oder ausbleibenden Phanotypen beim Verlust
einzelner oder mehrerer FAX-Proteine. Hierzu wurde aus Rosettenblattern (4 Wochen alt)
RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-PCR analysiert. In fax5-1 und fax6-1
Einzelmutanten, sowie in fax5/fax6 dm (ho/ho) wurde die Expression der FAX-Proteine FAX1
bis FAX7 untersucht und grafisch dargestellt (Abb. 39, A). Bereits Li et al. (2015) zeigte, dass
im Segregationsverhalten von fax1 Mutanten ein Verlust an homozygoten Nachkommen in
der Folgegeneration vorlag (4-7 % homozygote Nachkommen anstelle von 25%). Somit
konnte die Rolle von FAX1 bei der Pollenentwicklung, genauer der Bildung der dulleren
Pollenwand, und der resultierenden mannlichen Sterilitdit nachgewiesen werden. Deshalb
sollten auch fax5, fax6 und fax5/fax6 Mutanten diesbezlglich untersucht werden, um

mogliche Rickschliisse auf deren Bedeutung bei der Fertilitat und der Pollenentwicklung in
92



Ergebnisse

Arabidopsis zu ziehen. Hierzu wurden Linien in Generation T2 von fax5/fax6 dm (he/wt,
wt/he und he/ho, ho/he) verwendet. Es sollte zum einen die Segregation innerhalb der
Einzelmutanten und zum anderen in den Doppelmutanten analysiert werden, wenn ein Gen
bereits als Knockout zu Grunde lag. Die Pflanzen wurden im Keimlingsstadium (2 Wochen alt)
mit Gen bzw. T-DNA-Insertion spezifischen Primern genotypisiert (Abb. 39, B).
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U 1 T T T T T T
FAX1 FAX2 FAX3 FAX4 FAXE FAXG FAXT
B no. ho [%] he [%] wi [a]
Agar

fax3/6 dm hefnt 109 23 85 53,21 27 94

fax3/6 dm withe 113 23.01 53,1 2359

fax 26 dm hohe 106 472 50,94 4434

fax5%6 dm hefo 100 B 53 49

Abb. 39: Expressions- und Segregationsanalysen der fax5- und fax6-Einzelmutanten, sowie
faxb/fax6 Doppelmutanten. (A) Relativer Transkriptgehalt [%] der FAX-Proteine in den jeweiligen
Knockout-Mutanten in Arabidopsis-Rosettenblattern (4 Wochen). Die relative Transkriptmenge der
FAX-Proteine FAX1 bis FAX7 in WT-Pflanzen (schwarz) und fax5 (hellgrau), fax6 (dunkelgrau) und
fax5/fax6 (weil) Knockoutpflanzen wurde mittels gRT PCR ermittelt. Die Normierung der Transkripte
erfolgte auf Aktin. Die Detektion der Transkripte erfolgte mittels spezifischer Primerpaare. n= mind. 3,
Batch aus je drei Pflanzen (nur fax5/fax6 sind Einzelpflanzen, n=3). Transkriptgehalt in Col-O/WT
wurde jeweils auf 100 % gesetzt. Verwendet wurde die jeweilige cDNA. *: markiert Signifikanz < 0,05
bezogen auf den jeweiligen Wildtyp nach einem T-Test. (B) Segregationsanalysen von fax5/faxé dm.
Die Nachkommen der heterozygoten Mutanten fax5/fax6 he/wt, wt/he, ho/he und he/ho wurden auf
Agarplatten gekeimt und nach ca. 2 Wochen genotypisiert. Die resultierende Genotypverteilung
homozygot (ho), heterozygot (he), und wildtyp (wt) der Pflanzen wird in Prozent [%] angegeben. no.:

Anzahl der analysierten Keimlinge.

In den fax5-1 Knockouts waren die Transkriptmengen fiir FAX1 bis FAX4 und FAX6
Wildtyp-ahnlich, wahrend fiir FAX7 eine signifikante Erhohung des Transkriptes im Vergleich
zum Wildtyp, detektiert werden konnte (Abb. 39, A). Im Vergleich zum Wildtyp konnten in
den fax6-1 Knockouts keine signifikant verdnderten Transkriptmengen festgestellt werden.
In den fax5/fax6 dm Knockout-Mutanten war der Transkriptgehalt von FAX3 signifikant um
ca. 57% erhoht (Abb. 39, A). Alle anderen Transkriptlevel waren vergleichend zum Wildtyp
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unverandert. In dieser Analyse konnte wiederum bestéatigt werden, dass es sich bei allen
verwendeten Pflanzen um Knockouts der jeweiligen FAX-Gene handelte, denn es konnten
spezifisch keine Transkripte nachgewiesen werden (Abb. 39). Die Segregationsanalysen
zeigten, dass die fax5 und faxé6 Einzelmutanten, reprasentiert durch fax5/fax6 dm he/wt und
wt/he, nicht abweichend des Mendelschemas (25% ho, 50% he, 25% wt) segregierten (Abb.
39, B). Anders zeigte es sich bei den Segregationsanalysen der Doppelmutanten (fax5/fax6
dm ho/he und he/ho). Lag ein fax5 Knockout (fax5/fax6 dm ho/he) bereits vor, segregierte
FAX6 nur zu ca. 4,7 % in homozygote Nachkommen und zu ca. 44 % in wildtypische
Nachkommen. Ahnlich verhielt es sich, wenn bereits fax6 ausgeknockt (fax5/fax6 dm he/ho)
war. Hier konnten 6 % homozygote und 41 % wildtypische Nachkommen identifiziert
werden. In beiden Fallen zeigte sich die Verteilung heterozygoter Nachkommen angelehnt
an Mendel (ca. 50 %) (Abb. 39, B). In fax5/fax6é dm konnte also ein dhnlicher Phanotyp
hinsichtlich des Segregationsverhalten und somit ein Verlust homozygoter Nachkommen
gezeigt werden, als bei fax1 Mutanten (Li et al., 2015).

Aufgrund der veranderten Segregation in fax5/fax6 Doppelmutanten sollte auch eine
veranderte Schoten- und Samenentwicklung innerhalb der Einzel- und Doppel-Knockout-
Mutanten genauer untersucht werden. Deshalb wurden Bliten und Schoten betrachtet
(Abb. 40, Anhang Abb. 62). So sollte iberpriift werden, ob eine Befruchtung der Narbe
stattfand oder dhnlich, wie bei faxI Mutanten eine mannliche Sterilitat zu Grunde lag (Li et
al., 2015).
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Abb. 40: Betrachtung der Befruchtung, Schoten- und Samenentwicklung des riicksegregierten
Wildtypes (fax5/fax6 wt/wt) und der fax5/fax6 dm (Knockout ho/ho). (A) Gesamtblitenhabitus des
Wildtypes (oben) und der faxb/fax6 dm (unten) zur Analyse der Befruchtung. Weil3e Pfeilspitzen:
Vorhandensein von Pollen bei WT Antheren (oben) und Fehlen der Pollen, verkirzte Antheren und
fehlende Befruchtung der Narbe, keine Rickbildung der Haarstrukturen bei fax5/fax6é dm (unten). (B)
Nahaufnahme der Antheren im WT (oben) und der fax5/fax6 dm (unten). Weil3e Pfeilspitzen:
Pollenkdrner bei Wildtyp-Antheren (oben), fehlende Pollenkdrner bei fax5/faxé dm (unten). Dargestellt
sind reprasentative Aufnahmen. (C) Schotenentwicklung in verschiedenen Stadien im Wildtyp (links)
und der fax5/6 dm (ho/ho) (rechts). WeilRe Pfeilspitzen: keine Rickbildung der Haarstrukturen,
verkirzte und verkimmerte Schoten. (D) Betrachtung der Samenbildung in entfarbten Schoten im
Wildtyp (wt/wt), fax5/6 dm he/ho, ho/he und ho/ho. WeilRe Pfeilspitzen: beispielhafte Markierung
fehlender Samen.

In den Knockout-Mutanten der T-DNA-Insertionslinien fax5-1 und fax6-1 konnte bezliglich
der Befruchtung, Schoten- und Samenentwicklung in allen Analysen kein Unterschied zu
Wildtyp festgestellt werden (Anhang Abb. 62). Allerdings konnte in fax5/fax6 dm Knockout-
Mutanten ein Defekt in der Befruchtung beobachtet werden. Zum einen zeigte sich bei einer
genaueren Betrachtung der Bliiten, dass die Antheren der fax5/fax6é dm deutlich verkiirzt
waren (Abb. 40, A), zum anderen waren vergleichend zu den Wildtyppflanzen keine Pollen
erkennbar (B). Auch die Haarstrukturen der Narbe, welche sich nach Befruchtung
zurtickbilden, blieben bei den fax5/fax6 dm erhalten (Abb. 40, A unten). Ebenso konnte eine
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Ausbildung verkiirzter und verkiimmerter Schoten, welche noch immer die Narbentypischen
Haarstrukturen aufwiesen, festgestellt werden (Abb. 40, B). In entfarbten Schoten konnten
bereits in fax5/fax6 dm he/ho oder ho/he Mutanten Liicken in der Samenanlage beobachtet
werden, obwohl die Schotenentwicklung unauffallig war (Abb. 40, C). Doppel-Knockouts
(fax5/fax6 ho/ho) konnten keine Samen mehr ausbilden (Abb. 40, D) und waren somit steril.

Zusammenfassend konnte in fax5/fax6 Doppel-Knockout-Mutanten ein dhnlicher Phanotyp
in Arabidopsis-Mutanten beschrieben werden, der bereits von Li et al. (2015) fiir den Verlust
des Proteins FAX1 gezeigt werden konnte.
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5 Diskussion

Plastiden sind von zwei Hillmembranen abgegrenzte Organellen, die bei verschiedenen
zelluldaren Prozessen wie der Energieproduktion durch Fotosynthese oder auch der
Fettsdure- und Lipidbiosynthese eine wichtige Rolle spielen. Um ihre Biogenese und ihre
Funktion zu regulieren, missen Plastiden mit anderen Zellkompartimenten kommunizieren.
Diese Kommunikation kann durch Signalmolekile und durch die Herstellung direkter
Kontakte zwischen der Plastidenhille und anderen Organellen vermittelt werden. Die
Mechanismen der Bildung von Plastiden-Organellen Kontaktstellen und ihre Funktionen sind
jedoch noch immer weitestgehend unklar (Mueller-Schuessele und Michaud, 2018). Ebenso
war lange fraglich, wie im plastiden synthetisierte Fettsauren zur weiteren Lipidsynthese ins
ER exportiert werden. Hier konnte erstmals die Charakterisierung des Fettsdaureexport-
Proteins FAX1 (Fatty Acid Export 1) in der inneren Hillmembran (IE) von Chloroplasten
Aufschlisse geben (Li et al., 2015). Innerhalb der FAX-Familie sind in Arabidopsis thaliana
sieben Proteine bekannt. In dieser Arbeit sollten vor allem die Proteine der FAX-Familie
FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7 genauer charakterisiert werden. Um ihre Topologie, Funktion
und Rolle im Fettsdure/Lipidhaushalt der Pflanze, analog zu FAX1 zu untersuchen, wurden
vergleichende Sequenzanalysen, ein funktioneller Komplementationsassay in Hefe,
Lokalisationsstudien und Charakterisierungen von FAX-Mutanten in Arabidopsis
durchgefiihrt. Des Weiteren sollten neue Hypothesen zu Funktion und
Transportmechanismen der FAX-Proteine entwickelt werden und eine mogliche Rolle in der
Bildung von Membrankontaktstellen zwischen Organellen diskutiert werden. Zur zukinftigen
Strukturaufklarung und funktionellen Analysen sollte die rekombinante Expression und
Proteinaufreinigung am Protein FAX1 etabliert werden.

5.1 Rekombinante Expression in E. coli

Trotz der biologischen und pharmakologischen Bedeutung von Membranproteinen sind
strukturelle und funktionelle Studien im Vergleich zu I6slichen Proteinen immer noch wenig
vertreten: Derzeit sind >1200 Membranproteinstrukturen verfiigbar, was etwa 3% der bisher
>35'000 insgesamt bekannten Proteinstrukturen ausmacht (mpstruc database,
https://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/). Um Membranproteine strukturell und funktionell
zu untersuchen, missen einige Anforderungen beachtet werden. Zum einen spielt bei der
rekombinanten Expression die Qualitdt und zum anderen die Quantitat des exprimierten
Proteins eine Rolle (Wang et al., 2003). So ist beispielsweise die Gewinnung ausreichender
Proteinmengen ein (iberwiegendes Problem, denn rekombinante Membranproteine sind in
der Regel schwach exprimiert (Bill et al., 2011; Korepanova et al., 2005). Um die fir
Strukturanalysen bendtigte Quantitdt und Qualitdit an Protein zu gewinnen, ist ein
geeignetes Expressionssystem unerlasslich (Quick und Wright, 2002).
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In dieser Arbeit konnte die Expression und Aufreinigung des chloroplastidaren
Membranproteins FAX1 aus Arabidopsis etabliert und nachfolgend optimiert werden. FAX1
wurde erfolgreich in E. coli Bakterien exprimiert, aus isolierten E. coli Membranen mittels
des Detergens DDM (n-Dodecylmaltosid) solubilisiert und mit einer Konzentration von
1 mg/ml aufgereinigt. Der Nachweis von FAX1 erfolgte Uber eine Antikérper-spezifische
Detektion. Das Protein FAX1 konnte bereits 2015 von Li et al., hinsichtlich seiner Rolle
wahrend der Entwicklung, sowie des Fettsdure- und Lipidmetabolismus in Arabidopsis
charakterisiert werden. Mit seinen vier a-Helices, welche eine Tmemb14_Domadne
(Pfam|PF03647) bilden, ist FAX1 aufgrund von strukturellen Ahnlichkeiten der Familie der
TMEM14 Proteine zugeordnet. Die Funktion der TMEM14 Proteine ist auRer fiir FAX1Familie
bislang ungeklart, obwohl diese Proteinfamilie allgegenwartig in Eukaryoten und in einigen
Bakterien vertreten ist (InterPro|UPF0136; Li et al.,, 2015). In Menschen sind die TMEM14A
und TMEM14C Proteine in der mitochondrialen Membran lokalisiert. Eine NMR-Struktur
(nuclear magnetic resonance) der humanen Proteine TMEM14A und C liegt bereits vor
(Klammt et al., 2012). TMEM14A enthédlt eine amphiphile N-terminale Helix, die sich
vermutlich an der Lipid-Wasser-Grenzfliche befindet, wahrend fir TMEM14C eine
amphiphile Helix zwischen der zweiten und dritten Membrandomdne platziert ist, die
senkrecht zur Lipiddoppelschicht orientiert ist. Fir ihre Analysen exprimierten Klammt et al.
(2012) TMEM14A und C in einem E. coli-basierendem zellfreien Expressionssystem. Dieser
Ansatz wurde auch fiir die Expression des Proteins FAX1 verfolgt (Dr. Jens Neunzig, AG Prof.
Dr. Philippar, UdS, Saarbriicken). Das zellfreie Expressionsystem erwies sich allerdings
aufgrund schlechter Expression von FAX1 und somit geringer resultierender Proteinquantitat
als nicht geeignet. Li et al. (2015) konnten in Strukturmodellen fiir FAX1 eine hohere
strukturelle Ahnlichkeit zu TMEM14C und fiir FAX5/6 zu TMEM14A beobachten. Im
Gegensatz zu den menschlichen Proteinen zeigt FAX1 einen verlangerten, variablen N-
Terminus, der eine zuséatzliche a-helikale Domane beinhaltet, die hochstwahrscheinlich nicht
in die IE integriert. Eine spezifische Funktion dieses N-Terminus wahrend des Transportes
von Fettsduren/Lipiden ist nicht auszuschlieRen (Li et al., 2015, Kénnel et al., 2019). Um
letztlich die tatsdchliche Struktur von FAX1 aufzukldren und in vitro Funktionsanalysen
durchfihren zu kdnnen, ist eine rekombinante Expression und Aufreinigung des Proteins in
ausreichender Menge und Reinheit notwendig, die innerhalb dieser Arbeit erzielt wurde.

Expressionsbedingungen

Als geeignetes Expressionssystem wurde in dieser Arbeit der E. coli Stamm BL21 etabliert. E.
coli ist eines der weit verbreiteten Systeme fiir heterologe Proteinexpression und besitzt
einige Vorteile: Das Bakterium weist unter optimalen Bedingungen eine schnelle
Wachstumskinetik mit einer Verdopplungszeit von ca. 20 min auf, erreicht eine hohe
Zelldichte, ist leicht zu kultivieren und schnell und einfach zu transformieren (Rosano und
Ceccarelli, 2014). Eine erfolgreiche Expression von Membranproteinen mit vorhergesagten
a-Helices konnte in E. coli bereits mehrfach gezeigt werden (Wang et al., 2003; Quick und
Wright, 2002). Der Expressionsstamm BL21 konnte bereits erfolgreich fir Membranproteine

etabliert werden (Kastner et al., 2000, Wang et al., 2003, Korepanova, 2005). Ein wichtiger
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Faktor fur die erfolgreiche Expression von Membranproteinen in E. coli ist die Wahl des
Plasmid-Vektors. Fir die Expression von FAX1 wurde mit dem Expressionsvektor
pBADMycHisA (Invitrogen) gearbeitet. Ein idealer Vektor sollte einen regulierten, moderaten
Promotor haben und zugleich eine weite Spanne moglicher Konzentrationen der die
Expression induzierenden Substanz ermdglichen. Somit werden Hintergrundexpression,
Proteolyse oder Zelltod bei der Expression toxischer Proteine verhindert. Zu starke
Promotoren fiihren zur vermehrten Bildung von Proteinaggregaten, sogenannten Inclusion
Bodies, da die Maschinerie der Proteintranslation und Insertion (berlastet ist. Variable
Konzentrationen an Induktor erlauben eine bessere Kontrolle der Expression. Fiir den Vektor
pBAD konnte bereits gezeigt werden, dass er die aufgefiihrten Kriterien erfillt und somit flr
die Expression von Membranproteinen in E. coli geeignet ist (Wang et al., 2003). Mittels des
pBAD-Expressionssystems konnten flir Membranproteine bereits Proteinkonzentrationen
von 1 mg pro Liter Expressionskultur isoliert werden (Li et al., 2001; Auer et al., 2001). Eine
Kombination aus dem E. coli Expressionsstamm BL21 und pBAD als Expressionsvektor wurde
zuvor erfolgreich verwendet (Wang et al., 2003; Lilie et al., 1998; Weickert et al., 1996;
Guzman et al., 1995, Grisshammer und Tate, 1995).

Des Weiteren ist die Expression von Membranproteinen und die Bildung von Inclusion Bodies
abhangig von den Expressionsbedingungen, wie z.B. von Medium, Induktorkonzentration,
Zelldichte bei Induktion und Zellernte, Temperatur und Expressionsdauer (Auer et al., 2001;
Li et al, 2001), weshalb auch in dieser Arbeit unterschiedliche Bedingungen fir FAX1
getestet wurden. Hier wurde, wie in der Literatur beschrieben, die Expression in der
mittleren logarithmischen Wachstumsphase induziert und vor der stationdaren Phase
geerntet. Es zeigte sich, dass bei einer Induktion bei ODgy = 0,6 und einer anschlieBenden
Expressionszeit zwischen 6-8 h FAX1 erfolgreich exprimiert wurde, wobei nach 8 h die
Ausbeute am hochsten war. Generell fiihrt die Verwendung von Vollmedium zu einer
hoheren Zelldichte und somit zu mehr exprimiertem Protein, weshalb als
Expressionsmedium das Vollmedium LB verwendet wurde. Es konnte gezeigt werden, dass
das flir FAX1 mittels Antikérpernachweis detektierte Signal bei einer verlangerten
Expressionsdauer (iiber Nacht), vergleichend zu 6-8 h, im Zelllysat-Uberstand stark abnahm.
Aus der Literatur geht hervor, dass eine zu lange Expressionsdauer zu Proteolyse fiihren
kann, was die Reduktion des Signals, ebenso wie die gelegentlich fliir FAX1 detektierte
Doppelbande, erklaren kann (Kiefhaber et al., 1991; Schein und Noteborn, 1988). Weiterhin
wurde bei der Ubernachtkultur die exponentielle Wachstumsphase deutlich iiberschritten.
Bei einer Erhéhung der Expressionstemperatur auf 37°C konnte ebenfalls kaum FAX1 Signal
im Zelllysat-Uberstand detektiert werden, hinzu kam hier ein starkes FAX1 Signal im Pellet
des Zelllysates. Dies deutet auf die vermehrte Bildung von Inclusion Bodies hin. Eine
Minderung der Expressionstemperatur kann die Bildung von Inclusion Bodies reduzieren, da
diese abhangig von Proteinsynthese- und Proteinfaltungsrate ist. Beispielsweise konnte fiir
einen Magnesiumtransporter im pBAD-System gezeigt werden, dass eine Expression bei 37°C
vermehrt zu Inclusion Bodies fihrt, wahrend eine Reduktion der Temperatur nach Induktion
der Expression die Bildung dieser verhindern konnte (Wang et al., 2003). Ahnlich verhielt es
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sich auch fir die Expression von FAX1, weshalb die optimale Expressionstemperatur mit 24°C
bestimmt wurde.

Um die Expressionsbedingungen fiir FAX1 zuklnftig weiterhin zu optimieren, kénnte man in
den Expressionsstamm C43 wechseln, der eine hohe Kapazitdt fir die Produktion von
mitochondrialen Membranproteinen aufweist. Dieser Stamm zeigte sich weniger sensitiv
gegeniiber toxischen Effekten bedingt durch eine Uberexpression von Membranproteinen
(Miroux und Walker, 1996). Kastner et al. (2000), konnten zeigen, dass so die Ausbeute des
2-Hydroxycarboxylat Transporters CitS flinffach im Vergleich zum Expressionsstamm BL21
gesteigert werden konnte. Zudem konnte die Expression bei noch geringeren Temperaturen
(22-24°C) untersucht werden. Des Weiteren wurde die Arabidopsis cDNA Sequenz von FAX1
nicht fir E. coli Codon-optimiert. Codon-Optimierung kénnte den Gehalt an exprimiertem
Protein steigern. Allerdings geht eine effektivere Translation nicht mit der Bildung von
funktionellem Protein einher. Um ein funktionelles Protein zu erhalten, muss die
Polypeptidkette korrekt gefaltet werden (Gustafsson et al., 2004).

Isolierung und Aufreinigung

Zur Aufreinigung miissen Membranproteine aus ihren komplexen biologischen Membranen
extrahiert und anschlieBend von umgebenden Proteinen isoliert werden. Aufgrund ihrer
hydrophoben Oberflachenreste verlieren sie jedoch typischerweise abseits vom biologischen
Membransystem ihre Stabilitat und neigen in wassriger Umgebung zur Aggregation (Fiedler
et al., 2010). Um die Wasserunloslichkeit von Membranproteinen zu lberwinden, sind
membranmimetische Systeme, wie Detergenzien, erforderlich, die die stabilisierende Lipid-
Doppelschicht-Umgebung der biologischen Membran nachahmen. Detergenzien sind eine
Klasse amphiphiler oberflachenaktiver Mittel, sogenannter Tenside, mit einer hydrophilen
Kopfgruppe und typischerweise einer hydrophoben Kohlenwasserstoffkette. Aufgrund ihrer
konischen Form aggregieren sie in wassriger Umgebung im Allgemeinen zu kugelférmigen
Detergensmizellen. Detergenzien sind in der Lage, die Lipid-Doppelschicht der Membran zu
zerstéren und somit Membranproteine zu extrahieren und zu solubilisieren, wodurch eine
stabilisierende hydrophobe Umgebung geschaffen wird. Aufgrund ihrer geringen GréRRe und
unimodalen Verteilung ermoglichen diese Protein/Detergens-Komplexe spektroskopische
Untersuchungen am Zielprotein. Die Stabilitdit dieser Komplexe wird durch
Kohdsionswechselwirkungen zwischen Detergensmolekiilen und Detergens-Protein-
Wechselwirkungen bestimmt (Khao et al.,, 2011). Aber auch im solubilisierten Detergens-
gebundenen Zustand sind Membranproteine weniger stabil, als in ihrer natirlichen,
lipidreichen Umgebung (le Maire et al., 2000; White und Wimley, 1999; Haltia und Freire,
1995).

Um FAX1 aus isolierten E. coli Membranen zur weiteren Aufreinigung zu solubilisieren wurde
DDM als Detergens verwendet. Gerade im Fall von Proteinen mit a-helikalen
Transmembrandomanen erwies sich DDM bislang aufgrund seiner gering denaturierenden
Eigenschaften als geeignetes Detergens (Privé, 2007). Da Membranproteine gleichzeitig
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hydrophile und hydrophobe Bereiche besitzen, also einen amphiphilen Charakter aufweisen,
aggregieren oder prazipitieren sie in Anwesenheit unglinstiger oder starker Detergenzien,
wie Natriumdodecylsulfat (SDS) oder Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) schnell.
Diesen Detergenzien fehlen in der Regel wichtige Membran-Doppelschichteigenschaften,
wie die typische Membrandicke und imitieren daher oft nur teilweise die Lipid-
Doppelschicht-Umgebung, was zur Aggregation und Denaturierung von Membranproteinen
fihren kann (Zhou und Cross, 2013).

Um nach der Expression das Protein (ber Affinitatschromatographie aufzureinigen und
mittels Antikérpern zu detektieren, wurde ein 6x His-Tag C-terminal an FAX1 fusioniert. Fiir
FAX1 wurde mit einem Imidazolgradienten von 100 mM —1 M eluiert, wobei das meiste
Protein bei 100 —500 mM in Lésung ging. Dies deutet auf eine spezifische Bindung des
Proteins mittels His-Tags an die Ni-NTA-Beads hin und somit auf eine geeignete
Aufreinigungsmethode. Der Polyhistidin-Tag bindet mit mikromolarer Affinitdat an
zweiwertige Nickel- oder Cobalt-lonen, hier in Form von Ni-NTA-Agarosebeads, wodurch die
Proteine immobilisiert werden. Das Protein kann durch Elution {ber einen
Imidazolgradienten von 75 — 300 mM aufgereinigt werden. Imidazol konkurriert spezifisch
mit dem Protein und |6st die Bindung zu den Ni-NTA-Agarosebeads. Mittels anschlieender
Dialyse oder Gelfiltration wird das Imidazol entfernt (Hengen 1995; Hochuli et al., 1987). His-
Tags konnten bereits fiir 16sliche Proteine als effektiv beschrieben werden (Edwards et al.,
2000). Beziiglich der Membranproteine scheint die Lange des His-Tags relevant zu sein.
Beispielsweise verringerte sich die Expression des Aquaporins (AgpZ), wahrend die
unspezifische Oligomerisation des Proteins zunahm, wenn der His-Tag von sechs auf zehn
Polyhistidin verlangert wurde (Mohanty und Wiener 2004). Ebenfalls kann der His-Tag die
spatere Kristallisation beeinflussen und die Qualitdt der Kristalle mindern (Bucher et al,
2002).

Die nach Ni-Affinitdtschromatographie aufgereinigten Eluate von FAX1 waren mit
Fremdproteinen kontaminiert. Zum einen konnte diese durch andere Histidin-reiche
Proteine erklarbar sein, zum anderen durch unspezifische Bindungen. Diese Verunreinigung
konnte durch Reduktion der eingesetzten Menge an Ni-NTA-Agarosebeads und Verringerung
der Inkubationszeit mit dem DDM-solubilisierten Protein vermindert werden. Zusammen mit
der Erhohung der Imidazolkonzentration auf mind. 20 mM im Waschpuffer konnten
unspezifische Bindungen weitestgehend ausgewaschen und die Reinheit des Proteins erhoht
werden. Ein weiteres Problem bei der Verwendung von His-Tags ist, das natirliche Histidin-
reiche Proteine des Expressionsorganismus, ebenso mit Nickelionen, und somit den Nickel-
NTA-Beads interagieren und bei Aufreinigung koeluieren (Bolanos-Garcia und Davies, 2006;
Wilfing et al, 1994). Zur weiteren Reinigung von FAX1 erfolgte deshalb eine
GroRenausschlusschromatographie, um Kontaminationen mit groReren Proteinen zu
reduzieren. Falls die Verunreinigung E. coli-eigener Histidin-reicher Proteine hier eine
grofRere Rolle spielen sollte, kdnnte auf den Expressionsstamm LOBSTR, welcher BL21 als
genetischen Hintergrund tragt, zurlickgegriffen werden. Durch genetische Modifikation der

haufigsten Histidin-reichen Proteine konnten in diesem Stamm weniger Kontamination
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festgestellt und so eine héhere Reinheit des exprimierten Proteins erlangt werden (Andersen
et al.,, 2013; Robichon et al., 2011). Ab einem Imidazolgehalt von 40 mM im Waschpuffer
konnte mittels Antikérpernachweis eine schwache Hintergrundbande auf der Héhe von FAX1
detektiert werden. Es ist also nicht auszuschlieRen, dass FAX1 bereits in geringen Mengen
auch unterhalb von 100 mM Imidazol eluiert. Hier sollten zukiinftig Konzentrationen
zwischen 50 mM und 100 mM untersucht werden. Dennoch korrelierte bei den in dieser
Arbeit gewahlten Parametern eine gute Proteinreinheit mit geringem Proteinverlust.

Die Aufreinigung von FAX1 erfolgte aus Griinden der Protein-Stabilitdt in Anwesenheit von
20% Gycerol und bei pH 8. Der Gycerolgehalt wurde in der anschlielenden
GrolRenausschlusschromatografie auf 5% herunterverdiinnt. Nach
GroRenausschlusschromatographie wurden Fraktionen in denen FAX1, im Vergleich zu der
Verunreinigung vor allem von Proteinen >60 kDa, im Uberschuss vorlag vereinigt und mittels
Amicon-Zentrifugation auf einen Proteingehalt von 1mg/ml konzentriert. Auf diese Weise
isoliertes FAX1 Protein war bei 4°C {iber Nacht stabil, zur langeren Lagerung wurde es bei -
80°C eingefroren.

Weiterfiihrende Analysen

Da auf die Expression und Aufreinigung des Proteins in Zukunft Struktur- und
Funktionsanalysen folgen sollen, musste bereits wahrend der Etablierung einiges beachtet
werden, um neben der Proteinreinheit auch weitere Voraussetzungen fiir nachfolgende
Experimente zu schaffen. Grundsatzlich sind alle Proteine hinsichtlich ihrer Sensitivitat
gegeniber der Umgebung einzigartig. Detergens, Lipide, pH-Wert und Temperatur
beeinflussen die Stabilitdt und Monodispersitat/Homogenitat vieler Transportproteine
(Poolman und Knol, 1999; Li et al., 2001; Auer et al., 2001; Boulter und Wang, 2001; Engel et
al.,, 2002). Um eine Kristallstruktur des Proteins zu erhalten, muss ein Protein stabil und
monodispers bei 4°C oder 20°C Uber Tage oder Wochen vorliegen (Ferre-D'Amare und
Burley, 1994; Garavito et al., 1996; Rosenbusch et al., 2001). Hohe Glycerinkonzentrationen
(bis zu 20%) kénnen die Stabilitdt von Membrantransportern in Losung erhéhen. Glycerin
kann die Struktur von Detergensanordnungen beeinflussen, sodass die gebildeten Protein-
Detergens-Mizellen dichter gepackt und weniger komprimierbar werden, was zu einer
nativeren membrandhnlichen Umgebung fiihrt (Deutscher et al., 1990, Engel et al., 2002).

Generell sind Proteine besser zu kristallisieren, wenn sie homogen vorliegen (Kwong et al.,
1999). Biochemisch bedingte Heterogenitat kann durch freies, ungebundenes Detergens,
also Detergens-Monomere, oder Protein-freie Detengensmizellen in der Lésung entstehen.
So wird die Verteilung von Protein-Detergens Mizellen im Kristallisationsansatz beeinflusst.
Aus diesem Grund erfolgte in dieser Arbeit die Solubilisierung von FAX1 mit 1% DDM und
konnte im Laufe der Aufreinigung bis hin zu 0,05 % DDM fir die Gesamtkonzentration von
1 mg/ml FAX1 gedrosselt werden, ohne ein Ausfallen oder Aggregieren des Proteins zu
initileren. Es ist also wichtig, die Detergenskonzentration so gering wie moglich zu halten
und trotzdem die Loslichkeit des Proteins zu gewahrleisten. Als Detergens mit einer geringen
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CMC (critical micellar concentration) ist flir DDM eine Konzentration von 0,1- 0,2 % bei einer
Proteinkonzentration von 5-10 mg/ml im Kristallisationsansatz als ausreichend beschrieben.
Diese Detergenskonzentration kann reguliert werden durch den Gehalt an Detergens im
letzten  Reinigungsschritt und einer anschlieBenden Aufkonzentration mittels
GroRenausschlusszentrifugation (Auer et al., 2001; Engel et al., 2002; Boulter und Wang,
2001).

Konformationelle Heterogenitat aufgrund intrinsischer, struktureller Flexibilitdit von
Membranproteinen kann die Kristallisation ebenfalls beeinflussen. Im Gegensatz zu
Proteinen deren Reaktionszyklus nur die Bindung prosthetischer Gruppen umfasst, sind
Membrantransporter hochflexibel (Deisenhofer et al., 1985; Kiihlbrandt et al., 1994).
Letztlich ist also auch das Protein selbst ein wichtiger Parameter der Kristallisation, da
flexible Termini und Loops von Proteinen oft die Bildung qualitativ guter Kristalle verhindern.
Es konnte gezeigt werden, dass Kernproteine ohne diese flexiblen Regionen besser zu
kristallisieren sind (Doyle et al., 1998; Kwong et al., 1999; Wei et al., 1995). Da FAX1, wie
bereits beschrieben, einen verlangerten N-Terminus aufweist, ware es denkbar, dass dieser
nachfolgende Analysen storen kdnnte. Hier konnte ein neuer Expressionsansatz, welcher
sich auf die Tmemb_14-Domdne und somit auf die Kernregion von FAX1 beschrankt,
angegangen werden. Alternativ kdnnten auch die Proteine FAX5 und FAX6 exprimiert und
aufgrund ihrer Ahnlichkeit in Sequenz und Topologie zu FAX1 Riickschliisse gezogen werden.
FAX5 und FAX6 bestehen nur aus den Tmemb_14 Domanen und haben keine verlangerten
Termini (Li et al., 2015, Konnel et al., 2019). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich aber
bereits, dass FAX5 und FAX6 nach der in vitro Translation flr Importstudien in isolierte
Hefeorganellen aggregierten. So kénnten FAX5 oder FAX6 aufgrund ihrer Hydrophobizitat im
Falle der rekombinanten Expression in E. coli ebenfalls Aggregate und Inclusion Bodies
bilden. Das Kristallisationsverhalten kann ebenfalls durch Ko-aufgereinigte Lipide aus dem
Expressions-Organismusbeeinflusst werden, da diese die Heterogenitat der
Proteinkonfirmation und der GroRenverteilung der Mizellen verandern. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass gerade bei Membranproteinen ein bestimmter Gehalt an Lipiden, also
eine Restkontamination, vor Denaturierung und Aggregation des Proteins schiitzt (Auer et
al., 2001; Engel et al., 2002; Boulter und Wang, 2001).

Ausgehend von einer Konzentration von 1 mg/ml aufgereinigtem FAX1 konnten in der
vorliegenden Arbeit weitere Analysen durchgefiihrt werden. Ziel war es, die entstandenen
Protein-DDM-Mizellen im Vergleich zu proteinfreien DDM-Mizellen mittels dynamischer
(dynamic light scattering, DLS) und statischer Lichtstreuung zu untersuchen, und somit die
GroRenverteilung und das Molekulargewicht der Mizellen zu bestimmen. Daraus konnten
dann Rickschliisse auf das Protein FAX1 bezlglich einer moglichen Oligomerisierung
gezogen werden. DLS und SEC-MALS (Size-Exclusion-Multi-Angle-Light-Scattering;
GroRenausschlusschromatographie gekoppelt mit statischer Lichtstreuung, UV, und
Brechungsindex) ergaben ein Molekulargewicht fir FAX1-DDM-Komplexe von ca. 90 kDa,
welches sich gut mit dem Molekulargewicht der Protein-freien DDM-Mizellen deckte. Reine

DDM-Mizellen sind gemittelt 53 kDa grof$, die GroBe kann aber zwischen 20 und 95 kDa
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variieren (Strop und Brunger, 2005; Oliver et al., 2013). Anhand der SEC-MALS-Daten wird
deutlich, dass im Gegensatz zu reinen DDM-Mizellen in den FAX1-Mizellen eine UV-
Absorption bei 280 nm und somit Protein nachgewiesen werden konnte. In den Protein-
Detergens-Mizellen liegt also mit hoher Wahrscheinlichkeit FAX1 vor. Dass sich Mizellen mit
FAX1 in ihrem Molekulargewicht nicht um die errechnete GréRRe von FAX1 von ca. 25 kDa
unterscheiden, liegt daran, dass der Anteil an gebundenem Detergens gerade bei
Membranproteinen stark abhangig von der GroRe des Proteins und der Art des Detergens
ist. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass FAX1 unter den gewdahlten Bedingungen
meist als Monomer vorlag, da durch die Oligomerisierung deutlich groRere Mizellen zu
erwarten waren. Untersuchungen verschiedener Detergenzien mit Membranproteinen
unterschiedlicher GréRe, Form, Art und Anzahl der Membrandomanen zeigten, dass die
Menge an gebundenem Detergens abhdngig vom Detergens selbst, der Anzahl an
abzuschirmenden Membrandomdnen des Proteins und der damit zugdnglichen
hydrophoben Oberflache ist. Diese Varianz konnte vor allem im Fall von DDM gezeigt
werden (Chaptal et al., 2017). Protein-Detergens-Komplexe bilden im Gegensatz zu Protein-
freien Detergens-Mizellen keine kugelformigen Mizellen und unterscheiden sich daher in der
Anzahl der DDM-Molekile, die sich um die Membrandomanen des Proteins
zusammenlagern. Die DLS-Daten der FAX1-DDM-Mizellen zeigen, dass liber 70% der
vorliegenden Partikel einen hydrodynamischen Durchmesser von ca. 4 nm aufwiesen. Hier
wird deutlich, dass die GroRenverteilung der Mizellen vorwiegend homogen war, was eine
Voraussetzung fir z.B. Kristallisationsstudien ist. Alles in Allem konnte die Expression und
Aufreinigung von FAX1 etabliert und ausreichend fiir nachfolgende Experimente optimiert
werden.

5.2 Hypothese zu Topologie und Funktion der FAX-Proteine

Vergleichende Sequenzanalysen im Rahmen dieser Arbeit konnten bestatigen, dass alle
Mitglieder der FAX-Familie, wie bereits fiir FAX1 gezeigt werden konnte, eine konservierte
Kernregion mit einer Tmemb_14 Domadne aufweisen. Wie bereits beschrieben, beinhaltet
diese Domine vier a-Helices und FAX-Proteine kénnen so aufgrund von Ahnlichkeiten der
Proteinsequenz zu der TMEM14 Familie zugeordnet werden, zu der auch die humanen
mitochondriellen Membranproteine TMEM14A und TMEM14C gehoéren (Li et al., 2015,
Konnel et al., 2019; Bugaeva et al., 2021). FAX1 bis FAX4 weisen als plastidar lokalisierte FAX-
Proteine einen verldngerten und variablen N-Terminus auf, wahrend FAX5-FAX7 Proteine
des sekretorischen Weges nur durch die Tmemb_14 Domane reprasentiert werden (Li et al.,
2015; Tian et al., 2019; Li et al., 2020; Bugaeva et al., 2021). Innerhalb der Tmemb_14
Domane zeigte sich bei Sequenzanalysen zwischen den Arabidopsis-Proteinen, dass At-FAX1
die meisten Ahnlichkeiten zu At-FAX2 und At-FAX5, At-FAX6 aufweisen, wohingegen die
Tmemb_14 Domaéanen von At-FAX3, At-FAX4 und At-FAX7 &hnlich sind. Eine detaillierte
Diskussion der Proteine FAX2 und FAX3 ist Bugaeva et al. (2021) zu entnehmen. At-FAX5 und
At-FAX6, in lhrer Aminosduresequenz Uber 80% identisch und beide im ER/sekretorischen
Weg lokalisiert (zur Lokalisation siehe unten), stellen vermutlich Isoformen mit redundanten
Funktionen dar und werden daher im Folgenden als FAX5/6 zusammengefasst. In FAX1 und
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FAX5/6 konnten mittels Sequenzanalysen und Strukturmodellierung entsprechend der NMR-
Strukturen fir TMEM14A die erste a-Helix und entsprechend TMEM14C die dritte a-Helix als
amphiphil beschrieben werden (Klammt et al., 2012; Li et al., 2015). Vorhersagen fir die
Arabidopsis-Proteine konnten ebenfalls den starksten amphiphilen Charakter in FAX1 und
FAX5/6 der dritten Helix zuordnen (Aramemnon, (Schwacke et al., 2003). Sogenannte Helical
Wheel Analysen im Rahmen dieser Arbeit bestatigten einen amphiphilen Charakter der Helix
1 und Helix 3 fur FAX1 und FAX5/6 in verschiedenen Pflanzenspezies, wie Grinalgen,
Moosen, Mono- und Dikotyledonen (Kénnel et al., 2019). Generell wird angenommen, dass
FAX/TMEM14 Proteine mittels der Tmemb14_Domaéne in Membranen inserieren (Klammt et
al., 2012; Li et al., 2015). Alle FAX Proteine wiesen innerhalb der Tmemb_14 Domaéne
entweder mindestens eine amphiphile a-Helix oder mindestens zwei a-Helices mit
hydrophobem Charakter auf (Bugaeva et al., 2021). Es liegt also nahe, dass in diesen
konservierten Domanen und Motiven die Funktion der FAX-Proteine begriindet wird.

Allgemein ist bekannt, dass die Insertion amphiphiler a-Helices in die hydrophobe Phase
einer biologischen Membran durch biophysikalische Krafte Membranbiegung auslésen kann
(Peter et al, 2004). So beinhalten amphiphile Membran-inserierende Motive eine
hydrophile Seite, die einer hydrophoben gegenilibersteht. Dies bedingt eine asymmetrische
Integration und somit eine Krimmung oder gar Biegung der Membran (Madsen und Herlo,
2017). Abhangig von Art und Verteilung der Ladung entlang der Achse von amphiphilen a-
Helices, konnen vier Arten von a-Helices postuliert werden. Allerdings beeinflusst die Starke
der Interaktion, ob a-Helices Membranbiegung induzieren kdnnen oder bereits gekriimmte
Membranen erkennen. Helices mit weniger positiven Ladungsresten erkennen
Membrankrimmung eher, als sie zu verursachen, was als curvature sensing bezeichnet wird
(Gkeka und Sarkisov 2010).

Auch innerhalb der Sequenzen von FAX1 und FAX5/6 konnten konservierte Sequenzmotive
identifiziert werden, die verantwortlich fir den amphiphilen Charakter der Helices sind und
somit eine mogliche Funktion darin haben Membranen zu deformieren oder
Membrankrimmungen zu erkennen. Gehduft traten positiv geladenen Aminosdurereste
(Lysin, Arginin) an den Enden der a-Helices auf. Die identifizierten Eigenschaften und
konservierten Motive innerhalb der ersten Helix waren interessanterweise fir FAX1 und
FAX5/6 nahezu identisch (Abb. 41). Wahrend die geladenen und polaren Aminosdurereste
innerhalb der Helix 1 gehdauft am N-Terminalen Ende der Helix zu finden waren, waren in
Helix 3 hydrophile Reste gleichmalig entlang der Helixachse verteilt. Es konnte also aufgrund
der Ladungsverteilung (nach Gkeka und Sarkisov, 2010), geschlussfolgert werden, dass Helix
1 einer vertikal-gekippt inserierenden amphiphilen Helix entspricht und Helix 3 eine
,klassische” amphiphile Helix reprdsentiert und parallel in die Membran inseriert. So
entstand eine neue Hypothese zur Topologie von FAX1 und FAX5/6 (Abb. 41 Konnel et al.,
2019).
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Abb. 41. Schematische Darstellung des vorhergesagten Topologie- und Funktionsmodelles
der Membranproteine FAX1 und FAX5/6. Die Darstellung ist eine Zusammenfassung aus
Erkenntnissen dieser Arbeit und der Literatur, angelehnt an das Modell fir FAX1 und FAX5/6 aus
Koénnel et al. (2019). Innerhalb der konservierten Tmemb_14 Domane, die vier a-Helices umfasst, sind
Helix1 und Helix 3 der FAX-Proteine FAX1 und FAX5/6 amphiphil. Das Topologiemodell ergab sich
entsprechend der Verteilung und Ladung konservierter Reste entlang der Helixachse nach Gkeka und
Sarkisov (2010). Eine mogliche Biegung der IE und ER Membranen durch FAX1 bzw. FAX5/6 ist
angedeutet. CT: C-Terminus. NT: N-Terminus. FFA: Free Fatty Acids/ Freie Fettsduren. FAX1: Fatty
Acid Export 1. IE: inner envelope/innere Hullmembran. OE: outer envelope/ aul3ere Hullmembran.
IMS: inter membrane space / Intermembranraum. ER: Endoplasmatisches Retikulum. ?7?7:
Transportmechanismen oder —wege und beteiligte Proteine unbekannt. Die Orientierung von FAX1 im
IE wird durch Proteolyseexpermimente an IE-Vesikeln bestatigt (Bugaeva et al., 2021).

Es konnte gezeigt werden, dass amphiphile a-Helices im Hefeprotein Mic10, dhnlich Helix 1,
die innere Membran von Mitochondrien durchspannen und das Protein durch
Oligomerisierung an der Stabilisation von Membrankrimmungen beteiligt ist (Barbot et al.,,
2015; Bohnert et al., 2015). Fir ,klassische” amphiphile Helices konnte beschrieben werden,
dass die Integration eine starke, lokale Asymmetrie und somit eine kraftige
Membrankrimmung auslosen kann. Dabei ist die ausgeldste Biegung auch abhangig von der
Anzahl der integrierten Helices. Je mehr Insertionen in einem Membranabschnitt
stattfinden, desto groRer ist die Gesamtkrimmung der Membran (Kozlov et al., 2014). Im
Gegensatz dazu stellen Helix 2 und 4 der Proteine FAX1 und FAX5/6 klassische
Transmembrandomanen dar (Abb. 41, Konnel et al, 2019). Hinzukommend konnten
innerhalb und nahe der dritten Helix von FAX1 und FAX5/6 mehrere ,hydrophob-positive”
Motive (Konnel et al., 2019), dhnlich zu dem charakteristischen Motiv in der Lipid-Binding-
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Site 1 (LBS1) in dem mitochondrialen Hefeprotein Mic60 beschrieben werden. Das Protein
besitzt eine amphiphile a-Helix, die LBS1 genannt wird und mafigeblich fiir die Membran-
krimmende Funktion von Mic60 ist. Es konnte gezeigt werden, dass innerhalb der LBS1 ein
positiv geladener Aminosdurerest (Arginin oder Lysin) gefolgt von einer Aminosdure mit
hydrophober Seitenkette ausschlaggebend fiir den amphiphilen Charakter und der Fahigkeit
von Mic60 zur Membranbiegung war (Hessenberger et al., 2017). Mic60 Deletionsmutanten
in Hefe zeigten ebenso wie Mutanten in denen dieses ,positive-hydrophobe” Motive
inaktiviert wurde eine vergroRerte Oberflache der inneren Mitochondrienmembran und
keine Einstllpungen in Form der Cristae Junctions, enge, halsartige Strukturen die die Cristae
mit der inneren Grenzmembran verbinden. In FAX1 wurden die konservierten , hydrophob-
positiven” Motive durch die Sequenzabfolge ,,WR/K“ (vor Helix 3) und ,WK/R“ (in Helix 3)
und in FAX5/6 durch ,,RF/Y“ (hinter Helix 3) reprasentiert. Dies unterstitzt wiederum die
Hypothese einer moglichen Membran-biegenden Funktion der FAX-Proteine bedingt durch
die amphiphile a-Helix und die ,,hydrophob-positiven” Motive.

Auffallend war weiterhin ein C-terminal konserviertes Motiv “PPPKKK” innerhalb von FAX1
(Kobnnel et al., 2019). Da Prolin (P) in Polypeptidketten aufgrund ihrer strukturellen
Beschrankungen normalerweise Sekundarstrukturen brechen, kénnten diese drei Reste am
FAX1 C-Terminus bei der Positionierung der positiven Ladungen der Lysinreste (K) fir
Wechselwirkungen mit negativ-geladenen Kopfgruppen der IE oder OE Lipiddoppelschicht
oder unbekannten Proteininteraktionspartnern helfen. Die Akkumulierung positiver Reste
erinnert an das ,KRR“ Motiv im Ubergang zwischen den beiden Transmembrandomainen in
Mic10, einem weiteren Hefeprotein in der inneren Mitochondrienmembran (IM) (Barbot et
al., 2015). Mic10 stabilisiert als Oligomer die Membrankrimmung der Cristae Junctions und
integriert Haarnadel-dhnlich mit seinen amphiphilen a-Helices in die IM. Glycin-reiche
Motive innerhalb dieser Membran-durchspannenden Helices ermoglich die Bildung von
Oligomeren und so einem Gerist um die IM Einstllpungen und so die Cristae Junctions zu
stabilisieren. In Micl0 Deletionsmutanten in Hefezellen konnte der Verlust von Cristae
Junctions, sowie eine abnormale Struktur der Cristae beobachtet werden (Barbot et al.,
2015; Bohnert et al., 2015). Mic10 Oligomere assoziieren mit anderen Proteinen des MICOS
Komplexes und werden Uber Mic60 mit der duleren Membran zu einer Membran-
organisierenden und -stabilisierenden Struktur verbunden (Barbot und Meinecke 2016;
Schorr und van der Laan 2018).

Weiterhin konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit innerhalb der FAX4 Sequenz zwischen
erster und zweiter Helix ein stark konserviertes Motiv ,KS/RTGKGS“ mit zwei positiv
geladenen Aminosdureresten im Wechsel mit Gylcin und einem polaren Rest identifiziert
werden. Da nur At-FAX4 sehr wenige At-FAX4 dhnliche Sequenzen liber Standard BLAST
Analysen zuganglich wurden, wurde daher eine umfassende phylogenetische Analyse
durchgefiihrt (A. Banguela, K. Philippar, unveroffentlicht), die in der vorliegenden Arbeit
genutzt werden konnte, um konservierte FAX4 Motive zu definieren. Flir FAX7 ergaben sich
dhnliche konservierte, positive Motive in Form von ,KR/SG” und ,KSL/KIS. Wie bereits

beschrieben sind a-Helices mit geladenen, polaren Motiven in der Lage
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Membrankrimmungen zu erkennen (Bigay et al., 2005; Drin et al., 2007; Bigay and Antonny
2012). Beispielsweise sind in GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs) a-Helices mit einer
schwach geladenen, polaren Seite (mehrheitlich bestehend aus Serin und Threonin), die als
lipid packing sensor (ALPS) bezeichnet wird, fir die Erkennung von gekriimmten Membranen
zustandig (Drin et al., 2007). In FAX4 konnte nahe der dritten Helix, wie bereits fiir FAX1 und
FAX5/6 ein ,positiv-hydrophobes”, konserviertes Motiv mit der Sequenzabfolge ,RL“
beschrieben werden. Was auch hier wiederrum in der Helix mit dem starksten amphiphilen
Charakter (Schwacke et al., 2003, Aramemnon) essentiell fiir die die Membran-biegende
Funktion analog zu Mic60 sein konnte (Hessenberger et al., 2017). Wie auch bei Mic10
(Barbot et al., 2015; Bohnert et al., 2015), konnte bei FAX4 und FAX7 am Ubergang zu Helix 4
eine konservierte Akkumulation positiver Reste identifiziert werden. Die N- und C-Termini
des Proteins FAX4 waren in Liange und Sequenz stark variabel und wenig konserviert.
Vermutlich liegt die Funktion des Proteins deshalb nicht in den terminalen Bereichen
begriindet.

Zusammenfassend konnten anhand der Sequenzanalysen — vor allem fur FAX1 und FAX5/6 —
in FAX-Proteinen bereits bekannte Motive wie amphiphile a-Helices und konservierte
Ladungsverteilungen identifiziert werden. Die amphiphilen a-Helices, sowie die
asymmetrische Verteilung konservierter und geladener Aminosdurereste, kdnnte dazu
flihren, dass FAX-Proteine gekrimmte Membranen erkennen und interagieren oder selbst
eine Membran-biegende oder -deformierende Funktion besitzen (Abb. 41). Unterstitzt wird
diese Hypothese dadurch, dass FAX1 Uberexpressionslinien in Arabidopsis eine enorme
OberflachenvergroBerung der IE in Chlorplasten zeigen. Jedoch waren diese nicht wie
iblicherweise bei der Uberexpression von IE lokalisierten Proteinen glatt, flach und parallel
zu OE angeordnet (Breuers et al., 2011), sondern tubular und Waben-dhnlich (Kénnel et al.,
2019). Auch die Uberexpression von Membranbiegenden-Proteinen Mic10, Mic60 und
CURT1 (Curvature in Thylakoids 1), zeigte vermehrt tubuldre Strukturen der inneren
Mitochondrienmembranen bzw. mehr Grana-Stapel in Thylakoiden (Rabl et al, 2009;
Bohnert et al., 2015, Pribil et al., 2014). Anhand der Ladungsverteilung der Aminosaurereste
und Motivkonservierung aber auch durch phylogenetische Studien (A. Banguela, K. Philippar,
unveroffentlicht) lassen sich innerhalb der FAX Familie zwei Gruppen bilden: FAX1 und
FAX5/6 sowie FAX3 und FAX7. Auffallig ist hierbei, dass sich in jeder Gruppe jeweils ein
plastiddres FAX-Protein und mind. ein FAX-Protein aus dem ER/sekretorischen Weg
befinden. Die FAX-Proteine innerhalb dieser Gruppeneinteilung konnten phylogenetisch bis
zu der Grinalge Chlamydomonas reinhardtii nachgewiesen werden. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass der amphiphile Charakter der Proteine FAX3 und FAX7 im Vergleich zu
FAX1 und FAX5/6 schwacher ist (Li et al., 2015; Kénnel et al., 2019, Bugaeva et al., 2021),
weshalb FAX3 und FAX7 moglicherweise Membranen nicht biegen, aber
Membrankrimmungen erkennen und stabilisieren kénnten. FAX2 Proteine im |E von
Plastiden scheinen spezifisch fiir Samenpflanzen zu sein und dort eine zuséatzliche Funktion
bei der Olsynthese einzunehmen (Li et al., 2015; Tian et al., 2019; Li et al., 2020; Bugaeva et
al., 2021). Ein moglicher Zusammenhang von FAX2 und FAX4 wahrend der Lipidsynthese im
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Samen konnte bereits untersucht werden (Li et al, 2020). Da FAX4 weiterhin durch
phylogenetische Analysen nur in wenigen Pflanzen zu identifizieren war, liegt es nahe, dass
FAX4 vermutlich eine erganzende Funktion zu FAX2, oder auch FAX1 im Fettsduretransport
Uber die IE von Chloroplasten einnehmen kénnte. Aufgrund des schwacheren amphiphilen
Charakters von FAX4 konnte ebenso wie fiir FAX3 und FAX7 eine Fahigkeit zur Erkennung
von Membranbiegungen und deren Stabilisierung vorliegen.

Neben dem gerichteten Transport Uber Membrantransporter wie beispielsweise ABC-
Transporter der TGD Familie (Hurlock et al., 2014), wird diskutiert, ob ein Fettsdure- und
Lipid-Transfer nicht auch Glber Membrankontaktstellen (membrane contact sites) stattfinden
kann. Hierzu missen die Membranen in enger Distanz, z.B. vermittelt durch
Membranbiegung, eine Plattform bilden, um einen Transfer lipophiler Molekile zu
ermoglichen (Michaud und Jouhet, 2019). Beispielsweise konnten FAX-Proteine bei der
Bildung oder Stabilisierung solcher Membrankontaktstellen helfen, und so den Fettsdure-
und Lipidtransport zwischen Organellen und Membransystemen ermdéglichen und eine
dhnliche Rolle wie das Arabidopsis Protein Mic60 im MTL-Komplex einnehmen (Michaud et
al, 2016 und 2017). So konnte durch induzierte Membrankrimmung FAX1 den
Membrankontakt zwischen IE und OE der Chloroplasten ermdoglichen und FAX5/6 an der
Bildung von Chloroplast (OE) - ER Kontaktstellen beteiligt sein (Abb. 41; Kénnel et al., 2019).

5.3 FAX-Proteine ermdéglichen den Transport von Fettsduren

Mit Hilfe eines Komplementationsassays in Hefe analog zu Li et al, 2015 wurden
Funktionsanalysen fiir die FAX-Proteine FAX1-FAX4, FAX6 und FAX7 durchgefiihrt. Zum einen
konnten die bereits gezeigten Ergebnisse von Li et al. (2015) fiir FAX1 reproduziert und somit
bestatigt werden. Zum anderen konnte so fiir FAX2-4 und FAX6 ebenso eine Rolle im
Fettsduretransport gezeigt werden. Der Eisentransporter PIC1 diente in diesem Versuch als
Kontrollprotein, da er durch vier a-Helices und der Lokalisation in der inneren Hillmembran
(IE) von Chloroplasten eine strukturelle Ahnlichkeit zu den FAX-Proteinen besitzt (Duy et al.,
2007). PIC1 konnte auch in dieser Arbeit keine Rolle im Fettsduretransport zugeordnet
werden, weshalb er als geeignete Negativkotrolle betrachtet wurde. Somit konnte die
Spezifitat des Assays gegenliber Fettsauretransportern bestatigt werden.

Fettsdaureimport Uber die Hefeplasmamembran wird durch einen Multienzymkomplex aus
Fatlp, einem FA-Transporter, und Faal/4p, FA-Aktivierungsenzymen vermittelt (Black und
DiRusso, 2003). In der Literatur konnte gezeigt werden, dass a-Linolensdure in hohen
Mengen (> 3,6 mM) fir wildtypische Hefen toxisch ist, fir Hefen mit deletiertem Fatlp oder
Faalp/Faadp allerdings nicht, da hier ohne den funktionellen Importkomplex keine
Aufnahme von a-Linolensaure stattfinden kann (von Berlepsch et al., 2012). Folglich sterben
Hefezellen ab, die a-Linolensdure aufnehmen. Analog zu Li et al. (2015) wurde in der
vorliegenden Arbeit ein Drop-Dilution-Test durchgefiihrt. Der Assay basiert auf der
Verwendung von Afatl und Afaal/4 Hefe-Deletionsstimmen, die jeweils mit einem FAX-
Protein komplementiert wurden. Durch Absterben der Hefezellen konnte so bestatigt
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werden, dass FAX-Proteine die Hefemutanten im Importkomplex komplementieren und am
Fettsduretransport beteiligt sind. FAX1 konnte den Deletionsstamm Afatl Hefezellen
komplementieren, nicht aber Afaal/4. Es wurde geschlussfolgert, dass FAX1 am Transport
und nicht an der Aktivierung von FAs beteiligt ist (Li et al., 2015). In dieser Arbeit konnte eine
Komplementation des Deletionsstammes Afatl auch durch FAX2, FAX3, FAX4, und FAX6
beobachtet werden. Die Hefezellen starben durch Aufnahme von a-Linolensdure ab. Auch
hier konnten die untersuchten FAX-Proteine Afaal/4 nicht komplementieren, weshalb die
Zellen auch unter Zugabe von a-Linolensdaure wuchsen. Fatlp stellt, dhnlich wie FAX-
Proteine, keinen klassischen Transporter dar und interagiert vermutlich tGber zytosolische
Domdnen mit Faalp und Faadp. Fir den fortlaufenden Import von Fettsduren ist die
Aktivierung zu Acyl-CoA durch Faalp oder Faadp notig. Der Fettsaure-Import in S. cerevisiae
unterliegt folglich dem Prinzip der vektoriellen Acylierung (Claus et al., 2019; Li et al., 2016;
Black und DiRusso, 2007; Zou et al., 2003). Aufgrund der funktionellen Komplementation von
Afatl durch die FAX-Proteine, konnte also auch die vektorielle Acylierung als Triebkraft des
Fettsaure-Transportes aus dem Chloroplasten zu Grunde liegen. Da FAX-Proteinen bislang
keine enzymatische Aktivitdt nachgewiesen wurde, liegt es nahe, dass sie die Acyl-CoA-
Synthetasen Faalp und Faa4p in Hefe nicht komplementieren kénnen. Allerdings miissen,
um einen Fettsdure-Import in Hefe zu ermoglichen FAX-Proteine mit Faa-Enzymen
interagieren konnen. Dies konnte bei FAX-Proteinen entweder Uber die verlangerten und
variablen Termini oder mittels einer konservierten amphiphilen a-Helix, und/oder
konservierten Motiven stattfinden (Li et al., 2015, Kénnel et al., 2019, Bugaeva et al., 2021).
Tian et al., (2019) konnten bereits mittels eines Split Ubiquitin-basierenden Yeast Two-Hybrid
Systemes von Hefemembranen die Interaktion der Acyl-CoA-Synthetase LACS9 aus
Arabidopsis und dem FAX-Protein FAX2 nachweisen und somit erneut die These der
vektoriellen Acylierung als Triebkraft zum Fettsdaureexport aus den Chloroplasten stiitzen.

Auffallig bei den Wachstumsverlaufen der Hefelinien war, dass zu Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase die Afatl Hefemutanten, welche mit FAX1-4 oder FAX6 transformiert
wurden, deutlich besser wuchsen als die genutzten Kontrollen (leerer Vektor und PIC1).
Moglicherweise konnten die mit FAX-Proteinen komplementierten Hefen schneller FAs aus
dem Medium aufnehmen und wachsen. Somit ist auszuschlieBen, dass das ausbleibende
Wachstum im Drop-Dilution-Assay durch generell reduziertes Wachstum der Afatl Hefen
zurtickzufiihren ist. Gegenlaufig dazu zeigten die Afaal/4 Hefezellen mit den transformierten
FAX-Proteinen kein besseres Wachstum. Da importierte FAs nicht lGber Faalp und Faadp
aktiviert werden konnten, verlangsamte sich moglicherweise der Prozess der vektoriellen
Acylierung und somit die Kapazitdat zum Fettsdure-Import und die Funktion davon
abhangiger Stoffwechselwege. Dies ldsst wiederum vermuten, dass FAX Proteine weniger an
der Aktivierung von Fettsduren, als am Transport beteiligt sind. Alle Hefen wuchsen letztlich
im typischen sigmoiden Wachstumsverlauf, weshalb von einer generellen Beeintrachtigung
durch den Expressionsvektor abzusehen ist. Das Protein FAX7 allerdings konnte keinen der
Hefedeletionsstimme, Afat1 und Afaal/4, komplementieren. Die mit FAX7 transformierten
Hefen wuchsen auf den a-Linolensdure Platten genauso gut, wie auf den Kontrollplatten.
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Generell wuchsen Hefen mit FAX7 in Flissigkulturen allerdings schlechter. Die Rolle von
FAX7 im Fettsaure-Transport ist daher noch ungeklart. Moglicherweise integriert FAX7 nicht,
wie Fatlp, in die Plasmamembran der Hefe (DiRusso et al, 2008), sondern in andere
zelluldre Membranen, was durchaus einen Defekt im Wachstum erklaren koénnte.
Subzelluldre Lokalisationstudien in dieser Arbeit konnten die Lokalisation des Proteins FAX7
in Pflanzen nicht klar eingrenzen, jedoch konnte partiell eine Integration in ER-Membranen
gezeigt werden. Weshalb auch in Hefe eine Integration in Membranen des ERs denkbar
ware. Da die chloroplastidaren maturen FAX-Proteine FAX1 bis FAX4 einen
Fettsduretransport ermoglichen, integrieren sie vermutlich in die Plasmamembran der Hefe.
Die Proteine FAX5 und FAX6 lokalisieren in Pflanzen im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und in
frithen Endosomen (EE, early Endosomes) und gelangen so vermutlich (ber den
sekretorischen Weg auch innerhalb der Hefezellen zur Plasmamembran (zur Lokalisation
siehe unten), wo sie wahrscheinlich integrieren und am Transport von Fettsauren beteiligt
sind. Da bezlglich des Proteins FAX7 die Replikate des Experimentes fehlen, ist die
Aussagekraft nicht eindeutig und sollte wiederholt werden. AuRerdem sollte zukiinftig auch
FAXS5 als funktioneller Fettsaure-Transporter analog tberprift werden.

Aufgrund der Funktionalitdt des Assays kann schlussgefolgert werden, dass die Proteine
FAX1-4 und FAX6 in die Plasmamembran der Hefen integrieren. Allerdings sollte die
Integration der in die Hefeplasmamembran letztlich noch nachgewiesen werden. Dies
kdnnte Uber Isolation und Aufreinigung der Plasmamembranen von transformierten Hefen
und anschlielRender Immunodetektion mit spezifischen Antikorpern der FAX-Proteine
erfolgen. Auch ein FA-Importassay mit einer fluoreszierenden langkettigen Fettsdure, wie
C1-BODIPY-C12, anlog zu Zou et al. (2003) und anschliefender Signaldetektion ware moglich,
um den Import der FAs Uber die FAX-Proteine zu lberprifen.

Weiterhin sollten in dieser Arbeit wildtypische Kontrollen etabliert werden. Zum einen sollte
analog zu von Berlepsch et al. (2012) der wildtypische Hefestamm, zum anderen der mittels
FAT1 komplimentierte Afatl Deletionsstamm vergleichend zur Afatl Hefe untersucht
werden. Anders als in der Literatur zeigte sich der Wildtyp in dieser Arbeit nicht sensitiv
gegenliber a-Linolensdure, obwohl sowohl Fatlp und Faalp/Faadp und somit ein
funktioneller Importkomplex fiir FAs vorliegen sollte (Berlepsch et al., 2012). Ebenso verhielt
sich der mittels FAT1 komplementierte Afatl Stamm. Diese Resultate sollten in Zukunft
durch weitere Analysen untersucht und bestatigt werden. Der Versuchsansatz unterschied
sich in dieser Arbeit vergleichend zu Berlepsch et al. (2012) hinsichtlich des verwendeten
Hefeexpressionsvektors. In dieser Arbeit wurde der Hefeexpressionsvektor pDR195 mit dem
Promotor pPMA1 verwendet, Berlepsch et al. (2012) verwendeten den Hefevektor pDR-GW-
eGFP von Loqué et al. (2007), der allerdings ebenfalls auf einem pDR195 Vektorriickgrat
basiert. Somit sollten mogliche Unterschiede in der Sensitivitdt gegenliber a-Linolensdure
ausgeschlossen sein, die von der Menge an exprimiertem Protein abhangen. Nicht
auszuschlieBen ist allerdings, dass sich FAX-Proteine in ihrer FA-Transporteffizienz und
Spezifitat flr a-Linolensdure zu Fatlp unterscheiden, und so mit FAX-Proteinen

transformierte Hefen sensitiver und moglicherweise schneller auf die Anwesenheit von a-
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Linolensdure reagieren. Dies unterstitzend, konnte gezeigt werden, dass durch
Transformation des wildtypischen Stammes mit einem Fettsduretransporter aus
Synechocystis die Sensitivitat gegeniliber a-Linolensdaure nochmals gesteigert werden konnte
(Berlepsch et al., 2012).

Alternativ kdnnte die Beteiligung am Fettsdaure-Transport von FAX-Proteinen auch mittels
eines positiven Wachstumsassays (Zou et al., 2003), wie bereits fiir FAX1 durchgefiihrt (Li et
al., 2015), nachgewiesen werden. Die Hefe-eigene Fettsaure-Synthese wird mittels Cerulenin
inhibiert und das Medium mit Fettsdauren supplementiert. Hefezellen, die ein funktionelles
FA-Importsystem besitzen, kénnen wachsen. Das ausbleibende Wachstum und somit der
Import von Fettsauren konnte fur Afatl und Afaal/4 Deletionsstimme mittels Einbringens
der jeweiligen Proteine wiederhergestellt werden (Zou et al.,, 2003). Auch FAX1 konnte so
Afatl positiv Hefen komplementieren. Weiterhin kénnte in diesem Assay, wie bereits fir
FAX1, die Substratspezifitdit der FAX-Proteine untersucht werden. Fir FAX1 konnte eine
hohere Spezifitat fur Palmitinsdure (C16) als fiir Olein- (C18:1) und Stearinsdure (C18:0)
gezeigt werden. Die Spezifitat fiir a-Linolensdure, welche in Pflanzen nicht aus den Plastiden
exportiert wird, war vergleichbar mit Olein- und Stearinsadure (Li et al., 2015).

5.4 Die physiologische Rolle der FAX-Proteine in Pflanzen

Innerhalb der Proteine der FAX-Familie konnte dem Protein FAX1, lokalisiert im IE der
Chloroplasten, bereits eine Bedeutung in Prozessen, wie Biomassenproduktion, Bildung der
Pollenzellwand, Pollenkeimung und TAG-Bildung in Samen zugeordnet werden (Li et al.,
2015; Tian et al., 2018; Zhu et al., 2020; Bugaeva et al., 2021). Um nun auch die Proteine der
FAX-Familie FAX4, FAX5, FAX6 und FAX7 funktionell und beziglich ihrer Rolle im Fettsdure-
/Lipidhaushalt der Pflanze zu charakterisieren, erfolgten in dieser Arbeit vergleichende
Lokalisationsstudien der Proteine, sowie phanotypische Analysen, Segregations- und
Expressionsanalysen von FAX-Mutanten in Arabidopsis. Die Proteine FAX2 und FAX3 wurden
im Rahmen der Experimente zur Dissertation von Wassilina Bugaeva (AG Philippar, UdS,
Saarbriicken) behandelt und zur Publikation eingereicht (Bugaeva et al., 2021). Zur Funktion
von FAX2 und auch von FAX4 erschienen weiterhin folgende Publikationen: Tian et al. (2019)
und Li et al. (2020).

Um die Lokalisation der Proteine FAX4-FAX7 zu adressieren wurden zusatzlich zu GFP-
Targeting Experimenten in Pflanzen auch in vitro Imports in Mitochondrien und Mikrosomen
von Hefezellen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich aber, dass FAX5-FAX7 bereits vor dem
Import, vermutlich aufgrund der Hydrophobizitdat ihrer Tmemb_14 Domaine, Aggregate
bildeten. FAX4 hingegen aggregierte, vermutlich aufgrund seiner verlangerten, nicht-
hydrophoben N- und C- Termini, die ein Gleichgewicht zu den hydrophoben Bereichen
darstellten, nicht. Bezliglich FAX4 konnte in Hefe weder ein Import in Mitochondrien, noch in
Mikrosomen beobachtet werden.
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Das Protein FAX4

Kirzlich konnte FAX4 von Li et al. (2020) mittels GFP-Targeting in den Hillmembranen von
Arabidopsis  Chloroplasten lokalisiert werden, was durch stabil transformierte
Arabidopsispflanzen (Janick Peter, AG Philippar, UdS, Saarbriicken) bestatigt werden konnte.
Hierflr spricht auch die fir FAX4 vorhergesagte chloroplastidare Lokalisation nach
Aramemnon (AramLocCon; Schwacke et al., 2003) und die Transitpeptid-Vorhersage nach
ChloroP (Emanuelsson et al., 1999). Innerhalb dieser Arbeit konnten mittels GFP-Targeting
von FAX4 in Tabakepidermiszellen zwar ringformige GFP-Signale, ahnlich zu FAX1 (Li et al.,
2015) detektiert werden, jedoch kolokalisierten diese nicht deutlich mit den Chloroplasten.
Da das Protein FAX4 nicht im Tabakgenom codiert ist, konnte das Proteintargeting und somit
die subzelluldre Lokalisation in Tabak fiir FAX4 nicht funktioniert haben. Um die Bedeutung
von FAX4 wahrend der pflanzlichen Entwicklung zu untersuchen wurden RNAi und T-DNA-
Linien charakterisiert und phanotypisiert. Alle FAX4-RNAi-Linien wiesen einen reduzierten
Transkriptgehalt von FAX4 auf. In Pflanzen wird RNA |Interferenz (RNAi) als
Verteidigungsmechanismus gegen Viren, aber auch regulatorischer Prozesse endogener
Gene angesehen. Das Schlisselprinzip von RNAI ist die Produktion einer Doppelstang-RNA
(dsRNA), die homolog zum Zielgen ist und mittels des Enzym Dicer zu siRNAs (small
interfering RNAs) abgebaut wird. Diese siRNAs binden an den Endonuklease-enthaltenden,
RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC), welcher dann aufgrund der Homologie die Ziel-
RNA abbaut (Matthew, 2004). Innerhalb der FAX4-RNAi Linien, sowie in den untersuchten
Geweben unterschied sich der RNAi bedingte Effekt auf den FAX4 Transkriptgehalt. Da die
Insertion des RNAi-Konstrukts in das Genom von Arabidopsis ungerichtet stattfindet, ist der
Integrationslokus in jeder Linie unterschiedlich. Ausgehend davon kann die Expression des
RNAi-Kontruktes von regulatorischen Elementen lokusbedingt, und somit die Reduktion im
Transkriptgehalt von FAX4, variabel sein. AuBerdem kann diese Regulation in verschiedenen
Geweben variieren. Dass gerade in Bliten ein weniger starker RNAi-Effekt beobachtet
werden konnte, kann im verwendeten 35S Promotor begriindet liegen. Hier wurde gezeigt,
dass dieser in Antherengewebe und Pollen keine oder eine reduzierte Aktivitdt aufweist
(Wilkinson et al., 1997). Somit wird das RNAi-Konstrukt in Teilen der Blite vermindert oder
nicht exprimiert. Der beobachtete Phanotyp der FAX4-RNAi Linien war in allen untersuchten
Linien unterschiedlich ausgepragt und korrelierte nicht immer mit der ermittelten Menge an
FAX4 Transkript. Weiterhin konnte die in dieser Arbeit als fax4-3 Knockout-Mutante
charakterisierte und phanotypisierte T-DNA-Insertionslinie GK-930EQ7 den Phanotyp in den
FAX4-RNAi Pflanzen nicht bestdtigen. Die fax4-3 Mutanten zeigten unter keinen der
untersuchten Bedingungen einen phanotypischen Unterschied im Vergleich zum Wildtyp.
Dies lasst darauf schlieBen, dass der beobachtete Phanotyp innerhalb der FAX4-RNAi Linien,
nicht im Knockdown von FAX4 begriindet liegt, sondern wahrscheinlich auf einen
unspezifischen Nebeneffekt zuriickzufiihren ist. Es konnte gezeigt werden, dass wahrend der
Verwendung von RNAi-Konstrukten unspezifische Effekte auftreten kdnnen, die oft als Off-
Target-Gen-Silencing bezeichnet werden. Dieses unbeabsichtigte Gen-Silencing kann zu
falschen Schlussfolgerungen in RNAi-Experimenten fihren, die darauf abzielen, die
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funktionelle Rolle eines bestimmten Zielgens in Pflanzen zu untersuchen (Senthil-Kumar und
Mysore, 2011).

Obwohl fax4-3 Mutanten innerhalb dieser Arbeit keinen auffilligen Phanotyp zeigten,
zeigten Li et al. (2020), dass FAX4 und FAX2 spezifische FA Transporter innerhalb der TAG
Biosynthese im Samen darstellen. Zum einen waren FAX2 und FAX4 wahrend der
Embryonalentwicklung im Samen, gerade in der Saatfiillphase (seed-filling stage), spezifisch
exprimiert. In diesem Stadium werden TAGs schnell synthetisiert. Zum anderen wiesen
sowohl fax2 und fax4 Einzelmutanten, als auch fax2/4 Doppelmutanten einen Phanotyp im
Samen auf (Li et al, 2020). Diese Daten sind allerdings insbesondere beziiglich eines
Knockouts von FAX2 und FAX4 in Frage zu stellen: (i) Bei beiden verwendeten Linien
SALK_135883 und SAIL_671_DO03 inseriert die T-DNA jeweils im 5"UTR von FAX2 und FAX4.
Ein Knockout beider Gene wurde von Li et al. (2020) allerdings nur auf RNA-Ebene Uber eine
semi-quantitative RT-PCR gezeigt. (ii) Die in Li et al. (2020) als fax2 Knockout-Mutante
verwendete T-DNA-Linie SALK_135883 konnte von Tian et al. (2019) mittels qRT-PCR nicht
als Knockout verifiziert werden. Die T-DNA Insertion im 5’'UTR von FAX2 fihrte lediglich zu
einer Reduktion des Transskriptgehaltes. (iii) Hinzu kommt, dass von den drei, in der
vorliegenden Arbeit untersuchten, T-DNA-Linien bezliglich der Insertion in FAX4, nur die
Linie fax4-3 (GK-930E07) mit einer Insertion im ersten Exon von FAX4 als Knockout bestatigt
werden konnte. Bei den beiden anderen T-DNA-Linien (fax4-1: SAIL 788 B10 und
fax4-2: SAIL_1176_CO06) handelte es sich, wie in der von Li et al. (2020) verwendeten Linie
SAIL_671_D03 um eine Insertion im 5’-UTR-Bereich des FAX4 Genes. In beiden Fallen konnte
flr fax4-1 und fax4-2 kein transkriptioneller Knockout von FAX4 nachgewiesen werden. Dies
|asst darauf schlieen, dass eine Insertion im 5°-UTR Bereich keinen entscheidenden Einfluss
auf die Reduktion der FAX2 und FAX4 Transkripte hat. Somit kdnnte es sein, dass die von Li
et al. (2020) publizierten Daten nicht auf einem tatsachlichen Knockout der Proteine
beruhen und die funktionellen Rickschlisse fir die Rolle von FAX2 und FAX4 in Frage
stellen. Des Weiteren ist nicht geklart, ob FAX4 in der IE von Plastiden lokalisiert ist und
warum dieses Protein evolutionar nicht konserviert ist.

Aufgrund der vorliegenden Expressionsdaten (Arabidopsis eFP Browser, Winter et al., 2007),
in denen FAX4 wahrend der Embryonalentwicklung und im Samen stark exprimiert wird, und
der Hochregulierung von FAX4 Transkripten in fax2 Knockoutpflanzen (Bugaeva et al., 2021)
kann ein moglicher funktioneller Zusammenhang von FAX2 und FAX4 allerdings nicht
ausgeschlossen werden. Tian et al, (2019), konnten At-FAX2 eine Rolle im Fettsdureexport
aus Chloroplasten in Samen zuordnen und phylogenetische Analysen lassen FAX2 evolutiv als
Samenpflanzenspezifisch vermuten (A. Banguela, K. Philippar, unveroffentlicht; Bugaeva et
al., 2021). Es kdnnte also sein, dass vor allem in Samen FAX2 und FAX4 im Fettsdure-Export
aus den Chloroplasten wichtig sind und in einigen Pflanzenspezies zusammen oder
komplementar agieren. Ein Import der Fettsauren ins ER im Samen kénnte dann {iber den
ABC-Transporter ABCA9 erfolgen (Theodoulou et al.,, 2015; Hwang et al., 2016; Kim et al.,
2013).
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Das Protein FAX7

Das Protein FAX7 ist in Membranen des sekretorischen Syntheseweges vorhergesagt, wobei
flr FAX7 auch eine mitochondrielle Lokalisation moglich ist (Aramemnon, Schwacke et al.,
2003). Brugiére et al. (2004) und Duncan et al. (2011) konnten FAX7 im Proteom der duBeren
Membranen von Mitochondrien in Arabidopsis detektieren, jedoch konnte Duncan et al.
(2011) in der gleichen Publikation mittels GFP-Targeting in Arabidopsis-Zellkulturen eine
generelle Lokalisation von FAX7 in Mitochondrien ausschlieBen. Mittels GFP-Targeting in
Tabak und in stabil transformierten Arabidopsis Pflanzen, konnte, in Zusammenarbeit mit Dr.
Melanie Krebs und Dr. Upendo Lupanga, Universitdat Heidelberg, auch in der vorliegenden
Arbeit keine Kolokalisation des Proteins FAX7, vergleichend mit den beiden
Mitochondrienmarkern OM64 (Schweiger et al., 2012) und MitoBlue (Sanchez et al., 2014)
gezeigt werden. Sowohl in Tabakepidermiszellen, als auch in stabil transformierten
Arabidopsis Pflanzen konnte fiir FAX7 mittels GFP-Targeting eine mogliche Lokalisation im
ER, vergleichend zu den Markerproteinen TPR7 (Schweiger et al., 2012) und VMA12 (Jackson
und Stevensen 1997) gezeigt werden. In stabil transformierten Arabidopsis Pflanzen
kolokalisierte FAX7, sowohl mit N- als auch mit C- terminalem GFP, partiell mit dem ER-
Marker VMA12. AuBerdem konnte eine partielle Kolokalisation mit der V-ATPase
Untereinheit VHA-al, die im TGN und friihen Endosomen lokalisiert (Lupanga et al., 2020)
ist, gezeigt werden. Da FAX7 nicht mit dem Endozytosemarker FM4-64 (van Gisbergen, 2008)
kolokalisierte und nicht sensitiv gegeniber Brefeldin A war, konnte eine mogliche
Lokalisation im TGN und friihen Endosomen nicht bestatigt werden. In der vorliegenden
Arbeit konnte die Lokalisation von FAX7 entlang des sekretorischen Weges also nicht klar
eingegrenzt werden, allerdings lokalisierte FAX7 in definierten punktférmigen oder
vesikelartigen Strukturen, die partiell mit ER Markern kolokalisierten. Fiir das Protein UBXDS,
welches zu einer Unterfamilie von Hairpin-Proteinen zahlt, die in Membranen des ER und in
LDs (Lipid Droplets, Lipidtropfchen) lokalisieren, konnten direkt nach der Proteinsynthese
dhnliche punktformige Fluoreszenzsignale detektiert werden (Schrul und Kopito, 2016).
Diese Signale kolokalisierten ebenso nur partiell mit den ER-Markern Calreticulin und
Calnexin und nicht mit LDs. Es konnte gezeigt werden, dass UBXD8 in definierte ER-
Subdomanen integriert und moglicherweise von hier aus im ER und dann in LDs verteilt wird.
Es ist also nicht auszuschlieRen, dass auch FAX7 in bestimmten Subdomédnen des ERs
lokalisiert ist und ausgehend von hier in die einschichtige Phospholipidhiille der LDs
integriert wird. Analog zu Schrul und Kopito (2016) konnten Insertionsanalysen in
Mikrosomen oder Liposomen, sowie Ko-lokalisations- und Interaktionsexperimente mit LDs
Aufschluss (iber eine mogliche Funktion von FAX7 geben. Ebenfalls dhnlich zu den GFP-
Signalen von FAX7, erscheinen Peroxisomen oder peroxisomale Proteine im GFP-Targeting in
Arabidopsis als punktformige Strukturen (Mano et al., 2002), weshalb eine Lokalisation von
FAX7 in Peroxisomen erganzend z.B. mittels GFP-Targeting untersucht werden sollte.
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Phanotypische Analysen der fax7-2 Knockout-Mutante wiesen im Wesentlichen keine
Besonderheiten auf. Eventuell wird die Funktion von FAX7 durch andere Proteine im
sekretorischen Weg ersetzt. Hier konnte die Charakterisierung der in dieser Arbeit erstellten
fax5/fax7 und fax6/fax7 Doppelmutanten maogliche Riickschlisse auf die Funktion von FAX7
im pflanzlichen System erlauben. Eine weitere Moglichkeit ware eine fax3/fax7
Doppelmutante, da FAX3 und FAX7 phylogenetisch einer Gruppe zuzuordnen waren.
Zusammenfassend kann darauf geschlossen werden, dass FAX7 als Protein, im Vergleich zu
FAX1, nicht direkt am Fettsauretransport beteiligt ist, sondern eher eine akzessorische Rolle
einnimmt und beim Transport der Fettsduren oder Lipide liber die ER-Membran helfen
kdnnte. Oder in Bezug auf das Membrankrimmende-Modell der FAX-Proteine, durch andere
FAX-Proteine induzierte Membranbiegungen erkennt und interagiert.

Die Proteine FAX5 und FAX6

Die Proteine FAX5 und FAX6 stellen in Arabidopsis vermutlich Isoformen mit
komplementaren Funktionen dar. In Tabak (GFP-Targeting) waren beide Proteine im ER
lokalisiert. Eine Lokalisation in Mitochondrien konnte wie fliir FAX7 ausgeschlossen werden.
In stabil transformierten Arabidopsis-Linien zeigte sich im GFP-Targeting eine veranderte
Lokalisation abhdngig vom Ort des GFP-Konstrukts. So kolokalisierten N-terminale
GFP-FAX5/6 Konstrukte mit dem ER Marker VMA12 (Jackson und Stevensen 1997), C-
terminale FAX5/6-GFP Konstrukte allerdings nicht. Das Protein GFP koénnte hier aufgrund
seiner GroRe beim Targeting innerhalb der Zellen einen Einfluss haben oder ein Targeting-
Signal maskieren und fiir einen Verbleib der Proteine im ER fiihren. Fir FAX5 und FAX6 mit
C-terminalen GFP konnte in dieser Arbeit eine Kolokalisation mit VHA-al (Lupanga et al.,
2020), einer V-ATPase Untereinheit, die im TGN/EE lokalisiert, gezeigt werden. Des Weiteren
kolokalisierten FAX5/6 mit dem Endozytosemarker FM4-64 (van Gisbergen, 2008) und
zeigten eine Sensitivitdt gegenliber dem Endozytose-Inhibitor Brefeldin A (BFA). Brefeldin A
wird in Analysen zum Vesikeltransport verwendet und induziert die Bildung von BFA-
Kompartimenten oder BFA-K6rpern, die aus Anhdufungen von Golgi-Kérpern und/oder
Trans-Golgi-Netzwerken (TGN) oder deren Resten bestehen (Wang et al., 2002b; Foissner et
al., 2020). FAX5/FAX6-GFP Signale kolokalisierten mit diesen BFA-Kompartimenten, was
dafur sprechen konnte, dass FAX5 und FAX6 auch im Trans-Golgi-Netzwerk oder frihen
Endosomen lokalisiert sind. Unterstiitzt werden diese Ergebnisse auch durch Motive in der
Aminosauresequenz von FAX5/6. So besitzen FAX5 und FAX6 am C-terminalen Ende ein
konserviertes ,KAE“  Motiv, &dhnlich dem in Pflanzen bekannten Golgi-
Membranretensionssignal ,KXE/D. Das ,KXE/D“ Motiv konnte bereits in Arabidopsis im
Endomembranprotein EMP12 als Retensionssignal fir den Golgi-Apparat, also friihen
sekretorischen Syntheseweg, identifiziert werden. Zusatzlich ist das Motiv ist in
eukaryotischen Endomembran-Proteinen hochkonserviert und zusatzlich in hunderten
anderer Proteine mit unbekannter subzelluldrer Lokalisation und Funktion vorhanden (Gao
et al.,, 2014). AuBerdem konnte C-terminal unmittelbar nach der 4. Helix von FAX5/6, ein
LYVYKIAA® Motiv, konserviert als , YXYKIA“, identifiziert werden. Es konnte sich hierbei

durchaus um eine Variation eines Tyrosin-basiertes Sortiersignals (Tyrosine based sorting
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motif) handeln. Typisch fiir Motive dieser Art ist ein kritischer Tyrosinrest innerhalb von
Sequenzabfolgen wie , YXX@“ oder ,NPXY“, wobei X durch jede Aminosaure und @ durch
Aminosdauren mit einer groflen, hydrophoben Seitenkette, wie Tryptophan, Phenylalanin
oder Tyrosin reprasentiert werden konnen. Motive der Art ,YXX@“ konnten bereits in
zytosolischen Domanen aller Typen von Transmembranproteinen identifiziert werden und
stehen im Zusammenhang mit dem Proteintargeting in Endozytose-Kompartimente oder
Kompartimente des spaten sekretorischen Syntheseweges (Bonifacino und Traub, 2003;
Bonifacino und Dell'Angelica, 1999). Aufgrund der gleichen Resultate bezlglich der
Lokalisation von FAX5 und FAX6, kann wiederum bekraftigt werden, dass es sich um
Isoformen handelt (Knnel et al., 2019).

Obwohl FAX6 kein vorhergesagtes chloroplastidares Transitpeptid (ChloroP, Emanuelsson et
al., 1999) besitzt, lokalisierten kirzlich Huang et al. (2021), FAX6 aus Raps (Brassica napus),
mittels N-terminalem GFP-Targeting im Chloroplasten. Die dort gezeigten GFP-Signale in
SchlieRzellen der Epidermis von transient transformierten Tabak-Blattern zeigen allerdings
kein distinktes, Ublicherweise ringformiges Signal wie fiir Hillmembranproteine Ublich und
flir FAX1, FAX3, FAX4 gezeigt (Li et al., 2020; Bugaeva et al., 2021), sondern ein schwaches
diffuses Signal, das Uber die gesamte Flache der Chloroplasten verteilt ist. Da auch keine
weiteren Positiv- oder Negativ-Kontrollen untersucht wurden, handelt es sich bei diesen
Signalen mit groBer Wahrscheinlichkeit um eine Uberlagerung der Chlorophyll-Fluoreszenz
in den GFP-Emissionskanal. Ein Problem das hinlanglich bekannt ist. Da FAX6 in Brassica
napus eine hohe Sequenzdhnlichkeit zu At-FAX6 (Huang et al., 2021) aufweist, ware daher
ebenso von einer Lokalisation im sekretorischen Weg auszugehen.

Unterstitzt wird die These, dass FAX5 und FAX6 eine redundante Funktionen innerhalb der
Pflanze haben weiterhin dadurch, dass sowohl fax5 als auch fax6 Einzel-Knockout-Mutanten
in Arabidopsis in dieser Arbeit keinen veranderten Phanotyp vergleichend zum Wildtyp
zeigten. Mit den Analysen von fax5/fax6é Doppel-Knockout-Mutanten konnte gezeigt
werden, dass sich FAX5 und FAX6 vermutlich funktionell komplementieren kénnen, denn
Doppelmutanten der beiden Gene zeigten einen auffdlligen Phdanotyp dhnlich zu faxl
Knockout-Mutanten (Li et al, 2015). Neben der verringerten Biomasse, reduziertem
Wachstum und verzogerter Ausbildung von Infloreszenzen, konnten in fax5/faxé Doppel-
Knockout-Mutanten verkiirzte Antheren und eine mannliche Sterilitat, somit Defekte in der
Pollenentwicklung und der Produktion von Nachkommen, beobachtet werden. Diese
Ergebnisse sollten zukiinftig in einer erneuten Phanotypisierung und mittels Quantifizierung
bestatigt werden. Des Weiteren segregierten fax5/fax6 Mutanten, in denen ein Gen
heterozygot und ein Gen homozygot vorlag, respektive fax5/fax6é he/ho und fax5/fax6
ho/he, dhnlich zu fax1 Knockout-Mutanten nicht nach Mendel, sondern nur zu 4,7 —= 6 % in
homozygote Nachkommen beider Gene. Da in fax5/fax6 Mutanten, ebenso wie in fax1
Mutanten, eine Veranderung im Lipidhaushalt zu erwarten wéare, wurden
Gesamtlipidextrakte aus Rosettenblattern isoliert und fiir eine ausstehende Lipidanalytik
versendet (AG Prof. Dr. Peter Dormann, Universitdt Bonn). In fax1 Knockout-Mutanten

konnte vergleichend zum Wildtyp ein hoherer Anteil an ER-gebildeten Lipiden und eine
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Senkung an plastiddren Lipiden gezeigt werden (Li et al, 2015). Ebenso waéren
Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Antheren und Pollen sinnvoll, um zu Gberprifen,
ob in fax5/fax6é Mutanten ebenso wie in faxI Mutanten Defekte im &duReren
Pollenzellwandaufbau vorliegen. In fax1 Knockout-Mutanten fehlt die den Pollen
aufgelagerte Exinschicht, bestehend aus Sporopollenin, und die Pollenhiille aus Tryphin. Dies
fuhrt zu einem Verkleben der Pollen innerhalb der Antheren und dem Ausbleiben der
Narbenbefruchtung (Li et al., 2015). Beide Schichten bestehen aus komplexen Biopolymeren,
die aus FA-Derivaten und Lipiden gebildet werden. Diese Bausteine kommen urspriinglich
aus den Tapetumzellen der Antheren (Ariizumi und Toriyama, 2011). FAX1 kdnnte also im
Fettsdaure-Export aus Plastiden innerhalb der Tapetumzellen eine Rolle spielen (Li et al.,
2015). Zhu et al. (2020) konnten kiirzlich zeigen, dass in Arabidopsis der durch FAX1
vermittelte Fettsdureexport aus Chloroplasten erforderlich fiir die transkriptionelle
Regulation der Antherenentwicklung und Bildung der Pollenzellwand sein kdnnte. Des
Weiteren scheint FAX1 essentiell fir die Pollenentwicklung und die Ausbildung eines
Keimschlauches in Arabidopsis zu sein (Bugaeva et al., 2021). FAX1 war wahrend der
Pollenentwicklung, vor allem in Stadien der Pollenzellwandbildung und Anreicherung von
LDs im Pollenkorn, das am hochsten exprimierte plastidare FAX-Protein. In spateren Stadien
der Pollenentwicklung konnte eine Hochregulierung der Transkriptlevel der FAX-Proteine
FAX5 und FAX6 gezeigt werden. Weiterhin konnte FAX1 unter den Genen identifiziert
werden, die in Expressionsanalysen von Qin et al. (2009) wahrend der Pollenkeimung
hochreguliert wurden. Auch im Pollenkeimschlauch zeigten Expressionsanalysen eine
differentielle Expression des FAX1 Genes, welche mit dem Expressionsprofil von FAX6
korrelierte (Bugaeva et al., 2021). Wahrend der Pollenschlauchkeimung konnte ein starker
Anstieg an FAX5 Transkript beobachtet werden. Bugaeva et al. (2021) schlussfolgerten, dass
die Genexpression von FAX1 und FAX6 durch Pistil-Pollen-Interaktionen reguliert werden
konnte, wahrend die Regulation des Genes FAX5 vermutlich generell wahrend der Bildung
des Pollenkeimschlauches wichtig ist. Die Proteine FAX5/6 konnten also eine dhnliche Rolle
wie das Protein FAX1 haben und den Fettsdure- oder Lipid-Transport in Membranen des
sekretorischen Weges ermdglichen oder regulieren.

Zusammenfassend konnte in allen untersuchten Einzel-Knockout-Mutanten der FAX-Proteine
FAX4-7 kein Phanotyp im Vergleich zum Wildtyp unter Standardbedingungen beschrieben
werden. Nicht auszuschlieBend ist, dass Experimente mit Stressfaktoren, wie Hitze/Kalte
oder Nahrstoffmangel, beispielsweise Phosphat, in einem Phanotyp resultieren wirden. So
konnte die Rolle von FAX4 und FAX7 in der pflanzlichen Entwicklung nochmals genauer
betrachtet werden. Die Analysen der fax5/fax6 Doppel-Knockout-Mutanten wiesen einen
dhnlichen Phanotyp wie fax1 Knockouts, beschrieben von Li et al., 2015, auf. Es konnte also
ein moglicher Zusammenhang im Transportweg der Fettsduren/Lipide uber die
Fettsauretransporter FAX1 und FAX5/6 bestehen. Wobei FAX1 eine Rolle im Export aus
Plastiden und FAX5/6 im Fettsdure/Lipidtransport in Membranen des sekretorischen
Syntheseweges tibernehmen koénnte.
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5.5 FAX1 und FAX5/6 — Transporter im selben Stoffwechselweg!?

In dieser Arbeit konnte mittels vergleichenden Sequenzanalysen, einem funktionellen
Komplementationsassay in Hefe und der Charakterisierung von Knockout-Mutanten in
Arabidopsis untermauert werden, dass FAX1 und FAX5/6 vermutlich dhnliche Rollen im
Fettsdure- oder Lipidtransport einnehmen, moglicherweise im selben Stoffwechselweg
eingebunden sind und einen ahnlichen Funktionsmechanismus hinsichtlich Membran-
krimmender  Eigenschaften aufweisen konnten. Expressionsanalysen in  faxl
Knockout-Mutanten zeigen eine Hochregulierung der FAX5/6 Transkripte (Bugaeva et al.,
2021), was zusammen mit den Expressionsdaten der Pollenentwicklung und -
schlauchkeimung andeutet, dass die Gene koreguliert sind. Hierbei ist FAX1 fir den
Fettsaure-Transport aus den Plastiden verantwortlich (Li et al., 2015), wahrend FAX5/6 am
Import und Export von Fettsduren/Lipiden am ER helfen kdonnten. Weiterhin deutet die
Lokalisation von FAX5/6 im Trans-Golgi-Netzwerk und friihen Endosomen auch darauf hin,
dass diese Proteine beim Vesikeltransport vom ER zur Plasmamembran beteiligt sein
konnten. Ebenso moglich ware fur FAX5/6 daher eine dhnliche Funktion, wie bei den bereits
beschriebenen Golgi-assoziierten ArfGAP Proteinen, die Membranbiegungen erkennen und
an der Bildung von Transportvesikeln beteiligt sind (Drin et al., 2007; McMahon and Mills
2004). Briix et al. (2008) konnten zeigen, dass die vakuolare H(+)-ATPase (V-ATPase) nicht
nur den Turgordruck und die Zellwandsynthese zu regulieren, sondern auch eine wichtige
Funktion im TGN (bernehmen koénnte, und die Synthese und den Transport von
Zellwandkomponenten beeinflusst. Der Verlust der ATPase-Untereinheit VHA-al, die die
Lokalisation der V-ATPase in Membranen des TGN oder EEs ermdglicht (Lupanga et al.,
2020), resultierte wie auch der Verlust der Proteine FAX5/6 in einem mannlich-sterilen
Phanotyp der Mutationslinien in Arabidopsis (Brux et al., 2008). FAX5/6 konnten als den
vesikuldaren Transport von Molekilen, wie Vorstufen von Wachs, Kutin und
Sporopollenin/Tryphin, vom ER zur Plasmamembran ermdoglichen oder daran beteiligt sein.
Diese Schlussfolgerung konnte erste Hinweise (ber den bislang ungeklarten
Transportmechanismus dieser Molekile zur Plasmamembran ermoglichen. Somit ist
aufgrund des mannlich-sterilen Phanotyps von fax5/fax6 Doppel-Knockout-Mutanten am
wahrscheinlichsten, dass FAX5/6 eine Rolle wahrend der Bildung der Pollenzellwand im
sekretorischen Weg einnehmen.

Auch widre es denkbar, dass FAX5/6 bei der Bildung von Lipidtropfchen, TAG
Speicherorganellen, eine Rolle spielen. Lipidtropfchen (Lipid Droplets, LDs) entstehen durch
Abknospung der duReren ER-Membranschicht und sind von einer Phospholipid-Monoschicht
umgeben (Olzmann und Carvalho, 2019). Die Bildung von LDs durchlauft vier Prozessstufen:
Keimbildung, Wachstum, Knospung und Abloésung (Thiam und Foret, 2016). Bei der
Keimbildung entsteht eine neutrale Lipidlinse innerhalb der Membrandoppelschicht
(Khandelia et al., 2010; Choudhary et al., 2015). Dieser Prozess konnte abhangig von der
Modellierung der lokalen Lipidkomposition innerhalb der Membran oder biophysikalischer
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Eigenschaften wie Krimmung, Oberflachenanziehung oder gar Membranbiegung sein
(Chorlay et al., 2018 und 2019; Choudhary et al., 2018; M’barek et al., 2017; Zanghellini et
al., 2010). Eine Interaktion von LDs, nach Abknospung vom ER, und Proteinen mit
hydrophoben Domanen oder mit amphiphilen a-Helices konnte ebenso gezeigt werden
(Dhiman et al., 2020). Viele ER Proteine kénnen eine Membranbiegung an ER Membranen
initiieren. Retikulone, auch in Pflanzen, besitzen beispielsweise C-terminal zwei hydrophobe
Regionen verbunden mit einer hydrophilen Schlaufe (Reticulon Homology Domain (RHD))
und integrieren asymmetrisch, wodurch sie Membranbiegung und Tubulation im ER
auslosen (Renvoise et al., 2016; Falk et al., 2014; Klemm et al., 2013; Yang und Strittmatter,
2007). Generell ER-lokalisiert, konnte Retikulonen aber auch eine Rolle im ER-Golgi-
Transport, Vesikelbildung und Membranmorphogenese zugeordnet werden (Yang und
Strittmatter, 2007). Ahnlich wie bei FAX-Proteinen sind die terminalen Regionen der
Retikulone im Gegensatz zur RHD wenig bis nicht konserviert (GrandPré et al., 2000). Die
FAX-Proteine FAX5/6 konnten also durch Membran-krimmende Eigenschaften oder die
Erkennung von gebogenen Membranen bei Prozessen wie Transport Glber Membranen des
sekretorischen Syntheseweges, Vesikelbildung oder -—transport, und Bildung von
Lipidtropfchen initiierende oder stabilisierende Funktionen einnehmen.

AbschlieBend ergibt sich folgendes Transportmodell fir die FAX-Proteine in der pflanzlichen
Zelle (Abb. 42): Freie FAs werden liber die plastidare IE mittels FAX1 exportiert (Li et al.,
2015). In vegetativen Geweben erfolgt dies vermutlich mit der Hilfe von FAX3, der in fax1
Knockout-Linien den Verlust von FAX1 in der Entwicklung vom Keimlings- zum
Rosettenstadium ausgleichen kann (Bugaeva et al., 2021). FAX2 und moglicherweise FAX4
spielen eine Rolle in Samen (Tian et al., 2019; Li et al., 2020).
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Abb. 42: Schematisch vereinfachte Darstellung der Fettsaure/Lipid-Transportwege innerhalb
der pflanzlichen Zelle vermittelt durch FAX-Proteine. FFA: free fatty acids / freie Fettsauren. FAX1-
7: Fatty Acid Export 1-7. LACS: Long-Acyl-CoA-Synthethase. IE: inner envelope/innere Huillmembran
des Chloroplasten. OE: outer envelope / &auflere Hullmembran des Chloroplasten. IMS: inter
membrane space / Intermembranraum. ER: Endoplasmatisches Retikulum. Golgi: Golgi-Apparatus mit
cis und trans Seite. EE: early endosomes / frihe Endosomen. PM: Plasmamembran. ??7?:
Transportmechanismen oder —wege / Lokalisation unbekannt. Graue Umrandung: potenzieller Samen-
spezifischer Transportweg. Die Darstellung ist eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit gewonnen
Erkenntnisse erganzend mit der zitierten Literatur.

Als Triebkraft des Fettsaure-Transports wird die vektorielle Acylierung zu Grunde gelegt. Der
hierzu notwendige ATP-abhangige Schritt zu Acyl-CoA erfolgt vermutlich Gber LACS9 an der
OE. LACS Mutanten zeigten einen reduzierten Fettsdure-Gehalt in Samenélen (zur Ubersicht

Li-Beisson et al., 2017). Der Import in das ER zur weiteren Fettsdure/Lipid-Prozessierung,
kdnnte iber den Transporter ABCA9 (Abb. 42, Theodoulou et al., 2015; Hwang et al., 2016;
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Kim et al., 2013) und/oder die FAX-Proteine 5-7 erfolgen. Hierfir spricht auch, dass kurzlich
Cai et al. (2021) zeigen konnten, dass eine gekoppelte Uberexpression von FAX1 und ABCA9
die Bildung von Olen in Samen von Camelina sativa erhéhen konnte. Vermutlich sind
weiterhin die ER-lokalisierten Enzyme LACS 1-4 und LACS 8 beteiligt, die Fettsauren fir die
Bildung von Kutin, Wachs und der Exinschicht von Pollen aktivieren (Jessen et al., 2011; Lu et
al., 2009). Ausgehend vom ER, kénnte ein Transport der lipophilen Vorstufen fir Kutin,
Wachs und die duRere Pollenzellwand tber die FAX-Proteine FAX5/6 im sekretorischen Weg
moglich sein. Entweder sind FAX5-7 direkt am Transport von lipophilen Substanzen (iber die
ER Membran beteiligt oder sie agieren als Membran-krimmende oder -stabilisierende
Proteine im Vesikeltransport zwischen ER und Golgi oder am TGN und frihen Endosomen.
Nachfolgend lGbernehmen dann verschiedene ABC Transporter, die bei Mutation dhnliche
Phanotypen wie fax1 oder fax5/6 auslésen, den Transport von lipophilen Substanzen tGber
die Plasmamembran fir die Bildung der lipophilen Biopolymere auf der Zellepidermis (zur
Ubersicht Kang et al., 2011) oder die Vesikel fusionieren mit ihren Zielmembranen.

Expressionsanalysen zeigen in dieser Arbeit, dass in fax5/fax6é Knockout-Mutanten die
Expression von FAX3 und FAX7 leicht erhoht ist, zusammen mit der Hypothese, dass FAX3
den Verlust von FAX1 partiell kompensieren kann (Bugaeva et al., 2021), konnte auch tber
FAX7 in Membranen des sekretorischen Weges ein zu FAX5/6 alternativer, partiell
kompensierender Transportweg stattfinden.

Nicht auszuschlieRen ist, dass FAX-Proteine aufgrund ihrer moglichen Fahigkeit zur
Membranbiegung oder Stabilisation, helfen kdnnten zwischen Chloroplast und ER einen
ahnlichen Komplex wie den MTL-Komplex (mitochondrial transmembrane lipoprotein) zu
formen und so den Fettsdure/Lipid-Transport Gber die Organellmembranen erleichtern. Ein
Zusammenhang zwischen Chloroplast-ER-Membranverbindung (contact sites) und
Lipidtransport wurde bereits diskutiert (Wang und Benning, 2012a). Sowie bereits FAX7
(Brugiere et al., 2004; Duncan et al., 2011) konnte auch FAX2 in Proteomanalysen isolierter
Mitochondrien detektiert werden (Michaud et al., 2016).
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6 Ausblick

Ein langfristiges Ziel ist es, die Struktur von Proteinen der FAX-Familie aufzuklaren. Mittels
des rekombinant exprimierten Proteins FAX1 in E. coli sind anschlieBende Strukturanalyse
durch NMR, Kryo-EM oder Kristallographie nun moglich. Die Methode kénnte zukiinftig auch
fir andere Transporter der FAX-Familie angewendet werden. Um die Hypothese einer
Membrankrimmenden Funktion der FAX-Proteine zu validieren, kénnten ,Liposomen-
Leakage“-Experimente, wie fiir Mic60 beschrieben (Hessenberger et al., 2017), mit den
rekombinant exprimierten und aufgereinigten FAX-Proteinen durchgefiihrt werden. Auch
waren Interaktionsstudien innerhalb der FAX-Proteine, mit potenziellen Interaktionspartnern
oder Fettsduren/Lipiden moglich, um so weitere Rickschlusse auf den
Transportmechanismus sowie die Funktion und Affinitdt zu Fettsduren/Lipiden der FAX-
Proteine ziehen zu kénnen. Die Rolle innerhalb des pflanzlichen Organismus konnte fiir die
Proteine FAX5/6 mit der ausstehenden Lipidanalytik, sowie einer ausfiihrlichen Betrachtung
der Struktur der Pollen und der Pollenzellwand mittels Elektronenmikroskopie spezifiziert
werden. Mit der Charakterisierung weiterer Doppel- oder Dreifachmutanten kdnnte die
Bedeutung der FAX-Proteine vertieft betrachtet und so auch weitere mogliche
Komplementationseffekte innerhalb der FAX-Proteine analysiert werden. Des Weiteren
konnte die mannliche Sterilitat gezielt mittels Komplementationskonstrukten mit Gewebe-
spezifischen Promotoren in den Antheren umgangen werden, um homozygote fax1 oder
fax5/fax6 Pflanzen zu vermehren, umfassendere Analysen in vegetativen Geweben zu
erlauben und Mehrfach-Knockouts zu generieren. Da fiir FAX1 Uberexpressionslinien bereits
ein vermehrter Gehalt des Speicherlipids TAG erzielt werden konnte (Li et al., 2015), waren
die Uberexpression von FAX1 gekoppelt mit FAX5/6 sicher beziiglich ihres TAG-Gehalts
interessant. Hier kann sogar ein moglicher additiver Effekt entstehen, da nicht nur FAs
vermehrt aus dem Chloroplasten exportiert werden, sondern auch die Steigerung von
Prozessen im spdteren Transportweg moglich ware. Die Modifikation dieser und weiterer
Schlisselproteine in der Fettsdaure- und Lipidhomdostase in Pflanzen, kdnnte zukinftig auch
eine modellierende Rolle in der Bioenergieproduktion spielen.
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7 Zusammenfassung

Fettsduren sind essentielle Bausteine zellularer Lipide und werden in Pflanzen im Stroma der
Plastiden synthetisiert. Der Aufbau von Lipiden kann in Plastiden (prokaryotic pathway) oder
im endoplasmatischen Retikulum (eukaryotic pathway) erfolgen. Das Protein FAX1 (Fatty
Acid Export 1), das in die innere Chloroplastenmembran inseriert und eine essentielle Rolle
im Export von Fettsauren aus Plastiden spielt, besitzt eine Rolle bei der Pflanzenentwicklung,
Biomassenproduktion und Fruchtbarkeit (Li et al, 2015). In Arabidopsis sind sieben
FAX-Proteine bekannt. Sequenzanalysen von FAX1-7 fihrten zur Entwicklung eines neuen
Modells fiir Topologie und Funktion, basierend auf der Membran-krimmenden Eigenschaft
von Proteinen, die amphiphile a-Helices enthalten (Kénnel et al., 2019). GFP-Targeting
Experimente bestatigten eine Lokalisation von FAX5-FAX7 in Membranen des sekretorischen
Weges. Weiterhin wurde die Fettsaure-Transportfunktion der FAX-Proteine mittels eines
funktionellen Transportassays in Hefe nachgewiesen. Eine Charakterisierung von Mutanten
in Arabidopsis zeigte, dass FAX5 und FAX6 als Isoformen in Membranen von ER,
Trans-Golgi-Netzwerk und frihen Endosomen, eine Rolle im gleichen Stoffwechselweg wie
FAX1 in Plastiden spielen konnten. Zudem bildet die Etablierung und Optimierung der
rekombinanten Expression und Proteinaufreinigung von FAX1 in E. coli die Grundlage fir
weitere strukturelle und funktionelle Studien der FAX-Proteine.
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Summary

8 Summary

Fatty acids are essential building blocks of cellular lipids and are synthesized in plants within
the plastid stroma. Assembly of lipids can occur in plastids (prokaryotic pathway) or in the
endoplasmic reticulum (eukaryotic pathway). The fatty acid export protein FAX1 (Fatty Acid
Export 1), which is located in the inner envelope of chloroplasts and is essential for fatty acid
export in plastids, plays an important role in plant development, biomass production and
fertility (Li et al.,, 2015). In A. thaliana seven FAX proteins are known. Sequence analyses of
FAX1-7 lead to a new model on protein structure and function. This model is based on
amphiphilic a-helices-containing proteins and their role in membrane curvature (Kénnel et
al., 2019). GFP-Targeting verified a predicted localization of FAX5-FAX7 in membranes of the
secretory pathway. Further, the transport function of FAX proteins was proven by a
functional transport assay in yeast. A characterization of mutants in Arabidopsis showed that
FAX5 and FAX6, representing isoforms in membranes of ER, Trans-Golgi-Network and early
endosomes, might play a role in the same pathway as the plastidic protein FAX1. Further,
establishment and optimization of the recombinant expression and protein purification of
FAX1 in E. coli set the basis for further structural and functional studies of FAX membrane
proteins.
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Abb. 43: Schematische Darstellung des Hefe-Expressionsvektors pPICZA-GFP (4098 bp).
Dargestellt sind Promotoren, Terminator, Origin of Replication (ori), Resistenzen (Zeocin (BleoR))
sowie Enzymschnittstellen (schwarz) und Primerbindestellen (lila). TEV: Schnittstelle der Protease.
EGFP: Sequenz des eukaryotischen GFPs. Zahlen stellen Position in der Basenabfolge dar.
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Abb. 44: Schematische Darstellung des E. coli — Expressionsvektors pBAD/Myc-His A

(4094pb). Dargestellt sind Promotor, Terminator, Origin of Replicatin (ori), sowie Enzymschnittstellen
innerhalb der multiple cloning site (MCS). Vermittelte Ampicillin-Resistenz. Myc und His-Tag hinter
MCS. Zahlen stellen Position in der Basenabfolge dar betreffend die Version A des Vektors.
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Abb. 45: Coomassie gefarbtes SDS-Gel nach Proteinaufreinigung von FAX1 aus E. coli
Membranen. Ladekontrolle zu Abb. 8, B. 5: Eluat mit 2100mM Imidazol. 6: Eluat mit 250mM Imidazol.
7: Eluat mit 500mM Imidazol. 8: Eluat mit 1M Imidazol. 9: Eluat mit 1M Imidazol zum zweiten Mal.
Marker: FroggaBio BLUelf Prestained Proteinladder, 5ul geladen.
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Abb. 46: Elutionsprofil der Gelfiltration mittels GrdRenausschlusschromatografie des
aufgereinigten FAX1 Proteines. Gezeigt sind Absorptionsspektren bei 280nm (blau) und 254nm
(rot), sowie der Druck innerhalb der Saule (griin). Gemessen wurde in mAU (milli-Absorption-Unit) (Y-
Achse), zur jeweiligen Durchflussrate in ml und der entsprechenden Sammelfraktion des Durchflusses
(A1-E9) (X-Achse).
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Abb. 47: Coomassiegel (A) und Immunoblot (B) der optimierten Proteinaufreinigungsschritte
(reduzierte Menge an Nickelbeads) von FAX1 nach Membranisolation aus E. coli BL21.
Proteinaufreinigungschritte (Saulendurchfluss). 1+2: homogenisierte Membranen nach 1 h Inkubation
mit Ni-NTA-Agarosebeads (pro 50 ml 1 ml Beads). 3: Eluat nach einem Saulenvolumen Waschpuffer
mit 40 mM Imidazol. 4: Eluate nach zwei Séaulenvolumen Waschpuffer mit 20 mM Imidazol. 5: Eluate
mit 100 mM Imidazol. 6: Eluate mit 250 mM Imidazol. 7: Eluate mit 500 mM Imidazol. 8: Eluate mit 1 M
Imidazol. 9: Eluate mit 1 M Imidazol. Marker: ROTI Mark Triocolor prestained, 5ul geladen.
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Abb. 48: Grafische Darstellung der SEC-MALS-Analysen fur DDM-Mizellen (A) und DDM-
Mizellen mit FAX1 (B). Gezeigt sind Berechnung der Molekularen Masse (y-Achse, schwarz),
Messung der Lichtstreuung (LS, rot), Messung der UV-Absorption bei 280 nm (blau) und

Lichtbrechungsindex RI (grin) entsprechend der Zeit in min (x-Achse). Screenshot der
Programmanzeige.
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Abb. 49: Coomassiegel der entsprechenden Fraktionen von DDM-Mizellen mit FAX1 nach SEC-
MALS-Analyse. Aufgetragen wurden Fraktionen von ca. 14 — 20 ml Chromatografiesdulendurchfluss
welche im UV-Absorptionsspektrum bei 280 nm einen Peak aufwiesen. C6-C7: Fraktion entsprechend
14-15 ml, C8-C9: Fraktion entsprechen 15-16 ml, C10-D1: Fraktion entsprechend: 16-17 ml, D3-D6:

Fraktion entsprechend 18-20 ml. Aufgetragen wurden je 20 pl Probe. Marker: FroggaBio BLUelf
Prestained Proteinladder, 5 pl geladen.
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Consensus FAX4:
ELAPVTSAAYGVLLLGGGLFAYSKSGSKGSLFGGLTGSVLMASAYFLTQSPE
TRVLGDTIGFGAAFLFASVFGIRLASSRKPVPAGPLLLLSIGMLSFFVIMAYMHD
SLPAISIPDPLPLP

Consensus FAXT:
MESSMSQKFTLAYASLLGYGGLMGYLKRGSKISLWVAGGGSAALFYYVY TELPGN

PVLASSIGIVGSAALTGMMGSRYLRTRKVWPAGLVSVWSLVMTGAYLHGLIRSS

Abb. 50: Helical Wheel Analysen der vier vorhergesagten a-Helices in der Tmemb_14 Domaéane
der FAX-Proteine FAX4 (A) und FAX7 (B), sowie die erstellten Konsensussequenzen (C). Helical
Wheels wurden mit der NetWheels Software ((M6l et al., 2018) erstellt; Settings: a-helix mit 3.6
Aminosaureresten pro Helixturn). Verwendet wurden die jeweiligen Konsensussequenzen, der
identifizierten pflanzlichen FAX Proteine. Licken in der Konsensussequenz wurden mit der
Arabidopsis Sequenz gefllt (rot). verwendete Aminosaurensequenz der Helices gelb unterlegt.
Aminosauren mit positiver Ladung (rot), negative Ladung (blau), polar, ungeladen (griin), hydrophob
(gelb).
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Abb. 51: Alighment der Sequenzen von FAX7 in unterschiedlichen Landpflanzen. Aminosauren
entsprechend ihrer Position im Praprotein nummeriert, At-FAX7 (At2926240). Konservierte
Aminosaurereste in schwarz (100 %), dunkelgrau (50 %) und hellgrau (25 %). At, Arabidopsis
thaliana; Br, Brassica rapa; Zm, Zea mays. Aminosauren im Einbuchstabencode.
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Abb. 52: Alignment der Sequenzen von FAX4 in unterschiedlichen Landpflanzen. Aminoséuren
entsprechend ihrer Position im Praprotein nummeriert, At-FAX4 (Atlg33265). Konservierte
Aminosaurereste in schwarz (100 %), dunkelgrau (50 %) und hellgrau (25 %). At, Arabidopsis
thaliana; Br, Brassica rapa; Dc,Dacus carota; Fv, Fragaria vesca; Pt, Populus trichocarpa; Pb, Pyrus
bretschneideri; Os, Oryza sativa; Zm, Zea mays; Sm, Selaginella moellendorffii; Pp, Physomitrium
patens. Aminosauren im Einbuchstabencode.
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Abb. 53: Schematische Darstellung des Hefevektors pDR195 (6305 bp). Dargestellt sind
Promotoren, Terminator, Origin of Replicatin (ori), Resistenzen (Ampicillin (Amp) in Bakterien) sowie
Enzymschnittstellen (schwarz) und Primerbindestellen (lila). URA3: vermittelte Uracilsynthese fir
Hefeselektion. Zahlen stellen Position in der Basenabfolge dar.
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Abb. 54: Wachstum von

Flussigmedium. Die ODgg Wurde stiindlich wahrend einer Inkubationszeit von neun Stunden bei 30

Betrachtet wurde das Wachstum von mAt-FAX1/pDR195,

schitteln gemessen.
FAX2/pDR195, FAX3/pDR195, FAX4/pDR195, FAX6/pDR195, FAX7/pDR195, PIC1/pDR195 und

pDR195(-). Der Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar.
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Abb. 55: Wachstumsverlauf der Wildtyp-Kontrollen im Hefeassay. Die ODeoo wurde stiindlich
wahrend einer Inkubationszeit von neun Stunden bei 30 °C unter schitteln gemessen. Das Wachstum
von einem wildtypischen Stamm mit transformierten WT/pDR195, vom fatl Stamm mit
transformiertem FAT1 und vom fatl Stamm mit transformiertem pDR195(-) wurde verfolgt. Der
Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar.
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Abb. 56: GFP-Targeting von FAX5, FAX6 und FAX7 in Blattepidermis von N. benthamiana.
Blatter von N. benthamiana wurden transient mit FAXS5/pK7WGF2, FAX5/pK7FWG2,
FAX6/pK7TWGF2, FAX6/pK7TFWG2, FAX7/pK7TWGF2, FAX7/pK7FWG2 transformiert. Nach zwei bis
drei Tagen wurde die untere Blattepidermis unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Gezeigt
sind reprasentative Aufnahmen. A: Fluoreszenz des Genkonstruktes mit N-terminalem GFP (GFP-
FAX) (Extinktion 488 nm / Emission 500-540 nm). B: Fluoreszenz des Genkonstruktes mit C-
terminalem GFP (FAX-GFP) (Extinktion 488 nm / Emission 500-540 nm). Daten und Abbildung Dr.
Melanie Krebs und Dr. Upendo Lupanga 2021, verandert.
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Abb. 57: Schematische Darstellung des Vektors pH7GWIWG2 (A) und des resultierenden
Hairpin PCR Fragmentes (B) zur Erstellung der RNAi-Mutanten. 35S Promotor. Anstelle des
Introns (orange) wurde ein FAX4 Fragment einkloniert.
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Abb. 58: Nachweis des FAX4-RNAi Konstruktes in den FAX4-RNAi Linien #1 - #7. (A)
Amplifikation des FAX4-RNAIi Konstruktes mittels konstruktspezifischer Primer 35s fw und FAX4-RNAI
rev (ProduktgroRe = 594 bp). (B) Amplifikation des FAX1 Fragments (als Ladekontrolle) mit den
Primern Faxl LP und Faxl RP (Produktgrof3e = 684 bp). Als Kontrollen wurde das Plasmid (P) mit
dem FAX4-RNAIi Konstrukt, genomische DNA von Col-0 (C) und Wasser (H20) eingesetzt. Marker:
Pstl-Verdau von Phage Lambda DNA.
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Abb. 59: Keimungsanalyse der FAX4-RNAi Linien #1-#7 und der fax7 Knockout-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp Col-0. (A) Tage bis zur Keimung. (B) Tage bis zur Entfaltung der
Kotelydonen. (C) Tage bis zur vollstandigen Ausbildung des ersten Blattpaares. Pro FAX4-RNAi Linie
wurden 20 Samen gemittelt, fur Col-0 30 Samen und fir fax7 insgesamt 100 Samen aus
Nachkommen der Linie fax7-2 #4. Die Pflanzen wurden steril auf Platte angezogen. Gezeigt sind die
Mittelwerte einer Linie und deren Standardabweichungen (Fehlerbalken); Sternchen = p < 5 %. Die
Signifikanz wurde mit einem Standard T-Test errechnet. Simon Both, 2018, veréndert.
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Abb. 60: Auswertung der Phanotypisierung auf Erde der FAX4-RNAI Linien #1-#7 im Vergleich
zum Wildtyp Col-0. (A) Rosettendurchmesser am Lichttag 15 in mm. (B) Rosettendurchmesser am
Lichttag 31 in mm. (C) Gesamtlange des Haupttriebes in cm am Lichttag 56. (D) Durchmesser des
Hauptriebes in mm am Lichttag 56. (E) Tage bis zur ersten Knospung. (F) Tage bis zur ersten Blite.
Gezeigt sind Mittelwerte. Pro Linie n=10. *= Signifikanz bezogen auf den Wildtyp p < 5% nach einem
T-Test. Fehlerbalken stellt die Standardabweichung dar. Simon Both, 2018, verandert.
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Abb. 61: Phanotypische Analysen der FAX4-RNAI Linien #1 - #7 vergleichend zum Wildtyp Col-
0. (A) Reprasentative Aufnahmen der Rosetten an Lichttag 31. (B) Reprasentative Aufnahmen des
Pflanzenhabitus an Lichttag 56. (C) Binokularaufnahmen der Schoten. (D) Binokularaufnahmen der
Blaten im Wildtyp Col-0 und der FAX4-RNAi #4. WeiBer Pfeil: Keine Rickbildung der Haarstrukturen
bei FAX4-RNAI #4. (E) Binokularaufnahmen entfarbter Schoten im Wildtyp Col-0 und der FAX4-RNAI
#4. Schwarze Pfeile: Defekt in der Samenbildung, Licken in Schoten bei FAX4-RNAI #4.
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Tab. 14: Ubersichtstabelle der Doppelmutantenkreuzung, sowie der resultierenden F1 Linien
der fax5/fax6 dm und die vermehrten Pflanzen aus F2 von Linie fax5/fax6 dm #14 und #30 mit
Genotyp. Dargestellt sind die in FO gekreuzten Varianten der homozygoten Einzel-Knockoutlinien
fax5 (fax5-1 Geschwisterlinien #4 und #13), fax6 (fax6-1 #2) und fax7 (fax7-2 #4) (Narbe weiblich x
Pollen ménnlich) mit Pflanzenbezeichnung. In Generation F1 die identifizierten fax5/fax6 (he/he)
Linien #1 - #35. In F2, vermehrte und genotypisierte faxs/faxé dm Mutanten der Linien #14 und #30.

FO F1 Linien F2 aus Linie #14 Genotyp in F2 | F2 aus Linie #30 Genotyp in F2

Narbe (weiblich)  Pollen (mannlich)

fax5/fax6 dm fax5/fax6 dm
fax5-1 #4 P2 fax6-1 #2 P6 #7 - #17 #14_P1AF2 he/ho #30_P12 F2 wt/he
fax6-1 #2 P6 fax5-1 #4 P2 #14_P13BF2 ho/he #30_P29 F2 wt/wt
fax5-1 #4 P5 fax6-1 #2 P9 #14_P29 F2 wt/wt #30_P17 F2 he/he
fax6-1 #2 P9 fax5-1 #4 PS5 #14_P5F2 he/wt #30_P13 F2 wt/ho
fax5-1 #13 P5 fax6-1 #2 P12 #14 P1BF2 ho/he #30_P2F2 he (wt)/wt
fax6-1 #2 P12 fax5-1#13 PS5 #2 - #6 #14_P13AF2 wt/he #30_P5F2 he/wt (he)
fax6-1 #2 P7 fax5-1 #13 P4 #18 - #35 #14_P12B F2 ho/he #30_P9 F2 wt/he (ho)
fax6-1 #2 P10 fax5-1 #13 P2 #1 #14_P7 F2 ?

#14 P11 F2 he/ho

fax6/fax7 dm #14_P10 F2 ho/he
fax7-2 #4 P3 fax6-1 #2 P9 #14_P12AF2 ho/he
fax6-1 #2 P9 fax7-2 #4 P3 #14 P19 F2 ho/he
fax7-2 #4 P1 fax6-1 #2 P6 #14_P2 F2 wt/he
fax6-1 #2 P6 fax7-2 #4 P1 #14_P14 F2 ?
fax6-1 #2 P2 fax7-2 #4 P8 #14 P18 F2 he/wt

fax5/fax7 dm #14_P16AF2  wt/he
fax5-1 #13 P9 fax7-2 #4 P6 #14_P20B F2 he/wt
fax7-2 #4 P6 fax5-1 #13 P9 #14_P20A F2 he/ho
fax5-1 #13 P6 fax7-2 #4 P4 #14_P16B F2 he/ho
fax7-2 #4 P4 fax5-1 #13 P6
fax5-1 #13 P1 fax7-2 #4 P3
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Abb. 62: Phanotypische Analysen der fax5 und fax6 Einzelmutanten vergleichend zum
ricksegregierten Wildtyp fax5/fax6 (wt/wt). (A) Fotografische Darstellung der Bliiten der fax5, fax6
und WT Pflanzen (oben) , der jeweiligen Schotenentwicklung (mitte) und entfarbter Schoten (unten).
(B) Reprasentative Aufnahmen des Gesamthabitus nach 6 Wochen. (C) Schotenentwicklung in
fax5/fax6 ho/he und he/ho. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen.
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