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1. Einleitung 

 

Ein wichtiges Kennzeichen des Lebens einer Zelle stellt ein strikt regulierter Stoffwechsel dar, der durch 

eine kontrollierte Aufnahme bzw. Abgabe von Stoffwechselintermediaten über biologische Membranen 

gewährleistet wird. Strukturell sind biologische Membranen semipermeable Doppelschichten aus 

amphiphatischen Lipiden, die wiederum aus einem hydrophilen Außenbereich und einem hydrophoben 

Innenbereich aufgebaut sind. Sie sind in der Regel durchlässig für Wasser und Gase, zudem 

semipermeabel für einige Ionen und andere kleinere Moleküle. Für den Transport von größeren oder 

geladenen Molekülen besitzt die Lipiddoppelschicht u.a. spezifische integrale Transportproteine (Carrier), 

die einen kontrollierten Substrataustausch über biologische Membranen ermöglichen. 

Prokaryotische Zellen besitzen nur eine Membran, die Plasmamembran. Dahingegen zeichnen sich 

eukaryotische Zellen durch das Vorhandensein eines komplexen Endomembransystems aus. Die daraus 

resultierende Kompartimentierung eukaryotischer Zellen ermöglicht das gleichzeitige Ablaufen 

verschiedener, oft gegenläufiger Stoffwechselprozesse in definierten Reaktionsräumen. Zu den 

unterschiedlichen Kompartimenten der eukaryotischen Zelle gehören die Plasmamembran, die Kernhülle, 

das Endoplasmatische Retikulum (ER), der Golgi-Apparat, die Vakuole (in Pflanzen und Hefen), die 

Peroxisomen, die Mitochondrien (bzw. alternative Organellen) und die Plastiden (in Pflanzen). Dabei 

besitzen die Energieversorgung und damit der Austausch von Adenosintriphosphat (ATP), der 

universellen Energiewährung aller biologischen Zellen, zwischen diesen Reaktionsräumen für den 

Gesamtmetabolismus eine herausragende und übergeordnete Rolle. 

 

 

1.1 Die Evolution und physiologische Funktion von Mitochondrien  

 

Fast alle existierenden eukaryotischen Organismen besitzen Mitochondrien. Dabei stellen die 

Mitochondrien ein Zellkompartiment dar, welches häufig auch als das „Kraftwerk einer Zelle“ bezeichnet 

wird. Sie werden mütterlich vererbt und vermehren sich durch Teilung. Weiter besitzen Mitochondrien ein 

eigenes kleines Genom, das als Relikt ihrer Evolution angesehen werden kann. Dieses kleine Genom 

besteht aus etwa 37 Genen, die für 13 Proteine codieren, wobei diese Anzahl aufgrund der Diversität von 

Mitochondrien variiert. Die Evolution der Mitochondrien wird als ein sehr wichtiges Ereignis in der 

Entwicklung der ersten eukaryotischen Zelle angesehen, wobei diese derzeit stark kontrovers diskutiert 

wird (MARTIN & MÜLLER, 1998; CAVALIER-SMITH, 2002). Die heute favorisierte Hypothese (MARTIN & 

MÜLLER, 1998) postuliert, dass sich die erste eukaryotische Zelle durch die Symbiose zwischen einem 

methanogenen Archaebakterium und einem α-Proteobakterium entwickelt hat. Während der Evolution 

verlor das α-Proteobakterium durch Gentransfer eine Vielzahl seiner Gene, die von dem Genom des 

Archaebakteriums aufgenommen wurden. Dieses Ereignis führte daraufhin zu dem Verlust der Fähigkeit 

als eigenständiger Organismus zu existieren. Im Laufe der Evolution entwickelten sich so die  

α-Proteobakterien zu den energieliefernden Mitochondrien. Die endosymbiotische Herkunft der 

Mitochondrien erklärt auch die Existenz von zwei Membranen, die das Mitochondrium umgeben und so 

die mitochondriale Matrix vom Zytosol und anderen Zellkompartimenten abgrenzt. Die äußere 

mitochondriale Membran besitzt zahlreiche Poren, die für kleinere Moleküle und Ionen bis zu einer 
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molekularen Masse von bis zu 5 kDa durchlässig sind (MARECHAL et al., 1987). Die innere Hüllmembran 

hingegen enthält im Vergleich zur äußeren Membran keine Poren, so dass die innere Membran die 

entscheidende Barriere für Stoffwechselintermediate darstellt.  

Zusammen mit der inneren mitochondrialen Membran stellt die mitochondriale Matrix den Ort der 

Atmungskette und des Zitratzyklus dar, welche die zentralen Stoffwechselwege aller Mitochondrien sind. 

Diese zentralen Funktionen sind in allen Mitochondrien-tragenden Organismen, trotz unabhängiger 

Evolution, stark konserviert.  

Studien an pflanzlichen Mitochondrien konnten zeigen, dass diese sich im Gegensatz zu Mitochondrien 

aus Tieren oder Hefen durch bewerkenswerte zusätzliche Fähigkeiten auszeichnen. Die Entwicklung 

dieser Fähigkeiten kann dabei als eine Anpassung an den pflanzlichen Tag- bzw. Nachtrhythmus 

angesehen werden. Besonders nachts wird mit Hilfe der Mitochondrien die Energieversorgung der 

gesamten Zelle gewährleistet. Dazu werden im Zitratzyklus Kohlenhydrate abgebaut und die dabei 

entstehenden Reduktionsäquivalente (NADH und FADH2) in der Atmungskette zur Ausbildung eines 

Protonengradienten über die innere mitochondriale Membran genutzt. Der Protonengradient dient 

daraufhin der Synthese von ATP durch den in der inneren Membran integrierten F0/F1-ATPase-Komplex 

(NATH, 2002). Durch Export des mitochondrial synthetisierten ATP ins Zytosol steht dieses einer Reihe 

von katabolen und anabolen Stoffwechselreaktionen zur Verfügung.  

In der Lichtphase werden auch in den Chloroplasten der Pflanzenzellen durch die Photosynthese ATP 

und Reduktionsäquivalente synthetisiert. Da die Chloroplasten das synthetisierte ATP und die 

Reduktionsäquivalente allerdings nicht direkt dem Zytosol zur Verfügung stellen, wird die Energie u. a. für 

die während der Lichtphase im Zytosol stattfindenden Saccharose-Synthese und Nitratassimilation durch 

oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien bereitgestellt (RAGHAVENDRA et al., 1994).  

Der Aufbau der Atmungskette in pflanzlichen Mitochondrien ist im Vergleich zu anderen Organismen 

einzigartig. Neben den vier Enzymkomplexen der Atmungskette, existieren in der inneren 

Mitochondrienmembran weitere Enzymkomplexe (Matrixseite: alternative Oxidase, alternative NADH-

Dehydrogenase; zytosolische Seite: NADH-Dehydrogenase und NADPH-Dehydrogenase). Diese 

kontrollieren das zelluläre ATP/NADH–Verhältnis, indem sie überschüssige Reduktionsäquivalente 

entfernen ohne, dass an deren Oxidation ein Protonentransport und somit eine Synthese von ATP 

gekoppelt ist (DOUCE & NEUNBURGER, 1989). Weiter erfüllen diese Komplexe eine wichtige Funktion zum 

Schutz der Zelle vor Photoinhibition (RHAGAVENDRA et al., 1994). 

Die Beteiligung an der Photorespiration ist eine weitere einzigartige Funktion pflanzlicher Mitochondrien. 

Dabei kommt es zur Bildung von Glycin, welches durch einen bisher unbekannten Transporter in die 

Mitochondrien transportiert und dort zu Serin decarboxyliert wird und während des Tages wahrscheinlich 

das Hauptatmungssubstrat darstellt (BERGMANN & ERICSON, 1983; HANNING & HELDT, 1993; KRÖMER, 

1995).  

Der Zitratzyklus dient neben der Bereitstellung von Reduktionsäquivalenten für die Atmungskette ebenso 

zur Bereitstellung von Kohlenstoffgerüsten als Vorstufen für weitere Biosynthesen. So wird beispielsweise 

mitochondriales Citrat und α-Ketoglutarat über einen pflanzenspezifischen Oxalacetat-Translokator für die 

in den Plastiden stattfindende Glutamin- und Glutamat-Synthese bereitgestellt. Weitere 

Transportproteine, speziell für pflanzliche Mitochondrien, stellen der Malat- und Glutamat-Transporter 

dar. Das importierte Malat kann über das NAD-Malat-Enzym zu Pyruvat oxidiert werden (MACRAE & 



Einleitung                                                                                                                                                    3 

                                                                                                                                                  

MOORHOUSE, 1970), wohingegen der Glutamat-Transporter die mitochondriale Glutamat-Dehydrogenase 

mit Substrat zur Bildung von α-Ketoglutarat versorgt. 

Die Gewährleistung der komplexen Stoffwechselfunktionen von Mitochondrien führt zu einer de novo 

Entwicklung einer absolut neuen in Prokaryoten nicht vorhandenen Transporter-Familie, die MCF 

(mitochondrial carrier family). Zur MCF-Familie gehören dabei Transportproteine, die sehr variable 

Transportsubstrate aufweisen, wie z.B. Protonen, Dicarbonsäuren, Aminosäuren und Nukleotide etc. 

Strukturell sind die Proteine der MCF-Transporterfamilie Homodimere (HACKENBERG & KLINGENBERG, 

1980), wobei jedes Monomer mit einem molekularen Gewicht von rund 32 kDa aus sechs 

Transmembrandomänen aufgebaut ist. Die Transmembrandomänen sind jeweils über einen kurzen 

hydrophilen Loop miteinander verbunden. Ein weiteres charakteristisches Merkmal der MCF-

Transportproteine ist das Vorhandenensein von konservierten ETPS-Sequenzen (Energy Transfer 

Protein Signatures).  

In Arabidopsis thaliana konnten bereits rund 45 mögliche MCF-Transportproteine identifiziert werden 

(PICAULT et al., 2004), wohingegen Hefe nur ungefähr 35 MCF-Mitglieder besitzt (PALMIERI et al., 2000). 

Dabei stellen die mitochondrialen ATP/ADP-Carrier (AAC), die bis zu 30% der Gesamtproteine der 

inneren Mitochondrienmembran ausmachen können, die prominentesten Vertreter der MCF-Familie dar. 

Erst die Entwicklung eines ATP/ADP-Transporters machte den Endosymbionten für die Zelle wertvoll und 

unverzichtbar, so dass eine Evolution der α-Proteobakterien zu einem energieliefernden Organell 

beginnen konnte. 

 

 

1.2 Eukaryotische Organismen ohne Mitochondrien, die alternative Organellen in Form von  

Hydrogenosomen bzw. Cryptosomen (Mitosomen) besitzen 

 

Wie oben bereits beschrieben, kann die Entwicklung von Mitochondrien als ein wichtiges Ereignis in der 

Evolution der ersten eukaryotischen Zellen angesehen werden. Studien zeigten allerdings, dass 

eukaryotische Organismen existieren, die keine klassischen Mitochondrien tragen, sondern alternative 

bzw. rudimentäre Organellen, wie zum Beispiel Hydrogenosomen oder Cryptosomen (Mitosomen). Diese 

Organismen werden innerhalb der Evolution häufig als sehr basale Eukaryoten eingestuft, die entweder 

eine obligat anaerobe oder mikroaerophile Lebensweise auszeichnen. Hydrogenosomen bzw. 

Cryptosomen (Mitosomen) konnten bereits in den einzelligen Eukaryoten wie zum Beispiel 

Trichomonaden, Apicomplexa, Ciliaten und Chytriden identifiziert werden (BIAGINI et al., 1997; EMBLEY et 

al., 1997; ROGER, 1998; YARLETT & HACKSTEIN, 2005; VAN DER GIEZEN & TOVAR, 2005; VAN DER GIEZEN et 

al., 2005).  

Bis auf eine derzeitig bekannte Ausnahme besitzen sowohl die Hydrogenosomen als auch die Mitosomen 

im Gegensatz zu den Mitochondrien kein eigenes Genom, welches ihren evolutiven Ursprung näher 

erklären könnte (LEON-AVILA & TOVAR, 2004; VAN DER GIEZEN & TOVAR, 2005). Einzig in dem Protisten 

Nyctotherus ovalis konnte Organellen-DNA durch den Einsatz von spezifischen Antikörpern 

nachgewiesen und sequenziert werden (AKHMANOVA et al., 1998; BOXMA et al., 2005). Weiter zeigt sich, 

dass sowohl den Hydrogenosomen als auch den Mitosomen eine vollständige Elektronentransportkette 

fehlt, die in Mitochondrien zur ATP-Synthese dient. Die ATP-Produktion verläuft in Hydrogenosomen über 
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den Mechanismus der Substratkettenphosphorylierung. Bei Cryptosomen (Mitosomen) konnte bisher 

keine ATP-Synthese nachgewiesen werden (MÜLLER, 1993, 1998; VAN DER GIEZEN et al., 1997; MARTIN & 

MÜLLER, 1998; TOVAR et al., 1999, 2003; MARTIN et al., 2001; WILLIAMS et al., 2002; DYALL et al., 2004). 

Somit fehlen den Hydrogenosomen und Mitosomen durch den Verlust des Genoms und die nicht 

komplett vorhandene Elektronentransportkette die wichtigsten Charakteristika der Mitochondrien.  

Es wird davon ausgegangen, dass diese Organellen durch eine Adaption an die Umweltbedingungen 

ihres Wirtes, die in sehr unterschiedlichen Umgebungen auftreten, mehrfach entstanden sind (VONKEN 

et al., 2002; TJADEN et al., 2004). Dabei stammen Mitochondrien, Hydrogenosomen und Cryptosomen 

(Mitosomen) alle von einem ursprünglichen gemeinsamen vormitochondrialen Vorläufer ab. Bei den 

Hydrogenosomen werden zudem unterschiedliche Entstehungsformen angenommen. Zum einen 

existieren Hydrogenosomen, z.B. aus den Trichomonaden, die sich unabhängig von den Mitochondrien 

aus einem gemeinsamen vormitochondrialen Vorläufer entwickelt haben. Weiter konnten 

Hydrogenosomen identifiziert werden, die sich durch Adaption an die Umweltbedingungen des Wirtes aus 

klassischen Mitochondrien heraus entwickelt haben, und so mitochondriale Relikte darstellen. Ein 

Beispiel hierfür stellen die Hydrogenosomen des Chytridiomyceten Neocallimastix N. spec. dar (VONKEN 

et al., 2002; TJADEN et al., 2004).  

Proteomanalysen bezüglich der Proteinkomposition von Hydrogenosomen und Mitosomen, die einen 

Vergleich der Organellen und eine evolutive Eingruppierung ermöglichen würden, existieren bis heute 

noch nicht. Dagegen konnte bereits durch Proteomanalysen von Mitochondrien gezeigt werden, dass nur 

noch 20% der mitochondrialen Gene von dem Vorläufer der Mitochondrien, dem α-Proteobakterium, 

stammen (GABALDON & HUYNEN, 2003, 2004). Weiter konnte ebenfalls festgestellt werden, dass 

Mitochondrien nicht nur in ihrer Größe und im Vorkommen, sondern auch in ihrer Proteinkomposition und 

Funktion sehr stark divergieren können (TIELENS et al., 2002; GABALDON & HUYNEN, 2004). Neben dem 

dramatischen Verlust eines großen Teils des Genoms kommt erschwerend hinzu, dass die Mitochondrien 

eine große Vielzahl von zusätzlichen Proteinen dazugewonnen haben.  

Die Entwicklung von ATP/ADP-Transportern kann als ein solch zusätzlich erworbenes Charakteristikum 

angesehen werden, dass eindeutig eukaryotischen Ursprungs ist und nicht vom α-Proteobakterium 

stammt (PALMIERI, 1994; WINKLER & NEUHAUS, 1999). ATP/ADP-Transporter (AACs) sind für alle derzeit 

bekannten Mitochondrien charakteristisch, weil durch den Energieaustausch erst die Endosymbiose 

etabliert werden konnte. Somit stellt die Entwicklung von ATP/ADP-Transportproteinen ein 

Schlüsselereignis in der Evolution der Mitochondrien dar. Da auch bestimmte Eukaryoten, im Besonderen 

die anaeroben amitochondrialen Organismen ebenso alternative bzw. „vormitochondriale“ ATP/ADP-

Transporter besitzen, kann davon ausgegangen werden, dass sich diese parallel voneinander mehrfach 

entwickelt haben. Die Analyse der ATP/ADP-Transportproteine aus Mitochondrien, Hydrogenosomen und 

Cryptosomen (Mitosomen) könnte also die Frage nach dem evolutiven Ursprung der Organellen näher 

klären. 
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1.3 Übersicht über eukaryotische Adeninnukleotid-Transporter 

 

In eukaryotischen Zellen konnten bereits vier verschiedene Gruppen von Adeninnukleotid-Transportern 

auf dem molekularen Level identifiziert werden. 

 

Eine Gruppe stellen die bereits oben kurz erwähnten mitochondrialen ATP/ADP-Transporter (AACs) dar, 

die phylogenetisch in die Gruppe der MCF (mitochondrial carrier family) eingegliedert werden. Ihre 

funktionelle Bedeutung liegt im ATP-Export aus den Mitochondrien im strengen Gegentausch mit 

zytosolischem ADP (HAFERKAMP et al., 2002).  

Als erste Vertreter der AAC-Gruppe wurden die Proteine aus Tieren und Hefe umfangreich biochemisch 

untersucht (KLINGENBERG & PFAFF, 1969; PALMIERI et al., 2000). Aus Arabidopsis thaliana konnten erst 

kürzlich drei pflanzliche mitochondriale AACs aus Arabidopsis thaliana identifiziert und biochemisch 

charakterisiert werden, die zu den tierischen AACs eine starke Homologie aufweisen (HAFERKAMP et al., 

2002).  

Weiter wurden innerhalb der MCF-Familie bereits zwei weitere Adeninnukleotid-Transportproteine 

identifiziert, die nicht in der inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert sind und auch phylogenetisch 

nicht in die „Untergruppe“ der klassischen mitochondrialen AACs eingruppiert werden, obwohl sie die für 

MCF-Mitglieder charakteristischen Merkmale aufweisen. Zum einen handelt es sich hierbei um den in den 

Peroxisomen lokalisierten ANT1p aus Saccharomyces cerevisiae. Es wird angenommen, dass dieser 

Transporter eine wichtige Rolle bei der peroxisomalen Fettsäuresynthese spielt und dafür ATP und AMP 

über die peroxisomale Membran transportiert (PALMIERI et al., 2001).  

Das zweite Transportprotein der MCF, welches nicht in der inneren Mitochondrienmembran sondern in 

der inneren Hüllmembran der Plastiden lokalisiert ist, stellt der Adeninnukleotid-Transporter StBT1 aus 

Solanum tuberosum dar. Im Gegensatz zu den anderen Nukleotid-Transportern der MCF katalysiert 

StBT1 einen Uniport der Substrate AMP, ADP und ATP, um das Zytosol und andere Kompartimente mit 

Adeninnukleotiden zu versorgen, die de novo exklusiv innerhalb der Plastiden synthetisiert werden 

(LEROCH et al., 2005). 

Die letzte Gruppe eukaryotischer Adeninnukleotid-Transporter stellen die plastidären ATP/ADP-

Transporter (NTTs) dar. Sowohl in der Struktur als auch auf Proteinebene unterscheiden sich diese 

Transporter absolut von Proteinen der MCF. Dabei handelt es sich bei den NTTs um Monomere, die 

insgesamt 12 Transmembrandomänen besitzen und ein Molekulargewicht von ungefähr 60 kDa 

aufweisen. Die physiologische Funktion der NTTs besteht in der Versorgung der Plastiden mit Energie in 

Form von ATP um Stoffwechselprozesse wie z.B. die Stärke- und Fettsäuresynthese aufrecht zu erhalten 

(REISER et al., 2004; TJADEN et al., 1998). Dabei wird zytosolisches ATP im Gegentausch mit stromalem 

ADP in die Plastiden transportiert.   

 

Neben den Adeninnukleotid-Transportern der MCF, die in den Plastiden und Peroxisomen lokalisiert sind 

konnte bereits in der Diplomarbeit von LEROCH (2003) ein weiterer putativer ATP/ADP-Transporter 

identifiziert werden, der zwar phylogenetisch den klassischen mitochondrialen AACs nahe steht, 

allerdings nicht in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert zu sein scheint. Dieses Transportprotein 

stammt aus Arabidopsis thaliana und stellt eine vierte Isoform (AtER-ANT1) zu den bereits 
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charakterisierten mitochondrialen AACs aus Arabidopsis thaliana dar (HAFERKAMP et al., 2002). 

Subzelluläre Lokalisierungsstudien mittels AtER-ANT1-GFP-Fusion und anschließende transiente 

Expression des Proteins in Tabakprotoplasten indizierten eine mögliche Lokalisierung des AtER-ANT1 im 

Endoplasmatischen Retikulum. 

 

 

1.4 Physiologische Funktion und Energiebedarf des Endoplasmatischen Retikulums 

 

Strukturell ist das Endoplasmatische Retikulum (ER) ein in der Zelle stark verzweigtes Netzwerk aus 

Röhren und Zisternen, welches durch eine Membran das innere ER-Lumen vom Rest der Zelle 

abgegrenzt. Dabei kann das Endoplasmatische Retikulum in zwei Formen auftreten.  

Zum einen existiert das raue ER, welches an seiner Oberfläche mit Ribosomen besetzt ist und somit 

essentielle Funktionen bei der Translation, Proteinfaltung, posttranslationale Modifikationen und 

Transport von Transmembran- und sekretorischen Proteinen besitzt. Zusammen mit dem Golgi-Apparat 

werden Proteine zur Plasmamembran, Vakuole, sekretorischen Vesikeln und Lysosomen dirigiert und 

verteilt. Viele Sekretions- und Membranproteine tragen kovalent gebundene Kohlenhydratanteile, wobei 

beispielsweise bei Glykoproteinen die Oligosaccharide entweder durch N-glykosidische Bindung an 

Asparaginseitenketten oder durch O-glykosidische Bindung an Serin- und Threoninseitenketten 

gebunden vorliegen.  

Neben dem rauen ER gibt es außerdem das glatte Endoplasmatische Retikulum, welches von 

besonderer Bedeutung für die Synthese von Lipiden, Fettsäuren und Steroiden ist. Beispielsweise 

werden Triacylglycerine über das Endoplasmatische Retikulum gebildet, wobei diese bis zu 60% des 

Trockengewichtes in reifen Samen ausmachen können (WANNER et al., 1992). Pflanzen, die fettreiche 

Samen besitzen, verwenden die in Lipidkörperchen (NAPIER et al., 1996) eingelagerten Triacylglycerine 

als alleinige Kohlenstoff- und somit Energiequelle im Anfangsstadium der Samenkeimung.  

Um die oben beschriebenen komplexen Prozesse des Endoplasmatischen Retikulums zu gewährleisten, 

ist ein hoher Bedarf an Energie notwendig. Adenosintriphosphat (ATP) stellt im zellulären Organismus 

eine solche universelle Energiequelle dar. Für den posttranslationalen Proteinimport, der über einen 

Importkomplex (bestehend aus Sec61p, Sec62p, Sec63p) verläuft, konnte bereits eine ATP-Abhängigkeit 

nachgewiesen werden. Das zu der Hsp70-Familie gehörende Chaperon BiP (Binding Protein) stellt eine 

ATPase dar, die während dem posttranslationalen Proteinimport an die J-Domäne des Sec63p auf der 

ER-Lumenseite bindet und dabei zwei mögliche Funktionen besitzt (PANZER et al., 1995; BODSKY & 

SCHECKMAN, 1993). Zum einen kann BiP als energieabhängiger Anker dienen, der durch das Binden an 

die importierte Polypetidkette ein Herausrutschen der Kette verhindert, zum anderen könnte BiP aktiv, 

unter ATP-Verbrauch, die importierte Polypeptidkette durch den Translokationskomplex ziehen (MATLACK 

et al., 1998). Neben BiP konnten bereits weitere ATP-abhängige Chaperone, die im ER-Lumen für eine 

korrekte Faltung von Proteinen sorgen nachgewiesen werden (GETHING & SAMBROOK, 1992; SIMONS et 

al., 1995). Dabei stellen Chaperone im Allgemeinen sehr langsame ATPasen dar. Der ADP-Chaperon-

Komplex besitzt eine sehr hohe Affinität für ungefaltete Polypeptidketten, nicht jedoch für native Proteine. 

Das Binden einer Peptidkette an ein Chaperon bewirkt die Freisetzung von ADP und den Eintritt von ATP 

in das aktive Zentrum des Komplexes. Der ATP-Chaperon-Komplex setzt daraufhin das Polypeptid 
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wieder frei. Durch die Hydrolyse des ATP ist das Chaperon dann wieder in der Lage eine neue 

Polypeptidkette zu binden. Da sowohl die Ladung und die Größe von Nukleotiden eine freie Diffusion 

über biologische Membranen (KLINGENBERG, 1989) verhindert, ist das Vorhandensein eines ATP-

Transportproteins, welches den Import von cytosolischem ATP in das ER-Lumen katalysiert, absolut 

essentiell. 

Ein ATP-Transport über die Membran des Endoplasmatischen Retikulums in Hefe konnte bereits durch 

die Rekonstitution von ER-Mikrosomen nachgewiesen werden. Die Studien zeigten, dass es sich bei 

diesem Transport um einen Gegentauschmechanismus von ATP gegen ADP handelt. Die Bestimmung 

der Substrataffinität erwies eine hohe ATP-Transportaffinität von ungefähr 10 µM. Sowohl der 

Transportmodus als auch die biochemischen Charakteristika ähneln den biochemischen Eigenschaften 

der klassischen mitochondrialen AACs (MAYINGER et al., 1995; HAFERKAMP et al., 2002).  

Neben dem ATP-Transport in das ER von Hefe konnte außerdem ein ATP-Transport in ER-Mikrosomen 

aus Säugerzellen beobachtet werden (CAPASSO et al., 1989; CLAIRMONT et al., 1992). Obwohl bereits der 

ATP-Transport in das Endoplasmatische Retikulum in den verschiedensten Organismen gezeigt werden 

konnte, sind die korrespondierenden Proteine bzw. Gene auf dem molekularen Level bisher noch völlig 

unbekannt. 

 

 

1.5 Ziele der vorliegenden Dissertation 

 

Wie bereits oben beschrieben, konnten in Arabidopsis thaliana drei mitochondriale ATP/ADP-Transporter 

identifiziert werden. Diesen drei Isoformen konnten nach heterologer Expression im E. coli-System sehr 

ähnliche biochemische Funktion zugewiesen werden. Das heterologe E. coli-Expressionssystem hat sich 

neben der Charakterisierung von mitochondrialen Proteinen zudem für die Analyse von bakteriellen und 

plastidären Transportproteinen erfolgreich bewährt (HAFERKAMP et al., 2002; TJADEN et al., 1998). Mit 

Hilfe des Arabidopsis-Genoms konnten während der Diplomarbeit von LEROCH (2003) zwei weitere 

putative Isoformen, AAC4 (AtER-ANT1) und AAC5, in Arabidopsis thaliana identifiziert werden. Dabei 

zeigten Lokalisierungsstudien über GFP-Fusion mit anschließender transienter Expression der zu 

untersuchenden Proteine in Tabakprotoplasten eine mögliche subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 

im Endoplasmatischen Retikulum. Für AAC5 konnte eine putative Lokalisierung in den Mitochondrien 

gezeigt werden. Die biochemische Funktion von AtER-ANT1 und AAC5 konnte im Rahmen der 

Diplomarbeit von LEROCH 2003 nicht geklärt werden. 

 

Ein zentraler Fokus der vorliegenden Dissertation stellte die umfangreiche Analyse und Charakterisierung 

der vierten AAC-Isoform AtER-ANT1 aus Arabidopsis thaliana dar. Dazu sollte mittels heterologer 

Expression von AtER-ANT1 in E. coli geklärt werden, ob es sich bei diesem Transportprotein ebenfalls 

um einen ATP/ADP-Transporter handelt, oder ob diese Isoform andere biochemische Eigenschaften im 

Vergleich zu den klassischen mitochondrialen AACs aufweist. Weiter sollte die subzelluläre Lokalisierung 

dieses Proteins genau untersucht werden. Für eine detaillierte Untersuchung der subzellulären 

Lokalisierung von AtER-ANT1 wurden in dieser Arbeit weitere Methoden angewandt. Unter anderem 

wurden Studien mit dem AtER-ANT1-GFP-Konstrukt mittels transienter Expression in Tabakprotoplasten, 
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sowie in vitro Translationsexperimente mit Targetingstudien in isolierte ER-Mikrosomen und die Analyse 

der AtER-ANT1-Lokalisierung durch die Herstellung von transgenen AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen 

durchgeführt. Bei diesen transgenen Pflanzen sollte durch eine Überexpression von AtER-ANT1 und 

Fusion des Proteins mit einem c-terminalen Myc-Tag eine detaillierte Untersuchung der Lokalisierung des 

Proteins in planta über einen spezifischen Myc-Tag Antikörper ermöglicht werden. Des Weiteren sollte 

die putative physiologische Rolle des AtER-ANT1 für den pflanzlichen Metabolismus bestimmt werden. 

Dabei dienten AtER-ANT1-Promotor-GUS-Pflanzen zur Untersuchung der gewebespezifischen und 

entwicklungsabhängigen Expression dieses Gens. Zudem wurden im Rahmen dieser Arbeit homozygote 

Knockout-Linien bezüglich des AtER-ANT1-Gens umfassend analysiert, um die physiologische 

Einbindung von AtER-ANT1 in den pflanzlichen Stoffwechsel detailliert aufzuzeigen. 

Durch die Veröffentlichung des Reis-Genoms, konnte in der monokotyledonen Pflanzen Oryza sativa 

ebenso ein Transportprotein (OsER-ANT1) identifiziert werden, das zu AtER-ANT1 homolog ist. Auch 

dieser Transporter wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation biochemisch und molekularbiologisch 

charakterisiert. 

Das dritte zentrale Thema der hier vorliegenden Dissertation beschäftigte sich mit der Frage, weshalb in 

Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana mindestens drei AAC-Isoformen existieren. Die biochemische 

Analyse dieser Proteine im E. coli-System zeigte sehr ähnliche biochemische Charakteristika für alle drei 

AAC-Isoformen (HAFERKAMP et al., 2002), so dass hiermit die physiologische Bedeutung für das 

Vorhandensein von drei Isoformen noch nicht geklärt werden konnte. In Hefe konnte bereits 

nachgewiesen werden, dass die verschiedenen mitochondrialen AACs in Abhängigkeit des Stoffwechsels 

exprimiert werden (KOLAROV et al., 1990). Weiter konnte für AAC-Isoformen aus Rind, Ratte und Mensch 

eine gewebespezifische Expression festgestellt werden (POWELL et al., 1989; LI et al., 1989). In den 

Arbeiten von HAFERKAMP (2003) und von GERHOLD (2004) konnte mit Hilfe von Promotor-GUS-

Fusionskonstrukten und Microarray-Analysen (Genevestigator) bezüglich der drei klassischen AAC-

Isoformen in Arabidopsis thaliana eine unterschiedliche gewebespezifische Expression der drei 

untersuchten Proteine gezeigt werden. Dabei wurde deutlich, dass AtAAC1 eine im Vergleich zu AAC2 

bzw. AAC3 sehr omnipräsente Expression in allen pflanzlichen Geweben und Entwicklungszuständen 

aufweist. AAC2 und AAC3 hingegen schienen sehr entwicklungsspezifisch exprimiert zu werden. Bei 

AAC2 zeigte sich eine erhöhte Expression in der Blüte, wobei AAC3 besonders während der Seneszenz 

von physiologischer Bedeutung zu sein scheint. Zur näheren Analyse der physiologischen Rolle dieser 

Proteine wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit versucht, homozygote Knockout-Linien bezüglich der 

einzelnen AAC-Isoformen zu züchten, um möglicherweise genauere Aussagen über die Existenz 

mehrerer AAC-Isoformen in Arabidopsis machen zu können. 

Neben der umfassenden Charakterisierung der Transportproteine AtER-ANT1 und OsER-ANT1 sowie 

der Analyse der physiologischen Bedeutung für das Vorhandensein von drei klassischen mitochondrialen 

AACs in Arabidopsis thaliana ist die Charakterisierung von ATP/ADP-Transportproteinen aus evolutiv 

sehr interessanten Protisten ein weiterer Schwerpunkt dieser Dissertation.  

Die Untersuchung von ATP/ADP-Transportern aus Protisten ist besonders im Hinblick auf die Analyse 

des Ursprunges von Mitochondrien, Hydrogenosomen und Cryptosomen (Mitosomen) bzw. der 

evolutiven Beziehung zueinander von besonderem Interesse. Dabei konnten bereits ein klassischer AAC 

in dem Hydrogenosomen-tragenden Organismus Neocallimastix, sowie ein alternativer 
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hydrogenosomaler ATP/ADP-Transporter aus Trichomonas gallinae identifiziert und biochemisch - unter 

Verwendung des heterologen E. coli-Expressionssystems - charakterisiert werden (VONKEN et al., 2002; 

HAFERKAMP et al., 2002; TJADEN et al., 2004). In dem Mitosomen-tragenden Protisten Entamoeba 

histolytica konnte in der Diplomarbeit von LEROCH (2003) eine Sequenz identifiziert werden, die für einen 

ATP/ADP-Transporter codiert (EhANT1). Entamoeba histolytica ist ein extrazellulär lebender Protist, der 

sich im Lumen des menschlichen Dickdarmes einnistet und der Erreger der Amöbenruhr ist. Der 

Organismus zeichnet sich weiter durch einen obligat fermentativen Stoffwechsel aus, der sich stark von 

Mitochondrien- oder Hydrogenosomen-tragenden Organismen unterscheidet (REEVES, 1984; MÜLLER, 

1993; BAKER-GRUNWALD & WOSTMANN, 1993). In der Diplomarbeit von LEROCH (2003) konnte bereits ein 

ATP/ADP-Transport durch heterologe Expression des EhANT1 im E. coli-Stamm BL21 nachgewiesen 

werden. Aufgrund der Tatsache, dass sich die Aufnahmeexperimente mit dem verwendeten 

Expressionsstamm BL21 als sehr schwierig bzw. unstabil erwiesen, wurde im Rahmen der hier 

vorliegenden Dissertation eine umfassende biochemische Charakterisierung des ATP/ADP-Transporters 

mit einem für EhANT1 besser geeigneten E. coli-Expressionsstamm (C43) angestrebt. Die neuen Daten 

könnten die Entwicklung der Mitosomen im Vergleich zur Mitochondrien- und 

Hydrogenosomenentwicklung näher erklären. 

 

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Dissertation folgende Fragestellungen geklärt: 

 

• Handelt es sich bei AtER-ANT1 um einen ATP/ADP-Transporter und unterscheidet er 

sich in seinen biochemischen Charakteristika von denen der klassischen mitochondrialen 

AACs aus Arabidopsis thaliana? 

• Ist AtER-ANT1 innerhalb der Zelle subzellulär in der Membran des Endoplasmatischen 

Retikulums lokalisiert? 

• Wird AtER-ANT1 gewebespezifisch und/oder entwicklungsabhängig exprimiert und 

welche physiologische Funktion besitzt dieses Transportprotein im pflanzlichen 

Stoffwechsel? 

• Existieren Proteine, die zu AtER-ANT1 homolog sind und wie unterscheiden sie sich? 

 

 

• Warum existieren in pflanzlichen Mitochondrien mehrere klassische ATP/ADP-

Transportproteine, die sich biochemisch nicht voneinander unterscheiden? 

• Besitzen diese Isoformen eine unterschiedliche physiologische Relevanz? 

 

 

• Welche biochemischen Eigenschaften besitzt der mitosomale ATP/ADP-Transporter aus 

dem Protisten Entamoeba histolytica? 

• Unterscheiden sich die biochemischen Charakteristika von hydrogenosomalen und 

mitochondrialen ATP/ADP-Transportproteinen? 

• Was bedeuten die neuen Erkenntnisse für die Entstehungsgeschichte der Cryptosomen 

(Mitosomen)? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1  Pflanzen 

Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen (Ecotyp: Columbia) sowie Arabidopsis Knockout-Pflanzen wurden 

unter Kurztagbedingungen in Klimakammern (22°C) angezogen. Dabei wurde ED73 Erde, die mit einem 

Langzeitdünger versetzt ist, verwendet. Um die Pflanzen vor Insektenbefall zu schützen wurden diese 

zeitweise mit in Wasser gelöstem Confidor (50 mg/l) gegossen. Zur Blühinduktion wurden die Pflanzen in 

Klimakammern (22°C) unter Langtagbedingungen gestellt.  

Die Anzucht von Oryza sativa Wildtyp-Pflanzen erfolgte in den Gewächshäusern der TU Kaiserslautern. 

 

2.1.1  Pflanzenanzucht unter sterilen Bedingungen 

Für nähere Analysen von Arabidopsis thaliana Knockout-Pflanzen war es manchmal notwendig, die 

Pflanzen unter sterilen Bedingungen auf MS-8 bzw. MS-2 Medium auszusäen. Eine 

Oberflächensterilisation konnte durch eine Behandlung der Samen mit EtOH (70%), Natriumhypochlorid 

(12%) und anschließendem Waschen in sterilem H2O erreicht werden. 

Um eine gleichzeitige Keimung der Samen zu gewährleisten, erfolgte eine Inkubation der Platten für zwei 

Tage bei 4°C. 

  MS-8 Medium: 

    2,2 g/l   Murashige & Skoog Medium (incl. Vitamine) 

    1% (w/v) Saccharose 

    0,05% (w/v) MES 

    0,5-1,5% (w/v) Agar 

      (pH 7,5 mit KOH) 

MS-2 Medium: 

    4,4 g/l   Murashige & Skoog Medium (incl. Vitamine) 

    2% (w/v) Saccharose 

    0,05% (w/v) MES 

    0,5-1,5% (w/v) Agar 

      (pH 5,7 mit KOH) 

 

Für die Isolierung von Protoplasten aus Tabakpflanzen wurden Wildtyp-Tabakpflanzen (W38) auf MS-2 

Medium nach MURASHIGE & SKOOG (1962) in Magenta-Plastikboxen der Firma Sigma unter sterilen 

Bedingungen angezogen. 

 

2.2  Molekularbiologische Methoden 

2.2.1  Bakterienstämme und Plasmide 

In Tabelle 2.1 sind die Bakterienstämme gezeigt, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Die E. coli-

Stämme XL1blue und XL10gold wurden dabei für rekombinante DNA-Techniken verwendet, wohingegen 

die Stämme BL21 und C43 zu heterologen Expressionsstudien von Transportproteinen dienten. Mit Hilfe 

von Agrobakterium tumefaciens konnten transgene Arabidopsis thaliana Pflanzen hergestellt werden. 
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Tabelle 2.1 Bakterienstämme 

Stamm Resistenz Verwendung Referenz 

E. coli XL1blue Tetr Klonierung BULLOCK et al., 1987 

E. coli XL10gold Tetr Klonierung BULLOCK et al., 1987 

E. coli BL21 

E. coli C43 

A. tumefaciens GV3101 

Clmr 

— 

Gentr, Rifr 

heterologe Expression 

heterologe Expression 

Transformation A.thaliana 

MIROUX & WALKER, 1996 

MIROUX & WALKER, 1996 

KONCZ & SHELL, 1987 

 

In Tabelle 2.2 wurden alle verwendeten bzw. konstruierten Plasmide zusammengefasst.  

 

Tabelle 2.2 Plasmide 

Plasmid relevante Merkmale Referenz 

pBSK Ampr, Klonierungsvektor Stratagene, Heidelberg 

pET16b Ampr, Expressionsvektor Novagen, Heidelberg 

pART27 Kanr, Specr, Strepr, binärer Pflanzentransformationsvektor GLEAVE et al., 1992 

pA35 Ampr, Zwischenvektor für Agrobakterien-Transformation; CaMV-

35-S-Promotor, OCS Terminator 

Prof. Antje von Schaewen 

pDE1001 Ampr, Specr, Pflanzentransformationsvektor Novagen, Heidelberg 

pHannibal Ampr, Klonierungsvektor GLEAVE et al., 1992 

pGPTV Kanr, Basta-Resistenz, GUS-Reportergen, 

Pflanzentransformationsvektor 

BECKER, 1992 

pGFP2 Ampr, Pflanzentransformationsvektor, CaMV-35S-Promotor WENDT et al., 2000 

pBIN Kanr, Pflanzentransformationsvektor; pGFP5 mit ER-Kontrolle Prof. Antje von Schaewen 

pVDAC Ampr, Pflanzentransformationsvektor; pGFP2 mit 
Mitochondrienkontrolle 

WORMIT et al., 2004 

pLeSUT 
Ampr, Pflanzentransformationsvektor; 

pGFP2 mit Plasmamembrankontrolle 

WORMIT et al., 2004 

pAAC4pro Promotor ER-ANT1 A.t. in pGPTV (GUS-Konstrukt) HAFERKAMP, 2003 

pM23 ER-ANT1 A.t. in pGFP2 LEROCH, 2003 

pM24 AAC1 A.t. in pGFP2 LEROCH, 2003 

pM58 ANT E.h. in pET16b, N-terminaler His-tag LEROCH, 2003 

pM84 ER-ANT1 A.t. in pBSK, T3-Orientierung, für in vitro-Translation diese Arbeit 

pM104 AAC1 A.t. in pBSK, T3-Orientierung, für in vitro-Translation diese Arbeit 

pM100 AAC5 A.t. in pBSK, T7-Orientierung, für Promotor-GUS-Fusion diese Arbeit 

pM110 AAC5 A.t. in pGPTV, Promotor-GUS-Fusionskonstrukt diese Arbeit 

pM70 AtER-ANT1 in pA35 für Antisense-Klonierung diese Arbeit 

pM71 AtER-ANT1 in pDE1001 in Antisense-Orientierung; Konstrukt für 

Agrobakterientransformation 

diese Arbeit 

pM112 ER-ANT1 A.t. in pBSK, T7-Orientierung, mit c-terminalem Myc-

tag 

diese Arbeit 

pM118 ER-ANT1 A.t. in pHannibal mit c-terminalem Myc-tag diese Arbeit 

pM119 ER-ANT1 A.t. in pART mit c-terminalem Myc-tag diese Arbeit 

pM113 ANT1 O.s. in pBSK, T3-Orientierung, Konstrukt für pET16b 

Klonierung 

diese Arbeit 

pM114 ANT1 O.s. in pET16b, heterologe Expression  diese Arbeit 

pM119 ER-ANT1 A.t. in pBSK, T3-Orientierung, mit His-tag, für pET16b diese Arbeit 
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Plasmid relevante Merkmale Referenz 

pM120 ER-ANT1 A.t. in pBSK, T7-Orientierung, mit His-tag, für pET16b diese Arbeit 

pM121 ER-ANT1 A.t. in pBSK, T3-Orientierung, ohne His-tag, für 

pET16b 

diese Arbeit 

pM122 ER-ANT1 A.t. in pBSK, T7-Orientierung, ohne His-tag, für 

pET16b 

diese Arbeit 

pM123 ER-ANT1 A.t. in pET16b, ohne His-tag diese Arbeit 

pM124 ER-ANT1 A.t. in pET16b, mit His-tag diese Arbeit 

 

2.2.2  Anzuchtbedingungen für Bakterien 

Die E. coli-Zellen wurden bei 37°C unter aeroben Bedingungen entweder in sterilem YT-Vollmedium oder 

TB-Vollmedium (SAMBROOK et al., 2001) angezogen. 

 

 YT-Medium: 

  0,8% (w/v)  Pepton 

  0,5% (w/v)  Hefe-Extrakt 

  0,25% (w/v)  NaCl, pH 7,0 

  [1,5% (w/v) Agar für Agarplatten] 

 

 TB-Medium: 

  1,2% (w/v)  Pepton 

  2,4% (w/v)  Hefe-Extrakt 

  0,4% (v/v)  Glycerin 

 

Nach dem Autoklavieren wurde das TB-Medium mit sterilem Kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 im 

Verhältnis 9:1 versetzt. In allen Versuchen wurde dem TB-Medium zusätzlich 10 mM Pyruvat und 

10 mM Malat hinzugefügt. 

 

Durch Zugabe entsprechender Antibiotika wurden geeignete Selektionsmedien hergestellt (Tabelle 2.3). 

Zur Aufbewahrung der selektionierten Bakterienklone wurden diese bei -70°C in Flüssigkultur mit 15% 

(v/v) Glycerin gelagert. 

 

Tabelle 2.3: Verwendete Antibiotika-Konzentrationen für E. coli 

Antibiotikum Stocklösung [mg/ml] Endkonzentration [µg/ml] 

Ampicillin 100,0 [50% EtOH] 200,0 

Tetrazyklin 5,0 [50% EtOH] 10,0 

Kanamycin 12,5 [H2O] 25,0 

Chloramphenicol 12,5 [100% EtOH] 12,5 

Rifampicin 20,0 [100% MeOH] 20,0 

 

Im Gegensatz zu E. coli wurden A. tumefaciens Zellen bei 30°C angezogen. Folgende Tabelle zeigt die 

entsprechenden Antibiotikakonzentrationen die zur Herstellung geeigneter Selektionsmedien verwendet 

wurden. 
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Tabelle 2.4: Verwendete Antibiotika-Konzentrationen für A. tumefaciens 

Antibiotikum Stocklösung [mg/ml] Endkonzentration [µg/ml] 

Gentamycin 25,0 [H2O] 25,0 

Spectinomycin 50,0 [H2O] 100,0 

Streptomycin 150,0 [H2O] 300,0 

Rifampicin 20,0 [100% MeOH] 20,0 

 

 

2.2.3  Oligonukleotide 

Tabelle 2.5 zeigt die Oligonukleotide, die in dieser Arbeit zum einem für DNA-Amplifikation und zum 

anderen für Sequenzierungen verwendet wurden. Die Oligonukleotide wurden kommerziell von den 

Firmen MWG Biotech, Genaxis bzw. Invitrogen synthetisiert. 

 

Tabelle 2.5: Verwendete Oligonukleotide 

Eingefügte Restriktionsschnittstellen sind durch den Schriftstil „bold“ hervorgehoben, Veränderungen von der 

Ursprungssequenz sind durch kleine Buchstaben gekennzeichnet, s=sense, as=antisense 

Oligonukleotide Sequenz 5’→3’ Verwendung/Klonierung 

T3 Promotor Primer AATTAACCCTCACTAAAGGGA Sequenzierung (Stratagene) 

T7 Promotor Primer GTAATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung (Stratagene) 

M13;s GTAAAACGACGGCCAGT Sequenzierung 

M13;as CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung 

GUS;as ATCCAGACTGAATGCCCACAGG Sequenzierung 

GFP-seq ATCACCTTCACCCTCTCCA Sequenzierung  

Myc;s GGTTCCTTAGAGGGAAACTTC Light-Cycler AtER-ANT1 Myc-Tag 

Pflanzen 

Myc;as CTTCAGAGATGAGTTTCTGCTC Light-Cycler AtER-ANT1 Myc-Tag 

Pflanzen 

M39(NdeI);s GTGAGGGAAAAGcatATGGCTTTGATCG AtER-ANT1 pET16b Klonierung mit His-

Tag (pM124) 

M40(NcoI);s GTGAGGGAAAAGAccATGGCTTTGATCG AtER-ANT1 pET16b Klonierung ohne His-

Tag (pM123) 

HA28;as GGATTATTGATATAACAATGTTACTGCAC AtER-ANT1 pET16b Klonierung mit/ohne 

His-Tag (pM122/pM123) 

HA54;s GTGAGGGAAAAGACCATGGCTTTGACTG AtER-ANT1 c-Myc-Tag Klonierung 

(pM119) 

M35;as TCCTACAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGC
TCCTGAACCCAATGCTTATAAGCAATCTGGTGA
AGCTG 

AtER-ANT1 c-Myc-Tag Klonierung 

(pM119) 

SK1(NdeI);s GAATCCGCCGTCGcAtATGCCATCCG Os-ANT1 pET16b Klonierung mit His-Tag 

(pM114) 

SK2;as TCCAAACTTCAACCAAGGATATGCCTC Os-ANT1 pET16b Klonierung mit His-Tag 

(pM114) 

TLP-4;s CAGGAGTGCTTGCGGGATATG 
 

AtER-ANT1 Knockout-Screening 

TRP-4;as TGGTTTGGGTAATTGCTTTACCAG AtER-ANT1 Knockout-Screening 
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Oligonukleotide Sequenz 5’→3’ Verwendung/Klonierung 

LBb-1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 
 

T-DNA-spezifischer Primer zum Screening 

von A.thaliana Knockout-Pflanzen 

HA54 GTGAGGGAAAAGACCATGGCTTTGACTG AtER-ANT1 in vitro-Translationskonstrukt 

(pM84) 

HA59 GATTGATGCCTCGAGGGGATATAC AtAAC1 in vitro-Translationskonstrukt 

(pM104)  

M48;s TAGGCCTTGAACTTTGCCTTC AtAAC1 Knockout-Screening Linie1 

M47;as TCCAAAATTCTTTAAAATCGAAGAG AtAAC1 Knockout-Screening Linie1 

M45;s AACATCTCAGTTTATTGCGGG AtAAC1 Knockout-Screening Linie2 

M46;as AAACACTGCCAATGTTATCCG AtAAC1 Knockout-Screening Linie2 

M49;s TGCTTTGCTTAAAGTCCGATC AtAAC1 Knockout-Screening Linie3 

M50;as AGGGCAAAGTTCAAGGCCTAC AtAAC1 Knockout-Screening Linie3 

M52 CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC AtAAC2 Knockout-Screening Gaby-Linie 

T-DNA-spezifisch 

M51;s GAGCAAAACTAGCGAAGAAACTGT AtAAC2 Knockout-Screening 

HA13;as TGTAGAGGTTCATATGGTTGAACAGACTC AtAAC2 Knockout-Screening 

TLP-3;s TTGGTGCAACGATTACAGAGG AtAAC3 Knockout-Screening 

TRP-3;as ACATCTCATGCGTTGGAATTG AtAAC3 Knockout-Screening 

TLP-5;s GCTGCTGGTTGTACTGCTTTG AtAAC5 Knockout-Screening 

TRP-5;as CAAGAAAGTGGGTCTGTCCAA AtAAC5 Knockout-Screening 

M33;s TAGGGATTTATCATCTTCTTGTCCATTTGGAGC AtAAC5 Promotor GUS-Fusionskonstrukt 

(pM110) 

M34(SmaI);as GATTCCTTCGATCCCGGGATGGATCTTCTTCG AtAAC5 Promotor GUS-Fusionskonstrukt 

(pM110) 

M18;s(XbaI) GGACCCGTCTAGACACTGATG AtER-ANT1 Antisense Klonierung 

M19;as(BamHI) CTACTGAACCGGATCCTTATAAGC AtER-ANT1 Antisense Klonierung 

 

2.2.4  Rekombinante DNA-Techniken 

2.2.4.1  Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 

Die Herstellung hitzekompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach HANNAHAN (1983). Zur Herstellung 

elektrokompetenter E. coli-Zellen wurde eine 200 ml Kultur in ψB-Medium unter selektiven Bedingungen 

bis zu einer OD600 von 0,5 angezogen. Die Ernte der Zellen erfolgte nach zehnminütiger Inkubation auf 

Eis. Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem, sterilem Wasser gewaschen. Es folgte ein weiterer 

Waschschritt in 10%igem Glycerin, wonach die Zellen anschließend in 1,5 ml 10% (v/v) Glycerin (steril) 

aufgenommen wurden.  

Die E. coli-Zellen wurden abschließend in 40 µl Aliquots aufgeteilt und bei -70°C gelagert oder aber direkt 

für die Transformation mittels Elektroporation (siehe Kapitel 2.2.4.2) eingesetzt. 

 

 ψB-Medium: 

  0,5% (w/v)  Hefe-Extrakt 

  2% (w/v)  Bactopepton 

  0,4% (w/v)  MgSO4 

  10 mM   KCl 
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2.2.4.2  Herstellung kompetenter A.tumefaciens-Zellen 

Für die Herstellung kompetenter A.tumefaciens-Zellen wurden 2 ml einer Übernachtkultur in 200 ml YEB-

Medium (mit Rifampicin) unter aeroben Bedingungen bei 30°C bis zu einer OD600 von 0,5 angezogen. 

Nach Waschen der Zellen in TE-Puffer wurden die Zellen in 5 ml YEB-Medium resuspendiert und 

anschließend in 500 µl Aliquots bei -70°C bis zur Transformation gelagert. 

 

 YEB-Medium: 

  0,5% (w/v)  Beef-Extrakt 

  0,1% (w/v)  Hefe-Extrakt 

  0,5% (w/v)  Pepton 

  2 mM   MgSO4 

  [1,5% (w/v) Agar für Platten) 

 

 TE-Puffer: 

  10 mM   Tris-HCl (pH 7,5) 

  1 mM  EDTA 

 

2.2.4.3  Transformation von E. coli-Zellen mittels Hitzeschock oder Elektroporation 

Bei der Transformation von Zellen durch Hitzeschock wurde ein 200 µl-Zellaliquot 10 min auf Eis 

aufgetaut, die zu transformierende DNA vorsichtig hinzupipettiert und dieser Ansatz für 30 min auf Eis 

inkubiert. Die Aufnahme der DNA in die Zellen erfolgte durch anschließende Inkubation der Zellen in 

einem 42°C Wasserbad für 90 Sekunden. Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen 5 min auf Eis 

abgekühlt, 1 ml ψB-Medium hinzugefügt, für 1.5 Stunden bei 37°C schüttelnd inkubiert und abschließend 

auf antibiotikahaltigen YT-Platten ausplattiert. 

 

Für die Transformation der E. coli-Zellen durch Elektroporation wurde ein „E. coli-Pulser“ der Firma 

Biorad (München) verwendet. Zu den E. coli-Zellen wurden maximal 50 ng Plasmid-DNA gegeben. 

Dieser Ansatz wurde daraufhin einem Stromimpuls von ungefähr 9 ms mit einer Spannung von 2,5 kV 

ausgesetzt. Zur Regeneration wurden die Zellen in 0,8 ml ψB-Medium für eine Stunde bei 37°C inkubiert. 

Es folgte das Ausplattieren auf selektiven YT-Platten. 

 

2.2.4.4  Transformation von A. tumefaciens Zellen 

Um A. tumefaciens Zellen zu transformieren wurde ein Zellaliquot auf Eis aufgetaut und anschließend 

0,5-2 µg zu transformierende DNA hinzugefügt. Dieser Ansatz wurde für 5 min auf Eis inkubiert und 

daraufhin in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Aufnahme der Fremd-DNA erfolgte durch schnelles 

Erhitzen der Zellen auf 37°C. Weiter wurde zu den Zellen 1 ml YEB-Medium gegeben und der gesamte 

Ansatz für 4-6 Stunden bei 30°C inkubiert. Abschließend konnten die Zellen durch Ausplattieren auf 

antibiotikahaltigen Agarplatten selektiert werden. Die erhaltenen Transformanten wurden mehrfach 

vereinzelt, um mögliche „cross-feeding“ Reaktionen ausschließen zu können. 
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2.2.4.5  Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte nach SAMBROOK et al. (2001) und wurde in horizontalen 

Gelapparaturen bei konstanter Spannung (80-120 V) durchgeführt. 

Abhängig von der zu trennenden Größe der Moleküle wurden 0,8-2%ige Agarose-Gele hergestellt. Dazu 

wurde die Agarose in 1-fach TAE-Puffer gekocht, unter Rühren auf ca. 50°C abgekühlt und mit 

Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 µg/ml), das in die DNA interkaliert, versetzt. Das Ethidiumbromid 

fluoresziert unter UV-Licht (λ=260 nm) orange. Die Lösung wurde anschließend in eine Gelkammer mit 

Taschenformer gegossen. Zu trennende DNA-Proben wurden zuvor mit 10-fach TAE-Ladepuffermedium 

für den Gellauf vorbereitet. Als Größenstandard diente PstΙ verdaute λ-DNA, die von der Firma MBI 

Fermentas, St. Leon-Roth bezogen wurde. 

  

 50x TAE-Puffer: 

  242 g   Tris-HCl (pH8,5) 

  57,1 ml  Eisessig 

  500 mM  EDTA 

  ad 1l mit H2O 

 

2.2.4.6  In vitro Manipulation von DNA 

Unter in vitro Manipulation von DNA wird das gezielte Schneiden der DNA mit spezifischen 

Restriktionsendonukleasen und darauf folgend das kontrollierte Zusammenfügen einzelner DNA-

Fragmente durch Ligation verstanden.  

Die DNA-Restriktion wurde sowohl zur Klonierung von Vektor-DNA als auch zur Analyse von Konstrukten 

aus Vektor- und Fremd-DNA eingesetzt. Für den Restriktionsansatz wurden die von den Herstellern (MBI 

Fermentas, NEB) angegebenen Puffermedien und Inkubationstemperaturen verwendet. Die geschnittene 

DNA wurde daraufhin mittels Agarose-Gelelektrophorese nach Fragmentgröße aufgetrennt und das 

gesuchte Fragment mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel herausgeschnitten. Die Elution der DNA 

erfolgte unter Verwendung des Gelextraktionskits „NucleoSpin Extract II“ von Macherey & Nagel.  

Bei der Ligation handelt es sich um das gezielte Zusammenfügen bestimmter DNA-Fragmente durch 

Einsatz der T4-DNA-Ligase. Dieses Enzym hat die Eigenschaft die kovalente Verknüpfung 

komplementärer DNA-Enden zu katalysieren. So kann die Ligase — nach Restriktion eines Vektors und 

eines spezifischen Fragmentes mit den gleichen Restriktionsenzymen — den Vektor mit dem 

spezifischen DNA-Fragment kovalent über Phosphodiesterbindungen miteinander verknüpfen. 

In dieser Arbeit wurden T4-DNA-Ligasen der Firma Gibco, MBI Fermentas und Invitrogen jeweils nach 

Herstellerangaben verwendet. 

 

2.2.4.7  Plasmidpräparation aus E. coli-Zellen 

Um Plasmide aus E. coli zu isolieren wurde in dieser Arbeit die Methode der alkalischen Lyse verwendet, 

bei der eine Isolierung aufgrund der unterschiedlichen Präzipitationseigenschaften von Plasmid-DNA, 

chromosomaler E. coli-DNA, Proteinen sowie RNA möglich ist (BIRNBOIM & DOLY, 1979; SAMBROOK et al., 

2001). Zur Isolierung besonders reiner Plasmid-DNA, die zum Beispiel für Sequenzierungen oder 

Protoplastentransformation notwendig ist, wurde das „QIAprep-spin-Kit“ (Qiagen, Hilden) nach 

Herstellerangaben verwendet.  
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Für alle weiteren Verwendungszwecke wurde die Plasmid-DNA im Prinzip nach der „QIAprep-spin-Kit“-

Methode isoliert, mit dem Unterschied, dass die Plasmid-DNA nicht über Säulen, sondern über eine 

Isopropanolfällung mit Waschen des DNA-Pellets in 70%igem Ethanol und abschließender Elution des 

DNA-Pellets mit H2O gewonnen wurde. 

 

2.2.4.8  Plasmidpräparation aus A. tumefaciens Zellen 

Die Plasmidisolierung aus A. tumefaciens Zellen erfolgte ebenfalls nach dem Prinzip der alkalischen Lyse 

(BIRNBOIM & DOLY, 1979). Es wurde dabei das gleiche Protokoll wie für E. coli verwendet, mit dem 

Unterschied, dass dem ersten Puffer (P1, siehe „QIAprep-spin-Kit“) noch zusätzlich Lysozym zugesetzt 

wurde um die Zelllyse zu vereinfachen.  

 

2.2.5  Isolierung von Gesamt-RNA und Poly-A
+
-mRNA aus Arabidopsis thaliana und Oryza sativa 

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Arabidopsis thaliana und Oryza sativa wurde das „RNA-Easy-Plant-

Kit“ der Firma Qiagen nach Herstellerangaben verwendet. Um die RNA vor Ribonukleasen zu schützen 

wurde während der Isolierung mit sterilen und gut gekühlten Geräten gearbeitet. Mit Hilfe des „OligoTex-

Kits“ der Firma Qiagen wurde nach Herstellerangaben aus der Gesamt-RNA die Poly-A+-mRNA aus 

Arabidopsis thaliana bzw. Oryza sativa präpariert. 

 

2.2.6  Herstellung des 1. Strang cDNA aus Arabidopsis thaliana und Oryza sativa 

Zur Herstellung der komplementären DNA (cDNA) aus Arabidopsis thaliana und Oryza sativa diente 

zuvor isolierte Poly-A+-mRNA als Ausgangstemplate. Unter Einsatz des Enzyms SuperscriptΙΙ der Firma 

Gibco konnte die mRNA in cDNA umgeschrieben werden. Zur cDNA-Herstellung wurden 17 µl der 

synthetisierten mRNA zu 3 µl Oligo(dT)-Primer-Mix (100 µM) gegeben, dieser Ansatz 10 min bei 70°C 

inkubiert, kurz abgekühlt, anzentrifugiert und Folgendes hinzugefügt: 

 

 + 3 µl 0,1 M DTT 

 + 6 µl SuperscriptΙΙ-Puffer (5x) 

 + 1,5 µl dNTPs (10 mM) 

 

Dieser Ansatz wurde für 2 min bei 42°C inkubiert, worauf 1,5 µl (2U) SuperscriptΙΙ dazugegeben wurden. 

Es folgte eine Inkubation über 50 min bei 42°C und eine Denaturierung des Enzyms durch Inkubation des 

Ansatzes bei 70°C für 15 min. 

 

2.2.7  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion stellt eine effiziente Methode zur Vervielfältigung definierter DNA-

Abschnitte dar. Für die Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen werden zwei Oligonukleotide (siehe 

Tabelle 2.5) benötigt, der „sense“- und der „antisense“-Primer. 

Ein Standard-PCR-Ansatz setzt sich bei einem Gesamtvolumen von 50 µl aus 200 µM dNTPs, je 50 pmol 

Primer („sense“ und „antisense“), 10-50 ng Template-DNA, und 2 Units DNA-Polymerase zusammen. Die 

PCR-Reaktionen wurden in den vom Hersteller vorgesehenen Puffermedien durchgeführt. Zur 

Optimierung von PCR-Reaktionen und Sequenzanalysen wurde die Taq-Polymerase aus dem 

thermophilen Bakterium Thermus aquaticus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Nach 
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Optimierung der PCR und für Klonierungszwecke wurde die Pfu-Polymerase, die aus dem thermophilen 

Bakterium Pyrococcus furiosus (Stratagene, Heidelberg) stammt, benutzt. Die Pfu-Polymerase zeichnet 

sich im Vergleich zur Taq-Polymerase durch eine geringere Fehlerquote bei der Amplifizierung aus. 

Die DNA-Amplifizierung wurde nach folgendem Programm in einem TRIO-Thermoblock TB1 (Biometra, 

Göttingen) durchgeführt: 

 

 

„Hot-Start“ innerhalb der ersten 5 min 94°C (bei Pfu-Polymerase) 

Denaturierung 0,5-1,5 min 94°C   

Anlagerung der Primer 1-1,5 min 42-60°C  45 Zyklen 

Strangverlängerung 3-7,30 min 72°C   

Abschlussverlängerung 5 min 72°C   

 ∞ 4°C   

 

Die gewählte Annealing-Temperatur ist dabei von der Schmelztemperatur der jeweils verwendeten 

Oligonukleotide abhängig. 

 

 

2.2.8  Quantitative RT-PCR 

Die Methode der quantitativen RT-PCR kann dazu genutzt werden um die relative Transkriptmenge eines 

bestimmten Gens zu untersuchen. So kann zum Beispiel die gewebespezifische Expression eines Gens 

oder aber auch Unterschiede im Transkriptgehalt von unabhängigen transgenen Pflanzen untersucht 

werden.  

Als Template für die quantitative RT-PCR diente Gesamt-RNA, die mit Hilfe des „RNA-Easy-Plant-Kit“ der 

Firma Qiagen nach Herstellerangaben isoliert wurde. Die RT-PCR wurde unter Verwendung des 

„QuantiTect-SYBR-Kits“ (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben mit dem Lightcycler (Roche, 

Mannheim) durchgeführt. Dabei wurde folgender Standard-PCR-Ansatz gemacht: 

 

 Template (100ng Gesamt-RNA)  x µl 

 QuantiTect RT-Mix    0,2 µl 

 QuantiTect SYBR RT-PCR-Mix   10 µl 

 Sense Primer (5pmol)   1 µl 

 Antisense Primer (5pmol)  1 µl 

 H2O     ad 20µl 

 

Eine quantitative RT-PCR verläuft nach folgendem Programm: 

 

 

 

 

 

 

}
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Schritt Temperatur Zeit  

cDNA Synthese 50°C 20min  

Inaktivierung der  

reversen Transkriptase; 

Aktivierung der  

DNA-Polymerase 

95°C 15min  

cDNA Denaturierung 95°C 15sec 

Anlagerung 53-60°C 30sec 

Verlängerung 72°C 40sec 

Abschlussverlängerung 72°C 15min 

Kühlung 4°C ∞ 

 

 

55 Zyklen 

 

Nach jedem Zyklus wurde die Menge der Fluoreszenz des in die DNA interkalierten SYBR-Green 

bestimmt. Dabei ist die Menge der Fluoreszenz direkt proportional zur amplifizierten DNA-Menge. Die 

Berechnung der relativen Transkriptmenge erfolgte folgendermaßen: 

 

 No = Nn/E
Ct
 

 

No = Anzahl der DNA-Kopien vor Beginn der PCR 

Nn = Anzahl der DNA-Kopien nach n Zyklen 

E  = Faktor der PCR-Effizienz (nach Hersteller 1,85) 

Ct  = Anzahl der Zyklen 

 

2.2.9  DNA-Sequenz-Analyse 

Zur Kontrolle der in dieser Arbeit verwendeten und konstruierten Plasmide wurde besonders reine 

Plasmid-DNA mit Hilfe des „QIAprep Spin Kits“ (Qiagen) isoliert und mit entsprechenden 

Sequenzierungsprimern im Nano-Bio-Zentrum der TU Kaiserslautern analysiert. 

 

2.2.10  Isolierung von Protoplasten aus Tabakblättern 

Die Methode der Protoplastenisolierung aus Tabakblättern (W38) wurde nach DAMM & WILLMITZER (1989) 

durchgeführt. Für die Isolierung wurden 2-3 Wochen alte Tabakpflanzen verwendet. Zur Trennung von 

intakten und zerstörten Protoplasten wurde ein zusätzlicher Zentrifugationsschritt durchgeführt, bei dem 

die gesamte Protoplastensuspension auf eine Saccharose/MES-Lösung gegeben wurde. Nach der 

Zentrifugation sammelten sich die intakten Protoplasten am oberen Rand des Zentrifugationsgefäßes und 

konnten daraufhin in W5 Medium überführt werden. Nach Bestimmung der Protoplastenzahl mit Hilfe der 

Neunbauer-Zählerkammer wurden die Protoplasten ein weiteres Mal pelletiert und abschließend für die 

Transformation auf eine Konzentration von 1,6*106 Protoplasten/ml mit Magnesium/Mannit-Lösung 

eingestellt.  
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 Saccharose/MES-Lösung: 

  0,5 M   Saccharose 

  0,1% (w/v)  MES 

  [pH 5,7 mit NaOH einstellen und Lösung autoklavieren] 

 

 W5-Medium: 

  145 mM  NaCl 

  125 mM  CaCl2 

  5 mM   KCl 

  5 mM   Glukose 

  Der pH-Wert sollte zwischen 5,0 und 6,0 liegen. 

 

 Magnesium/Mannit-Lösung: 

  0,5 M   Mannit 

  15 mM   MgCl2 

  0,1% (w/v) MES 

Mit 0,1 N KOH wurde der pH auf 5,7 eingestellt und die Lösung anschließend sterilfiltriert. 

 

2.2.11  Transformation von isolierten Tabakprotoplasten 

Die Transformation der isolierten Tabakprotoplasten erfolgte nach WENDT et al., 2000. Dabei wurde 

Plasmid-DNA in einer Konzentration ≥30 µg eingesetzt um eine möglichst hohe Transformationseffizienz 

zu erreichen. Die transformierten Protoplasten wurden über Nacht im Dunkeln bei 23°C inkubiert und die 

Fluoreszenz der transformierten Protoplasten entweder mit dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop 

der Firma Zeiss oder mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M (Zeiss) analysiert. 

 

2.2.12  Transformation von Arabidopsis thaliana („floral dip“-Methode) 

Die Herstellung transgener Arabidopsis thaliana Pflanzen erfolgte mit Hilfe von A. tumefaciens 

vermittelter Transformation (CLOUGH & BENT, 1998). Dazu wurden 250 ml einer rekombinanten 

Agrobakterien Übernachtkultur bei 5.000g für 15 min pelletiert. Das Zellpellet wurde daraufhin in 500 ml 

Saccharoselösung (5%) mit 0,01% Silwet L77 (BASF, Ludwigshafen) resuspendiert. Zur Transformation 

der Arabidopsis thaliana Wildtyppflanzen wurden die gesamten Blütenstände in die Agrobakterien-

Suspension getaucht und anschließend für einen Tag in einem „Minigewächshaus“ inkubiert. 

Abschließend konnten die transformierten Pflanzen unter Langtagbedingungen bis zur Samenreife und 

Ernte gelagert werden. 

 

2.2.13  Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana 

Die Isolierung genomischer DNA erfolgte nach der „Simple-DNA-Prep“-Methode der Universität 

Wisconsin (Biotechnologie Center, UWBC, USA).  
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2.2.14   Heterologe Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli 

Der E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS stellt zusammen mit pET-Plasmidvektoren (Novagen, Heidelberg) 

ein ideales bakterielles Expressionssystem für rekombinante Proteine dar (STUDIER et al., 1990). Der 

E. coli-Stamm wurde so konstruiert, dass eine kontrollierte Expression eines Gens, das in ein Plasmid 

kloniert wurde, stattfindet. Zur Konstruktion des E. coli-Stammes wurde der lacUV5-Promotor und das T7-

Polymerase-Gen des Bakteriophagen D3 in das Genom des E. coli-Stammes inseriert. Der 

lacUV5-Promotor sorgt für die Kontrolle der Transkription der T7-RNA-Polymerase. Eine Induktion der 

Polymerase wird durch Zugabe von Isopropylthiogalaktosid (IPTG) erreicht. IPTG verhindert das Binden 

des lac-Repressors an den lac-Operator, so dass die Expression der T7-RNA-Polymerase ermöglicht 

wird. Die induzierte T7-RNA-Polymerase bindet an einen T7-Promotor, der bei den pET-

Expressionssystemen dem multiplen Klonierungsbereich vorgeschaltet ist. Daraufhin wird die 

Zielsequenz, die in den multiplen Klonierungsbereich eingebaut wurde, transkribiert. Es folgt die 

Translation der mRNA zu einer Proteinsequenz an den Ribosomen der E. coli-Zellen.  

In dieser Arbeit wurde die cDNA putativer ATP/ADP-Transporter aus Arabidopsis thaliana, Entamoeba 

histolytica und Oryza sativa in das Leseraster des pET-Vektors inseriert und die daraus resultierenden 

Proteine heterolog exprimiert um deren biochemische Funktion zu klären. Um die Proteine heterolog zu 

exprimieren, wurden zunächst Vorkulturen über Nacht angezogen und dann in frischem Medium im 

Verhältnis 1:100 in Kulturkolben mit Schikane angeimpft. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer 

OD600 von 0,5-0,6 durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM). Die Zellen wurden 60-120 min nach 

der Induktion durch Zentrifugation für 5 min bei 4°C und 3.000g geerntet, in KH2PO4-Puffer resuspendiert 

und für die Importmessungen verwendet. 

 

2.2.15   Klonierungstrategien 

2.2.15.1  Herstellung der Plasmidkonstrukte zur heterologen Expression in E. coli 

Zur heterologen Expression von putativen Transportproteinen in E. coli wurden die entsprechenden DNA-

Sequenzen mittels spezifischer Primer (siehe Tabelle 2.5) und PCR auf dem jeweiligen cDNA-Strang 

amplifiziert. Dabei wurde die PCR stets mit der Pfu-Polymerase durchgeführt. Die amplifizierten DNA-

Sequenzen wurden daraufhin in den mit dem Restriktionsenzym EcoRV geöffneten Klonierungsvektor 

pBSK ligiert. Für die heterologe Expression der zu untersuchenden Sequenzen wurden diese 

anschließend entweder mit NcoI/XhoI oder NdeI/XhoI bzw. NdeI/BamHI wieder aus dem pBSK-

Klonierungsvektor herausgeschnitten und in den Expressionsvektor pET16b kloniert, der ebenfalls zuvor 

mit den jeweiligen Enzymen geöffnet wurde. Bei einer Klonierung über NcoI/XhoI in den pET16b-Vektor 

wurde die zu untersuchende DNA-Sequenz nicht mit einem His-Tag versehen. Bei der Verwendung von 

NdeI/XhoI bzw. NdeI/BamHI hingegen wurde an das putative Transportprotein ein c-terminaler His-Tag 

mit 10 Histidinen fusioniert. Die in den Expressionsvektor pET16b klonierten DNA-Sequenzen standen 

einer biochemischen Charakterisierung mittels heterologer Expression in E. coli zur Verfügung. 

Bei dem in dieser Arbeit zu untersuchenden AtER-ANT1 wurden Konstrukte sowohl mit als auch ohne 

His-Tag hergestellt. Analog zu dieser Strategie wurden in dieser Arbeit ebenfalls die putativen 

Transportproteine OsER-ANT1 und EhANT1 in den pET16b-Expressionsvektor kloniert. Allerdings 

wurden hier nur die Konstrukte mit His-Tag hergestellt. 
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2.2.15.2  Herstellung transgener AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen 

Zur Analyse der subzellulären Lokalisierung des AtER-ANT1 wurden transgene Pflanzen hergestellt, bei 

denen AtER-ANT1 über einen starken 35S-Promotor überexprimiert wird. Außerdem wurde AtER-ANT1 

mit einem c-terminalen Myc-Tag (10 Aminosäuren) fusioniert, um das Protein mit Hilfe eines spezifischen 

Anti-c-Myc-Tag Anitkörpers nachweisen zu können. 

Zur Herstellung der transgenen Pflanzen wurde AtER-ANT1 mit den Primern HA54 und M35 auf dem 

1.Strang cDNA mittels PCR amplifiziert. Dabei wurde bei dem Primer M35 zusätzlich eine Sequenz 

hinzugefügt, die für einen c-Myc-Tag codiert (Sequenz: CTACAGATCCTCTTCA-

GAGATGAGTTTCTGCTC). Das erhaltene PCR-Produkt wurde daraufhin in den mit EcoRV 

geschnittenen Klonierungsvektor pBSK ligiert. AtER-ANT1-c-Myc wurde im Folgenden über die 

Restriktionsenzyme XbaI/XhoI aus dem Vektor pBSK herausgeschnitten und daraufhin in den Vektor 

pHannibal ligiert. Das Plasmid pHannibal besitzt einen konstitutiven 35S-Promotor, der eine starke und 

kontinuierliche Expression von Proteinen verspricht. Zusammen mit diesem 35S-Promotor wurde 

daraufhin die AtER-ANT1-c-Myc-Sequenz über das Enzym NotI aus pHannibal herausgeschnitten und in 

den Pflanzentransformationsvektor pART27 ligiert. Die Selektion transgener AtER-ANT1-c-Myc-Tag 

Pflanzen erfolgte durch eine erworbene Kanamycinresistenz. 

 

2.2.15.3  Herstellung des AtAAC5-Promotor-GUS-Fusionskonstruktes zur Analyse der    

gewebespezifischen Expression 

Für die Analyse der gewebespezifischen Expression von AtAAC5 wurde dessen Promotorbereich mit den 

spezifischen Primern (M33, M34) über PCR amplifiziert. In M34 wurde eine zusätzliche SmaI-Schnittstelle 

eingebaut. Das ungeschnittene PCR-Produkt wurde daraufhin in den mit SmaI-linearisierten 

Klonierungsvektor pBSK ligiert. Es folgte ein Restriktionsverdau mit den Enzymen HindIII und SmaI, 

woraufhin der Promotorbereich von AtAAC5 in den Pflanzentransformationsvektor pGPTV 

(Glucuronidase Plant Transformation Vector) ligiert wurde. Der Promotorbereich wurde „in frame“ vor das 

GUS-Gen (β-Glucuronidase) kloniert. Der Vektor pGPTV besitzt zusätzlich noch das Markergen bar, 

welches für das Enzym Phosphoinotricin-Acetyl-Transferase codiert. Dieses Enzym ist in der Lage das 

Herbizid Ammonium-Glufosinat (BASTA) abzubauen und kann somit zur Selektion von transformierten 

Pflanzen eingesetzt werden.  

 

2.2.15.4  Klonierungsstrategie des AtER-ANT1-Antisensekonstruktes zur Herstellung von 

Dosismutanten 

Zur Herstellung des AtER-ANT1-Antisense-Konstruktes wurde AtER-ANT1 mittels PCR auf dem ersten 

Strang cDNA mit den Primern M18 (mit inserierter XbaI-Schnittstelle) und M19 (BamHI-Schnittstelle) 

amplifiziert und in den Zwischenklonierungsvektor pA35 kloniert. Das Plasmid pA35 besitzt einen 

konstitutiven 35S-Cauliflower-Mosaik-Virus Promotor und einen OCS Terminator. Nach einem 

Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und HindIII wurde das 35S-Promotor/AtER-ANT1/OCS-

Terminatorkonstrukt in den Pflanzentransformationsvektor pDE1001, der mit den gleichen Enzymen 

linearisiert wurde, ligiert. Das fertige Konstrukt wurde abschließend in A. tumefaciens-Zellen transformiert 

und diese rekombinanten Zellen für die Herstellung von Arabidopsis thaliana Dosismutanten, bezüglich 

des AtER-ANT1-Gens, verwendet. 
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2.3  Biochemische Methoden 

2.3.1  Proteinbestimmung nach Bradford und Pierce 

2.3.1.1  Bradford 

Bei der Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) wurde die zu bestimmende Proteinlösung in H2O auf 

500 µl aufgefüllt und mit 500 µl Bradfordlösung versetzt. Die gemischte Probe wurde daraufhin für 15 min 

bei Raumtemperatur inkubiert und der Proteingehalt bei einer Wellenlänge von 595 nm mit einem 

Photometer der Firma Eppendorf bestimmt. Zur Analyse des Proteingehaltes wurde im Vorfeld eine 

Eichgerade mit BSA (Rinderserumalbumin) erstellt. 

2.3.1.2  Pierce 

Im Fall von Proteinbestimmungen aus Samen wurde der Pierce-Test (Pierce Chemica, Rockford, IL) zur 

Analyse herangezogen. Dabei wurde die Bestimmung des Proteingehaltes nach Angaben des Herstellers 

durchgeführt. 

 

2.3.2  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde nach der Methode von LAEMMLI (1970) 

durchgeführt.  

Dabei erfolgte die Auftrennung der Proteine in vertikalen Gelapparaturen der Firma Biorad und Serva bei 

einer konstanten Spannung zwischen 80-130 Volt. Das verwendete SDS-Gel bestand aus folgenden 

Komponenten: 

 

Trenngel (6 ml): 

  14,6% (w/v)  Acrylamid 

  0,44% (w/v)  Bisacrylamid 

  300 mM  Tris-HCl, pH 8,8 

  0,08% (w/v)  SDS 

  0,05% (v/v)  TEMED 

  0,05% (w/v)  APS 

 

 Sammelgel (3 ml): 

  3% (w/v)  Acrylamid 

  0,08% (w/v)  Bisacryamid 

  125 mM  Tris-HCl, pH 6,8 

  0,1% (w/v)  SDS 

  0,1% (v/v)  TEMED 

  0,05% (w/v)  APS 

 

SDS-Laufpuffermedium: 

  25 mM   Tris-HCl, pH 8,3 

  192 mM  Glycerin 

  1% (w/v)  SDS 
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 5x Gelladepuffermedium: 

  0,5 mM  Tris-HCl, pH 6,8 

  2% (w/v)  SDS 

  10% (v/v)  Glycerin 

  1% (w/v)  Bromphenolblau 

 

Aufgetrennte Proteinbanden konnten mit Hilfe einer Färbelösung, die den Farbstoff Coomassie Brilliant 

Blue enthält, sichtbar gemacht werden. 

 

 Färbelösung: 

  0,1% (w/v)  Coomassie Brilliant Blue R-250 

  10% (v/v)  Essigsäure 

  40% (v/v)  Methanol 

 

Überschüssige Färbelösung wurde mit folgender Entfärbelösung entfernt: 

 

 Entfärbelösung: 

  7% (v/v)  Essigsäure 

  5% (v/v)  Methanol 

  in H2O 

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes der aufgetrennten Proteine wurde der „Prestained Protein 

Marker“ der Firma NEB (Frankfurt) verwendet. 

 

2.3.3  Western-Blot und Antikörpernachweis 

Bei der Methode des Western-Blotting wird ein durch SDS-Page aufgetrenntes Proteingemisch auf eine 

Nitrocellulosemembran (Porengröße 0,2 µm) übertragen. Es wurde dabei das „Wet-Blotting“-Verfahren in 

einem MiniTank Elektroblotter, Modell VEP-2 der Firma Peqlab verwendet. Das zu blottende SDS-Gel 

wurde für 2-4 Stunden mit 200-500 mA geblottet.  

Um Proteine über Antikörper auf der Membran nachzuweisen wurden freie Bereiche abgesättigt indem 

die Membran für 1-2 Stunden in einer TBS/BSA-Lösung inkubiert wurde. Das überschüssige BSA wurde 

entfernt, indem die Membran für jeweils 5 min in TBS-Puffer, TBST-Puffer und wiederum TBS-Puffer 

gewaschen wurde. Daraufhin erfolgte die Inkubation der Membran über Nacht mit dem ersten 

spezifischen Antikörper, der nach Herstellerangaben verdünnt in TBS/BSA-Puffer eingesetzt wurde. Die 

Membran wurde daraufhin von überschüssiger Antikörperlösung befreit, indem sie wiederum je 5 min in 

TBS-, TBST- und TBS-Puffer gewaschen wurde. Der zweite Antikörper wurde je nach Herstellerangaben 

in TBS/BSA-Puffer verdünnt eingesetzt und für mindestens 5 Stunden mit der Membran inkubiert. 

Überschüssige Antikörperlösung wurde durch erneutes Waschen wieder entfernt. Der Nachweis des 

gebundenen zweiten Antikörpers erfolgte auf unterschiedliche Weise: 

Bei der Verwendung eines zweiten Antikörpers, an den eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt vorlag 

wurde folgender Reaktionsansatz auf die Membran gegeben: 

  15 mg 4-Chloro-1-naphtol (in 5 ml Methanolp.a.) 

 +  25 ml TBS-Lösung 
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Die Farbreaktion wurde durch die Zugabe von 15 µl H2O2 gestartet. Nach 1-5 min erschienen die 

Proteinbanden, an welche die Antikörper gebunden vorlagen. Die Reaktion wurde durch Waschen der 

Membran mit H2O abgestoppt. 

 

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit mit sekundären Antikörpern gearbeitet, die zum Nachweis eine 

alkalische Phosphatase tragen. Dabei wurde folgender Reaktionsansatz gemischt und auf die zu 

entwickelnde Membran gegeben: 

  50 ml  AP-Puffer 

 +  220 µl  BCIP 

 +  165 µl  NBT 

 

Die Reaktion wurde ebenfalls durch Waschen der Nylonmembran mit H2O abgestoppt. 

 

 Transfer-Puffer für das „Wet-Blotting“: 

  25 mM   Tris-HCl, pH 8,3 

  192 mM  Glycin 

  20% (w/v)  Methanol 

  1% (w/v)  SDS 

  in H2O 

 

 TBS-Puffer: 

  20 mM   Tris-HCl, pH 7,5 

  150 mM  NaCl 

  in H2O 

 

TBST-Puffer: 

  20 mM   Tris-HCl, pH 7,5 

  150 mM  NaCl 

  0,1% (v/v)  Tween 20 

  in H2O 

 

 AP-Puffer : 

  100 mM  Tris-HCl (pH 9,5) 

  100 mM  NaCl 

  5 mM   MgCl2 

  in H2O 
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2.3.4  Methionin-Assay (Nachweis heterolog exprimierter Membranproteine in E. coli durch 

radioaktive Markierung mit 
35
S-Methionin) 

Diese Methode eignet sich besonders zum Nachweis sehr gering exprimierter Proteine. Dazu wurden 

50 ml YT-Medium im Verhältnis 1:100 mit einer Übernachtkultur angeimpft und diese bis zu einer OD600 

von 0,5-0,6 wachsen gelassen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3.000g für 5 min geerntet und 

das Zellpellet in 1 ml eines M9-Minimalmedium-Mix resuspendiert. Durch Zugabe von 10 µl IPTG (20%) 

und schüttelnder Inkubation bei 37°C für 15 min erfolgte die Induktion der heterologen Expression. Durch  

Zugabe von 20 µl Rifampicin (Stock: 20 mg/ml) wurde die Expression der bakteriellen Proteine inhibiert, 

indem die E. coli-eigene RNA-Polymerase gestört wurde. Es folgte eine Inkubation für 15 min bei 37°C, 

wonach bis zu 50 µCi [35S]-Methionin dem Ansatz beigefügt wurden. Dieses radioaktiv-markierte 

Methionin wird als Substrat bei der Proteinbiosynthese eingebaut. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur 

und unter schüttelnden Bedingungen für 20 min inkubiert. Dann erfolgte die Ernte der Zellen durch 

Zentrifugation bei 4.000g für 5 min. Das Pellet wurde in 500 µl Aufschlußpuffer für Membranproteine mit 

Pefa-Block (1:1.000) resuspendiert, 2 min sonifiziert und anschließend 10 min bei 15.800g zentrifugiert. 

Im erhaltenen Pellet befanden sich Einschlußkörperchen (Inclusion-bodies) und im Überstand waren 

sowohl lösliche als auch Membranproteine enthalten. Durch eine 1-stündige Zentrifugation bei 100.000g 

wurden die Membranproteine pelletiert, wohingegen sich die löslichen Proteine im Überstand befanden. 

Alle drei erhaltenen Fraktionen konnten einer SDS-Gelelektrophorese unterzogen werden. 

Das Gel wurde daraufhin getrocknet und die radioaktive Markierung der Proteine in den einzelnen 

Fraktionen mit Hilfe des Cyclone (Storage Phosphor Screen) der Firma Packard detektiert. 

 

M9-Minimalmedium-Mix: 

  0,6% (w/v)  Na2HPO4 

  0,3% (w/v)  KH2PO4 

  0,1% (w/v)  NH4Cl 

  0,4% (w/v)  Glukose 

  0,05% (w/v)  NaCl 

  1 mM   MgSO4 

  1 mM   Natriumcitrat 

  0,1 mM  CaCl2 

  100 µg/ml  Thiamin 

  0,01% (w/v) Methionin Assay Medium (Difco Laboratories, Hamburg) 

 

 Aufschlußpuffer für Membranproteine: 

  10 mM   Tris-HCl, pH 7,5 

  1 mM   EDTA 

  15% (v/v)  Glycerin 

  0,1 mM  Pefa-Block (immer frisch dazugeben) 
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2.3.5  IMAC (Immobilisierte Metallionen-Affinitäts-Chromatographie) 

Die Methode der IMAC bietet die Möglichkeit Membranproteine, die mit einem Histidin-Tag versehen sind 

anzureichern. Zur Anreicherung wurde Nickel-NTA-Agarose der Firma Qiagen nach Herstellerangaben 

verwendet.  

So konnte ein nach Ultrazentrifugation erhaltenes Membranproteinpellet in 43 µl Dodecyl-β-Maltosid 

(20%) und 207 µl SäulenpufferA resuspendiert werden. Dieser Ansatz wurde für 30 min auf Eis inkubiert, 

mit weiteren 750 µl SäulenpufferA versehen, gemischt und anschließend für 2 min bei 14.000g und 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde auf eine vorher äquilibrierte Nickel-Säule gegeben und über Nacht bei 

4°C in einem Überkopftaumler inkubiert. Im Folgenden wurde die Nickel-Säule mehrmals mit 

SäulenpufferA gewaschen und das anzureichernde Membranprotein abschließend durch die Zugabe des 

Elu-Puffers von der Nickel-Säule entfernt. Um eine weitere Ankonzentrierung zu Erreichen wurde das 

Eluat daraufhin einer Acetonfällung unterzogen. 

 

SäulenpufferA: 

  300 mM  NaCl 

  100 mM  Natriumphosphat 

  10 mM   Imidazol 

  8 mM   Glycerin 

  0,1% (w/v)  DM (Dodecyl-β-Maltosid) 

  [pH 8,0 mit HCl einstellen] 

 

Elu-Puffer: 

  20 mM   Tris 

  500 mM  NaCl 

  500 mM  Imidazol 

  1% (v/v)  Triton 

 

2.3.6  Northern-Blot Analysen 

Zur Trennung von Gesamt-RNA wurden in dieser Arbeit 1,2%ige Formaldehyd-Agarosegele verwendet. 

Dazu wurden 62 ml DMPC-H2O mit 7,5 ml MOPS-Puffer (10x) und 0,825 g Agarose aufgekocht und die 

erhaltene Lösung auf ungefähr 50°C abgekühlt, mit 5,5 ml Formaldehyd vermischt, und die gesamte 

Lösung in eine vorbereitete Gelkammer mit Taschenformer gegeben. Der Gellauf erfolgte in 1x MOPS-

Puffer bei einer konstanten Spannung von 70 Volt für etwa 1 Stunde. Die aufzutrennenden RNA-Proben 

wurden folgendermaßen für den Gellauf vorbereitet: 

  10 µg  RNA (max. 14 µl) 

 + 3 µl  10x MOPS 

 +  5 µl  Formaldehyd 

 +  10 µl  Formamid 

 +  2 µl  Bromphenolblau 

 +  1 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml) 

  ad 35 µl mit DMPC-H2O 
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 10x-MOPS-Puffer: 

  200 mM  MOPS 

  50 mM   Natriumacetat 

  10 mM  EDTA 

  (pH 6,8 mit NaOH) 

 

Nach dem Gellauf wurde das RNA-Gel zuerst zweimal für 15 min in Wasser geschwenkt und daraufhin in 

10fach SSC äquilibriert. Es folgte der Blot des RNA-Gels auf eine positiv geladene Nylonmembran 

(Nytran-Plus, Schleicher & Schuell, Deutschland) durch kapillaren Flüssigkeitsstrom. Dieser Transfer 

dauerte mindestens 3 Stunden. Zur Immobilisierung der transferierten RNA auf der Nylonmembran wurde 

diese auf der Membran durch UV-Licht (254 nm) „gecrosslinkt“.   

  

 10x-SSC: 

  0,15 M   Natriumcitrat, pH 7,0 

  1,5 M  NaCl 

 

2.3.7  Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden 

Die Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden erfolgte nach den Angaben des Herstellers mit dem  

„Ready-to-go DNA Labeling Beads Kit“ der Firma Amersham Biosciences (Freiburg). Zur 

Radioaktivmarkierung wurde [α32P]-dCTP (pro Ansatz 20 µCi, Amersham Biosciences) verwendet. Die 

Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide wurde durch eine Gelfiltrationschromatographie (Sephadex 

G50, Amersham Biosciences) erreicht. Zur Sonden-Markierung wurde 100-250 ng DNA eingesetzt. 

 

2.3.8  Hybridisierung von Northern-Blots mit radioaktiv markierten DNA-Sonden 

Die Hybridisierung der Northern-Blots mit [α32P]-dCTP-markierten DNA-Sonden erfolgte nach der 

Methode von SAMBROOK et al., 2001 mit Churchpuffermedium (CHURCH & GILBERT, 1984) als 

Hybridisierungspuffer.  

 

 Church-Puffer: 

  0,25 M   di-Natriumhydrogenphosphat (pH 7,2) 

   1 M   EDTA 

  1% (w/v)  BSA 

  7% (w/v) SDS 

 

Die Northernblot-Analyse konnte mit Hilfe des Cyclone (Storage Phosphor Screen) der Firma Packard 

ausgewertet werden. 

 

2.3.9  In vitro Translation von Membranproteinen und Targeting in isolierte ER-Mikrosomen  

Die in vitro Translation von Proteinen kann dazu genutzt werden, um die subzelluläre Lokalisierung eines 

Proteins zu untersuchen. Dazu wird das Protein bei der in vitro Translation radioaktiv markiert und der 

Import in verschiedene Zellorganellen analysiert. In dieser Arbeit wurden AtER-ANT1 und AtAAC1 (als 

mitochondriale Negativkontrolle) der in vitro Translation unterzogen und das Targeting in aus Hund 
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isolierten ER-Mikrosomen überprüft. Dabei wurden die verwendeten ER-Mikrosomen freundlicherweise 

von der Arbeitsgruppe R. Zimmermann, Abteilung für Medizinische Biochemie in Homburg zur Verfügung 

gestellt. Für die in vitro Translation wurde das „Rabbit Reticulocyte Lysate System“ der Firma Promega 

nach Herstellerangaben verwendet. Als Ausgangskonstrukt diente jeweils die zu untersuchende Sequenz 

im Vektor pBSK in der T3-Orientierung. Bei den jeweiligen Konstrukten wurde darauf geachtet, dass eine 

natürliche Korzak-Sequenz erhalten blieb. Zur Radioaktiv-Markierung wurde [35S]-Methionin verwendet.  

Die Importstudien konnten durch Einsatz des Cyclone (Storage Phosphor Screen) der Firma Packard 

ausgewertet werden. 

 

2.3.10  Samenanalysen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Samen der beiden unabhängigen homozygoten AtER-ANT1-

Knockout-Linien sowohl auf ihren Proteingehalt als auch auf die Menge an Lipid hin untersucht. 

 

2.3.10.1  Proteinbestimmung in Samen von Arabidopsis thaliana 

Zur Analyse der Proteinmenge wurden jeweils 50 mg Samen eingesetzt. Diese wurden bei 

Raumtemperatur mit einem Mörser zerrieben, 1 ml Proteinextraktionspuffer hinzugefügt und das gesamte 

Material für exakt 3 min weiter homogenisiert. Das Homogenat wurde in E-cups transferiert und 10 min 

bei 20.000g zentrifugiert. Der Überstand wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentration einem Pierce-

Test unterzogen. 

 

 Proteinextraktionspuffer: 

  50 mM   Hepes (pH 7,5) 

  5 mM   MgCl2 

  1% (v/v) Triton X-100 

  15% (v/v) Glycerin 

  2% (w/v)  SDS 

  1 mM   EDTA 

  1/100 (v/v)  PMSF (100 mM) 

 

2.3.10.2  Lipidbestimmung in Samen 

Für die Analyse des Lipidgehaltes in Arabidopsis Samen wurden 100 mg getrocknete Samen unter 

flüssigem Stickstoff in 1,5 ml Isopropanol für 5 min homogenisiert. Die Suspension wurde daraufhin in ein 

E-cup transferiert und über Nacht auf einem Eppendorf-Thermoschüttler bei 4°C und 1.000 rpm 

geschüttelt. Es folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 20.000g. Der Überstand wurde in ein vorher 

gewogenes E-cup überführt und das Isopropanol über 8 Stunden in einem Eppendorf-Thermoschüttler 

bei 60°C abgedampft. Der Lipidgehalt konnte daraufhin durch erneutes Wiegen des E-cups ermittelt 

werden. 

 

2.3.11   Metabolitenbestimmung in Arabidopsis thaliana 

2.3.11.1  Bestimmung des Chlorophyllgehaltes 

Zur Analyse des Chlorophyllgehaltes in Arabidopsis thaliana Blättern wurde Gewebematerial zunächst in 

Ethanol (80%) durch Pottern homogenisiert und bei 20.000g für 5 min zentrifugiert. Der erhaltene 
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Überstand konnte direkt zur Messung der Gesamt-Chlorophyllkonzentration in einem Photometer bei 

652 nm eingesetzt werden. 

 

2.3.11.2  Aminosäurekonzentrationsbestimmung  

Mit Hilfe der HPLC (high performance liquid chromatography) ist es möglich die Konzentration von 

Aminosäuren in einer Pflanze zu bestimmen. In dieser Arbeit wurde die Menge an Aminosäuren im Blatt 

von Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen und in beiden unabhängigen AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter 

verschiedenen Wachstumsbedingungen bestimmt. Die Analysen wurden im Institut für Pflanzengenetik 

und Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben mit freundlicher Unterstützung von Dr. Mohammad 

Hajirezaei durchgeführt. Durch Derivatisierung der Aminosäuren mit dem fluoreszierenden Reagenz ACQ 

(6-Aminoquionyl-N-hydroxy-succinimidyl-carbamate) und Verwendung einer C18-Säule konnten die 

Aminosäuren über die HPLC voneinander getrennt und die Mengen der verschiedenen Aminosäuren 

analysiert werden. Die stabile Fluoreszenz wurde bei 395nm gemessen. 

 

2.3.11.3  Bestimmung der Nukleotidkonzentration  

Zur Bestimmung von Nukleotidkonzentrationen (ATP, ADP, AMP) in Blattmaterial von Arabidopsis 

thaliana Wildtyp- und Knockout-Pflanzen wurden die zu messenden Metabolite mittels 

Methanol/Chlorophorm extrahiert und die erhaltenen Proben über die HPLC aufgetrennt. Die 

Derivatisierung der Nukleotide erfolgte mittels Chloracetaldehyd. Die Analysen erfolgten ebenfalls im IPK 

in Gatersleben unter der Anleitung von Dr. Mohammad Hajirezaei.  

 

2.3.11.4  Bestimmung der Zucker- und Stärkekonzentration in Arabidopsis thaliana 

Blattmaterial 

Zur Bestimmung der Zucker- und Stärkekonzentration wurde ein gekoppelter Enzymtest durchgeführt. 

Die Bestimmung erfolgte photometrisch über die Reduktion von NADP zu NADPH, wobei die 

Extinktionsänderung bei 340 nm verfolgt wurde.  
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Abbildung 2.1: Gekoppelter Enzymtest für die Bestimmung von Zucker- und Stärkekonzentrationen 
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Wenn die Enzyme in der Reihenfolge Hexokinase, Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase, Phospho-

Gluko-Isomerase und abschließend wiederum Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase zugegeben und die 

Extinktionsänderung verfolgt wurde, konnten Glukose und Fruktose gemeinsam in einem Ansatz 

bestimmt werden. Mit Hilfe des Enzyms Saccharose-Invertase konnte daraufhin die in den Extrakten 

vorhandene Saccharose in Glukose und Fruktose gespalten werden. Die Bestimmung der 

Saccharosekonzentration erfolgte daraufhin durch Messen der Glukose und Fruktosegehalte. 

Die Stärkekonzentration konnte ebenfalls indirekt über die Glukosekonzentration ermittelt werden, indem 

diese im Vorfeld über die Enzyme Amyloglukosidase und α-Amylase in einzelne Glukosemoleküle 

gespalten und die Glukosemenge bestimmt wurde. 

 

2.3.12  Saccharosedichtegradientenzentrifugation 

Durch Einsatz der Saccharosedichtegradientenzentrifugation mit und ohne Magnesium können ER-

Membranen von Membranen anderer Zellorganellen getrennt werden. Im Fall, dass kein Magnesium zu 

den verwendeten Puffermedien hinzugefügt wird, kommt es zu dem Effekt, dass die Ribosomen nicht 

mehr an die ER-Membran binden können. Die ER-Membranen verlieren somit an Gewicht und es kommt 

zu einem „Shift“ innerhalb des Saccharosegradienten. Bei allen anderen Zellorganellen konnte ein 

solches Verhalten bisher nicht beobachtet werden. Somit kann diese Methode dazu genutzt werden, um 

z.B. die subzelluläre Lokalisierung eines Proteins, welches im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert 

ist, zu überprüfen. 

Als Ausgangsmaterial für diese Methode dienten 12 g Pflanzenmaterial von Arabidopsis thaliana Wildtyp-

Pflanzen und AtER-ANT1-c-Myc-tag Pflanzen, bei denen das Transportprotein AtER-ANT1 

überexprimiert wird und über einen Myc-tag Antikörper nachgewiesen werden kann.  

Das Pflanzenmaterial wurde in 25 ml Homogenisierungspuffer 15-20 min bei 4°C stark gemörsert und 

über zwei Lagen Mull und zwei Lagen Miracloth abfiltriert. Die erhaltene Suspension wurde daraufhin für 

15 min bei 8.000 rpm bei 4°C zentrifugiert, um weitere Pflanzen- und Zellreste zu entfernen. Es folgte ein 

Ultrazentrifugenschritt bei 100.000g für 1 Stunde um alle Zellmembranen zu pelletieren. Das 

Membranpellet wurde daraufhin in 600 µl Resuspendierpuffer homogenisiert und stand somit der darauf 

folgenden Saccharosedichtegradientenzentrifugation zur Verfügung. Zur Herstellung des Gradienten 

wurden zwei Saccharoselösungen benötigt (20% und 60%), die unter Verwendung eines Hoefer SG30 

Gradientengießers zu einem Gradienten gemischt wurden.  Eine Trennung der einzelnen Zellmembranen 

wurde erreicht, indem der Saccharosegradient mit der zu trennenden Probe für 16 Stunden bei 100.000g 

zentrifugiert wurde. Daraufhin konnten durch Anstechen der Zentrifugenröhrchen und langsames 

Ablassen des Gradienten einzelne Fraktionen gewonnen werden. Um Proteine in den einzelnen 

Fraktionen nachzuweisen, wurden die Fraktionen einer SDS-Page und anschließendem Western-Blot 

unterzogen. Durch den Einsatz einer Reihe von Antikörpern konnte so die subzelluläre Lokalisierung von 

Proteinen innerhalb der einzelnen Fraktionen untersucht werden. Die Bestimmung des 

Saccharosegehaltes innerhalb der verschiedenen Fraktionen wurde mit Hilfe eines Refraktometers 

bestimmt. 
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 Homogenisierungspuffer: 

  50 mM   Tris (pH 8,2) 

  20% (v/v) Glycerin 

  1 mM  DTT 

  2 mM  EDTA 

  1/100 (v/v)  PMSF (100 mM) 

 

 Resuspendierpuffer: 

  10 mM  Tris (pH 7,6) 

  150 mM  NaCl 

  1 mM  EDTA 

  10% (v/v)  Glycerin 

  1/100 (v/v)  PMSF (100 mM) 

 

 Saccharoselösung: 

  20% (w/v)  Saccharose (bzw. 60%) 

  10 mM   Tris (pH 7,6) 

  2 mM  EDTA 

  1 mM  DTT 

  1/100 (v/v)  PMSF (100 mM) 

 

Bei den Saccharosedichtegradienten mit Magnesium wurden alle verwendeten Puffermedien ohne EDTA 

und mit zusätzlich 5 mM MgCl2 angesetzt. 

 

2.3.13  Isolierung von intakten Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana 

Zur Isolierung intakter Mitochondrien wurde stets mit eiskalten Geräten und Medien gearbeitet. Für die 

Aufreinigung wurden 200 g frisch geerntetes Pflanzenmaterial mit 1 l Extraktionsmedium in einem 

Haushaltsmixer viermal 30 sec lang homogenisiert und das Homogenat über vier Lagen Mull und zwei 

Lagen Miracloth filtriert. Zum Entfernen der groben Zellreste und Plastiden wurde die Suspension 

daraufhin für 5 min bei 3.500 rpm (Rotor A6.9) zentrifugiert. Das Pelletieren der Organellen 

(Mitochondrien, restliche Plastiden, Peroxisomen) wurde durch Zentrifugation des Überstand bei 10.000g 

für 10 min (Rotor HFA 14.290) erreicht. Zum Waschen der Zellorganellen wurde das erhaltene Pellet in 

Waschpuffer resuspendiert und die erhaltene Lösung erneut bei 3.000g für 10 min zentrifugiert (Rotor 

HFA 22.40, SS34 Röhrchen). Es folgte eine weitere Pelletierung der Zellorganellen (15 min, 10.000g). 

Die Organellen wurden in 1 ml Waschpuffer aufgenommen und zur Trennung der Mitochondrien von den 

übrigen Zellkompartimenten erst einem 28%igen Percollgradienten und anschließend einem 24%igen 

Percollgradienten unterzogen. Um das Percoll zu entfernen, wurden die Mitochondrien abschließend 

einmal mit Waschpuffer und dreimal mit Saccharoselösung gewaschen. Die isolierten Mitochondrien 

wurden daraufhin direkt für Transportmessungen eingesetzt.  
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 Extraktionsmedium: 

  2 mM   EDTA 

  0,5% (v/v) PVP-40 

  5 mM   Glycin 

  5 mM  Malat 

  4 mM  Cystein 

  0,3 M  Mannit 

  20 mM  tetra-Na-pyrophosphat-10-hydrat 

  0,1%  BSA 

  [pH 7,5  mit Phosphorsäure] 

 

 Waschpuffer: 

  0,3 M   Mannit 

  10 mM   KH2PO4 

  1 mM  EDTA 

  10 mM  Malat 

  10 mM  Pyruvat 

  5 mM  Glycin 

  0,1%   BSA 

  [pH 7,2 mit KOH] 

 

 Percollpuffer: 

  0,3 M   Saccharose 

  10 mM   KH2PO4 

  1 mM   EDTA 

  10 mM  Malat 

  10 mM   Pyruvat 

  0,1%   BSA 

  [pH 7,2 mit KOH] 

 

 Saccharoselösung: 

  170 mM Saccharose 

  17 mM  Tris-HCl (pH 7,4) 

  1,7 mM  MgCl2 

 

2.3.14  Importstudien an intakten Mitochondrien mit radioaktiv markiertem ATP und Glycin 

Transportaufnahmen an intakten Mitochondrien wurden mittels der „Rapid-Filter“ Technik (WINKLER et al., 

1968) durchgeführt. Für die Aufnahmen wurden jeweils 20 µl isolierte Mitochondrien mit 180 µl 

Transportmedium über unterschiedliche Zeiten bei 30°C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte 

über die „Rapid Filter“ Technik und das Abtrennen nicht eingebauter Radioaktivität durch Spülen der 

Membranfilter mit 16 ml Basic-Medium. 
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 Basic-Medium: 

  3 mM   KH2PO4 

  13 mM   K2HPO4 

  58 mM  KCl 

  30 mM  NaCl 

  [pH 7,4] 

 

2.3.15  Importstudien an intakten E. coli Zellen 

Die Importstudien an intakten E. coli Zellen erfolgte ebenfalls unter Verwendung der „Rapid Filter“ 

Technik (WINKLER et al., 1968) und wurde in Anlehnung an die Methode von TJADEN et al., 1998 

durchgeführt. Für die Aufnahmeexperimente wurden die E. coli Zellen entweder in YT bzw. TB-Medium 

angezogen und die Proteinexpression bei einer OD600 von 0,5 bis 0,6 durch die Zugabe von IPTG 

induziert. Nach einer Induktionszeit von 1-2 Stunden wurden die Zellen für die Aufnahmeexperimente 

geerntet und mit KH2PO4-Puffer (50 mM) auf eine OD600 von 5-8 eingestellt. Die Importstudien wurden bei 

30°C durchgeführt, wobei jeweils 100 µl E. coli Zellen mit 100 µl Transportmedium inkubiert wurden. Mit 

Hilfe der „Rapid Filter“ Technik und geeigneten Membranfiltern (Firma Schleicher & Schnell, 0,45 µM 

Porendurchmesser) wurde die Reaktion abgestoppt. Zum Entfernen nicht importierter Radioaktivität 

wurden die E. coli Zellen mit 16 ml KH2PO4-Puffer (50 mM) gespült und die Menge der importierten 

Radioaktivität mit einem Scintillationszähler quantifiziert. 

 

2.3.16  Herstellung von [α
32
P]-ADP 

Das Enzym Hexokinase macht es möglich [α32P]-ATP in [α32P]-ADP umzuwandeln. Die Hexokinase 

katalysiert dabei folgende Reaktion: 

    Glucose + ATP → Glucose-6-Phosphat + ADP 

Für die [α32P]-ADP-Synthese wurde folgender Reaktionsansatz erstellt: 

 

 140 µCi  [α32P]-markiertes ATP 

 + 1 mM  Glucose 

 + 10 µM  ATP 

 + 50 mM  Tris-HCl, pH 7,5 

 + 5 mM  MgCl 

 + 3 Units  Hefe-Hexokinase (Roche, Mannheim) 

Dieser Reaktionsansatz wurde für 45-60 min bei Raumtemperatur inkubiert und das Enzym durch 

Erhitzen auf 95°C für 5 min denaturiert. 

 

2.3.17  GUS-Färbung 

Zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression von Transportproteinen ist es möglich den 

Promotorbereich des zu untersuchenden Proteins mit einem Reportergen zu fusionieren und die 

Expression in planta zu analysieren. Ein solches Reportergen stellt uidA (aus E. coli) dar, welches für das 

GUS-Enzym (Glucuronidase) kodiert. Zum Nachweis des Reportergens wird das zu untersuchende 

Pflanzengewebe mit dem synthetischen Substrat X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Glucuronid) 
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infiltriert, welches nach oxidativer Kondensation und Spaltung einen blauen Farbniederschlag am exakten 

Syntheseort liefert.  

Die Methode der GUS-Färbung erfolgte in Anlehnung an SESSIONS et al., 1999. Dabei wurde zuerst das 

zu untersuchende Pflanzenmaterial mit 90% eiskaltem Aceton für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert 

um das Chlorophyll aus den verwendeten Pflanzengeweben herauszulösen. Daraufhin wurde das 

Gewebe 1 Stunde mit dem Färbepuffer infiltriert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Abschließend wurden 

pflanzeneigene Farbreste durch 30 minütige Waschschritte mit jeweils 20%, 35%, 50% und 75% Ethanol 

entfernt und die gewebespezifische Expression der zu untersuchenden Transportproteine ausgewertet. 

 

 Färbepuffer: 

  50 mM   Natrium-Phosphat (pH 7,2) 

  1% (v/v) Triton X-100 

  10 mM   Natrium-Ferrocyanid 

  10 mM  Natrium-Ferricyanid 

 

 

2.4  Computergestütze Analysen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Gensequenzen wurden den Datenbanken EMBL (www.ebi.ac.uk/embl) 

und NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) entnommen.  

Zur Erstellung von Aminosäurealignments dienten die Programme Genedoc und Clustal X.  

Für die Darstellung der in dieser Arbeit durchgeführten Klonierungsstrategien (siehe Kapitel 2.2.15) 

wurde mit dem Programm Clonemanager7  gearbeitet. 

Elektronische Expressionstudien bezüglich der Gewebe- und Entwicklungsspezifität wurden mit dem 

Genevestigator (www.genevestigator.ethz.ch) erstellt und Vorhersagen bezüglich der subzellulären 

Lokalisierung von Proteinen mit den Programmen Target_P und Signal_P (EMANUELSSON et al., 2000; 

NIELSON et al., 1997) analysiert. 
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3. Ergebnisse 

Die Ergebnisse der Experimente, die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführt wurden gliedern sich 

in vier Themenbereiche: 

 

• Im ersten Teil wird die molekulare, biochemische und physiologische Charakterisierung des 

AtER-ANT1 beschrieben. Zur biochemischen Charakterisierung wurde eine heterologe 

Expression dieses Transportproteins in E. coli durchgeführt. Weiter konnten über GFP-

Fusionskonstrukte, in vitro Translationsexperimente und Saccharosedichtegradienten-

Zentrifugation mit anschließender Antikörperdetektion Analysen bezüglich der subzellulären 

Lokalisierung von AtER-ANT1 vorgenommen werden. Um die physiologische Rolle im 

pflanzlichen Stoffwechsel zu untersuchen, wurden außerdem AtER-ANT1 homozygote Knockout-

Pflanzen umfangreich untersucht, sowie die gewebe- und entwicklungsspezifische Expression 

mittels Promotor-GUS-Fusionskonstrukt analysiert (3.1). 

 

• Der zweite Teil beschreibt die Charakterisierung des Transportproteins, OsER-ANT1, das zu dem 

Transportprotein in Arabidopsis thaliana (AtER-ANT1) homolog ist. Neben phylogenetischen 

Analysen wurde das Transportprotein ebenfalls durch Einsatz der heterologen Expression 

biochemisch im E. coli-System untersucht (3.2). 

 

• Im nächsten Themenbereich der vorliegenden Arbeit wird die Ursache für das Vorhandensein 

von 5 verschiedenen AAC-Isoformen in Arabidopsis thaliana untersucht. Dazu wurde mit 

Arabidopsis thaliana Knockout-Pflanzen gearbeitet, bei denen die jeweiligen Transportproteine 

durch eine T-DNA-Insertion ausgeschaltet wurden (3.3). 

 

• Der letzte Teil dieser Arbeit beschäftigt sich mit der biochemischen Charakterisierung des ANT1 

aus dem Protisten Entamoeba histolytica mittels heterologer Expression in E. coli unter 

besonderer Berücksichtigung der evolutiven Bedeutung solcher Transportproteine (3.4). 

 

 

3.1 Charakterisierung des ER-ANT1 aus Arabidopsis thaliana 

3.1.1 Phylogenetische Eingruppierung des AtER-ANT1 und Aminosäuresequenzanalysen 

Das Transportprotein ER-ANT1 aus Arabidopsis thaliana wird phylogenetisch in die Gruppe der MCF 

(mitochondrial carrier family) eingruppiert, die eine Vielzahl unterschiedlicher Metabolite über 

verschiedene endogene Membranen (z.B. Mitochondrien, Plastiden, Peroxisomen etc.) innerhalb der 

eukaryotischen Zelle transportieren können. Transportproteine der MCF bestehen aus sechs Membran-

durchspannenden hydrophoben Sequenzbereichen, die jeweils durch einen kurzen hydrophilen Loop 

miteinander verbunden sind. Es wird davon ausgegangen, dass die hydrophoben 

Transmembrandomänen durch eine Triplikation eines Ursprungselementes entstanden sind (KUAN & 

SAIER, 1993). Weiter wird angenommen, dass die Transportproteine der MCF funktionell in Form eines 

Dimers vorliegen (HACKENBERG & KLINGENBERG, 1980). In Abbildung 3.1 ist die Eingruppierung des AtER-

ANT1 in den phylogenetischen Stammbaum einiger ausgewählter MCF-Transportproteine gezeigt. 
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Abbildung 3.1: Einbindung des AtER-ANT1 in den phylogenetischen Stammbaum einiger ausgewählter MCF-

Transporter. Der Stammbaum wurde in Kooperation mit dem „Department of Evolutionary Microbiology“, Faculty of 

Science, University of Nijmegen (Niederlande) erstellt. Die Berechnung des Stammbaumes wurde mit dem 

Programm MRBAYES durchgeführt. Die Analyse der „Bootstrap“-Werte erfolgte mittels BAYESIAN CARLO 

SIMULATION wohingegen die Längen der Verzweigungen mit dem Programm PUZZLE ermittelt wurden. Zur 

Kalkulation des Stammbaumes diente der „Neighbour-joining“-Algorithmus (SAITOU & NEI, 1987). In roter Schrift ist die 

Eingruppierung des AtER-ANT1 in die Gruppe der MCF zu sehen. Die Gruppe der klassischen AACs verschiedener 

Organismen ist blau umrandet. In grün umrandet ist die Gruppe der Brittle-Familie dargestellt. Erläuterungen dazu 

siehe Text. 

 

Das in dieser Arbeit zu untersuchende Transportprotein AtER-ANT1 wird phylogenetisch eindeutig in die 

Gruppe der klassischen mitochondrialen AACs (ATP/ADP-Carrier) eingruppiert (PICAULT et al., 2004). 

Dabei konnten klassische AACs bereits in einer großen Vielzahl von Organismen identifiziert und 

charakterisiert werden, so zum Beispiel in Rattus, Arabidopsis oder Saccharomyces. In Arabidopsis 

thaliana sind bereits drei AAC-Isoformen biochemisch als Vertreter mitochondrialer ATP/ADP-Transporter 

analysiert worden (HAFERKAMP et al., 2002). Bei genauerer Betrachtung ist zu erkennen, dass die vierte 

Isoform, AtER-ANT1 zwar in die Gruppe der klassischen AACs eingruppiert wird, jedoch nicht in 

unmittelbarer Nähe der bereits charakterisierten Isoformen AAC1-3 in Arabidopsis thaliana. Das 
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Transportprotein AtER-ANT1 liegt dabei phylogenetisch zwischen den AACs aus Arabidopsis bzw. 

Saccharomyces und einem klassischen AAC aus dem Protisten Neocallimastix.  

Interessanterweise ergaben detaillierte Studien bezüglich der MCF-Vertreter, dass neben den 

mitochondrialen Proteinen auch subzellulär nicht mitochondrial lokalisierte MCF-Transportproteine 

existieren. Eine plastidäre Lokalisierung der Brittle-Familie und eine peroxisomale Lokalisierung des 

ANT1p konnten bereits nachgewiesen werden (LEROCH et al., 2005; PALMIERI et al., 2001). 

Eine detaillierte Untersuchung der für die Funktionalität mitochondrialer AACs wichtigen Aminosäure-

Reste wurde mittels eines Aminosäurealignments (Abbildung 3.2) zwischen dem AtER-ANT1 und den 

drei bekannten mitochondrialen AACs aus Arabidopsis thaliana durchgeführt.  
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---------------------------------------------------------
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----MALIGK------SER--------FSADFVMGGAAAIVAKSAAAPIERVKLLLQ
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Abbildung 3.2: Aminosäurealignment des AtER-ANT1 und der klassischen mitochondrialen AAC Isoformen 

1-3 in Arabidopsis thaliana. Identische oder ähnliche Aminosäuren bei allen untersuchten Transportproteinen sind 

in schwarz, wohingegen konservierte Aminosäuren in drei Proteinen grau schattiert sind. Die vorhergesagten N-

terminalen Transitpeptide der AtAAC1-3 sind durch ein schwarzes Rechteck gekennzeichnet. Die schwarzen Balken 
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H1-H6 zeigen die sechs putativen hydrophoben Membran-durchspannenden Transmembrandomänen. METS: 

konservierte „Mitochondrial energy transfer signature“ (METS = P-x-[DE]-x-[LIVAT]-[RK]-x-[LRH]-[LIVMFY]-

[QGAIVM]), die nach den Transmembrandomänen H1, H3 und H5 folgen. Aminosäuren, die mit einem Dreieck 

gekennzeichnet sind, stellen wichtige Aminosäuren für die Funktion der mitochondrialen AACs dar. Dabei sind 

Aminosäuren, die mit schwarz-gefüllten Dreiecken gekennzeichnet sind, ebenfalls in AtER-ANT1 konserviert, 

wohingegen ungefüllte Dreiecke Unterschiede zu den mitochondrialen AACs aufzeigen. AtER-ANT1 (At5g17400); 

AtAAC1 (At3g08580); AtAAC2 (At5g13490); AtAAC3 (At4g28390). 

 

Bei der Betrachtung des Aminosäurealignments von AtER-ANT1 mit den mitochondrialen AtAAC1-3 fällt 

zunächst auf, dass AtER-ANT1 eine putative N-terminale Signalsequenz fehlt, die notwendig ist um 

pflanzliche AACs korrekt in die innere mitochondriale Membran zu transportieren (MURCHA et al., 2005).  

Bei einer komplexen Untersuchung der Aminosäuren, die essentiell für die Funktion der mitochondrialen 

AACs sind, zeigt sich eine mögliche Funktion des AtER-ANT1 als ADP/ATP-Transporter. Die wichtige 

Bedeutung von basischen Aminosäuren für die Funktion von AAC2 in Saccharomyces cerevisiae konnte 

bereits mittels zielgerichteter Mutagenese gezeigt werden. Dabei spielen sechs Arginine und ein Lysin 

(R96, R204, R252, R253, R254, R294, und K38) eine kritische Rolle für die ATP/ADP-Transport-Aktivität 

des mitochondrialen AAC2 aus Saccharomyces cerevisiae (NELSON et al., 1993). Die korrespondierenden 

Aminosäuren in AtER-ANT1 (R83, R192, R240, R241, R242, L282 und K25) sind fast identisch mit der 

Ausnahme, dass R294 durch L282 ersetzt wurde (siehe Abbildung 3.2).  

Weiter wurde die Struktur des AAC1 Monomers aus Rind über eine Röntgen-Kristallstruktur-Analyse mit 

einer Auflösung von 2.2 Å untersucht (PEBAY-PEYROULA et al., 2003). Dabei konnten mehrere Cluster mit 

geladenen Aminosäuren identifiziert werden, die potentiell an der Substratbindung beteiligt sind. Diese 

scheinen somit essentiell für die Funktion klassischer mitochondrialer ADP/ATP-Transporter zu sein. 

Innerhalb des Translokationskanals des Rinder-AAC1 wurde ein kationischer Cluster, bestehend aus 

zwei Lysinen und sechs Argininen (K22, K32, R79, R137, R234, R235, R236 und R279) identifiziert, der 

zum Substrat hin gerichtet ist. Die Position der Aminosäureseitengruppen wird dabei durch ein komplexes 

Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen und elektrostatischen Interaktionen stabilisiert. Dabei 

binden die elektrostatischen Wechselwirkungen Wassermoleküle und saure oder polare Seitengruppen 

der Aminosäuren E29, D134, D231, Q36, E264 und N276, ein. Diese eben beschriebenen geladenen 

oder polaren Aminosäuren sind vollständig in AtER-ANT1 konserviert (K25, K35, R83, R140, R192, 

R240, R241, R242, L282, E32, D137, D237, Q39, E267 und N279). Eine Ausnahme bildet R279 (in Hefe 

R294), welches durch L282 ersetzt wird. Weiterhin wurde ein zweiter kationischer Cluster im 

Translokationskanal des Rinder-AAC1, bestehend aus vier Lysinen und zwei Argininen (K91, K95, K106, 

K198, R104 und R187) identifiziert, welcher möglicherweise an der Funktion des Transportes beteiligt ist. 

Auch dieser kationische Cluster ist in AtER-ANT1 konserviert (K95, K99, K101, K106, K108, K203, 

R192), wobei R104 des Rinder-AAC1 in AtER-ANT1 durch die gleich geladene Aminosäure Lysin K106 

ersetzt wurde.  Ein weiterer kationischer Cluster, der eine Leiter aus drei Tyrosinen (Y186, Y190, Y194) 

bildet, soll im Rinder-AAC1 am Durchschleusen von ADP durch den Kanal beteiligt sein. Diese 

Tyrosinleiter ist in AtER-ANT1 komplett konserviert (Y191, Y195, Y199). Neben diesen Aminosäure-

Motiven konnten in AtER-ANT1 auch die METS („mitochondrial energy transfer signatures“), die 

charakteristisch für Membranproteine der MCF sind (LEROCH et al., 2005), nachgewiesen werden.  

Die hohe Konservierung der Aminosäuren, die essentiell für die Funktion der mitochondrialen AACs ist, 

indiziert eine mögliche Funktion des AtER-ANT1 als Adenylat-Transportprotein. Der größte Unterschied 
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zwischen den Sequenzen der oben betrachteten Proteine ist das Fehlen der N-terminalen Signalsequenz 

bei AtER-ANT1 im Vergleich zu den drei mitochondrialen AACs in Arabidopsis thaliana. 

Um den Verwandtschaftsgrad der klassischen mitochondrialen AACs zu AtER-ANT1 darzustellen sind in 

Tabelle 3.1 die Anteile der ähnlichen bzw. identischen Aminosäuren gezeigt. 

 

Tabelle 3.1: Anteil ähnlicher bzw. identischer Aminosäuren der mitochondrialen AtAAC1-3 und AtER-ANT1. 

Zur Ermittlung der Werte wurden die Aminosäuresequenzen ohne N-terminale Signalsequenz verwendet. Die Werte 

wurden mit Hilfe der Programme ClustalX und Genedoc ermittelt. Der Anteil ähnlicher (bzw. identischer) 

Aminosäuren wurde jeweils in Prozent angegeben. 

 AtAAC1 AtAAC2 AtAAC3 

AtER-ANT1 74 (57) 73 (57) 76 (59) 

AtAAC3 92 (86) 92 (86)  

AtAAC2 97 (92)   

 

Die Analyse des Anteils ähnlicher bzw. identischer Aminosäuren zeigt die sehr stark ausgeprägte 

Homologie zwischen den bereits charakterisierten mitochondrialen Isoformen AAC1-3 in Arabidopsis 

thaliana. Der Anteil ähnlicher Aminosäuren erreicht zwischen diesen Transportproteinen über 90 Prozent. 

AtER-ANT1 hingegen besitzt nur rund 75 Prozent ähnliche bzw. rund 58 Prozent identische Aminosäuren 

im Vergleich zu den AAC1-3. Dennoch sprechen die oben beschriebenen hochgradig konservierten 

Aminosäure-Motive für eine biochemische Funktion des AtER-ANT1 als ADP/ATP-Transporter. 

 

3.1.2 Biochemische Charakterisierung des AtER-ANT1 mittels heterologer Expression in E. coli 

Eine biochemische Charakterisierung von Transportproteinen kann mit unterschiedlichen Methoden 

durchgeführt werden.  

Eine Möglichkeit sind Transportstudien an intakten Zellorganellen, so zum Beispiel an isolierten 

Mitochondrien (WINKLER et al., 1968; KLINGENBERG, 1970). Diese haben allerdings den Nachteil, dass 

keine einzelnen Protein-Isoformen untersucht werden können. Eine weitere Möglichkeit zur 

Charakterisierung bietet die Rekonstitution von rekombinanten Proteinen im Liposomensystem. Dieses 

System hat sich bereits zur Analyse verschiedenster Transportproteine bewährt, allerdings birgt diese 

Methode zwei erhebliche Nachteile. Zum einen ist es relativ schwierig funktionelles Protein zu isolieren, 

besonders wenn es sich um ein Homodimer handelt. Zum anderen kann das zu untersuchende Protein in 

der künstlich geschaffenen Membran in zwei unterschiedlichen Orientierungen vorliegen, so dass externe 

und interne Affinitäten des Transportproteins schwer zu analysieren sind. Weiter gibt es die Möglichkeit 

der heterologen Expression von Transportproteinen im Hefesystem (VAN DER GIEZEN et al., 2002). Das 

Hefesystem hat dabei den Nachteil, dass eine Expression des zu untersuchenden Transportproteins in 

verschiedenen Membranorganellen stattfinden kann, da es sich bei Hefe um einen eukaryotischen 

Organismus handelt. Speziell für die Charakterisierung von ATP/ADP-Transportern kommt zusätzlich die 

Schwierigkeit hinzu, dass Hefe ebenfalls ATP/ADP-Transporter besitzt, so dass in diesem Fall mit 

spezifischen Hefe-Mutanten gearbeitet werden müsste. Eine vierte Methode der biochemischen 

Charakterisierung von Transportproteinen ist die heterologe Expression der Proteine im E. coli-System. 

Im Gegensatz zu Hefe ist E. coli ein prokaryotischer Organismus, der von sich aus keine eigenen 

ATP/ADP-Transporter besitzt. Das E. coli-System hat sich bereits zur Charakterisierung von 

Transportproteinen aus Mitochondrien, Plastiden und Bakterien bewährt (HAFERKAMP et al., 2002; TJADEN 
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et al., 1999; TJADEN et al., 1998). Nach einer kontrollierten Expression wird das zu untersuchende 

Transportprotein in die E. coli-Membran inseriert. Die Analyse der Funktion dieses Proteins kann 

daraufhin über radioaktive Aufnahmeexperimente an intakten E. coli-Zellen erfolgen.  

Zur biochemischen Charakterisierung von AtER-ANT1 wurde in der vorliegenden Arbeit aus den oben 

aufgeführten Gründen das heterologe E. coli-Expressionssystem gewählt.  

 

3.1.2.1 Herstellung der Plasmidkonstrukte für eine heterologe Expression von AtER-ANT1 in 

E. coli 

Es wurden sowohl Expressionskonstrukte von AtER-ANT1 mit und ohne Histidin-Tag (His-Tag) 

hergestellt. Der His-Tag bietet die Möglichkeit, das Protein über einen spezifischen His-Tag-Antikörper 

zum Beispiel in der E. coli-Membran nachzuweisen. Um sicherzustellen, dass sich dieser His-Tag 

möglicherweise negativ auf die Funktionalität des AtER-ANT1 auswirkt, wurde ebenfalls ein 

Expressionskonstrukt ohne His-Tag hergestellt. Abbildung 3.3 zeigt die Herstellung der 

Plasmidkonstrukte für eine heterologe Expression von AtER-ANT1 in E. coli. 
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Abbildung 3.3: Klonierungsstrategie für die heterologe Expression von AtER-ANT1 in E. coli. 

PCR: Polymerasekettenreaktion; RV: Restriktionsverdau; AmpR: Ampicillinresistenz; MCS: "multiple cloning site"; 

His-Tag: Histidin-Tag; T7 Prom: T7-Promotor; T7 Term: T7-Terminator 
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Für eine heterologe Expression von Transportproteinen in E. coli ist es nötig, dass diese in die E. coli-

Membran integrieren. In Abbildung 3.4 ist der Einbau von AtER-ANT1 (ohne His-Tag) in die E. coli-

Membran  gezeigt. Der Nachweis erfolgte über einen Methioninassay, bei dem AtER-ANT1 mit 35S-

Methionin radioaktiv markiert wurde.  

 

Abbildung 3.4: Nachweis des Einbaus von AtER-ANT1 in die E. coli-Membran mittels Methionin-Assay.  

Spur 1: nicht-induzierte E. coli Zellen Gesamtprotein (Kontrolle); Spur 2: induzierte E. coli Zellen Gesamtprotein; Spur 

3: nicht-induzierte E. coli Zellen Membranfraktion (Kontrolle); Spur 4: induzierte E. coli Zellen Membranfraktion; Spur 

1+3: 50µg Protein; Spur 2+4: 5µg Protein 

 

Abbildung 3.4 zeigt, dass eine Induktion der E. coli Zellen zum einen zu einer Expression von AtER-ANT1 

führt (siehe Spur 2 im Gesamt-E. coli-Extrakt) zum anderen, dass AtER-ANT1 in die Membran der E. coli 

Zellen integriert wird (siehe Spur 4 Membranfraktion). Dabei kann AtER-ANT1 bei dem erwarteten 

Molekulargewicht von ca. 33 kDa detektiert werden. Ohne Induktion der E. coli Zellen kann kein AtER-

ANT1-Protein sowohl im Gesamtextrakt als auch in der Membranfraktion nachgewiesen werden. 

Aufgrund des Einbaus von AtER-ANT1 in die Membran der E. coli Zellen war es im weiteren Verlauf der 

Arbeit möglich radioaktive Aufnahmeexperimente an intakten E. coli Zellen, die AtER-ANT1 heterolog 

exprimieren, durchzuführen. 

 

3.1.2.2 Importstudien zur biochemischen Charakterisierung des AtER-ANT1 durch heterologe 

Expression in E. coli 

Um die biochemische Funktion des AtER-ANT1 zu klären, mussten die Bedingungen für die Anzucht der 

E. coli Zellen stark optimiert werden. In der Diplomarbeit von LEROCH (2003) wurden die Aufnahmen mit 

einem Expressionskonstrukt durchgeführt, welches AtER-ANT1 mit einem c-terminalen His-Tag trägt. 

Weiter wurden die Transportstudien während der Diplomarbeit mit Zellen gemacht, die in YT-Medium 

angezogen wurden. 

Aktiver Transport konnte im Rahmen der vorliegenden Dissertation nur mit den E. coli Zellen gemessen 

werden, die AtER-ANT1 ohne His-Tag heterolog exprimieren. Das Anfügen eines Histidin-Tags an AtER-

ANT1 scheint somit die Funktionalität des Transportproteins negativ zu beeinflussen. Zur Optimierung der 

Aufnahmestudien, wurden die E. coli Zellen stets in TB-Medium angezogen und zusätzlich 30 min vor der 
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Induktion mit Malat und Pyruvat gefüttert, um die „Fitness“ der Zellen zu erhöhen. Weiter konnten erst 

nach zwei Stunden Induktion der Zellen durch heterolog exprimiertes AtER-ANT1-Protein Aufnahmen 

nachgewiesen werden. Bei anderen Transportproteinen, die ebenfalls heterolog in E. coli exprimiert 

wurden, konnten Aufnahmen bereits nach einer Stunde Induktionszeit gemessen werden (HAFERKAMP et 

al., 2002; TJADEN et al., 1999; TJADEN et al., 1998). Abbildung 3.5 zeigt die zeitabhängige Aufnahme von 

radioaktiv markiertem ATP und ADP durch heterologe Expression von AtER-ANT1 in E. coli. 
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Abbildung 3.5: Zeitabhängige Adeninnukleotid-Aufnahme in intake E. coli Zellen. IPTG-induzierte E. coli Zellen, 

die das AtER-ANT1 codierende Plasmid tragen, wurden mit 100 µM [α32P]-ADP (■) oder [α32P]-ATP (●) für die 

angegebenen Zeiten inkubiert. Nicht induzierte E. coli Zellen, die ebenfalls das AtER-ANT1 codierende Plasmid 

tragen, wurden als Kontrolle verwendet (□, ADP und ○, ATP). Die Ermittlung der Aufnahmeraten basiert auf jeweils 4 

unabhängigen Experimenten. Der Standarderror (SE) beträgt weniger als 8% der Mittelwerte. 

  

Induzierte E. coli Zellen, die AtER-ANT1 heterolog exprimieren sind in der Lage sowohl radioaktiv 

markiertes ATP als auch ADP zu transportieren. Die Aufnahmen sind bei beiden Substraten über 20 min 

zeitlinear. Die gemessenen Aufnahmeraten für ADP sind bei einer Endkonzentration des 

Transportmediums von 100 µM etwas höher als die ermittelten Raten für ATP. Bei nicht induzierten 

E. coli Zellen können unter diesen Bedingungen keine signifikanten Aufnahmeraten für ATP und ADP 

gemessen werden. Zur Analyse der biochemischen Charakteristika (KM und VMAX) wurden die 

Aufnahmeraten für ATP und ADP in Abhängigkeit von der Substratkonzentration ermittelt. Abbildung 3.6 

zeigt die Ergebnisse dieser Aufnahmeexperimente. 
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Abbildung 3.6: Bestimmung der biochemischen Charakteristika (KM; VMAX) für ATP und ADP von AtER-ANT1 

durch heterologe Expression in E. coli. Die jeweiligen Aufnahmen wurden im zeitlinearen Bereich von 15 min 

durchgeführt. A. Ermittlung des KM-Wertes für ATP; B. Ermittlung der biochemischen Charakteristika für ADP. Die 

Ergebnisse sind Mittelwerte aus jeweils 6 unabhängigen Experimenten, wobei der SE weniger als 8% der Mittelwerte 

beträgt. 

 

Sowohl die Aufnahme von radioaktiv markiertem ATP als auch die Aufnahme von ADP in Abhängigkeit 

von der Substratkonzentration zeigt eine typische Michaelis-Menten-Kinetik. Mittels Lineweaver-Burk-Plot 

konnte für ATP ein KM von 343,71 µM (± 20,44) und für ADP ein KM von 327,29 µM (± 24,35) ermittelt 

werden. Die ermittelten KM-Werte für beide Substrate sind annähernd identisch. Es handelt sich somit bei 

AtER-ANT1 um ein niedrig affines Transportprotein. Im Vergleich zu den mitochondrialen AACs mit 

einem KM-Wert für ATP und ADP um die 10 µM (HAFERKAMP et al., 2002) ist die Affinität bei AtER-ANT1 

deutlich geringer für die hier untersuchten Substrate.  

Zur Untersuchung des Substratspektrums von AtER-ANT1 wurden Effektorversuche durchgeführt. Dazu 

wurde der Einfluss von 26 Metaboliten auf die [α32P]-ATP-Aufnahme untersucht. Die Ergebnisse dieser 

Effektorstudien sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. 
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Tabelle 3.2: Einfluss verschiedener Metabolite auf die [α
32
P]-ATP Transportrate von AtER-ANT1. Die ATP-

Aufnahme in E. coli Zellen, die AtER-ANT1 heterolog exprimieren wurde für 15 min bei einer Substratkonzentration 

von 200 µM gemessen. Die zu testenden Metabolite wurden in einem 5fachen Überschuss (1 mM) dem  

Transportmedium hinzugegeben. Die Daten spiegeln die Mittelwerte aus 4 unabhängigen Experimenten wider, wobei 

der SE kleiner als 8% der Mittelwerte liegt. 

Effektor Transportrate (%) 

Ohne Effektor 100.0 

ATP 43.4 

ADP 37.5 

AMP 99.7 

ADP-Glc 94.3 

UDP-Glc 102.6 

UDP-Gal 105.8 

Adenosine 96.8 

Adenine 100.9 

GTP 98.7 

CTP 99.3 

UTP 101.4 

dATP 100.9 

dGTP 102.3 

dCTP 97.5 

dTTP 100.8 

GDP 98.9 

IDP 83.8 

UDP 93.1 

GMP 96.8 

IMP 99.1 

UMP 98.6 

NAD 102.9 

NADH 97.5 

NADP 92.4 

NADPH 98.0 

Coenzyme A 97.9 

 

Die Effektorstudien zeigen, dass es sich bei AtER-ANT1 um ein spezifisches Transportprotein für die 

Substrate ATP und ADP handelt. Lediglich nicht radioaktiv markiertes ATP und ADP führten zu einer 

Hemmung des [α32P]-ATP-Transportes bei ATP auf 43,4% bzw. bei ADP auf 37,5% der Transportaktivität 

ohne Effektorzugabe. Alle anderen getesteten Effektoren hatten keinen signifikanten Einfluss auf die 

[α32P]-ATP-Aufnahme. Dieses enge Substratspektrum deckt sich mit Effektorstudien, die mit 

mitochondrialen AACs durchgeführt wurden. Auch diese Transportproteine sind spezifisch für ATP und 

ADP. Zur weiteren Charakterisierung der Transporteigenschaften von AtER-ANT1 wurden 

Inhibitorstudien durchgeführt. In Tabelle 3.3 sind diese Ergebnisse zusammengefasst. Zum Vergleich des 

Inhibitorspektrums von AtER-ANT1 mit den klassischen mitochondrialen AACs wurde im Rahmen dieser 

Arbeit zusätzlich das Inhibitorspektrum von AtAAC1 analysiert. 
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Tabelle 3.3: Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die [α
32
P]-ATP Transportrate von AtER-ANT1 und AtAAC1. 

Der Transport in E. coli Zellen, die zum einen AtER-ANT1 zum anderen AtAAC1 exprimieren wurde über 15 min 

gemessen. Die [α32P]-ATP Transportrate wurde gemessen bei einer Substratkonzentration von 200 µM bei AtER-

ANT1 oder 10 µM bei AtAAC1. Die Inhibitoren wurden in folgenden Konzentrationen verwendet: Bongkrek-Säure 

(BKA, 10 µM); Carboxyatractylat (CAT, 1 mM); N-ethylmaleimid (NEM, 1 mM); Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP, 2 mM); 

Mersalyl (200 µM); Phenazinmethosulfat (PMS, 500 µM), Nitrobenzylthioinosin (NBMPR, 100 µM), Dilazep (200 µM). 

Die Daten spiegeln die Mittelwerte aus 4 unabhängigen Experimenten wider, wobei der SE unter 8% der Mittelwerte 

liegt. 

Transportrate (%)  

Effektor AtER-ANT1 AtAAC1 

Ohne Effektor 100.0 100.0 

ADP(5x) 37.5 26.5 

BKA 100.9 30.4 

CAT 96.8 47.5 

NEM 46.2 92.2 

PLP 95.9 95.4 

AMP-PNP 102.4 98.9 

Mersalyl 102.8 93.1 

PMS 101.8 96.2 

NBMPR 97.3 103.9 

Dilazep 97.7 94.1 

 

Wie erwartet ist der pflanzliche mitochondriale AtAAC1 hochsensitiv gegen die Inhibitoren Bongkrek-

Säure und Carboxyatractylat (HAFERKAMP et al., 2002). Der ATP-Transport von AtAAC1 konnte mit BKA 

(10 µM) auf 30,4% und mit CAT (1 mM) auf 47,5% inhibiert werden. Interessanterweise beeinflussen 

diese spezifischen Hemmstoffe der mitochondrialen AACs nicht die Transport-Aktivität des in dieser 

Arbeit zu untersuchenden AtER-ANT1. Ebenfalls unbeeinflusst blieb die Transport-Aktivität des AtER-

ANT1 von den Inhibitoren PLP und Mersalyl, die als hochwirksame Inhibitoren der plastidären und 

peroxisomalen Adeninnukleotid-Transporter bekannt sind (LEROCH et al., 2005, PALMIERI et al., 2001). 

Lediglich  

N-ethylmaleimid, welches aber keinen Einfluss auf die Aktivität von AtAAC1 hat, konnte die Transportrate 

von AtER-ANT1 auf 46,2% inhibieren. Auch wenn AtER-ANT1 und die mitochondrialen AACs ein 

gleiches Substratspektrum besitzen, so unterscheiden sie sich stark im Inhibitorspektrum. 

Zum Abschluss der biochemischen Charakterisierung von AtER-ANT1 wurde der Transportmodus dieses 

Proteins über Rücktauschexperimente analysiert. Dazu wurden AtER-ANT1 exprimierende E. coli Zellen 

mit radioaktiv markiertem Substrat vorbeladen und durch exogen appliziertes nicht radioaktiv markiertes 

Substrat untersucht, ob es zu einem Efflux des zuvor importierten radioaktiv markierten Substrates 

kommt. Abbildung 3.7 zeigt das Ergebnis der Rücktauschexperimente. 
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Abbildung 3.7: Dünnschichtchromatographie exportierter Adenin-Nukleotide. E. coli Zellen, die AtER-ANT1 

exprimieren wurden mit 50 µM radioaktiv-markiertem [α32P]-ATP vorbeladen. Die vorbeladenen Zellen wurden für 

5 min bei Raumtemperatur zu Rücktauschexperimenten eingesetzt. Spur 1: Auftrennung der radioaktiven 

Komponenten von zerstörten E. coli Zellen nach Vorbeladung; Spur 2-4: Auftrennung der radioaktiven Komponenten, 

die von den E. coli Zellen exportiert wurden durch exogen appliziertes Substrat (Spur 2: KPi-Puffer = Kontrolle, 

Spur 3: 250 µM ATP, Spur 4: 250 µM ADP). 

 

Die Ergebnisse der Rücktauschexperimente zeigen, dass es sich bei dem Transport durch AtER-ANT1 

um einen Gegentauschmechanismus handelt. Werden die E. coli Zellen mit radioaktiv markiertem [α32P]-

ATP vorbeladen so wird über 60% des ATPs innerhalb von fünf Minuten in radioaktiv markiertes ADP 

umgesetzt (Abbildung 3.7; Spur 1). Wie in Spur 2 gezeigt, kommt es zu keinem signifikanten Efflux 

radioaktiv markierter Nukleotide wenn als Rücktauschsubstrat KPi-Puffer angeboten wird. Wird dagegen 

nicht radioaktiv markiertes ATP oder ADP exogen appliziert, so kommt es in beiden Fällen zu einem 

starken Efflux von [α32P]-ATP und in geringeren Mengen ebenfalls zu einem Export von [α32P]-ADP (Spur 

3+4). Abschließend lässt sich sagen, dass AtER-ANT1 im Vergleich zu den mitochondrialen AACs ATP 

und ADP im Gegentausch transportiert. 

 

3.1.3 Subzelluläre Lokalisierung des AtER-ANT1 

Die biochemische Funktion des AtER-ANT1 als ADP/ATP-Transporter konnte mittels heterologer 

Expression im E. coli-System nachgewiesen werden. Obwohl AtER-ANT1 im Vergleich zu den 

klassischen mitochondrialen AACs in Arabidopsis thaliana ebenfalls ein ADP/ATP-Transporter darstellt, 

haben phylogenetische Stammbaumanalysen (siehe Abbildung 3.1) gezeigt, dass dieses Protein nicht 

direkt in die Gruppe der AtAACs eingegliedert wird. Aminosäuresequenzanalysen haben weiter gezeigt, 

dass sich AtER-ANT1 besonders durch das Fehlen der N-terminalen Signalsequenz von den klassischen 

AACs unterscheidet (Abbildung 3.2). Diese Signalsequenz ist essentiell für den korrekten Transport von 

pflanzlichen Membranporteinen in die innere Mitochondrienmembran (MURCHA et al., 2005). Eine 

genauere Betrachtung der MCF macht deutlich, dass in diese Gruppe ebenfalls Transportproteine 

eingegliedert werden, die nicht subzellulär in den Mitochondrien lokalisiert sind (PALMIERI et al., 2001, 

LEROCH et al., 2005). Mit Hilfe der Computerprogramme Target-P (EMANUELSSON et al., 2000) und  
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Signal-P (NIELSON et al., 1997) wurde eine subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 im sekretorischen 

Weg vorhergesagt. Aufgrund dieser Analysen, des Fehlens einer N-terminalen Signalsequenz bei AtER-

ANT1 und dessen gesonderten Stellung im phylogenetischen Stammbaum der MCF wurde im Rahmen 

dieser Doktorarbeit die subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 detailliert untersucht.  

 

3.1.3.1  Analyse der subzellulären Lokalisierung von AtER-ANT1 mittels GFP-Fusion und 

transienter Expression in isolierten Tabakprotoplasten 

Zur Überprüfung dienten als erstes AtER-ANT1-GFP-Fusionskonstrukte die bereits in der Diplomarbeit 

von LEROCH (2003) konstruiert wurden. Dabei wurde der Voll-Längenklon von AtER-ANT1 vor das GFP 

(green fluorescence protein) fusioniert. Das fertige Konstrukt wurde in isolierte Tabakprotoplasten 

transformiert und die Fluoreszenz durch Verwendung des konfokalen Laserscanning-Mikroskops der 

Arbeitsgruppe Deitmer (TU Kaiserslautern) ausgewertet. Die Ergebnisse der subzellulären Analysen sind 

in Abbildung 3.8 gezeigt. 

 

Chloroplasten /
GFP

Choroplasten /
LeSUT-GFP

Choroplasten /
ER-ANT1-GFPAt

Choroplasten /
VDAC-GFP LeSUT-GFP AtER-ANT1-GFP

 

Abbildung 3.8: Transiente Transformation von Tabakprotoplasten mit GFP-Fusions-Konstrukten. Nach 

Inkubation der Protoplasten für 20 Stunden wurde die Fluoreszenz visualisiert mit dem konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskop. Visualisierung der Chloroplasten durch ihre Autofluoreszenz (rot). VDAC: voltage dependent anion 

channel (Mitochondrienkontrolle); LeSUT: Saccharose-Transporter der Plasmamembran. 

 

Das GFP-Protein alleine ist subzellulär im Kern lokalisiert. Aufgrund seiner Größe von ungefähr 30 kDa 

kann es weiter durch die Kernporen in das Zytosol wandern. Andere Organell-Membranen können von 

GFP alleine nicht überquert werden (GREBENOK et al., 1997). 
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Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie zeigt eine subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 im 

Endoplasmatischen Retikulum. Die Fluoreszenz des transient exprimierten AtER-ANT1-GFP-Proteins 

zeigt ein ausgedehntes Netzwerk, welches typisch für ER-Strukturen in Pflanzen ist (BRANDIZZI et al., 

2004). Außerdem unterscheiden sich die Fluoreszenzen von AtER-ANT1 zweifellos von allen hier 

gezeigten Kontrollen (Abbildung 3.8). Eine mögliche Lokalisierung von AtER-ANT1 in der Vakuolen-

Membran konnte ebenfalls ausgeschlossen werden, indem die Autofluoreszenz der Chloroplasten 

gleichzeitig mit der Grünfluoreszenz sichtbar gemacht wurde. Im Tonoplasten, erkennbar in der 

Chloroplasten-freien Region, konnte keine Fluoreszenz durch AtER-ANT1 detektiert werden.  

Für weitere Analysen der GFP-Fusionskonstrukte wurde im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls mit dem 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert der Firma Zeiss gearbeitet, welches eine höhere Auflösung und somit 

eine detailliertere Studie der transformierten Tabakprotoplasten ermöglichte. Abbildung 3.9 zeigt die 

Ergebnisse der transient transformierten Tabakprotoplasten mit diesem Mikroskop. 

 

A. AtER-ANT1-GFP
B. Chloroplasten/

AtER-ANT1-GFP

C. pBIN-GFP
D. Chloroplasten/  pBIN-

GFP

A. AtER-ANT1-GFP
B. Chloroplasten/

AtER-ANT1-GFP

C. pBIN-GFP
D. Chloroplasten/  pBIN-

GFP

 

Abbildung 3.9: Transiente Transformation von Tabakprotoplasten mit GFP-Fusions-Konstrukten. Nach 

Inkubation der Protoplasten für 20 Stunden wurde die Fluoreszenz visualisiert mit dem Fluoreszenzmikroskop 

Axiovert der Firma Zeiss. Visualisierung der Chloroplasten durch ihre Autofluoreszenz (rot). pBIN: pGFP5-Konstrukt 

mit ER-Kontrollprotein. Rotes Rechteck: Visualisierung der Kernregion; weiße Pfeile: Erläuterung siehe Text. 
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Abbildung 3.9 (A) zeigt deutlich, dass die Fluoreszenz von AtER-ANT1 diffus im Protoplasten verteilt ist. 

Durch die verbesserte Auflösung des verwendeten Mikroskops kann eine verstärkte Lokalisierung von 

AtER-ANT1 in der Umgebung des Kerns beobachtet werden (rotes Rechteck, Abb. 3.9 A). An der Stelle, 

wo die grüne Fluoreszenz am Stärksten zu sehen ist, befinden sich keine Chloroplasten (Abb.3.9 B). Die 

weißen Pfeile in Abbildung 3.9 (A) zeigen die netzwerkartige Struktur, die typisch für eine Lokalisierung 

des Endoplasmatischen Retikulums ist. Weiter wurde mit einem ER-GFP-Fusionsprotein als ER-Kontrolle 

gearbeitet (pBin), das freundlicherweise von Prof. Antje von Schaewen (Universität Münster) zur 

Verfügung gestellt wurde. Beim Vergleich der Fluoreszenz von AtER-ANT1 und pBin fällt auf, dass auch 

bei pBIN besonders die Umgebung des Kerns stark fluoresziert (Abb. 3.9 A, rotes Rechteck). Ansonsten 

ist die Fluoreszenz ebenfalls wie bei AtER-ANT1 (Abbildung 3.8 und 3.9) wolkig im Protoplasten verteilt.  

 

3.1.3.2  Analyse der subzellulären Lokalisierung von AtER-ANT1 mittels in vitro-Translation 

und Targeting in ER-Mikrosomen 

Die Analyse der subzellulären Lokalisierung durch eine Fusion des kompletten Proteins mit dem GFP 

führt häufig zu einem Fusionsprotein, welches in Bezug auf seine molekulare Masse sehr groß wird. 

Aufgrund dieser Tatsache besteht die Möglichkeit, dass große Fusionsproteine, die durch das 

Endoplasmatische Retikulum geschleust werden, eventuell in der Membran des ER stecken bleiben und 

nicht an ihren tatsächlichen Lokalisierungsort in vivo transportiert werden können. Die Fusion von AtER-

ANT1 mit dem GFP ergibt ein Fusionsprotein von rund 60 kDa. Um die Möglichkeit auszuschließen, dass 

AtER-ANT1 in der Membran eines anderen Zellkompartimentes lokalisiert ist, wurden im Rahmen dieser 

Arbeit weitere Analysen zur subzellulären Lokalisierung durchgeführt.  

Eine weitere Methode zur Analyse der Lokalisierung von Membranproteinen stellen in vitro-

Translationsexperimente dar, bei denen die zu untersuchenden Proteine in einem zellfreien System in 

Anwesenheit von 35S-Methionin, welches zur radioaktiven Markierung der Proteine dient, synthetisiert 

werden. Diese in vitro-translatierten Proteine stehen daraufhin Targeting-Experimenten mit isolierten 

Zellorganellen zur Verfügung. Da bisher keine Methode existiert um pflanzliches ER zu reinigen, wurden 

für die Targeting-Experimente von AtER-ANT1 isolierte ER-Mikrosomen aus Hundepankreas, die 

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. Zimmermann (Abteilung Medizinische Biochemie, 

Homburg) zur Verfügung gestellt wurden, verwendet. Als Negativkontrolle diente der mitochondrial 

lokalisierte AtAAC1. In Abbildung 3.10 ist das Ergebnis der in vitro-Translationsexperimente mit 

anschließendem Targeting in ER-Mikrosomen gezeigt. 
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Abbildung 3.10: In vitro Translation von AtAAC1 und AtER-ANT1 mit anschließendem Targeting in ER-

Mikrosomen. Spur 1: Marker; Spur 2-5: AtAAC1; Spur 6-9: AtER-ANT1; Spur 2+6: in vitro Translationsprodukt ohne 

Targeting; Spur 3+7: in vitro Translationsprodukt mit Targeting in ER-Mikrosomen und Saccharosebehandlung; 

Spur: 4+8: in vitro Translationsprodukt mit Targeting in ER-Mikrosomen und Triton/Trypsin-Behandlung; Spur 5+9: 

in vitro Translationsprodukt mit Targeting in ER-Mikrosomen und Trypsinbehandlung. Die Proben wurden zur 

Analyse einer SDS-Page unterzogen. Die Detektion der mit 35S-Methionin radioaktiv markierten Proteine erfolgte mit 

Hilfe eines Phosphoimagers. Nähere Erläuterungen siehe Text. 

 

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass sowohl AtAAC1 als auch AtER-ANT1 im zellfreien Retikulozyten- 

Lysat in vitro-translatiert werden (Spur 2+6). Die molekulare Masse beträgt etwa 42 kDa bei AtAAC1 und 

rund 32 kDa bei AtER-ANT1. Allerdings zeigt sich ebenfalls, dass bei AtER-ANT1 ein zusätzliches 

radioaktiv markiertes Produkt entsteht, welches nicht der molekularen Masse von rund 32 kDa entspricht 

sondern eine Größe von etwa 60 kDa aufweist. Trotz mehrfacher Überprüfung und Neukonstruktion des 

verwendeten Konstruktes kam es bei der in vitro Translation von AtER-ANT1 stets zu diesem 

zusätzlichen Produkt. Obgleich es relativ unwahrscheinlich ist, könnte die Möglichkeit bestehen, dass es 

sich bei diesem 60 kDa Produkt um die dimerisierte Form des AtER-ANT1 handelt.  

Obwohl AtAAC1 mitochondrial lokalisiert ist, kommt es zu einem Targeting dieses Proteins in die ER-

Membran (Spur 3). Auch bei AtER-ANT1 kann ein Targeting in die Membran der ER-Mikrosomen 

beobachtet werden (Spur 7). Da AtAAC1 ebenfalls ein Targetingverhalten in die ER-Mikrosomen zeigt, 

konnte auf diese Weise noch keine Aussage über die subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 

gemacht werden. Um zu untersuchen, ob es zu einem richtigen Membraneinbau bzw. einer Assoziation 

an die ER-Mikrosomen kommt, wurden die Targeting-Ansätze von AtAAC1 und AtER-ANT1 einem 
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zusätzlichen Trypsinverdau bzw. Trypsin/Triton-Verdau unterzogen. Die Protease Trypsin spaltet dabei 

ein Protein zwischen den Aminosäuren Lysin und Arginin. Wird ein Protein in eine Membran integriert, so 

ist dieses vor Trypsinverdau geschützt.  Die Protease kann nur an den hydrophilen Bereichen des in die 

Membran integrierten Proteins angreifen, was zu einer Fragmentierung aber nicht zum kompletten Abbau 

des Proteins führt. Bei dem Ansatz Trypsin+Triton kommt es zum Herauslösen des integrierten Proteins 

aus der ER-Membran, so dass Trypsin an allen Lysin/Arginin-Stellen des Proteins angreifen kann. Im 

Falle von AtAAC1 scheint es sich bei dem Targeting um eine Assoziation an die ER-Membran zu 

handeln. Spur 5 zeigt, dass bei Trypsinbehandlung keine Bereiche von AtAAC1 in der Membran 

geschützt vorliegen. Die Analysen bezüglich AtER-ANT1 zeigen andere Ergebnisse. Nach 

Trypsinbehandlung zeigt sich, dass große Teile des Proteins geschützt sind, die nach Trypsin und 

Tritonbehandlung fast vollständig abgebaut werden. Die Ergebnisse sprechen also für eine mögliche 

Integration von AtER-ANT1 in die ER-Mikrosomen. Bei der Auswertung der Ergebnisse muss jedoch 

darauf hingewiesen werden, dass das bei der in vitro Translation von AtER-ANT1 zusätzlich 

synthetisierte Protein von rund 60 kDa nach der Behandlung mit Trypsin bzw. Trypsin/Triton ebenfalls 

nicht mehr detektierbar ist. Es lässt sich somit nicht ausschließen, dass die erhaltenen Fragmente (Spur 

8+9) von dem großen in vitro Translations-Produkt stammen und nicht von AtER-ANT1.  

 

3.1.3.3  Analyse der subzellulären Lokalisierung von AtER-ANT1 mittels Saccharosedichte-

Gradientenzentrifugation und Antikörper-Nachweis 

Zur weiteren Überprüfung, ob AtER-ANT1 tatsächlich in der Membran des Endoplasmatischen 

Retikulums lokalisiert ist, wurde im Verlauf dieser Doktorarbeit eine Methode zur Isolierung von ER-

Membranen aus Pflanzen über Saccharosedichtegradientenzentrifugation etabliert. Zum Nachweis von 

AtER-ANT1 in der ER-Membran wurden dazu transgene AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen hergestellt. In 

diesen Pflanzen wird AtER-ANT1 konstitutiv durch einen starken 35S-Promotor exprimiert. Das daraus 

resultierende AtER-ANT1-c-Myc-Tag Protein zeichnet sich durch eine zusätzliche c-terminale 

Sequenzerweiterung von 10 Aminosäuren (Myc-Tag) aus, die dann über einen spezifischen Anti-c-Myc-

Tag-Antikörper nachgewiesen werden kann. Die Herstellung des AtER-ANT1-c-Myc-Tag-Konstruktes zur 

Generierung transgener Arabidopsis Pflanzen ist im Detail in Abbildung 3.11 dargestellt. 

Nach Fertigstellung dieses Konstruktes (pM119) wurde das Plasmid in Agrobakterien transformiert. Die 

Transformation der Arabidopsis Pflanzen erfolgte durch Verwendung der floralen Dip-Methode. 
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Abbildung 3.11: Klonierungsstrategie zur Herstellung transgener AtER-ANT1-c-Myc-tag Pflanzen. 

PCR: Polymerasekettenreaktion; RV: Restriktionsverdau; AmpR: Ampicillinresistenz; KanR: Kanamycinresistenz; 

StrepR: Streptomycinresistenz; SpecR: Spectinomycinresistenz; MCS: "multiple cloning site"; 35S-Prom: 35S-

Promotor; 35S-Term: 35S-Terminator; RB: Right Border; LB: Left Border 
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Pflanzen, die positiv mit dem AtER-ANT1-c-Myc-Tag Konstrukt transformiert wurden, konnten über eine 

zusätzlich erworbene Kanamycin-Resistenz selektiert werden. Die identifizierten AtER-ANT1-c-Myc-Tag 

Pflanzen wurden auf ihren Transkriptgehalt bezüglich des zu untersuchenden Gens über quantitative RT-

PCR überprüft. Die stärksten Linien wurden anschließend zur Ermittlung des mRNA-Gehaltes einem 

Northern-Blot mit spezifischer AtER-ANT1-c-Myc-Tag-Sonde unterzogen. Dazu wurde jeweils die 

Gesamt-RNA aus Blattmaterial der AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen isoliert. In Abbildung 3.12 ist das 

Ergebnis der quantitativen RT-PCR dargestellt. 
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Abbildung 3.12: Quantitative RT-PCR der auf Kanamycin-haltigen Agarplatten erworbenen positiven AtER-

ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen. X-Achse: Anzahl der Zyklen; Y-Achse: Menge der eingebauten Fluoreszenz; linker 

Rand der Graphik: Benennung der einzelnen getesteten Pflanzen; Tabelle zeigt die errechneten CT-Werte einzelner 

Linien. 

 

 

In Abbildung 3.12 ist der Verlauf der quantitativen RT-PCR von 24 unabhängigen AtER-ANT1-c-Myc-Tag 

Linien dargestellt. Jede einzelne AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanze lieferte im Verlauf der RT-PCR 

unterschiedlich viel PCR-Produkt. In der Tabelle in Abbildung 3.12 sind die CT-Werte der 

interessantesten AtER-ANT1-c-Myc-Tag Linien im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen dargestellt. Dabei gibt 

der CT-Wert diejenige Zyklus-Zahl an, bei der während der PCR ein PCR-Produkt gebildet wurde. Ein 

CT-Wert von etwa 40 bedeutet, dass AtER-ANT1-c-Myc-Tag nicht exprimiert wird, was auch bei der 

Betrachtung der Kurvenverläufe deutlich wird. Die Pflanzen, bei denen besonders viel AtER-ANT1-c-Myc-

Tag-Transkript während der quantitativen RT-PCR geliefert wird, besitzen einen CT-Wert von 29-32. Da 

dieses Ergebnis noch keinen endgültigen Aufschluss auf den mRNA-Gehalt von AtER-ANT1-c-Myc-Tag 

gibt, wurde von den Linien AtER-ANT1-c-Myc 7,11,15 und 16 eine Northernblot-Analyse durchgeführt. 

Dabei diente isolierte RNA von Wildtyppflanzen als Negativkontrolle. Als Sonde wurde speziell der  

c-terminale Bereich von AtER-ANT1 inklusive Myc-Tag eingesetzt. In Abbildung 3.13 ist das Ergebnis der 

Northernblot-Analyse gezeigt. 
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Abbildung 3.13: Northernblot-Analyse der stärksten AtER-ANT1-c-Myc-Tag Linien nach quantitativer RT-PCR. 

Die RNA wurde in allen getesteten Linien aus grünem Blattmaterial isoliert. Pro Spur wurden 8 µg RNA aufgetragen. 

Die Bezeichnung der einzelnen Linien ist der Abbildung zu entnehmen. 

 

Anhand der Northernblot-Analyse zeigt sich, dass besonders die Pflanzen AtER-ANT1-c-Myc-Tag 11, 15 

und 16 einen stark erhöhten mRNA-Gehalt des Zielgens aufweisen. Bei der Wildtyp-Pflanze hingegen 

konnte kein Produkt durch die AtER-ANT1-c-Myc-Tag-Sonde nachgewiesen werden.  

Da der mRNA-Gehalt innerhalb einer Pflanze nicht zwangsläufig Aufschluss über den tatsächlichen 

Gehalt des korrespondierenden Proteins gibt, wurde im weiteren Verlauf mit den transgenen Linien 11, 

15 und 16 eine Westernblot-Analyse durchgeführt, welche in Abbildung 3.14 dargestellt ist. 

 

AtER-ANT1-C-MYC

Myc11        Myc15          Myc16            WT  

Abbildung 3.14: Westernblot-Analyse der AtER-ANT1-c-Myc-Tag Linien 11, 15 und 16. Zur Analyse wurden 

Gesamt-Membranen aus den jeweiligen Pflanzen isoliert, über SDS-Page aufgetrennt (50 µg Protein je Spur) und 

das zu untersuchende Protein unter Einsatz eines spezifischen Anti-c-Myc-Tag-Antikörpers nachgewiesen. 

 

In allen drei untersuchten transgenen Linien kann ein Signal mittels Anti-c-Myc-Tag-Antikörper 

nachgewiesen werden, wohingegen keine Detektion von AtER-ANT1-c-Myc-Tag in Gesamt-Membranen 

von Wildtyp-Pflanzen sichtbar ist. Da die untersuchte Linie AtER-ANT1-c-Myc-Tag 11 sowohl über 

Northernblot- als auch über Westernblot-Analyse das stärkste Signal lieferte, wurde im weiteren Verlauf 

mit Pflanzenmaterial dieser Linie weitergearbeitet.  

Zur Analyse der subzellulären Lokalisierung von AtER-ANT1 wurde im Rahmen der vorliegenden 

Doktorarbeit eine Methode zur Trennung von ER-Membranen mittels Saccharosedichtegradienten-

Zentrifugation etabliert. Dabei wurden die Saccharosegradienten sowohl in Anwesenheit als auch in 

Abwesenheit von Mg2+ durchgeführt. Die Assoziation von Ribosomen an die ER-Membran ist abhängig 

von der Anwesenheit von Mg2+. Abwesenheit von Mg2+ führt zur Dissoziation der Ribosomen von den ER-

Membranen. Dadurch werden die ER-Membranen im Saccharosegradienten leichter. Es kommt zu einem 
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„Shift“ der ER-Membranen von höheren zu niedrigeren Saccharosekonzentrationen (CHEN et al., 2002). 

Alle anderen zellulären Membranorganellen weisen dieses Mg2+-abhängige Verhalten innerhalb des 

Saccharosegradienten nicht auf. Zur Überprüfung, ob AtER-ANT1 im Endoplasmatischen Retikulum 

lokalisiert ist wurde das Protein der transgenen AtER-ANT1-c-Myc-Tag-Pflanze 11 in den einzelnen 

Fraktionen der Saccharosedichtegradienten (± Mg2+) mit Hilfe eines spezifischen Anti-c-Myc-Tag-

Antikörpers nachgewiesen. Als Kontrolle für die Lokalisierung des Endoplasmatischen Retikulums 

innerhalb des Gradienten diente ein spezifischer Antikörper der gegen das ER-Protein Calretikulin 

gerichtet ist (PAGNY et al., 2000). Dieser Antikörper wurde freundlicherweise von Prof. Rebecca Boston 

(Department of Botany, NC State University, Raleigh) zur Verfügung gestellt. Für die Detektion anderer 

Kompartimentmembranen wurden ebenfalls spezifische Antikörper eingesetzt. Dabei wurde der 

Plasmamembran-Antikörper (Mak246 = Anti-H+-ATPase) von Dr. Wolfgang Michalke (Institut für Biologie, 

Universität Freiburg) und der Vakuolen-spezifische Antikörper (VM23) von Prof. Masayoshi Maeshima 

(Laboratory of Cell Dynamics, Nagoya University, Japan) freundlicherweise für die Analysen zur 

Verfügung gestellt. Für die Detektion der Mitochondrien wurde der Anti-CoxII-Antikörper verwendet, der 

spezifisch gegen die in der Mitochondrienmembran lokalisierte Cytochrom-Oxidase gerichtet ist. 

Die Lokalisierung der Thylakoidmembranen wurde durch Bestimmung der Chlorophyllkonzentration in 

den einzelnen Fraktionen ermittelt. Das Ergebnis der subzellulären Analyse von AtER-ANT1 mittels 

Saccharosedichtegradientenzentrifugation ist in der folgenden Abbildung 3.12 (siehe nächste Seite) 

dargestellt. 

Dabei zeigt die Abbildung 3.12 eindeutig, dass AtER-ANT1 mit dem ER-spezifischen Protein Calretikulin 

kolokalisiert. Beide Proteine sind im Gradienten mit Mg2+ in den Fraktionen 6 und 7 lokalisiert, bei dem 

Gradienten ohne Mg2+ hingegen in den Fraktionen 11 und 12. In Abwesenheit von Mg2+ kommt es somit 

bei beiden Proteinen zu einem typischen ER-„Shift“ um 5 bis 6 Fraktionen. Weiter fällt auf, dass nur 

AtER-ANT1 und das Calretikulin zu einer derart signifikanten Verschiebung befähigt sind wenn Mg2+ im 

Saccharosegradienten fehlt. Die Mitochondrienmembran zeigt dagegen bei Mg2+-Abwesenheit eine 

Verschiebung zu hohen Saccharosekonzentrationen. Alle anderen Membranen zum Beispiel die 

Plasmamembran, Vakuolen- oder Thylakoid-Membran zeigen keinen signifikanten Shift in Abhängigkeit 

von der Mg2+-Anwesenheit. Weiter konnte für alle anderen Zellorganellen gezeigt werden, dass sie nicht 

mit AtER-ANT1 weder in An- noch in Abwesenheit von Mg2+ kolokalisieren. 

Mit Hilfe der Saccharosedichtegradientenzentrifugation konnten somit die erhaltenen Ergebnisse der 

GFP-Fusion, dass AtER-ANT1 in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist, 

nochmals in planta bestätigt werden. 
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Abbildung 3.12: Saccharosedichtegradientenzentrifugation in An- bzw. Abwesenheit von Mg
2+
. Die Detektion 

der Proteine erfolgte nach Auftrennung der einzelnen Fraktionen mittels SDS-Page mit anschließendem Immunoblot. 

Dazu wurden folgende Antikörper verwendet: 1. AtER-ANT1-c-Myc-Tag: Myc-tag spezifischer Antikörper; 2. ER-

Membran: Anti-Calretikulin-Antikörper; 3. Plasmamembran: Anti-Mak246-Antikörper (H+-ATPase); 4. Vakuole: VM23-

Antikörper; 5. Mitochondrien: Anti-CoxII-Antikörper; 6. Plastiden: Detektion über Bestimmung der 

Chlorophyllkonzentration in den einzelnen Fraktionen. 
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3.1.4 Gewebe- und entwicklungsspezifische Expression von AtER-ANT1 

 

Zur Analyse der putativen physiologischen Rolle von AtER-ANT1 im gesamten Pflanzenmetabolismus ist 

die Einbeziehung von Arabidopsis Mikro-Array Datenbanken sehr hilfreich. Eine umfangreiche, ständig 

aktualisierte Expressionsdatenbank ist über die ETH Zürich im Internet frei zugänglich 

(https://www.genevestigator.ethz.ch). Da Teile dieser Analysen bereits in der Diplomarbeit von GERHOLD 

(2004) dargestellt wurden, wird in dieser Arbeit auf die äußerst interessanten, neuesten Daten bezüglich 

AtER-ANT1 eingegangen. Mit Hilfe des Programms „Geneatlas“ kann die gewebespezifische Expression 

eines Gens aufgezeigt werden. Bereits frühere Analysen zeigten eine erhöhte Transkriptrate von  

AtER-ANT1 im Staubblatt, in den Embryonen und in den Samen. Nach Veröffentlichung des 

Pollentranskriptoms allerdings veränderte sich das Bild der Expression von AtER-ANT1 dramatisch. 

Abbildung 3.13 zeigt die aktuellen gewebespezifischen Expressionsraten für AtER-ANT1. 

 

Abbildung 3.13: Gewebespezifische Expression von AtER-ANT1. At5g17400: entspricht AtER-ANT1. Analyse 

der gewebespezifischen Expression von AtER-ANT1 unter Einsatz des Internettools „Geneatlas“ 

(https://www.genevestigator.ethz.ch). Die Transkriptraten der untersuchten Gewebe sind als Balkendiagramm 

dargestellt, wobei die gemittelten Werte der jeweiligen Transkriptraten unter „Mean“ angegeben sind. Der Abbildung 

ist ebenfalls zu entnehmen, wie viele Chips für die Untersuchungen zur Verfügung standen. Die Nummerierung der 

verschiedenen Pflanzengewebe ist der Abbildung rechts zu entnehmen. 
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In der Arbeit von GERHOLD (2004) konnte mit Hilfe des „Geneatlas“ eine erhöhte gewebespezifische 

Expression von AtER-ANT1 in den Staubblättern (9561), der Blüte (2576), den Samen (2335) sowie in 

den Embryonen (4026) im Vergleich zu anderen untersuchten Geweben gezeigt werden. Die erhöhten 

Transkriptlevel lassen sich unter Einbeziehung neuer Micro-Arrays auch heute noch bestätigen. Micro-

Arrays bezüglich der Pollen von Arabidopsis thaliana waren zu dieser Zeit noch nicht verfügbar. Seit der 

Veröffentlichung des Pollentranskriptoms (PINA et al., 2005) sind diese Array-Daten ebenfalls im 

„Geneatlas“ integriert. Die Betrachtung des vorhandenen Transkriptlevels für AtER-ANT1 zeigt eine 

extrem hohe Expression dieses Gens in den Pollen. Es wird eine Signalstärke von gemittelt 99714 

erreicht. Die Expressionserhöhung ist damit ca. 100-fach höher als der durchschnittliche Expressionslevel 

aller anderen Gewebetypen (gemittelt rund 862; ausgenommen Pollen und Staubblätter). 

Die Ergebnisse zeigen weiter, dass Internetstudien bezüglich der Expression zwar Hinweise geben, aber 

die Ergebnisse auch sehr stark davon abhängen, welche Datenchips existieren und wie diese 

ausgewertet werden. So werden hohe Expressionslevel in lokal begrenzten Zelltypen, wie z.B. Pollen 

oder Wurzelspitze häufig unterschätzt. 

Um diese Hinweise näher bzw. detaillierter zu überprüfen wurde die gewebe- und 

entwicklungsspezifische Expression von AtER-ANT1 über AtER-ANT1-Promotor-GUS-Fusionskonstrukte 

in planta analysiert. Der Vorteil dieser Untersuchungen ist, dass nicht nur ganze Gewebe untersucht 

werden können, sondern dass zudem verschiedene Zelltypen eines Gewebes analysierbar sind. Zur 

Analyse wurden 15 unabhängige AtER-ANT1-Pomotor-GUS-Linien untersucht. Alle überprüften Linien 

zeigen identische Expressionsmuster, die lediglich in der Intensität der GUS-Färbung variieren. Abbildung 

3.14 zeigt die gewebespezifische Expression des AtER-ANT1. 

 

 

A B C D

E F G

 

Abbildung 3.14: Histochemische Färbung der GUS-Expression unter Kontrolle des AtER-ANT1 Promotors in 

Arabidopsis thaliana. A. 2 Tage alter Keimling; B. 4 Tage alter Keimling; C. Junges Blatt einer 2 Wochen alten 

Pflanze; D. vergrößertes Blatt einer 3 Wochen alten Pflanze; E. Antheren mit Pollen; F. geöffnete Blüte; G. sich 

entwickelnde Schote 
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Bei Betrachtung der GUS-Färbungs-Ergebnisse fällt auf, dass eine hohe Expression von AtER-ANT1 

besonders in Geweben mit hoher ER-Aktivität auftritt. Die gefärbten Gewebe besitzen einen hoch aktiven 

ER-Metabolismus, der wichtig ist für das Zellwachstum, die Zellelongation bzw. für Polysaccharid- und 

Protein-Sekretion. In zwei Tage alten Keimlingen tritt eine erhöhte Expression in der Wurzelspitze und in 

den sich entwickelnden Keimblättern auf (Abb. 3.14 A). Bei den 4 Tage alten Keimlingen kann eine starke 

Expression besonders in der Wurzelspitze, sowie in der meristematischen Zone des Hypokotyls 

beobachtet werden (Abb. 3.14 B). Die Leitgefäße von sich entwickelnden Blättern, wo die 

Phloembeladung stattfindet, zeigen eine starke Promotoraktivität (Abb. 3.14 C+D). Ebenfalls eine erhöhte 

Expression kann in der Blüte, besonders an der Blütenbasis, in den Leitgeweben der Blüte, in den 

Samenanlagen des Fruchtknotens, in den Staublättern, sowie in den Pollen der Antheren beobachtet 

werden (Abb. 3.14 F). Weiter konnte eine sehr starke AtER-ANT1-Promotor-Aktivität in sich 

entwickelnden Arabidopsis Samen (Abb. 3.14 G) detektiert werden, wo das Endoplasmatische Retikulum 

eine wichtige Funktion im Lipid- und Speicherprotein-Metabolismus erfüllt (VIGEOLAS et al., 2003).  

 

 

3.1.5 Analyse von zwei unabhängigen AtER-ANT1 Knockout-Linien  

 

Zur weiteren Analyse der physiologischen Rolle von AtER-ANT1 wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei 

unabhängige Knockout-Linien bezüglich AtER-ANT1 isoliert und umfangreich untersucht. Dazu wurden 

zwei unabhängige AtER-ANT1::T-DNA Arabidopsis Mutanten von der SALK-Bibliothek erworben 

(Knockout-Linie1: SALK_043626; Knockout-Linie2: SALK_023441). In Abbildung 3.15 ist die T-DNA-

Insertion beider Knockout-Linien in das AtER-ANT1-Gen schematisch dargestellt. 
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Abbildung 3.15: Stelle der T-DNA-Insertion in zwei unabhängige AtER-ANT1 Knockout-Linien. KO1:  

SALK_043626; KO2: SALK_023441. 

 

Bei beiden AtER-ANT1 Knockout-Linien wurde die T-DNA in Exon 2 inseriert. Im Falle von KO1 bei 

Basenpaar 469 und bei KO2 in Basenpaar 604. Nach Selbstbestäubung der erhaltenen heterozygoten 

AtER-ANT1::T-DNA Pflanzen wurde nach homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen für beide Linien 

gesucht. Die homozygoten Knockout-Pflanzen wurden mittels spezifischer Primer und PCR identifiziert. 

Abbildung 3.16 zeigt das Ergebnis der PCR-Analysen für beide unabhängigen Linien. 
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Abbildung 3.16: Knockout-Screening bezüglich AtER-ANT1 mittels PCR. A. Knockout-Linie 1: SALK_043626; 

B. Knockout-Linie2: SALK_023441. Spur 1: Marker; Spur 2-3: Wildtyp; Spur 4-5: Heterozygote Pflanze; Spur 6-7: 

Homozygote Pflanze; Spuren 2+4+6: genspezifische Primerkombination (TLP-4; TRP-4); Spuren 3+5+7: T-DNA-

spezifische Primerkombination (TLP-4; LBb-1).  

 

Die genspezifischen Primer TLP-4 und TRP-4 wurden so gewählt, dass sie ein PCR-Produkt von ca.  

900 bp liefern. Die Abbildung zeigt, dass für beide Linien homozygote AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

identifiziert werden konnten (A+B: Spur 6+7). Bei diesen Pflanzen konnte aufgrund der T-DNA-Insertion 

mit einer Größe von ca. 4500 bp unter den spezifischen PCR-Bedingungen kein PCR-Produkt mit der 

genspezifischen Primerkombination detektiert werden (A+B: Spur 6). Während heterozygote Pflanzen mit 

beiden Primerkombinationen ein PCR-Produkt lieferten, konnte bei den homozygoten Pflanzen nur mit 

der T-DNA-spezifischen Primerkombination (TLP-4+LBb1; A+B: Spur7) ein PCR-Produkt amplifiziert 

werden. Die T-DNA-spezifischen PCR-Produkte beider Linien unterschieden sich in ihrer Größe um 

ungefähr 150 bp. Diese Tatsache kann dadurch begründet werden, dass die T-DNA-Insertion bei Linie1 

etwa 150 bp stromaufwärts der Insertion von Linie2 liegt (siehe Abbildung 3.15) und es somit bei Linie1 

zu einem kleineren PCR-Produkt kommt. 

 

 

3.1.5.1 Herstellung von AtER-ANT1 Antisense-Pflanzen 

 

Es gibt Fälle, bei denen das Ausschalten eines Gens dramatische Konsequenzen für die Pflanze hat. So 

kann eine komplette Deletion eines Gens zur Letalität oder zu sehr dramatischen Phänotypen führen. 

Eine physiologische Analyse der Auswirkungen einer Gendeletion innerhalb der Pflanze kann so 

unmöglich werden.  

Antisense-Pflanzen stellen Dosis-Mutanten dar, die unterschiedlich reduzierte Transkriptmengen eines 

Gens aufweisen. Durch das gezielte Verringern der Transkriptmenge eines Gens können so trotzdem 

physiologische Analysen durchgeführt werden. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden neben 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen zudem AtER-ANT1 Antisense-Pflanzen konstruiert, um aufgrund 

drastischer Phänotypen der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen die physiologische Rolle 

hinreichend untersuchen zu können. Die Herstellung des Antisensekonstruktes ist in der folgenden 

Abbildung detailliert dargestellt. 
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Abbildung 3.17: Herstellung des AtER-ANT1 Antisense-Konstruktes. 

AMP: Ampicillin-Resistenz; Spec: Spectinomycin-Resistenz; CaMV-Prom: Cauliflower-Mosaikvirus-Promotor; OCS: 

Polyadenylierungssignal aus dem Octopinsynthase-Gen; MCS: Multiple cloning site; Neo: Kanamycin-Resistenz. 
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Die Pflanzen bei denen das Antisensekonstrukt in das Genom integriert wurde, konnten durch 

Ausplattieren der transformierten Pflanzensamen auf kanamycinhaltigen MS-8 Agarplatten von nicht 

transformierten Pflanzen selektiert werden. Zurzeit existieren 20 unabhängige Antisense-Linien bezüglich 

des AtER-ANT1 Gens, mit denen weitergearbeitet werden könnte, um die Analyse der homozygoten 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen zu unterstützen. 

  

 

3.1.5.2 Phänotyp homozygoter Knockout-Pflanzen bezüglich des AtER-ANT1-Gens  

 

Die folgende Abbildung (3.18) zeigt den Phänotyp beider unabhängiger homozygoter AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen bei Anzucht auf Erde im Vergleich zu Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen. 

 

 

Wildtyp              KO1: SALK_043626   KO2:SALK_023441 
 

Abbildung 3.18: Phänotyp von 24 Tage alten Wildtyp-Pflanzen und homozygoten AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen. Die Pflanzen wurden auf Erde und unter Kurztagbedingungen angezogen. 

 

Abbildung 3.18 zeigt den dramatischen Phänotyp der beiden AtER-ANT1 homozygoten Knockout-Linien 

im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen. Die in dieser Abbildung gezeigten Pflanzen wurden unter den gleichen 

Bedingungen angezogen. Nach drei Wochen Wachstum auf Erde unter Kurztagbedingungen sind beide 

homozygote Knockout-Linien signifikant in ihrem Wachstum im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen retardiert.  

Expressionsanalysen von AtER-ANT1 mittels Promotor-GUS-Fusionskonstrukt zeigten eine starke 

Expression dieses Gens in den Wurzelspitzen (Abbildung 3.14 A+B), was eine Beteiligung des  

AtER-ANT1 an der Wurzelentwicklung vermuten lässt. Zur Analyse des stark retardierten Phänotyps der 

Knockout-Pflanzen wurde daher im weiteren Verlauf dieser Arbeit das Wurzelwachstum der Knockout-

Pflanzen eingehender überprüft. Dazu wurde die Keimung und frühe Entwicklung der AtER-ANT1 

Knockout-Samen unter sterilen Bedingungen auf MS-8 Medium mit unterschiedlichen 

Agarkonzentrationen (0,5-1,5%) untersucht. Die verschiedenen Agarkonzentrationen sollen hierbei 

unterschiedliche Bodenbeschaffenheiten nachahmen, was einen Einfluss auf die Penetrationsfähigkeit 

der Wurzelspitzen hat (siehe Abbildung 3.19).  
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Abbildung 3.19: Analyse des Wurzelwachstums homozygoter AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter sterilen 

Bedingungen. Pro Platte wurden jeweils 4 sterile Wildtyp- bzw. AtER-ANT1 Knockout-Samen auf MS-8 Medium mit 

unterschiedlichen Agarkonzentrationen ausgelegt. WT: Wildtyp; KO: Knockout-Linie2 (Salk_023441). 

 

Das Wurzelwachstum der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen zeigt im Vergleich zu Wildtyp-

Pflanzen eine deutlich schlechtere Wurzelentwicklung bei hohen Agarkonzentrationen (1% und 1,5%). 

Dies weist auf eine schlechtere Penetration der Wurzelspitzen hin. Eine geringe Agar-Konzentration von 

0,5% verbessert dagegen die Wurzelentwicklung der AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen entscheidend.  

Resultierend aus diesen neuen Erkenntnissen, wurden alle AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen zunächst für 

die ersten 12 Tage unter sterilen Bedingungen auf MS-8 Platten mit 0,5% Agar vorkultiviert und 

anschließend auf Erde umgesetzt. 

Durch diese Maßnahme ist es schließlich gelungen, adulte homozygote Knockout-Pflanzen anzuziehen, 

die auch zur Blüten- und Samenbildung fähig sind. In der folgenden Abbildung sind repräsentative 

Phänotypen adulter AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen dargestellt. 

 

SALK_023441

KO         WT

A B

 

 

Abbildung 3.20: Phänotyp homozygoter AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen auf Erde. A. SALK_023441: Knockout-

Linie 2; Phänotypische Erscheinung einer dreieinhalb Monate alten Knockout-Pflanze nach verbesserter 

Wurzelentwicklung auf Erde unter Kurztagbedingungen angezogen; B. Blütenstände von Wildtyp (WT)- und 

Knockout (KO)-Pflanzen im Vergleich. 
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Trotz Vorinkubation der homozygoten Knockout-Pflanzen auf MS-8 Platten mit 0,5% Agar weisen die 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen einen wesentlich längeren Generationszyklus im Vergleich zu Wildtyp-

Pflanzen auf. So beträgt ein Generationszyklus von Wildtyp-Pflanzen ungefähr sechs Wochen, 

wohingegen erst nach rund vier Monaten homozygote AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen das Adultstadium 

erreichen. Weitere zwei Monate werden von den Knockout-Pflanzen benötigt, bis eine Samenernte 

ermöglicht wird. Des Weiteren weisen die Knockout-Pflanzen weiterhin einen dramatischen Phänotyp auf. 

Im Vergleich zum Wildtyp besitzen diese Pflanzen kleinere Blätter. Außerdem fällt auf, dass die AtER-

ANT1 Knockouts keine ausgeprägte Blattrosette im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen ausbilden. Dies wird 

besonders im Blütenstadium deutlich (Abbildung 3.20 B). Bei Wildtyppflanzen entspringt der Blütenstand 

aus dem Zentrum der Blattrosette. Trotz der im Vergleich zum Wildtyp geringen Größe der Knockout-

Pflanzen bilden diese sehr viele Blütenstände aus, die alle aus verschiedenen Zentren entspringen. In 

den Knockout-Pflanzen scheint im Vergleich zum Wildtyp die Apikaldominanz verloren gegangen zu sein. 

Weiter kann bei der Betrachtung von Abbildung 3.20 beobachtet werden, dass homozygote AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen hellgrün erscheinen. Diese Beobachtung lässt 

vermuten, dass die Knockout-Pflanzen weniger Chlorophyll enthalten oder einen erhöhten 

Chlorophyllabbau aufweisen. Aufgrund dieser Vermutung wurde die Chlorophyllkonzentration im 

Blattgewebe von AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen bestimmt. Abbildung 3.21 zeigt die ermittelten Werte. 
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Abbildung 3.21: Bestimmung der Gesamt-Chlorophyllkonzentration in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen. WT: Wildtyp; KO1: SALK_043626; KO2: SALK_023441; Die Ergebnisse stellen Mittelwerte der 

Bestimmung von jeweils fünf Pflanzen pro Linie dar. 

 

Die Bestimmung der Gesamt-Chlorophyllkonzentration zeigt, dass beide unabhängige AtER-ANT1 

Knockout-Linien einen um ungefähr 50% reduzierten Chlorophyllgehalt im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen 

aufweisen. Diese Ergebnisse bestätigen die Beobachtungen, dass die homozygoten AtER-ANT1 

Pflanzen eine stark reduzierte Menge an Chlorophyll in ihren Thylakoidmembranen tragen, was sicherlich 

die Photosyntheseleistung dieser Pflanzen drosselt.  
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3.1.5.3 Samenanalysen der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

 

Wie bereits oben beschrieben konnte eine starke Expression von AtER-ANT1 in den Samen sich 

entwickelnder Schoten beobachtet werden („Geneatlas“-Analysen Abbildung 3.13 und Abbildung 3.14 G). 

In den Samen spielt der Speicherprotein- und Speicherlipidmetabolismus eine überragende Rolle. 

Demzufolge stellen die Samen ebenfalls ein Gewebe mit hoher ER-Aktivität dar. Um nun zu untersuchen, 

welchen Einfluss das Fehlen von AtER-ANT1 auf die Samenentwicklung hat, wurden die Samen der 

homozygoten AtER-ANT1-Pflanzen detailliert untersucht. In Abbildung 3.22 sind die Ergebnisse der 

Samenanalysen zusammengefasst. 

 

 

A

Lipidgehalt 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

P
ro
z
e
n
t 
(%
)

1000 Korngewicht

0

5

10

15

20
G
e
w
ic
h
t 
(m
g
)

Proteingehalt

0

10

20
30

40

50

60

70
80

90

100

P
ro
z
e
n
t 
(%
)

B

C D

WT

WT

WTKO1

KO1

KO1KO2

KO2

KO2

A

Lipidgehalt 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

P
ro
z
e
n
t 
(%
)

1000 Korngewicht

0

5

10

15

20
G
e
w
ic
h
t 
(m
g
)

Proteingehalt

0

10

20
30

40

50

60

70
80

90

100

P
ro
z
e
n
t 
(%
)

B

C D

WT

WT

WTKO1

KO1

KO1KO2

KO2

KO2

 

 

Abbildung 3.22: Samenanalyse von Wildtyp- und AtER-ANT1 Knockout-Samen. Die Pflanzen wurden unter 

Kurztagbedingungen (10 Stunden Licht) auf Erde angezogen. Nach Entwicklung einer Blattrosette (ungefähr 4-5 cm 

Größe), wurde die Lichtphase zur Blühinduktion verlängert (14 Stunden Licht). A. Phänotyp der Wildtyp (WT) und 

Knockout-Samen (KO; repräsentativ KO2: SALK_023441); Die Analyse erfolgte mit Hilfe des Mikroskops Axiovert der 

Firma Zeiss bei einer 40-fachen Vergrößerung; B. Bestimmung des 1000-Korngewichtes von Wildtyp- und Knockout-

Samen beider Linien (KO1: SALK_043626; KO2: SALK_023441); C. Bestimmung des Lipidgehaltes von 

getrockneten Wildtyp, KO1 und KO2 Samen; D. Analyse des Proteingehaltes getrockneter Wildtyp, KO1 und KO2 

Samen.  
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Zur Quantifizierung des 1000-Korngewichtes, des Lipid- und Proteingehaltes, wurden vollständig 

entwickelte Samen aus den Schoten von Wildtyp- und AtER-ANT1 Knockout Pflanzen geerntet. Schon in 

der Morphologie unterschieden sich die Knockout-Samen von Samen der Wildtyp-Pflanzen (Abbildung 

3.22 A). Die Knockout-Samen sind in ihrer Größe wesentlich kleiner und erscheinen im 

Durchlichtmikroskop im Vergleich zu Wildtyp-Samen transparent. Diese Beobachtungen bestätigen sich 

auch bei der Ermittlung des 1000-Korngewichtes. Die Wildtyp-Samen weisen pro 1000 Samen ein 

Gewicht von rund 20 mg auf. Die Knockout-Samen beider unabhängiger Linien besitzen ein um circa 

50% geringeres Gewicht als die Wildtyp-Samen. Das ermittelte 1000 Korngewicht für Wildtyp-Samen 

stimmt dabei mit früheren Studien überein (JAKO et al., 2001). Zur Untersuchung der Ursache für das 

geringe 1000-Korngewicht der Knockout-Samen wurden sowohl der Lipid- als auch der Proteingehalt 

bestimmt, da Lipide und Proteine die Hauptspeicherstoffe von Arabidopsis Samen darstellen. Die 

Ergebnisse zeigen, dass beide Knockout-Linien rund 75% weniger Lipid innerhalb der Samen besitzen im 

Vergleich zu Wildtyp-Samen. Auch bei der Ermittlung des Proteingehaltes kann eine Reduktion bei den 

Knockout-Samen auf 50% beobachtet werden. Somit unterscheiden sich die Knockout-Samen beider 

AtER-ANT1::T-DNA Linien sowohl im Protein- als auch im Lipid-Gehalt signifikant von Wildtyp-Samen. 

Der geringe Lipid und Proteingehalt innerhalb der Samen hat sowohl Einfluss auf das 1000-Korngewicht 

als auch auf die Morphologie der Knockout-Samen. Hinsichtlich der überragenden Rolle des 

Endoplasmatischen Retikulums im Lipid- und Protein-Metabolismus von Samen sind die erhalten 

Ergebnisse der Samenanalysen von AtER-ANT1-Knockout-Pflanzen physiologisch sehr interessant.  

 

 

3.1.5.4 Metabolitenbestimmung der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

 

Aufgrund des dramatischen Phänotyps, den homozygote AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen bei einer 

Anzucht auf Erde im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen aufweisen, wurden die homozygoten Pflanzen einer 

umfassenden Metaboliten-Bestimmung  unterzogen. Dazu wurden die Zuckergehalte, 

Aminosäurekonzentrationen, Nukleotide und einige wichtige Metabolite des primären Stoffwechsels 

bestimmt. Die Analysen wurden mittels HPLC, Massenspektroskopie, sowie unter Einsatz eines 

gekoppelten Enzymtests mit anschließender Photometrie während eines Forschungsaufenthaltes am IPK 

(Institute for Plant Genetics and Crop Plant Research) in Gatersleben mit freundlicher Unterstützung von 

Dr. Mohammad Hajirezaei durchgeführt. Für die Bestimmung der Metabolite wurden die Pflanzen unter 

Kurztagbedingungen bis zur Ausbildung einer richtigen Blattrosette (dreieinhalb Monate; bei Wildtyp-

Pflanzen vier Wochen) angezogen. Die Ernte des verwendeten Blattmaterials erfolgte in den frühen 

Morgenstunden.  
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3.1.5.4.1 Bestimmung der Zuckerkonzentration und des Stärkegehaltes 

In Abbildung 3.23 ist die Bestimmung der verschiedenen Zuckergehalte und der Stärkekonzentration von 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp gezeigt. 
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Abbildung 3.23: Bestimmung der Zuckergehalte und Stärkekonzentration in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

im Vergleich zum Wildtyp. Die Bestimmung erfolgte mit Hilfe eines gekoppelten Enzymtests mit anschließender 

photometrischer Auswertung. A. Glukosegehalt; B. Fruktosegehalt; C. Saccharosegehalt; D. Stärkegehalt. 

WT: Wildtyp; KO1: SALK_043626; KO2: SALK_023441; Die Ergebnisse stellen Mittelwerte der Bestimmung von 

jeweils 10 Pflanzen pro Linie dar. 

 

Abbildung 3.23 zeigt, welche dramatischen Konsequenzen das Ausschalten des AtER-ANT1 auf die 

Zuckerkonzentrationen innerhalb der Pflanzen hat. Beide unabhängige AtER-ANT1 Knockout-Linien 

weisen signifikant reduzierte Glukose- und Fruktose-Konzentrationen auf. Weiter lässt sich beobachten, 

dass die gemessenen Konzentrationen von Saccharose und Stärke in den homozygoten Knockout-

Pflanzen ebenfalls sehr stark reduziert sind. Der Saccharosegehalt ist im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen 

auf ungefähr 50% reduziert und beim Stärkegehalt kann in beiden AtER-ANT1-Knockout-Linien eine 

75%ige Reduktion beobachtet werden. 

 

3.1.5.4.2 Bestimmung der Nukleotidkonzentration 

Da es sich bei AtER-ANT1 um einen ATP/ADP-Transporter handelt, war zudem der Gehalt von 

Adeninnukleotiden innerhalb der Knockout-Pflanzen von Interesse. Die Bestimmung der 

Nukleotidkonzentration erfolgte mit Hilfe der HPLC. Dabei wurden die Gehalte der Nukleotide ATP, ADP 

und AMP in AtER-ANT1 Knockout- und Wildtyp-Pflanzen ermittelt. Die folgende Abbildung zeigt die 

erhaltenen Ergebnisse. 
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Abbildung 3.24: Bestimmung verschiedener Adeninnukleotid-Gehalte in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp. WT: Wildtyp; KO1: SALK_043626; KO2: SALK_023441; Die Ergebnisse 

stellen Mittelwerte der Bestimmung von jeweils 10 Pflanzen pro Linie dar. AMP: Adenosinmonophosphat; ADP: 

Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat. 

 

Im Vergleich zu den ermittelten Zuckerdaten, weisen die beiden homozygoten AtER-ANT1 Knockout-

Linien bezüglich der Adenin-Nukleotide geringere Änderungen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen auf. 

Auffällig kann bei ATP eine Reduktion der Konzentration um circa 30% bei den AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen beobachtet werden. Der AMP- und ADP-Gehalt ist im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen nicht 

signifikant verändert.  

 

 

3.1.5.4.3 Bestimmung einiger Metabolite des primären Stoffwechsels 

 

Weiter wurden einige Metabolite des primären Stoffwechsels in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im 

Vergleich zum Wildtyp bestimmt. Die Analysen erfolgten mittels HPLC und Massenspektroskopie. Tabelle 

3.4 fasst diese Ergebnisse zusammen. 

 

Tabelle 3.4: Bestimmung der Konzentration von Metaboliten des primären Stoffwechsels in homozygoten 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp. Die Bestimmung der Metabolite erfolgte mittels HPLC 

und Massenspektroskopie. WT: Wildtyp; KO1: SALK_043626; KO2: SALK_023441; Die Ergebnisse stellen 

Mittelwerte der Bestimmung von jeweils 10 Pflanzen pro Linie dar. 

Metabolit WT KO1 KO2 

 pmol/g Frischgewicht 

UDP-Glukose 113,1 (± 4,8) 173,1 (± 9,4) 180,2 (± 6,7) 

ADP-Glukose 21,7 (± 1,1) 35,1 (± 1,2) 31,8 (± 2,2) 

Glukose-6-Phosphat/ 

Fruktose-6-Phosphat 

55,9 (± 5,8) 62, 9 (± 3,7) 60,1 (± 2,3) 

3-PGA 56,8 (± 5,2) 97,3 (± 7,5) 92,4 (± 5,8) 

Malat 5539,8 (± 264,1) 7183 (± 214,1) 6831 (± 146,3) 

Pyruvat 234,5 (± 24,1)  431,3 (± 23,6) 412,7 (±15,3) 
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Die Bestimmung einiger wichtiger Metabolite des Primärstoffwechsels zeigt, dass alle hier bestimmten 

Metabolite innerhalb der AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen mit Ausnahme 

von Glukose-6-Phosphat erhöht vorliegen. Besonders signifikant ist die Erhöhung der 3-PGA- und 

Pyruvat-Konzentration in den Knockout-Pflanzen. Die gemessenen Werte sind jeweils im Vergleich zum 

Wildtyp verdoppelt. 

 

 

3.1.5.4.4 Analyse der Aminosäurekonzentration 

 

Zur detaillierten Analyse wurden zudem die Gehalte von 18 Aminosäuren innerhalb der AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen bestimmt. In Tabelle 3.5 sind die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen gezeigt. 

 

Tabelle 3.5: Bestimmung der Aminosäurekonzentration in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im 

Vergleich zum Wildtyp. Die Bestimmung der Aminosäuren erfolgte mittels HPLC-Analyse. WT: Wildtyp; KO1: 

SALK_043626; KO2: SALK_023441; Blau hervorgehoben: Signifikante Reduktion innerhalb der Knockout-Pflanzen 

im Vergleich zum Wildtyp; Rot hervorgehoben: Signifikante Erhöhung innerhalb der Knockout-Pflanzen im Vergleich 

zum Wildtyp. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte der Bestimmung von jeweils 10 Pflanzen pro Linie dar. 

Aminosäure WT KO1 KO2 

 nmol/g Frischgewicht 

Aspartat 101,5 (± 3,53) 45,4 (± 3,3) 41,8 (± 2,3) 

Glutamat 361,8 (± 14,2) 216 (± 20,2) 184 (± 16,7) 

Serin 245,8 (± 18,3) 370 (± 22,1) 354 (± 12,6) 

Asparagin 83,2 (± 3,4) 111,4 (± 12,3) 115,3 (± 8,3) 

Glycin 22,2 (± 1,5) 1271,8 (± 28,3) 1362,2 (± 54,7) 

Glutamin  181,8 (± 11,8) 137,3 (± 6,8) 106,2 (± 13,3) 

Threonin 80,9 (± 3,8) 31,8 (± 3,7) 43,9 (± 4,2) 

Arginin 7,9 (± 0,85) 15,5 (± 2,01) 16,7 (± 1,76) 

Alanin 34,8 (± 2,9) 21,1 (± 2,5) 20,7 (± 1,3) 

Prolin 48,5 (± 4,21) 48,5 (± 5,6) 36,5 (± 2,3) 

Tyrosin 4,6 (± 0,6) 4,5 (± 0,4) 3,9 (± 0,3) 

Valin 18,6 (± 1,3) 14,9 (± 1,9) 13,9 (± 1,4) 

Methionin 1,5 (± 0,14) 1,2 (± 0,14) 1,5 (± 0,21) 

Isoleucin 7,2 (± 0,51) 8,3 (± 0,54) 7,8 (± 0,56) 

Lysin 4,59 (± 0,5) 4,43 (± 0,51) 3,72 (± 0,66) 

Leucin 4,75 (± 0,70) 4,9 (± 0,68) 5,32 (± 0,71) 

Phenylalanin 15,2 (± 1,1) 15,1 (± 0,5) 11,7 (± 0,54) 
 
 
Bei der Betrachtung der Tabelle fällt auf, dass die homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen bei 

einigen Aminosäuren signifikante Konzentrationsveränderungen im Vergleich zum Wildtyp aufweisen. 

Dabei zeigt sich eine signifikante Reduktion der Aminosäuren Aspartat, Glutamat, Glutamin, Threonin 

und Alanin. Hingegen kann bei den Aminosäuren Serin, Arginin und Glycin eine signifikante Erhöhung 

der Konzentration beobachtet werden. Alle anderen hier gemessenen Aminosäuren waren im Vergleich 

zum Wildtyp nicht signifikant verändert. Besonders dramatisch ist die Änderung der Glycin-Konzentration 

innerhalb der homozygoten Knockout-Pflanzen. Beide unabhängigen Linien weisen eine circa 120-fache 
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Erhöhung der Glycinkonzentration im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen auf. Eine derart drastische Erhöhung 

bzw. Erniedrigung konnte bei keiner der anderen gemessenen Aminosäuren beobachtet werden.  

 

 

3.1.5.4.5  Nähere Analyse der drastischen Erhöhung der Glycinkonzentration in AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen 

 

Um Gründe für diesen starken Glycinanstau näher zu analysieren, wurden im weiteren Verlauf der Arbeit 

verschiedene Transportmessungen durchgeführt. Dabei sollte untersucht werden, ob AtER-ANT1 nicht 

nur ATP und ADP transportiert, sondern eine zweite Funktion als Glycin-Transporter besitzt.  

 

 

3.1.5.4.5.1  Analyse der Glycinaufnahme von AtER-ANT1 mittels heterologer Expression in 

E. coli 

 

Als erstes wurde hierzu im E. coli-System untersucht, ob nicht radioaktiv markiertes Glycin bzw. Serin 

einen Einfluss auf die ATP-Transportaktivität hat. Dazu wurden Effektorstudien an intakten E. coli Zellen, 

die AtER-ANT1 heterolog exprimieren, durchgeführt. Das Ergebnis dieser Analysen ist in Abbildung 3.25 

gezeigt. 
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Abbildung 3.25: Glycin- bzw. Serin-Effekt auf die [α
32
P]ATP-Aufnahme bei AtER-ANT1 exprimierenden E. coli 

Zellen. o.E.: ohne Effektor; Die Aufnahmen wurden im zeitlinearen Bereich (20 min) bei einer Endkonzentration von 

200 µM durchgeführt. Dabei wurden die Effektoren in einem 5-fachen bzw. 20-fachen Überschuss zum 

Transportmedium hinzugefügt. Die Daten spiegeln die Mittelwerte aus zwei unabhängigen Experimenten wider, 

wobei der SE kleiner als 8% der Mittelwerte beträgt. 
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Abbildung 3.25 zeigt eindeutig, dass weder Glycin noch Serin die [α32P]-Aufnahme von AtER-ANT1 

exprimierenden E. coli Zellen beeinflusst. Mit Hilfe dieser Experimente kann Glycin bzw. Serin allerdings 

noch nicht eindeutig als Substrat von AtER-ANT1 ausgeschlossen werden. Es besteht weiter die 

Möglichkeit, dass diese Substrate und ATP ein unterschiedliches Bindezentrum besitzen, so dass sich 

die verschiedenen Substrate bei einem Transport nicht beeinflussen würden.  

Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurden Aufnahmestudien mit radioaktiv markiertem Glycin bzw. 

Serin an intakten E. coli Zellen, die AtER-ANT1 heterolog exprimieren, durchgeführt. In Abbildung 3.26 

sind die Ergebnisse dieser Studien zu sehen. 
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Abbildung 3.26: Aufnahme von [
14
C]-Glycin und [

14
C]-Serin in AtER-ANT1 exprimierende E. coli Zellen. 

A. Glycin-Aufnahme; B. Serin-Aufnahme; Sowohl die Glycin- als auch die Serin-Aufnahme wurde bei einer 

Endkonzentration von 25 µM durchgeführt. Als Negativ-Kontrolle dienten nicht induzierte E. coli-Zellen. 

 

 

Die Aufnahmeexperimente zeigen eindeutig, dass weder radioaktiv markiertes Glycin noch Serin in E. coli 

Zellen, die AtER-ANT1 heterolog exprimieren, aktiv transportiert wird. Somit scheint weder Glycin noch 

Serin ein Transportsubstrat von AtER-ANT1 zu sein.  

 

 

3.1.5.4.5.2  Analyse der Glycinaufnahme an isolierten Mitochondrien von AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen und Wildtyp-Pflanzen 

 

Um zu testen, ob die Glycin-Aufnahme in die Mitochondrien der AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen inhibiert 

ist, wurden Mitochondrien sowohl aus Wildtyp- als auch aus homozygoten AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen isoliert. Anschließend wurde die radioaktive Glycin- und ATP-Aufnahme an den jeweiligen, 

intakten Mitochondrien gemessen. In Abbildung 3.27 sind diese Ergebnisse dargestellt. 
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Abbildung 3.27: Aufnahme von radioaktiv markiertem ATP und Glycin in isolierte Mitochondrien von 

homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Mitochondrien. A. radioaktive ATP-

Aufnahme an intakten Mitochondrien aus homozygoten AtER-ANT1 Knockout- und Wildtyp-Pflanzen. Die Aufnahme 

wurde für die angegebenen Zeiten bei einer Endkonzentration von 1 µM durchgeführt. B. ATP-Inhibitorversuch: Es 

wurde die ATP-Transportaktivität an intakten Mitochondrien von AtER-ANT1 Knockout- und Wildtyp-Pflanzen 

gemessen und die Wirkung von 100 µM Carboxyatractylat (CAT) bestimmt. Die Aufnahme erfolgte über eine Zeit von 

15 Sekunden. C. radioaktive Glycin-Aufnahme an intakten Mitochondrien aus homozygoten AtER-ANT1 Knockout- 

und Wildtyp-Pflanzen. Die Aufnahme wurde für die angegebenen Zeiten bei einer Endkonzentration von 20 µM 

durchgeführt. D. Glycin-Inhibitorversuch: Es wurde die Glycin-Transportaktivität an intakten Mitochondrien von AtER-

ANT1 Knockout- und Wildtyp-Pflanzen gemessen und die Wirkung von 50 µM CCCP bestimmt. Die Daten spiegeln 

die Ergebnisse aus zwei unabhängigen Experimenten wider, wobei der SE weniger als 7% beträgt. 

 

Abbildung 3.27 zeigt eindeutig, dass die Mitochondrien aus homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

trotz Deletion des AtER-ANT1 Gens zu einem Glycin- und ATP-Transport befähigt sind. Sowohl die 

Glycin- als auch die ATP-Aufnahmen sind in isolierten Mitochondrien aus homozygoten AtER-ANT1-

Knockout-Pflanzen nahezu identisch im Vergleich zu Aufnahmeraten in Wildtyp-Mitochondrien. 

Außerdem kann beobachtet werden, dass sich der ATP-Transport durch die Zugabe von 

Carboxyatractylat auf rund 25% sowohl bei AtER-ANT1 Knockout-Mitochondrien als auch bei Wildtyp-

Mitochondrien inhibieren lässt (Abbildung 3.27 B). Die Zugabe von CCCP bei der Glycinaufnahme führt 

zudem zu einer Reduktion des Glycin-Transportes bei isolierten Mitochondrien sowohl aus AtER-ANT1 
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Knockout-Pflanzen als auch aus Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.27 D). Das Ausschalten des AtER-ANT1 Gens 

hat somit keinerlei Einfluss auf die Glycin- bzw. ATP-Aufnahme in die Mitochondrien. Weiter lässt sich 

festhalten, dass AtER-ANT1 kein Glycin-Transporter der Mitochondrien ist. Der dramatische Glycinanstau 

kann also nicht auf diese Weise erklärt werden. Zur näheren Analyse des Glycin-Effektes wurden die 

homozygoten Knockout-Pflanzen nun weiter physiologisch untersucht.  

 

 

3.1.5.4.5.3  Wachstumsanalyse der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter hoch 

CO2-Bedingungen 

 

Da während der Photorespiration eine erhebliche Menge an Glycin anfällt, das unter Beteiligung der 

Mitochondrien und Peroxisomen zu Serin decarboxyliert wird, wurden die AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

unter hoch CO2-Bedingungen (5%) angezogen. Dieses Experiment sollte Aufschluss darüber geben, ob 

der stark im Wachstum retardierte Phänotyp der Knockout-Pflanzen durch einen reduzierten Glycin-

Stoffwechsel (und damit Glycinanstau) beeinflusst wird. 

In Abbildung 3.28 ist der Phänotyp der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen, angezogen unter 

hoch CO2-Bedingungen im Vergleich zu normalen CO2-Bedingungen, gezeigt. 

 

 

Abbildung 3.28: Phänotyp homozygoter AtER-ANT1 Pflanzen bei Anzucht unter hoch CO2-Bedingungen. 

A. homozygote AtER-ANT1 Pflanze bei normaler CO2-Konzentration im Kurztag angezogen; B. homozygote  

AtER-ANT1 Pflanze unter hoch CO2 bei Kurztagbedingungen angezogen. A+B: KO2: SALK_023441.  

 

Beide homozygote AtER-ANT1 Knockout-Linien wurden zuerst 12 Tage in Sterilkultur auf MS-8 Medium 

mit geringer Agarkonzentration (0,5%) angezogen, um wie bereits dargestellt eine gute 

Wurzelentwicklung zu gewährleisten. Daraufhin wurden die Pflanzen auf Erde umgesetzt und bei 

Kurztagbedingungen entweder mit ambienter CO2-Konzentration oder hoher CO2-Konzentration weitere 

sechs Wochen wachsen gelassen. Bei Betrachtung der Abbildung 3.28 fällt auf, dass sich die 

homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Linien unter hoch CO2-Bedingungen stark im Phänotyp von 

Knockouts unterscheiden, die unter normalen CO2-Bedingungen angezogen wurden. Die Pflanzen sind 
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im Vergleich wesentlich größer und können wieder eine richtige Blattrosette mit großen Blättern 

ausbilden. Die homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen gleichen auch in der Generationszeit den 

Wildtyp-Pflanzen, die ebenfalls unter diesen Bedingungen angezogen wurden. Der dramatische 

Phänotyp, der unter ambienten CO2-Bedingungen auftritt, scheint unter hoch CO2-Bedingungen komplett 

aufgehoben zu sein. Das Ausschalten des AtER-ANT1 hat demnach unter anderem große sekundäre 

Auswirkungen auf den pflanzlichen Photorespirationsstoffwechsel zur Folge.  

 

 

3.1.5.4.6 Metabolitenbestimmung unter hoch CO2-Bedingungen 

 

Aufgrund des starken phänotypischen Einflusses von hoch CO2-Bedingungen auf das Wachstum der 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen, wurde eine erneute Metabolitenbestimmung der beiden AtER-ANT1 

Knockout-Linien im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen durchgeführt. Dazu wurden die Pflanzen wie bereits 

oben beschrieben unter hoch CO2-Bedingungen angezogen und das Blattmaterial zur Analyse nach etwa 

3 Wochen Wachstum vormittags geerntet. Diese Untersuchungen wurden ebenfalls in Kooperation mit 

Dr. Mohammad Hajirezaei am IPK in Gatersleben durchgeführt. 

 

 

3.1.5.4.6.1 Bestimmung der Saccharose- und Stärkekonzentration 

 

Neben der Bestimmung der Saccharose- und Stärkekonzentration wurden außerdem die 

Zuckerkonzentrationen innerhalb der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter hoch CO2-

Bedingungen bestimmt. Da die Bestimmung der Zucker Glukose und Fruktose zu starke Schwankungen 

aufweisen, müssen diese Analysen nochmals wiederholt werden, um eindeutige Aussagen über die 

bestehenden Zuckerlevel machen zu können. Die Bestimmung der Saccharose- und Stärke-

Konzentration ist in der folgenden Abbildung gezeigt. 
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Abbildung 3.30: Bestimmung des Saccharose- und Stärke-Gehaltes in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter 

hoch CO2-Bedingungen. A. Bestimmung der Saccharosekonzentration; B. Bestimmung des Stärkegehaltes. WT: 

Wildtyp; KO1: SALK_043626; KO2: SALK_023441; Die Ergebnisse stellen Mittelwerte der Bestimmung von jeweils 5 

Pflanzen pro Linie dar. 
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Die Bestimmung der Saccharosekonzentration zeigt, dass im Gegensatz zu ambienten CO2-

Bedingungen die Saccharosekonzentration innerhalb der AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter hoch CO2 

annähernd identisch ist im Vergleich zum Wildtyp. Die Reduktion des Saccharosegehaltes lässt sich 

somit durch Anzucht der Pflanzen unter hoch CO2 aufheben. Bei der Ermittlung der Stärkekonzentration 

lässt sich das Gleiche beobachten. Unter normalen CO2-Bedingungen war die Stärkekonzentration 

innerhalb der Knockout Pflanzen drastisch reduziert (75%). Im Gegensatz dazu werden unter hoch CO2-

Bedingungen sogar leicht erhöhte Stärkewerte innerhalb der Knockout-Pflanzen im Vergleich zum 

Wildtyp erreicht. 

 

 

3.1.5.4.6.2  Bestimmung der Nukleotidkonzentration von ATP und ADP sowie den Gehalt an 

ADP-Glukose 

 

Im weiteren Verlauf der Analysen wurde erneut die Konzentration der Nukleotide ATP und ADP sowie die 

ADP-Glukose-Konzentration in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp bestimmt. Der 

Gehalt der übrigen Metabolite des primären Stoffwechsel, die unter ambienten CO2-Bedingungen 

gemessen wurden, steht derzeit noch aus. Das Ergebnis der oben genannten Metabolite ist in Abbildung 

3.29 gezeigt. 
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Abbildung 3.29: Bestimmung der Nukleotidkonzentration von ADP und ATP sowie des ADP-Glukosegehaltes 

in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen bei Anzucht unter hoch CO2-Bedingungen. WT: Wildtyp; KO1: SALK_043626; 

KO2: SALK_023441; Die Ergebnisse stellen Mittelwerte der Bestimmung von jeweils 5 Pflanzen pro Linie dar. ADP-

Glc: Adenosindiphosphat-Glukose; ADP: Adenosindiphosphat; ATP: Adenosintriphosphat. 

 

Die hier ermittelten Daten zeigen, dass sich die Konzentration von ADP-Glukose, ADP und ATP in AtER-

ANT1 Knockout-Pflanzen unter hoch CO2-Bedingungen nicht signifikant von Wildtyp-Pflanzen, - ebenfalls 

unter hoch CO2 angezogen -, unterscheidet. Der erhöhte ADP-Glukose Pool, der bei ambienten  

CO2-Bedingungen beobachtet werden konnte, ist bei einem Wachstum unter hoch CO2 im Vergleich zum 
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Wildtyp nicht verändert. Bei ADP kann sowohl unter normal als auch unter hoch CO2 keine Veränderung 

im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen beobachtet werden. Zudem scheint sich der ATP-Gehalt unter hoch 

CO2 den Wildtyp-Daten anzugleichen. Im Vergleich zu ambienten CO2-Bedingungen kann keine 

signifikante Reduktion der ATP-Konzentration bei den homozygoten AtER-ANT1 Knockout Pflanzen 

ermittelt werden. 

 

 

3.1.5.4.6.3 Bestimmung der Aminosäurekonzentration unter hoch CO2-Bedingungen 

 

Abschließend wurden im Rahmen dieser Analysen die Aminosäurekonzentrationen innerhalb der AtER-

ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp unter hoch CO2-Bedingungen bestimmt. Das 

Ergebnis dieser Untersuchungen ist in Tabelle 3.6 zusammengefasst. 

 

 

Tabelle 3.6: Bestimmung der Aminosäurekonzentration in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im 

Vergleich zum Wildtyp unter hoch CO2-Bedingungen. Die Bestimmung der Aminosäuren erfolgte mittels HPLC-

Analyse. WT: Wildtyp; KO1: SALK_043626; KO2: SALK_023441; Blau hervorgehoben: Signifikante Reduktion 

innerhalb der Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp; Rot hervorgehoben: Signifikante Erhöhung innerhalb der 

Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte der Bestimmung von jeweils 5 

Pflanzen pro Linie dar. 

Aminosäure WT KO1 KO2 

 nmol/g Frischgewicht 

Aspartat 170 (± 5,2) 164 (± 15,5) 188 (± 19,7) 

Glutamat 267 (± 8,3) 273 (± 31,9) 279 (± 41,2) 

Serin 48,1 (± 0,34) 121 (± 23,9) 109,4 (± 25,4) 

Asparagin 36,3 (± 4) 39,7 (± 11,6) 38,4 (± 9,1) 

Glycin 4,4 (± 0,4) 26,5 (± 6,4) 24,6 (± 3,7) 

Glutamin 135,8 (± 7,8) 107,9 ± 3,3) 112,8 (± 20,2) 

Threonin 41,6 (± 1,7) 63,6 (± 7,9) 60,2 (± 12) 

Arginin 2,7 (± 0,58) 3,1 (± 0,56) 2,6 (± 0,46) 

Alanin 34,8 (± 0,97) 67,7 (± 10) 69,4 (± 7,7) 

Prolin 9,3 (± 0,95) 15,3 (± 3,1) 14,2 (± 1,7) 

Tyrosin 1,3 (± 0,12) 2,1 (± 0,13) 2,2 (± 0,35) 

Valin 6,9 (± 0,18) 9,5 (± 1,6) 9,1 (± 1,9) 

Methionin 0,7 (± 0,04) 0,6 (± 0,29) 0,5 (± 0,04) 

Isoleucin 2,0 (± 0,09) 2,9 (± 0,4) 2,3 (± 0,5) 

Lysin 2,9 (± 0,03) 3,2 (±0,4) 2,9 (± 0,5) 

Leucin 12,6 (± 1,9) 2,0 (± 0,2) 1,8 (± 0,2) 

Phenylalanin 10,4 (± 1,7) 2,4 (± 0,2) 2,2 (± 0,1) 

 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass sich der Aminosäurestoffwechsel innerhalb der homozygoten AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen unter hoch CO2-Bedingungen dem der Wildtyp-Pflanzen anzugleichen scheint. Die 

Konzentrationen für Aspartat, Glutamat und Glutamin waren unter ambienten CO2-Bedingungen 

signifikant im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen reduziert. Unter hoch CO2-Bedingungen hingegen können 

bei diesen Aminosäuren keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp beobachtet werden. 
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Bei den Aminosäuren Threonin und Alanin hingegen kommt es zu einem interessanten Effekt. Unter 

ambienten CO2-Bedingungen waren diese Aminosäuren im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert. 

Unter hoch CO2-Bedingungen hingegen wurde eine um circa 50%ige Erhöhung der Konzentration für 

beide Aminosäuren ermittelt. Bei den Aminosäuren Serin und Glycin kann unter hoch CO2-Bedingungen 

weiterhin eine signifikante Erhöhung beobachtet werden. Dabei fällt auf, dass die Serin-Konzentration 

sich unter hoch CO2 weiter erhöht hat (300%ige Erhöhung) im Vergleich zu normalen CO2-Bedingungen 

(50%ige Erhöhung). Die dramatische Erhöhung der Glycin-Konzentration, die bei AtER-ANT1 Knockout 

Pflanzen unter normalen CO2-Bedingungen ermittelt wurde (120-fache Erhöhung), reduziert sich bei 

einem Wachstum der Pflanzen unter hoch CO2 stark, ist jedoch immer noch 6-fach erhöht. Abschließend 

lässt sich ebenfalls beobachten, dass die Aminosäuren Leucin und Phenylalanin in den Knockout-

Pflanzen unter hoch CO2-Bedingungen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen signifikant reduziert vorliegen. 

Unter normalen CO2-Bedingungen waren diese Aminosäuren hingegen nicht verändert. 

Der dramatische Phänotyp der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen lässt sich nur indirekt durch 

das Ausschalten des AtER-ANT1 Gens erklären. Das Ausschalten dieses Gens führt zu dramatischen 

pleiotropen Stoffwechselveränderungen, die sich besonders im Bereich der Photorespiration auswirken. 

So kommt es unter ambienten CO2-Bedingungen zu einem dramatischen Anstau von Glycin. Dieser 

Anstau bewirkt seinerseits drastische Veränderungen innerhalb der Pflanze, die sich in einem 

dramatischen Phänotyp der Pflanzen widerspiegeln. Bei einer Anzucht der homozygoten AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen unter hoch CO2-Bedingungen kommt es zu einer reduzierten Photorespiration, 

wodurch die Menge an Glycin verringert wird. Die Reduktion der Photorespiration bewirkt seinerseits eine 

Erhöhung der Netto-Photosyntheseleistung, die sich wiederum in einer erhöhten Produktion von ATP und 

NADPH widerspiegelt. Dies führt zu einer „Normalisierung“ des Stoffwechsels innerhalb der Pflanze, so 

dass sogar der dramatische Phänotyp aufgehoben wird. 
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3.2 Charakterisierung des ANT1 aus Oryza sativa 

 

In Kapitel 3.1 wurde der im Endoplasmatischen Retikulum lokalisierte ATP/ADP-Transporter AtER-ANT1 

phylogenetisch, biochemisch und physiologisch charakterisiert. In Kapitel 3.2 der vorliegenden 

Dissertation wird ein Homolog zu diesem Protein aus der monokotyledonen Pflanze Oryza sativa 

phylogenetisch und biochemisch im Detail untersucht werden. 

 

 

3.2.1 Phylogenetische Analyse des OsER-ANT1 

 

Das Transportprotein OsER-ANT1 wird phylogenetisch wie sein Homolog aus Arabidopsis thaliana in die 

Gruppe der MCF (mitochondrial carrier family) eingegliedert. Um detaillierte Aussagen bezüglich der 

Phylogenie machen zu können, wurde mittels der Programme ClustalX/W und Genedoc ein 

Aminosäurealignment erstellt, das die nahe phylogenetische Verwandtschaft des OsER-ANT1 zu dem 

bereits charakterisierten AtER-ANT1 zeigt. Das Aminosäurealignment ist in Abbildung 3.31 gezeigt. 
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Abbildung 3.31: Aminosäurealignment von AtER-ANT1 und OsER-ANT1. Identische oder ähnliche Aminosäuren 

bei den untersuchten Transportproteinen sind schwarz, nicht konservierte Aminosäuren weiß dargestellt. Die 

schwarzen Balken H1-H6 zeigen die sechs putativen hydrophoben Membran-durchspannenden 

Transmembrandomänen. METS: konservierte „Mitochondrial energy transfer signature“ (METS = P-x-[DE]-x-[LIVAT]-

[RK]-x-[LRH]-[LIVMFY]-[QGAIVM]), die nach den Transmembrandomänen H1, H3 und H5 folgen. Aminosäuren, die 

mit einem Dreieck gekennzeichnet sind, stellen wichtige Aminosäuren für die Funktion der mitochondrialen AACs 

dar. Dabei sind Aminosäuren, die mit schwarz-gefüllten Dreiecken gekennzeichnet sind, ebenfalls in AtER-ANT1 und 

OsER-ANT1 konserviert, wohingegen ungefüllte Dreiecke Unterschiede zu den mitochondrialen AACs zeigen. AtER-

ANT1 (At5g17400); OsER-ANT1 (Os11g43960). 
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Abbildung 3.31 zeigt, dass OsER-ANT1 auf Aminosäureebene sehr homolog zu dem bereits 

charakterisierten AtER-ANT1 ist. Interessanterweise besitzt OsER-ANT1 ebenfalls kein N-terminales 

Transitpeptid, welches für die klassischen mitochondrialen AACs notwendig ist um diese korrekt in die 

Mitochondrien zu transportieren (MURCHA et al., 2005). Die in Kapitel 3.1.1 detailliert beschriebenen 

Aminosäuremotive, die eine biochemische Funktion von Proteinen als ATP/ADP-Transporter nahe legen 

(NELSON et al., 1993, PEBAY-PEYROULA et al., 2003), sind wie bei AtER-ANT1 auch in dem Homolog aus 

Oryza sativa stark konserviert. Es wurde bereits beschrieben, dass sich AtER-ANT1 bezüglich dieser 

wichtigen Motive lediglich in einer einzigen Aminosäure von den klassischen AACs unterscheidet. Dabei 

wurde das R294 bei S.cerevisiae (bei Rind R279) durch die Aminosäure L282 in AtER-ANT1 

ausgetauscht. Interessanterweise ist genau diese Aminosäure ebenso bei dem Transportprotein aus 

Oryza sativa verändert. Hier wurde das entsprechende Arginin gegen ein Serin (S 295) substituiert. 

Weiter fällt auf, dass alle bisher untersuchten mitochondrialen AACs das stark konservierte 

Aminosäuremotiv „RRRMMM“ besitzen. Sowohl bei OsER-ANT1 als auch bei AtER-ANT1 kann eine 

Abweichung dieses Sequenzmotives zu „RRRMML“ beobachtet werden. 

 

Zur weiteren Verdeutlichung des hohen Verwandtschaftsgrades wurde ebenfalls der prozentuale Anteil 

identischer und ähnlicher Aminosäuren zwischen OsER-ANT1, AtER-ANT1 und den klassischen 

mitochondrialen AACs aus Arabidopsis thaliana ermittelt. In Tabelle 3.7 werden diese Analysen 

zusammengefasst dargestellt. 

 

Tabelle 3.7: Anteil ähnlicher bzw. identischer Amin osäuren zwischen OsER-ANT1, AtER-ANT1 und den 

mitochondrialen AtAAC1-3.  Zur Ermittlung der Werte wurden die Aminosäuresequenzen ohne N-terminale 

Signalsequenz verwendet. Die Werte wurden mit Hilfe der Programme ClustalX und Genedoc ermittelt. Der Anteil 

identischer (bzw. ähnlicher) Aminosäuren wurde jeweils in Prozent angegeben. 

 AtER-ANT1 AtAAC1 AtAAC2 AtAAC3 

OsER-ANT1 64% (79%) 48% (63%) 49% (62%) 47% (62%) 

 

Die Tabelle zeigt eindeutig, dass auch ohne die N-terminale Signalsequenz OsER-ANT1 am stärksten 

homolog zu AtER-ANT1 ist mit 64% identischen und 79% ähnlichen Aminosäuren. Die Homologie zu den 

drei klassischen mitochondrialen AACs ist mit 48% identischen und 62% ähnlichen Aminosäuren 

erheblich geringer.  

Zur weiteren Charakterisierung des OsER-ANT1 wurde die biochemische Funktion dieses 

Transportproteins detailliert analysiert. 

 

3.2.2 Biochemische Charakterisierung des OsER-ANT1 

Zur biochemischen Charakterisierung des OsER-ANT1 wurden in dieser Arbeit, analog zu AtER-ANT1, 

Konstrukte für eine heterologe Expression dieses Gens in E. coli hergestellt (siehe Kapitel 3.1.2.1). Im 

Gegensatz zu AtER-ANT1 wurde für OsER-ANT1 nur das Konstrukt mit c-terminalem Histag konstruiert 

und für die heterologe Expression in E. coli eingesetzt. 

Die folgende Abbildung 3.32 erbringt den Nachweis, dass OsER-ANT1 in die E. coli-Membran eingebaut 

wird.  
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Abbildung 3.32: Nachweis des Einbaus von OsER-ANT1 in die E. coli-Membran mittels Methionin-Assay.   

Spur 1: nicht-induzierte E. coli Zellen Gesamtprotein (Kontrolle); Spur 2: induzierte E. coli Zellen Gesamtprotein; 

Spur 3: nicht-induzierte E. coli Zellen Membranfraktion (Kontrolle); Spur 4: induzierte E. coli Zellen Membranfraktion; 

Spur 1+3: 50 µg Protein; Spur 2+4: 5 µg Protein 

 

In Abbildung 3.32 kann eindeutig die Insertion des OsER-ANT1 in die E. coli-Membran (Spur 4) detektiert 

werden. Eine Proteindetektion bei einer molekularen Masse von circa 37 kDa stimmt dabei mit dem 

theoretisch ermittelten Wert von 36,6 kDa sehr gut überein. Bereits im Gesamtextrakt der E. coli Zellen 

kann das Protein mittels Methioninassay detektiert werden (Spur 2), wohingegen bei den nicht 

induzierten E. coli Zellen weder im Gesamtextrakt noch in der Membranfraktion eine Detektion von 

radioaktiv markiertem OsER-ANT1 beobachtet werden kann. Im weiteren Verlauf wurden diese E. coli 

Zellen, die OsER-ANT1 heterolog exprimieren, für eine biochemische Charakterisierung dieses Proteins 

verwendet. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zu AtER-ANT1 und den klassischen mitochondrialen 

AACs wurde als erstes untersucht, ob es sich bei OsER-ANT1 ebenfalls um einen ATP/ADP-Transporter 

handelt. 

Die Abbildung 3.33 zeigt die Aufnahme von [α 32P]-ATP und [α 32P]-ADP in Abhängigkeit von der Zeit. 
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Abbildung 3.33: Zeitabhängige Adeninnukleotid-Aufna hme in intakte E. coli Zellen.  Erläuterung siehe nächste 

Seite. 
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IPTG-induzierte E. coli Zellen, die das OsER-ANT1 codierende Plasmid tragen, wurden mit 10 µM [α 32P]-ADP (■ ) 

oder [α 32P]-ATP ( ● ) für die angegebenen Zeiten inkubiert. Nicht induzierte E. coli Zellen, die ebenfalls das OsER-

ANT1 codierende Plasmid tragen, wurden als Kontrolle verwendet (□ , ADP und ○ , ATP). Die Ermittlung der 

Aufnahmeraten basiert auf jeweils 4 unabhängigen Experimenten. Der SE beträgt weniger als 8% der Mittelwerte. 

 

Abbildung 3.33 zeigt, dass es sich bei OsER-ANT1 ebenfalls um einen ATP/ADP-Transporter handelt. 

Sowohl für ATP als auch für ADP kann eine Aufnahme der Substrate in Abhängigkeit von der Zeit in 

OsER-ANT1 exprimierende E. coli Zellen beobachtet werden. Dabei scheint der Transport von ATP 

geringfügig höher zu sein als der Transport von ADP. Weiter konnte gezeigt werden, dass nicht induzierte 

E. coli Zellen, die ebenfalls das OsER-ANT1 codierende Plasmid tragen, nicht zu einer Aufnahme von 

radioaktiv markierten Adeninnukleotiden in der Lage sind.  

Zur weiteren Analyse dieses Transportproteins wurden die biochemischen Transportaffinitäten (KM, VMAX) 

des OsER-ANT1 ermittelt (siehe Abbildung 3.34).  
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Abbildung 3.34: Bestimmung der biochemischen Charak teristika (K M; VMAX) für ATP und ADP von  

OsER-ANT1 durch heterologe Expression in E. coli. A. Ermittlung der biochemischen Charakteristika für ATP; B. 

Ermittlung der biochemischen Charakteristika für ADP. S: Substratkonzentration; V: Aufnahmerate 

[nmol/mg Protein*h]; Die Ermittlung der KM und VMAX-Werte erfolgte mittels Lineweaver-Burk-Plot; Die Ergebnisse 

sind Mittelwerte aus jeweils 5 unabhängigen Experimenten, wobei der SE weniger als 5% der Mittelwerte beträgt. 
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Die Bestimmung der biochemischen Charakteristika des OsER-ANT1 erfolgte für ATP und ADP im 

zeitlinearen Bereich von 15 Minuten. In der Abbildung ist jeweils die Nettoaufnahme für ATP und ADP 

gezeigt. Dabei konnte für ATP ein KM-Wert von 8,85 µM und ein VMAX von 0,296 nmol/mg Protein*h 

ermittelt werden. Die durch heterologe Expression des OsER-ANT1 ermittelten Werte für ADP liegen im 

annähernd gleichen Bereich, wobei hier ein KM von 12,67 µM und ein VMAX-Wert von 

0,217 nmol/mg Protein*h analysiert werden konnte. Die Betrachtung der Kurvenverläufe für ATP und 

ADP zeigen für beide Substrate eine typische Michaelis-Menten Kinetik. Weiter zeigt sich für OsER-ANT1 

eine deutlich höhere Affinität für ATP und ADP im Vergleich zum AtER-ANT1 (ATP und ADP: ca. 300 

µM). Interessanterweise liegen die KM-Werte etwa im Bereich der KM-Werte, die für die klassischen 

mitochondrialen AACs ermittelt wurden (HAFERKAMP et al., 2002).  

Zur näheren Untersuchung der Transporteigenschaften des OsER-ANT1 wurde im Folgenden die 

Substratspezifität mit Hilfe von Effektorstudien analysiert (siehe Tabelle 3.8).  

 

Tabelle 3.8: Einfluss verschiedener Metabolite auf die [ α 32P]-ATP Transportrate von OsER-ANT1. Die 

Aufnahme in E. coli Zellen, die OsER-ANT1 heterolog exprimieren, wurde für 15 min gemessen. Die ATP-Aufnahme 

wurde bei einer Substratkonzentration von 10 µM ermittelt. Die zu testenden Metabolite wurden in einem 5-fachen 

Überschuss (50 µM) dem  Transportmedium hinzugegeben. Die Daten spiegeln die Mittelwerte aus 4 unabhängigen 

Experimenten wider, wobei der SE kleiner als 5% der Mittelwerte ist. 

Effektor Transportrate (%) 

Ohne Effektor 100.0 

ATP 32.8 

ADP 34.4 

AMP 95.6 

ADP-Glc 101.7 

UDP-Glc 103.7 

UDP-Gal 104.2 

Adenosin 96.1 

Adenin 101.7 

GTP 97.5 

CTP 102.1 

UTP 105.4 

dATP 100.1 

dGTP 94.4 

dCTP 103.3 

dTTP 93.3 

GDP 100.4 

IDP 101.2 

UDP 98.2 

GMP 103.7 

IMP 97.7 

UMP 99.7 

NAD 101.1 

NADH 100.5 

NADP 96.5 

NADPH 103.9 

Coenzym A 104.7 
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In Tabelle 3.8 zeigt sich, dass OsER-ANT1 ein spezifischer ATP/ADP-Transporter ist, der im Rahmen der 

hier getesteten möglichen Effektoren ausschließlich die Substrate ATP und ADP zu transportieren 

vermag. Ein 5-facher Überschuss an nicht radioaktiv markiertem ATP führt zu einer Reduktion der 

Aufnahme von radioaktiv markiertem ATP auf ungefähr 32,8%. Im Falle von ADP kann eine Reduktion 

der [α 32P]-ATP-Aufnahme auf circa 34,4% beobachtet werden. Alle anderen Metabolite, die als mögliche 

Substrate getestet wurden, haben auf die Transportaktivität keinen signifikanten Einfluss, so dass sie als 

weitere mögliche Substrate ausgeschlossen werden können.  

Die hier gewonnen Erkenntnisse über die enge Substratspezifität des OsER-ANT1 decken sich mit dem 

engen Substratspektrum, welches sowohl für AtER-ANT1 als auch für die klassischen mitochondrialen 

AACs ermittelt werden konnte. 

Als nächster Punkt der biochemischen Charakterisierung wurde das Inhibitorspektrum des OsER-ANT1 

detailliert untersucht. In Tabelle 3.9 sind diese Ergebnisse zusammengefasst. 

 

Tabelle 3.9: Einfluss verschiedener Inhibitoren auf  die [ α 32P]-ATP Transportrate von OsER-ANT1, AtERANT1 

und AtAAC1.  Der Transport in E. coli Zellen, die OsER-ANT1, AtER-ANT1 oder AtAAC1 exprimieren wurde über 

15 min gemessen. Die [α 32P]-ATP Transportrate wurde gemessen bei einer Substratkonzentration von 10 µM bei 

OsER-ANT1 und bei AtAAC1, im Falle von AtER-ANT1 bei 200 µM. Die Inhibitoren wurden in folgenden 

Konzentrationen verwendet: Bongkrek-Säure (BKA, 10 µM); Carboxyatractylat (CAT, 1 mM); N-ethylmaleimid (NEM, 

1 mM); Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP, 2 mM); Mersalyl (200 µM); Phenazinmethosulfat (PMS, 500 µM), 

Nitrobenzylthioinosin (NBMPR, 100 µM), Dilazep (200 µM). Die Daten spiegeln die Mittelwerte aus 4 unabhängigen 

Experimenten wider, wobei der SE kleiner als 8% der Mittelwerte beträgt. 

                                                  Transportrate (%)    

Effektor OsER-ANT1 AtER-ANT1 AtAAC1  

Ohne 
Effektor 

100.0 100.0 100.0 

ADP(5x) 31.2 37.5 26.5 

BKA 100.9 100.9 30.4 

CAT 100.2 96.8 47.5 

NEM 59.8 46.2 92.2 

PLP 103.8 95.9 95.4 

AMP-PNP 92.9 102.4 98.9 

Mersalyl 97.3 102.8 93.1 

PMS 101.2 101.8 96.2 

NBMPR 103.7 97.3 103.9 

Dilazep 99.2 97.7 94.1 

 

Die Analyse des Inhibitorspektrums von OsER-ANT1 zeigt sehr interessante Ergebnisse. OsER-ANT1 ist 

genau wie AtER-ANT1 komplett insensitiv gegen die klassischen Hemmstoffe  der mitochondrialen AACs 

(BKA und CAT). Die mitochondrialen AACs lassen sich durch BKA auf ungefähr 30% ihrer 

Transportaktivität hemmen und durch CAT wird eine Inhibierung auf circa 48% erreicht. Dagegen liegt die 

Transportaktivität von OsER-ANT1 und AtER-ANT1 bei diesen Hemmstoffen annähernd bei 100%. 

Weiter fällt bei der Betrachtung der Ergebnisse auf, dass die ATP-Transportaktivität des OsER-ANT1 

durch NEM stark inhibiert werden kann (rund 60%). Diese Analysen decken sich mit den Ergebnissen der 

Inhibitorstudien von AtER-ANT1. Auch bei diesem Homolog konnte NEM als starker Inhibitor identifiziert 

werden, wohingegen NEM auf die klassischen mitochondrialen AACs keinerlei Einfluss hat.  
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Zum Abschluss der biochemischen Charakterisierung des OsER-ANT1 durch heterologe Expression in 

E. coli wurde ebenfalls der Transportmechanismus über Rücktauschexperimente analysiert. In Abbildung 

3.35 ist das Ergebnis dieser Experimente gezeigt. 

 

1           2            3            4

ATP

ADP

1           2            3            4

ATP

ADP

 
Abbildung 3.35: Dünnschichtchromatographie exportie rter Adenin-Nukleotide.  E. coli Zellen, die OsER-ANT1 

exprimieren wurden mit 50 µM radioaktiv-markiertem [α 32P]-ATP vorbeladen. Die vorbeladenen Zellen wurden für 

2 min bei Raumtemperatur zu Rücktauschexperimenten eingesetzt. Spur 4: Auftrennung der radioaktiven 

Komponenten von aufgeschlossenen E. coli Zellen nach Vorbeladung; Spur 1-3: Auftrennung der radioaktiven 

Komponenten, die von den E. coli Zellen durch exogen appliziertes Substrat exportiert wurden (Spur 1: 250 µM ATP; 

Spur 2:  250 µM ADP; Spur 3: KPi-Puffer = Kontrolle). 

 

Die Abbildung zeigt eindeutig, dass es sich bei OsER-ANT1 um einen Transporter handelt, der ATP und 

ADP im Gegentauschmechanismus transportiert. Sowohl die exogene Gabe von nicht radioaktiv 

markiertem ATP und ADP führt zu einem Efflux von radioaktiv markiertem ATP und ADP (Spur 1 + 2). 

Wird hingegen KPi-Puffer als Rücktauschsubstrat angeboten, so kommt es zu keinem signifikanten Efflux 

von radioaktiv markierten Nukleotiden (Spur 3). Der Zellaufschluss nach Vorbeladung der E. coli Zellen 

mit [α 32P]-ATP zeigt, dass ungefähr 10% des radioaktiv markierten ATP innerhalb der E. coli Zellen 

während der zwei Minuten Vorbeladungszeit zu [ α 32P]-ADP umgewandelt wird. 

Diese Ergebnisse decken sich mit der Analyse der Transportmechanismen von AtER-ANT1 sowie den 

klassischen mitochondrialen AACs, die ebenfalls ATP und ADP im Gegentausch transportieren. 

 

3.2.3 Subzelluläre Lokalisierung des OsER-ANT1 

Im Rahmen der Dissertation ist es bisher noch nicht gelungen, den Volllängenklon des OsER-ANT1 für 

ein GFP-Fusionskonstrukt zur subzellulären Lokalisierung mittels PCR zu amplifizieren. Die 

Nukleotidsequenz des OsER-ANT1 ist im Vergleich zu anderen Transportproteinen sehr GC-haltig und 

besitzt somit zahlreiche repetitive Sequenzbereiche, was zu Sekundärstrukturen während der PCR-

Reaktionen führt. Dadurch bilden sich nach Klonierung der erhaltenen PCR-Produkte eine Reihe 

unterschiedlicher Klone heraus, die alle bisher entweder zusätzliche Sequenzen bzw. fehlende 

Sequenzbereiche aufwiesen. Aufgrund dieser Schwierigkeiten konnte die subzelluläre Lokalisierung des 

OsER-ANT1 bisher noch nicht näher analysiert werden. 
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3.3 Redundanz mitochondrialer AAC-Isoformen in Arabidopsis thaliana 

 

Durch Sequenzierung des kompletten Arabidopsis thaliana Genoms konnten bereits 5 putative 

mitochondriale AAC-Isoformen entdeckt werden (LEROCH, 2003). Dabei konnte für die AAC-Isoformen 1-3 

gezeigt werden, dass es sich bei diesen Transportproteinen um mitochondrial lokalisierte ATP/ADP-

Transporter handelt (HAFERKAMP et al., 2002). Bei AAC4, oder AtER-ANT1, konnte in der hier 

vorliegenden Dissertation nachgewiesen werden, dass dieser Transporter biochemisch ein ATP/ADP-

Transporter darstellt, der aber im Gegensatz zu den mitochondrialen AACs in der Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Auf AtER-ANT1 wird in diesem Kapitel nicht mehr näher 

eingegangen, da die Charakterisierung bereits detailliert in Kapitel 3.1 beschrieben wurde. Neben AtER-

ANT1 gibt es dennoch eine weitere putative AAC-Isoform in Arabidopsis thaliana (AAC5).  

In diesem Teilabschnitt sollte die physiologische Relevanz der einzelnen AAC-Isoformen durch 

entsprechende Knockout-Analysen überprüft werden. Dazu wurden die Samen von geselbsteten 

heterozygoten Pflanzen entweder von der SALK- oder GABY-Bibliothek erworben und auf Erde ausgesät. 

Weiter wurde versucht, homozygote Knockout-Pflanzen der jeweiligen AAC-Isoformen zu züchten. Die 

Anzucht der Pflanzen erfolgte unter Kurztagbedingungen, wobei das Blattmaterial für das Knockout-

Screening der einzelnen Linien jeweils nach etwa drei Wochen Anzucht geerntet wurde. 

 

 

3.3.1 Knockout-Linien bezüglich des AtAAC1-Gens 

 

Für AtAAC1 existieren zurzeit drei unabhängige Knockout-Linien. Zur Generierung homozygoter AtAAC1-

Knockout-Pflanzen wurden heterozygote Pflanzen geselbstet und die geernteten Samen wieder auf Erde 

ausgesät. Die angezogenen Pflanzen wurden durch die Verwendung spezifischer AtAAC1-Primer und 

PCR auf Homozygotie untersucht. In der folgenden Abbildung ist zum einen die Stelle der T-DNA-

Insertion bei den jeweiligen Linien zum anderen das Screening nach homozygoten AtAAC1 Knockout-

Pflanzen durch PCR gezeigt. 
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Abbildung 3.36: Schema der T-DNA-Insertion in drei unabhängigen AtAAC1 Knockout-Linien sowie 

Screening der Pflanzen mittels PCR.  A. Knockout-Linie 1 (SALK_003003) mit den genspezifischen Primern M-47 

und M-48; B. Knockout-Linie 2 (SALK_014636) mit den genspezifischen Primern M-45 und M-46; C. Knockout-

Linie 3 (SALK_106494) mit den genspezifischen Primern M-49 und M-50; Spur 1: Marker; Spur 2+4+6: 

genspezifische Primerkombination; Spur 3+5+7: T-DNA-spezifische Primerkombination mit LBb-1 als T-DNA-

spezifischer Primer; Spur 8+9: H20-Kontrolle 

 

 

Insgesamt wurden pro Linie jeweils 30 Pflanzen von geselbsteten heterozygoten Pflanzen einer PCR-

Analyse unterzogen. Die Abbildung stellt dabei nur einen Teil des jeweiligen Screenings dar. Wie in 

Abbildung 3.36 ersichtlich ist es bei dem Screening von allen drei unabhängigen Linien mittels PCR nicht 

gelungen homozygote AtAAC1-Pflanzen zu identifizieren. Bei den PCR-Analysen konnten bei allen drei 

Linien lediglich Wildtyp-Pflanzen sowie heterozygote Knockout-Pflanzen bezüglich des AtAAC1-Gens 

detektiert werden. Scheinbar sind Pflanzen, bei denen AAC1 komplett ausgeschaltet ist, letal. Dieses 

Ergebnis scheint eine herausragende Rolle des AtAAC1 im Stoffwechsel der Pflanzen zu indizieren. 

Weiter kann davon ausgegangen werden, dass das Ausschalten des AtAAC1-Gens nicht von den 

anderen existierenden mitochondrialen ATP/ADP-Transportern, AAC2 und AAC3, kompensiert werden 

kann.  
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3.3.2 Identifizierung einer Knockout-Linie bezüglic h des AtAAC2-Gens 

 

Im Falle von AtAAC2 existiert bislang erst eine T-DNA Linie. Diese Linie wird nicht von der SALK- 

sondern von der GABY-Bibliothek zur Verfügung gestellt. In Abbildung 3.37 ist die Stelle der T-DNA-

Insertion in das AAC2 Gen mit anschließendem Screening geselbsteter heterozygoter Pflanzen gezeigt. 
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Abbildung 3.37: Schema der T-DNA-Insertion in das AtAAC2 Gen sowie Screening der Pflanzen nach 

homozygoten Knockouts mittels PCR. A. Schema der T-DNA-Insertion; B: Screening nach homozygoten AtAAC2 

Knockout-Pflanzen mit den genspezifischen Primern HA-13 und M-51 sowie dem T-DNA-spezifischen Primer M-52; 

Spur 1: Marker; Spur 2+4+6+8+10: genspezifische Primerkombination; Spur 3+5+7+9+11: T-DNA-spezifische 

Primerkombination; Spur 12: H20-Kontrolle. 

 

Im Gegensatz zu AtAAC1 war es im Falle von AtAAC2 möglich homozygote Knockout-Pflanzen bezüglich 

des AtAAC2-Gens zu identifizieren (Spur 6-11). Diese Pflanzen entwickeln sich unter normalen 

Wachstumsbedingungen (auf Erde und bei Kurztag) genau wie Wildtyp-Pflanzen. Das Ausschalten des 

AtAAC2-Gens führt somit unter diesen ambienten Wachstumsbedingungen zu keinem direkt sichtbaren 

Phänotyp. Im Vergleich zu AtAAC1 scheint AtAAC2 eine eher untergeordnete Rolle im pflanzlichen 

Stoffwechsel zu spielen.  

 

 

3.3.3 Analyse einer Knockout-Linie bezüglich des AtAAC3-Gens 

 

Für das AtAAC3-Gen existiert ebenfalls eine T-DNA-Linie. Diese wurde für Analysen von der SALK-

Bibliothek geliefert. Auch für diese Linie wurde versucht, homozygote Knockout-Pflanzen bezüglich des 

AtAAC3 Gens zu identifizieren. In der folgenden Abbildung wird die T-DNA-Insertion in das AtAAC3 Gen 

sowie das darauf folgende Screening nach homozygoten Knockout-Pflanzen gezeigt. 
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Abbildung 3.38: Schema der T-DNA-Insertion in der AtAAC3 Knockout-Linie (SALK_053581) sowie Screening 

der Pflanzen mittels PCR. A. Schema der T-DNA-Insertion in das AtAAC3 Gen; B: Screening nach homozygoten 

AtAAC3 Knockout-Pflanzen mit den genspezifischen Primern TLP-3  und TRP-3 sowie dem T-DNA-spezifischen 

Primer LBb-1; Spur 1: Marker; Spur 2+4+6: genspezifische Primerkombination; Spur 3+5+7: T-DNA-spezifische 

Primerkombination. 

 

Die Betrachtung der Abbildung zeigt eindeutig, dass auch bei AAC3 homozygote AtAAC3 Knockout-

Pflanzen identifiziert werden konnten. Auch diese Pflanzen sind wie die homozygoten AtAAC2 Knockout-

Pflanzen nicht letal. Die homozygoten AtAAC3-Knockout-Pflanzen weisen weiter bei einer Anzucht der 

Pflanzen unter ambienten Wachstumsbedingungen keinerlei sichtbaren morphologischen Phänotyp auf.  

 

Obwohl AtAAC1, 2 und 3 alles mitochondriale ATP/ADP-Transporter sind zeigen die Analysen der 

Knockout-Pflanzen die herausragende Stellung des AAC1 im pflanzlichen Stoffwechsel. AtAAC1 scheint 

dabei das Haupttransportprotein zu sein, wohingegen AAC2 und AAC3 möglicherweise eher 

entwicklungs- oder gewebespezifische Funktionen besitzen.  

 

3.3.4  Analyse einer Knockout-Linie bezüglich des AtAAC5-Gens und Herstellung von AAC5-

Promotor-GUS-Fusionskonstrukten 

 

Wie bereits oben erwähnt existiert eine fünfte AAC-Isoform. Über eine heterologe Expression in E. coli 

und Komplementationsexperimente mit spezifischen AAC-Hefe-Mutanten konnte die biochemische 

Funktion dieses AAC5 bisher nicht geklärt werden (LEROCH, 2003). Subzelluläre Lokalisierungsstudien 

mittels GFP-Fusion zeigten, dass AAC5 möglicherweise in den Mitochondrien lokalisiert ist (LEROCH, 

2003).  

Zur weiteren Charakterisierung dieses Proteins wurde in dieser Arbeit versucht, homozygote AtAAC5-

Knockout-Pflanzen zu züchten. Von der SALK-Bibliothek existiert bisher erst eine Linie, bei der die T-

DNA-Insertion nicht direkt im Exonbereich integriert. Die Insertion der T-DNA findet hier 47 bp hinter dem 

Stop-Codon der codierenden Sequenz statt. Dies verhindert aber in der Regel eine korrekte Termination 

der mRNA, was einen Abbau zur Folge hat. In Abbildung 3.39 ist ein Schema der Insertion gezeigt, sowie 

das Screening geselbsteter heterozygoter AtAAC5-Pflanzen mittels PCR. 
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Abbildung 3.39: T-DNA-Insertion in das AtAAC5-Gen mit anschließendem Screening nach homozygo ten 

AtAAC5-Knockout-Pflanzen. A. Schema der T-DNA-Insertion; B: Screening nach homozygoten AtAAC5 Knockout-

Pflanzen mit den genspezifischen Primern TLP-3  und TRP-3 sowie dem T-DNA-spezifischen Primer LBb-1; Spur 1: 

Marker; Spur 2+4+6: genspezifische Primerkombination; Spur 3+5+7: T-DNA-spezifische Primerkombination. 

 

 

Auch im Falle von AtAAC5 konnten homozygote Knockout-Pflanzen isoliert werden. Auch diese Pflanzen 

besitzen im Vergleich zum Wildtyp bei einer Anzucht auf Erde und unter Kurztagbedingungen keinerlei 

auffälligen Phänotyp. Da die Insertion nicht direkt im Gen stattfindet, sollte allerdings unbedingt noch über 

eine zweite Methode (z.B. Northern-Blot; quantitative RT-PCR) nachgeprüft werden, ob die Insertion 

tatsächlich zu einer signifikanten Reduktion des AtAAC5 Transkriptes führt. 

 

Um die physiologische Funktion des AtAAC5 näher zu charakterisieren, wurde im Verlauf der 

vorliegenden Arbeit ein AAC5-Promotor-GUS-Fusionskonstrukt für die Analyse der entwicklungs- und 

gewebespezifischen Expression generiert. Die transgenen AtAAC5-Promotor-GUS-Pflanzen wurden 

durch eine integrierte Basta-Resistenz selektiert und befinden sich zurzeit in der Anzucht. Nach 

Selbstung dieser Pflanzen und Samenernte können die transgenen AtAAC5-Promotor-GUS-Pflanzen 

erneut ausgesät werden. Diese stehen daraufhin zu Untersuchungen bezüglich der gewebe- und 

entwicklungsspezifischen Expression des AtAAC5 mittels histochemischer Färbung zur Verfügung.  

Die Herstellung des Plasmidkonstruktes für die Generierung der transgenen AtAAC5-Promotor-GUS-

Pflanzen ist im Detail in Abbildung 3.40 dargestellt. 
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Abbildung 3.40: Klonierungsstrategie zur Herstellun g transgener AAC5-Promotor-GUS-Pflanzen.   

AmpR: Ampicillinresistenz; KanR: Kanamycinresistenz; MCS: multiple cloning site; NOS-Prom: NOS-Promotor; NOS-

Term: NOS-Terminator; bar: Phosphoinotricin-Acetyl-Transferase; uidA: 
β

- Glucuronidase-Gen; pAG7: 

Polyadenylierungsstelle von Gen7 
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3.4 Charakterisierung eines ANT1 aus Entamoeba histolytica 

Die Beantwortung der Frage nach dem phylogenetischen Ursprung von Mitochondrien, Hydrogenosomen 

und Mitosomen ist aufgrund der folgenden Aspekte sehr schwierig. Hydrogenosomen und Mitosomen 

besitzen im Gegensatz zu Mitochondrien kein eigenes Genom mehr, so dass die evolutionären Wurzeln 

sehr schwierig zu analysieren sind (TOVAR & VAN DER GIEZEN, 2005). Eine Ausnahme bildet der 

Hydrogenosomen-tragende Organismus Nytotherus ovalis, bei dem Organellen-DNA identifiziert werden 

konnte (AKHMANOVA et al., 1998; BOXMA et al., 2005). Alleine die phylogenetische Analyse von 

verschiedenen Mitochondrien ist sehr komplex, da weniger als 20% des mitochondrialen Genoms von α -

Proteobakterialem Ursprung ist (GABALDON & HUYNEN 2003; 2004). Bei der Evolution der α -

Proteobakterien zu Mitochondrien, Hydrogenosomen oder Mitosomen spielt die Entwicklung von 

ATP/ADP-Transportern eine zentrale Schlüsselrolle, die zurzeit stark kontrovers diskutiert wird (MARTIN & 

MÜLLER, 1998; TOVAR et al., 1999; KURLAND & ANDERSSON, 2000; PHILLIPE et al., 2000; DACKS & 

DOOLITTLE, 2001; CAVALIER-SMITH, 2002). Die Charakterisierung dieser ATP/ADP-Transporter stellt somit 

eine Möglichkeit dar, die Evolution der Mitochondrien, Hydrogenosomen und Mitosomen besser zu 

klären. 

Dazu wurde in diesem Teilabschnitt (3.4) der vorliegenden Dissertation ein mitosomaler ATP/ADP-

Transporter aus Entamoeba histolytica (ANT1) phylogenetisch und biochemisch charakterisiert. 

 

3.4.1 Phylogenetische Analyse des ANT1 aus Entamoeba histolytica 

In der folgenden Abbildung wird die phylogenetische Eingruppierung des ANT1 aus Entamoeba 

histolytica in den Stammbaum einiger ausgewählter MCF-Transporter illustriert.  
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Abbildung 3.41: Phylogenetische Eingruppierung des ANT1 aus Entamoeba histolytica in den Stammbaum 

ausgewählter MCF-Transporter. 1 (blaue Box): klassische mitochondriale und hydrogenosomale ATP/ADP-

Transporter; 2 (grüne Box): Brittle-Familie mit mitosomalem ANT1 aus Entamoeba histolytica; 3 (orange Box): 

alternative hydrogenosomale ATP/ADP-Transporter. 
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In der blauen Box in Abbildung 3.41 sind die klassischen mitochondrialen ATP/ADP-Transporter aus den 

verschiedensten Organismen dargestellt. Ebenfalls befindet sich in dieser Gruppe ein hydrogenosomaler 

ATP/ADP-Transporter aus dem Protisten Neocallimastix, der aufgrund seiner biochemischen 

Charakteristika - die mit Hilfe des E. coli-Systems bestimmt wurden - phylogenetisch in die Gruppe der 

mitochondrialen AACs eingruppiert werden kann (VONKEN et al., 2002). Weiter existiert in diesem 

phylogenetischen Stammbaum eine Gruppe von ATP/ADP-Transportern aus Hydrogenosomen des 

anaeroben Flagellaten Trichomonas, die phylogenetisch alternative ATP/ADP-Transporter tragen (orange 

Box; TJADEN et al., 2004). Das mitosomale Transportprotein aus Entamoeba histolytica befindet sich 

phylogenetisch im Stammbaum zwischen den klassischen AACs und dem alternativen ATP/ADP-

Transporter aus Trichomonas (blaue Box). EhANT1 wird dabei zu der Brittle-Familie eingegliedert, wobei 

es sich bei diesen Transportproteinen um plastidär lokalisierte Proteine handelt (LEROCH et al., 2005).  

 

3.4.2 Biochemische Charakterisierung des ANT1 aus Entamoeba histolytica 

Zur biochemischen Charakterisierung des ANT1 aus Entamoeba histolytica wurde das Transportprotein 

heterolog in E. coli exprimiert. Das Konstrukt für die heterologe Expression wurde bereits während der 

Diplomarbeit von LEROCH (2003) hergestellt. Im Rahmen der Diplomarbeit wurden außerdem 

Aufnahmeexperimente an intakten E. coli-Zellen durchgeführt, wobei der E. coli Stamm BL21 verwendet 

wurde. Die Aufnahmeexperimente mit diesen E. coli Zellen erwiesen sich als sehr schwierig, da es häufig 

zu einer Rekombination und somit zu keiner Expression des zu untersuchenden Proteins kam. Aufgrund 

dessen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Retransformation des Konstruktes in einen 

anderen E. coli Expressionsstamm durchgeführt. Dabei handelt es sich um den Stamm C43. Die 

Expression des Proteins in diesem Stamm und auch die daran durchgeführten Aufnahmeexperimente 

waren signifikant stabiler, so dass die gesamte biochemische Charakterisierung des ANT1 mit diesem 

E. coli Stamm durchgeführt wurde. In Abbildung 3.42 ist die zeitabhängige Adeninnukleotid-Aufnahme im 

E. coli Stamm C43 durch EhANT1 gezeigt. 
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Abbildung 3.42: Zeitabhängige Adeninnukleotid-Aufna hme in intakte E. coli Zellen.  Erläuterungen siehe 

nächste Seite. 
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IPTG-induzierte E. coli Zellen, die das EhANT1 codierende Plasmid tragen, wurden mit 500 µM [α 32P]-ATP (■ ) oder 

[α 32P]-ADP ( ● ) für die angegebenen Zeiten inkubiert. Nicht induzierte E. coli Zellen, die ebenfalls das ANT1 

codierende Plasmid tragen, wurden als Kontrolle verwendet (□ , ATP und ○ , ADP). Die Ermittlung der Aufnahmeraten 

basiert auf jeweils drei unabhängigen Experimenten. Der SE beträgt weniger als 8% der Mittelwerte. 

 

 

Die Abbildung zeigt eine eindeutige zeitabhängige Aufnahme sowohl für ATP als auch für ADP in 

EhANT1 exprimierende E. coli Zellen. Bei den nicht induzierten E. coli Zellen können hingegen für beide 

Substrate keine signifikanten Aufnahmeraten ermittelt werden. Ein Vergleich der Aufnahmeraten zeigt, 

dass für ADP leicht erhöhte Transportaktivitäten im Vergleich zu ATP gemessen wurden. Die Aufnahmen 

sind sowohl für ATP als auch für ADP in einem Bereich von bis zu 15 Minuten zeitlinear. Zur weiteren 

Analyse des mitosomalen Transportproteins wurden die biochemischen Charakteristika (KM, VMAX) für den 

ATP- und ADP-Transport bestimmt (siehe Abbildung 3.43).  
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Abbildung 3.43: Bestimmung der biochemischen Charak teristika (K M; VMAX) für ATP und ADP von EhANT1 

durch heterologe Expression in E. coli. A. Ermittlung der biochemischen Charakteristika für ATP; B. Ermittlung der 

biochemischen Charakteristika für ADP. S: Substratkonzentration; V: Aufnahmerate [nmol/mg Protein*h]; Die 

Ermittlung der KM und VMAX-Werte erfolgte mittels Lineweaver-Burk-Plot; Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus jeweils 

5 unabhängigen Experimenten, wobei der SE weniger als 5% der Mittelwerte beträgt. 

 

In Abbildung 3.43 sind jeweils die Netto-Aufnahmen für ATP und ADP in Abhängigkeit von der 

Substratkonzentration gezeigt. Die Ermittlung der biochemischen Daten bezüglich EhANT1 erfolgte im 

zeitlinearen Bereich von 15 Minuten. Dabei konnte für ATP ein KM von 1170 µM und für ADP ein KM-Wert 

von 502 µM bestimmt werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass EhANT1 für ADP signifikant affiner ist als 

für ATP. Weiter lässt sich sagen, dass es sich insgesamt bei ANT1 aus Entamoeba histolytica um ein 

niedrig affines Transportprotein handelt. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde ebenfalls die Abhängigkeit 

der Transportaffinität von dem Entkoppler CCCP untersucht. Mit dem stabileren E. coli-C43-System 

konnte hier keine Abhängigkeit des ATP und ADP-Transportes vom Membranpotential beobachtet 

werden. In der folgenden Tabelle sind die KM-Werte der klassischen AACs und alternativen ATP/ADP-

Transportern vergleichend gegenübergestellt.  
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Tabelle 3.10: K M Werte für ATP und ADP verschiedener heterolog in E. coli exprimierter Adeninnukleotid-

Transporter bei unterschiedlichen energetisierten B edingungen. KM-Wert ist in nmol/mg Protein*h angegeben. 

Bei CCCP-Behandlung wurden die E. coli Zellen mit 100 µM CCCP für zwei Minuten entkoppelt. Die 

Aufnahmeexperimente wurden durchgeführt wie früher beschrieben (HAFERKAMP et al., 2002; TJADEN et al., 2004). 

AAC2 A.t.: mitochondrialer ATP/ADP-Transporter aus Arabidopsis thaliana; AAC1 N.spec: hydrogenosomaler, 

klassischer AAC aus Neocallimastix; HMP31 T.g.: alternativer hydrogenosomaler ATP/ADP-Transporter aus 

Trichomonas gallinae; EhANT1: alternativer mitosomaler ATP/ADP-Transporter aus Entamoeba histolytica.  

 AAC2 A.t. AAC1 N.spec. HMP31 T.g. EhANT1 

KM ADP (-CCCP) 14 165 64 502 

KM ADP (+CCCP) 8 155 42 Unverändert 

KM ATP (-CCCP) 22 2325 134 1170 

KM ATP (+CCCP) 6 226 47 Unverändert 

 

Die Betrachtung der Tabelle 3.10 zeigt, dass es anhand der Bestimmung der KM-Werte alleine sehr 

schwierig ist, ein Transportprotein phylogenetisch einzuordnen. Alle in der Tabelle gezeigten ATP/ADP-

Transporter besitzen sehr unterschiedliche KM-Werte und CCCP-Abhängigkeiten. Bereits bei den 

klassischen AACs gibt es hier Unterschiede. So ändert sich bei AAC2 A.t. der KM für ATP und ADP in 

Abhängigkeit vom Energetisierungszustand. Bei dem klassischen AAC aus Neocallimastix hingegen 

ändert sich lediglich die ATP-Transportaffinität in Abhängigkeit von der Energetisierung. Weiter zeigt sich 

bei dem ATP/ADP-Transporter aus Entamoeba histolytica im Vergleich eine sehr geringe Affinität für ADP 

und ATP im energetisierten Zustand. Weiter konnte, wie bereits oben erwähnt, keine Affinitätsänderung 

für beide Substrate in Abhängigkeit von CCCP beobachtet werden. 

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung des mitosomalen Transportproteins aus Entamoeba 

histolytica wurde das Substratspektrum des ANT1 mittels Effektorstudien an intakten E. coli C43 Zellen 

untersucht. Zum Vergleich sind ebenfalls die Daten für die klassischen AACs und für einen alternativen 

hydrogenosomalen ATP/ADP-Transporter gezeigt. 

 

Tabelle 3.11: Effekte verschiedener Metabolite auf die ADP-Aufnahme in E. coli Zellen, die unterschiedliche 

Adeninnukleotid-Transporter exprimieren. Die Aufnahmeexperimente wurden durchgeführt wie früher beschrieben 

(HAFERKAMP et al., 2002; TJADEN et al., 2004).  Dabei wurde bei EhANT1 die Aufnahme bei 500 µM über eine Zeit von 

15 min gemessen. AAC2 A.t.: mitochondrialer ATP/ADP-Transporter aus Arabidopsis thaliana; AAC1 N.spec: 

hydrogenosomaler, klassischer AAC aus Neocallimastix; HMP31 T.g.: alternativer hydrogenosomaler ATP/ADP-

Transporter aus Trichomonas gallinae; EhANT1: alternativer mitosomaler ATP/ADP-Transporter aus Entamoeba 

histolytica; Daten schwarz hervorgehoben: gemeinsame Effektoren bei allen untersuchten Transportproteinen; Rot 

hervorgehobene Daten zeigen Unterschiede des EhANT1 zu den anderen Transportproteinen. 

 Transportrate in % 

Effektor AAC2 A.t. AAC1 N.spec. HMP31 T.g. EhANT1 

Ohne Effektor 100.0 100.0 100.0 100.0 

ADP 21.6 6.8 18.3 32.6 

ATP 36.6 48.8 49.5 42.6 

AMP 104.7 96.4 83.7 58.1 

UTP 99.2 104.5 91.6 90.3 

CTP 113.7 100.0 87.3 95.0 
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Effektor AAC2 A.t. AAC1 N.spec. HMP31 T.g. EhANT1 

GTP 115.5 100.8 90.2 92.1 

UMP 110.3 106.4 103.9 101.2 

NADH 100.2 103.4 87.1 91.8 

dATP 90.0 88.3 94.6 49.8 

dTTP 100.8 98.1 100.4 111.3 

dGTP 87.5 91.3 82.4 97.1 

dCTP 89.0 99.7 95.8 106.5 

UDP-Glc 111.3 90.0 112.4 91.4 

ADP-Glc 109.2 94.2 96.2 92.4 

Coenzym A 95.8 97.4 96.3 92.8 

 

Alle hier untersuchten ATP/ADP-Transportproteine zeigen in den Effektorstudien, dass sowohl ADP als 

auch ATP einen starken Effekt auf die ADP-Transportaktivität hat. Weiter fällt auf, dass nicht radioaktiv 

markiertes ADP bei allen Transportern die ADP-Aufnahme stärker hemmt als ATP. Bei den klassischen 

AACs und dem alternativen hydrogenosomalen ATP/ADP-Transporter aus Trichomonas gallinae konnten 

nur ATP und ADP als Substrate identifiziert werden. Alle anderen hier getesteten Metabolite hatten 

keinen signifikanten Einfluss auf die ADP-Transportrate. Es handelt sich somit bei diesen Transportern 

um Proteine mit einem sehr spezifischen und engen Substratspektrum. Bei ANT1 aus Entamoeba 

histolytica konnten weitere mögliche Transportsubstrate neben ATP und ADP identifiziert werden. Die 

Ergebnisse zeigen, dass sowohl AMP als auch dATP mögliche Substrate dieses Transportproteins sind. 

Nicht radioaktiv markiertes AMP konnte dabei die ADP-Transportrate auf 58,1% inhibieren und die 

Zugabe von dATP im Überschuss ergab eine Hemmung der ADP-Transportaktivität auf 49,8%. Somit 

unterscheidet sich der ANT1 aus Entamoeba histolytica von den bereits charakterisierten klassischen 

AACs und den alternativen hydrogenosomalen ATP/ADP-Transportern stark im Substratspektrum.  

Die phylogenetische Stammbaumanalyse (Abbildung 3.44) hat gezeigt, dass der EhANT1 phylogenetisch 

zu der Brittle-Familie eingruppiert wird. Dabei konnte bereits für das Brittle-Protein aus Solanum 

tuberosum gezeigt werden, dass dieses Transportprotein ebenfalls ATP, ADP und AMP als Substrate 

besitzt (LEROCH et al., 2005).  

 

Zur abschließenden biochemischen Charakterisierung des EhANT1 wurden Inhibitorstudien bezüglich der 

EhANT1 Transportaktivität durchgeführt. Zum besseren Vergleich wurde auch der Effekt der verwendeten 

Inhibitoren auf die klassischen AACs und den alternativen hydrogenosomalen ATP/ADP-Transporter 

HMP31 aus Trichomonas gallinae bestimmt. In Tabelle 3.12 sind diese Ergebnisse illustriert.  
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Tabelle 3.12: Effekte verschiedener Inhibitoren auf  die ADP-Aufnahme in E. coli Zellen, die unterschiedliche 

Adeninnukleotid-Transporter exprimieren.  Die Aufnahmeexperimente wurden durchgeführt wie früher beschrieben 

(HAFERKAMP et al., 2002; TJADEN et al., 2004).  Dabei wurde bei EhANT1 die Aufnahme bei 500 µM über eine Zeit von 

15 min gemessen. AAC2 A.t.: mitochondrialer ATP/ADP-Transporter aus Arabidopsis thaliana; AAC1 N.spec: 

hydrogenosomaler, klassischer AAC aus Neocallimastix; HMP31 T.g.: alternativer hydrogenosomaler ATP/ADP-

Transporter aus Trichomonas gallinae; EhANT1: alternativer mitosomaler ATP/ADP-Transporter aus Entamoeba 

histolytica; Die Inhibitoren wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt: Bongkrek-Säure (BKA, 10 µM); 

Carboxyatractylat (CAT, 1 mM); N-ethylmaleimid (NEM, 1 mM); Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP, 2 mM); Mersalyl 

(200 µM). 

 Transportrate in % 

Inhibitor AAC2 A.t. AAC1 N.spec. HMP31 T.g. EhANT1 

Ohne Inhibitor 100.0 100.0 100.0 100.0 

BKA 17.4 64.2 98.2 101.2 

CAT 38.6 100.9 99.1 97.8 

NEM 65.6 105.9 92.7 33.3 

PLP 104.6 54.5 98.8 40.9 

Mersalyl 100.4 95.7 100.7 98.9 

 

 

Die Inhibitorstudien zeigen, dass die klassischen AACs sensitiv gegen Bongkrek-Säure (BKA) sind. Bei 

dem Inhibitor Carboxyatractylat (CAT) kann dagegen eine Inhibierung der Transportaktivität nur bei dem 

pflanzlichen AAC (AAC2 A.t.) beobachtet werden. Die alternativen ATP/ADP-Transporter (HMP31 T.g. 

und EhANT1) hingegen sind sowohl für BKA als auch für CAT komplett insensitiv. Bei EhANT1 kann 

dafür eine starke Inhibierung der ADP-Transportaktivität mit den Inhibitoren NEM und PLP gezeigt 

werden. NEM hemmt den ADP-Transport auf 33,3% und PLP auf 40,9%. NEM scheint auch den 

pflanzlichen AAC (AAC2 A.t.) zu inhibieren. Auf alle anderen Transportproteine hat NEM keinen 

signifikanten Einfluss. Im Falle von PLP kann neben der Inhibierung von EhANT1 auch der 

hydrogenosomale AAC aus Neocallimastix signifikant gehemmt werden.  

Die ermittelten Daten zeigen, dass alle hier im Vergleich untersuchten Transportproteine sehr 

verschiedene Substrataffinitäten, Substratspektren und Inhibitorspektren aufweisen, die auf eine 

unterschiedliche Evolution der ATP/ADP-Transporter mit sehr spezifischen biochemischen und 

physiologischen Eigenschaften hindeuten. 
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4. Diskussion 

 

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit lag in einer umfassenden Charakterisierung der AAC-Isoform 

AtER-ANT1 aus Arabidopsis thaliana (Kapitel 4.1). Zur biochemischen Charakterisierung des AtER-ANT1 

wurden zahlreiche Aufnahmestudien durchgeführt, wobei hierzu das Transportprotein heterolog im 

E. coli-System exprimiert wurde. Zudem konnte durch den Einsatz verschiedener Methoden die 

subzelluläre Lokalisierung des AtER-ANT1 detailliert überprüft werden. Zum einen wurde die transiente 

Expression des Proteins in Tabakprotoplasten mittels AtER-ANT1-GFP-Fusionskonstrukt analysiert. Zum 

anderen wurden in vitro-Translationsexperimente mit anschließendem Targeting in ER-Mikrosomen 

durchgeführt. Zur Analyse der subzellulären Lokalisierung des AtER-ANT1 in planta konnten im Rahmen 

der Arbeit transgene Arabidopsis-Pflanzen, die AtER-ANT1 überexprimieren, hergestellt werden. Die 

Detektion des Proteins in planta wurde durch einen am Protein fusionierten c-terminalen Myc-Tag 

gewährleistet, der unter Einsatz eines spezifischen Antikörpers innerhalb der Pflanze nachweisbar ist. 

Neben gewebespezifischen und entwicklungsabhängigen Expressionsanalysen des AtER-ANT1 über 

Promotor-GUS-Fusionskonstrukte konnten Einblicke in die physiologische Einbindung des AtER-ANT1 in 

den pflanzlichen Stoffwechsel durch ausführliche Studien an homozygoten AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen gewonnen werden. Desweiteren wurde in dieser Arbeit das zu AtER-ANT1 homologe 

Transportprotein ER-ANT1 aus der monokotyledonen Pflanze Oryza sativa biochemisch charakterisiert 

und Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten dieses Proteins zu AtER-ANT1 näher analysiert.  

 

Der zweite Teil der Diskussion beschäftigt sich mit der Redundanz verschiedener mitochondrialer AAC-

Isoformen in Arabidopsis thaliana. Dazu wurde in der Arbeit mit Arabidopsis thaliana Knockout-Pflanzen 

bezüglich der verschiedenen AAC-Isoformen gearbeitet, wobei das Ziel die Isolierung homozygoter 

Knockout-Pflanzen der verschiedenen Isoformen war (Kapitel 4.2). 

 

Der letzte Abschnitt der vorliegenden Arbeit stellte die biochemische Charakterisierung eines 

mitosomalen ATP/ADP-Transporters aus dem Protisten Entamoeba histolytica im E. coli-

Expressionssystem dar (Kapitel 4.3). Dabei sollte die Analyse der biochemischen Eigenschaften des 

EhANT1 Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten zu bereits charakterisierten mitochondrialen und 

hydrogenosomalen ATP/ADP-Transportproteinen herausstellen. 

 

 

4.1  AtER-ANT1 und OsER-ANT1: ATP/ADP-Transporter in der Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums 

 

Ein Transport von ATP über die Membran des Endoplasmatischen Retikulums von eukaryotischen Zellen 

konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden. Dabei wurde ein ATP-Transport sowohl über die ER-

Membran aus Rattenleber als auch über isolierte ER-Mikrosomen aus Hefe biochemisch gemessen. Das 

dazu korrespondierende Protein (bzw. Gen), welches den ATP-Transport katalysiert, konnte auf 

molekularem Level allerdings bis heute nicht identifiziert werden (ABEIJON et al., 1997; KOCHENDÖRFER et 

al., 1999; MAYINGER et al., 1995). Dennoch ist das Vorhandensein eines Adeninnukleotid-Transporters in 
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der Membran des Endoplasmatischen Retikulums absolut essentiell, um das ER-Lumen mit 

ausreichenden Mengen an ATP für die komplexen Stoffwechselreaktionen zu versorgen. 

Das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums und der Golgi-Apparat stellen die zellulären 

Kompartimente dar, in denen Reaktionen wie die Glykosylierung, Sulfatierung und Phosphorylierung von 

sekretorischen und membrangebundenen Proteinen, Proteoglykanen, Lipiden und Fettsäuren stattfinden 

(HIRSCHBERG et al., 1998; SMITH et al., 2000). Diese komplexen Prozesse benötigen eine ausreichende 

Menge an ATP im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums. Weiter werden im ER-Lumen große 

Mengen an ATP für den posttranslationalen Proteinimport benötigt. Dabei stellt der Proteintransfer in die 

Translokationspore mit anschließendem Import des Proteins in das ER-Lumen den 

energieverbrauchenden Schritt dar. Das zur Hsp70 Familie gehörende Chaperon BiP spielt beim Import 

von Proteinen durch den Translokationskanal eine entscheidende Rolle und benötigt aufgrund seiner 

ATPase-Eigenschaften große Mengen an ATP (PANZER et al., 1995; BODSKY & SCHECKMAN, 1993; 

MATLACK et al., 1998). Zudem existieren weitere ATP-abhängige Chaperone, die innerhalb des ER-

Lumens für eine korrekte Faltung der Proteine sorgen. Außerdem sind diese für die Verteilung der ER- 

oder Sekretionsproteine bis zum Erreichen ihrer subzellulären Bestimmungsorte innerhalb der Zelle 

verantwortlich (LYMAN & SCHECKMAN, 1997; SCHATZ & DOBBERSTEIN, 1996). Der Protein-Transport 

zwischen ER und Golgi-Apparat ist in gleichem Maße ATP-abhängig, wobei luminales ATP für 

fundamentale Transportprozesse benötigt wird. Als Beispiel kann die Regeneration von GTP angeführt 

werden, welches die antreibende Kraft der GTPasen repräsentiert (BRANDIZZI et al., 2002). 

 

 

4.1.1 Biochemische Charakterisierung der Transportproteine AtER-ANT1 und OsER-ANT1 

 

Die Transportproteine AtER-ANT1 und OsER-ANT1 sind phylogenetisch Vertreter der MCF 

(mitochondrial carrier family), und werden in eine gemeinsame Gruppe mit den pflanzlichen, 

mitochondrialen AACs eingegliedert (PICAULT et al., 2004; http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de; 

Abb.3.1). 

In der vorliegenden Dissertation ist es gelungen, die biochemische Funktion des AtER-ANT1 sowie des 

homologen Transportproteins aus Oryza sativa (OsER-ANT1) mittels heterologer Expression im E. coli-

System zu klären. Das heterologe E. coli-Expressionssystem hat sich bereits für die biochemische 

Analyse von bakteriellen, plastidären und mitochondrialen ATP/ADP-Transporter bewährt (TJADEN et al., 

1998; TJADEN et al., 1999; HAFERKAMP et al., 2002). Detaillierte Analysen an klassischen mitochondrialen 

AACs aus Hefe und Rind zeigten eine Reihe von wichtigen Aminosäuresequenzmotiven, die für eine 

Aktivität der Proteine als ATP/ADP-Transporter essentiell sind (NELSON et al., 1993; PEBAY-PEYROULA et 

al., 2003). Interessanterweise sprechen Aminosäuresequenzanalysen von AtER-ANT1 und OsER-ANT1 

durch die starke Konservierung dieser Aminosäurereste bzw. -motive sehr für eine Funktion dieser 

Proteine als ATP/ADP-Transporter (Abb. 3.2; Abb. 3.31). Die heterologe Expression von AtER-ANT1 und 

OsER-ANT1 in E. coli zeigte, dass diese Proteine eine hohe Substratspezifität für ATP und ADP 

aufweisen (Tabelle 3.2; Tabelle 3.7) und somit in die Gruppe der eukaryotischen Adeninnukleotid-

Transporter eingegliedert werden können. Die Bestimmung der Transportaffinitäten für ATP und ADP 

ergab bei AtER-ANT1 für beide Substrate annähernd identische KM-Werte um ungefähr 300 µM  

(Abb. 3.6). Bei OsER-ANT1 konnte durch eine heterologe Expression des Proteins in E. coli gezeigt 
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werden, dass es sich bei diesem Transportprotein um einen hoch affinen ATP/ADP-Transporter handelt. 

Dabei konnte für ATP ein KM-Wert von ungefähr 9 µM und für ADP ein KM-Wert um etwa 13 µM ermittelt 

werden (Abb. 3.34). Das Transportprotein aus Oryza sativa ist demzufolge für ATP und ADP etwa  

30-fach affiner als der ATP/ADP-Transporter aus Arabidopsis thaliana. Die KM-Werte des OsER-ANT1 

liegen in einem Bereich, der ebenso für die klassischen mitochondrialen AACs ermittelt werden konnte 

(HAFERKAMP et al., 2002). Interessanterweise konnte beim Nukleotid-Transport über die ER-Membran von 

Hefemikrosomen ebenso ein KM-Wert für ATP von etwa 10 µM beobachtet werden (MAYINGER et al., 

1995). Nun stellt sich die Frage, weshalb sich die ermittelten KM-Werte von OsER-ANT1 und AtER-ANT1 

derart unterscheiden. Studien belegen, dass in eukaryotischen Zellen die ATP-Konzentration im Zytosol 

zwischen 1,0 und 4,6 mM beträgt (LARSSON et al., 1997; THEOBALD et al., 1997; TRAUT, 1994). Der größte 

Teil des ATP liegt dabei in einem Komplex mit Mg2+ vor, wohingegen nur etwa 5-10% der ATP-Menge als 

freies ATP vorkommt. Eine ATP-Transportaffinität von etwa 300 µM würde somit gewährleisten, dass 

genügend ATP in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums transportiert werden kann. Obwohl ein 

ATP-Transporter in der Membran des ER mit einem KM von 300 µM denkbar ist, könnte die für  

AtER-ANT1 ermittelte niedrige Affinität anderweitig begründet werden. 

Wie bereits in Kapitel 3.1.2.2 näher erläutert musste zur biochemischen Charakterisierung des  

AtER-ANT1 das heterologe E. coli-Expressionssystem stark optimiert werden. Die Anzucht der E. coli-

Zellen musste in sehr nährstoffreichem Medium stattfinden. Außerdem konnte ein aktiver Transport durch 

AtER-ANT1 erst nach zwei Stunden Induktion der E. coli-Zellen gemessen werden. Diese 

Beobachtungen indizieren, dass höchst wahrscheinlich ein großer Anteil des in die Membran integrierten 

AtER-ANT1 Proteins nicht optimal und damit einhergehend nicht funktionell eingebaut wurde (Abbildung 

3.4). Die biochemischen Eigenschaften des AtER-ANT1 im E. coli-System könnten daher quantitativ 

beeinflusst sein, was in veränderten Affinitäten zu den Substraten ATP und ADP resultieren könnte. Das 

homologe OsER-ANT1 Protein wurde dagegen nach heterologer Expression unter Standardbedingungen 

problemlos und funktionell in die E. coli-Membran eingebaut (Abbildung 3.32). Dies wurde bereits zuvor 

mehrfach an anderen eukaryotischen Transportproteinen beschrieben, die im E. coli-System ähnliche 

biochemische Charakteristika aufwiesen wie in den jeweiligen Organismen in vivo (TJADEN et al., 1998; 

HAFERKAMP et al., 2002; TJADEN et al., 2004). Eine umfassende Veränderung des E. coli-Systems könnte 

daher zur Folge haben, dass insbesondere Transportkinetiken in Mitleidenschaft gezogen werden, so 

dass die ermittelten Substrataffinitäten nicht den in vivo Affinitäten des Transportproteins entsprechen. 

Weiter konnte in dieser Arbeit über Rücktauschexperimente gezeigt werden (Abb. 3.7; Abb. 3.35), dass 

ATP und ADP durch AtER-ANT1 und OsER-ANT1 im Gegentausch transportiert werden. Gleiches konnte 

auch bei den mitochondrialen AACs, die einen Transport von ATP und ADP in einer 1:1 Stöchiometrie 

zeigen, beobachtet werden (HAFERKAMP et al., 2002). Bei dem ATP-Transport über die Membran von  

ER-Mikrosomen aus Saccharomyces cerevisiae konnte ebenso festgestellt werden, dass der Transport 

von ATP im Gegentausch mit ADP stattfindet (MAYINGER et al., 1995). Der Transport von ATP und ADP in 

Form eines Gegentausches ist dabei physiologisch essentiell, um einen ausgeglichenen Nukleotid-Level 

zwischen den Kompartimenten der Zelle zu gewährleisten. 

Besonders interessant sind die Inhibitorstudien bezüglich AtER-ANT1 und OsER-ANT1, die in dieser 

Arbeit im Vergleich zu den mitochondrialen AACs durchgeführt wurden (Tabelle 3.3; Tabelle 3.9). Die 

Studien zeigten, dass BKA und CAT - die klassischen Hemmstoffe der mitochondrialen AACs (PEBAY-

PEYROULA et al., 2003) - keinerlei Effekt auf die Transportaktivität des AtER-ANT1 und OsER-ANT1 
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haben. Bei den klassischen AACs konnte hingegen eine signifikante Reduktion der Transportaktivität 

sowohl durch BKA (30,4%) als auch durch CAT (47,5%) beobachtet werden (Tabelle 3.3; Tabelle 3.8). 

Die Bindung von CAT an den mitochondrialen AAC aus Rind wurde bereits detailliert untersucht, wobei 

die positiv geladene Aminosäure Arginin (R) 279 eine entscheidende Funktion bei der Bindung des 

Hemmstoffes erfüllt (PEBAY-PEYROULA et al., 2003). Interessanterweise ist genau diese Aminosäure 

sowohl in dem AtER-ANT1-Protein als auch bei OsER-ANT1 nicht konserviert. Bei AtER-ANT1 wird das 

Arginin durch ein ungeladenes Leucin (L282) ersetzt (Abb. 3.2) und bei OsER-ANT1 kommt es zu einer 

Substitution dieser Aminosäure durch die negativ geladene Aminosäure Serin (S295) (Abb. 3.31). 

Andererseits konnte N-ethylmaleimid (NEM), als ein spezifischer Hemmstoff der Transportproteine  

AtER-ANT1 und OsER-ANT1 identifiziert werden (Tabelle 3.3 und Tabelle 3.8). Durch die Zugabe von 

NEM wurde die ATP-Transportaktivität von AtER-ANT1 auf etwa 46% bei OsER-ANT1 auf ungefähr 59% 

inhibiert. Dagegen hatte NEM keinerlei Einfluss auf die mitochondrialen AACs (Tabelle 3.3; Tabelle 3.8). 

Einen inhibitorischen Effekt auf die Translokation von Proteinen über die Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums aus Ratte durch NEM - der wie beschrieben stark ATP-abhängig ist - 

konnte zuvor gezeigt werden (NICCHITTA et al., 1989). Weiter konnte NEM bereits als spezifischer 

Inhibitor des Nukleotidtransportes an ER-Mikrosomen aus Rattenleber identifiziert werden (CLAIRMONT et 

al., 1992). Interessanterweise haben andere Studien an ER-Mikrosomen aus Rattenleber gezeigt, dass 

der Nukleotidtransport über die ER-Membran nicht von den klassischen mitochondrialen Hemmstoffen 

BKA und CAT beeinflusst wird (GUILLEN & HIRSCHBERG, 1995). Trotz der unterschiedlichen 

Substrataffinitäten von OsER-ANT1 und AtER-ANT1 sprechen die ermittelten biochemischen 

Charakteristika des OsER-ANT1 stark dafür, dass es sich bei diesem Transportprotein um ein Homolog 

des AtER-ANT1 handelt und sich somit von den klassischen mitochondrialen AACs unterscheidet. 

Die biochemischen Studien an AtER-ANT1 und OsER-ANT1 sprechen zudem eindeutig gegen eine 

mitochondriale Lokalisierung, da die Gesamtnukleotidaufnahme über pflanzliche Mitochondrien 

hochgradig sensitiv für BKA und CAT ist (HAFERKAMP et al., 2002). 

 

 

4.1.2 Subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 und OsER-ANT1 

 

Proteomanalysen von Arabidopsis-Mitochondrien zeigen eine eindeutige Integration der drei  

AAC-Isoformen in der inneren Mitochondrienmembran, wohingegen AtER-ANT1 bei diesen Analysen 

nicht in den Mitochondrien detektiert werden konnte (HEAZLEWOOD et al., 2004). Weiter sagen 

bioinformatische Programme wie Target-P und Signal-P eine mögliche subzelluläre Lokalisierung des 

AtER-ANT1 im sekretorischen Weg voraus (NIELSON et al., 1997; EMANUELSSON et al., 2000). Studien an 

mitochondrialen Proteinen aus Pflanzen konnten außerdem zeigen, dass für diese Proteine eine  

N-terminale Signalsequenz absolut essentiell ist, um diese korrekt in die Mitochondrien zu transportieren 

(MURCHA et al., 2005). Aminosäuresequenzanalysen von AtER-ANT1 belegen eindeutig, dass diesem 

Transportprotein im Gegensatz zu den klassischen mitochondrialen AACs eine N-terminale 

Targetsequenz fehlt (Abb. 3.2).  

Bei OsER-ANT1 indizieren neben den biochemischen Charakteristika auch die phylogenetischen 

Analysen dieses Proteins eine Homologie zu AtER-ANT1, was mit einer subzellulären Lokalisierung von 

OsER-ANT1 in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums einhergeht. Aminosäuresequenz-
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Analysen zeigten, dass OsER-ANT1 mit 64% identischen und rund 80% ähnlichen Aminosäuren zu  

AtER-ANT1 eine weitaus höhere Homologie aufweist als zu den bereits charakterisierten drei klassischen 

mitochondrialen AACs aus Arabidopsis. Hier konnte jeweils ein geringerer Anteil an identischen (rund 

48%) und circa 60% ähnlichen Aminosäuren ermittelt werden (Tabelle 3.7). Nicht nur der Anteil 

identischer Aminosäuren macht OsER-ANT1 zu einem Homolog von AtER-ANT1. Die genauere 

Betrachtung der Aminosäuresequenz von OsER-ANT1 zeigte zudem, dass diesem Protein ebenfalls eine 

N-terminale Signalsequenz fehlt. Weiter sagt das Bioinformatikprogramm Signal-P eine subzelluläre 

Lokalisierung des OsER-ANT1 nicht in den Mitochondrien sondern ebenso wie AtER-ANT1 im 

sekretorischen Weg voraus (EMANUELSSON et al., 2000).  

Schon zuvor konnten mehrere Mitglieder der MCF (mitochondrial carrier family) identifiziert werden, die 

subzellulär nicht in der inneren Membran der Mitochondrien lokalisiert sind, u.a. ein peroxisomales 

Transportprotein und der plastidär lokalisierte StBT-1 (PALMIERI et al., 2001; LEROCH et al., 2005). 

Lösliche Proteine des Endoplasmatischen Retikulums besitzen als Retentionssignal für das Verbleiben im 

ER ein Tetrapeptid (KDEL bzw. HDEL) am carboxyterminalen Ende des Proteins (FRIGERIO et al., 2001). 

Bei Membranproteinen des Endoplasmatischen Retikulums konnte ein solches Rückhaltemotiv hingegen 

nicht beobachtet werden (CHEN et al., 2002; MCCARTNEY et al., 2004). Andere Studien ergaben, dass bei 

ER-Membranproteinen, welche die Membran mehrfach durchspannen, häufig die ersten zwei 

Transmembrandomänen als Signalsequenz für das Targeting in die ER-Membran dienen. Dabei kommt 

es nicht zur Abspaltung dieser Signalsequenz nach dem Proteinimport. Es konnte außerdem ein sehr 

hydrophober Bereich innerhalb der ersten Transmembrandomäne identifiziert werden, der eine Funktion 

als Signalanker für das Targeting in die ER-Membran besitzt. Dabei wird der hydrophobe Bereich häufig 

von einer N-terminalen Aminosäuresequenz flankiert, die einen hohen Gehalt an geladenen Aminosäuren 

aufweist (HIGH & DOBBERSTEIN, 1992; MEACOCK et al., 2002). Tatsächlich weist die erste 

Transmembrandomäne von AtER-ANT1 eine weitaus höhere Hydrophobizität auf als die erste 

Transmembrandomäne der mitochondrial lokalisierten AtAAC1-3 (Abb. 3.2). Weiter kann bei genauer 

Betrachtung der Aminosäuresequenz von AtER-ANT1 innerhalb der ersten Transmembrandomäne ein N-

terminaler Bereich beobachtet werden, der einen hohen Gehalt an geladenen Aminosäuren aufweist  

(K6, E8, R9 und D13; Abb. 3.2). Bei OsER-ANT1 kann dies gleichfalls beobachtet werden, wobei die 

erste Transmembrandomäne sogar sieben positiv geladene Aminosäurereste (AtER-ANT1: vier) enthält 

(Abbildung 3.31). Daneben sprechen zwei putative c-terminale ER-Targeting-Signale bei AtER-ANT1, die 

aromatische Aminosäurereste enthalten (YxxL bzw. YxxW), für eine subzelluläre Lokalisierung des 

Proteins in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (MCCARTNEY et al., 2004). 

Zur Analyse der subzellulären Lokalisierung von AtER-ANT1 wurden im Rahmen der vorliegenden 

Dissertation verschiedene Methoden angewandt. AtER-ANT1-GFP-Fusionskonstrukte, die in isolierten 

Tabakprotoplasten transient exprimiert wurden, indizierten eine mögliche Lokalisierung des Proteins im 

Endoplasmatischen Retikulum (Abb. 3.8 und 3.9). Die erhaltenen Ergebnisse zeigen die Expression des 

AtER-ANT1 innerhalb der Zelle in einem sehr großen, flächig verteilten und netzwerkartigen 

Kompartiment. Innerhalb der pflanzlichen Zelle kommt in dieser Form nur das Endoplasmatische 

Retikulum vor. Ein Vergleich der Fluoreszenz von AtER-ANT1 mit einem ER-spezifischen Protein als ER-

Kontrolle (pBin) zeigt ein sehr ähnliches GFP-Muster beider Proteine (Abb. 3.9). Sowohl bei AtER-ANT1 

als auch bei der ER-Kontrolle (pBin) kann besonders um den Bereich des Zellkerns eine erhöhte 

Fluoreszenz beobachtet werden. Die in dieser Arbeit gezeigten GFP-Muster für AtER-ANT1 und pBin 
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decken sich dabei mit früheren GFP-Studien bezüglich des pflanzlichen Endomembransystems 

(BRANDIZZI et al., 2003). Die Verwendung von Kontroll-GFP-Proteinen, die u.a. eine mitochondriale, 

plastidäre oder zytosolische Lokalisierung zeigen, lässt zudem eine subzelluläre Lokalisierung des AtER-

ANT1 in den eben benannten Zellstrukturen eindeutig ausschließen (Abb. 3.8).  

Durch die Fusion des AtER-ANT1 mit dem GFP-Protein entsteht ein Gesamtexpressionsprotein mit einer 

molekularen Masse von etwa 60 kDa, was dazu führen könnte, dass AtER-ANT1 zwar in das ER 

importiert wird, aber aufgrund seiner großen molekularen Masse nicht an den wahren Bestimmungsort 

gelangen kann. So werden beispielsweise Sekretionsproteine oder vakuoläre Proteine durch das ER und 

über den Golgi-Apparat zum jeweiligen Bestimmungsort geleitet (VITALE & DENECKE et al., 1999). Um 

diese Möglichkeit bei AtER-ANT1 ausschließen zu können, wurden im Verlauf dieser Arbeit in vitro 

Translations-Experimente mit anschließenden Targeting-Studien an ER-Mikrosomen durchgeführt (Abb. 

3.10). Diese Experimente wurden mit freundlicher Unterstützung in der Abteilung Medizinische Biochemie 

in Homburg durchgeführt. Die Studien zeigten, dass AtER-ANT1 in die Membran der ER-Vesikel integriert 

wird. Dagegen konnte bei AtAAC1, welches als Negativkontrolle diente, zwar eine Assoziation an die 

Membran aber keine signifikante Integration beobachtet werden. Die mit dieser Methode erhaltenen 

Ergebnisse sprechen für eine subzelluläre Lokalisierung des AtER-ANT1 in der Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums. Da bei den in vitro Translations-Studien von AtER-ANT1 allerdings stets 

ein zusätzliches Translationsprodukt entstand, kann anhand dieser Ergebnisse nicht mit absoluter 

Sicherheit davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem in der Membran integrierten Protein 

wirklich um AtER-ANT1 handelt. Aufgrund dessen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine neue 

Methode zur Analyse der subzellulären Lokalisierung des AtER-ANT1 etabliert, bei der die Lokalisierung 

des AtER-ANT1 in planta untersucht werden kann (Kapitel 3.1.3.3). Hierzu wurden transgene Arabidopsis 

thaliana Pflanzen hergestellt, die das AtER-ANT1-Protein überexprimieren. Eine Detektion des Proteins 

wurde durch die Fusion des AtER-ANT1 mit einem c-terminalen Myc-Tag gewährleistet. Der Myc-Tag 

stellt dabei ein sehr kleines Protein von 10 Aminosäuren dar. Eine Beeinflussung der subzellulären 

Lokalisierung von AtER-ANT1 durch den Myc-Tag kann somit nahezu ausgeschlossen werden (DEWITT 

et al., 1996). Nach Herstellung der transgenen AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen ist es in dieser Arbeit 

gelungen die subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 im Endoplasmatischen Retikulum in planta zu 

bestätigen. Zur Lokalisierungsüberprüfung wurde eine neue Methode zur Trennung pflanzlicher ER-

Membranen von anderen zellulären Organellen entwickelt. Die Trennung der ER-Membranen erfolgte 

dabei unter Verwendung eines Saccharosedichtegradienten in An- bzw. Abwesenheit von Mg2+ mit 

anschließender Zentrifugation. In Abwesenheit von Mg2+ können die Ribosomen nicht mehr an die ER-

Membranen binden.  Dabei kommt es zu dem Effekt, dass die ER-Membranen in Abwesenheit von Mg2+ 

in Fraktionen mit einer geringeren Saccharosekonzentration detektierbar sind als in Anwesenheit von 

Mg2+. Unter Einsatz dieser Methode ist es gelungen, eine eindeutige Verschiebung des AtER-ANT1 

Proteins in Abhängigkeit von der Mg2+-Anwesenheit nachzuweisen (Abb. 3.12). Weiter konnte auch durch 

die Verwendung eines ER-spezifischen Antikörpers, der das ER-spezifische Chaperon Calretikulin 

erkennt, eine eindeutige Kolokalisierung von AtER-ANT1 und Calretikulin in An- und Abwesenheit von 

Mg2+ gezeigt werden (PAGNY et al., 2000). Alle anderen hier untersuchten Membranen, wie z.B. die 

Plasmamembran, die Vakuolenmembran, die Mitochondrienmembran und Plastidenmembran zeigten 

keine Kolokalisierung mit dem zu untersuchenden AtER-ANT1. Zudem wiesen diese Membranen keine 

derartig signifikante Verschiebung innerhalb des Gradienten im Vergleich zu AtER-ANT1 und Calretikulin 
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auf. Dieses Verhalten von Membranen in Saccharosegradienten konnte bereits in früheren Studien 

gezeigt werden (PAGNY et al., 2000; LIANG et al., 1997). Die Analysen haben weiter ergeben, dass 

besonders eine subzelluläre Lokalisierung des AtER-ANT1 in der Membran der Mitochondrien definitiv 

ausgeschlossen werden kann. Im Saccharosegradienten bewegen sich die mitochondrialen Membranen 

zwar auch in Abhängigkeit von der Ab- bzw. Anwesenheit von Mg2+, allerdings kann hier beobachtet 

werden, dass sie sich im Gradienten sogar komplett entgegengesetzt verhalten im Vergleich zu den 

Membranen des Endoplasmatischen Retikulums. Dieses entgegengesetzte Verschiebungsverhalten der 

Mitochondrien in Abhängigkeit von Mg2+ konnte dabei auch in Studien von HOEPFNER et al., 2005 

beobachtet werden.  

Die hier erhaltenen Ergebnisse bezüglich der subzellulären Lokalisierung von AtER-ANT1, die über  

GFP-Fusion und AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen gewonnen wurden, indizieren eindeutig eine 

subzelluläre Lokalisierung von AtER-ANT1 in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums.  

 

Neben diesen Methoden zur Lokalisierungsüberprüfung bieten die in dieser Arbeit hergestellten  

AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen noch eine weitere Möglichkeit, die Lokalisierung des AtER-ANT1 noch 

detaillierter zu untersuchen. Dazu könnten Gewebeschnitte an AtER-ANT1-c-Myc-Tag Pflanzen 

durchgeführt werden. Die Lokalisierung des Proteins könnte dann über Immuno-Gold-Labelling unter 

Einsatz eines Elektronenmikroskops direkt innerhalb der Zelle untersucht werden. 

 

Trotz aller Indizien, die für eine Lokalisierung des OsER-ANT1 im ER sprechen, stellt die experimentelle 

Analyse der subzellulären Lokalisierung des OsER-ANT1 eine weitere Herausforderung dar. Zur 

Untersuchung der Lokalisierung des OsER-ANT1 könnten GFP-Fusionskonstrukte mit anschließender 

Expression des Konstruktes in Protoplasten Aufschluss geben. Dabei sollte allerdings beachtet werden, 

dass in diesem Fall Protoplasten aus einer monokotyledonen Pflanze - wie zum Beispiel Gerste - bei der 

transienten Expression verwendet werden, um eine natürliche Umgebung für die Expression des OsER-

ANT1-Proteins zu gewährleisten. 

 

 

4.1.3 Einblicke in die physiologische Funktion des AtER-ANT1 

  

Zur Untersuchung der physiologischen Einbindung des AtER-ANT1 wurden in dieser Arbeit zwei 

unabhängige Arabidopsis Knockout-Linien bezüglich des AtER-ANT1 Gens detailliert untersucht  

(Kapitel 3.1.5). Dabei indiziert der Verlust eines funktionellen AtER-ANT1 im Endoplasmatischen 

Retikulum von Arabidopsis thaliana eine Pflanze mit einem stark reduzierten ER-Metabolismus, der im 

Fehlen von ATP im ER-Lumen begründet liegt. Weiter zeigte eine Analyse des Expressionsmusters von 

AtER-ANT1 durch die Untersuchung von AtER-ANT1-Promotor-GUS-Fusionskonstrukten sowie 

Microarray-Analysen, dass AtER-ANT1 gewebespezifisch auf bestimmte Zelltypen lokal begrenzt 

exprimiert wird (Abb. 3.13 und Abb. 3.14).  

Eine starke Expression von AtER-ANT1 konnte besonders in Pflanzengeweben beobachtet werden, die 

einen sehr aktiven ER-Metabolismus besitzen (Abb. 3.14). Bemerkenswerterweise zeigen 

gewebespezifische Expressionsstudien des im ER-Lumen lokalisierten Chaperon BiP - welches unter 

starkem ATP-Verbrauch fungiert - ein zu AtER-ANT1 fast identisches Expressionsmuster  
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(BUZELI et al., 2002). Beide Proteine werden beispielsweise sehr stark im Bereich der Wurzel, besonders 

in der Wurzelspitze, exprimiert (Abb. 3.14 A+B). Dabei kann die Wurzelspitze in drei verschiedene Zonen 

unterteilt werden. An der äußersten Wurzelspitze befindet sich die meristematische Zone, in der eine 

hochaktive Zellteilung stattfindet. Auf die meristematische Zone folgen die Zellelongations- sowie die 

Differenzierzone. Sowohl für die Zellteilung als auch für die Zellverlängerung werden eine Reihe von 

Membrankomponenten und Membranproteinen benötigt, die größtenteils über das Endoplasmatische 

Retikulum geliefert werden. Weiter zeichnet sich die Wurzelspitze durch eine hochgradig aktive Sekretion 

von Zellwandmolekülen und Wurzelschleim aus, die zum Beispiel Pektin-haltige Polysaccharide sowie 

Arabinogalaktan-Proteine enthalten. Viele dieser Bestandteile werden ebenfalls über das 

Endoplasmatische Retikulum synthetisiert. Dabei erleichtert der Wurzelschleim die Penetration der 

Wurzel durch die Erde (VICRE et al., 2005; MCCULLY et al., 1999). In der Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass eine Deletion des AtER-ANT1 eine signifikant verschlechterte Wurzelentwicklung in AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyppflanzen verursacht, die mit Defekten innerhalb des 

sekretorischen Wegs einhergeht (Abb. 3. 19). 

Sowohl AtER-ANT1 als auch BiP zeigt eine verstärkte Expression in den Leitgefäßen der Blätter. Ein 

aktives ER wird dort für die Synthese einer Reihe von plasmamembranständigen Proteinen benötigt, die 

u.a. für die Phloembeladung und -entladung verantwortlich sind. So zeigen beispielsweise 

Expressionsstudien bezüglich eines Saccharosetransporters in der Plasmamembran (AtSUC2) ebenfalls 

eine verstärkte Expression und physiologische Funktion dieses Proteins in den Leitgefäßen von Blättern 

wo die Phloembeladung von zentraler Bedeutung ist (TRUERNIT & SAUER, 1995).  

Die AtER-ANT1-Promotor-GUS-Analysen sowie die Microarray-Analysen zeigten außerdem, dass dieses 

Protein sehr stark in den Pollen exprimiert wird (Abb. 3.13; Abb. 3.14; PINA et al., 2005). Die Pollen 

stellen zudem ein Gewebe dar, in dem das Endoplasmatische Retikulum sehr stoffwechselaktiv vorliegt 

(HUANG et al., 1996). Dabei konnte an Arabidopsis thaliana Mutanten gezeigt werden, dass eine Deletion 

des in der ER-Membran lokalisierten ATPase-Gens (MIA) zu dramatischen Defekten im sekretorischen 

Weg führt. Dies hat wiederum eine signifikante Reduktion der Pollenentwicklung zur Folge  

(JAKOBSEN et al., 2005). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Zerstörung des MIA-Gens zu 

drastischen Effekten bezüglich der Expression einer funktionellen Gruppe von Genen führt, die in enger 

Verbindung mit der Proteinsekretion, Proteinfaltung und Stofftransport stehen. Interessanterweise kann 

innerhalb der MIA-Knockout-Pflanzen eine zwanzigfach reduzierte Expression von AtER-ANT1 

beobachtet werden (JAKOBSEN et al., 2005). Die Expressionslevel der mitochondrialen AtAAC1-3 waren 

dagegen in den MIA-Knockout-Mutanten unverändert. Diese Beobachtungen zusammen mit den 

Expressionsstudien indizieren, dass AtER-ANT1 in den Pollen eine hohe physiologische Bedeutung hat. 

 

Das pflanzliche Endoplasmatische Retikulum spielt zusätzlich eine sehr wichtige Rolle im 

Lipidmetabolismus (WHITE et al., 2000; XU et al., 2003). In keimenden Arabidopsis Samen werden große 

Mengen an Triacylglycerin, Phospholipiden und Oleosinen, die im Endoplasmatischen Retikulum 

synthetisiert werden, in Form von Ölkörperchen eingelagert. Dabei bestehen Arabidopsis-Samen bis zu 

40% aus Lipiden und kleinen Ölkörperchen, wobei 10% der Samenproteine in Form von Oleosinen 

vorkommen (HSIEH & HUANG, 2004). In Samen der Ölsaat Raps (Brassica napus) konnte gezeigt werden, 

dass der Energiegehalt in Form von ATP einen umfassenden Einfluss auf die Triacylglycerinsynthese 

ausübt (VIGEOLAS et al., 2003). Interessanterweise zeigen AtER-ANT1-Promotor-GUS-Analysen eine 



Diskussion                                                                                                                                                106 

sehr starke Expression des AtER-ANT1 Gens in den Samen von sich entwickelnden Schoten (Abb. 3.14). 

Weiter haben umfassende Analysen von homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Samen eine dramatische 

Reduktion des Lipidgehaltes und Proteingehaltes innerhalb der Samen gezeigt (Abb. 3.22). Die 

Reduzierung des Proteingehaltes in AtER-ANT1 Knockout-Samen auf rund 50% spricht dabei sehr für 

einen eingeschränkten ER-Metabolismus, da die Speicherproteine in Samen - u.a. die 12S Globuline und  

2S Albumine - cotranslational in das ER-Lumen importiert werden. Dabei kommt es im ER-Lumen zur 

Bildung von spezifischen Disulfidbrücken und zur Zusammensetzung der Globuline und Albumine in 

Dimere bzw. Trimere, bevor eine Translokation der Speicherproteine in die Proteinspeichervakuolen 

stattfindet (GRUIS et al., 2004).  

Analysen bezüglich des Chlorophyllgehaltes in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen haben 

außerdem gezeigt, dass diese im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen einen dramatisch reduzierten 

Chlorophyllgehalt aufweisen (Abb. 3.21). Dieser Effekt könnte ebenso aufgrund eines reduzierten  

ER-Lipidmetabolismus in Arabidopsis thaliana begründet werden, da 50% der Thylakoidmembranlipide 

über das Endoplasmatische Retikulum geliefert werden (BROWSE et al., 1986). 

 

Studien belegen, dass fast ein Drittel aller zellulären Proteine über das Lumen des Endoplasmatischen 

Retikulums transportiert und verändert werden, wobei diese Reaktionen einen enorm hohen Bedarf an 

Energie mit sich bringen (SHEN et al., 2002). Dies könnte den dramatischen morphologischen und 

physiologischen Phänotyp der homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen während der gesamten 

Pflanzenentwicklung erklären. Homozygote AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen weisen dabei unter 

ambienten Wachstumsbedingungen auf Erde einen dramatisch im Wachstum retardierten Phänotyp im 

Vergleich zu Arabidopsis thaliana Wildtyp-Pflanzen auf (Kapitel 3.1.5.2; Abbildung 3.18; 3.20). Für eine 

detaillierte Analyse der AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit der 

Gehalt einer Reihe von Metaboliten des pflanzlichen Stoffwechsels, u.a. Nukleotide (Abb. 3.24), Zucker 

(Abb. 3.23), Metabolite des primären Stoffwechsels (Tabelle 3.4), sowie Aminosäuren (Tabelle 3.5) 

bestimmt (Kapitel 3.1.5.4).  

Die Bestimmung der Metabolite zeigte, dass der dramatische Phänotyp der AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen durch pleiotrope Effekte, die durch einen stark veränderten Gesamtmetabolismus dieser 

Pflanzen zustande kommen, erklärt werden kann. Die Veränderung des gesamten Pflanzenstoffwechsels 

führt zu einer verminderten Photosyntheseleistung, die sich wiederum in einer signifikanten Reduktion 

von Kohlenstoffintermediaten widerspiegelt (Tabelle 3.4).  

Für diese These spricht nicht nur die Reduktion des Chlorophyllgehaltes innerhalb der AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen. Weiter zeigen die Bestimmungen der Zuckerkonzentrationen in den Mutanten, dass 

sowohl der Gehalt an Glukose als auch die Menge an Fruktose in den Knockout-Pflanzen dramatisch 

reduziert ist (Abbildung 3.23). Die Reduktion der Glukose- und Fruktosekonzentrationen spiegeln sich 

ebenso in einer signifikant verringerten Saccharosekonzentration wider. Zusätzlich weisen AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen einen stark verminderten Stärkegehalt auf 

(Abbildung 3.23). Dabei ist zu unterstreichen, dass die Stärke in höheren Pflanzen der wichtigste 

Energiespeicher darstellt. Eine Bestimmung der Aminosäurekonzentrationen zeigte, dass auch hier die 

Deletion des AtER-ANT1 starke pleiotrope Auswirkungen auf den gesamten Aminosäurestoffwechsel der 

Pflanzen hat (Tabelle 3.5). In Abbildung 4.1 wurde ein Schema erstellt, das insbesondere auf den 
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Aminosäurestoffwechsel eingeht, um die Auswirkungen einer Deletion des AtER-ANT1-Gens auf den 

pflanzlichen Metabolismus besser diskutieren zu können. 
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Abbildung 4.1: Schema der Aminosäuresynthese und wichtiger zellulärer Stoffwechselwege. Dabei wurden 

die Metabolite in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen unter ambienten 

CO2-Bedingungen ermittelt. Metabolite in grün weisen keine Veränderung der Konzentration im Vergleich zum 

Wildtyp auf. Rot dargestellte Metabolite sind in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen signifikant erhöht. Blau dargestellte 

Metabolite sind in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp signifikant erniedrigt. Metabolite in 

schwarz wurden bei den Experimenten nicht bestimmt. 

 

Das Schema verdeutlicht den dramatischen Effekt, den das Ausschalten des AtER-ANT1 Gens auf den 

gesamten Stoffwechsel hat, wobei besonders die Aminosäurebiosynthese in AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen beeinflusst wird. Dabei stellt die Aminosäuresynthese, welche hauptsächlich in den Plastiden 

stattfindet, das Endprodukt der Nitratassimilation dar (LEA & IRELAND, 1999). Die Nitratassimilation wird  

besonders innerhalb der Wurzel zur Ammonium-Fixierung genutzt (LEJAY et al., 1999). Zudem zeigte sich 

bei Expressionsstudien eine starke Expression des AtER-ANT1 im Bereich der Wurzel (Abb. 3.14 A+B). 

Die Nitratassimilation unterliegt dabei einer sehr strengen Kontrolle, denn sie kann nur dann ablaufen, 

wenn durch den oxidativen Pentosephosphatweg genügend Kohlenstoffgerüste für die 
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Aminosäuresynthese bereitgestellt werden. Weiter ist die Synthese von Aminosäuren sehr von der 

Verfügbarkeit an Energie in Form von ATP sowie von Reduktionsäquivalenten in Form von NADPH und 

NADH abhängig (LEA & IRELAND, 1999). Bei den homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen konnte 

eine Reduktion des ATP-Gehaltes um circa 30% im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen beobachtet werden 

(Abb. 3.24). Diese Reduktion des ATP-Levels innerhalb der Pflanzen könnte sich somit auf die stark  

ATP-abhängige Aminosäurebiosynthese auswirken. So kann bei den AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

eine signifikante Reduktion der Aminosäuren Glutamat, Glutamin, Aspartat, Alanin und Threonin 

beobachtet werden. Dabei ist insbesondere die Aminosäure Glutamat essentiell für den gesamten 

pflanzlichen Stoffwechsel. Aus Glutamat werden beispielsweise eine Reihe weiterer Aminosäuren 

gebildet, wie z.B. Glutamin, Aspartat, Alanin, Prolin, und Arginin (LAM et al., 1995; 1996).  

Interessanterweise sind eben diese Aminosäuren mit Ausnahme von Prolin und Arginin in AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen reduziert, was sich möglicherweise durch den verringerten Glutamatgehaltes sowie 

der damit einhergehenden Reduktion der Nitratassimilation begründet werden könnte. Für diese Theorie 

spricht beispielsweise die reduzierte Konzentration von Alanin innerhalb der Knockout-Pflanzen. Für die 

Synthese von Alanin wird neben Glutamat auch Pyruvat benötigt (STREETER & THOMPSON, 1972). Der 

Gehalt von Pyruvat ist allerdings in den Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen signifikant 

erhöht (Tabelle 3.4; Abbildung 4.1). Somit scheint die reduzierte Alaninkonzentration die direkte Folge 

einer verminderten Glutamat-Verfügbarkeit zu sein. Weiter stellt Glutamat auch das Ausgangsprodukt für 

die Chlorophyllbiosynthese dar (HARTEL & GRIMM, 1998), was sich mit den Beobachtungen deckt, dass 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen weniger Chlorophyll enthalten als Wildtyp-Pflanzen (Abb. 3.21). 

Die Bestimmung der Glycinkonzentration in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen hat ergeben, dass diese 

Pflanzen einen dramatisch erhöhten Glycingehalt aufweisen. Dabei konnte eine bis zu 120-fache 

Erhöhung der Glycinkonzentration im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen beobachtet werden (Tabelle 3.5). 

Interessanterweise zeigte nur Glycin in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen eine derart 

dramatische Erhöhung. Glycin spielt besonders bei der für Pflanzen spezifischen Photorespiration eine 

herausragende Rolle. Dabei wird Glycin in den Mitochondrien über die Glycindecarboxylase unter 

Abgabe von CO2 und Ammonium zu Serin umgewandelt (BOURGUIGNON et al., 1999). Das dabei frei 

werdende Ammonium wird daraufhin in den Chloroplasten mit Hilfe der Glutamatsynthase wieder refixiert, 

die die Synthese von zwei Molekülen Glutamat aus einem Molekül Glutamin katalysiert (TEMPEST et al., 

1970). Die extreme Veränderung der Glycinkonzentration in den AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im 

Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen könnte mehrere mögliche Ursachen haben.  

Zum einen könnte es sich bei AtER-ANT1 um ein Transportprotein handeln, welches nicht ausschließlich 

in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Beispielsweise konnte für eine 

Katalase aus Hefe bereits gezeigt werden, dass diese sowohl in den Mitochondrien als auch in den 

Peroxisomen lokalisiert ist (PETROVA et al., 2004). Es besteht daher die Möglichkeit, dass AtER-ANT1 

nicht nur im ER sondern auch in der Membran der Mitochondrien lokalisiert ist und dort die biochemische 

Funktion eines Glycin-Transporters ausführt. Der dramatische Glycinanstau innerhalb der AtER-ANT1 

Knockout-Pflanzen könnte so durch die Deletion des AtER-ANT1 Gens erklärt werden. Neben dieser 

Möglichkeit könnte der dramatische Glycineffekt auch durch eine starke Veränderung der enzymatischen 

Reaktionen während der Photorespiration begründet werden.  

Um die Möglichkeit auszuschließen, dass AtER-ANT1 neben der Funktion als ATP/ADP-Transporter des 

Endoplasmatischen Retikulums zudem eine Funktion als mitochondrialer Glycin-Transporter besitzt, 
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wurden in dieser Arbeit detaillierte Transportstudien gemacht. Dazu wurden Transportaufnahmen sowohl 

durch heterologe Expression des AtER-ANT1 in E. coli als auch durch direkte Transportmessungen an 

isolierten Mitochondrien aus AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen durchgeführt. Dabei konnte gezeigt werden, 

dass Glycin keinen Einfluss auf die durch AtER-ANT1 vermittelte ATP-Transportaktivität in E. coli-Zellen 

hat (Abb. 3.25). Weiter konnte beobachtet werden, dass durch AtER-ANT1 kein radioaktiv markiertes 

Glycin in die E. coli-Zellen transportiert werden kann (Abb. 3.26). Abschließend zeigten direkte 

Transportmessungen, dass aus AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen isolierte Mitochondrien, trotz Deletion 

des Gens zu einem unveränderten Glycintransport befähigt sind (Abb. 3.27). Da es sich bei AtER-ANT1 

somit nicht um einen Glycin-Transporter handelt, muss der dramatische Anstau der Glycinkonzentration 

in den AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen auf andere physiologische Weise erklärt werden.  

Um dies genauer zu untersuchen, wurden weitere Wachstumsanalysen der AtER-ANT1 Knockout-

Pflanzen durchgeführt, wobei die Pflanzen unter hoch CO2-Bedingungen angezogen wurden, was zu 

einer Unterdrückung der Photorespiration und damit einhergehend möglicherweise zu einer Reduktion 

des extremen Glycinanstaus führen könnte. Interessanterweise zeigte sich, dass bei einer Anzucht der 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter hoch CO2 der im Wachstum dramatisch retardierte Phänotyp 

nahezu aufgehoben wird (Abb. 3.28). Aus diesen Beobachtungen lässt sich schlussfolgern, dass die 

Deletion des AtER-ANT1 zu enormen pleiotropen Effekten des Photorespirationsstoffwechsels innerhalb 

der Pflanze führt, welche sich wiederum in dem dramatischen Phänotyp unter ambienten CO2-

Bedingungen widerspiegeln. Zur Analyse, ob die Aufhebung des dramatischen Phänotyps ebenfalls mit 

einer „Normalisierung“ der Metabolitengehalte einhergeht, wurden eine Reihe von Metaboliten bei  

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen bestimmt, die unter hoch CO2 angezogen wurden. Abbildung 4.2 (siehe 

nächste Seite) zeigt die Veränderungen der Metabolite, besonders im Aminosäurestoffwechsel der AtER-

ANT1 Knockout-Pflanzen, die unter hoch CO2-Bedingungen angezogen wurden.  

Die Abbildung verdeutlicht, dass die Anzucht der AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter hoch  

CO2-Bedingungen zu einer „Normalisierung“ der Metabolitengehalte und damit einhergehend zu einer 

Verbesserung des Stoffwechsels führt. Dies spiegelt sich wiederum in der phänotypischen Erscheinung 

der AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen wider. Die Bestimmung der ATP-Konzentration zeigt im Vergleich zu 

ambienten CO2-Bedingungen keine Reduktion des ATP-Gehaltes in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

(Abb. 3.29), was auf eine verbesserte Photosyntheseleistung der Pflanzen hindeutet. Weiter glich sich 

auch die Konzentration von Glutamat der gemessenen Menge in Wildtyp-Pflanzen an (Tabelle 3.6). Der 

normalisierte Glutamatlevel führt seinerseits zu einer Normalisierung der Konzentrationen der 

Aminosäuren, die Glutamat als Ausgangssubstrat besitzen (Tabelle 3.6). Unter hoch CO2-Bedingungen 

kann in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen dennoch eine weiterhin erhöhte Glycin- und Serin-Konzentration 

im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen beobachtet werden (Tabelle 3.6). Die Erhöhung der Glycinkonzentration 

ist unter hoch CO2 mit einer sechsfachen Erhöhung weniger dramatisch als unter ambienten CO2-

Bedingungen (120-fach). Nun stellt sich weiter die Frage, wie der dramatische Glycinanstau zu erklären 

ist. 
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Abbildung 4.2: Schema der Aminosäuresynthese und wichtiger zellulärer Stoffwechselwege. Dabei wurden 

die Metabolite in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen unter hoch CO2-

Bedingungen ermittelt. Metabolite in grün weisen keine Veränderung der Konzentration im Vergleich zum Wildtyp 

auf. Rot dargestellte Metabolite sind in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen signifikant erhöht. Blau dargestellte Metabolite 

sind in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp signifikant erniedrigt. Metabolite in schwarz wurden 

bei den Experimenten nicht bestimmt. 

 

Eine Möglichkeit besteht darin, dass die Deletion des AtER-ANT1 Gens indirekt zu einer Inaktivierung 

bzw. einer Reduktion der Glycin-Decarboxylaseaktivität führt, so dass das während der Photorespiration 

gebildete Glycin nicht zu Serin decarboxyliert werden kann. Dies hätte einen dramatischen Anstau von 

Glycin unter ambienten CO2-Bedingungen zur Folge.  

Interessanterweise weisen Arabidopsis-Pflanzen, die keine Glycindecarboxylase besitzen, ähnlich wie 

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen einen stark im Wachstum retardierten Phänotyp auf (SOMERVIELLE et al., 

2001; WINGLER et al., 1997; HEINEKE et al., 2001). In diesen Pflanzen konnte ebenso wie in den  

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen eine dramatisch erhöhte Glycin-Konzentration (bis zu 100-fach) sowie 
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eine Reduktion des Chlorophyllgehaltes durch eine verminderte Photosyntheseleistung beobachtet 

werden (HEINECKE et al., 2001).  

Ein Grund der Inaktivierung der Glycin-Decarboxylase in den AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen könnte sein, 

dass die zur Decarboxylierung von Glycin zu Serin notwendigen Cofaktoren, u.a. Tetrahydrofolat, NAD, 

Liponsäure und Pyridoxalphosphat (PLP), nicht in ausreichenden Mengen zur Verfügung stehen  

(WALKER & OLIVER, 1986; YASUNO & WADA; 1998). Pyridoxal-Phosphat wird dabei aus Pyridoxin und 

Vitamin B6 synthetisiert, wobei die Synthese von Vitamin B6 wiederum von der Verfügbarkeit von 

Glutamin und somit Glutamat abhängt (TAMBASCO-STUDART et al., 2005).  

Zur Klärung des dramatischen Glycinanstaus in homozygoten AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen unter 

ambienten CO2-Bedingungen könnten daher Messungen der Glycin-Decarboxylase-Aktivität in  

AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp sehr aufschlussreich sein.  

 

Anhand der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse lässt sich abschließend festhalten, dass unter 

ambienten CO2-Bedingungen das Ausschalten des AtER-ANT1 und damit einhergehend ein verminderter 

ER-Metabolismus, zu dramatischen pleiotropen Effekten im gesamten Pflanzenstoffwechsel führt. Dabei 

konnten durch Wachstumsanalysen und Metaboliten-Bestimmungen an AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen 

unter hoch CO2-Bedingungen eine signifikante Verbesserung sowohl des Wachstums als auch des 

Stoffwechsels beobachtet werden. Zur näheren Analyse der Stoffwechselwege und Metabolite, die direkt 

und nicht über pleiotrope Effekte durch das Ausschalten von AtER-ANT1 zustande kommen, könnten 

weitere Analysen mit Pflanzen dienen, die unter hoch CO2 angezogen wurden. Mit Hilfe von Microarray-

Analysen von AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen, die unter hoch CO2 im Vergleich zum Wildtyp angezogen 

wurden, könnte ebenso ein umfassender Überblick über die physiologische Funktion des AtER-ANT1 

gewonnen werden. Um einen detaillierten Einblick in veränderte Stoffwechselprozesse zu erlangen, die 

direkt mit einer Reduktion des AtER-ANT1 einhergehen, könnte hier auch die physiologische 

Charakterisierung der in dieser Arbeit hergestellten AtER-ANT1 Antisensepflanzen („Knock-down“) eine 

Anwendung finden (Kapitel 3.1.5.1).  

 

Zudem könnten ER-spezifische Untersuchungen weitere Einblicke in die physiologische Funktion des 

AtER-ANT1 liefern. Dazu wäre eine umfangreiche Analyse des ER-Metabolismus, wie zum Beispiel 

Expressionsstudien von ATP-abhängigen ER-Proteinen (u.a. BiP, Calnexin, Calretikulin) über Northern-

Blot-Analysen bzw. quantitative RT-PCR oder die Bestimmung von ER-relevanten Metaboliten (u.a. 

Triacylglycerin, Fettsäuren), in AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen oder Antisensepflanzen eine weitere 

Herausforderung. Zusätzlich wäre es interessant zu untersuchen, ob die Deletion des AtER-ANT1 mit 

einer Veränderung der im ER stattfindenden Proteinfaltung, Glykosylierungsreaktionen oder 

Proteinsekretion einhergeht. 

 

Abschließend stellt sich die Frage, weshalb homozygote AtER-ANT1 Knockout-Pflanzen, denen ATP im 

ER-Lumen fehlt, nicht letal sind. Dabei sollte die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass in 

Pflanzen ein weiteres ATP-Transport-System innerhalb der ER-Membran existieren könnte, welches eine 

zumindest basale ATP-Versorgung des ER-Lumens gewährleisten könnte. Neuste Studien postulieren, 

dass ein in der ER-Membran existierender „Voltage-Dependent-Anion-Channel“ einen ATP-Transport 

über die ER-Membran ins Lumen katalysieren könnte (SHOSHAN-BARMATZ & ISRAELSON, 2005), der eine 
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basale ATP-Versorgung ins pflanzliche Endoplasmatische Retikulum sicherstellen würde. Desweiteren 

könnten alternative Nukleotid-Carrier innerhalb der MCF - von denen erst etwa ein Drittel funktionell 

bekannt ist - existieren, die diese Aufgabe übernehmen (PICAULT et al., 2004).  

 

 

4.2 Die Redundanz verschiedener AAC-Isoformen in Arabidopsis thaliana 

 

Ähnlich wie in Pflanzen konnten in Tieren und Hefen bereits mehrere mitochondriale AAC-Isoformen 

identifiziert werden (HATANAKA et al., 2001; KOLAROV et al., 1990). Dabei konnte in Hefe gezeigt werden, 

dass deren AACs in Abhängigkeit des Stoffwechsels exprimiert werden (KOLAROV et al., 1990; DRGON et 

al., 1992). Dagegen wurde in Tieren eine gewebespezifische Expression der vorhandenen 

mitochondrialen AACs beobachtet (HATANAKA et al., 2001; SHINOHARA et al., 1993). 

In Arabidopsis thaliana konnten bereits drei AAC-Isoformen identifiziert werden, die subzellulär alle in der 

inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind. Dabei wurde über eine heterologe Expression in E. coli 

gezeigt, dass diese Proteine nahezu identische biochemische Charakteristika aufweisen  

(HAFERKAMP et al., 2003). Daher ist es sehr interessant zu klären, weshalb in Arabidopsis thaliana 

verschiedene  

AAC-Isoformen existieren. Aufgrund der ähnlichen biochemischen Eigenschaften der Proteine konnte 

diese Frage noch nicht geklärt werden.  

In den Arbeiten von HAFERKAMP (2003) und GERHOLD (2004) wurde die gewebespezifische und 

entwicklungsabhängige Expression der mitochondrialen AACs aus Arabidopsis thaliana über Promotor-

GUS-Fusionskonstrukte sowie Microarray-Analysen („Genevestigator“) eingehend untersucht. Dabei 

zeigte sich bereits eine omnipräsente Expression der ersten AAC-Isoform (AAC1) in allen Geweben 

sowie in allen Entwicklungsstadien der Pflanze. Dagegen konnte bei AtAAC2 eine verstärkte Expression 

dieses Gens während der Blütenentwicklung beobachtet werden. Im Falle von AtAAC3 zeigte sich eine 

starke Expression während des Abreifens der Pflanzen sowie bei der Entwicklung der Schoten 

(HAFERKAMP, 2003; GERHOLD, 2004).  

 

Um weitere Einblicke in die Redundanz verschiedener AAC-Isoformen zu erlangen, wurde im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit versucht, homozygote Knockout-Pflanzen bezüglich der verschiedenen AtAAC-

Gene zu isolieren.  

 

 

4.2.1 Die Existenz von AtAAC1 ist für Arabidopsis thaliana Pflanzen essentiell 

 

Bislang existieren von der SALK-Bibliothek drei unabhängige Knockout-Linien bezüglich des  

AtAAC1-Gens. Dabei konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es bei allen drei existierenden Linien 

nicht möglich ist, unter ambienten Wachstumsbedingungen auf Erde, homozygote Knockout-Pflanzen 

bezüglich des AtAAC1-Gens zu züchten (Kapitel 3.3.1). Somit scheint eine komplette Deletion des 

AtAAC1-Gens in beiden Allelen zu einem letalen Phänotyp zu führen.  
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Diese Beobachtungen bestärken die Aussagen, welche durch die Analyse der gewebe- und 

entwicklungsspezifischen Expression von AtAAC1 bereits gewonnen wurden, dass es sich bei AtAAC1 

um ein omnipräsent stark exprimiertes Protein handelt. Die Letalität homozygoter AtAAC1 Knockout-

Pflanzen zeigt weiter, dass dieses Gen für die Pflanze absolut essentiell ist und bei einem Verlust des 

Gens auch nicht durch die anderen zwei AAC-Isoformen ersetzt werden kann. 

 

Zu einer weiteren Analyse der physiologischen Funktion des AtAAC1-Gens innerhalb der Pflanze könnte 

die Herstellung von Dosismutanten wie Antisense- oder RNAi-Pflanzen hilfreich sein. AtAAC1 ist 

allerdings auf DNA-Ebene zu der Isoform AtAAC2 bis zu 85% und zu AtAAC3 bis zu 70% homolog. 

Aufgrund dieser Tatsache ist die Herstellung von Knockdown-Mutanten bezüglich des AtAAC1 Gens 

relativ schwierig.  

Weiterhin könnte ein Versuch unternommen werden, die Samen von geselbsteten heterozygoten AtAAC1 

Knockout-Pflanzen unter verbesserten Bedingungen auszusäen, um ein Auskeimen der homozygoten 

AtAAC1 Knockout-Samen zu induzieren. Dazu könnte eine Aussaat der Samen in Sterilkultur eine 

Möglichkeit zur Züchtung von homozygoten AtAAC1 Knockout-Pflanzen darstellen. Eine weitere 

Möglichkeit stellt eine Aussaat unter hoch CO2-Bedingungen dar, die beispielsweise auch das Wachstum 

homozygoter Knockout-Pflanzen bezüglich des AtER-ANT1 Gens signifikant verbesserte. 

 

 

4.2.2 Homozygote Knockout-Pflanzen bezüglich AtAAC2 und AtAAC3 

 

Bei den Isoformen AtAAC2 und AtAAC3 ist es in der vorliegenden Arbeit gelungen homozygote 

Knockout-Pflanzen bezüglich der jeweiligen Gene zu züchten (Kap. 3.3.3; Abb. 3.37; Kap. 3.3.4; Abb. 

3.38). Hier war eine Anzucht der jeweiligen Knockout-Mutanten unter ambienten Wachstumsbedingungen 

auf Erde möglich. Weiter konnte beobachtet werden, dass sowohl die AtAAC2 als auch die AtAAC3 

Knockout-Pflanzen unter diesen Bedingungen keinen morphologischen Phänotyp aufweisen. 

Das Ergebnis zeigt, dass AtAAC2 und AtAAC3 in Arabidopsis thaliana im Bereich der  

Pflanzenentwicklung eine eher untergeordnete Funktion im Vergleich zur Isoform AtAAC1 besitzen. Diese 

Beobachtungen bekräftigen die Ergebnisse der gewebe- und entwicklungsspezifischen Analysen von 

HAFERKAMP (2003) und GERHOLD (2004), die eine Expression dieser Gene besonders im Adultstadium 

der Pflanzen zeigen. 

 

Durch die Identifizierung von homozygoten AtAAC2 und AtAAC3 Knockout-Pflanzen können nun im 

weiteren Forschungsverlauf eine Reihe von Studien durchgeführt werden, die zur Analyse der 

physiologischen Funktion dieser Gene im pflanzlichen Stoffwechsel dienen. So könnten beispielsweise 

umfangreiche Metabolit-Untersuchungen stoffwechselspezifische Wirkungsweisen der Isoformen AtAAC2 

und AtAAC3 aufdecken. Dabei sollte allerdings darauf geachtet werden, dass bei den Metaboliten-

Bestimmungen besonders die Gewebe untersucht werden, in denen AtAAC2 bzw. AtAAC3 exprimiert 

werden (AtAAC2: Blüte; AtAAC3: Samen/Schoten). Microarray-Analysen der Knockout-Pflanzen könnten 

außerdem einen umfassenden Überblick über die physiologische Funktion der beiden Transportproteine 

liefern. Weiter wäre es mittels Northern-Blot-Analysen sehr interessant zu untersuchen, ob die Deletion 

der Isoform zwei oder drei möglicherweise jeweils zu einer Hochregulation der anderen Isoformen führt.  
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4.2.3 AtAAC5: Eine weitere Isoform in Arabidopsis thaliana 

 

Bereits in der Diplomarbeit von LEROCH (2003) konnte eine weitere AAC-Isoform in Arabidopsis thaliana 

identifiziert werden. Studien zur subzellulären Lokalisierung mittels transienter Expression in isolierten 

Tabakprotoplasten sprechen für eine Lokalisierung des AtAAC5 in den Mitochondrien. Allerdings könnte 

aufgrund der sehr ähnlichen Größe von Mitochondrien und Peroxisomen auch eine Lokalisierung des 

AtAAC5 in den Peroxisomen in Betracht gezogen werden (LEROCH, 2003). Bemerkenswerterweise 

konnte über Analysen der Aminosäuresequenz nachgewiesen werden, dass dieses Protein wie  

AtER-ANT1 kein N-terminales Transitpeptid besitzt. Weiter wurde in der Diplomarbeit versucht, die 

biochemische Funktion des AtAAC5 durch heterologe Expression des Proteins im E. coli-System zu 

untersuchen. Allerdings konnte zu dieser Zeit die Funktion des Proteins in diesem System noch nicht 

geklärt werden. 

 

In Rahmen der vorliegenden Arbeit hat sich gezeigt, dass eine funktionelle biochemische 

Charakterisierung des AtER-ANT1 im heterologen E. coli-Expressionssystem nur dann ermöglicht wird, 

wenn das Protein ohne einen c-terminalen Histidin-Tag in den E. coli-Zellen exprimiert wird. In der 

Diplomarbeit von LEROCH (2003) wurde die Expression des AtAAC5 in E. coli mit einem Histidin-Tag 

durchgeführt. Auch im Falle von AtAAC5 sollte daher ausgeschlossen werden, dass ein Histidin-Tag 

einen funktionellen Einbau des AtAAC5-Proteins in die E. coli-Membran behindert. Um die biochemische 

Funktion des AtAAC5 zu klären, könnte daher im weiteren Forschungsverlauf das AtAAC5-Protein ohne 

diesen zusätzlichen Histidin-Tag in E. coli exprimiert werden. Zusätzlich könnte auch eine Verlängerung 

der Induktionszeiten für die heterologe Expression des AtAAC5 in E. coli hilfreich sein, sowie eine 

Optimierung der Medien, die bei der E. coli-Anzucht verwendet werden. Einen positiven Effekt auf die 

Transportaktivität des AtER-ANT1 durch Optimierung der E. coli-Anzucht konnte dabei in dieser Arbeit 

gezeigt werden. 

 

Im Falle von AtAAC5 könnte es sich auch um ein Transportprotein handeln, das im Gegensatz zu den 

anderen vier Isoformen weder ATP noch ADP transportiert. Beispielsweise konnten bereits in Hefe (Leu 

5) und Mensch (Greaves Disease Carrier) MCF-Mitglieder identifiziert werden, die subzellulär in den 

Mitochondrien lokalisiert sind und als Transportsubstrat Coenzym A aufweisen (PROHL et al., 2001). 

 

Zur physiologischen Charakterisierung der fünften AtAAC-Isoform wurden in dieser Arbeit homozygote 

Knockout-Pflanzen bezüglich des AtAAC5-Gens gezüchtet (Kapitel 3.3.4; Abb. 3.39). Auch diese 

Pflanzen zeigen unter ambienten Wachstumsbedingungen auf Erde keinen morphologisch erkennbaren 

Phänotyp. Daher wäre es zukünftig interessant zu untersuchen, ob Bedingungen geschaffen werden 

können, die einen sichtbaren Phänotyp der homozygoten AtAAC5 Knockout-Pflanzen zur Folge haben. 

Zudem wäre eine umfangreiche physiologische Analyse der vorliegenden homozygoten AtAAC5-

Pflanzen eine weitere interessante Aufgabe. Dabei könnten Microarray-Analysen und umfangreiche 

Metaboliten-Bestimmungen in homozygoten AtAAC5-Pflanzen interessante Einblicke in die 
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physiologische Funktion dieses Transportproteins gewähren. Zudem könnten solche Metaboliten-

Bestimmungen Hinweise auf die Transportfunktion des AtAAC5 aufzeigen. 

Weiter wurden in dieser Arbeit im Hinblick auf die physiologische Bedeutung des AtAAC5-Gens 

transgene AtAAC5-Promotor-GUS-Pflanzen hergestellt (Abb. 3.40). Eine Analyse dieser Pflanzen könnte 

zeigen, in welchem Gewebe bzw. Entwicklungsstadium der Pflanze AtAAC5 exprimiert wird.  

 

 

4.3 Ein Adeninnukleotid-Transporter in dem einzelligen Protisten Entamoeba histolytica 

 

Studien belegen die Existenz einer Reihe von eukaryotischen Organismen, die keine klassischen 

Mitochondrien tragen. Jedoch konnten in diesen Organismen alternative Organellen in Form von 

Hydrogenosomen oder Mitosomen identifiziert werden (BIAGINI et al., 1997; EMBLEY et al., 1997; ROGER, 

1999; YARLETT & HACKSTEIN, 2005; VAN DER GIEZEN & TOVAR, 2005; VAN DER GIEZEN et al., 2005).  

Eine Analyse des phylogenetischen Ursprungs dieser Organellen gestaltet sich sehr schwierig, weil mit 

einer Ausnahme (Nyctotherus ovalis) die Hydrogenosomen und Mitosomen im Gegensatz zu den 

Mitochondrien kein eigenes Genom besitzen (TOVAR et al., 2004; TOVAR & VAN DER GIEZEN, 2005). Weiter 

zeichnen sich Hydrogenosomen und Mitosomen durch das Fehlen einer für Mitochondrien typischen 

Elektronentransportkette aus (MÜLLER, 1998; VAN DER GIEZEN et al., 1997; MARTIN & MÜLLER, 1998; 

TOVAR et al., 1999; WILLIAMS et al., 2002; DYALL et al., 2004).  

Ein zentrales Merkmal, das diese drei Organelltypen dennoch evolutiv stark miteinander verbindet ist die 

gemeinsame Fähigkeit zur Eisen-Schwefel-Clusterbildung, die für den komplexen Stoffwechsel 

eukaryotischer Zellen essentiell ist (WILLIAMS et al., 2002; TOVAR et al., 2993; VAN DER GIEZEN et al., 2005; 

LILL & MÜHLENHOFF, 2005). 

 

Für einen tieferen Einblick in die Entstehung von Mitochondrien, Hydrogenosomen und Mitosomen stellt 

die biochemische Charakterisierung von ATP/ADP-Transportproteinen eine sehr gute Möglichkeit dar. 

Dabei konnte bereits ein klassischer AAC in Hydrogenosomen von Neocallimastix, sowie ein alternativer 

ATP/ADP-Transporter in Trichomonas gallinae biochemisch charakterisiert werden (VONKEN et al., 2002; 

TJADEN et al., 2004). Für weiterführende Untersuchungen wurde im Rahmen der vorliegenden 

Dissertation ein ATP/ADP-Transporter in dem Mitosomen-tragenden einzelligen Protisten Entamoeba 

histolytica biochemisch charakterisiert. Hierzu wurde das für diesen Carrier stabilere heterologe  

E.coli-Expressionssystems (E.coli-Stamm C43) verwendet. Bei den Studien konnte gezeigt werden, dass 

sich dieses Transportprotein in seinen biochemischen Eigenschaften stark von bereits charakterisierten 

klassischen AACs und alternativen ATP/ADP-Transportern unterscheidet (VONKEN et al., 2002; TJADEN et 

al., 2004; HAFERKAMP, 2003; Kapitel 3.4). 

 

Bei der Analyse des Substratspektrums des Transporters aus Entamoeba histolytica (EhANT1) durch 

eine heterologe Expression des Transportproteins in E.coli konnte beobachtet werden, dass EhANT1 im 

Gegensatz zu allen bisher bekannten klassischen AACs und alternativen ATP/ADP-Transportern außer 

ATP und ADP ebenso in der Lage ist, AMP zu transportieren (Tab. 3.11). Dabei ist es interessant zu 

vermerken, dass EhANT1 im phylogenetischen Stammbaum eine gesonderte Stellung einnimmt, da 

dieses Transportprotein weder zu den klassischen AACs noch zu dem alternativen ATP/ADP-Transporter 
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aus Trichomonas gallinae gruppiert wird (Abb. 3.41). EhANT1 wird im phylogenetischen Stammbaum in 

die Brittle-Familie eingegliedert. Für das Brittle-Homolog aus Solanum tuberosum konnte bereits ein 

Transport von ATP, ADP und AMP nachgewiesen werden (LEROCH et al., 2005). Zudem ist es in dieser 

Arbeit gelungen, die Substrataffinitäten des EhANT1 für ATP und ADP detailliert zu analysieren. Dabei 

ergaben die ermittelten Daten, dass EhANT1 im Vergleich zu dem alternativen AAC und den klassischen 

AACs eine geringere Affinität sowohl für ATP als auch für ADP besitzt (Tab. 3.10). Zusätzlich konnte 

gezeigt werden, dass der Transport dieser Substrate nicht in Abhängigkeit eines Membranpotentials 

stattfindet. Diese Ergebnisse werden durch Studien bestärkt, die belegen, dass Mitosomen keine 

Enzymkomplexe der Atmungskette innerhalb ihrer Membranen besitzen. Aufgrund dessen sind sie nicht 

zur Ausbildung einer Elektronentransportkette und damit einhergehend zur Bildung eines 

Membranpotentials in der Lage (MÜLLER, 1998; VAN DER GIEZEN et al., 1997; MARTIN & MÜLLER, 1998; 

TOVAR et al., 1999; WILLIAMS et al., 2002; DYALL et al., 2004). 

Sowohl Mitochondrien als auch Hydrogenosomen sind in der Lage ATP zu synthetisieren. Die  

ATP-Synthese in den Mitochondrien verläuft dabei über die Atmungskette, den Citratzyklus und die  

F0/F1-ATPase. Bei Hydrogenosomen konnte hingegen eine ATP-Produktion über eine 

Substratkettenphosphorylierung beobachtet werden. In Mitosomen hingegen findet keine ATP-Produktion 

statt (MÜLLER, 1993, 1998; VAN DER GIEZEN et al., 1997; MARTIN & MÜLLER, 1998; TOVAR et al., 1999, 

2003; MARTIN et al., 2001; WILLIAMS et al., 2002; DYALL et al., 2004). Aufgrund dieser Tatsache scheint 

die Funktion eines mitosomalen ATP/ADP-Transporters im Gegensatz zu klassischen und alternativen 

AACs in der Versorgung der Mitosomen mit ATP zu liegen. Es wird daher kein ATP aus dem Organell 

exportiert sondern importiert, um energieverbrauchende Reaktionen innerhalb der Mitosomen zu 

gewährleisten, wie beispielsweise die Eisen-Schwefel-Cluster-Bildung, den Protein-Import oder die 

Protein-Faltung. 

Die Analyse von Inhibitoren der klassischen und alternativen AACs, die innerhalb dieser Arbeit 

durchgeführt wurde, bestärkt zudem die Hypothese einer divergenten Evolution von Mitochondrien, 

Hydrogenosomen und Mitosomen (Tab. 3.12). Dabei konnte gezeigt werden, dass alle klassischen 

ATP/ADP-Transporter hochgradig sensitiv gegenüber Bongkreksäure und teilweise auch gegen 

Carboxyatractylat sind (AtAAC2; AAC1 N.spec.). Dagegen sind sowohl der alternative hydrogenosomale 

ATP/ADP-Transporter aus Trichomonas gallinae als auch der mitosomale Adeninnukleotid-Transporter 

aus Entamoeba histolytica absolut insensitiv gegenüber BKA und CAT. Interessanterweise unterscheiden 

sich auch die Inhibitorspektren der alternativen Transporter aus Trichomonas gallinae und Entamoeba 

histolytica. Bei EhANT1 konnte eine Inhibierung des ATP-Transportes durch die Zugabe von PLP und 

NEM beobachtet werden, die wiederum auf den alternativen AAC aus Trichomonas keinerlei Einfluss 

hatten.  

 

Die hier gezeigten Ergebnisse verdeutlichen, dass weiterführende Analysen an ATP/ADP-

Transportproteinen von basalen einzelligen Organismen notwendig sind, um die komplexe divergente 

Evolution von Mitochondrien, Hydrogenosomen und Cryptosomen besser zu verstehen. So konnte 

beispielsweise ein weiterer putativer AAC in Dictyostelium disciodeum (Amoeba) identifiziert werden 

(http://www.dictyostelium.org/), dessen biochemische Charakterisierung ebenso zur Klärung beitragen 

könnte. 
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5. Zusammenfassung 

Die Transportproteine AtER-ANT1 und OsER-ANT1 sind Vertreter der MCF (mitochondrial carrier family) 

und werden phylogenetisch in die Gruppe der klassischen mitochondrialen ADP/ATP-Transporter (AACs) 

eingegliedert. Unter Verwendung des heterologen E. coli-Expressionssystems konnte gezeigt werden, 

dass es sich bei AtER-ANT1 und OsER-ANT1 um spezifische ADP/ATP-Transporter handelt. Der 

Transport dieser Substrate verläuft in Form eines Gegentausches, entsprechend den klassischen 

mitochondrialen AACs. Sowohl AtER-ANT1 als auch OsER-ANT1 sind hochgradig insensitiv gegen die 

Hemmstoffe BKA und CAT der klassischen mitochondrialen AACs. Dagegen konnte für diese 

Transportproteine NEM (N-ethylmaleimid) als spezifischer Hemmstoff identifiziert werden, der 

interessanterweise auch eine inhibierende Wirkung auf den Nukleotidtransport über die ER-Membran 

besitzt. Der Transport der klassischen mitochondrialen AACs wird dagegen nicht beeinflusst. 

Untersuchungen zur subzellulären Lokalisierung von AtER-ANT1 mittels GFP-Fusion ergaben, dass 

dieses Protein in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist. Weiter wurde eine 

Methode etabliert, die Lokalisierung des AtER-ANT1 in planta zu untersuchen. Durch 

Saccharosedichtegradienten-Zentrifugation in Abhängigkeit der An- bzw. Abwesenheit von Mg
2+
 konnte 

die Lokalisierung des AtER-ANT1 im ER bestätigt werden. Weiter konnte mit diesem Gradienten auch 

eine Kolokalisierung des AtER-ANT1 mit dem ER-spezifischen Marker-Protein Calretikulin gezeigt 

werden. Eine Analyse der gewebespezifischen Expression offenbarte eine starke Expression des AtER-

ANT1 in Geweben, die eine hohe ER-Aktivität aufweisen, u.a. die Wurzelspitze, die Leitgefäße, die 

Samen und die Pollengewebe. Desweiteren wurde die physiologische Rolle des AtER-ANT1 anhand von 

zwei unabhängigen Knockout-Linien bezüglich dieses Gens umfassend untersucht. Es konnte dabei 

gezeigt werden, dass der dramatisch im Wachstum retardierte Phänotyp der Knockout-Pflanzen unter 

ambienten Wachstumsbedingungen mit einer enormen Veränderung des gesamten Stoffwechsels 

einhergeht. Detaillierte Metabolit-Analysen zeigten außerdem, dass die Deletion des AtER-ANT1 Gens 

besonders starke pleiotrope Effekte auf den Photorespirationsstoffwechsel hat. Diese Beobachtungen 

wurden durch Analysen der Knockout-Pflanzen unter hoch CO2-Bedingungen bestätigt. Die hoch CO2-

Bedingungen bewirkten sowohl eine Verbesserung des gesamten Stoffwechsels als auch der 

morphologischen phänotypischen Erscheinung der Knockout-Pflanzen. 

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit beschäftigte sich mit der Redundanz verschiedener AAC-

Isoformen in Arabidopsis thaliana, die auf biochemischer Ebene sehr ähnliche Eigenschaften besitzen. 

Knockout-Analysen zeigten, dass AtAAC1 für den pflanzlichen Stoffwechsel essentiell ist, da das 

Ausschalten eine Letalität der Pflanzen hervorruft. Für AtAAC2 und AtAAC3 kann dahingegen eine 

physiologische Bedeutung in späten Entwicklungsstadien der Pflanze angenommen werden. 

Neben der Charakterisierung pflanzlicher Transportproteine wurde zudem ein mitosomaler 

Adeninnukleotid-Transporter aus dem Protisten Entamoeba histolytica biochemisch unter Verwendung 

des heterologen E. coli-Expressionssystems charakterisiert. Die Analysen ergaben, dass es sich bei 

diesem Adeninnukleotid-Transporter um ein zu den klassischen mitochondrialen AACs alternatives 

Transportprotein handelt, das sich sowohl im Substratspektrum als auch in Inhibitorstudien von bereits 

charakterisierten mitochondrialen und hydrogenosomalen ATP/ADP-Transportern unterscheidet. 

Mitosomen benötigen Energie u.a. zur Bildung von Fe-S-Clustern. Da diese Organellform im Gegensatz 

zu Mitochondrien und Hydrogenosomen nicht zu einer ATP-Synthese fähig sind, indizieren die ermittelten 

Daten eine physiologische Funktion dieses Proteins in der Versorgung der Mitosomen mit ATP. 
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7. Anhang 

 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

 

% (v/v) Volumenprozent 

% (w/v) Gewichtsprozent 

At Arabidopsis thaliana 

AAC ATP/ADP-Transporter Isoform 

AtAAC1  ATP/ADP-Transporter 1 Arabidopsis thaliana 

AtAAC2 ATP/ADP-Transporter 2 Arabidopsis thaliana 

AtAAC3 ATP/ADP-Transporter 3 Arabidopsis thaliana 

AtER-ANT1 ATP/ADP-Transporter 4 Arabidopsis thaliana 

AtAAC5 ATP/ADP-Transporter 5 Arabidopsis thaliana 

AACN.sp. ATP/ADP-Transporter1 Neocallimastix sp.L2 

Abb. Abbildung 

ADP Adenosindiphosphat 

Amp Ampicillin 

AMP Adenosinmonophosphat 

ANT Adenosin-Nukleotid-Transporter 

APS Ammoniumpersulfat 

AS Aminosäuren 

ATP Adenosintriphosphat 

Bidest doppelt destilliert 

Bp Basenpaar 

StBT-1 ATP/ADP-Transporter1  Solanum tuberosum 

BKA Bonkreksäure 

BSA Rinderserumalbumin 

CAT Carboxyatractylat 

CCCP Carbonyl-Cyanid-m-Chlorophenylhydrazon 

cDNA komplementäre DANN 

Ci Curie 

Clm Chloramphenicol 

CTP Cytosintriphosphat 

dATP 2'-Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP 2'-Desoxycytosintriphosphat 

dGTP 2'-Desoxyguanosintriphosphat 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DTT Dithiothreitol 

dTTP 2'-Desoxythymidintriphosphat 

E. coli Escherichia coli 

EhANT1  Adenosin-Nukleotid-Transporter1 aus Entamoeba histolytica 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ETPS "Energy Transfer Protein Signatures", konservierter Sequenzabschnitt 

g Erdbeschleunigung 
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GFP Green Fluorescence Protein 

GTP Guanosintriphosphat 

HIS Histidin 

His-tag Histidin-tag  

HMP31 T.g. ATP/ADP-Transporter Trichomonas gallinae 

IPTG Isopropylthiogalaktosid 

Kap. Kapitel 

Kb Kilobasenpaare 

kDa Kilodalton 

KM Michaelis-Menten-Konstante 

LEU Leucin 

MCS "Multiple Cloning Site" 

mRNA "messenger"-RNA 

NAD(P) Nikotinamiddinukleotid(phosphat) 

NEM N-ethylmaleimid 

OD600 Optische Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm 

OsER-ANT1 Adeninnukleotidtransporter aus Oryza sativa 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR Polymerasekettenreaktion 

PLP Pyridoxalphosphat 

Rif Rifampicin 

RNA Ribonukleinsäure 

RV Restriktionsverdau 

S.c. Saccharomyces cerevisiae 

S.t. Solanum tuberosum 

SDS Sodiumdodecylsulfat 

Tab. Tabelle 

Tet Tetrazyklin 

Tris Tris-Hydroxymethylaminomethan 

TTP Thymidintriphosphat 

U Unit (µmol Substrat pro Minute) 

u.a. unter anderem 

UDP Uridindiphosphat 

UDP-Glc Uridindiphosphat-Glukose 

URA Uracil 

Vmax Maximalgeschwindigkeit 

z. B.  zum Beispiel 
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7.2 Symbole für Aminosäuren 

 

A Ala Alanin 

C Cys Cystein 

D Asp Asparaginsäure 

E Glu Glutaminsäure 

F Phe Phenylalanin 

G Gly Glycin 

H His Histidin 

I Ile Isoleucin 

K Lys Lysin 

L Leu Leucin 

M Met Methionin 

N Asn Asparagin 

P Pro Prolin 

Q Gln Glutamin 

R Arg Arginin 

S Ser Serin 

T Thr Threonin 

V Val Valin 

W Try Tryptophan 

Y Tyr Tyrosin 
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