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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Hexokinase als erstes Enzym des Glukose-Stoffwechsels

D-Glukose (des Weiteren nur Glukose genannt) ist ein zentradeabidlit im Stoffwechsel
aller Lebewesen. In Pflanzen ist sie Bestandteil wichtiggrenhydrate wie Saccharose und
Starke, sowie der Strukturpolysaccharide Zellulose, HemizellulndeKallose. Ausgehend
von Glukose konnen die sekundaren Pflanzenstoffe, Aminoséuren, Fettsduren stéelor
der Nukleotidzucker synthetisiert werden. Durch Abbau in der Glykalysl anschliel3ender
Veratmung wird die in den chemischen Bindungen des Glukosemolek§fzigeerte
Energie dem Organismus zugefihrt (s. Abb. 1).

Erster Schritt der Metabolisierung von Glukose ist die Phosphoryijedes Kohlenstoff-
atoms C-6. Katalysiert wird die Reaktion durch das Enzym Hexakir{axk) unter

Verbrauch einer energiereichen Phosphatbindung von ATP.

Aminosauren

Sekundar-Metabolismus Nukleotide
Ery4P, Rib5P
@ Saccharose
Saccharose Zellwand
ATP ADP /

.. UDP-Glc
Starke —»| Glc ﬁf» Glc6P @» ADP_GIe
N

/

Zellwand Starke

®

Pyruvat

N

Aminosauren Fettsduren

Atmung

Abbildung 1: Zentrale Stellung von Glukose und Herase im Stoffwechsel, eingerahmt die Hexokinase-
Reaktion.1l: Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase fihrt in derd@iien Pentosephosphatw@g,Phosphoglu-
komutase fihrt in die Synthese von UDP-Glukose ABdP-Glukose,3: Phosphoglukoisomerase fuhrt in die
Glykolyse. Abkurzungen: Ery4P: Erythrose-4-phosphatc: Glukose, Glc6P: Glukose-6-phosphat, Rib5P:
Ribose-5-phosphat.



2 Einleitung

Aufgrund der Universalitat von Glukose im Stoffwechsel sind Hexokmase allen
Lebewesen verbreitete Enzyme (Cardestad., 1998). Das Wort ,Hexokinase* besagt, dass
aul3er Glukose auch andere Hexosen, z.B. Fruktose oder Mannose, dem Bn3uivstiat
dienen koénnen, wenn auch mit unterschiedlichen Affinitaten. So istfliigtét zu Fruktose
in der Regel deutlich geringer als zu Glukose oder Mannose (s. 1.7.1DieRRinosphorylie-
rung von Fruktose gibt es daher auch spezialisierte Fruktokinaseryutieirell nicht mit
Hexokinasen im engeren Sinne verwandt sind (Berkal., 1993). Gleiches qilt fir
prokaryotische Hexosekinasen, die z.B. als Glukokinasen in der Regklrreine einzige
Hexose spezifisch sind (Carderghsl., 1998).

In den folgenden Abschnitten werden grundlegende Aspekte des pflanzlichiesrstoit-
wechsels dargestellt und die Rolle der Hexokinase darin beschrseivéa,die Eigenschaften
bisher charakterisierter Hexokinasen dargelegt. Enzymatischekti®®een, die zum

Hexokinase-Substrat Glukose fuhren, sind in Abbildung 2 zusammengefasst.

1.2 Triosephosphate, Saccharose und Stéarke als Produkte der Photosynthese

Photosynthetisch aktive Pflanzen sind in der Lage, aus @@ Wasser energiereiche
Kohlenhydrate zu erzeugen. Die dazu erforderliche Energi@ aurch Photosynthese aus
Sonnenlicht gewonnen. Diese Reaktionen laufen in den Chloroplasten ab. PoziuR®-
Assimilation sind die Triosephosphate Glyzerinaldehyd-3-phosphat uhgdidkyace-
tonphosphat. Sofern diese nicht bereits in den Chloroplasten metabulesiéen, werden sie
durch einen Triosephosphat/Phosphat-Translokator (TPT) ins Zytosol triaersdétiegeet

al., 1978; Flugge, 1999). Dort werden sie in die Glykolyse eingeschleusino8accharose
(Suc) umgewandelt. Uberschiissige Triosephosphate werden in den CileropiaForm
transitorischer Starke zwischengespeichert. Pflanzengewebmetiie CQ assimilieren, als
sie selber verbrauchen, werden &tsirce bezeichnet. Pflanzengewebe, die auf den Import
von Assimilaten ausSource-Geweben angewiesen sind, hauptséchlich in Form von
Saccharose, nennt mé@ink. Ein sich entwickelndes Blatt z.B. ist zuerst &mk und

entwickelt sich zun$ource.



Einleitung 3

1.3 Abbau von Starke

Der Abbau von Stéarke im Blatt ist noch nicht im Detail verstan@emaret al., 2004).
Studien transgener Pflanzen mit reduzierter TPT-Aktivitat terig dass der Triose-
phosphat/Phosphat-Translokator fir den Export der Abbauprodukte transitorisgéHex S
nicht essentiell ist (Riesmeiest al., 1993, Schneideet al., 2002). Dagegen zeigten
Arabidopsis thaliana Pflanzen mit mutiertem Maltose-Transporter MEX1 deutlich
verringerten Wuchs und Chlorophyllgehalt, was darauf hindeutet, dastosklatias
Hauptprodukt des Starkeabbaus ist (Niittgtdal., 2004). Dies wurde fur den néachtlichen
Starkeabbau in Spinat experimentell bestatigt (Wetis¢., 2004). Homologe Gensequenzen
zu MEX1 in anderen Pflanzen lassen vermuten, dass dieser Abbaaw&flanzen
konserviert ist.

Die ins Zytosol exportierte Maltose wird von einer Glukosyltraisie in zwei Glukose-
Molekile gespalten, von denen eines auf ein noch weitgehend unbekannttskBolypder
Heteroglykan ubertragen wird (Chéhal. 2004; Fettkest al., 2004; Luet al., 2004). Dieses
Polyglukan wird vermutlich durch eine zytosolische Starke-PhospheryasGlukose-1-
phosphat abgebaut, welches anschlieend in die Saccharose-Produkiieffeginkann
(Fettke et al., 2004; Sharkeyet al., 2004). Auf- und Abbau des Polyglukans durch die
genannten Enzyme ist auf noch unverstandene Weise essentidirfibtarkeabbau, wie
entsprechenddérabidopsis thaliana Mutanten zeigten (Sharkest al., 2004). Die bei der
zytosolischen Glukosyltransferase-Reaktion freigesetzte GlukeseSubstrat fur die
Hexokinase. Geringe Mengen Glukose entstehen auch Peimylolytischen Abbau der
Starke im Plastiden durch Aktivitat einer plastidaren Glukosylteaase, Maltose-
Phosphorylase oder-Glukosidase (Critchlegt al., 2001; Zeemast al., 2004).

1.4 Transport von Saccharose irsink-Gewebe und dortige Spaltung

In den meisten héheren Pflanzen ist Saccharose die HaupttranspamioiKohlenhydraten.

Die im Source-Gewebe produzierte Saccharose wird durch Plasmodesmen bis zum-Phloem
Parenchym transportiert, wo sie Uber einen apoplastischentSaoiditaktiven Transport in

die Phloem-Elemente aufgenommen wird (Turgeon, 1989; Riesraeiar, 1994). Die
Entladung des Phloems erfolgt je nach Spezies, Gewebe und Entwickistagsz
symplastisch oder apoplastisch (Patrick, 1997). Im Zielgewebe kan8adigharose durch

zwei Enzyme gespalten werden, um sie dem weiteren Stoffwertiaéiihren (Koch, 2004):
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Saccharose-Synthase (SuSy) katalysiert die Reaktion Suc + LDPruktose + UDP-
Glukose, Invertase spaltet die Saccharose in ihre Untereinhditkns& und Fruktose. Die
dabei entstehende Glukose dient der Hexokinase als Substratasenekbmmen im Zytosol,

in der Vakuole und in der Zellwand vor. Es gibt Hinweise auf zyklischen Abbau und Synthese
von Saccharose unter Mitwirkung von Invertasen und Hexokinase (Msoak, 1998,
Nguyen-Quoc und Foyer, 2001).

Starke

e / Plastid
AW O)

Triose-

hospat
P P Maltose

Triose-

Glukan
Saccharose @ Y® Saccharose

Zellwand
7®

Fruktose

Zytosol

Saccharose @>

Fruktose

Vakuole

Abbildung 2: Schematische Ubersicht des zu Glukidéeenden Stoffwechsels in einer Pflanzenzelle. Der
Einfachheit halber wurde auf Unterscheidung v8ource- und Snk-Zelle verzichtet. Durch Zahlen
gekennzeichnete enzymatische Reaktionen flihrenlzko&e. 1: Zellwandgebundene Invertase, 2: zytsshé
Invertase, 3: vakuolare Invertase, 4: plastiggfemylase und Glukosyltransferase, Maltose-Phosghseyoder

a-Glukosidase, 5: zytosolische Glukosyltransfer@s&lukanase, Zellulase, Kallase.
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1.5 Hexokinase als Zuckersensor

Zucker sind nicht nur Energiequelle und Ausgangspunkt vielfaltigeth8sewege, sondern
Uben auch einen regulatorischen Effekt auf die Expression spezifiSdmes, z.B. des
Kohlenhydrat-Stoffwechsels, Sekundar-Metabolismus, der StickstsimAlation und
Photosynthese aus. Beeinflusst von Zuckern sind Embryogenese, Kelmtwgrklung von
Wurzel und Blatt, Blite, Stress-Antwort, Pathogen-Abwehr, Wund-Antwadt Seneszenz
(zusammengefasst von Koch, 1996; Sheeal., 1999; Halford und Paul, 2003). Bei der
Perzeption des Zucker-Signals werden verschiedene Mechanismamget, die unter dem
Begriff ,Sugar Sensing® zusammengefasst werden. Fir einen dieser Mechanismen gilt
Hexokinase als wesentlicher Bestandteil. Uber enge VerbindungeernzPflanzenhormonen
Auxin und Cytokinin werden komplexe Wechselwirkungen mdglich (Maral., 2003).
Durch Hexokinase vermittelte Genregulation wurde fir verschiedene @G Photosynthese
(Jang und Sheen, 1994), des Glyoxylatzyklus (Graleamal., 1994), flir Mannitol-
Dehydrogenase (Pra¢hal., 1997) undx-Amylase (Umemurat al., 1999) beschrieben.

Nach transienter Transformation von Maisprotoplasten mit siebechuedgnen Promotoren
photosynthetischer Gene wurde festgestellt, dass deren AktivitatZngelve verschiedener
Zucker reprimiert wurde (Sheen, 1990). Bei spateren Versuchen Jestigestellt, dass
innerzellulare Glukose die Reprimierung auslost, wobei die Phosplondiedurch
Hexokinase das entscheidende Element ist (Jang und Sheen, 1994¢t Reg01999).
Hexose-Phosphate hatten keine reprimierende Wirkung, was zeigte kelass weitere
Metabolisierung zur Signalgenerierung noétig ist. Glukose-Analogitem nur, wenn sie
Substrat von Hexokinase waren. Durch den Hexokinase-Inhibitor Mannoheptulose diennt
Reprimierung aufgelost werden. Uberexpression der Hexokinasen AtHxk1Atdek2 in
Arabidopsis thaliana fuhrte zu Hypersensitivitat von Keimlingen gegeniber Glukose,
Inhibition durchAntisense-Technik zu Hyposensitivitat (Jamyal., 1997). Starke Expression
von AtHxkl in Tomatenpflanzen resultierte in vermindertem Wuchs umhggeer
Photosynthese, sowie verfrihter Seneszenz éDal., 1999). Dagegen zeigten Kartoffel-
pflanzen mit erhohter oder verminderter endogener Hexokinase-Akteitde Auffalligkei-
ten, die auf Hexokinase als Zuckersensor schlie3en lieRen. Gleichwolnl beioe dabei
verwendeten Isoformen irArabidopsis thaliana Pflanzen mit verminderter endogener
Hexokinase-Aktivitat deren Hyposensitivitat gegentber Glukose aulvendiet al., 1999,
2002). Aufgrund experimenteller Schwéachen und der vielfaltigen Moglierkgileiotroper
Effekte durch Manipulation der Hexokinase-Aktivitat war (und ist) Rolle von Hexokinase

als Zuckersensor umstritten (Halfoad al., 1999). Die Isolierung zweier Mutanten von



6 Einleitung

AtHxk1 ausArabidopsis thaliana, die trotz fehlender katalytischer Funktion noch Einfluss auf
die Genexpression nehmen kodnnen, ist allerdings ein denkbar guterf@eilege Funktion

als Zuckersensor (Mooet al., 2003).

Wie das Signal von der Hexokinase zur Genregulation weitergteleitd, ist fur Pflanzen
noch ganzlich unbekannt. Es werden mehrere Mdoglichkeiten diskutiert,i wadoe auf
Modelle aus der Backerhefgaccharomyces cerevisiae angewiesen ist (Rollanet al., 2002

B). Wie aus Strukturuntersuchungen bekannt ist, vollzieht das Hexolnatzn wahrend
der Katalyse mehrere Konformationsanderungen bei Bindung von Glukosejtharnbei
Bindung von ATP, und bei Dissoziation der Produkte Glukose-6-phosphat und ADB)(s
Es ist anzunehmen, dass beide mutierten Formen von AtHxk1 noch Ghikdea und eine
Konformationsanderung durchfiihren, die Katalyse jedoch nicht weiter agsfiddnnen.
Diese Konformationsanderung konnte Interaktion mit noch unbekannten Proteinen
ermdglichen, die das Signal weiterleiten (Frommeteal., 2003; Harrington und Bush, 2003).
Interaktionen zwischen Hexokinase und anderen Proteinen, sowie MechanBme
Genregulation durch Zucker sind in der Béackerhefe besser dnffansd konnten in Pflanzen
in &hnlicher Weise vorkommen. In der Backerhefe wird die Trangkmipton Genen zur
Metabolisierung anderer Kohlenstoffquellen in Gegenwart von Glukosemiegr Als
wichtige Komponente zur langfristigen Reprimierung der Invertageé23nurde Hexokinase
Pll (ScHxk2) identifiziert (Entian undMecke, 1982; Hohmanet al., 1999). ScHxk2 ist
hauptsachlich im Zytosol lokalisiert, geringe Mengen wurden aber a@uctzZellkern
nachgewiesen (Randez-Gtlal., 1998). Dort bindet sie, komplexiert mit anderen Proteinen,
an den Promotor von SUC2 und reprimiert diesen (Heeteah, 1998). Die DNA-Bindung
wird von dem Repressor Migl vermittelt, vermutlich auch der Imporden Zellkern in
Gegenwart von Glukose (Ahuattial., 2004). Weiterer Bestandteil des Repressor-Komplex
ist der Corepressor-Komplex Cyc8(Ssn6)-Tupl (Treitel und Carlson, .1B8b)Glukose-
mangel wird die Proteinkinase SNFlu¢®ose_Mnfermenting 1) aktiviert, welche Migl
phosphoryliert. Daraufhin 16st sich der Repressor-Komplex, Migl und I&ckkrlassen den
Zellkern und SUC2 kann transkribiert werden (De¥ital., 1997; Smithet al., 1999).
Defekte in SNF1 fihren zu standiger Reprimierung des SUC2-Gerdenolge, dass die
Zellen nicht mit Saccharose als alleiniger Kohlenstoffquetiehsen kdnnen (Carls@hal.,
1981).

ScHxk2 kann aufer Hexosen auch in geringerem Umfang Proteine phogwborywvobei

maximale Aktivitat bei hoher Glukose-Konzentration erreicht wir@r(eroet al., 1988).
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Grundsatzlich bote auch diese Reaktion die Mdoglichkeit der Weitarteieines Signals.
Hierfur gibt es jedoch keine Belege.

Fur die Aktivierung von Genen zur Galaktose-Metabolisierung ist iierHein Signalweg
bekannt, der auch fur Hexokinasen vorstellbar ist. Gene zur Metaholigigon Galaktose
werden von der Backerhefe nur in Anwesenheit dieses Zuckers traegkribaldp ist ein
Aktivator dieser Transkription und wird durch Gal80p inhibiert. Gal3p istRaralog der
Galaktokinase mit ahnlicher Sequenz, aber ohne entsprechende $chalyfiktivitat. In
Gegenwart von ATP und Galaktose bindet Gal3p den Inhibitor Gal80p, wodurch der
Aktivator Gal4p aktiv wird und die Transkription der GAL-Gene ermdgli(Peng und
Hopper, 2002). In der Milchheteluyveromyces lactis ist es die Galaktokinase selber, die den
Inhibitor Gal80p bindet (Menezesal., 2003).

Analoge Signalwege in der pflanzlichen Zelle sind bislang unbekanntA@dtarung der
Signalwege desSugar Sensing, insbesondere des von Hexokinase abhangigen, kdnnen
Pflanzen beitragen, die aufgrund von Mutationen verandert auf Zuckgiereza Von
Arabidopsis thaliana sind eine Vielzahl von cai_(daohydrate msensitive), gin (Gicose
insensitive), sis_(gyar_nsensitive), sun_{scrose_unoupled) und weiterer Mutanten bekannt,
die nach Identifizierung der Mutation Ruckschlisse auf Signalwegssan. Haufig werden
dabei Gene identifiziert, die bereits in anderen Mutanten beschnelrelen. Dies zeigt, wie
komplex die Signalwege sind, und dass es Uberschneidungen gibt, insbesonidere
Pflanzenhormonen (Rollane al., 2002 A; Leon und Sheen, 2003; Moateal., 2003;
Gibson, 2004).

Eine andere Mdglichkeit zur Aufklarung von Signalwegen bieten Bpscmittels derer sich
komplette Transkriptionsprofile erstellen lassen. Dabei wurden iostiese Interaktionen
zwischen Glukose und Stickstoff bei der Genregulation festged®eitte(et al., 2004). Es
wurde auch festgestellt, dass fiur Glukose-Aktivierung der Transkrigtarfiger neue

Proteine synthetisiert werden mussen als fur die Reprimierung.

1.6 Zellulare und subzellulare Lokalisierung pflanzlicher Hexokinase

Pflanzen bestehen aus verschiedenen spezialisierten Organéfuvziel, Spross, Blatt oder
Blite. Ihre Zellen besitzen eine Vielzahl spezialisie@ganellen wie Mitochondrien,
Plastiden, Dictyosomen, Vakuolen oder Peroxisomen. Diese Kompatignusmg im Grol3en
wie im Kleinen erlaubt unabhéngige Regulation verschiedener weiditelwege und

kontrollierten Metabolit-Austausch. Fir ein Verstandnis der Rolle vexokinasen im
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Metabolismus und als Zuckersensor sind Kenntnisse tber ihre Lokalgien der Pflanze
unerlasslich. Besonders uber die Gewebespezifitat verschiedef@misn ist sehr wenig
bekannt.

Biochemische Untersuchungen, die ohne Kenntnis der Proteinsequenzemefiimnth
wurden, beschrankten sich auf die Charakterisierung verschiedefoemsn innerhalb eines
Gewebes (s. Anhang, IIl). Dabei wurden Hexokinasen im Zytosol,Phagtiden und mit
Mitochondrien assoziiert gefunden. Wéahrend Lokalisierungen im Zytosobesohders an
der auReren Mitochondrienmembran weit verbreitet erscheinen, wadskklisierung an
oder in Plastiden verschiedentlich auch ausgeschlosseri(8lry1983; Tanneet al., 1983).
Inzwischen gibt es auch Daten Uber die subzellulare Lokalisieflangzlicher Hexokinasen
bekannter Sequenz. AtHxk1l (Rollamtl al., 2002), Athxk2 und At1g50460 (Gieg# al.
2003) vonArabidopsis thaliana sind mit Mitochondrien assoziiert. SoHxk1 aus Spinat wurde
an der aufReren Chloroplastenmembran und mdoglicherweise auch an den &dikechon-
drienmembran nachgewiesen (Wieseal., 1999). PpHxk1l auBhyscomitrella patens ist im
Plastidenstroma lokalisiert (Olssa al., 2003). Aufgrund von Sequenzvergleichen und
Computerberechnungen wird angenommen, dass es zwei Gruppen pflanzlichkin&ken
mit N-terminalem hydrophoben Membrananker gibt, der das Protein inadeeren
Mitochondrien- oder Plastidenmembran befestigt. Diese beiden Grupmdenwals Typ Bl
und B2 bezeichnet. Eine weitere Gruppe ist in sich heterogenebesitzt N-terminal
vermutlich ein abspaltbares Transitpeptid fir den Transport in datidetsstroma. Diese
Gruppe vom Typ A ist bislang kaum untersucht und in ihrer computerberechnet
Lokalisierung nicht immer eindeutig, so dass auch eine zytosolstdrenembrangebundene
Lokalisierung im Einzelfall nicht ausgeschlossen wird (Olssbl., 2003). Bis auf die
genannten Beispiele mit bekannter subzellularer Lokalisierungrfgatioch experimentelle
Uberpriifungen der Computer-Berechnungen.

In Ricinus communis wurde eine Hexokinase charakterisiert, die durch Glukose-6-phosphat,
Fruktose-6-phosphat und eingeschrankt durch ATP reversibel von der Mitogmndri
membran geldst wurde (Miernyk und Dennis 1983). Solch eine vatiakbdisierung wurde
bislang nicht durch weitere Experimente bestatigt (Btryl., 1983; Tanneet al., 1983;
Copeland und Tanner, 1988), ware jedoch insofern plausibel, als dassigessckaft von
tierischen Hexokinasen bekannt ist (Bustamante und Pedersen, 1980; KalWilsod,
1993). Fur ScHxk2 der Backerhefe wurde eine variable Lokalisieimngytosol und im
Zellkern festgestellt, was ihr als Zuckersensor Interaktignverschiedenen Transkriptions-

faktoren ermoglicht (s. 1.5).
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Umfassende vergleichende Aktivitatsmessungen in verschiedensab&e wurden nicht
veroffentlicht; Gewebespezifitat der verschiedenen Hexokinasen wurdemit wenigen
Isoformen bekannter Sequenz mittels Northern-Hybridisierung aderuholokalisierung
untersucht. AtHxk1 und AtHxk2 zeigten deutliche Transkriptmengen in SchHgligen und
Wurzeln, AtHxk1 aul3erdem in Stangel, Rosette, und schwach in Stétgeib(Jangt al.,
1997). Die anderen vier Hexokinase-Gene wv@rabidopsis thaliana werden deutlich
schwacher transkribiert. Basierend auf den o6ffentlich zugdraglic Affymetrix“-Genchips
(Zimmermannet al., 2004, https://www.genevestigator.ethz.ch) lasst sich zur Zeiie kei
verlassliche Aussage Uber ihre Gewebespezifitat treffemsKkripte von LeHxk1l aus Tomate
wurden hauptsachlich in meristematischen Geweben und jungen Friichtgewiasen (Dai
et al., 2002), LeHxk2 in Bliten (Menet al., 2001). Transkripte von StHxk1 und StHxk2 aus
Kartoffel wurden ohne nahere Details als vorhanden in jungen und Blé&ern, Stangel,
Wurzel, Stolon, sich entwickelnden und reifen Knollen beschrieben (\éerdiret al., 1999,
2002). SoHxkl wurde durch Antikorper ifink-Blatt, Petiole, Wurzel, und deutlich
schwacher inSource-Blatt nachgewiesen. Die Typ A Hexokinase StHxkRP1 ausoKart
wurde durch Antikorper in Petiole, Stolon, frischer und gelagerteroffelitnolle, nicht
jedoch in Lamina oder Vene 2. Ordnung \&nar ce-Blatt detektiert (Wiese, 2000).

Obwohl nicht direkt nachgewiesen, ist davon auszugehen, dass HexokinaBembeklung
und Keimung von Pollen eine wichtige Rolle spielen und dementsprech&agetumzellen
und keimenden Pollen aktiv sind. Die Entwicklung von Tabakpollen ist von devitakti
einer extrazellularen Invertase abhangig, die Saccharo§€duikose und Fruktose spaltet
(Goetzet al., 2001). Fur die weitere Metabolisierung beider Zucker sind Hexekinad
Fruktokinase erforderlich. Keimende Petunienpollen zeigten ebenfaitsazellulare
Invertase-Aktivitdt und groRe Transkriptmengen eines Monosaccha${orters, der die
aullerhalb des Pollenschlauchs entstehenden Hexosen einer inneerelld&okinase
zufuhrt (Ylstraet al., 1998).

1.7 Biochemische Eigenschaften von Hexokinasen
1.7.1 Substratspezifitat

Hexokinasen konnen verschiedene Substrate mit unterschiedlicherer&ffimmsetzen.
Wahrend Prokaryonten in der Regel spezifische Kinasen fiir den pewediucker besitzen,
sind die Hexokinasen von Eukaryonten weniger spezifisch (Cardealas1998). Allerdings

besitzen sie in der Regel eine deutlich héhere Affinitat zu Gults zu Fruktose (Easterby
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und Quadri, 1982; Cardenetsal., 1984; Fernandez al., 1985; Magnanét al., 1988; Petitt

al., 1996; Pannemaat al., 1998).

Untersuchungen von Hexokinasen bekannter SequenArabilopsis thaliana (Dai et al.,
1999; Gonzaliet al., 2002), Tomate (Menwet al., 2000; Daiet al., 2002), Kartoffel
(Veramendiet al., 1999) und Spinat (Wies# al., 1999) belegten hohe Affinitat zu Glukose
und geringe zu Fruktose. Mehrere biochemische Charakterisierwigen Kenntnis der
Proteinsequenz unterstitzten diese Beobachtung, jedoch nicht,aliéeite fur Glukose und
Mannose bewegen sich typischerweise im Rahmen von 18 bis 150 uM, fur Fruktose liegen sie
zwischen 2,5 und 30 mM (s. Anhang, Ill). Die MaximalgeschwindigkeitR#sktion ist mit
Fruktose haufig héher als mit Glukose.

In einigen Publikationen wurden Hexokinasen beschrieben mit untypisch Afiime&t zu
Fruktose oder Aktivitat mit Galaktose (Baijal und Sanwal, 1976; iWieund Dennis, 1983),
wéhrend Aktivitat mit Galaktose andererseits auch ausgesehlessde (Turneet al. 1977;
Copeland und Tanner, 1988; Gonzetlial., 2002). Moglicherweise sind die untypischen
Aktivitaten mit Fruktose und Galaktose auf unzureichende Trennung dekidasen von
den entsprechenden spezifischen Enzymen Fruktokinase (Pego und Smeekensn@000)
Galaktokinase (Dey, 1983; Kaplatal., 1997) zurtickzufihren (Remlgal., 1993).

Angesichts der deutlichen Préferenz fir Glukose gegeniber Fruktosetimen pflanzliche
Hexokinasenin vivo die Rolle einer Glukokinase. Hinweise auf spezifische pflanzliche
Glukokinasen in Tomate (Martinez-Barajas und Randall, 1998) und Reididl@Guigetti,
2000) sind moglicherweise Fehlinterpretationen aufgrund besonders hghételite fur
Fruktose (Daiet al., 2002). Auch das ,Glukokinase* genannte Enzym der Béackerhefe ist
keine ausschlief3liche Glukokinase, sondern phosphoryliert mit eingkiveft von 31 mM
auch Fruktose (Maitra, 1975). Freie Mannose kommt in Pflanzen nur in SfmurenB. beim
Abbau von Mannose-Untereinheiten der Zellwand (Herold und Lewis, 1977; eReid,
2003). Sie wird dann sehr schnell metabolisiert, weshalb die hoheitétffpflanzlicher
Hexokinasen zu Mannose durchaus relevant sein kann (Schnarrenberger, 1990).
Bevorzugter Phosphat-Donor der Hexokinasen ist ATP mit typischew&rten von 50-300
UM (s. Anhang, IIl). Andere Trinukleotidphosphate werden deutlich dut@leaimgesetzt
(Doenhlert, 1989; Schnarrenberger, 1990; Renz und Stitt, 1993; daetSalva2001).
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1.7.2 pH-Abhangigkeit

Die meisten in dieser Hinsicht untersuchten pflanzlichen Hexolinassitzen einen weiten
Toleranzbereich im basischen pH (s. Anhang, Ill). Haufig wirdAddtivitatsplateau um pH
8,2 erreicht, das sich Uber eine pH-Einheit erstreckt. Hexokinageangerem pH-Optimum
wurden furRicinus communis (Miernyk und Dennis, 1983) und Kartoffel (StHxk1, Renz und
Stitt, 1993) beschrieben.

1.7.3 Inhibitoren

Als physiologische Inhibitoren von Hexokinasen sind die Reaktionsprodukte @&t6kos
phosphat und ADP wahrscheinliche Kandidaten. ADP wurde bei den meistersudhiun-

gen als Inhibitor beschrieben, lediglich zytosolische Hexokinasen ais (@alinaet al.,
1995) und Soja (Copeland und Morell, 1985) wurden nicht inhibiert. InhibitoriscHeukigi

von AMP wurde gelegentlich mit unterschiedlichen Ergebnissen untersudlch 2ur
Inhibition durch Glukose-6-phosphat gibt es unterschiedliche Ergebnissesildieise auf
einer pH-Abhangigkeit der Inhibition beruhen. Fir StHxkl aus Kartoffdikr(®enz und
Stitt, 1993) und eine Glukokinase bzw. Hexokinase aus Tomate (Martima@g8aind
Randall, 1998) wurde beobachtet, dass Glukose-6-phosphat bei pH 7, aber njgHt &ei
inhibitorisch wirkte.

Glukosamin (Salast al., 1965) und Mannoheptulose (Coore und Randle, 1964) wurden als
Inhibitoren tierischer Hexokinasen beschrieben und auch zur Inhibition lpfteerzEnzyme
eingesetzt, um deren Funktion als Zuckersensor zu uberprifen (Jang umj B¥@&
Umemuraet al., 1998; Peget al., 1999). Inzwischen ist bekannt, dass zumindest Glukosamin
nicht nur auf Hexokinasen wirkt und somit als Inhibitor fur physioldgsEragestellungen
ungeeignet ist. Auch die Aktivitat einer durch Glukose aktivierbarerPM#ase wurde
dosisabhangig von Glukosamin stimuliert oder inhibiert (Hofmann und Roitsch, 2000).
Pilzliche und womdglich auch tierische Hexokinasen werden in unteddichem Ausmaf}
durch Trehalose-6-phosphat inhibiert, insbesondere die als ZuckersekanontbeScHxk2

der Backerhefe (Blazquex al., 1993; Pannemaat al., 1998). Nachdem auch Arabidopsis
thaliana die Fahigkeit zur Trehalose-Synthese nachgewiesen wurde (Biagtgale, 1998;
Vogel et al.,, 1998), lag die Vermutung nahe, dass Trehalose-6-phosphat auch Inhibitor
pflanzlicher Hexokinasen sei und somit Einfluss auf das durch HexekuessnittelteSugar
Sensing nehmen kénne (Goddijn und Smeekens, 1998; Midieal., 1999). Die bislang

vertffentlichten Untersuchungen mit Hexokinasen aus Spinat (Wdes#., 1999) und
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Arabidopsis thaliana (Eastmondet al., 2002; Gonzaliet al., 2002) konnten jedoch keine
inhibitorische Wirkung nachweisen.

1.8 Struktur und Reaktionsmechanismus

Ausgehend von bislang verdffentlichten Sequenzen ist ein allgemein UbNuie&ular-
gewicht von ca. 54 kDa fur pflanzliche Hexokinasen anzunehmen. Ahnliche GroiReen
experimentell bestatigt, allerdings gab es mit 38 kDa fir BezausRicinus communis
(Miernyk und Dennis, 1983) und 100 kDa fir Enzyme aus Weizen (Mednar, 1971)

auch deutliche Abweichungen, fur die noch keine Sequenzen vorliegen. kiHexo&ina-

sen aus Kartoffel wurde durch Gelfiltration ein Molekulargewicbh 66 kDa bestimmt
(Renzet al., 1993), obwohl die aus den bislang bekannten Proteinsequenzen berechneten
Molekulargewichte auch 54 kDa betragen. Ursache dieser Abweichtrentiseder die
Ungenauigkeit der Methode oder eine posttranslationale Modifikation der Proteine.

ScHxkl und ScHxk2 der Backerhefe und Hexokinase 4 der S&dugetiere habéallssbe
GroRen von 54 bzw. 52 kDa. Hexokinase 1, 2 und 3 der Saugetiere dagegen haben
Molekulargewichte von ca. 100 kDa. Hier geht man von einer Genverdoppelung und
anschlie3ender Fusion als Ursache aus (Caratahs1998).

Hexokinasen besitzen charakteristische Sequenzbereiche, weldBmdieg von ATP und

eine Konformationsanderung bei der Katalyse erlauBdenpsine, Phosphatel, Phosphate2

bzw. Connect1, Connect2, s. Abb. 3). Hierbei gibt es Homologien zu Aktin, HSP70-Proteinen
und zu den prokaryotischen Zellzyklus-Proteinen MreB, FtsA und StbA @&aak, 1992,

1993). Die daraus resultierende konservierte Tertiarstruktur whdin, Fold® genannt
(Kabsch und Holmes, 1995). Hexokinasen besitzen auf3erdem eine chaisdierisucker-
Bindungsstelle (Andreonst al., 1989; Borket al., 1993).

100 200 300 400 500

I L1 I L1

VARV 7\

Phosphate1 C; Connectt Phosphate2 Adenosine Connect1

Abbildung 3: Konservierte Strukturbereiche im Hexalse-Protein nach Bost al. (1993). Zahlen oberhalb der

Struktur geben die Position der Aminoséuren an.
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Die Tertiarstrukturen beider Hexokinasen aus Backerhefe wurdegeriknistallographisch
aufgeklart und bislang am intensivsten untersucht (Bennett und 3&ii&, 1980; Kuseet

al., 2000). Ihr Reaktionsmechanismus hat Einzug in Biochemie-Lehrbiuchetegetiadl gilt

als Beispiel fur daslpduced Fit Modell* (Koshland, 1959). Es wurde festgestellt, dass die
Proteine aus zwei Doméanen bestehen, die von denaaieilices Connectl und Connect2

wie durch ein Gelenkerbunden sind. Bei der Bindung von Glukose dreht sich eine Doméane
um 12 in Bezug zur anderen und schliel3t die Spalte zwischen beiden. Daduichas
Glukosemolekil bis auf die Hydroxylgruppe am Atom C-6 vom Protein hbliossen und die
Bindung von ATP erleichtert (Peters und Neet, 1978). Durch Bindung von AORjte
vermutlich eine weitere Konformationsdnderung, welche fir die ndtigbe zwischen
y-Phosphat des ATP-Molekiils und der C-6-Hydroxylgruppe der Glukose (Strgfham und
Steitz, 1980; Kusegt al., 2000). Nach Ubertragung dgsPhosphats bewirken die Ab-
stoBungskrafte zwischen deaPhosphat des ATP und dem jetzt an Glukose gebundenen
Phosphat die Offnung des Spalts zwischen beiden Hexokinase-Domanest. vidterADP

und dann Glukose-6-phosphat aus dem Reaktionskomplex entlassen. Die AbstaRtiogsre
wird vermutlich durch einen Kanal aus stark konservierten hydrophobeimo&&auren
erleichtert, der Protonen aus dem Reaktionszentrum entfernt, diefafidedie Abstol3ungs-
krafte abschwachten (Kuseral., 2000).

Die ebenfalls bekannten Tertidrstrukturen einer Hexokinas&caissosoma mansoni und der
Hxk1l von Mensch und Ratte (Mulichak al., 1998; Aleshiret al., 1998) @hneln sehr stark
denjenigen der Backerhefe, weshalb von vergleichbaren Reaktionsmedraaissgegangen
wird (Kuseret al., 2000). Bei der 100 kDa grofR3en Saugetier-Hxk1 findet die Reaktion nur in
der C-terminalen Halfte statt, weil die N-terminale Hifire katalytische Funktion verloren
hat.

AulRer der hier geschilderten gerichteten Abfolge von Bindung von Glukoseéurigj von
ATP, Dissoziation von ADP und Dissoziation von Glukose-6-phosphat, gibtuels a
Hinweise auf eine zufallige Komponente der Substratbindung (Wilson umdaB¢c 1996;
Cardenast al., 1997). Hxk3, die am wenigsten untersuchte Isoform der Saugetieret binde
ATP madglicherweise sogar gerichtet vor Glukose (Cardenak, 1997). Fur Ratten-Hxk4,

ein Enzym der 50 kDa-Klasse, wurde gezeigt, dass Glukose-6-phasphADP aus dem
Komplex entlassen wird (Monasterio und Cardenas, 2003). Ein allgeittajeg Reaktions-

mechanismus der Hexokinasen existiert demnach nicht.
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die zentrale Stellung derokiegsen im pflanzlichen
Zuckerstoffwechsel detailliert untersucht und Unterschiede zwiselezelnen Isoformen
aufgezeigt werden.

Hexokinasen sind fur die Metabolisierung von Glukose unerlasslich. Einelza¥ll
biochemischer Charakterisierungen pflanzlicher Hexokinasen steht \&mleahl von
Sequenzen gegentber; eine Kombination beider liegt nur in Ausnahmefall@agdNissen
Uber die subzellulare und organspezifische Verteilung der vedsctea Isoformen einer
Pflanze ist noch sehr lickenhaft. Dabei sind Kenntnisse der bnstteen Parameter und
Lokalisierung eines Enzyms essentiell fur das Verstandnisersd-unktion. Dies gilt
insbesondere, wenn es mehrere Isoformen eines Enzyms gibt, wWig etexokinasen
vielfach beobachtet wurde. Es ist anzunehmen, dass diese sigytid@talinterscheiden,
unterschiedlich exprimiert und reguliert werden, oder aufgrund Liulealisierung innerhalb
der Zelle und durch Interaktion mit unterschiedlichen Enzymen vedsaieeFunktionen im
Stoffwechsel ausiben. Ein zuletzt in den Mittelpunkt gerlckter AspekiHdrokinase-
Forschung ist ihre postulierte Funktion als Sensor des zellularen Zuckerstatus

Zur Klarung der Rolle verschiedener Hexokinase-Isoformen soliteehrere Aspekte
beitragen:

(1) Isolierung verschiedener Isoformen der Hexokinase-Genfamitie Nicotiana
tabacum

(2) Nachweis ihrer subzellularen Verteilung

(3) Bestimmung ihrer gewebespezifischen Verteilung

(4) Charakterisierung ihrer biochemischen Eigenschaften

(5) Analyse der Konsequenzen ihrer ektopischen Expression auf den Uurldssdie

Regulation des Zuckerstoffwechsels

Die Kombination der gewonnenen Daten sollte es ermdglichen, furindigiduellen
Isoformen Modelle aufzustellen, die ihre Rolle innerhalb des pftdreri Stoffwechsels

beschreiben.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialiedewursofern nicht
weiter spezifiziert, in analytischer Qualitdt von den Firrdenersham Pharmacia (Braun-
schweig), Biomol (Hamburg), Boehringer Mannheim (Mannheim), Bid-Relinchen),

Calbiochem (San Diego, USA), Difco (Detroit, USA), DuchefaagHem, Niederlande),
Fluka (Buchs, Schweiz), New England Biolabs (Frankfurt), Merckrri(i3tadt), Qiagen
(Hilden), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma Aldr{@teinheim), Stratagene

(Amsterdam, Niederlande), und Whatman (Maidstone, England) bezogen.

2.2 Anzucht von Pflanzen
2.2.1 Anzucht vonNicotiana tabacum

Tabakpflanzen Nicotiana tabacum L. Varietdt Samsun NN) wurden von Vereinigte
Saatzuchten EG (Ebstorf) bezogen und in Gewebekultur unter einem 1éhth/L8 h-
Dunkelrhythmus bei 24°C, 50 % Luftfeuchte, sowie einer Belichtung vohS@&pE rif s*
auf Murashige Skoog (MS) Medium (Sigma) mit 2 % (w/v) Saat®@rund geeigneten
Hormonen und Antibiotika gehalten. Im Gewachshaus wurden die Pflanz&é beiicht mit
Zusatzbeleuchtung (ca. 300 pE* 1) und 8 h Dunkelheit kultiviert. Die relative Feuchte lag
zwischen 60 und 70 %, die Temperatur betrug 25°C wahrend der Lichi83i@dwahrend

der Dunkelphase.

2.2.2 Anzucht vonNicotiana sylvestris

Samen vorNicotiana sylvestris wurden von der Genbank des IPK Gatersleben bezogen. Die

Anzucht erfolgte bei gleichen Bedingungen wieNiicotiana tabacum.

2.2.3 Anzucht von Arabidopsis thaliana

Saatgut de#\rabidopsis thaliana Okotypen C24 wurde von Ricarda Jost (IPK Gatersleben)
und Helke Hillebrand (Sungene, Gatersleben) zur Verfugung ligedsdee Anzucht in

Gewebekultur erfolgte nach Stratifizierung der Aussaat d8eTin Dunkelheit, 4°C) unter
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vergleichbaren Bedingungen wie die Kultivierung von Tabakpflanzen, ab2d16& und auf
modifiziertem MS-Medium (Sigma) ergénzt durch Gamborgs Mi&isung (1:1000,
Sigma). Die Anzucht voirabidopsis thaliana unter Kurztagbedingungen erfolgte in einem
Klimaraum bei 21°C, 9 h Licht (150 nETs') und 60-65 % relativer Luftfeuchte mit einer
Nachtabsenkung auf 18°C.

2.3 Bakterienstamme und Vektoren

Fur allgemeine Klonierungsverfahren, die heterologe Expression raigirien inE. coli,
Durchmusterung von Phagen-DNA-Bibliotheken und Pflanzentransformation nvdrelen

Tabelle 1 aufgefuihrten Bakterienstamme und in Tabelle 2 aufgefuhrten Vektagesetat.

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstamme

Stamm relevanter Genotyp Herkunft/Referenz
E. coli XLI Blue recAl endA, gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac | Bullock et al. (1987),
[F", proAB, lacl®ZAM15, Tn10 (Tet)]* Stratagene

E. coli XLI Blue MRF" | A(mcra)183  A(merCB-hsdSMR-mrr)173  endAl | Stratagene
SUpE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F* proAB
lacl®ZAM15 Tn10 (Tef)]®

E. coli XLOLR A(merA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl thi-1 | Stratagene
recAl gyrA96 relAl lac [F” proAB lacl9ZAM15 Tnl0
(Tet)]°Su A"
E. coli M15 [pREP4] | naiSstrrifSthi- lac ara* gal* mtl” frecA* uwr* lon* | Qiagen
E. coli TOP10F F(tet") merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80laczamis | Invitrogen
AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rspL (SrF) end A1 nupG
Agrobacterium pGV2260 in C58C1 Deblaereet al. (1985)

tumefaciens
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Tabelle 2: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Verwendung/Resistenz Herkunft/Referenz
pBil01 binarer Vektor mit GUS, Kan Jeffersoret al. (1986)
pBIinAR binarer Vektor, Kan Hofgen und Willmitzer (1990)
pBINnGFP binarer Vektor mit GFP, Kan diese Arbeit
pPBINGFP-GUS | binarer Vektor mit GFP und GUS, Kawliese Arbeit
pBinGUS binarer Vektor mit GUS, Kan diese Arbeit
pPBINGUS-GFP | binarer Vektor mit GUS und GFP, Kamliese Arbeit
pBKCMV E. coli Phagemidvektor, Amip Stratagene
pBluescript SK- | E. coli Klonierungsvektor, Amip Stratagene

pPpCAMBIA 1303 | bindrer Vektor mit GUS, GFP, His-Tdg, CAMBIA, Canberra, Ausmn

pPpCAMBIA 1304 | binarer Vektor mit GFP, GUS, His-Tdg, CAMBIA, Canberra, Ausmn

pCR-Blunt E. coli Klonierungsvektor, Amp Invitrogen

pCR2.1 E. coli Klonierungsvektor, Kan Invitrogen

pFF19 Biolistische Transformation, Amp Timmermangt al. (1990)
pUC18, pUC19 | E. coli Klonierungsvektor, Amip Yanisch-Perromt al. (1985)
pQE9 E. coli Expressionsvektor, Amp Qiagen

2.4 Pflanzentransformation
2.4.1 Stabile Pflanzentransformation

Stabile Pflanzentransformationen wurden durgtrobacterium-vermittelten Gentransfer
unter Verwendung des Agrobakterien-Stamms C58C1 mit dem HelferglgsGv2260
(Deblaereet al., 1985) durchgefuhrt. Die Anzucht végrobacterium tumefaciens erfolgte in
YEB-Medium (Vervlietet al., 1975), deren Transformation mit bindren Vektoren wurde
entsprechend der Methode von Hofgen und Willmitzer (1988) ausgefiihrt. &béde st
Transformation von Tabakpflanzen folgte der von Rosahhbl. (1987) beschriebenen
Methode.

Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden zur Transformation etwa 4 Wochen unter Kurztag-
bedingungen angezogen und danach zur Bluteninduktion in den Langtag teansferi
Blutensprosse sechs bis acht Wochen alter Pflanzen wurdekgroliacterium-Suspension
[ODe6oo = 0,8; 5 % (w/v) Saccharose; 0,05 % (v/v) Silwet L-77 (Lehle Sdeolsnd Rock,
USA)] entweder nach der Vakuum-Infiltrationsmethode von Bechtkblal. (1993) oder
nach dem Protokoll von Clough und Bent (1998) infiltriert. Die Pflanzen wuathschlie-
Bend unter einer abgedunkelten Haube fir 24 h bei RT stehen gelassen uid imianac
Gewachshaus bis zur Samenreife gehalten. Das reife Saatgube(iEtation) wurde
sterilisiert (s. 2.5), zur Selektion der transgenen Pflanzen au¥btbum mit Kanamycin (50

pnag/ml) ausplattiert und unter Langtagbedingungen kultiviert. Kanamysisteate Keimlinge
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wurden auf MS-Medium umgesetzt und nach 2-3 Wochen ins Gewéachshauoskuitug

transferiert.

2.4.2 Transiente Pflanzentransformation durch Agrobakterien-Infiltration

Zu 50 ml der Agrobakterien-Kultur wurden Endkonzentrationen von 10 mM MES DH 5,
(KOH) und 20 pM Acetosyringon (in Dimethylsulfoxid gelost) gegebach 15 min
Zentrifugation bei 2000 g wurde das Pellet in 10 mM Mogg#lost, so dass bei 600 nm
Wellenlénge eine Optische Dichte von 0,7 bis 1,0 eingestellt wurdeSiBipension wurde
mit Endkonzentrationen von 10 mM MES pH 5,2 (KOH) und 100 uM Acetosyringeeteér
und zwei bis drei Stunden bei RT geschittelt. Mittels einer $padtme Nadel wurde die

Bakterien-Suspension in die Unterseite fast ausgewachsener Blapigtage

2.4.3 Transiente bhiolistische Transformation

60 mg Goldpartikel von 1 pm Durchmesser wurden 2 min in 1 ml 70 %nd&thigoros
gemischt (Vortex). Nach 10 s Zentrifugation wurden sie in Hyl gewaschen, wieder 10 s
zentrifugiert und in 500 pl 50 % Glyzerin aufgenommen. In dieser Lokangten sie 6-8
Wochen bei RT gelagert werden.

Die gelagerten Goldpartikel wurden 2 min geschuttelt, 50 pl wurdeeinnfrisches
Eppendorf-Reaktionsgefal3 Uberfuhrt und eine weitere Minute geschitteireNdades
Schittelns wurden 1-5 pg des hochreinen zu transformierenden Plastnids2,5 M CaGl
und 20 pl 0,1 M Spermidin hinzugegeben. Nach einer weiteren Minute &nhiitirde der
Ansatz auf Eis gelagert. Wahrend der Lagerung wurden Blateshemit ca. 2 cm
Durchmesser aus frisch&ource-Blattern von Tabak gestochen und mit der Oberseite nach
unten auf eine Petrischale mit festem LB-Agar (Sambetal., 1989) gelegt. Die vorbe-
reiteten Goldpartikel wurden 15 s in einer Tischzentrifuge bei 14Q@00 kkentrifugiert, das
Pellet wurde mit 1 ml Ethanol gewaschen und nach einer weiteretnifdgation in 30 pl
Ethanol resuspendiert. Vorher in Ethanol sterilisierte Zerreifdsmmevurden mit jeweils 4-5
ul der Suspension beschichtet und getrocknet in ein ,PDS-1000/He iBiBlsticle Delivery
System“ (Bio-Rad) eingespannt. Der Beschuss der Blattschaibe den Goldpartikeln
erfolgte mit 900-1100 psi nach Herstellerangaben.
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2.5 Sterilisierung von Samen

Zur Sterilisierung von Tabak- odérabidopsis thaliana Samen wurden diese in ein dinnes
Gewebe eingeschlagen. Tabaksamen wurden 3 min in 70 % Ethanol und 10 Ini#b i
NaOCI inkubiert, anschliel3end dreimal kurz igCHgewaschenArabidopsis thaliana Samen
wurden 2 min in 70 % (v/v) Ethanol und 5 min in 5 % (v/v) NaOCI inkubiert undndies
Rend finfmal kurz mit D gewaschen.

2.6 Molekularbiologische Methoden
2.6.1 Allgemeine Verfahren der Nukleinsdure-Manipulation

Grundlegende Techniken der Nukleinsdure-Manipulation wie z.B. Ampldikaton DNA
durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Schneiden von DNA niitikiessenzymen,
Verknupfen von DNA mit Hilfe von Ligasen, Reinigung von DNA-Fragmentegardse-
Gelelektrophorese von Nukleinséduren, Transfer von Nukleinsduren auf Nutlogzelund
Nylon-Membranen, Anzucht von Bakterien, Transformation Eomwoli-Zellen, Praparation
von Plasmiden, und die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten zurévidumg als

Hybridisierungssonde wurden nach Sambretad. (1989) durchgefihrt.

2.6.2 Oligonukleotide und Sequenzierungen

Universelle Sequenzierprimer (SK, KS, M13 universal, BK rever§g, wurden von der
Firma Stratagene bezogen. Spezielle Sequenzier- und PCR-Ruinden von MWG Biotech
(Ebersberg) und Metabion (Martinsried) synthetisiert (s. Anhbfhj Sequenzierungen
wurden als Serviceleistung von Susanne Konig und Bettina BriicknePkinGatersleben
(PGRC) durchgefihrt.

2.6.3 Isolierung pflanzlicher RNA und Northern-Analyse

RNA aus Pflanzengewebe wurde nach der Methode von Logestaain (1987) isoliert.
Zwischen 10 und 50 pg Gesamt-RNA wurden nach einem Denaturiechntggs einem 1,5
% (w/v) Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt und durch Kapillartrangfe N. auf
GeneScreen Membranen (NEN, Boston, USA) Ubertragen. Die radioakéitkéekling von
cDNA Fragmenten erfolgte durch Verwendung des ,High Primes-K{Boehringer,
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Mannheim) undd-*?P]-dCTP (Amersham). Die Hybridisierung der Membranen in ,Church*-
Puffer (Church und Gilbert, 1984) wurde wie bei Herbetsal. (1995) beschrieben
durchgefuhrt. Transkript-spezifische Signale wurden durch Expositiegeng einen
Rontgenfilm (Kodak, Stuttgart) detektiert oder mit Hilfe eifd®sphoimagers (Fuji FLA-
3000; Fuji, Tokio, Japan).

2.6.4 Isolierung pflanzlicher DNA

Ungefahr sechs Gramm junger Blatter wurden in flissigem &ti€ksomogenisiert. Das
noch gefrorene Homogenisat wurde zusammen mit 15 ml DNA-Extragtiéfies (500 mM
NaCl / 100 mM Tris-HCI pH 8 / 50 mM EDTA / 10 ml@-Mercaptoethanol) in ein Corex-
Rohrchen gegeben und suspendiert. Nach 1 min wurde 1 ml 20 % SDS higzulyefih
einer zehnmindtigen Inkubation bei 86 wurden 5 ml 5 M Kaliumacetat zugegeben und gut
vermischt. Nach einer dreiBigmindtigen Inkubation auf Eis schlossesiehdreil3igminttige
Zentrifugation mit 12000 g an. Der Uberstand wurde durch zwei Lageachdin (Calbio-
chem) zu 10 ml Isopropanol filtriert. Nach einer zwanzigminutigagerung bei -20 C
wurde erneut 30 min mit 12000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde iru¥80 mM Tris-HCI
pH 8,0 / 10 mM EDTA gel6st. Nach Zugabe von 75 pl 3 M Natriumaoatede 15 min mit
15000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 pl Isopropanoltzerse 5 min bei RT
inkubiert. Nach einer zehnminutigen Zentrifugation mit 10000 g wurddPdHlst in 200 pl
TE-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA) suspendiert.

2.6.5 Southern-Analyse

30 pg genomische DNA wurde mit Hindlll bzw. EcoRI verdaut und inneiamprozentigen
TBE-Gel aufgetrennt. Zur Mobilisierung grofRer DNA-Fragmente wdaeGel anschliel3end
20 min in 0,25 N HCI inkubiert, kurz in Wasser gewaschen, 20 min in 0,4 NHNiakibiert
und abschlieRend noch einmal kurz mit Wasser gewaschen. Uber misd&dt&Stunden
wurde die DNA mit 0,4 N NaOH auf ,Hybond-N+“ Membran (Amershaiiertragen.
Geeignete cDNA-Sonden wurden mittels ,High Prime* Kits (Basder, Mannheim) undif
32P]-dCTP (Amersham) radioaktiv markiert. Die Hybridisierung der Memen in ,Church*
Puffer (Church und Gilbert, 1984) wurde wie bei Herbetsal. (1995) beschrieben

durchgefuhrt. Transkript-spezifische Signale wurden durch Expositiegeng einen
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Rontgenfilm (Kodak, Stuttgart) detektiert oder mit Hilfe eifd®sphoimagers (Fuji FLA-
3000; Fuji, Tokio, Japan).

2.6.6 Reverse Transkription

Die reverse Transkription pflanzlicher RNA und Amplifizierung darzelstrangigen cDNA
uber PCR erfolgte nach dem Protokoll M-MLV (H-) Reversen Tkaptse ( Promega). 20
ug pflanzlicher RNA wurden zunachst mit DNase (Boehringer, Manmhkei 37°C fur 45
min behandelt und anschlieRend fur 10 min bei 65°C inhibiert. Nach Reinigiing
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurde die RNA mit 1/10 Vol. iNatacetat (3
M, pH 5,2) gefallt, mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in AICDEPC-behandeltem 48
gelost. Die cDNA Erststrang-Synthese wurde in einem Ansati2yb ul DNase-behandelter
RNA, 5 ul 5x Reaktions-Puffer, 21 dNTPs (je 2,5 mM), ul Oligo-dT- Primer (50 mM,
dT30) und 2,5ul DEPC-behandeltem 4@ nach Inkubation fiir 5 min bei 65°C, dann fur 5 min
bei 37°C, und schliel3lich nach Zugabe vorullReverser Transkriptase [M-MLV (H-),
Promega] und 1l RNase-Inhibitor (Boehringer, Mannheim) bei 37°C (60 min) durchgefuhr
Durch funfminatiges Erhitzen auf 95°C wurde die Reaktion abgestoppterDaltene cDNA
wurde als Matrize fir PCR-Reaktionen mit rTaqg DNA-Polymer@skara Shouzo, Japan)
eingesetzt.

Zur vergleichenden Quantifizierung wurden PCR-Reaktionen paraltegenspezifischen
Primern und Kontrollprimern fur Ubiquitin (Nt Ubiquitin 5’ / Nt UbiquitBi, s. Anhang 1.1)
oder Aktin (Actin AC1_5 / Actin AC2_3, s. Anhang 1.1) durchgefuhrt. Esdearmehrere
Amplifikationen mit unterschiedlicher Zyklenzahl durchgefiihrt, um derei8h exponentiel-

ler Amplifikation zu ermitteln.

2.6.7 RACE-PCR

Zur Isolierung unbekannter 5°- und 3'-Bereiche einer cDNA durch RRCR (Rapid
Amplification of dNA Ends) wurde das ,SMART™ RACE cDNA Amplification Kit"
(Clontech, Palo Alto, USA) eingesetzt. Es wurden spezifiscigo@likleotide des Zielgens,
die Primer des ,SMART™ RACE cDNA Amplification Kit“, sowiBNA aus Blattmaterial
verwendet. Nach der reversen Transkription wurden die genspezifischand53"-cDNA-
Enden mit Hilfe des ,Advantage 2 Polymerase Mix“ (Clontech) und einer ,touch down*-

PCR (Temperaturgradient zur Anlagerung der Oligonukleotide) rdeim folgenden
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Programm amplifiziert: 5 Zyklen Denaturierung bei 94°C (10 s)Rmimner-Anlagerung und
Elongation bei 72°C (3 min), danach 5 Zyklen Denaturierung bei 94°C (10t $)rimer-
Anlagerung bei 70°C (20 s) und Elongation bei 72°C (3 min), und schlief3lich k&nzwit
Denaturierung bei 94°C (10s), Primer-Anlagerung bei 68°C (20 s) und Elongation bei 72°C (3
min). Die erhaltenen 5" und 3" PCR-Fragmente wurden mit Hilfe, 3®@®0 TA Cloning®

Kit* (Invitrogen) nach Herstellerangaben in den Vektor pCR2.1 kionund die erhaltenen

Plasmide sequenziert.

2.6.8 ,Genome Walking*

Zur ldentifizierung der genomischen DNA-Sequenzen im 5- und 3’ i@erdereits
bekannter Gen-Abschnitte wurde das ,Universal GenomeWalker™ Kit* yont€ch nach
Hersteller-Abgaben verwendet. Die eingesetzten acht genomi8thkotheken waren durch
jeweils eins der Enzyme Dral, EcoRV, Hpal, Maml, Pvull, Scal, Smal odevé&tlaut.

Es wurden Zweischritt-PCRs durchgefihrt, bestehend aus siebem Zyiklevierminitiger
Anlagerung / Elongation bei 76 und 30 Zyklen mit viereinhalbminttiger Anlagerung /
Elongation bei 68C. Zwischen den Einzelschritten fand jeweils eine dreisekindige
Denaturierung bei 9& statt. Die anschlieBende zweite PCR mit eingebetteteneRri

bestand aus sieben Zyklen bef@Qund 25 Zyklen bei 6& Elongation.

2.6.9 Durchmusterung von Phagen-DNA-Bibliotheken

Die Durchmusterung einer PhageiZ AP Il cDNA-Bank aus Tabak-Blattmaterial (Herbets
al., 1995) und einer Phagen pBKCMV ZAP Express (Stratagene) genomiBemk aus
Nicotiana sylvestris zur Isolierung von Hexokinase-Isoformen erfolgte mit radioaktiv
markierten DNA-Fragmenten nach Standardprotokollen (Samletabk 1989).

2.7 Proteinbiochemische Methoden
2.7.1 Proteinfarbung mit Coomassie Brillantblau

SDS-Polyacrylamidgele (La&mmli, 1970) wurden fur 5-30 min in ein@&ung aus 0,2 %
Coomassie R250; 42,3 % Wasser; 42,5 % Ethanol; 10 % Essigsaurdesh@mnol gefarbt.

Entfarbung erfolgte in einer L6sung aus 10 % Essigsaure und 50 % Methanol.
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2.7.2 Western-Analyse

Gewebeproben gleicher Proteinmenge oder Blattflache wurden in 3xP8&ibenpuffer [50
mM Tris-HCI pH 6,8, 5 % (v/v3-Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS]
homogenisiert. Nach Hitzedenaturierung fir 10 min wurden die Zeltwgmpelletiert und
gleiche Volumen des Uberstandes auf 10-15 % (v/v) SDS-Polyaddgalen durch
Gelelektrophorese getrennt (L&mmli, 1970). Die Proteine wurden aubzhliulose-
Membranen (Porablot; Macherey-Nagel, Duren) transferiert.

Die Entwicklung der Membranen erfolgte alternativ auf zwatisehiedene Weisen. Dabei
wurde TBS/T-Puffer aus 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,1 % (w/v) Tweén(Sigma)

verwendet.

2.7.2.1 Entwicklung mittels Farbreaktion durch alkalische Phosphatase

Die Membran wurde fiir eine Stunde in TBS/T-Puffer mit 3 % (V/inderserum-Albumin
(BSA) abgesattigt und dreimal mit TBS/T-Puffer gewaschere Dkubation mit dem
spezifischen ersten Antikorper erfolgte in einer Verdinnung von 1:5001880Lin TBS/T
mit 1 % (w/v) BSA fir 1 h bei RT oder bef@ Uber Nacht. Nach drei funfminttigen Wasch-
schritten mit TBS/T wurde der zweite, biotinylierte Antikbrp@kmersham) in einer
Verdinnung von 1:1000 in TBS/T mit 1 % BSA (w/v) zugegeben und fir eimed&t
inkubiert. Nach drei finfminttigen Waschschritten wurde die Membian3® min mit
Streptavidin-alkalischer Phosphatase (Amersham), 1:500 verdinnt in . TBSidndelt und
erneut dreimal 5 min gewaschen. Durch Zugabe der SubstrateBNigdl' etrazolium (NBT)
und 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat-p-toluidin (BCIP) in 0,017 bzw. 0,033 proeentig
Verdinnung in Diethanolamin-Puffer (10 % Diethanolamin (v/v), 1 mM Ng®0l002 %

(w/v) NaN; pH 9,6 mit HCI) wurden die Bindungsstellen des ersten Antikorpers markiert.

2.7.2.2 Entwicklung mittels Chemolumineszenz durch MeerrettichiReroxidase

Die Membran wurde fur eine Stunde in TBS/T-Puffer mit 5 % (ifir)ertem Magermilch-
pulver abgesattigt und nachfolgend dreimal mit TBS/T-Puffer gdveas®ie Inkubation mit
dem spezifischen ersten Antikdrper erfolgte in einer Verdinnung von 18905000 in
TBS/T mit 1 % (w/v) filtriertem Magermilchpulver fir 1 h bei RT oder b¥t 4iber Nacht.
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Die Entwicklung der Immunoblots erfolgte nach Hersteller-Argamit dem ,SuperSignal
West Dura Extended Duration“-Substrat (Pierce, Rockford, USA) naatbdtion (1 h) mit
an Meerrettich-Peroxidase gekoppeltem sekundaren Antikorper (Verdinn@og0Q:

1:100000 in TBS/T mit 1% (w/v) Milchpulver). Antikérper-spezifische Signairden durch
Exposition gegen Rontgenfilme (Kodak, Stuttgart) detektiert.

2.7.3 Protein-Expression irk. coli und Gewinnung von Antiseren

Fur die Herstellung von Antikdrpern wurden die entsprechenden koden cDNA-
Fragmente in den Expressionsvektor pQE9 ligiert und die erhaltersmiéainE.coli-M15-
Zellen transformiert. Mit 1 ml einer U.N.-Kultur wurden 50 m| LB-dilem (Sambroolet al.,
1989) mit geeigneten Antibiotika inokuliert und bis zu einerg§gon etwa 0,5 bei 37°C
inkubiert. Die Expression der Proteine wurde durch Zugabe von IPiT@imer Endkon-
zentration von 1 mM induziert. Die Zellen wurden nach 4 Stunden durchifdgation fur
15 min bei 2500 g und 4°C geerntet. Das Pellet wurde in 10 ml Losung A (8 M Harnstoff / 0,1
M NaH,PO, / 10 mM Tris-HCI pH 8,0) aufgenommen, eine Stunde bei RT inkubiert und
anschlieBend sechsmal zehn Sekunden sonifiziert. Nach zehnminutigafugaton bei
2500 g wurde der Uberstand mit 2 ml zuvor equilibrierter Nickel-NWgarose (Qiagen)
versetzt und 30 min bei RT oder U.N. béCdinkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde
das Sediment dreimal mit Losung B (wie Losung A, pH 6,3-6,9) gdwasElution des
Proteins von der Matrix erfolgte mit viermal 1 ml Lésung C (wie Puffer A, pH Big)finale
Aufreinigung erfolgte Uber ein préaparatives SDS-Polyacrdaedi (Lammli, 1970). Die
entsprechende Proteinbande wurde nach Farbung mittels ,Roti-Wiaisethg (Roth) nach
Herstellerangaben identifiziert, ausgeschnitten und in einegctiel Eluter Model 422"-
Apparatur (Bio-Rad) nach Herstellerangaben in einen Puffer ausn®@lycin, 25 mM
Tris-HCI pH 8,3 elektroeluiert. Die Quantifizierung erfolgte durche diergleichende
Coomassie-Farbung einer Verdinnungsreihe mit bekannten BSA-Konzemgnati/on allen
Zwischenschritten der Reinigung wurden zur Kontrolle Aliqguotsoganen und auf einem
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

Die aufgereinigten Proteine wurden zur Antikdrper-Herstellungdi@n Firmen Biogenes

(Berlin) geschickt.
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2.7.4 Affinitatsreinigung von Antiseren

0,6—-1 mg Proteine wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrtagkelektrophoretisch
aufgetrennt (Lammli, 1970). Nach Ubertragen der Proteine auf Nitrtmse-Membranen
(Porablot; Macherey-Nagel, Duren) wurden die Proteinbanden mit &ofcéabelosung (0,1
% (w/v) Ponceau S in 5 % Essigsaure) markiert. Die Bande vardstewurde ausgeschnit-
ten und in PBS-Puffer entfarbt. Der Streifen wurde 1 h in Blookgslosung (3 % BSA
(w/v) in PBS-Puffer mit 0,02 % NajN mit Proteinen abgesattigt. Danach wurde das zu
reinigende Antiserum in einer Endverdiinnung von 1:1000 hinzugegeben und 5 h ber RT ode
16 h bei 4C inkubiert. AnschlielRend wurde der Streifen jeweils 20 min in 0,15 NI Nad
PBS-Puffer gewaschen. Zum Eluieren der gebundenen Antikdrper deird&reifen in einer
feuchten Atmosphare fir 20 min mit Elutionspuffer (0,2 M Glycin, 1 B8&TA, pH 2,8)
uberschichtet. Das gesammelte Eluat wurde mit 0,1 Volumen 1 istHOGI pH 8,2
neutralisiert. Der pH-Wert wurde mittels Indikatorpapier UberpiDés neutralisierte Eluat
wurde mit 0,1 Vol zehnfach konzentriertem PBS-Puffer und 0,02 % (w/v} Madetzt und

bei £C gelagert. Bindung und Elution des Antikdrpers wurden insgesamtnsaicingit

demselben Streifen wiederholt.

PBS-Puffer:
NaCl: 8¢
KCI: 0,29

NegHPO,: 1,44 g
KH.PO;: 0,24¢g
HzoZ ad 11

pH: 7,4 mit HCI

2.8 Mikroskopische Techniken
2.8.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse von GFP-Fusionsproteinen irgerars Pflanzen
erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 (Carl Zeissa)Jaind dem
Konfokalen Laserscanning Mikroskop LSM 510 META (Carl Zeiss, JemaSijnaldetekti-
on erfolgte mit Hilfe von geeigneten Filtersatzen in den aufgefihrten Mégllgenbereichen.
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Axiovert 135 LSM 510 META
Anregung Emission Anregung Emission
GFP 450- 490 nn 515-565 nn | 488 nm A-Lase 510-525 nn
Chlorophyli: 450 — 490 nm 515 -700 n 488 nm Ar-Laser 645 — 700 nm

2.8.2 Fluoreszenzfarbung von Mitochondrien mit ,MitoTracker CM-H ,TMRos"

Der Farbstoff ,MitoTracker CM-RTMRos" (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) liegt
zunachst in einer reduzierten, nicht fluoreszierenden Form vor und nwixtitochondrien
angereichert und durch Oxidation in die fluoreszierende Form umgesetzt.

Untersucht wurden Stiicke der unteren Blattepidermis, die abgeanden den Inkubations-
puffer gelegt wurden. Nach Zugabe von 100 nM Endkonzentration des Farbstafenwdie
Proben in einem verdunkelten Exsikkator bei leichtem Vakuum 30 min inkuhigeschlie-
Bend wurden die Proben dreimal fur 10 min im verdunkelten Exsikkator mitdh&ob-
puffer gewaschen und im Konfokalen Laserscanning Mikroskop LSM 510 MEJaA (
Zeiss, Jena) analysiert. Die Anregung erfolgte mit eirNe-Laser bei 543 nm Wellenlan-
ge, die Emission wurde bei 558-601 nm detektiert (Optimales Anrshecimg 554 nm,

Emissionsmaximum: 576 nm).

Inkubationspuffer:

Hepes / KOH pH 5,6-7,0: 10 mM
Sorbitol: 350 mM
MitoTracker CM-HTMRos: 100 nM

2.8.3 Transmissionselektronenmikroskopie und Immunolokalisierung

Elektronenmikroskopische Techniken wurden von Dr. Twan Rutten und Dr. MicheeéiM
am IPK Gatersleben durchgefiihrt. Gewebeproben wurden in HM20- oder Spar(Rfano
GmbH, Marburg) fixiert. Die Untersuchung der Objekte erfolgteiaem Zeiss CEM 902A

Transmissionselektronenmikroskop bei 80 kV.



Material und Methoden 27

2.9 Aktivitatsmessungen von Enzymen
2.9.1 Herstellung pflanzlicher Extrakte fur Enzymmessungen

Pflanzliches Gewebe wurde in flinffacher Menge (w/v) Enzymakktnspuffer homogeni-
siert und durch eine Sephadex G25 medium Saule entsalzt. Die Mengasibbdiel3end
eingesetzten Proteins wurde nach Bradford (1976) bestimmit.

Enzym-Extraktionspuffer:
Tris/HCI pH 6,8: 50 mM

MgCly: 5 mM
3-Mercaptoethanol: 5 mM
Glyzerin: 15 % (v/v)
EDTA: 1 mM
EGTA: 1 mM
Pefabloc: 0,1 mM

2.9.2 Messung von Hexokinase-Aktivitat

Die Glukose, Fruktose und Mannose phosphorylierenden Aktivitdten von Hexokinasen
wurden in einem gekoppelten Enzymtest ermittelt. Das bei der Reaktitehemide Glukose-
6-phosphat wurde durch im Messpuffer vorliegende Glukose-6-phosphat-Demakege
oxidiert. Das dabei entstehende NADH wurde an einem Photometear(lSpectra Rainbow
Thermo, Crailsheim) bei einer Wellenlange von 340 nm quantifiz&rt Messung von
Fruktokinase- und Mannokinase-Aktivitat wurde dem Reaktionsansatz Phosphsgh&ei

rase zugegeben, fir Mannokinase aul3erdem Phosphomannoisomerase.

Reaktionsansatz:

Hepes/KOH pH 8,4: 100 mM

ATP: 4 mM

MgCly: [ATP] +1,5 mM

NAD: 0,8 mM

Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase

(von Leuconostoc mesenter oides): 05U

Phosphoglukoisomerase: 05U fur Fruktokinase und Mannokinase
Phosphomannoisomerase: 05U fur Mannokinase

Die Reaktion wurde bei 3C in einem Gesamtvolumen von 300 ul durch Zugabe der
Substrate Glukose, Fruktose oder Mannose gestartet. Es wurde dieateaikeaktionsge-
schwindigkeit Giber 20 Messpunkte, entsprechend 10 min, ermittelt.
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Far die Messungen zur ATP-Affinitat wurde 1 mM Glukose im Reaktingeta vorgelegt
und die Messung durch Zugabe von ATP gestartet.

2.9.3 Messung von Adenylatkinase-Aktivitat

Die Messung der Adenylatkinase (auch Myokinase genannt) erfolgtgnem gekoppelten
Enzymtest nach Kawai und Uchimiya (1995). Da nur die Hintergruktioeabei der
Hexokinase-Messung bestimmt werden sollte, wurde der Messaufeser dingepasst (s.
2.9.2). Die Konzentrationsabnahme von NADH wahrend der Reaktionen wurdeemn ei
Photometer (Tecan Spectra Rainbow Thermo, Crailsheim) beiWelgnlange von 340 nm

quantifiziert.

Reaktionsansatz:

Hepes/KOH pH 8,4: 100 mM
AMP: 0,1 mM
MgCly: 1,7 mM
NADH: 0,4 mM
PEP: 0,85 mM
Laktat-Dehydrogenase0,25 U
Pyruvatkinase: 0,25 U

Die Reaktion wurde bei 3C in einem Gesamtvolumen von 300 pl durch Zugabe von 0,1
mM Endkonzentration ATP gestartet. Es wurde die maximale Reskschwindigkeit Uber
20 Messpunkte, entsprechend 10 min, ermittelt.

2.9.4 Histochemischer Nachweis voprGlukuronidase-Aktivitat

Histochemisch@-Glukuronidase-Farbungen erfolgten nach Maetial. (1992). Schnitte von
Pflanzengewebe wurden in GUS-Farbepuffer infiltriert und bei°@7inkubiert. Nach

ausreichender Blaufarbung der Gewebe wurden sie durch Ethanol gebleicht.

GUS-Farbepuffer:

Natriumphosphat-Puffer pH 7,2: 100 mM
TritonX-100: 0,1 % (v/v)
3-Mercaptoethanol: 15 mM
X-Gluc: 1 mM
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2.9.5 Messung voip-Glukuronidase-Aktivitat

Fluorimetrische Bestimmung dé-Glukuronidase-Aktivitat erfolgte nach Jeffersen al.

(1987). Blattscheiben von 4 mm Durchmesser wurden in 200 pl GUS-Bomrskaffer
homogenisiert und 5 min zentrifugiert. 10 pl des Uberstands wurder20itpl GUS-
Reaktionspuffer (GUS-Extraktionspuffer mit 2 mM Methylumbeliffglukuronid) versetzt
und eine Stunde bei 3T inkubiert. Durch Zugabe von 800 pl 0,2 M J8&; wurde die
Reaktion abgestoppt. Die Messung der Fluoreszenz nach Anregung bei 860 Emission
bei 465 nm Wellenlange erfolgte an einem Photometer (Tecan Spéatra Crailsheim)
gegen eine zuvor vermessene Eichreihe aus Methylumbelliferon @KJKontrolle dienten

die jeweiligen Extrakte mit sofortigem Reaktionsstopp durc}Cide.

GUS-Extraktionspuffer:
Natriumphosphat-Puffer pH 7,2: 50 mM

TritonX-100: 0,1 % (v/v)
B-Mercaptoethanc 10 mM
EDTA: 10 mM

2.10 Invitro Translation und Chloroplastenimport

Experimente zurin vitro Translation von cDNAs und zum Transport der Proteine in
Chloroplasten wurden von Manuela Hoffmann (Martin-Luther-UniversitieNdittenberg)
nach Moliket al. (2001) durchgefuhrt. Transkription und Translation der Gene erfolgte durch
Vermittlung des T3 bzw. T7 Promotors im Plasmid pBluescript iSkellfreiem Kaninchen-
Retikolytenlysat in Gegenwart radioaktiv markiert88-Methionins. Intakte Chloroplasten
aus Erbsen- oder Spinatblattern wurden durch Zentrifugation in dierooll-Gradienten
gewonnen. Die radioaktiv markierten Proteine wurden zu den Chloroplagfebegeund 20
min bei 25C im Licht inkubiert. Durch Behandlung mit 180 pg/ml der Protddssmolysin
wurden nicht importierte Proteine, sowie zytosolisch exponierte iReotder aufl3eren
Hullmembran zerstort. Nach Reinigung der Chloroplasten in eineroolR&radienten
wurden sie durch einen osmotischen Schock aufgebrochen und durch Zetirifuga
Stroma und Thylakoide aufgetrennt. Die Thylakoide wurden in zwegtienen aufgeteilt,
von denen eine mit Thermolysin behandelt wurde. Dadurch liel3en sichnBratentifizie-
ren, die weiter ins Thylakoidlumen oder in deren Membran transpowtigden. Stochio-
metrisch gleiche Mengen der drei Fraktionen, entsprechend 12,5 p@tibr wurden in
einem 10-17,5 % SDS-Polyacrylamidggradientengel aufgetrennt. ddsrédle wurden 0,25
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pHg des translatierten Proteins mit aufgetragen. Die radioak8ugmale wurden an einem
Phosphoimager visualisiert.

In einem Kontrollexperiment wurden die translatierten Proteine 20 awif Eis durch
verschiedene Mengen Thermolysin behandelt und anschlieRend ebenfallslern

Gradientengel aufgetrennt.

2.11 Bestimmung von léslichen Kohlenhydraten und Stéarke

Losliche Zucker wurden mit 80 % (v/v) Ethanol bei 80°C fiur 2 h alanPéngewebe
extrahiert. Die Bestimmung von Glukose, Fruktose, und Saccharose imatditoeerfolgte
mit einem gekoppelten optisch-enzymatischen Test wie beedltt(1989) beschrieben. Zur
Starkebestimmung wurde anschliel3end das restliche Gewebe MIK@QH fir 1 h bei 95°C
aufgeschlossen und homogenisiert. Der pH-Wert wurde mit 1N Essegsauf 5,5-6,0
eingestellt. Die Quantifizierung der Starke erfolgte nach Hydeolmit Amyloglukosidase
(2U/ml, Boehringer, Mannheim) fir 2 h bei 55°C Uber die Messung der Glukoseeinheiten.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Isolierung und Sequenzanalyse pflanzlicher Hexokinasen

Pflanzliche Hexokinase-Aktivitdit wurde erstmals in Weizenkeigdn nachgewiesen
(Saltman, 1953). Bei Charakterisierungen weiterer pflanzlicherokiexsen wurden
Aktivitaten in zytosolischen, plastidaren und mitochondrialen Fraktionen gefu(sle
Anhang, Ill). Durch Komplementation einer Hexokinase-defizientei@rHetante gelang die
Isolierung des ersten pflanzlichen Hexokinase-GensAaalkidopsis thaliana (Dai et al.,
1995).

Basierend auf Sequenzvergleichen mit bereits bekannten Hexokmasd?flanzen, Tieren
und Pilzen kdnnen weitere Gene identifiziert werden. Bereiche hotvoldgie erlauben
Ruckschlisse auf die Funktion dieser Sequenz-Abschnitte, sowie alublkdiksierung des
Proteins innerhalb der Zelle. Inzwischen sind mehrere pflanzlich®kiteise-Sequenzen
bekannt (Olssost al., 2003), von denen jedoch nur wenige naher untersucht wurdengJang
al., 1997; Wieset al., 1999; Veramendst al., 1999, 2002).

Arabidopsis thaliana nimmt als vollstandig sequenzierte Modellpflanze eine Schlissel-
position bei der Charakterisierung pflanzlicher Hexokinasen ein. Blod sechs Gene
bekannt, die typische Merkmale von Hexokinase-Sequenzen zeigen. Deeulsgplmoglichst
aller Hexokinasen von Tabak sollte Vergleiche zwischen ihnen ermadglichen.

Im Folgenden werden neu isolierte Hexokinase-Gene aus Tabak vdrgesieinit bereits
bekannten Sequenzen verglichen. Dazu wurden die Programme ,BLAST Search”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi), ,Megalign 5.07* (DNABR Inc.) mit
Algorithmus ClustalW, ,ClustalX 1.83* (Thompsoret al., 1997) und ,NJPlot*
(http://pbil.univ-lyon1.fr/software/njplot.ntml) verwendet. Sofern nicht @eiwahnt, wurden

die Programme mit ihren Standardparametern verwendet.

3.1.1 Isolierung von Hexokinase-Genen ausicotiana tabacum

Zur Isolierung von Hexokinase-Genen aus Tabak wurden cDNAs durch Plaque-
Hybridisierung und PCR-Techniken durchmustert. Letztendlich konnten 9 hiexdeoe

Sequenzen isoliert werden, die in Tabelle 3 aufgefihrt sind.
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Tabelle 3: Auflistung der aus Tabak isolierten Hérase-cDNAs samt Grof3enangaben

Name, Akzession | cDNA gesamt ORF 5" UTR J'UTR
NtHxk1, AF118133 1827 1494 146 187
NtHxkla, AY553214 1853 1494 81 278
NtHxk2, AY553215 2300 1500 316 484
NtHxk3, AY553216 1849 1494 43 312
NtHxk4a, AY553217 1568 1497 37 34
NtHxk4b, AY553218 1568 1497 37 34
NtHxk5, AY553219 1966 1500 100 366
NtHxk6, AY553220 1824 1533 46 245
NtHxk7, AY664410 1916 1494 118 273

3.1.1.1 Durchmusterung einer cDNA-Bank

Zu Beginn der Arbeit standen vier verschiedene Hexokinase-Sequanz¥erfigung, die
im Vorfeld von Dr. Karin Herbers (damals IPK Gatersleben)iesoworden waren. Mit
AtHxk1 und AtHxk2 als Sonden war eine cDNA-Phagenbank aus Tabakblatt (Hetbadrs
1995) durchmustert worden. Es konnten vier Klone (Nr. 8, 9, 10, 23) isoliedemwedie
aufgrund ihrer Sequenz als Hexokinase-Gene identifiziert wurdem &l@ntsprach der
bereits veroffentlichtemtHxk1, Akzessionsnummer AF118133, (Wiegal., 1999). Klon 8
wurde aufgrund der sehr hohen HomolobiHxkla genannt, Klon 23NtHxk3. Klon 10
zeigte einen Fehler im offenen Leserahmen, weshalb die Phagemiaitkm als Sonde
erneut durchmustert wurde. Es wurde eine entsprechende korrektekodieBequenz mit
groRReren untranslatierten Bereichen gefunden. Dieser gré3ere KlonNttide? genannt.
Nach Veroffentlichung des vollstandigeirabidopsis thaliana Genoms wurde die Bank
erneut nach homologen Tabak-Sequenzen durchmustert. Mit der genomischen Sequenz
At3g20040 wurde eine Sequenz gefunden, digHxk6 genannt wurde. Eine homologe
Sequenz z&t4g37840 wurde nicht gefunden.

3.1.1.2 PCR mit degenerierten Primern

Ausgehend von den von Dr. Karin Herbers isolierten Hexokinase-Sequenzenabak,
sowie von den zum damaligen Zeitpunkt bekannten SequenzeArahigsopsis thaliana,
Kartoffel und Spinat wurden Bereiche hoher Homologie identifiziertdiadPrimer HKlso_5

und HKIso_3 abgeleitet, welche den Bereich 292-1094 homolog zum Leserahmen von
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NtHxk1 umfassen. Bei nicht identischen Basen wurde der Schwerpunkt déloke & abak-

Sequenzen gelegt (s. Abb. 4). Mit diesen Primern wurde cDNA augelVSource- und

Snk-Blatt sowie aus Fruchtknoten amplifiziert. In jeweils zehn untdten Sequenzen
waren NtHxk1/1a und NtHxk3 die vorherrschenden IsoformeitHxk2 wurde in Snk-Blatt

und Fruchtknoten je einmal gefunden. In cDNA &uk-Blatt entsprach eine Sequenz der

neuen IsoformNtHxk4a. Mittels ,Universal GenomeWalker™ Kit* (Clontech) konnte die
Sequenz nach 3’ und 5’ ausgeweitet werden (Primer GW3NtHK24 5, GVK2Mtiést 5
und GW5NtHK24 3, GW5NtHK24nest_3). Die anschlieBende Amplifizierung desigsa
Leserahmens aus cDNA brachte eine zuséatzliche Isofdithixk4db zutage (Primer
HK24copy_5 / HK24copy_3).

A

A

500 1000 1500
L | ! I ||
HKlso_5 HKlso_3
Primer TATGCRTTGGAYCTTGGTGGWACAAA GACACCDGAWATRTSTGENATG(
NtHxK1 TATGCGTTGGATCTTGGTGGAACAAA GACACCTGATATGTCTGCTBAAGCA
NtHxk2 TATGCATTGGACCTTGGTGGTACAAA GACACCGGATATATGTGCBEAGCH/
NtHxk3 TATGCATTGGATCTTGGTGGAACAAA GACACCTGAAATGTCTGCTBAGCA
AtHxk1 TATGCATTGGACCGEGGACAAA GACTCTACATGTCGCTATGCAGR
AtHxK2 TATGCGTTGGATCTGGGAACAAA GAGUCCACATGTCTGCTATGCACAG
SHxk1 TATGCATTGGATCTTGGTGGAACAAA GACACCTGATATGTCTGCTARGCA
SHxk2 TATGCATTGGATCTTGGTGGAACAAA GACACCTGAAATGTCTGCTEAGCA
SoHxk1 TATGCGTIGACCTTGGEG@ACQA GACACCAGAELTGTCTGCCATGCATCA
NtHxk4a TATGCATISATCTIAGGGACAAA GACTCGGARTGTCTGCTATGCATCA
NtHxK5 TATGCATTGGATCGGGGACAAA GACTCGGATATGII GCTATGCATCA
NtHxk6 TATGCTCGCACCTTGGTGGTADG GACACCGTTSTGETGCTATGCAQGG
NtHxK7 TATGCATTGGATCTTGGTGGAACAAA GACACCTGATATGTCTGCTARGCA

Abbildung 4: Ableitung der degenerierten Primer B&I5 / HKIso_3 und Vergleich mit Hexokinase-

Sequenzen. Unterstrichene Basen hybridisieren mahtden Primern.Wobble-Basen: D=A/G/T, K=G/T,
N=A/C/G/T, R=AIG, S=C/G, W=A/T, Y=CIT

3.1.1.3 RACE PCR

Versuche, den vollstandigen Leserahmen MtiAxk4a durch RACE PCR zu amplifizieren,

fuhrten stattdessen zu der nah verwandten Isofdthixk5 (Primer 5RaceHK24_686_3).
Deren Leserahmen wurde durch RACE PCR vervollstandigt (Primer 3R&E©RK).
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Die Suche nach weiteren homologen Sequenzextirkl und NtHxk3 mittels RACE PCR
fuhrte zuNtHxk7 (Primer Hxk1l_331_3). Deren 3’ Bereich wurde anschliel3end ebenfalls
durch RACE PCR amplifiziert (Primer 3RaceNtME4_2).

3.1.2 Sequenzanalyse pflanzlicher Hexokinasen

Die isolierten Tabak-Hexokinasen weisen fur pflanzliche Hexaden typische Grdl3en con
ca. 500 AS auf. Olssoet al. (2003) schlugen die Einteilung pflanzlicher Hexokinasen in die
Typen A, B1 und B2 vor, die problemlos auf die Tabak-Isoformen UbertragfbhadtHxk2
gehort als einziger Vertreter Typ A an und besitzt laut Comipeitechnungen ein 30 AS
gro3es abspaltbares Transitpeptid fur den Chloroplastenimport (Nietsal., 1997;
Emanuelssoret al., 2000). NtHxk6 ist der einzige Vertreter des Typ Bl, die anderen
Isoformen gehdren Typ B2 an (s. Abb. 5). Die Typ B Isoformen besézen potentiellen
Membrananker innerhalb der ersten 24 N-terminalen Aminosaureni(ak&lorton, 1999).

Ein Sequenzvergleich der Hexokinasen von Tabak Anatdidopsis thaliana findet sich im
Anhang, Abschnitt II.

At1g50460  At3g20040 Abbildung 5: Radialer phylogenetischer Baum

der bekannten Hexokinase-Proteine aus Tabak
(Nt) und Arabidopsis thaliana (At). Die
NtHxk6 Hauptaste sind der Typisierung Olssoeisal.
NtHxK7 (2003) folgend beschriftet. Sequenzvergleich mit

ClustalX. Baumerstellung mit Korrektur multipler

Substitutionen, Ausschluss luckenhafter
At1g47840 " , .
Positionen, Bootstrapping. Darstellung mit NJPlot
NtHxk5 (Unrooted). Der MaRstab gibt die Anzahl von

NtHxk4a,b NtHxk2 Substitutionen pro Position an.

AtHxk2

0.1

At4g37840

Hexokinasen besitzen typische konservierte Sequenzbereiche, denen Fubditiaker
Substratbindung und Katalyse zugeschrieben werden (s. 1.8). BeineidlerdgrAdenosine-

Bereiche gibt es Auffalligkeiten bei den vier bekannten TypHgkokinasen aus Tabak,
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Arabidopsis thaliana und Reis. Diese weichen mit mehreren inserierten Aminoséaurdicdeut
vom Konsensus ab (s. Abb. 6). Dabei ist die veroffentlichte Protejuebe von At3g20040
an der genannten Stelle offensichtlich falsch aus der genomiSatgienz abgeleitet worden.
Der mutmaliliche Fehler beruht auf der Berechnung eines Introrchiesalach Vergleich der
bekannten genomischen Sequenzen an dieser Stelle aber ungewdhnlicimdvaueh nicht
den Leserahmen zerstoren wirde. In Abbildung 6 wird die mutmallichgdacRtioteinse-

quenz angegeben.

100 200 300 400 500

‘ I I/ I I/ [ ﬁ[
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T

Atlg47840 422 |IEKDTK-=--=-=---- RMGSGKRTVVAMDGALYEKYPQYRQYMQDALVELL
At4g37840 421 LGR-------mmmmmmmem LEKKMSIVIVEGGLYDHYRVFRNYLHSS VWEML A
Nt Hxk2 424 MEEDSK----------- GVIFGKRTVVAMDGGLYEHYPOYREYLOEA VTELL
At3g20040 419 vgrdgsgg---gr-rsdkQI-MRRTVVAVEGGLYLNYRMFREYMDEA LRDIL
At1g50460 418 IGRDGSGGITSGRSRSEIQM-QKRTVVAVEGGLYMNYTMFREYMHEHA B1

Nt Hxk6 420 IGRDGSGGIAGGKFRSDRPSRMRRTVVAIEGGLYTSYTLFREY MNEAL
0OsBAB90260 422 LGRDGSGAASSGRGRGOP----RRTVVAIEGGLYQGYPVFREYLDHEAL

At Hxk1 421 LGRDTT----------- KDEEVQKSVIAMDGGLFEHYTQFSECMESS LKELL

At Hxk2 421 IGRDAT----------- KDGEAQKSVIAMDGGLFEHYTQFSESMKSS LKELL

Nt Hxk1 421 MGRDTP----------- RQGGLEKTVVAMDGGLYEHYTEYRTCLENT LKELL

Nt Hxk3 421 MGRDTP----------- RESGQEKIVVAMDGGLYEHYTEYRKCLENT LVELL B2
Nt Hxk4a 422 LGRDTL----------- KDGEKQRSVIAVDGALFEHYTKFRNCMEGT IKELL

Nt Hxk5 423 LGKDTL----=-=---- KDGENQRSVIAVDGALFERYTKFRNCLEET MKELL

Nt Hxk7 421 MGRDTF----------- KOGGSERTVIAMDGGLYEHYTEYRMCLENSL

Abbildung 6: Sequenzvergleich dédenosine-Bereiche von Hexokinasen aus Tabak (MRigbidopsis thaliana
(At) und Reis (Os) nach Borkt al., 1993. Klein geschriebene Aminosauren bei At3gB06ind von mir
korrigierend eingefligt worden.

Durch gezielten Aminosaure-Austausch konnten wichtige einzelne Aéuirers identifiziert
werden. Ser603, Asp657, Glu708 und Glu742 von Maus-Hxk2 aus Hepatomzellen sind fur
die Hexose-Bindung wichtig (Aroret al., 1991), Asp532, Arg539, Gly896 und Gly989 von
Ratte-Hxk2 fur die ATP-Bindung (Baijat al. 1995). Die Aktivitat der Enzyme wurde durch

die Austausche um mindestens 90 % reduziert. Die entsprechenden &mémosind, mit
einer Ausnahme, in den hier untersuchten Tabak-Hexokinasen konservierbb(s.7)A
Beziiglich der fur die ATP-Bindung wichtigen Aminosaure AspartatSBReg Auffalligkei-

ten in den Sequenzen der Typ Bl Proteine NtHxk6, At3g20040 und Atl1g50460. Die
entsprechende Aminosaure 101 ist bei den genannten Proteinen etinHistiAbb. 7).
Aufgrund beider aufgezeigten Sequenzabweichungen ist es fraglichpoBlTiexokinasen
tatsachlich ATP binden und die Katalyse durchfihren kbnnen.
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* . U k ees % Kk *-

NtHxk2 MSVTVS SPAGRSFHISRSPYKKISKPRY IIAAVRSGVSLAVARILTKLQKDCATPLPVLR 60
NtHxkl --MKK ATVGAAVIGAAT-VCAVAALIV NHRMRKSSKWARAMILREFEEKCGTPDAKLK 56
NtHxk3 ---MKK ATVGAVVVGAAV-TVAVGALIV RHRMRKSSKWARARLKEFEEKCGTPDAKLK 56
NtHxk4a ---MGK VYVGAAVVCTAA-VCAAAVLLM RHKMKNSGKWAKILKEFEEKCETPIGKLR 56
NtHxXk5 ---MGK LVVGVSVVCTAAVVCGVAVLLM KRRMKNSGEWGHKMEKDFEEKCATPMGKLK 57
NtHxk6 ---MGR LAVGISAGFAVA-ACIVAAAMV GKRVKRRRKWKKMKVLEELEESCGTPVGRLK 56
NtHxk7 --MKK VIVGAAVVGAAA-VCAVAALIV NHRMRKSSKWGRAMLREFEEKCKTQDAKLK 56

Phosphat el
:*.***:*:*:**** :**:.***:::*:*.**.* * % :***.***: ****:**:***
NtHxk2 HVADAMAVDMRAGLAVDGGSDLKMILSYIDTLPTGNEKG LEPRGGTNRVLRVQLG(
NtHxkl QVADAMTVEMHAGLASEGGTKLKMLITYVDNLPTGDEAG VIDIA&GANRVLRVQLGG 116
NtHxk3 QVADAMTVEMHAGLASEGGSKLKMLISYVDNLPTGOEEG VBEYSGTNRVLRVQLGG 116
NtHxk4a QVADAMTVEMHAGLASEGGSKLKMLISYVDNLPTGDETGAEM GGTNRVMRVQLGG 116
NtHxk5 QVADAMTVEMHAGLASEGGSKLKMLISYVDNLPTGOEEG UIIXASGTNRVMRVQLGG 117
NtHxk6 QVVDAMAVEMHAGLASEGGSKLKMLLTYVDKLPNGREKG IMYBGTNRVLRVHLGG 116
NtHxk7 QVADAMTVEMHAGLASEGGSKLKMLITYVDNLPTGDEAG IEY&GTNRVLRVQLGG 116
A A

120

\"ranvran. )

Zucker
oL LR R kR ke ko k) eiebaleieled
NtHxk2 KEERVIATEFEQVSIPQELMFA-TSEELFDFIASELGKFSQSEGKFEMQ{f) GRTREIGFTF 180
NtHxkl KDGGIVHQEFAEASIPPNLMVG-TSEALFDYIAAELAKFVNEEBFQQPR GKQRELGFTF 176
NtHxk3 KDGGIVHQEFTEASIPPNLMVG-TSEALFDYIAAELAKFVAEEKFHQPR GKQRELGFTF 176
NtHxk4a KEKRIVKQEVKEVSIPKNVMAGSSSDALFDFIATALVKFVATIDDFRLPR GRQRELGFTF 177
NtHxk5 NEKRIVKHEVKEVSIPQNVMAGSSSEVLFDFIATALAEFVATEGFHLPH GRQRELGFTF 178
NtHxk6 QRSAILGQDIERQPIPQHLMTS-TSEDLLDFVASSLKDFIEKESGLEQP$ PRRRELGFTF 176
NtHxk7 KDGGIIHQEFAEASIPPSLMVG-TSDALFDYIAAELAKFVAAEEKFHQPR GKQRELGFTF 176

Connect 1

***: * % *% ***** *:** * * * % * :**:****.***
NtHxk2  SFPVKQTSVIK SGILIKWTKGFAVSGTAGKDVVACLNEAMERQGELGMDWBAVATLA 240
NtHxk1l  SFPVMQTSIN SGTIMRWTKGFSIDDAVGQDVVGELAKAMKRKGVDMR/MSRVGTLA 236
NtHxk3  SFPIMQTSIN|SGTLIRWTKGFSIDDTVGQDVVAELTKAMQRKGVDMRLVSBTVGTLA 236
NtHxk4a SFPVKQLSIAISGTLIKWTKGFSIDDTVGQDVVRELTKAMERVGLUDVR MAYOTVGTLA 237
NtHxk5  SFPVKQLSIASGTLIKWTKGFSIEDVVGQDVVGELAKAMERAGUDVRIWNOTVGTLA 238
NtHxk6  SFPVKQTSA$ SGILIKWTKGFSIEDMIGRDVSECLQQAIARKGQDVR VINADTVGTLA 236
NtHxk7  SFPVMOTSIN SGTIMRWTKGFSIDDAVGQDVVGELTKAMKRKGQVDMR/MEBRVGTLA 236

4 4

Phosphat e2

*  kkeokkkkkk ke ok ok ok % DI I *%%k *x * k%

NtHxk2 GARYWD

N[DVMVAVILGTGTNACYVE RVDAIPKLPQRMSNSRVNTEWGAF-SNGLPL 298
NtHxkl GGKYTH|N PVAVAVILGTGTNAAYVH RVQAIPKWHGPVPKEMVINMEWGNFRSSHLPL 295
NtHxk3 GGRFSN|K DVSIAVILGTGTNAAYVE RAQAIPKWHGPLPKSEMVINMEWGNFRSSHLPL 295
NtHxk4a GGRYNN|P PVIAAVILGTGTNAAYVE [RANTIPKWHGLLPKSDMVINEMWGNFRSSHLPV 296

P

E

K

NtHxk5 GGRYND|P PVIAAVILGTGTNAAYVE|RAHAIPKWHGLLPKSEMVINMEWGNFLSSHLPV 297

NtHxk6 LGHYND [E PTVAAVVIGTGTNACYLE RADAIIKCQGLLTTSGMVVNEWGNFWSSHLPR 295

NtHxk7 GGKYTQ|K PVAVAVILGTGTNAAYVH RVQAIPKWHGPVPKEMVINMEWGNFRSSHLPL 295
4

* ok sk ok kk ok skk kkekkkekekkkk ooeen * *%x  k k%

NtHxk2 TEFDREMDAESINPGEQIFEKTISGMYLGEIVRRVLVKMAKVGGLFGGGYVPEKLVTPFVLR 360
NtHxkl TQYDHALDTNSLNPGDQIEKMTSGMYLGEILRRVLLRVAEEAGIFGD-EVPPKLKSPFVLR 356
NtHxk3 TEYDHAMDTDSLNPGEQIEKICSGMYLGEILRRVLLRMSEEAAIFGD-EVPPKLKNQFILR 356
NtHxk4a TEYDQSLDTESLNPGEQNEKMISGMYLGEILRRVLCRMAEEASFFDD-YVPPKLKTPFILR 357
NtHxk5 TEYDQNLDVESLNPGEQIMEKMISGMYLGEILRRVLCRMAKEASLFGD-YVPSKLKIPFILR 358
NtHxk6 TSYDIDLDVASPNPNDQGEKMISGLYLGDIVRRVLLRMSQESDDFG--PASSKLAVPFALR 355
NtHxk7 TEYDHALDNESLNPGEQIEKMTSGMYLGEILRRVLLRVSEEAGVFGD-EVPPKLKDSFVLR 356
4
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*k « kke kK k kk kX Kk .- . L CEEEREE TEEREE 3

NtHxk2 TPDICAMQQDTSRDLEAVESVLYDIAGVK-SDLSARKTVVDITIANRGGRLAGAGIVGIL 421
NtHxkl TPDMSAMHHDASSDLRVVGDKLKDILEISNTSLKTRRLVIELEMATRGARLAAAGVLGIL 418
NtHxk3 TPEMSAMHHDTSSDLRVVGDKLKDILEISNTSLKTRRLVVEULCZATRGARLAAAGVLGIV 418
NtHxk4da TPDMSAMHHDKSADLKVVGDKLKDILEVPNSTWKMRKIIVEUTSRGARLSAAGIVGIL 419
NtHxk5 TPDMAAMHHDESADLKVVGNKLKDILEVPNSTLKMRKIVVELTERGARLSAAGIVGIL 419
NtHxk6é TPLMAAMHEDDSPDLSEVARILGEVLELPDVPVKVRKLVVKVIOBRRAARLAAAGIVGIL 416
NtHxk7 TPDMSAMHHDTSPDLKVVGEKLKDILEISNTSLKTRKLVVELUENTRGARLAAAGVLGIL 417

k% kkeokke

Adenosi ne
o KRRk KL K ok LR
NtHxk2 QK MEEDSK----------- GVIFGKRTVVAMDGGLYEHYPQYR EYLQEAVTELL GSEISK 470
NtHxkl KK NIGRDTP----------- RQGGLEKTVVAMDGGLYEHYTEYR TCLENTLKELY GDELAT 467
NtHxk3 KK NIGRDTP----------- RESGQEKIVVAMDGGLYEHYTEYR KCLENTLVELY GEEMAT 467
NtHxk4a KK RDTL----------- KDGEKQRSVIAVDGALFEHYTKF RNCMEGTIKELL G-DAAE 467
NtHxk5 KK UGKDTL----------- KDGENQRSVIAVDGALFERYTKFR NCLEETMKELL G-DTAD 468
NtHxk6 KK IGRDGSGGIAGGKFRSDRPSRMRRTVVAIEGGLYTSYTERRNEAMKEIY GEEISS 477
NtHxk7 KK NIGRDTP----------- KOGGSERTVIAMDGGLYEHYTEYR MCLENSLKDL| GEELAT 467

Connect 2
o -****:*******: *
NtHxk2 NVV IEHSKDGS G GAALLAAANS
NtHxk1l SIV FEHSNDGS G GAALLAASNS
NtHxk3 SIV FEHANDGS G GAALLAASNS
NtHxk4a SIV IHLSNDGS G GAALLAASHS
NtHxk5 SIV IHLSNDGS GVGAALLAASPS
NtHxk6 NVI LRVMEDGS G GAALLAAANS
NtHxk7 SIV FYHSNDGS G GAALLAASHS
A A

KYEHDY---- 499
MYLEDKS--- 497
LYVEDKS--- 497
QYLGLEES-- 498
QYTDLEES-- 499
ASEVDRVQLH 510
MYLEDQA--- 497

Abbildung 7: (Diese und vorherige Seite.) AminogiuBSequenzvergleich der bekannten Tabak-Hexokinasen
Aus Grunden der Ubersichtlichkeit wurden NtHxkladuNtHxk4b nicht beriicksichtigt. Vollstandig kon-
servierte AS sind durch ,** markiert, einer starkiomologiegruppe zugehdrige AS mit ,..“, einer sclohvan
Homologiegruppe zugehdrige mit ,.“. Berechnete Meanianker sind gestrichelt eingerahmt, die bereehnet
Spaltstelle des NtHxk2-Transitpeptids ist dutchngezeigt. Fiir Hexokinasen charakteristische Sexgmesind
eingerahmt (Borlet al., 1993). Homologe Aminoséuren zu Ser603, Asp63dy/@ und Glu742 von Maus-
Hxk2 sind durchZz markiert, homologe Aminosauren zu Asp532, Arg538,896 und Gly989 von Ratte-Hxk2

durchA. Berechnet mit ClustalX

3.2 Southern-Analysen

Durch Southern-Analysen sollte Uberprift werden, wie viele homologeokitase-
Isoformen im Tabakgenom vorhanden sind. Aufgrund der Allotetraploidid aleskgenoms
ist jedes Hexokinase-Gens in zwei ahnlichen Varianten zu emyawobei jeweils eine
Variante von einer der beiden Elternpflanzen stammen sollteTdkak sind das Vorfahren
von N. sylvestris als mutterliche und Vorfahren von vermutlidéth tomentosiformis als
vaterliche Elternpflanze (Muragt al., 2002). Zusétzlich sind kleinere Variationen zwischen

beiden Allelen einer Isoform mdéglich. Sofern die einzelnen Gmve. deren Umgebung
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durch Restriktionsschnittstellen differieren, lassen sie sich duBduthern-Analyse
unterscheiden.

Sequenzanalyse der Hexokinase-Genefatisliana belegt eine Struktur aus sieben bis neun
Exons. Der grof3te translatierte Bereich wird jeweils vomtdatExon kodiert, welches den
Bereich von ca. 1150 bp bis zum Stopkodon und wahrscheinlich dartber hinaus .abdeckt
Dieser Bereich der jeweiligen Tabak-Hexokinase wurde bra Stopkodon mittels PCR
amplifiziert und als Sonde fir die Southern-Analyse eingesetzt (s. Tab. 4).

Neben DNA vonN. tabacum wurde auch DNA vomN. sylvestris flr die Analyse verwendet,

um eine Abschatzung Uber die Herkunft der isolierten Tabak-Hexokitaséen zu kbnnen.

Die Restriktionsenzyme EcoRI und Hindlll wurden ausgewahlt, weethight in den von den

Sonden abgedeckten Bereichen schneiden.

Tabelle 4: Identitat der fir Southern-Analysen esgjzten Sonden. Berechnungen mit Megalign. |rdieetk
hervorgehoben sind die jeweils nah verwandten PassitHxk1/NtHxk3 und NtHxk4a/NtHXK5.
NtHxk1l NtHxk2 NtHxk3 NtHxk4a NtHxk5 NtHxk6 verwendete Primer (s. Anhang, I.1)

NtHxk1 ok 52.1 79.9 56.3 56.1 458 HK9_1150_5/S15
NtHxk2 52.1 ok 57.4 57.1 55.1 51.1 HK10_1165_5/S6

NtHxk3 | 79.9  57.4 59.6  59.3 481 HK9 1150 5/S12
NtHxkd4a| 56.3 57.1  59.6 ok 87.8  49.0 HK24A 1167 5/HK24 ORF_3
NtHxk5 | 56.1 551  59.3 87.8 #k 499 HK5_1170_5/HK5_fSense_Sall_3

NtHxk6 | 458 511 481 49.0 499  **  HK6_1175 5/HK6_Sall_3

3.2.1 Southern-Analysen vomtHxk1, 3 und 7

Die eingesetzten Sonden ftHxk1 und NtHxk3 waren zu 79,9 % identisch (s. Tab. 4). Die
Bandenmuster beider Hybridisierung unterschieden sich aufgrund ti@lsen Homologie
nur unwesentlich. Von einer zusatzlichen Hybridisierung mit der sedieBereich zu 80-88

% ebenfalls sehr ahnlicheéxtHxk7 wurde daher abgesehen. Exemplarisch abgebildet wird
hier die Hybridisierung mit der Sonde MtHxk3 (s. Abb. 8).

Aufgrund der Markierung von mindestens drei verschiedenen Isoformenalak@enom
ergab sich ein komplexes Bandenmuster. Der Vergleich mit eiefacheren Muster im
Genom vorn\. sylvestris erleichterte die Interpretation.

In EcoRI geschnittener DNA voN. tabacum wurden vier Banden von 1,6 — 2,6 — 4,2 und 7
kb Grof3e markiert. Die 1,6 und 4,2 kb grof3en Banden fanden sich aNchyivestris DNA.

In Hindlll geschnittener DNA wurden Banden von 1,6 — 1,7 — 1,9 — 2,3 kb, sowie sehr
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schwach von 3,8 und >10 kb Grof3e markieriNIsylvestris DNA fanden sich korrespondie-
rende Banden von 1,6 / 1,7 und 2,3 kb Grol3e.

Die Anzahl der starken Banden deutet auf vier verschiedefarsn der Homologiegruppe
NtHxk1/3/7 in N. tabacum, und zwei oder drei ilN. sylvestris hin. Tatséachlich wurden spéater
im Genom vonN. sylvestris die drei IsoformemNsHxk1, NsHxk3 und NsHxk4 gefunden (s.
3.7.1).NsHxk1 und NsHxk4 sind als identisch mitHxk1a bzw. NtHxk7 anzusehernNsHxk3

ist ein zusatzliches Homolog MNtHxk3. Zusammen milNtHxk3 bilden diese drei Gene von

N. sylvestris die bei der Southern-Analyse von Tabak nachgewiesene Homologiegugpe a

vier GenenNtHxk1 undNtHxkl1a sind demnach verschiedene Allele des gleichen Gens.

3.2.2 Southern-Analysen vomNtHxk4 und NtHxk5

Auch NtHxk4 und NtHxk5 liel3en sich unter den gegebenen Bedingungen bei 87,8 % ldentitat
der verwendeten Sonden nicht durch Southern-Hybridisierung unterscheisgenpl&risch
abgebildet wird die Hybridisierung mit der SondeNiirxk4 (s. Abb. 8).

In EcoRI geschnittendX. tabacum DNA wurde eine intensive Bande von 2,2 kb, sowie eine
schwache Bande von 6 kb Gréf3e markiert. Die 6 kb groRe Bande fand dichnauc
sylvestris DNA. Die zusétzliche sehr schwache Bande von 1,6 kb Grol3e in [GesBhnitte-

ner N. sylvestris DNA ist vermutlich auf eine Kreuzhybridisierung mNitHxk1/3/7
zurlckzufihren.

In Hindlll geschnitteneN. tabacum DNA wurde eine intensive Bande von 1,3 kb und eine
schwache Bande von 0,3 kb Grol3e markiert. AuRerdem waren zwei selacksehBanden

von 1,7 und 1,9 kb GroRRe zu sehen, bei denen eine KreuzhybridisierumdHrikl/3/7
anzunehmen ist. Die 0,3 kb grof3e Bande fand sich aughsyivestris DNA wieder. Die 1,7

und 2,3 kb grof3en Banden in Hindlll geschnitteNesylvestris DNA lassen ebenfalls eine
Kreuzhybridisierung miNtHxk1/3/7 vermuten. Aul3erdem waren zwei sehr schwache Banden
von 0,8 und 1,2 kb GroR3e sichtbar, deren Herkunft unklar ist.

Im N. tabacum Genom sind daher zwei verschiedene Isoformen der Homologiegruppe
NtHxk4/5 zu vermuten, alsditHxk4 und NtHxk5, davon eine aus del. sylvestris Genom

stammendNtHxk4a und NtHxk4b sind demnach verschiedene Allele des gleichen Gens.
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3.2.3 Southern-Analyse voriNtHxk2

Aufgrund der geringen Homologie viitHxk2 zu den anderen bekannten Isoformen fanden
sich keine Hinweise auf Kreuzhybridisierungen mit diesen (s. Abb. 8).

In EcoRI geschnitteneX. tabacum DNA wurden zwei Banden von ca. 10 und 12 kb GrolRRe
markiert, von denen die grof3ere auciNirsylvestris DNA zu sehen war.

In Hindlll geschnittenerN. tabacum DNA wurde eine 3,3 kb grofRe Doppelbande stark
markiert. Eine deutlich weniger intensiv markierte Einzelbande fsicd auch imN.
sylvestris Genom.

Im N. tabacum Genom ist daher von zwei Isoformen diEtHxk2-Homologiegruppe
auszugehen, bél. sylvestris von einer.

3.2.4 Southern-Analyse vomNtHxk6

Auch beiNtHxk6 gab es aufgrund des geringen Homologiegrads zu den anderen bekannten
Isoformen keine Hinweise auf Kreuzhybridisierungen mit diesen (s. Abb. 8).

In EcoRI geschnitteneX. tabacum DNA wurden zwei Banden von 2,1 und 3, 0 kb Groéf3e
markiert, wovon die gro3ere auchNnsylvestris DNA auftauchte.

In Hindlll geschnitteneN. tabacum DNA waren zwei Banden von 1,8 und 9 kb sichtbar, von
denen die kleinere auch M sylvestris markiert wurde.

Im Genom vonN. tabacum ist daher von zwei verschiedenen Isoformen Nedxk6

Homologiegruppe auszugehen, Besylvestris von einer.
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N.t. N.s. N.t. N.s.
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Abbildung 8: Southern-Analysen voMtHxk1/3/7, NtHxk4/5, NtHxk2 und NtHxk6. Links der Abbildungen sind
die Laufhdhen des GroRenmarkers in kb angegeben.Spur wurden ca. 30 pg DNA aufgetragen. N.t.:
Nicotiana tabacum, N.s.:Nicotiana sylvestris, E: EcoRlI, H: Hindlll.
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3.3 Heterologe Expression von NtHxkla und NtHxK2 ife. coli zur Gewinnung von

Antiseren

Antiseren gegen NtHxk1/NtHxkla und NtHxk2 sollten helfen, transgenenZgfh mit
erhohter Expression zu identifizieren und nach Markierung elektronesskdgisch die
subzellulare Lokalisierung aufzuklaren.

Um grof3e Mengen des reinen Proteins zu gewinnen, wurden NtHxkla unk2Niblteriell
exprimiert und anschlieRend gereinigt. Die Proteine wurden Kanincheieiit)jdie daraufhin

Antikdrper gegen die entsprechenden Hexokinasen entwickelten.

3.3.1 Erstellung von Konstrukten zur bakteriellen Expression von NtHxkl1a ud
NtHxk2

Vektoren der pQE-Serie (Qiagen) versehen das zu exprimiereatnPmit einenilag aus
sechs Histidinen, die eine Reinigung uber Nickel-Agarose erlalBsndem verwendeten
Vektor pQE-9 wird deifag an den N-Terminus des Proteins fusioniert.

Beide Hexokinase-Sequenzen wurden Uber den gesamten kodierenden Bewdithiert
und Uber die Schnittstellen BamHI / Sall in den Vektor pQE-9rtigiair NtHxkla wurden
die Primer S13 und S15 verwendet, fur NtHxk2 die Primer S5 und S6 (s9pkbie zur
Amplifizierung von NtHxk2 verwendete cDNA trug eine bis dahin unentdeSideung des
Leserahmens, die zu einem frihzeitigen Translationsstop nach 2349&aftminosauren
fuhrte. Da am C-Terminus des verkirzten Proteins lediglich dischia Aminoséauren
translatiert wurden, wurde es dennoch fir die Herstellung des Amtisererwendet. Nach
Vergleich der Sequenz mit dem genomischen Klon der homolbigemk2 (s. 3.7.1) ist
anzunehmen, dass die Stérung auf einem fehlerhaften Spleil3en zwisatem vind funftem
Exon der RNA beruhte.

+1: S13 +1521: 515 +1: S5 TGA +1510: S6
ATG-Hiss| ATG NtHxkla TAG ATG-His, | ATG NtHxk2 TAG
BamHI Xbal, EcoRV| Sall BamHI ‘ Ncol Sall
Ncol Ncol

Abbildung 9: Schemazeichnungen der zur Antikorpeapktion verwendeten Konstrukte NtHxkla und NtHxk2
im Plasmid pQE-9. Mit Richtungspfeilen angegeberd gilie verwendeten Primer samt Positionsangaben in
Relation zum Translationsstart (s. Anhang, l.1)B&wem eingezeichnet sind einige interne Schriiésteler

Konstrukte.
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3.3.2 Expression und Reinigung der Proteine NtHxkl1la und NtHxk2(1-231)

Beide Hexokinase-Proteine wurdenkn coli, Stamm M15, nach Zugabe von 1 mM IPTG
effizient exprimiert (s. Abb. 10). Das NtHxkla-Protein zeigteGal eine etwas geringere
Laufhdhe als die berechneten 55 kDa, die verklrzte NtHxk2 lag weeheet bei 27 kDa.
Beide Proteine lagen hauptséachlich unldslich in Protein-Einschlusskorpern Dier
denaturierende Reinigung Uber Nickel-Agarose war in beidennRatleefriedigend, weshalb
eine abschlieBende Reinigung Uber ein praparatives SDS-Polyaiciyd durchgefuhrt
wurde (s. 2.7.3). Nach diesem Schritt lag das Protein in gentigend Fama fur die

Produktion von Antiseren vor.

NtHxkla NtHxk2(1-231)
kDa|1\2\4\3\5\6\7\8\9 kDa\1\2|3\4|5\6\7|8\9
100-

55 .
70- Sl g
45 -5 7 .
55- sall .. S
-y " ‘
| gy
25—
35- o
- 154 8

Abbildung 10: Coomassiegeférbte SDS-Polyacrylamidgech bakterieller Expression und Reinigung von
NtHxkla und NtHxk2(1-231). Links der Bilder sincediaufhéhen des Grélienmarkers aufgetragen.

1: bakterielle Proteine ohne IPTG-Induktior?: nach 4 h Induktion mit 1 mM IPTG,3: unlésliche Proteine,
4. |6sliche, nicht von der Nickel-Agarose gebunddheteine (bei NtHxkla sind 3 und 4 in umgekehrter
Reihenfolge!), 5: Durchfluss des ersten Waschschritts$-8: konsekutive Elutionen der Proteine von der

Nickel-Agarose, 9: ca. 2 pg des Zielproteins nach Reinigung Ubepgiparatives SDS-Polyacrylamidgel.

3.3.3 Test der Antiseren

Die nach Immunisierung von Kaninchen gewonnenen Antiseren gegen NtHxukadla
NtHxk2 erkannten das jeweilige bakteriell oder pflanzlich expri@ieProtein. Die
entsprechenden Praimmunseren taten dies nur sehr schwach mit 108 ggrelaigten
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Proteins (s. Abb. 11 und 12). Beide Praimmunseren zeigten deutlich¢ioRea mit
unbekannten Proteinen von 56 und 64 kDa. In pflanzlichen Extrakten wurde ein 32 kDa
groRes unbekanntes Protein stark markiert, sowie deutlich schwédtaere Proteine
unterschiedlicher Grol3e, darunter RubisCO bei 52-55 kDa. In StaubBewtebe wurde ein

ca. 17 kDa grol3es unbekanntes Protein markiert. Das Praimmunsegem &Hxkla
markierte aul3erdem ein ca. 52 kDa grol3es Protein, was insbeson8tehbeutel-Gewebe

zu einer deutlich sichtbaren Bande fihrte.

Die geringste nachweisbare Proteinmenge der Antiseren lag-bang. In Blattextrakten
wurden NtHxk1/la und NtHxk2 von der RubisCO auf eine Laufhohe von ca. 50 kDa
gedrickt. Ohne stdrende RubisCO wurde NtHxkl in Staubbeutel-Geweb83bkbDa
markiert, NtHxk2 in Mittelrippe bei 52 kDa. Zur Steigerung der Zffiat wurden beide
Antiseren erfolgreich mit den entsprechenden bakteriell exptenid?roteinen affinitatsge-
reinigt (s. 2.7.4). Dadurch wurden deutlich spezifischere SignatéeinWestern-Analyse
erreicht, insbesondere die starke Reaktion mit den 56 und 64 kDa grol3eneRroterde in
pflanzlichen Extrakten abgeschwacht. Weiterhin bestehen blieb die darkierung des
unbekannten 32 kDa grof3en Proteins. Besonders in Staubbeutel-Gewebe wlasshnach
andere Proteine markiert. Durch den NtHxk1/la-Antikdrper erfolgtévidikierung des 52

kDa grol3en unbekannten Proteins deutlich starker.

Praimmunserum NtHxkla Antiserum NtHxkla Antikorper NtHxk1a
kDa[1[2]3[4]5[6[78/9|kpa1[2][3]4[5[6[ 78] I<Da|1|2|3|4|5|6|7|8|9
=B 100-

Abbildung 11: Test d.e; Antikorpers geg@tkal/la. Westerh;AhaIyse mit Detektion des Antikdrpersaotiur
Anti-Kaninchen-lgG-Antiserum aus Ziege mit gekopeelalkalischer Phosphatase. Im unteren Teil der
Abbildung sind detaillierter die eingerahmten Behei aufgefiihrt.

1: 100 ng gereinigtes Protein2: 10 ng, 3:5ng, 4. 1 ng, 5: 0,1 ng, 6: 25 ug Protein auSource-Blatt
Lamina, 7: 25 pg Protein auSource-Blatt Lamina von NtHxk1 Uberexpression Linie B: 25 pg Protein aus
Staubbeutel, 9: 25 pg Protein auSource-Blatt Mittelrippe.



Ergebnisse 45

Praimmunserum NtHxk2 Antiserum NtHxk2 Antikorper NtHxk2
kba| 1] 2[3[4[5[ 6] 7[8[9 [kpa[1][2[3[4[5][6[7[8]9 [kba[1[2[3[4[5][6[7]8[9
100- SRR | 100- b 100- |
70- 70- - 70-

’ Lad
> ~HHES 55
45- 45- 4 i 45-

35- ; ¢ 35-

35-

Akl)t;iled'u'ng 12 Test des Antikorpers geghitHxk2. Western-Analyse mit Detektion des Antikérpers otiur

Anti-Kaninchen-lgG-Antiserum aus Ziege mit gekopeelalkalischer Phosphatase. Im unteren Teil der
Abbildung sind detaillierter die eingerahmten Behei aufgefiihrt.

1: 100 ng gereinigtes Protein2: 10 ng, 3: 5ng, 4:1ng, 5: 0,1 ng, 6: 25 pug Protein auSource-Blatt
Lamina, 7: 25 pg Protein auSource-Blatt Lamina von NtHxk2 Uberexpression Linie 38; 25 pg Protein aus
Staubbeutel, 9: 25 pg Protein auSource-Blatt Mittelrippe.

Der Antikorper gegen NtHxk1/1a erwies sich auch als geeigndtrruunolokalisierung des
Proteins in elektronenmikroskopischen Schnitten (s. 3.4.3). Der Antik6rpen dééixk2

zeigte dafur keine Eignung.

3.4 Innerzellulare Verteilung der Hexokinasen

Zum Verstandnis der Funktion eines Proteins im Stoffwechsel istoesendig, dessen
genaue Lokalisierung innerhalb der Zelle zu kennen. In der unterschesdKompartimen-
tierung ist ein Grund fur die Vielzahl von Isoformen eines Enzyms zu sehen.

Aufgrund biochemischer Untersuchungen war frithzeitig erkannt worden,pflaszliche
Hexokinasen in Iosliche und mit Organellen assoziierte unl6slichedfounterteilt werden
konnen (Saltman, 1953). In nachfolgenden Untersuchungen konnte die Lokalisierung in
zytosolisch, plastidar und mitochondrial unterschieden werden (Betidlis 1980; Miernyk

und Dennis, 1983; Schnarrenberger, 1990), wobei nicht in allen untersuchtemePfla
Vertreter jedes Kompartiments gefunden wurden.

Die bisher bekannten pflanzlichen Hexokinasen sind in zwei verschiétmgtgruppen,

Typ A und Typ B, einzuteilen (Olssaat al., 2003). Laut Computerberechnungen besitzen
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Typ A Hexokinasen ein abspaltbares N-terminales Transitpeptididiir Plastidenimport,
wobei im Einzelfall eine andere Lokalisierung innerhalb dereZeitht auszuschlie3en ist.
Typ B Hexokinasen besitzen laut Computerberechnungen einen N-temmiiembrananker,
der sie in der &ufRReren Mitochondrien- Plastidenmembran befestigen .kBmatbislang
bekannten Ergebnisse zur Lokalisierung von Hexokinasen bekannter Sequefmalaus
dopsis thaliana (AtHxk1: Rollandet al., 2002; AtHxk2 und At1g50460: Giege al. 2003),
Spinat (SoHxk1: Wieset al., 1999) und als Vertreter des Typ A a&lg/scomitrella patens
(PpHxk1: Olssoret al., 2003) bestatigen die Computerberechnungen.

Alle im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Tabak-Hexokinasen,Aoshahme von
NtHxk2, gehéren dem Typ B an und sollten demnach in der &uf3eren Hullmerda
Mitochondrien oder Chloroplasten verankert sein. NtHxk2 besitzt gisATiMexokinase ein
potentielles abspaltbares Transitpeptid von 30 AS fiir den Transplas iRlastidenstroma (s.
3.1.2).

Eine geeignete molekularbiologische Methode zur Klarung der irhgézen Verteilung
eines Enzyms ist dessen Fusion mit dem ,Grin FluoreszierendennPr@P) mit
anschlieBendem visuellen Nachweis in transgenen Zellen.

Durch Fusion aller Hexokinase-Isoformen an den N-Terminus von GHRe shre
innerzellulare Verteilung aufgeklart und die Computerberechnungen Ulenmiden. Fur
die fluoreszenzmikroskopischen Arbeiten wurde zur Identifizierung vdochbndrien der
organellspezifische Fluoreszenzfarbstoff ,MitoTracker CWMFMRos" (s. 2.8.2) verwendet,
wéhrend fur Chloroplasten die Autofluoreszenz des Chlorophylls heraregeragde. Die
Aufnahmen erfolgten am Konfokalen Laserscanning-Mikroskop (CLSM) LSMNSETA
(Carl Zeiss, Jena).

DarlUber hinaus ermoéglichen elektronenmikroskopische Methoden wie dieniogoidmar-
kierung durch die Verwendung spezifischer Antikoérper die innerzellllékealisierung. Fur

NtHxk1 stand ein geeigneter Antikbrper zur Verfligung.

3.4.1 Konstruktion von Hexokinase-GFP-Fusionen

Da zu Beginn der Arbeiten kein geeigneter bindrer Vektor mit @PVerfigung stand,

wurden zur Herstellung der Hexokinase-GFP-Fusionen verschiedene Stragztplgt.v
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3.4.1.1 Fusionen von NtHxk1, 2 und 7 mit GFP

Mit den Oligonukleotiden K75 und K76 wurde mGFP5 aus dem Vektor pBin m-gfp5-ER
(Haseloff, 1997) amplifiziert und Uber EcoRI / Sall in den Vektor pBtuipt SK- ligiert.
Anschliel3end wurden mit den in Tabelle 5 aufgefihrten Primern diekiteise-Sequenzen
amplifiziert und tber die EcoRI-Schnittstelle mit GFP fusioni®tier BamHI / Sall wurden

die Fusionen ausgeschnitten und in den Vektor pBinAR zwischen den CaMV@58tér

und den ocs-Terminator ligiert. NtHxk1 und NtHxk2 wurden in voller Lange GiP
fusioniert. Des Weiteren wurden nur die N-Termini mit GFP fusignien ihre Funktion als
Signalpeptid fur die Lokalisierung zu uberprufen. Von NtHxkl und NtHxk7 wurdie
ersten 44 Aminosauren mit GFP verbunden, von NtHxk2 die ersten 66 (s. Abb. 13).

Tabelle 5: Verwendete Primer zur Konstruktion varRaFusionen mit NtHxk1, 2 und 7 (s. Anhang, 1.1).

Konstrukt 5" Primer 3’ Primer Grol3e der Hexokinase
NtHxk1::GFP |HK9GFP5 HKO9GFP3 497 AS
NtHxk1N::GFP | HKOGFP5 HKIOLGFP3 44 von 497 AS
NtHxk2::GFP |HK10 BamHI 5 HK10GFP3 499 AS
NtHxk2N::GFP | S7 HK10LGFP3 66 von 499 AS
NtHxk7N::GFP | HKOGFP5 HKIOLGFP3 44 von 497 AS

-48: HK9GEP5 +1491: I%QGFP3 K7£ 576

+132: HKOLGFP3

NtHxk1::GFP/

35S N NtHxk1 mGFP5 ocs
NtHxk1IN::GFP I I
EcoRlI BamHI EcoRV Ncol Sall Hindlll
EcoRlI
Xbal, Ncol
-2: HK10_BamHI_5 +1497: HK10GFP3 K75 K76
—> < > <
<1_C)8: HK10LGFP3
NtHxk2::GFP/
35S N NtHxk2 mGFP5 ocs
NtHxk2N::GFP I I .
EcoRl BamHI Ncol Ncol Sall Hindlll
Ncol EcoRI

+132: HKOLGFP3
«

-48: HK9GFP5 K7>5 K476
NtHxk7N::GFP 35S N MGFP5 ocs
I
EcoRI BamHI | Ncol Sall Hindlll

EcoRlI
Abbildung 13: MaRstabgetreue SchemazeichnungenGdd?-Fusionen vorNtHxk1l, 2 und 7 im Plasmid

pBinAR. Schraffierte Bereiche vartHxkl und NtHxk2 fehlen in den verkirzten Konstrukten mit N-Terngnu
(N). Mit Richtungspfeilen angegeben sind die versten Primer samt Positionsangaben in Relation zum

Translationsstart (s. Anhang, I.1). AuRerdem eiegdnet sind einige interne Schnittstellen der Kiarkse.
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3.4.1.2 Konstruktion des bindren GFP-Fusionsvektors pBinGFP

Um die Konstruktion weiterer GFP-Fusionen zu erleichtern, wurdeudipBinl19 (Bevan,
1984) basierender Vektor mit integriertem GFP hergestellt (s. Abb. 14).

Mit den Primern GFP-Sall_5 und NOS-Hindlll_3 wurde aus dem Vekt@MEBIA 1303
mMGFP5 mitsamt Histidif-ag und nos-Terminator amplifiziert. Uber Sall / Hindlll wurde das
Fragment in den Vektor pBinAR ligiert, wobei dessen ocs-Termingegen den nos-
Terminator ausgetauscht wurde. AulRerdem wurde die Multiple Klonisregign um eine
Spel-Schnittstelle aus dem pCAMBIA Vektor erweitert.

pBInGFP
708 6 18 56 231
— 35S mGFP5 I His | nos —
EcoRl Nhel Pmll, BstEll Hindlll
Kpnl BamHI Sall
GGT ACC CGG GGATCC TCT AGA GTC GAC ACT AGT
Smal Xbal Spel

Abbildung 14: Schemazeichnung des neu erstellteérén GFP-Fusionsvektors pBinGFP. Die Sequenz der
Multiplen Klonierungsregion ist in Triplets entsphend dem Leserahmen von GFP (ohne ATG) eingeDeik.
Rickgrat des Vektors basiert auf pBin19 (Bevan4}98

3.4.1.3 Fusionen von NtHxk3, 4a, 5 und 6 mit GFP

NtHxk3, 4a, 5 und6 wurden mit den in Tabelle 6 aufgefihrten Primern amplifiziad Gber
BamHI / Spel KNtHxk3) bzw. BamHI / Sall (andere) in den neu konstruierten Vektor
pBINGFP ligiert (s. Abb. 15).

Tabelle 6: Verwendete Primer zur Konstruktion vaaRaFusionen mit NtHxk3, 4a, 5 und 6 (s. Anhang, .1
Konstrukt 5’ Primer 3’ Primer Grol3e der Hexokinase

NtHxk3::GFP |HK23BamHI 5 HK23-Spel_3 497 AS
NtHxk4a::GFP |HK24_BamHI_ 5 HK24AfGFP_Sall_3 498 AS
NtHxK5:GFP |HK5 BamHI 5 HK5 fGFP_Sall 3 499 AS
NtHxk6::GFP |HK6 BamHI 5 HK6fGFP Sall 3 510 AS
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+1: HK23BamHI_5 +1491: HK23-Spel_3 His
<4+ | 6
NtHxk3::GFP 355 NtHxk3 mGFPs || nos
I I
EcoRI BamHI | Sall Ncol Hindlll
EcoRI Spell
+1: HK24_BamHI_5 +1494: HK24AfGFP_Sall_3 Hi
—p 4— 'lss
NtHxk4a::GFP 355 NtHxkda mGFPs || nos
EcoRI BamHI| Sphl Smal Sall Hindlll
Hindlll
EcoRYV, Kpnl
+1: HK5_BamHI_5 +1497: HK5_fGFP_Sall_3 His
—> - S
NtHxk5::GFP 355 NtHXKS mGePs || nos
I
EcoRI BamHI | Sphl Smal Sall Hindlll
EcoRI, Hindlll Hindlll
EcoRV, Kpnl
-3: HK6_BamHI_5 +1530: HK6fGFP_Sall_3 Hi
> <4+— ISG
NtHxk6::GFP 355 NtHxk6 mGFPs || nos
EcoRIl  BamHI” | Xbal Sphl EcoRV ‘ Sall Hindlll
EcoRV Xbal, Hindlll

Abbildung 15: MaRstabgetreue SchemazeichnungerGéi€t-Fusionen vomNtHxk3, 4a, 5 und 6 im Vektor

pBinGFP. Mit Richtungspfeilen angegeben sind dieveadeten Primer samt Positionsangaben in Relatiom

Translationsstart (s. Anhang, I.1). AuRerdem eiegdmnet sind einige interne Schnittstellen der Kiarkse.

3.4.1.4 Fusion des N-Terminus von NtHxk4a mit GFP

Nach Amplifikation des 5’-Bereichs vaNtHxk4a mit den Primern HK24-2_BamHI_5 und

HK24L_Xbal 3 wurden die ersten 44 N-terminalen Aminosauren von NtHxk4@lasmid
pFF19-GFP mit GFP zu NtHxk4aN::GFP fusioniert (s. Abb. 16). Dasnitd pFF19-GFP
wurde freundlicherweise von Dr. Andreas Wachter, Heidelberg, zur Verflgurditgest

NtHxk4aN::GFP

-2: HK24-2_BamHI|_5
—>
+132: HK24L_Xbal_3

2x35S N mGFP5 polyA
Hindlll BamHI Xbal Sphl
EcoRlI, Ncol

Abbildung 16: Malstabgetreue Schemazeichnungen NtiixkdaN::GFP im Plasmid pFF19-GFP. Mit

Richtungspfeilen angegeben sind die verwendetemdPrisamt Positionsangaben in Relation zum Trans-

lationsstart (s. Anhang, 1.1). Au3erdem eingezedttaind einige interne Schnittstellen der Konseukd: N-

Terminus von NtHxk4a.
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3.4.2 Transformation von Tabakpflanzen mit Hexokinase-GFP-Fusionen

Mit allen im Abschnitt 3.4.1 aufgefihrten Konstrukten, mit Ausnahme vorxkiaN::GFP,
wurden stabil transformierte Tabakpflanzen hergestellt. NtHxk@&P: wurde transient
mittels Biolistik transformiert. Regenerierte Pflanzen wurdenFluoreszenzmikroskop nach
GFP-Signalen in der unteren Blattepidermis durchmustert. Von ymsi#flanzen wurden

Samen fir die Vermehrung genutzt.

3.4.3 NtHxk1 ist mit der auReren Mitochondrienmembran assoziiert

Aufgrund deutlicher Signale von NtHxk1::GFP und NtHxk1N::GFP im Fluemznikro-
skop wurden die Linien 1, 8, 14, 17 (NtHxk1::GFP) bzw. 3, 4, 5, 11, 15 (NtHxk1N::z&FP)
weiteren Vermehrung ausgewahlt. Interessanterweise gabudilde Unterschiede in der
Signaldichte zwischen den beiden Fusionsproteinen. Das kleinere Pxik&tkR1N::GFP
ergab das fur Mitochondrien zu erwartende Bild mit vielen kfeidestinkten Signalen
innerhalb der Zelle, teilweise waren grof3ere Ansammlungen zm ¢eh&bb. 17). Farbung

mit ,MitoTracker CM-H,TMRos" bestatigte, dass es sich dabei um Mitochondrien handelte.
Die Fusion der gesamten Hexokinase mit GFP zeigte neben vetainkidinen Signalen
auch GFP-Markierungen, die der Grof3e eines Chloroplasten oder sogar Zallkerns
entsprachen (s. Abb. 18M\uch fur diese wurde durch ,MitoTracker CMyHVIR0S" ein

mitochondrialer Ursprung nachgewiesen.

(A) (B) (C)

Abbildung 17: Verteilung von NtkaN::GFP innerhamer transgenen Eidermiszelle der Linie 5.
(A) Nachweis von GFRB) Nachweis von Mitochondrien durch den Farbstoff ttMiracker CM-HTMRos",

(C) Uberlagerung beider Signale. Chloroplasten sind gefarbt. CLSM-Aufnahmen, der GroRenmafRstab
entspricht 10 um.
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(A) (B) (C)

Abbildung 18: Verteilung von NtHxk1::GFP innerh@mmer transgenen Epidermiszelle der Linie 1.
(A) Nachweis von GFRB) Nachweis von Mitochondrien durch den Farbstoff ttMiracker CM-HTMRos",

(C) Uberlagerung beider Signale. Chloroplasten sind gefarbt. CLSM-Aufnahmen, der GroRenmafstab
entspricht 10 pum.

Zur genaueren Betrachtung dieser bislang unbekannten MitochondrieloKengte wurden
Ultradiinnschnitte angefertigt und im Transmissionselektronenmikrodkeld)(untersucht.

Diese Untersuchungen bestétigten, dass es sich bei den grolserel@rg tatsdchlich um
Mitochondrien-Ansammlungen, teilweise zusammen mit Peroxisomen, handike

Mitochondrien konnten durch Antikorper gegen NtHxk1/1a oder gegen GFP mar&reen.

Sie waren entweder geordnet in Stapeln oder Ringen angeordmethadésch miteinander
verbunden, auch Zwischenstufen existierten (s. Abb. 19, Abschnitt 3.5).

b

1um

Abbildung 19: Immunogoldmarkierung von NtHxk1::GR#t polyklonalem Antikérper gegen NtHxk1/1a und
Gold-konjugiertem Protein A (10 nm). TEM-Aufnahmeon Mitochondrien in NtHxk1::GFP exprimierenden
Mesophylizellen der Linie 1, Chl: Chloroplasten. B®Einbettung, angefertigt von Dr. Twan Rutten, IPK
Gatersleben.
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Die Mitochondrien-Konglomerate traten nicht bei Uberexpression véixkit alleine auf,
wie Abbildung 20 zeigt.

Abbildung 20: Immunogoldmarkierung von NtHxk1
mit polyklonalem Antikérper gegen NtHxk1/la und
Gold-konjugiertem Protein A (10 nm). TEM-
Aufnahme von Mitochondrien in  NtHxk1
Uberexprimierenden Mesophyllzellen der Linie 1.
Chl: Chloroplasten. HM20-Einbettung, angefertigt

von Dr. Twan Rutten, IPK Gatersleben.

0,5 fim

Die bevorzugte Immunogoldmarkierung der auf3eren Mitochondrien-Berisicein Hinweis,

dass NtHxk1 als zytosolisches Protein in der auf3eren Mitochondrienmembran \tesanker

3.4.4 NtHxk3 ist mit Mitochondrien assoziiert

Die Uberexpression von NtHxk3::GFP fiihrte zu der gleichen Markiemadgverteilung von
einzelnen Mitochondrien und Konglomeraten, die schon bei NtHxk1::GFP han sgar
(Abb. 21). Als positiv wurden die Linien 1, 7, 15, 19, 23, 33 und 41 identifiziert. Auch hie
konnten im TEM Mitochondrien-Konglomerate beobachtet werden (Abb. 22)t &brauch

fur NtHxk3 eine Lokalisierung an der auf3eren Mitochondrienmembran anzunehmen.

(A) (B) (C)

]

“Abbildung 21: Verteilung von NtHxk3::GFP innerhalmer transgenen Epidermiszelle der Linie 33.

(A) Nachweis von GFRB) Nachweis von Mitochondrien durch den Farbstoff ttMiracker CM-HTMRos",

(C) Uberlagerung beider Signale. Chloroplasten sind gefarbt. CLSM-Aufnahmen der, GroRenmafRstab
entspricht 10 um. Die nicht vollstdandige Deckunag Wearbstoff- und GFP-Signalen ist auf eine dejustie
Mikroskop-Optik zurtickzufuhren.
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Abbildung 22: TEM-Aufnahme eines Konglomerats
von Mitochondrien (M) und Peroxisomen (P) in
NtHxk3::GFP exprimierender Mesophyllizelle der Linie
33. Bei den vereinzelt sichtbaren Punkten handelt e
sich nicht um markierte Antikdrper, sondern um
Artefakte der Spurr-Einbettung. Angefertigt von Dr.
Twan Rutten, IPK Gatersleben.

3.4.5 NtHxk4a ist mit Mitochondrien assoziiert

Durch Northern-Analyse positiv identifizierte Linien mit NtHxk4aEP zeigten auch in der
T1-Generation keine GFP-Signale im CLSM. Deshalb wurde NtHxk&&¥.:zur transienten
Transformation mittels Biolistik verwendet. Anders als bei NdHM::GFP Uberwogen
hierbei grof3e Mitochondrien-Konglomerate (s. Abb. 23).

Abbildun 23: Verteilung von NtHxk4aN::GFP innez—:diner Epidermiszelle nach biolistischer Transfatim
on. (A) Nachweis von GFP(B) Nachweis von Mitochondrien durch den Farbstoff tMiracker CM-
H,TMRos*, (C) Uberlagerung beider Signale. Chloroplasten sintl gefarbt. CLSM-Aufnahmen, der
GroRRenmalfstab entspricht 20 um.
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3.4.6 NtHxk5 ist vermutlich mit Mitochondrien assoziiert

Fur NtHxk5::GFP konnten nur sehr schwache Fluoreszenzsignale inv Gig®bachtet
werden. Als positiv wurden lediglich die Linien 8, 38 und 39 identifiziert. @eichzeitige
Verwendung des Mitochondrien-Farbstoffs gelang nicht in GFP-positieanZ Auch bei
diesem Konstrukt waren teilweise Konglomerate GFP-marki@tganellen zu sehen. Deren
Struktur deutete darauf hin, dass es sich dabei um die bereitsiélescan Mitochondrien
handelte (s. Abb. 24) .

Abbildung 24: Verteilung von NtHxk5::GFP innerhalansgener Epidermiszellen der Linie 38. Chloraglas
sind rot gefarbt. CLSM-Aufnahmen, der GroéRenmalkmdds entspricht 10 pum, rechts 5 um.

3.4.7 NtHxk6 ist vermutlich mit Mitochondrien assoziiert

Auch fir NtHxk6::GFP konnten nur sehr schwache Fluoreszenzsignale$ikl Geobachtet
werden. Beim ersten Durchmustern wurde lediglich Linie 3 alstipadentifiziert. Daher
wurde von allen Pflanzen RNA prapariert und in einer Northern-Anayseiner Sonde fur
NtHxk6 hybridisiert (s. Abb. 25). Die dabei als positiv identifiziertenién 2, 3, 15, 16, 21
und 27 wurden in der T1-Generation erneut analysiert. Interessamseragigten diese
positiven Pflanzen einen Phanotyp, der sich in bleichGr#aBereichen nicht ausgewachse-

ner Blatter &ul3erte und auch in Pflanzen auftrat, die NtHxk6 Gberexprimer®6.8.1).

wil1l|2]|3 5 10 15| 16 20| 21 25 27

* * * * * *

Sl S

Abbildung 25: No'rthern'—AnaIyse von NfHXkG::GFP PN mit einer Sonde filhltkaG. Jeweils 50‘ug RNA
aus Source-Blatt Lamina wurden aufgetragen. Mit Sternchensgbene Nummern bezeichnen die fur die
Vermehrung ausgewahlten positiven Linien.
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Wie schon bei NtHxk5::GFP beobachtet, misslang auch bei NtHxkB:ds=Markierung der
Mitochondrien durch ,MitoTracker CM-FTMRos" in GFP-positiven Zellen. Zwar konnten
kleinere Zusammenlagerungen GFP-markierter Organellen mit yg@schien Strukturen
beobachtet werden, gro3e Konglomerate waren jedoch nicht zu selfdrb(26) Es ist
anzunehmen, dass NtHxk6 wie auch ihr Homolog At50460Aaaisidopsis thaliana in der
auleren Mitochondrienmembran verankert ist (Getgé, 2003).

Abbildung 26: Verteilung von NtHxk6::GFP innerhatiansgener Epidermiszellen, links Linie 2, rechitsie3.
Chloroplasten sind rot gefarbt. CLSM-Aufnahmen, @#Renmalstibe entsprechen 10 um.

3.4.8 NtHxk7 ist mit Mitochondrien assoziiert

Das Verteilungsmuster von NtHxk7N::GFP entsprach demjenigen vowrkiiN:GFP und
wird daher nicht gesondert gezeigt. Als positiv wurden die Linien 23616, 24 und 27

identifiziert.

3.4.9 Nachweis von NtHxk2 im Chloroplastenstroma

NtHxk2::GFP und NtHxk2N::GFP waren in Pflanzen der TO-Generatiam aurch hohe
Verstarkung des Signals nicht eindeutig zu sehen. Zur Auswahlveodiflanzen wurden
daher Northern- und Western-Analysen durchgefiihrt. 17 von 51 TO-Pflanzen von
NtHxk2::GFP wurden in einer an alkalische Phosphatase gekoppeltaariv&salyse als
positiv erkannt. Aufgrund starker Hintergrundsignale bei der Entwickidexg Western-
Membran war die Interpretation unsicher und es wurde eine weileat/se mit diesen
Pflanzen durchgefiihrt. Die Entwicklung mittels Chemolumineszenz eervgich als
spezifischer und erlaubte die sicherere Diagnose. Die positivfidenten Linien 1, 4, 11,

18, 19, 37, 39 wurden weiter vermehrt (s. Abb. 27).



56 Ergebnisse

WT 1 214189 |11] 18 [19| 24 28 |131|32|35(36|37 (39|41 | WT
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Abbildung 27: Western-Analyse von NtHxk2::GFP Pfan mit polyklonalem Antikérper gegen Aminoséuren
1-231 von NtHxk2. Detektion des Antikdrpers mit AdBninchen-lgG-Antiserum aus Ziege mit gekoppelter
Peroxidase, Entwicklung mittels Chemolumineszenit.Sternchen versehene Nummern bezeichnen dieidur d
Vermehrung ausgewahlten positiven Linien. Aufgetragvurde Gesamtprotein entsprechend ca. 0,3 cm

Source-Blatt Lamina.

NtHxk2N::GFP Pflanzen wurden mittels Northern-Analyse mit @lesionierten Genen als
Sonde durchmustert. Die positiven Linien 12, 14, 17, 18, 21 und 27 wurden fur weitere

Analysen vermehrt (s. Abb. 28).

WT |1 |3|4]|6 10 12 14 | 15 17 | 18 20| 21 25 27
* * * * * *
- e W ome e 8 oo

Abbildung 28: Northern-Analyse von NtHxk2N::GFP a&fken mit einer Sonde des Fusionsgens. Jeweiig 20 u
RNA ausSource-Blatt Lamina wurden aufgetragen. Mit Sternchersgbene Nummern bezeichnen die fir die

Vermehrung ausgewahlten positiven Linien.

Nach Selbstung wurden Pflanzen der T1-Generation erneut am CL®k$uatit. In beiden
Fallen konnte GFP-Fluoreszenz in Plastiden lediglich mit sehr harstarkung des Signals
detektiert werden (s. Abb. 29).

NtHxk2::GFP NtHxk2N::GFP

Abbildung 29: Verteilung von NtHxk2::GFP innerhaimer transgenen Epidermiszelle von Linie 1, Véariej
von NtHxk2N::GFP innerhalb einer transgenen Ze#le Starkescheide ein&purce-Blatt Petiole von Linie 17.

Chloroplasten sind rot gefarbt. CLSM-Aufnahmen, @@Renmalstabe entsprechen 10 pum.
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Zwar wurden durch beide Fusionsproteine Chloroplasten markiert, jedmcdaraus nicht
ersichtlich, in welchen Bereichen der Chloroplasten sich die Reotgenau befanden. Zur
Klarung der genauen Lokalisierung von NtHxk2 wurdenvitro Chloroplastenimport-
Experimente durchgefihrt. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgrupp®nadassor Dr. Ralf
Bernd Klosgen (Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenbergurden diese Arbeiten von
Manuela Hoffmann durchgefuhrt (s. 2.10). Zur Verwendung kam der vollstanoigé-c
Klon von NtHxk2, so wie er im Plasmid pBluescript SK- aus der Phagenbankrisaibrden
war. AuchNtHxk2N::GFP, ebenfalls im Plasmid pBluescript SK-, wurde untersucht.
Beide in vitro translatierten Proteine wurden reproduzierbar in das StroraktentSpinat-
und Erbsen-Chloroplasten importiert, wobei ein ca. 3 kDa grol3es Transitpbgespalten
wurde. Das reife NtHxk2-Protein besall danach eine Grol3e von ca. 52 kDeifdas
NtHxk2N::GFP von ca. 31 kDa (s. Abb. 30).

NtHxk?2 ‘NtHXkZN::GFP Abbildung 30: In vitro Translation
‘ Spinat ‘ Erbse | ‘ Spinat | Erbse ‘ und Transport ins Stroma intakter
¥ LB 2l B s bl L B s b LB, s Chloroplasten von Spinat und Erbse
bei NtHxk2 und NtHxk2N::GFP. Am
;.'—v b linken Rand ist der Grdél3enstandard in
kDa aufgetragen. Schwarze Pfeile
45- zeigen auf die Vorlauferproteine,
weile Pfeile zeigen auf die ins
:ﬁ ' - Stroma transportierten reifen Proteine
— . . ohne prozessiertes Transitpeptid.
20. o s. Stroma,t: Translationskontrolles:
unbehandelte Thylakoide,+: mit
24- Thermolysin behandelte Thylakoide.
—— Angefertigt von Manuela Hoffmann,
20- Martin-Luther-Universitét Halle-
Wittenberg.

In einem hier nicht gezeigten Kontrollexperiment wurde sicherijestass die verkirzten
Proteine keine artifiziellen Abbauprodukte der Thermolysin-BehandlungenwaNicht

importierte NtHxk2 wurde durch 50 pg/ml Thermolysin nahezu vollstaradigebaut,
NtHxk2N::GFP durch 100 pg/ml. Keines der Abbauprodukte hatte diehgl&rofie wie die
importierten reifen Proteine. Bei dem eigentlichen Importexperimairde mit 180 pg/ml
Thermolysin deutlich mehr eingesetzt, so dass davon auszugehendshjasmportierte

Proteine vollstandig abgebaut wurden.
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Kodon 66 von NtHxk2 diente bei beiden Experimenten in geringem Ausmalexisativer
Translationsstart. Dementsprechend sind bei beiden aufgetrageaeslationskontrollen
geringe Mengen der um 5 kDa kleineren Proteine zu sehen.N#exk2N::GFP wurde
aulBerdem ein 22 kDa grol3es Protein translatiert und ins Stroma treemspbDre Identitéat
diese Proteins ist unbekannt, allerdings ist es haufimlvero Importexperimenten mit GFP-
Fusionen zu beobachten (Prof. Dr. Ralf Bernd Klésgen, personliche Mitteilung).

3.4.10 Auch StHxkRP1 aus Kartoffel ist ein plastidares Enzym

Aus Kartoffel ist das NtHxk2-Homolog StHxkRP1 €kbkinase_Related_FPotein 1) bekannt;
die Aminosaure-ldentitat beider betragt 92 %. In ihrer Dissentantersuchte Anika Wiese
eine GFP-Fusion von StHxkRP1 durch biolistischer Transformation voneh&bvi
Epidermiszellen (Wiese, 2000). Die dabei punktuell markierten @Hgankonnten nicht
eindeutig identifiziert werden, lediglich Mitochondrien wurden duspezifische Farbung
ausgeschlossen. Das gleiche Verteilungsmuster wurde fir dieF@#éh der homologen
Hexokinase SoHxk2 aus Spinat beobachtet. Aufgrund der hohen Homologie vxk2Nihdl
StHxKRP1 ist die gleiche Lokalisierung innerhalb der Zelieuaehmen. Zur Uberpriifung
wurde StHxKRP1 mit den Primern HK10A_BamHI_5 / HK10(a)fGFP_Xbal_liimert
und tber BamHI / Xbal in den Vektor pFF19-GFP ligiert (s. Abb. 31).

-15: HK10A_BamHI_5 +1497: HK10(a)fGFP_Xbal_3
<+

2x35S StHxkRP1 mGFP5 polyA|
Hindlll BamHI Sall Ncol Xbal Sphi
EcoRlI, Ncol

Abbildung 31: Malstabgetreue Schemazeichnung ®IHXKRP1::GFP im Plasmid pFF19-GFP. Mit
Richtungspfeilen angegeben sind die verwendetemePrsamt Positionsangaben in Relation zum Translati

onsstart (s. Anhang, 1.1). Aul3erdem eingezeichindteinige interne Schnittstellen der Konstrukte.

Nach biolistischer Transformation von Blattscheiben aus Tabak wareohl punktuelle, als
auch Plastiden ausfillende GFP-Signale zu sehen (s. Abb. 32).dasas auszugehen, dass
die punktuellen Ansammlungen, die auch von Anika Wiese beobachtet wurdinebeti
Natur sind.
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(A)

(B)

Abbildung 32: Unterschiedliche Verteilungsmusters déusionsproteins StHxKRP1::GFP in biolistisch

transformierten Tabak-Epidermiszellen. (A) Verteguinnerhalb der Plastiden; nicht passgenaue Deckan
grinem GFP und rotem Chlorophyll ist auf eine d@ue Optik zurtckzufuhren. (B) Punktuelle Anh&uguan

der &auReren Plastidenmembran. Chloroplasten sihdgefirbt. CLSM-Aufnahmen, die GroéRenmal3stéabe

entsprechen 10 pum.

3.5 Untersuchungen zu den Mitochondrien-Konglomeraten

Bei allen untersuchten Fusionsproteinen von mitochondrial gebundenen HegeRirRs

Fusionen fiel die Zusammenballung dieser Organellen auf. Besorideksaasgepragt war
sie bei NtHxk1l::GFP, NtHxk3::GFP und dem biolistisch transiennstoamierten

NtHxk4aN::GFP, bei denen Durchmesser der Konglomerate von 10 pichemsirden (s.
3.4). Auch durch Agrobakterien-Infiltration mit NtHxk1::GFP transfarteé Tabakpflanzen

zeigten dieses Phanomen. Die Mitochondrien-Konglomerate lagen entgesateinet oder

ungeordnet in grofRen Knaueln vor. Haufig waren ringférmige Mitochondriesezen (s.
Abb. 33), im CLSM beobachtete Konglomerate zeigten haufig glob@treturen. Die

verschiedenen Strukturen konnten gemeinsam innerhalb einer einzigenv@dikgen und

auch gemischte Strukturen waren zu beobachten. Dieser Effekt vorF@ksproteinen

war bislang nicht in der Literatur beschrieben worden und die gdsimaehe ist unklar. Es

sollte untersucht werden, ob der Effekt GFP-spezifisch ist, odesr auch durch andere

Fusionspartner, z.B. GUS, hervorgerufen wird.
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Abbildung 33: Unterschiedliche Strukturen von Taddikochondrien, hervorgerufen durch NtHxk1::GFP.

(A) Minzstapel-Struktur, GroRenmalistab 1 (B), ringférmige Mitochondrien, entspricht womdglichnde
Minzstapel von oben betrachtet, GroBenmalstabrf,§G) gemischte Struktur, GréRenmafstab 1 um. (A) und
(C) HM20 Einbettung, (B) Spurr. Angefertigt von Owan Rutten, IPK Gatersleben.

3.5.1 Herstellung weiterer Fusionsproteine von NtHxk1 und NtHxk1N mit &P und
GUS

Bei den zuerst untersuchten Proben von NtHxk1::GFP und NtHxk1N::GFHEiev&ildung

der Strukturen bei NtHxk1l::GFP wesentlich starker ausgepragtbal dem Kkleineren
Fusionsprotein NtHxk1N::GFP. Daher war die erste Annahme, dassAu®all der
Zusammenballung von der GroRe des Proteins abhangt. Zur UberprifusgnwiHxkl

und NtHxk1IN mit GUS, GUS::GFP und GFP::GUS fusioniert und in Talkamksformiert.

Dazu wurden, analog zum Vektor pBinGFP (s. 3.4.1.2), geeignete binarerafekuf Basis
des pBin19-Ruckgrats erstellt (Bevan, 1984) erstellt.

3.5.1.1 Konstruktion der binaren Vektoren pBinGFP-GUS, pBinGUS-GFP ud
pBInGUS

Mit den Primern GUS-Sall_5 / NOS-HindlIll_3 wurde aus dem VegtAMBIA 1303 die
zusammenh&ngende Sequenz aus GUS, GFHddiand nos-Terminator amplifiziert. Diese
wurde Uber Sall / Hindlll in den binaren Vektor pBinAR ligiert, wiotbessen ocs-Terminator
gegen nos ausgetauscht wurde. Die Multiple Klonierungsregion wurde ingn Spel-
Schnittstelle erweitert (s. Abb. 34). Dieser Vektor wurde pBinGUS-GFmgena
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Analog dazu wurde mit den Primern GFP-Sall / NOS-Hindlll_3 aus \dektor pCAMBIA
1304 die Sequenz aus GFP, GUS, Fag- und nos-Terminator in pBinAR Ubertragen,
wodurch pBinGFP-GUS entstand (s. Abb. 34).

Mit den Primern GUS-Sall_5 / NOS-HindlIll_3 wurde aus dem VegtAMBIA 1304 die
Sequenz aus GUS, Hisg und nos-Terminator amplifiziert und in pBinAR uUbertragen,
wodurch pBinGUS entstand (s. Abb. 34).

1806 6 708 6 18 56 231
(A) — 35S O GUS H mGFP5 H His — nos -
(B) — 355 M mGFP5 H GUS L His —| nos |
(C) — 35S 'i e GUS [His T nos
EcoRlI Nhel Pmll, BstEll Hindlll
Kpnl BamHI *
GGT ACC CGG GGATCC TCT AGA GTC GAC ACT AGT
Smal Xbal Spel

Abbildung 34: Schemazeichnungen der neu erstdilteéiren Fusionsvektoren

(A) pBinGUS-GFP,(B) pBinGFP-GUS,(C) pBinGUS. Die Sequenz der Multiplen Klonierungsoggist in
Triplets entsprechend dem Leserahmen des Fusiomiggémme ATG) eingeteilt. Das Rickgrat des Vektors
basiert auf pBin19 (Bevan, 1984).

3.5.2 Untersuchung der Fusionsprodukte in transgenen Tabakpflanzen

Nach stabiler Transformation von Tabak wurden durch histochemisch&Nathweis (s.

2.9.4) mehrere stark positive Pflanzen identifiziert (s. Tab. 7).

Tabelle 7: Liste der positiv identifizierten Pflaammit NtHxk1(N)::GUS/GFP-Fusionen
Konstrukt GUS-positive Linien

NtHxk1l::GFP-GUS |1, 7, 14, 24, 31, 35, 36, 40, 41
NtHxk1::GUS-GFP (2,7, 19, 20, 27, 28, 29, 31, 35, 39
NtHxk1::GUS 3, 6,11, 21, 24, 31, 34, 45, 46, 55, 60
NtHxk1N::GFP-GUS |17, 25, 26, 27, 33, 37
NtHxk1N::GUS-GFP |3, 9, 12, 13

NtHxk1N::GUS 1,4,6,7,8, 10, 13, 18, 20, 30, 32, 37
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Von jeweils vier Pflanzen wurde die untere Blattepidermis mit déitochondrien-Farbstoff
.MitoTracker CM-H,TMRos" behandelt, um Konglomerate zu identifizieren. Lediglich in
denjenigen Proben mit NtHxk1::GUS-GFP waren Konglomerate zu selesesCKonstrukt
war auch das einzige, das zu sichtbaren GFP-Signalen flihrte. Demnhaoh GroRe des
Fusionsproteins nicht das entscheidende Kriterium, wie auch die gpatengefihrte
transiente Transformation mit NtHxk4aN::GFP zeigte. Vielm&theint GFP, und zwar nur
korrekt gefaltetes und aktives, der Verursacher zu sein. Ausmallugamiienballung ist
vermutlich von der Menge des Proteins abhangig, denn NtHxk4aN::GF® &efgpund des
doppelt vorhanden CaMV 35hancers im pFF19-Vektor einen starkeren Promotor als
NtHxk1N::GFP und NtHxk7N::GFP.

3.5.3 Mitochondrien-Konglomerate beiArabidopsis thaliana

Um zu uberprufen, ob der Effekt auch in anderen Pflanzen auftritdewukrabidopsis
thaliana Pflanzen (Okotyp C24) mit NtHxk1::GFP transformiert. Die pwsitiLinien 2, 3, 4,

6, 13, 16, 17, 18, 19 und 20 lieRen sich sehr leicht aufgrund ihrer groBen GFRiprarkie
Mitochondrien-Konglomerate im Fluoreszenzmikroskop identifizieren. AocElektronen-
mikroskop wurden die grof3en Strukturen nachgewiesen (Daten nicht geRPeigithach ist
der Effekt nicht auf Tabak beschrankt.

3.6 Vorkommen der verschiedenen Hexokinase-lsoformen in untersigdlichen
Geweben

Als ein Grund fur die Vielzahl von Hexokinase-Isoformen kann einerastiedliche
Gewebespezifitat vermutet werden. Das wurde fir pflanzlicheokileasen bislang kaum
untersucht, da in der Regel nur verschiedene Isoformen einesb&sewsoliert und
charakterisiert wurden. Northern-Analysen einzelner Isoformen Asabkidopsis thaliana
(Janget al., 1997) und Tomate (Menet al., 2001; Daiet al., 2002) zeigten gewebespezifi-
sche Unterschiede zwischen diesen auf, allerdings beschranttiediese Analysen auf nur
wenige Gewebe.

Aktivitditsmessungen in insgesamt 18 Geweben sollten ein genaBiédteder Verteilung
pflanzlicher Hexokinase- und Fruktokinase-Aktivitdt geben. Durch NorhAeatyse sollte

der Anteil der einzelnen Isoformen an diesen Aktivitaten aufgeklart werden.
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3.6.1 Hexokinase-Aktivitat in verschiedenen Geweben von Tabak

Glukose und Fruktose phosphorylierende Aktivitat wurde in 18 verschiedenezb&@ewon
Tabakpflanzen gemessen. Die Proben wurden gegen 17 Uhr genommeeGmterhalb
der Blute stammte aus etwa acht Wochen alten Pflanzen. Bditebg wurde aus reifen
Bllten, ca. einen Tag vor Blutenentfaltung entnommen, und aus jungen Bliten, bei denen sich
die Knospen gerade offneten. Die verwendeten Keimlinge waren agbtldiag steril auf
MS-Medium gewachsen. Uber die Tage 4-7,5 waren sie verdunkelt wowgshalb bei
ihnen das Hypokotyl einen groReren Anteil ausmachte als bei normalgfiNacht-
Rhythmus (Janegt al., 1997). Als Substrate wurden 5 mM Glukose bzw. Fruktose mit 4 mM
ATP verwendet. Als Puffer diente 100 mM Tricin pH 8,4.

Das Ergebnis dieser Messungen ist in Abb. 35 zu sehen. Geringstiéggfda wurden in der
Lamina ausgewachsene&ource-Blatter und in reifen Fruchtknoten gemessen. Hdchste
Aktivitat war in reifen Staubbeuteln und im Stangel festzustellenNurzelspitzenSnk-
Blattern und reifen Staubbeuteln war die Phosphorylierung von Fruktodetlstidrker als

die von Glukose. Im Blutenboden und in Griffel mit Narbe wurde Glukoskestdmgesetzt,

in den anderen Geweben war es ausgeglichen.

100 - = G lukose
1 Fruktose

80 -+
=
HE 60 - &
‘o
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2 4 6 8 10 12 14 16 18
Gewebe

Abbildung 35: Phosphorylierung von 5 mM Glukoseh(arz) und 5 mM Fruktose (grau) in verschiedenen
Geweben von Tabak.

1: Wurzelspitze (ca. 1 cm),2: Source-Blatt Lamina, 3: Source-Blatt Mittelrippe, 4: Source-Blatt Vene 2.
Ordnung, 5: Stangel, 6: Snk-Blatt Lamina, 7: Snk-Blatt Mittelrippe, 8: Blutenboden, 9: Kelchblatt,

10: Blutenblatt, 11 reifer Fruchtknoten, 12: Griffel + Narbe, 13 Filament, 14: reifer Staubbeutel,
15: junges Blitenblatt, 16: junger Fruchtknoten + Griffel + Narbe,17: junger Staubbeutel, 18: 8 Tage alter
Keimling. Die Fehlerbalken geben die Standardablweig wieder, n=4.
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3.6.2 Tabak-Hexokinasen werden differentiell exprimiert

Aus den gleichen Geweben wie in 3.6.1 wurde RNA isoliert, mit derhBigrtAnalysen
durchgefuhrt wurden (s. Abb. 36). Als spezifische Sonden wurden die giéddreiche im
3’-Bereich der Gene verwendet wie fur die Southern-Analyse (s. 3.2).

NtHxk1 und NtHxk7 lie3en sich in der Northern-Analyse aufgrund ihrer hohen Homologie
von 88 % im entsprechenden Bereich nicht unterscheiden. Die mark@steden waren
etwas diffuser als normalerweise bei Northern-Analysen beddtacrdgrmutlich aufgrund
unterschiedlicher TranskriptgroBen voNtHxkl und NtHxk7. Die deutlich meisten
Transkripte wurden in reifen Staubbeuteln nachgewiesen, geringengen in jungen
Staubbeuteln und in Wurzeln. Transkripte in anderen Geweben wurden nuclsehcls
markiert.

NtHxk3 wurde ebenfalls deutlich am starksten in reifen Staubbeuteln neelsge. Die
Transkriptmengen in diesem Gewebe unterschieden sich zwar atchdsutlich von
denjenigen in anderen Geweben, aber nicht so stark ausgepréagt Mikbdi und NtHxk7.
NtHxk2 zeigte ein deutlich anderes Verteilungsmuster innerhalb denzBflal ranskripte
konnten in allen Geweben bis ditfurce-Blatt Lamina und reifen Staubbeuteln nachgewiesen
werden.

NtHxk4, 5 und 6 konnten mittels Northern-Analyse in keinem Gewebe von Tabakpflanzen
nachgewiesen werderNtHxk4 und NtHxk5 waren auch durch PCR von cDNA aus
verschiedenen Geweben kaum nachzuweisdtixk6 dagegen konnte mittels PCR aus allen
Geweben amplifiziert werden. Relativ gut gelang die Amplifd@tvon cDNA ausSnk-
Blatt, eine verlassliche Quantifizierung der Mengen mit Ubiqwter Aktin als Standard

misslang allerdings.
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Abbildung 36: Northern-Hybridisierung von Hexokiea:miRNA in verschiedenen Geweben von Tabak. Es
wurden jeweils 50 pg RNA aufgetragen. Als Mengemdaad wurde 18S rRNA markiert.

1: Wurzelspitze (ca. 1 cm), 2: Source-Blatt Lamina, 3: Source-Blatt Mittelrippe, 4: Source-Blatt Vene 2.
Ordnung, 5: Stangel, 6: Snk-Blatt Lamina, 7: Snk-Blatt Mittelrippe, 8: Blutenboden, 9: Kelchblatt,

10: Blutenblatt, 11: reifer Fruchtknoten, 12: Griffel + Narbe, 13 Filament, 14: reifer Staubbeutel, 15:
junges Blitenblatt, 16: junger Fruchtknoten + Griffel + Narbe, 17: junger Staubbeutel, 18: 8 Tage alter
Keimling.

3.6.3 Induktion der Hexokinasen durch Glukose

Es gibt Hinweise, dass die Expression von Hexokinasen abhangig von ulevsél
konzentration reguliert wird. Die als Zuckersensor wirkende Hexs&in&cHxk2 der
Backerhefe aktiviert ihre eigene Expression in Gegenwart varkoSé und reprimiert
diejenige von ScHxkl und der Glukokinase (Rodrigeeal., 2001). SoHxk1l aus Spinat
wurde in einem differenziellen Vergleich revers transkribietBNA aus glukosegefitterten
Spinatblattern mit entsprechenden Kontrollblattern isoliert (&/msal., 1999). Die zur
Isolierung der Tabak-Hexokinasen verwendete cDNA-Bank war auszBfimaterial erstellt
worden, in dem durch Uberexpression einer zytosolischen PyrophospbaiiseMengen
|6slicher Zucker vorlagen (Sonnewald, 1992; Herbersal., 1995). Zur Klarung der
Regulation durch Glukose wurden Blattscheiben von Wildtyp-Pflanzen 24d&t in

Dunkelheit auf Wasser, 100 mM und 300 mM Glukose flotiert. Die daralisris RNA

wurde mit Sonden fur die verschiedenen Hexokinase-Isoformen hybridisiert.
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NtHxk4, 5 und6 waren nicht nachweisbadtHxk1/7, 2 und3 nach mehrtégiger Exposition im
Phosphoimager schwach (s. Abb. 37). TranskripteNtbixk1/7 und NtHxk3 akkumulierten
durch Glukose-Fitterung, btHxk2 fiel die Akkumulation sehr gering aus.

NtHxk1/7 NtHxk2 NtHxk3
Blatt| O | 100|/300|Blatt| O | 100|300|Blatt| 0 | 100| 300

Hybridisierung

RNA Kontrolle

Abbildung 37: Induktion der Transkripte viitHxk1/7, 2 und3 durch 0 mM, 100 mM und 300 mM Glukose im
Source-Blatt. Darunter ist die Ladekontrolle von je 40 RNA abgebildet.

3.7 Isolierung und Charakterisierung von Hexokinase-Promotoren

Zur weiteren Aufklarung der Gewebespezifitat der Hexokinasditers deren Promotoren
isoliert und charakterisiert werden. Besonderes Interesse bestaingd wian den sehr
unterschiedlich exprimierten NtHxk1l und NtHxk2 funktionale Promotoren nlieien.
Nicotiana tabacum ist eine allotetraploide Pflanze, die aus Vorfahren Moylvestris und
vermutlich N. tomentosiformis entstanden ist (Muradt al., 2002). Aufgrund der dabei
veranderten Genomorganisation bestehtNbdiabacum eine héhere Wahrscheinlichkeit des
Vorkommens von Pseudogenen (Comai, 2000). Um die Wahrscheinlichkeit funktionale
Promotoren zu isolieren zu erhéhen, wurden zwei verschiedene Ansdtdgtv&um einen
wurde die sehr spezifische ,Genome Walking® Methode mit DNA &lstabacum
durchgefuhrt (s. 2.6.8), zum anderen wurde eine genomische Phagenbibliathék a
sylvestris nach 5-Bereichen von Hexokinase-Genen durchmustert. Die in Abschnitt 3.2
dargestellten Southern-Analysen belegen die Anwesenheit nah verw&eiter in N.

sylvestris.
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3.7.1 Durchmusterung einer genomischen Phagenbibliothek vt sylvestris,
Isolierung von PNsHxk4

Durch Hincll-Verdau wurde austHxkl cDNA eine Sonde gewonnen, welche die ersten 611
Nukleotide der cDNA umfasste. VomtHxk2 wurden die Nukleotide -46 bis +530
amplifiziert (Primer S7, HK10_5Sonde3’). Mit beiden Fragmenten alsd& wurde eine
genomische Phagenbibliothek (pBKCMV Zap Express, Stratagene) Nvosylvestris
durchmustert.

Es wurden 11 Klone isoliert, die vier verschiedenen Hexokinase-Gemgorznet werden

konnten und Homologie zu den bekannten IsoformerNatabacum zeigten (s. Tab. 8).

Tabelle 8: Ubersicht der isolierten genomischemilausNicotiana sylvestris

Klon |Gesamtgrol3e Identitat im Bereich des homologen ORF Name, Akzession
7/8/25/36 4555 bp 99,7 %NtHxkla -146-1152 NsHxk1, AY664406
21/22/51| 3566 bp 96,7 %dNtHxk2 284-1442 NsHxk2, AY664407
3 4260 bp 92,9 %iNtHxk3 1-1494 NsHxk3, AY664408
4 4333 bp 99,8 %NtHxk7 -118-1068 NsHxk4, AY664409

Durch Vergleich der genomischen Sequenzen mit den entsprechendeahiresenvonN.
tabacum konnten Exons und Introns identifiziert werden (s. Abb. 38). Der vollstandig
isolierte Leserahmen voNsHxk3 besteht aus neun Exons. Diese Struktur erscheint bei
Hexokinase-Genen weitgehend konserviert zu sein (Olssah., 2003). Abweichungen
davon gibt es beitHxk1, wo Exons 5 und 6, sowie 8 und 9 nicht durch Introns getrennt sind,
und beiAt4g37840, wo Exons 3 und 4 direkt verbunden sind.

NsHxk1 und NtHxkla, sowie NsHxk4 und NtHxk7 fallen durch sehr hohe Homologien von
mehr als 99 % auf (s. Tab. 8). Diese Homologie erstreckt sid¢hizher die 5’ UTRs. Es ist
daher davon auszugehen, dass die entsprechenden Gene identisch sind.

NsHxk4 besald mit 950 Nukleotiden 5’des Translationsstarts als einzigarefen fir einen

Promotor ausreichend grof3en Bereich.
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ATG

NsHxk 1
4,6 Kb

NSHxk2
3,6 Kb

NsHxk3
4,3 Kb

NsHxk4
4 3 Kb

1000 Bp
Abbildung 38: Struktur der isolierten Hexokinasen@evonN. sylvestris. Innerhalb der Gene sind potentiell

kodierende Bereiche grau hervorgehoben. Homologs&sind durch Linien vertikal miteinander verbumde

Der Promotorbereich voNsHxk4 ist durch Schraffur markiert.

3.7.2 Isolierung vonPNtHxk1 und PNtHxk2 durch ,Genome Walking*

Bei der ,Genome Walking“-Methode wird genomische DNA mit versdénen Restriktions-
enzymen zerschnitten. An die glatten 5’-Enden werden DNA-Adaptmekannter Sequenz
ligiert. Der Bereich zwischen diesen und bereits bekannter SequerZialigens kann dann
durch PCR amplifiziert werden.

Nach PCR mit den Primern GWHK9_3 und GWHK9_NEST3 wurde, ausgehendvudin P
geschnittener DNA, ein Fragment amplifiziert, welches 1406 lge8 Translationsstarts von
NtHxk1 enthielt (Akz. AY664411).

Mit den Primern GWHK10_3 und GWHK10 NEST3 wurde aus EcoRV geschnittéwar D
eine Sequenz amplifiziert, die 924 bp 5’ des TranslationsstartBltkixk2 beinhaltete (Akz.
AY664412).

3.7.3 Sequenzanalyse der Hexokinase-Promotoren

Die Aktivitat eines Promotors wird durch Interaktion von cis- und tEesenten reguliert.
Durch Deletionen und Mutationen wurden viele regulative cis-Elemeleetifiziert und
veroffentlicht. Diese bestehen typischerweise aus kurzen DNA-B8eguevon ca. 4-20
Nukleotiden Lange. Die Datenbank PLACE erlaubt die Suche nach bekaristElementen
innerhalb eines Promotors (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/; Higal., 1999). Dadurch



Ergebnisse 69

konnen Hinweise gewonnen werden, wodurch die Transkription der Hexokinagdierte

wird.

3.7.3.1 Sequenzanalyse déHxk1-Promotors

Im NtHxk1-Promotor wurden cis-Elemente gefunden, die fir Regulation durch Zuokler
Gibberellin (GA), sowie fiur pollenspezifische Expression verantiwbrsein kdnnten (s. Tab.
9).

Tabelle 9: Auflistung potentiell regulatorischers-&lemente imNtHxk1-Promotor (Akz. AY664411). Die
angegebenen Positionen entsprechen der maximaldaritmg vom Translationsstartpunkt. Mit Sternchen

versehene Positionen markieren revers komplemeSggaenzen.

cis-Element| Sequenz Position Funktion Referenz
AAATGA AAATGA -346 pollenspezifisch Weteringa al., 1995
Amylase TATCCA -446 Induktion durch Zuckermangel, Lu etal., 2002
-328 GA
AtMYB2 TAACTG -1067*  Induktion durch ABA, Uraoet al., 1993; Abe et al.,
Trockenheit, Salz 2003
BBF1 ACTTTA -600*  wurzelspezifisch, langsame Baumanret al., 1999
Induktion durch Auxin
CCAAT TCAAT -370 Enhancer Shahmuradetal., 2003
CGACG CGACG -924*  Induktion durch Zuckermangel Hwawegal., 1998
GA/ABRE ACGTGTC -996*  Reduktion durch GA, Induktion Ogawaet al., 2003 ; Busk
durch ABA und Pages, 1998
GARE TAACAAA -281 Induktion durch GA Gubleet al., 1995
G-Box CACGTG -994  vielfaltig Menkenst al., 1995 ;
Toyofukuet al., 1998
LAT52-1 AGAAA -622 pollenspezifisch Bate und Twell, 1998
LAT52-2 TCCACAATA -650 pollenspezifisch Bate und Twell, 1998
Pyrimidin CCTTTT -1391*  Induktion durch GA Menat al., 2002
-965*
-954*
-220
SURE1 AATAGAAAA  -1223  Induktion durch Suc Griersaat al., 1994
SURE2 AATACTAAT -514 Induktion durch Suc Griersaat al., 1994
TATA TAATAAAA -265  Transkriptionsstart Shahmuradetval., 2003
TATA TTATTT -310 Transkriptionsstart Tjadest al., 1995
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3.7.3.2 Sequenzanalyse déiHxk2-Promotors

Die cis-Elemente inNtHxk2-Promotor deuten auf eine vielfaltige Regulation des Promotors

hin, unter anderem durch Gibberellin, Abscisinsdure (ABA), Auxin, Bthyled Licht (s.

Tab. 10).

Tabelle 10: Auflistung potentiell regulatorischeis-Elemente imNtHxk2-Promotor (Akz. AY664412). Die

angegebenen Positionen entsprechen der maximaldariitmg vom Translationsstartpunkt. Mit Sternchen

versehene Positionen markieren revers kompleme8ggaenzen.

cis-Element| Sequenz Position Funktion Referenz
Amylase TATCCA -550 Induktion durch Zucker- Luetal., 2002
mangel, GA
AtMYB1 [T/A]JAACCA -853 Induktion durch ABA, Urao et al., 1993; Abeet al.,
-254 Trockenheit 2003
AtMYB2 TAACTG -152 Induktion durch ABA, Urao et al., 1993; Abeet al.,
Trockenheit 2003
AuxRE TGTCTC -635 Induktion durch Auxin und Ulmasovet al., 1997 ; Godaet
-52 Brassinosteroide al., 2004
CARE CAACTC -738* Induktion durch GA Sutoh und Yamauchi, 2003
CCAl AAAAATCT -757*  Regulation durch Licht Waneg al., 1997
CCAAT TCAAT -429 Enhancer Shahmuradeval., 2003
DRE1 ACCGAGA -411 Induktion durch ABA, Busk und Pages, 2002; Kizis
Trockenheit und Pages, 2002
DRE2 ACCGAC -267 Induktion durch ABA, Busk und Pages, 2002; Kizis
Trockenheit und Pages, 2002
E2F ATTCCCGC -807 Regulation des Zellzyklus Kosugi und Ohashi, 2003
ERE AATTCAAA -534* Induktion durch Ethylen Montgomeryet al., 1993,
Itzhakiet al., 1994
GARE TAACAGA -714* Induktion durch GA Sutoh und Yamauchi, 2003
I-Box GATAAG -786 Regulation durch Licht Borellet al., 1993
-543*
Pyrimidin CCTTTT =747 Induktion durch GA Menat al., 2002
-22
-703*
TATA TAATAAAA -374 Transkriptionsstart Shahmuradetval., 2003
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3.7.3.3 Sequenzanalyse déisHxk4-Promotors

Im NsHxk4-Promotor befinden sich cis-Elemente, die eine pollenspezifische, duatter,
Gibberellin, Abscisinsdure und Auxin regulierte Transkription veeimtkonnten (s. Tab.
11).

Tabelle 11: Auflistung potentiell regulatorischas-Elemente imNsHxk4-Promotor (Akz. AY664409). Die
angegebenen Positionen entsprechen der maximaldaritmg vom Translationsstartpunkt. Mit Sternchen

versehene Positionen markieren revers komplemeSggaenzen.

cis-Element| Sequenz  Position Funktion Referenz
AACA AACAAAC -813 endospermspezifisch Wab al., 2000
AtMYB1 [T/AJAACCA -823 Induktion durch ABA, Urao et al., 1993; Abeet al.,
-625*  Trockenheit 2003
-445
-90
BBF1 ACTTTA -934*  wurzelspezifisch, langsame Baumanret al., 1999
-270 Induktion durch Auxin
-66
CARE CAACTC -907 Induktion durch GA Sutoh und Yamauchi, 2003
CATATG CATATG -556 Induktion durch Auxin Xiet al., 1997
CCAAT GCAAT -341 Enhancer Shahmuradeval., 2003
ERE AATTCAAA -386 Induktion durch Ethylen Montgomeryet al., 1993,
Itzhakiet al., 1994
GA/ABRE ACGTGTC -590 Reduktion durch GA, Ogawaet al., 2003 ; Busk und
Induktion durch ABA Pages, 1998
I-Box GATAAG -496*  Regulation durch Licht Borellet al., 1993
LAT52-1 AGAAA -655 pollenspezifisch Bate und Twell, 1998
LAT52-2 TCCACAATA -695 pollenspezifisch Bate und Twell, 1998
Pyrimidin CCTTTT -140 Induktion durch GA Menat al., 2002
Pyrimidin TTTTTTCC -740 Induktion durch GA Cercogt al., 1999
Q-Element AAAGTCA -379*  pollenspezifischer Enhancer Hamiltetral., 1998
Sp8b-Box TACTATT -603 Induktion durch Suc? Ishiguro und Nakamura, 1992
T/G-Box AACGTG -809 Induktion durch Jasmonat undBoteret al., 2004
Verwundung
TATA TAATAAAT -198 Transkriptionsstart Shahmuradetal ., 2003
W-Box TTGACC -380 Pathogenabwehr Eulgeehal., 2000




72 Ergebnisse

3.7.4 Konstruktion von Promotor-GUS-Fusionen

Die isolierten Promotorbereiche (P) voitHxk1, NtHxk2 und NsHxk4 wurden mit den in
Tabelle 12 aufgefiihrten Primern amplifiziert und tber HindlBamHI (PNtHxkl und
PNtHxk2) bzw. Sall / BamHIPNsHxk4) in den Vektor pBil01 ligiert (s. Abb. 39).

Tabelle 12: Verwendete Primer zur Klonierung voarRotor-GUS-Fusionen (s. Anhang, 1.1).

‘ 5 Primer 3’ Primer amplifizierter Bereich

PNtHxk1 PrHKOHiIndIIl_5 PrHKOATGBamHI_3 -1406 bis +3
PNtHxk2 Pr_ HKNt10 GUS 5 Pr_HKNt1l0 _GUS 3 -924 bis -47
PNsHxk4 | ME4Prom5 ME4Prom3 -950 bis -1

-1406: PrHKOHindlll 5  +3: PrHK9ATGBamHI_3
PNtHxk1::GUS, —> +—

Akz. AY664411 PNtHxk1 GUS nos

Hindlll EcoRV EcoRV BamHlI EcoRI
-924: Pr_HKNt10_GUS 5 -47: PrHKNt10_GUS 3
—>  —

PNtHxk2::GUS,

Akz. AY664412 PNtHxk2 GUS nos
Hindlll Xhol BamHI EcoRl
-950: ME4Prom5 -1: ME4Prom3
PNsHxk4::GUS, —> +—
Sall EcoRV BamHI EcoRl

Abbildung 39: GUS-Fusionen der Promotoren JstiHxkl, NtHxk2 und NsHxk4 im Vektor pBil0l. Mit
Richtungspfeilen angegeben sind die verwendetemePrsamt Positionsangaben in Relation zum Translati

onsstart (s. Anhang, I.1). AuBerdem eingezeichindteinige interne Schnittstellen der Promotoren.

3.7.5 Verteilung von GUS-Aktivitat in transgenen Tabakpflanzen

Tabakpflanzen wurden stabil mit den Promotor-GUS-FusionBhtHxk1::GUS
PNtHxk2::GUS und PNsHxk4::GUS transformiert. Es wurden jeweils mindestens 50 auf
Kanamycin selektierte Pflanzen ins Gewachshaus transferierh waischiedenen Geweben
histochemisch auf GUS-AKktivitat getestet (s. 2.9.4). PositivenBéla wurden geselbstet und
in der ndchsten Generation detaillierter untersucht. Pro Linie wwige bis funf Pflanzen

untersucht.
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3.7.5.1 PNtHxk1 vermittelte keine GUS-Aktivitat

Verschiedene Gewebe transformierter Pflanzen wurden histostterauf GUS-Aktivitat
untersucht. Dabei wurde in keiner der 50 Pflanzen Aktivitat festiifeshsbesondere nicht in
Staubbeuteln und Pollen. Aufgrund von Northern-Analysen war dort stafddteitat

erwartet worden (s. 3.6.2). Northern-Analyse mit RNA aus Staudlber¢igte in nur zwei
von 25 Proben sehr schwache Hybridisierung mit einer Sonde fur ®&ftere Untersu-

chungen wurden wegen dieser negativen Befunde nicht durchgefihrt.

3.7.5.2 PNtHxk2 vermittelte Aktivitat in Leitgewebe, Schlie3zellen und Wurzelspze

Die Durchmusterung von 50 Pflanzen erfolgte durch histochemische Fath8ng von
Blattern in Gewebekultur. Es wurden 14 Pflanzen aufgrund deutliGhs-Aktivitat im
Leitgewebe als positiv identifiziert. Die zehn Linien 2, 5, 9, 31, 32, 3548643 und 48
wurden fur weitere Analysen geselbstet.

Allen untersuchten Linien gemeinsam war GUS-Aktivitdt im Xylearenchym und in der
Starkescheide des Leitgewebes, sowie in Stomata und Pollen. Aktivit&/urzeln war
variabler in der Intensitat und haufig in der Wurzelspitze erhéhtaMarAktivitat wurde in
verschiedenen Blutenteilen festgestellt, geringe in Samekbfs.40). In weniger als 50 %
aller untersuchten Proben war Aktivitat in Trichomen zu sehen. 8takksvitat, jedoch mit
sehr grolRer Streuung, wurde in Stangel-Querschnitten gemessAbb(s41). Geringste
Aktivitat war in der Lamina von Blattern vorhanden, trotz der Aktivitat in den Stamat

Die im Mittel starkste Aktivitat war in den Linien 31 und 48 zu s&s wobei nicht in allen
Geweben die jeweils starkste Aktivitat erreicht wurde. &fsrdsentativ fir den Durchschnitt
aller Untersuchungen sind die Linien 2, 5 und 9 zu nennen.

Bis auf die starke Aktivitat in Pollen korrelierten die GUS-#i#ten recht gut mit den
Transkriptmengen, die in der Northern-Analyse detektiert wurden (s. Abb. 36).
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Abbildung 40: Histochemische Farbung der duRidtHxk2::GUS vermittelten GUS-Aktivitat. Die Proben
wurden wenige Stunden bis Uiber Nacht in Farbepuffarbiert und anschlieend mit Ethanol gebleicht.

(A) In Gewebekultur gewachsene Pflanze (Linie 3@) Leitgewebe einer Petiole (Linie 2),C) Detailauf-
nahme von (B) mit geféarbter Starkescheide obengefdrbtem Xylem-Parenchym in der Mitte(D) untere
Blattepidermis mit gefarbten SchlieRzellen (Linle 2(E) Wurzelansétze einer in Gewebekultur gewachsenen
Pflanze (Linie 2), (F) Wurzelspitze einer in Gewebekultur gewachsenean2é (Linie 2), (G) Blite (Linie

36), (H) Pollen und gekeimter Pollen (Linie 2)(I) sich entwickelnde Samen im befruchteten Frucht&mot
(Linie 2), (J) ca. 6 Monate alte Samen (Linie 48). Aufnahmen AEBF, G, I, J an Stereolupe DC300 (Leica,
Bensheim), C, D, H an Mikroskop Axiovert 135 (Zeidsna).
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Abbildung 41: Messung von GUS-
Aktivitat in verschiedenen Geweben nach
stabiler Transformation mit
PNtHxk2::GUS. Jeder Punkt entspricht
der durchschnittlichen Aktivitat einer
Linie, gemittelt aus vier bis flnf
untersuchten Pflanzen.
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3.7.5.3 PNsHxk4 vermittelte hauptsachlich Aktivitat in Pollen

Eine Auswahl von 80 ins Gewachshaus transferierten Pflanzen erfloigth histochemische
GUS-Farbung von Pollen. Aufgrund verschiedener Blihzeitpunkte wurden nutad&dn

untersucht, davon waren 15 positiv. Die Pflanzen 1, 2, 3, 12, 15, 16, 17, 27, 28, 39, 40, 43 und

77 wurden geselbstet. Linie 2 wurde spater aufgrund untypisch statkerA&ivitaten in
nahezu allen getesteten Geweben bei weiteren Analysen nicht beriigksichti

Am deutlichsten wurde Aktivitat in Pollen sichtbar (s. Abb. 42). Daekst Aktivitat schlug
sich in den mit Abstand hdchsten Messwerte von allen untersuchten Gewetber (s. Abb.
43). Weitere Aktivitaten wurden in Wurzeln, reifen Fruchtknoten und in tliapeellen
registriert. GUS-Farbung der Fruchtknoten war sehr variabel endich starker, als die
Messwerte erwarten lieRen. Samen waren nur ausnahmswaleeach gefarbt (Linien 1, 27,
39, 43). Starkste Aktivitat in Staubbeuteln wurde in Linien 27, 43, 39 undnésgen.. Als
reprasentativ fur den Durchschnitt aller Untersuchungen sind die Liniéb,3ynd 77 zu
nennen.

Insgesamt korrelierte die Promotoraktivitat gut mit den bei dethdrn-Analyse festgestell-
ten Transkriptmengen vawtHxk1/NtHxKk7 (s. Abb. 36).
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Abbildung 42: Histochemische Farbung der durd¥istxk4::GUS vermittelten GUS-Aktivitat. Die Proben
wurden wenige Stunden bis Uber Nacht in Farbepufferbiert und anschlieRend mit Ethanol gebleicht

(A) gekeimte Pollen (Linie 15),(B) Querschnitt eines jungen Staubbeutels mit gefértitapetum (Linie 15),
(C) Blite (Linie 28), (D) Fruchtknoten kurz nach Befruchtung (Linie 15)E) Wurzeln einer in Gewebekultur
gewachsenen Pflanze (Linie 15)(F) Wurzelspitze einer in Gewebekultur gewachsenean# (Linie 15),
Wurzelansétze einer in Gewebekultur gewachsenaem&4l(Linie 43). Aufnahme A an Mikroskop AxioveB5L
(Zeiss, Jena)., B-E an Stereolupe DC300 (LeicasBam).
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Abbildung 43: Messung von GUS-
° Aktivitat in verschiedenen Geweben
nach stabiler Transformation mit
s PNsHxk4::GUS, Jeder Punkt
3 entspricht  der  durchschnittlichen
° Aktivitat einer Linie, gemittelt aus vier
bis finf untersuchten Pflanzen.

> | 1: Keimlingswurzel ,2: Keimlingsblatt,
3: Wurzel (1-3 aus Gewebekultud,
Source-Blatt Lamina, 5: Source-Blatt

nmol MU / (ug min)

Mittelrippe, 6: Stangel,7: Snk-Blatt

s Lamina, 8: Snk-Blatt Mittelrippe, 9:

° * junger FruchtknoterlO: reifer Frucht-

knoten, 11: Griffel, 12: Filament,13:

° e o
s
0 0§ s 58 .31 . o )
w junger Staubbeutell4: reifer Staub

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Gewebe

=
N
w

beutel.

3.8 Konstitutive Uberexpression von Hexokinase-Isoformen in Tabak

Nach stabiler Uberexpression der einzelnen Hexokinase-Isoforméensdéren biochemi-
sche Eigenschaften bestimmt und ihr Einfluss auf den Zuckerstoffwechgalliibererden.
Bisherige Studien zu tGberexprimierten pflanzlichen Hexokinasen fuhrten zu urddlistien
Ergebnissen. Uberexpression von AtHxkl oder AtHxk2 Airabidopsis thaliana hatte
Hypersensitivitdt von Keimlingen gegentber Glukose zur Folge; untenaten Bedingun-
gen gab es keine grofRen Auffalligkeiten (Jasdgal., 1997). In Tomate dagegen fihrte
AtHxk1 zu teilweise deutlich verandertem Phanotypen mit vermindevteichs, geringerer
Photosynthese und verfriihter Seneszenz @ail., 1999). In beiden Fallen wurde der
Einfluss von AtHxk1 auf ihre Funktion als Zuckersensor zuriickgefiihrt. kpession von
StHxk1l oder StHxk2 in Kartoffel hatte keinen auffalligen Einflas Phanotyp oder
Zuckerstoffwechsel (Veramendi al., 1999, 2002). Es konnten demnach keine eindeutigen

Erwartungen an eine Uberexpression der Tabak-Isoformen formuliertrwerde
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3.8.1 Herstellung von Konstrukten zur Uberexpression verschiedener Kekinase-

Isoformen

Die verschiedenen Hexokinase-lsoformen wurden mit den in Tali@lleangegebenen

Primern amplifiziert und tber BamHI / XbaNiHxk3) bzw. BamHI / Sall (alle anderen) in

den binaren Vektor pBinAR, zwischen CaMV 35S Promotor und ocs-Terminafer;.

NtHxk7 wurde nicht in die Untersuchungen mit einbezogen. Ubersictissigen der

Konstrukte finden sich in Abbildung 44.

Tabelle 13: Verwendete Primer zur Klonierung dersghiedenen Konstrukte zur Hexokinase-Uberexprassio

(s. Anhang, I.1)

Konstrukt 5 Primer 3’ Primer
NtHxk1 S14 S15
NtHxk2 HK10 BamHI_5 Hk10 Sall_3
NtHxk3 HK23BamHI_5 S12
NtHxk4a HK24 BamHI_5 HK24A Sall_3
NtHxk5 HK5 BamHI 5 HK5 fSense Sall 3
NtHxk6 HK6 BamHI 5 HK6 Salll 3
-157: S14 +1527: S15 -2: HK10 BamHI_5 +1501: HK10 Sall_3
—> . - —
ATG NtHxk1 TAG ATG NtHxk2 TAG
BamHi EcoRV ‘ sall | gamHI Nc|:ol sall
Xbal, Ncol Ncol
-3: HK23BamH|_5 +1515: S12 +1: HK24 BamHI_ 5  +1497: HK24A_Sall_3
| < <+
ATG NtHxk3 TGA ATG NtHxk4a TGA
|
BamHI | sall Ncol BamHI Sphl Smfal Sall
ECORI Xbal Hindlll
co EcoRV. Kpnl
+1: HK5_BamHI_5 +1500: HK5 fSense_Sall 3 | -3: HK6_BamHI_5 +1533: HK6_Sall_3
| 4+—
ATG NtHxk5 TGA ATG NtHxk6 TGA
] | |
BamHI ‘Sphl Smal Sall Xbal Sphl EcoRV Sall
EcoRl, Hindlll Hindlll EcoRV Xbal, Hindlll
EcoRYV, Kpnl BamHI

Abbildung 44: Mal3stabgetreue SchemazeichnungenNtbinkl, 2, 3, 4a, 5 und 6 im Plasmid pBinAR. Mit

Richtungspfeilen angegeben sind die verwendetemdPrisamt Positionsangaben in Relation zum Trans-

lationsstart (s. Anhang, 1.1). AulRerdem eingezadtisind einige interne Schnittstellen der Konseukt
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3.8.2 Erzeugung transgener Tabakpflanzen mit erh6hter Hexokinase-Expre®n

Tabakpflanzen wurden stabil mit den Hexokinase-Isoformen 1, 2, 3, 4a, Sttam$férmiert.
Nach Selektion auf Kanamycin wurden ca. 40 regenerierte PflamzerGewachshaus
transferiert und mittels Northern- oder Western-Analyse nactivers Pflanzen durchmus-
tert (s. Abb. 45-51). Positive NtHxk4a-Pflanzen wurde durch Aktivitéssomgen
identifiziert. In mehreren Messreihen waren die Aktivitaten voidxKda in der TO-
Generation nur geringflgig gegeniber dem WT erhéht. Erst in der fdr&@®n konnten

vier vorselektierte Linien eindeutig als positiv identifiziert werdem\{g. 48).

WT 1] 2 5 10 15 20 25 30
Hee we = : - - - -

Abbildung 45: Auswahl von NtHxk1-Linien durch Noetm-Analyse. Jeweils 40 pg RNA a@Gsurce-Blatt
Lamina wurden aufgetragen und mit einer SondeNfitxkl hybridisiert. Mit Sternchen versehene Nummern

bezeichnen die fur die Vermehrung ausgewabhltertipesiPflanzen.

WT 1 - 4 5 6 10 15
+ . . : : — b -
WT 20 | --- 25 30| 31 33 36
. -y T . o
A g — —
i o + . \

Abbildung 46: Auswahl von NtHxk2-Linien durch WebteAnalyse mit polyklonalem Antikdrper gegen
Aminosauren 1-231 von NtHxk2. Mit Sternchen verseshé&lummern bezeichnen die fur die Vermehrung
ausgewahlten positiven Pflanzen. Detektion deskéinpiers mit Anti-Kaninchen-1gG-Antiserum aus Ziegé
gekoppelter Peroxidase, Entwicklung mittels Chemmdheszenz. Aufgetragen wurde Gesamtprotein

entsprechend ca. 0,3 €@ource-Blatt Lamina.

WT | 1 ]2 4 |5 7 1011 15 20 22 25
WT 30 32 35

Abbildung 47: Auswahl von NtHxk3-Linien durch Noettm-Analyse. Jeweils 25 pg RNA a@surce-Blatt
Lamina wurden aufgetragen und mit einer SondeNtiitxk3 hybridisiert. Mit Sternchen versehene Nummern

bezeichnen die fur die Vermehrung ausgewahltertipesiPflanzen.
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25 | NtHxk4a, T1 Abbildung 48: Auswahl von NtHxk4a-Linien der T1-
20 | Generation durch Messung der Glukokinase-Aktivitiitder

E Source-Blatt Lamina. Es wurden funf Pflanzen je Linie

%, 15 . .

g gemessen, Fehlerbalken geben die Standardabweighadgr.
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Abbildung 49: Auswahl von NtHxk5-Linien durch Noedim-Analyse. Jeweils 25 pg RNA a@Gsurce-Blatt
Lamina wurden aufgetragen und mit einer SondeNfititxk5 hybridisiert. Mit Sternchen versehene Nummern

bezeichnen die fur die Vermehrung ausgewdahltertigesiPflanzen.
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Abbildung 50: Auéwahl transgene‘r Ntka6—I;iAnien durblorthern-Analyse. Jeweils 50 ug RNA &mirce-

Blatt Lamina wurden aufgetragen und mit einer Sofitte NtHxk6 hybridisiert. Mit Sternchen versehene

Nummern bezeichnen die fir die Vermehrung ausgeesdiplositiven Pflanzen.

Aufgrund der sehr schwachen Signale wurden NtHxk6-Pflanzen der iér&@ien erneut
durch Northern-Analyse untersucht. Dadurch wurde die Auswahl der Lingtétige (s. Abb.
51).

1 4 W 5 17 27 28 W
1|2|3|4|5 1|2|3|5 1|2|3 1|2|3|4|5 1|2|3|4|5 1|2|3|4|5

o W e e

N‘%-ﬁ b

Abb|ldung 51 Northern -Analyse von NtHxk6-Pflanzeer T1- Generauon Jewe|ls 25 ug RNA éharceBIatt
Lamina wurden aufgetragen und mit einer SondeNftitxk6 hybridisiert. Die obere Zahlenreihe gibt die Linie
an, darunter die einzelnen Pflanzen jeder LinieWildtyp. Linien 1, 4, 5 und 17 waren auf derselbé&embran
aufgetragen und damit direkt vergleichbar, Liniehuhd 28 waren gemeinsam auf einer anderen Membran
aufgetragen.
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Mindestens vier Pflanzen jeder Uberexprimierten Isoform wurdechdselbstung vermehrt.
Diejenigen Linien mit der jeweils hdochsten durchschnittlichen HexogiA&ksivitat wurden

fur die folgenden Untersuchungen verwendet (s. Tab. 14). Ihre Aktivitgeden detailliert

in Abschnitt 3.9 behandelt. In der T2-Generation war keine Aufspaltundlaleamycin-
Resistenz mehr zu beobachten.

Zuséatzlich wurden Tabakpflanzen untersucht, die stabil eine balde@Gélkokinase von
Zymomonas mobilis (ZmGlk, Akzession D37855) exprimierten. Als Vektor wurde ebenfalls
pBIinAR verwendet. Die Pflanzen waren von Dr. Karin Herbers (dalR&<Gatersleben) im

Vorfeld dieser Arbeit hergestellt und ausgewéhlt worden.

Tabelle 14: Auflistung der hergestellten transgehigien mit Gberexprimierter Hexokinase oder Glukalse.
Die fett und mit Sternchen markierten Linien wurdén detailliertere Untersuchungen verwendet. Akditen

dieser Linien sind in Tabelle 15 und ausfuhrliclAlsschnitt 3.9 angegeben.

Konstrukt Positive Linien

NtHxk1l |1*, 2, 20, 25, 30
NtHxk2 |4, 6, 15, 20, 3133*, 36
NtHxk3 |2,4*, 7,11, 22, 32
NtHxk4a |6, 20,30%, 33

NtHxk5 |3, 6, 8, 11, 20, 3136*, 38
NtHxk6 |1, 4,5*, 17, 27, 28
ZmGlk 7,9,24*, 29

3.8.3 Charakterisierung der Tabakpflanzen mit erhéhter Hexokinase-Expession

Durch Uberexpression der Hexokinasen sind Einflusse auf den Stbiéel der Pflanze zu
erwarten. Diese konnen je nach Isoform unterschiedlich ausfallen. FBhigkeit, das
Reaktionsprodukt Glukose-6-phosphat in bestimmte Stoffwechselwege zu ikamalislie
potentielle Funktion als Zuckersensor und die Starke der Aktivitdtfsaktoren, die Einfluss
auf die Auspragung der Anderung nehmen. Eine deutlich erhéhte Aktivitat komnitghcim
nur bei sehr groBem Glukose-Angebot zum Tragen, wenn die normakernweizandene

Aktivitat nicht ausreicht.
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3.8.3.1 NtHxk6-Pflanzen zeigten einen veranderten Phanotyp

Von allen Gberexprimierten Hexokinase-Isoformen fuhrte nur NtHxkGrenmeveranderten
Phanotyp transgener Pflanzen. Dieser aul3erte sich in allen sedtssichten Linien ab der
T1-Generation in bleichen Bereichen an der Basis wachsendgerBl& Abb. 52). Dieser

Phanotyp trat auch in Pflanzen auf, die NtHxk6::GFP exprimierten (s. 3.4.7).

(A) (B)

0,5cm

Abbildung 52: Durch Uberexpression von NtHxk6 veaghter Phanotyp.
(A) Blick auf eine ca. sechs Wochen alte Pflanze dgel5. (B) Ausschnitte zweier ca. acht cm grol3er Blatter,
links NtHxk6 Linie 17, rechts Wildtyp.

3.8.3.2 Ldosliche Zucker und Starke in Hexokinase tUberexprimierenden Rihzen

Der Einfluss der Hexokinasen auf den Zuckerstoffwechsel der Zeflarmwurde durch
Messung der Kohlenhydrate Starke, Glukose, Fruktose und Sacchamseichtt Die dafur
verwendeten Pflanzen waren mindestens in der T2-Generation, eifspahung der
Kanamycin-Resistenz war bei ihnen nicht zu beobachten. Blattsohedre0,5 — 0,9 cm
Durchmesser wurden ca. funf Stunden nach Beginn der Lichtphas8oance-Blattern
entnommen. In einem Fltterungsexperiment wurde ein Teil dieserrPii@b24 Stunden in
Dunkelheit auf 300 mM Glukose flotiert. Dadurch sollte der Zuckersaaffisel mit Substrat
abgesattigt werden, um den Einfluss gesteigerter Hexokinase-Aktettlicher herauszu-
stellen.
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Der Versuch wurde zweimal mit Pflanzen derselben Aussaahgefithrt. Sie wurden im
Abstand einer Woche von MS-Medium ins Gewachshaus transferiert unchabrtfinf
Wochen untersucht. Ihre Hexokinase-Aktivitaten sind in Tabelle 15 aufgefuhrt.

Im Vergleich beider Versuche fielen starke Schwankungen inkefféhalt auf (s. Tab. 16-
18). Bei NtHxk2- und NtHxk3-Pflanzen waren keine signifikanten Uonkeesle zum WT
auszumachen, NtHxk5, NtHxk6 und ZmGlk dagegen fuhrten zu deutlicher erhohte
Starkegehalt nach Flotierung. NtHxk4a-Pflanzen zeigten nur imewgirsuch mehr Starke
als der WT. In NtHxk1-Pflanzen nahm der Starkegehalt dagegen repdduzab. Bei den

im zweiten Versuch zusatzlich bestimmten Gehalten l6slichekefwearen keine auffalligen
Unterschiede zwischen den Linien auszumachen. Die Anderungen amke@halt

korrelierten nicht mit den veranderten Hexokinase-Aktivitaten.

Tabelle 15: Hexokinase-Aktivititen im WT und in déefexokinase Uberexprimierenden Tabakpflanzen bei
verschiedenen pH-Werten. pH 7,25 entspricht demspjischen, pH 7,7 dem stromalen Wert (&jal., 1999).

Bei pH 8,4 zeigten alle Tabak-Hexokinasen maxinfdgvitat (s. 3.9.2). Als Substrate wurden 1 mM (&bse
und 4 mM ATP eingesetzt, der Messpuffer basierte 180 mM Hepes. Angegeben ist der Mittelwert mit
Standardabweichung, n = 4-5.

Hxk-Aktivitat [nmol mg ™ min™]

Linie pH 7,25 pH 7,7 pH 8,4
WT 6,5+ 0,5 8,1+ 0,9 8,5+ 1,0
NtHxk1 1 149+ 15 173+ 19
NtHxk2 33 34+ 4 46+ 6 46+ 6
NtHxk3 4 42+ 9 65+ 13
NtHxk4a 30 26+ 1 33+1
NtHxk5 36 15+ 4 19+ 5
NtHxk6 5 7,620 9,9+2,1
ZmGlk 24 176+ 24 80+ 16
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Tabelle 16: Erster Fitterungsversuch, StarkegdhaBlattscheiben vor und nach Flotierung auf 300 mM

Glukose. Angegeben ist der Mittelwert mit Standamgichung, n = 8-12

Pflanze Starke vor Flot. Stéarke nach Flot.
[mmol Ce/m?] [mmol Ce/m?]
WT 2,4+ 0,4 6,3+ 0,¢€
NtHxk1 5,2+ 1,z 2,4+ 0,¢
NtHxk2 3,8+ 0, 57+ 2,
NtHxk3 2,0+ 0,¢€ 53+1,3
NtHxk4a 2,4+ 0,¢ 6,1+ 0,€
NtHxk5 3,4+ 0,€ 10,7+ 1,4
NtHxk6 49+ 0,¢ 12,3+ 1,7
ZmGlk 3,7+ 0,7 10,9+ 1,5

Tabelle 17: Zweiter Fltterungsversuch, Kohlenhyarit Blattscheiben vor Flotierung. Glc: Glukosep:Fr
Fruktose, Suc: Saccharose. Angegeben ist der Métemit Standardabweichung, n = 8-12

Pflanze Starke vor Flot. Glc vor Flot.  Fru vor Flot.  Suc vor Flot.
[mmol Ce/m?] [mmol/m?] [mmol/m?] [mmol/m?]
WT 8,8+ 1,k 8,7+ 1,1 4,0+1,C 2,2+0,4
NtHxk1 8,4+ 2 6,5+ 1,F 2,3+ 0,k 2,0+ 0,
NtHxk2 6,3+ 1,1 57+0,¢ 49+0,€ 1,7+0,2
NtHxk3 9,7+1,2 8,56+ 1,¢ 3,2+ 0,4 1,9+ 0,k
NtHxk4a 6,9+1,1 7,5+ 1,1 48+1,1 1,4+ 0,z
NtHxk5 10,7+ 1,1 8,8+ 1,z 54+1,1 1,9+0,2
NtHxk6 9,1+ 2,k 7,0+0,¢ 51+1,z 2,0+ 0,
ZmGlk 10,7+ 1,¢€ 8,2+ 1,4 4,6+0,7 1,7+ 0,

Tabelle 18: Zweiter Futterungsversuch, KohlenhyaiatBlattscheiben nach Flotierung auf 300 mM Gkeo
Glc: Glukose, Fru: Fruktose, Suc: Saccharose. Aslgeig ist der Mittelwert mit Standardabweichung, & £2

Pflanze | Starke nach Flot. Glc nach Flot. Fru nach Flot. Suc nach Flot.
[mmol Ce¢/m?] [mmol/m?] [mmol/m?] [mmol/m?]
WT 12,6+ 1,€ 22,2+ 2,7 9,5+ 1,¢ 3,1+0,7
NtHxk1 5,6+ 1,€ 17,3+ 2,1 7,3+2,1 3,6x1,1
NtHxk2 12,2+ 3,C 18,0+ 2,k 8,3+ 2,1 2,9+ 0,¢€
NtHxk3 11,2+ 3,€ 24,6+ 3,z 14,5+ 4,7 41+1,1
NtHxk4a 16,7+ 1,5 225+ 2,C 14,0+ 3,1 4,1+ 0,€
NtHxk5 18,9+ 2,€ 21,9+ 4. 10,5+ 3,1 4,1+ 0,5
NtHxk6 18,3+ 2,4 22,0+ 1,6 11,9+ 2,5 4,0+£0,7
ZmGlk 18,7+ 0,¢€ 20,7+ 3,1 12,2+ 2, 4,1+0,7
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3.9 Messungen der Hexokinase-Aktivitaten nach stabiler Uberexpressiam Tabak

Nach Uberexpression der Hexokinase-Isoformen in Tabak sollten derisitidh genauer
charakterisiert werden, um Unterschiede zwischen ihnen aufzuzeigen.

Aufgrund bisher veroéffentlichter Charakterisierungen war zu eewadass es Unterschiede
bei der Substrat-Affinitat, der pH-Abhangigkeit (s. Anhang, Ill), roder Sensitivitat
gegenuber Inhibitoren gibt, welche als Anpassungen an die physablegiRolle der

einzelnen Isoform zu interpretieren sind (Galina und da Silva, 2000; daeSiva2001).

Die fur die Messungen verwendeten Pflanzen (s. Tab. 14) warem sisbeeun Wochen alt.
Sie befanden sich nicht alle in der gleichen T-Generation. HxkathHxk6-Pflanzen wurden
in der T1-Generation untersucht. Hxk5-Pflanzen befanden sich bei dersuugtiengen zur
pH-Abhangigkeit ebenfalls in der T1-Generation, fir die andereastgen in der T2-
Generation. Die weiteren Linien waren mindesten in der T2-Gémerawvobei es keine
Aufspaltung der Kanamycin-Resistenz mehr gab. Die Messungenterfaigt entsalzten
Rohextrakten ausgewachseiseurce-Blatter. Die Enzyme wurden nicht weiter biochemisch
getrennt oder konzentriert.

Messungen zur pH-Abhéangigkeit wurden mit jeweils 20 mM Glukose bavktdse, sowie 4
mM ATP durchgefuhrt. Fur pH 5,2-6,8 wurde 100 mM MES-Puffer verwende®,6i7,8
100 mM MOPS, fir 7,6 bis 9,2 100 mM Tricin.

FUr die Bestimmung der kinetischen Parametgr(lichaelis-Menten-Konstante) undmy
(Maximale Reaktionsgeschwindigkeit) wurde 100 mM HEPES pH 834 Messpuffer
verwendet. Die Messungen zur Hexose-Affinitat erfolgten mitMl ATP im Messpuffer und
variablen Mengen Hexose, mit denen die Reaktionen gestartet wiittetie Messung der
Affinitat zu ATP wurde 1 mM Glukose vorgelegt und die Reaktion durch Eeigariabler
Mengen ATP gestartet. Mindestens vier individuelle Proben wurden Isewdeippelt
gemessen, um Ungenauigkeiten des Photometers auszugleichen. Baretthnung des
Standardfehlers ist demnach statt n 2n angegeben.

Es ist nicht bekannt, in welchem Ausmald endogene Hexokinasen in dennesmBflanzen
zur gemessenen Aktivitat beitrugen. Zur Abschatzung dieser Urns&heverden fir die
Messungen zur Substrat-Affinitéat jeweils zwei alternative t&/@ngegeben. Ein Wert ist
direkt von den gemessenen Daten abgeleitet. Der andere Wert uwnigteder Annahme

berechnet, dass in den transgenen Pflanzen dieselbe endogene Hexkindasge-
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vorherrschte wie im WT. Von jedem ermittelten Messwert wualelghalb der entsprechende
des WT subtrahiert, bevor er zur Berechnung der Konstanten verwendet wurde.

3.9.1 Uberexpression von NtHxK6 resultierte nicht in erhohter Hexokinas@xktivitat

Bei den durchgefuhrten Messungen zur pH-Abhangigkeit (s. Abb. 53) undit#&ffzu
Glukose und ATP zeigten NtHxk6 Uberexprimierende Pflanzen keine ikagrig Abwei-
chung zur im WT gemessenen Hexokinase. Daher wird bei den Messuighe weiter auf

NtHxk6 eingegangen.

3.9.2 pH-Abhangigkeit der Hexokinasen

ZmGlk zeigt eine eindeutig andere pH-Abhé&ngigkeit als dieaKadtexokinasen (s. Abb. 53).

Bei dem bakteriellen Enzym liegt eine deutliche Optimumskunteemem bevorzugten pH

um 7,2 vor. Aul3erdem ist die klare Bevorzugung von Glukose gegeniber Fruktose als
Substrat zu erkennen.

Hexokinase im WT, NtHxkl und NtHxk3 waren einander sehr ahnlich pHagihanit

einem breiten bevorzugten Bereich oberhalb 7,6. NtHxk2 zeigte obertwalpH 8,0 ihren
bevorzugten pH-Bereich mit klarer Praferenz fur Glukose als SubistiHxk4a und NtHxk5
zeigten eine relativ stetige Aktivitatszunahme mit steigemgpH-Wert, ohne ein Plateau zu
erreichen. Insgesamt zeigten sie sich am wenigsten pH-abhangfiglig bei beiden war die

deutlich hohere Aktivitat mit Fruktose als Substrat.
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Abbildung 53:pH-Abhangigkeit der Hexokinase-Reaktion mit 20 mM Kalse (dunkle Kreise) und 20 mM
Fruktose (helle Quadrate) in WT und Hexokinase ékmmimierenden Pflanzen. Die Abszisse gibt den
steigenden pH-Wert wieder, die Ordinate die Akiiviin [nmol (mg Proteir) min']. n=4 mit Standard-
Abweichung.
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3.9.3 Affinitaten der Hexokinasen zu Glukose

Alle Reaktionen mit Glukose als variablem Substrat folgten dehaelis-Menten-Kinetik,
Sattigung wurde zwischen 200 und 500 pM Glukose erreicht (s. Abb. B4)Ndfte ohne
Bertcksichtigung einer eventuell vorhandenen endogenen Aktivitat lagechen 30 und 35
1M, lediglich NtHxk2 zeigte einen hoheren,#Vert von 53 uM (s. Tab. 19). Nach Abzug
der im WT gemessenen Aktivitdt erhoht sich dey-Wert nur bei der schwach aktiven
NtHxk5 deutlich auf 47 uM, bei NtHxk2 auf 60 uM.

Tabelle 19: Messung déslukose-Affinitdt von Hexokinasen in Rohextrakten von Wild und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstratiesd mM ATP eingesetzt. Aufgeflihrt sind appardqie
Werte und Maximalgeschwindigkeiten. In der linkeab€&llenhélfte sind Rohwerte angegeben. In der eecht
Tabellenhélfte sind die Werte um die im Wildtyp gessene endogene Aktivitat bereinigt. Als Fehleregeben
ist der Standardfehler, 2n=8, *2n=16.

Isoform | KPP V max Km PP-WT VmaxcWT
[uM Glc]  [nmol mg* min™] | [uM Glc]  [nmol mg™* min™]

WT* 295+ 15 9,3t 0,1 --- ---
NtHxk1l | 34,5+1,3 273 3 34,7£1,4 264+3
NtHxk2 | 52,7+1,9 54,1+ 0,6 60,0+ 2,7 45,0+ 0,7
NtHxk3 | 31,2+ 1,5 104+ 1 30,2+ 1,2 92,6t1,1
NtHxk4a | 35,4+ 1,7 29,+0,4 38,7+ 2,7 20,4 0,4
NtHxk5 | 34,0+ 1,9 14,1+ 0,2 47,1+ 6,8 4,8+ 0,2
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Abbildung 54: Messung deslukose-Affinitat von Hexokinasen in Rohextrakten von Wild und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstrade/dd mM ATP eingesetzt. Direkte Auftragungen nach
Michaelis-Menten (Abszisse: pM Glc, Ordinate: nnmm’ min®) und linearisierte nach Eadie-Hofstee
(Abszisse: nmol mitmg" / uM Glc, Ordinate: nmol mg min?). In der rechten Halfte Auftragungen nach
Abzug der entsprechenden im WT gemessenen Wert8, 28n=16 mit eingezeichnetem Standardfehler jedes

Messwerts.
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3.9.4 Affinitaten der Hexokinasen zu Mannose

Auch mit Mannose als variablem Substrat folgten alle Reaktiomamn Blichaelis-Menten-
Kinetik (s. Abb. 55). Sattigung wurde zwischen 200 und 500 uM Glukose erreidiich

NtHxk2 benétigte 500-1500 puM. Die Maximalgeschwindigkeit der Reaktian bei allen
Isoformen geringer als mit dem Substrat Glukose (s. Tab. 20K B®ert von NtHxk1 und

besonders von NtHxk2 war fir Mannose hodher als flr Glukose. NtHxk3, NtHxidldie im

WT gemessene Isoform dagegen besal3en eine hdhere Affinitdarmose, NtHxk5 zeigte

keine eindeutige Praferenz. Nach Subtraktion einer mdglichen eretogdexokinase-

Aktivitdt erhohte sich der KkWert von NtHxk2 fir Mannose noch einmal deutlich auf 149

pHM, die anderen Isoformen waren davon weniger betroffen. Esat#fiitdass durch diese
Korrektur der Reaktionsverlauf bei NtHxk4a und NtHxk5 deutlich von eMmhaelis-

Menten-Kinetik abwich; ein Hinweis, dass die endogene Hexokimagesen Pflanzen eine

geringere Aktivitat aufwies als im WT.

Tabelle 20: Messung déannoseAffinitat von Hexokinasen in Rohextrakten von Wilgd und Hexokinase

Uberexprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstratesd mM ATP eingesetzt. Aufgefuhrt sind appardqte

Werte und Maximalgeschwindigkeiten. In der linkeab€&llenhalfte sind Rohwerte angegeben. In der eecht

Tabellenhalfte sind die Werte um die im Wildtyp gssene endogene Aktivitét bereinigt. Als Fehleregegen
ist der Standardfehler, 2n=8. *2n=16.

Isoform K PP V max Km®PP-WT VmaxcWT
[uM Man]  [nmol mg* min™] | [uM Man]  [nmol mg™ min™]

WT* 20,7£ 15 4,9+ 0,1 --- ---
NtHxk1l | 43,6+ 1,6 208t 2,5 44 4+ 1,7 203t 3
NtHxk2 | 96,4+5,1 22,9 0,3 149+ 10 18,5+ 0,3
NtHxk3 | 25,1+ 1,0 69,0 0,7 255:1,0 64,1+ 0,7
NtHxk4a | 14,9+1,2 10,1+ 0,2 10,8 1,8 5,2+ 0,2
NtHxk5 | 32,4+ 3,0 7,5£0,2 77,2+ 21,1 3,0£0,3
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Abbildung 55: Messung déflannose Affinitat von Hexokinasen in Rohextrakten von Wild und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstradevyt mM ATP eingesetzt. Direkte Auftragungen nach
Michaelis-Menten (Abszisse: uM Man, Ordinate: nnmt* min?) und linearisierte nach Eadie-Hofstee
(Abszisse: nmol mitmg® / pM Man, Ordinate: nmol mgmin?). In der rechten Halfte Auftragungen nach
Abzug der entsprechenden im WT gemessenen Wert8, 28n=16 mit eingezeichnetem Standardfehler jedes

Messwerts.
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3.9.5 Affinitaten der Hexokinasen zu Fruktose

Mit Fruktose als Substrat war ein zweiphasiger Reaktionsvenabeabachten, der auf die
zusatzliche Aktivitat einer Fruktokinase zuriickzufuhren ist (s. Abp.3ér Einfluss dieser
Fruktokinase auf das Messergebnis war umso starker, je schwaeheru dnessende
Hexokinase aktiv war, also maximal im WT und minimal bei NtHxBattigung dieser
Fruktokinase wurde bei 500 uM erreicht, derWert lag bei 82 uM. Wegen dieser Aktivitat
liel3 sich fur die im WT gemessene Hexokinase keine ausreiclegradig) Kinetik erstellen.
Fur eine grobe Schatzung wurde angenommen, dass sich die FruktokktiagétAberhalb
von 1 mM Fruktose nicht &nderte. Die bei 1 mM Fruktose zu messendet@ktrde daher
als Hintergrund definiert und von den Messwerten bei hoheren Konzentrasiobeahiert.
Die Messwerte der Uberexprimierten Hexokinasen wurden dagegeneugesdimte im WT
gemessene Aktivitat korrigiert.

Die im WT gemessene Hexokinase wurde erst von Fruktose-Konzemératoberhalb 100
mM gesattigt, der K-Wert wurde grob mit 20 mM bestimmt.
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A 10 10
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_ _ Km = 82,1 pM
8 7 81
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£ 6 Se
g g
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Abbildung 56: Messung ddfruktose-Affinitat von Fruktokinasen und Hexokinasen in Ratrakten von WT-
Tabakpflanzen. Als Cosubstrat wurde 4 mM ATP eietas Direkte Auftragungen nach Michaelis-Menten
(links) und linearisierte nach Eadie-Hofstee (rekl{f\) Fruktose-phosphorylierende Aktivitat im mikromaar
Bereich. (B) Fruktose phosphorylierende Aktivitdt im millimoter Bereich nach Subtraktion der in (A)
gezeigten Aktivitat. Fehlerbalken geben den Stadféater wieder, 2n=8.
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Affinitaten der Uberexprimierten Isoformen zu Fruktose warentldth geringer als zu
Glukose oder Mannose (s. Tab. 21). Maximale Aktivitdt mit Fruktose wwwdeNtHxk4a
und NtHxk5 oberhalb von 50 mM erreicht,#Verte der beiden lagen bei auffallig niedrigen
2-3 mM. NtHxk1 und NtHxk3 bendtigten mindestens 100 mM Fruktose zur @&dtighre
Km-Werte lagen bei 11-12 bzw. 7-8 mM. NtHxk2 bendtigte mit mindestensnBOGruktose
am meisten Substrat zur Sattigung, i-Wert lag unkorrigiert bei 14 mM (s. Abb. 57). Die
Berucksichtigung einer potentiellen endogenen Hexokinase wirkte sich besauidees k-
Wert von NtHxk2 aus, der dadurch von 14 auf 25 mM korrigiert wurde NBgxk4a und
NtHxk5 wurde ohne Korrektur eine negative Kooperativitat festtiestach Subtraktion der
Im WT gemessenen Aktivitat, auch alleine durch Subtraktion derdkinkise-Aktivitat, war
diese Kooperativitat nicht mehr festzustellen. Die Maximalgesdigkeit mit Fruktose war

bei NtHxk2 geringfugig niedriger als mit Glukose, bei den anderen Isoformegetagdher.

Tabelle 21: Messung deéfruktose-Affinitat von Hexokinasen in Rohextrakten von Witd und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstratievd mM ATP eingesetzt. Aufgefuhrt sind appardtite
Werte und Maximalgeschwindigkeiten. In der linkeab€&llenhélfte sind Rohwerte angegeben. In der eacht
Tabellenhélfte sind die Werte um die im Wildtyp gmwenen endogenen Aktivitat bereinigt. Als Fehler
angegeben ist der Standardfehler, 2n=8. *NtHxk4&stwehne Berlcksichtigung endogener Aktivitateneein
negative Kooperativitat mit Fruktose auf;=9,63+ 0,03. *NtHxk5 weist ohne Berilicksichtigung endogen

Aktivitaten eine negative Kooperativitat mit Frugeauf, n=0,61+ 0,04.

Isoform K 2P V max Km2PP-WT Vmax (Fru) -WT
[MM Fru]  [nmol mg™* min™] [MmM Fru] [nmol mg™ min™

WT FK 0,082+ 0,003 9,6+0,1 --- ---

WT Hxk 19,7+ 2,8 10,4+ 0,6 --- ---
NtHxk1 10,9+ 0,5 351t 5 12,1+ 0,6 340+ 5
NtHxk2 13,9+ 0,7 51,0+ 0,7 25,2+ 1,9 34,2+ 0,8
NtHxk3 7,4+ 0,2 209+ 2 8,2+ 0,3 194+ 2
NtHxk4a* 2,7+£0,3 53,% 14 2,1+ 0,1 30,8t 0,3
NtHxk5** 2,7+0,4 57,2 2,3 2,0£0,1 32,9 0,5
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Isoform| Michaelis-Menten| Eadie-Hofstee Michaelis-Menten| Eadie-Hofstee
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Abbildung 57: Messung deFruktose-Affinitat von Hexokinasen in Rohextrakten von H&kwse uber-

exprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstrat wutdenM ATP eingesetzt. Direkte Auftragungen nach
Michaelis-Menten (Abszisse: mM Fru, Ordinate: nnmb® min®) und linearisierte nach Eadie-Hofstee
(Abszisse: nmol mitmg* / mM Fru, Ordinate: nmol mgmin?). In der rechten Halfte Auftragungen nach

Abzug der entsprechenden im WT gemessenen Werte8 2nit eingezeichnetem Standardfehler jedes

Messwerts.
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3.9.6 Phosphorylierungskoeffizienten der untersuchten Hexokinased®rmen

Der relative Phosphorylierungskoeffizient £KSols und Crane, 1954) ist ein Indikator fir
die physiologische Eignung eines Hexokinase-Substrats im Maiglei Glukose. Er
berechnet sich folgendermal3en:

PKe = (Vinas S 05 Vg, S0 ¢ (K, Slukosey ¢ Substray
Fur Glukose als Substrat gilt der Wert 1. Aufgrund der etwa hundetif@@heren Affinitat zu
Glukose und Mannose gegeniber Fruktose ist der Phosphorylierungskoeffizientkiinse
sehr klein (s. Tab. 22).

Tabelle 22: Phosphorylierungskoeffizienten der elimen Hexokinase-lsoformen, in der rechten Halftéeu

Bericksichtigung einer potentiell vorhandenen erdeg Hexokinase-Aktivitat in den transgenen Pflanze

Isoform | PKg (Man) PKg (Fru) | PKg (Man-WT) PKg (Fru-WT)
WT 0,75 0,002
NtHxk1 0,60 0,004 0,60 0,004
NtHxk2 0,23 0,004 0,17 0,002
NtHxk3 0,82 0,008 0,82 0,008
NtHxk4a 0,81 0,032 0,91 0,028
NtHxk5 0,56 0,071 0,38 0,161

3.9.7 Affinitdten der Hexokinase-lsoformen zu ATP

Mit 1 mM Glukose als Cosubstrat wurde die Affinitdt der Hexokinase ATP ermittelt.
Dabei fielen deutliche Abweichungen zur Michaelis-Menten-Kinedikf. Die im WT
gemessene Hexokinase, NtHxk1, 2 und 3 zeigten eine Hill-Kinetikegitiver Kooperativi-
tat (s. Abb. 58). Der sattigende Bereich wurde auch mit 4 mM @@t erreicht. Halbmaxi-
male Aktivitat wurde von NtHxk1l mit 0,15 mM ATP erreicht, fur N#3xund die im WT
gemessene Hexokinase waren zwischen 0,2 und 0,3 mM notwendig (s. T&be Zdjinitat
von NtHxk2 zu ATP war mit 0,55 bis 0,62 mM deutlich geringer.

NtHxk4a und NtHxK5 zeigten eine deutlich geringer ausgepragteivee¢@aoperativitat und
mit 40 bzw. 14 pM auffallig niedrige & bzw. KysWerte. Durch Subtraktion der
potentiellen endogenen Hexokinase wurden diese Werte noch weiter vérraligedings
konnten die Messwerte dann, besondere von NtHxk5, keinem Kinetiktyp mehr gndeut
zugeordnet werden. Dies ist wieder ein Hinweis, dass die endogem&kihese in diesen

Pflanzen eine geringere Aktivitat aufwies als im WT.
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Isoform| Michaelis-Menten Eadie-Hofstee Michaelis-Menten Eadie-Hofstee
-WT -WT
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Abbildung 58: Messung deATP-Affinitat von Hexokinasen in Rohextrakten von Wiid und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstratievd mM Glukose eingesetzt. Direkte Auftragungaon
Michaelis-Menten (Abszisse: uM ATP, Ordinate: nnmf’ min®) und linearisierte nach Eadie-Hofstee
(Abszisse: nmol minmg"* / pM ATP, Ordinate: nmol mgmin™). In der rechten Hélfte Auftragungen nach
Abzug der entsprechenden im WT gemessenen Wertel62n*2n=15, **2n=8 mit eingezeichnetem
Standardfehler jedes Messwerts.
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Tabelle 23: Messung deATP-Affinitdt von Hexokinasen in Rohextrakten von Wild und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen. Als Cosubstratiesd mM Glukose eingesetzt. Aufgefuhrt sind appizre
KosWerte, Maximalgeschwindigkeiten und Hill-Koeffizieen. In der linken Tabellenhdlfte sind Rohwerte
angegeben. In der rechten Tabellenhélfte sind dezté\Vum die im Wildtyp gemessene endogene Aktivitat

bereinigt. Als Fehler angegeben ist der Standaleifebn=16, *2n=15, **2n=8.

Isoform Kos™® V max Ny Ko PP -WT V max -WT Ny -WT
[uM ATP]  [nmol mg™ min™] [UM ATP]  [nmol mg™* min™]

WT 278+ 60 9,6+ 0,5 0,60+ 0,04 --- --- ===
NtHxk1* 152+ 8 240+ 3 0,74+ 0,02 150+ 8 231+ 3 0,75+ 0,02
NtHxk2 590+ 43 51,0+ 1,1 0,74+ 0,02 624+ 44 40,2£ 0,9 0,83+ 0,02
NtHxk3** 227+ 23 110+ 3 0,67+ 0,02 224+ 24 101+ 3 0,68+ 0,02
NtHxk4a 39,5+ 1,3 23,9 0,2 0,92+ 0,03 27,22 0,9 16,2+ 0,2 1,23+ 0,06
NtHxk5 13,6+ 0,8 13,9 0,3 0,90+ 0,07 7,4+ 0,6 8,0+ 0,2 1,65t 0,23
3.9.8 Inhibition der Hexokinase-Isoformen durch ADP

ADP wurde als kompetitiver Inhibitor in Bezug auf ATP fur Hexokinasen aus Kelr{6fenz
und Stitt, 1993) und Tomate (Martinez-Barajas und Randall, 1998) beschrigben. |
Keimlingswurzeln von Mais konnten zwei Hexokinasen unterschieden werdederen die
zytosolische von bis zu 1 mM ADP nicht gehemmt wurde, die mitochoeddatjegen
nichtkompetitiv zu ATP und Glukose (Galiegal., 1995).

Die Messungen wurden mit 1 mM Glukose im Messpuffer durchgeftd@aktionsstart
erfolgte durch Zugabe variabler Mengen ATP. Inhibition wurde durchagerizon ADP im
Messpuffer getestet. Eine eventuell vorhandene endogene Hexokinasg&kh den
transgenen Pflanzen konnte bei der Auswertung nicht berticksichtigt werden.

NtHxk1, 2, 3 und die im WT gemessene Hexokinase wurden kompetitiv dBhfhibiert,
d.h. der K;-Wert fur ATP stieg, wahrend M\x im Rahmen der Messgenauigkeit konstant
blieb. Der Hill-Koeffizient vergroRerte sich etwas, d.h. die negadtvaperativitat verringerte
sich (s. Abb. 59). Die Inhibitorische Konstante fir ADP wurde grafisch ermittelt durch
Auftragung der ermittelten ¢&-Werte Uber der Inhibitor-Konzentration, Krgibt sich aus
dem Schnittpunkt der Regressionsgerade mit der x-Achse. Fur NthhkNiiHxk3 betrug
der Wert 23 pM, fur NtHxk2 49 uM (s. Tab. 24). Der Wert von 12 pM flricheNT
gemessene Hexokinase ist aufgrund der Messungenauigkeit mit gnoB@en Unsicherheits-
faktor behaftet (s. Tab. 24).
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Abbildung 59: Messung deATP-Affinitat von Hexokinasen in Rohextrakten von Witd und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen in Gegenwart iédener KonzentrationekDP. Als Cosubstrat wurde 1
mM Glukose eingesetzt. Hill-Auftragungen nach Eddidstee (Abszisse: nmol mimg™ / uM ATP, Ordinate:

nmol mg! min™). Mit eingezeichnet ist der Standardfehler jedessiverts, n wie in Tabelle 23.

Tabelle 24: Kompetitive Inhibition von im WT gemesgr Hexokinase, NtHxk1, 2 und 3 durch ADP in Bezug

auf ATP. Die K-Werte wurden grafisch ermittelt. Als Fehler andegeist der Standardfehler, 2n=8, *2n=16,
**2n=15.

Isoform | Kos[UM]  Kos[UM] Ko.s [MM] Ki (ADP)
OuMADP 20 uM ADP 200 uMADP  [uM]

WT* 278+ 6C 755+ 20¢ 12
NtHxkl | 152+8*  282+21 1479+ 161 23
NtHxk2* | 590+42  761+87 2863+ 41 49

NtHxk3 227+ 23 578+ 4€ 2696+ 41C 23
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NtHxk4a und NtHxk5 wurden nichtkompetitiv gehemmt, d.h. bei ihnen sank Wahrend
Km konstant blieb. kWerte wurden mit 142 9 bzw. 76 6 uM berechnet (s. Abb. 60).
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Abbildung 60: Nichtkompetitive Inhibition von NtHJ¥la und NtHxk5 durch ADP in Bezug auf ATP.
Linearisierte Auftragungen nach Eadie-Hofstee. @ésubstrat wurde 1 mM Glukose eingesetzt. Fehleebal
geben den Standardfehler wieder, NtHxk4a: 2n=16Ixk: 2n=8.

3.9.9 Aktivitat mit ADP

Bei den Messungen zur Inhibition durch ADP fiel eine Hintergrund-Agiiauf, die mit
ADP und ohne ATP ablief. Mit 100 uM ADP zeigten die Hexokinase desNtAxk1, 2 und

3 ca. ein Zehntel der Aktivitéat, die sie mit 100 uM ATP aufwiedei NtHxk4a und NtHxk5
war diese Aktivitdt besonders auffallig und betrug ca. ein Drdegl mit 100 uM ATP
moglichen Aktivitat. Auffallig war der um 10-20 Minuten verzdgerisetzende Beginn der
Reaktion. Zwar gibt es ADP nutzende Hexokinasen, allerdings untefschsich diese
strukturell von den hier behandelten (Ronimus und Morgan, 2004). Es ist daherhaneane
dass die hier beobachteten Aktivitaten nicht direkt mit ADP albljeSendern dass das von
einer Adenylatkinase aus ADP synthetisierte ATP flr dieakRen genutzt wurde.
Adenylatkinase (auch Myokinase genannt) katalysiert die ieletdmwandlung von 2 ADP
in ATP + AMP (Kawai und Uchimiya, 1995). Die in den Rohextrakten egs@ne
Adenylatkinase-Aktivitat lag bei 75-90 nmol thgnin™mit jeweils 100 pM AMP und ATP
als Substraten (s. 2.9.3). Durch Zugabe von 500 uM Endkonzentration des IniApigars
(P',P-Di(adenosin-5")pentaphosphat, Lienhard und Secemski, 1973) wurde die Alkdivitét
15-20 nmol mg min™ gesenkt. Auch diese Aktivitat reichte theoretisch fiir die beokiachte
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Hexokinase-Aktivitaten aus. Eine k&ufliche Adenylatkinase aus kKhammuskel wurde
dagegen durch den Inhibitor vollstandig inhibiert.

Da ADP fir die Tabak-Hexokinasen als Inhibitor wirkt, ergibhsitr die Reaktion eine
komplexe Abhangigkeit von der Konzentration. Diese wurde fir NtHxk4a fienpnd
ahnelte einer Substratinhibition (s. Abb. 61).

NtHxk4a Abbildung 61: Komplexer Reaktionsverlauf von
61 Vmax = 13,1 + 2,0 NtHxk4a in Abhangigkeit von der ADP-Konzentration

Km =109 + 28 uM
Kim: 254123 UL,\IA (ohne extra ATP). Als Cosubstrat wurde 1 mM

Glukose verwendet. Fehlerbalken geben den

Standardfehler wieder, 2n=8.

GK Aktivitat [nmol min™ mg™]
w

0 500 1000 1500 2000
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3.9.10 Inhibition durch AMP

Weniger erforscht als die Inhibition durch ADP ist diejenige diBbHP. Fir Hexokinasen
aus Kartoffel (Renz und Stitt, 1993) und Tomate (Martinez-Barajaikandall, 1998) wurde
eine schwache inhibitorische Wirkung erwahnt, Hexokinasen aus MaisiKgswurzeln
wurden nicht inhibiert (Galinet al., 1995).

Getestet wurde Inhibition durch AMP mit 100 uM ATP im Messansi#m wahlweise 100
UM AMP zugefligt wurde. Start der Reaktion erfolgte mit 1 @Mkose. In einem weiteren
Ansatz wurde 500 uM des Adenylatkinase-InhibitorgApeigemengt (s. 3.9.9). Dadurch
sollte verhindert werden, dass ATP und AMP zu ADP reagierten andedalschenden
Einfluss nahmen.

Ohne ApA zeigte sich eine inhibitorische Wirkung des AMP besonders btarder im WT
gemessenen Hexokinase und bei NtHxk3. Die Zugabe veA 2Agigte allerdings, dass diese
inhibitorische Wirkung nicht auf AMP selber beruhte, sondern aufalech Adenylatkinase
synthetisierten ADP, wobei gleichzeitig ATP verbraucht wurde (s. Abb. 62).
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Abbildung 62: Inhibition durch AMP von Hexokinasen Rohextrakten von Wildtyp und Hexokinase
Uberexprimierenden Tabakpflanzen in Abwesenheit Gegenwart des Adenylatkinase-InhibitorssAp Als
Cosubstrat wurde 1 mM Glukose eingesetzt. Angegedieeh relative Werte, n=2 mit Abweichungen vom

Mittelwert.

3.9.11 Inhibition durch Trehalose-6-phosphat

Trehalose-6-phosphat wurde fir einige pilzliche Hexokinasen als kibmgretnhibitor zu
Glukose und Fruktose beschrieben. Mit 1 mM Glukose oder 10 mM FruktoSeiladsrat
wurde durch 1 mM Trehalose-6-phosphat eine Inhibition von 23-100 % erréiabh
Hexokinase aus Rattenhirn war davon betroffen (Blazgualz, 1993).

Zum Testen der Tabak-Hexokinasen und der Glukokinas&ymamonas mobilis wurden
Messungen mit 0,5 mM Glukose und 2 mM ATP als Substrate bei pH 8,4 duitctigéh
Messpuffer wurden 0, 10, 100 oder 1000 uM Trehalose-6-phosphat vorgelegindm Fall
wurde die Reaktion dadurch signifikant beeinflusst. Trehalose-6-phosplitnisiach kein

Inhibitor der getesteten Hexokinasen.
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4 DISKUSSION

Hexokinasen katalysieren die Phosphorylierung von Glukose und eingesauénkinderer
Hexosen. Dadurch werden diese Zucker dem weiteren Stoffwechsel zugefihrt.

Das Vorkommen verschiedener Hexokinase-Isoformen innerhalb einasi€dingis legt nahe,
dass diese Isoformen wohldefinierte unterschiedliche Aufgaben étalddlismus besitzen.
Zur Klarung dieser unterschiedlichen Aufgaben sind Kenntnisse dérlamen und
subzellularen Lokalisierung der Isoformen unerlasslich. Dasanigber diese Lokalisierung
ist derzeit noch sehr luckenhaft. In den letzten Jahren rickteRdile pflanzlicher
Hexokinasen als Zuckersensor in den Mittelpunkt des Interesgeérabidopsis thaliana
liegen inzwischen Uberzeugende Daten vor, die diese These untersiDtzeh gezielte
Mutagenese von AtHxkl wurden Hexokinasen erzeugt, die trotz fenldwadalytischer
Aktivitat Eigenschaften eines Zuckersensors zeigten (Metale, 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Hexokinase-Isof@usehabak isoliert und
charakterisiert. Die dabei gewonnen Ergebnisse erlauben es, koAkfgtbenbereiche der

entsprechenden Isoformen zu postulieren und Modelle aufzustellen.

4.1 Anzahl der Hexokinase-Gene in Tabak

Aus Tabak wurden mehrere Hexokinase-Sequenzen isoliert, die dresKfiption von
mindestens sieben verschiedenen Isoformen belegen. Diese Isofourdamwentsprechend
ihrer Entdeckung fortlaufend von eins bis sieben nummeriert und veriffent. 3.1.1).
Laut Southern-Analyse ist anzunehmen, ddi$$xkl und NtHxkla verschiedene Allele des
gleichen Gens sind. Gleiches gilt fitHxk4a undNtHxk4b (s. 3.2).

Die verschiedenen Isoformen sind unterschiedlichen Homologiegruppen cienditHxk1,

3 und 7 bilden eine Gruppe nah verwandter Gene. Laut Southern-Analyse gibtTedak-
genom vier verschiedene Gene dieser Gruppe. Das vierte Gegrnsutlich identisch mit
NsHxk3 ausNicotiana sylvestris. NtHxkla und NtHxk7 sind nahezu identisch im Genom von
Nicotiana sylvestris alsNsHxk1 bzw. NsHxk4 konserviert.

NtHxk4 und NtHxk5 bilden eine weitere Homologiegruppe im Tabakgenom. Laut Southern-
Analyse gibt es keine weiteren Isoformen dieser Gruppe. Eindseddan Gene ist auch im

Genom vorNicotiana sylvestris vorhanden.
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NtHxk1, 3, 4, 5 und 7 sind Mitglieder der Ubergeordneten Homologiegruppe der Typ B2
Hexokinasen (Olssod al., 2003). Diese zeichnen sich durch einen N-terminalen Membran-
anker aus.

Das NtHxk6-Protein besitzt ebenfalls einen N-terminalen Menalmiear, gehort allerdings
der noch sehr kleinen und bislang komplett unerforschten HomologiegruppEympes1
Hexokinasen an. Laut Southern-Analyse befinden sich zwei homologe iG&raakgenom,

von denen eines auch im Genom Wiootiana sylvestris vorkommt.

NtHxk2 gehort zu der Gruppe der Typ A Hexokinasen ohne Membrananker und mit
plastidarem Transitpeptid. Im Tabakgenom befinden sich zwei Gener dizsppe, von
denen eines\sHxk2, im Genom vorNicotiana sylvestris konserviert ist.

Zusammengefasst besitzt Tabak mindestens zehn HexokinaseMgEmkl-7 plus je ein
Homolog zuNtHxk2, 3 und 6. Es ist nicht bekannt, ob die letztgenannten drei Homologe in

Tabak auch tatsachlich transkribiert werden; entsprechende cDNAs wuctiegefunden.

Im Genom vorArabidopsis thaliana sind sechs Hexokinase-Gene bekannt. Zu funf von ihnen
gibt es entsprechende nah verwandte Gene bei Tabak, ledighthgl7840 ist kein direktes
Homolog bekannt (s. Abb. 5 und 63). Mdglicherweise befinden sich authlbakgenom ein
oder zwei entsprechende Gene, die noch nicht gefunden wurden.
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Abbildung 63: Phylogenetischer Baum pflanzlicher xblénase-Proteine mit denen der Backerhefe als

Extragruppe. Reproduktion des von Olssbal. (2003) erstellten Baums mit zusatzlichen TabakedHiaéasen

1-7. Benennung der Sequenzen mit Kirzel des Ongasisgefolgt von Namen oder Akzessionsnummer des

Proteins. At:Arabidopsis thaliana, Bo: Brassica oleracea, Nt: Nicotiana tabacum, Cs: Citrus sinensis, Le:

Lycopersicum esculentum, St: Solanum tuberosum, So: Spinacia oleracea, Os:Oryza sativa, Zm: Zea mais, Pp:

Physcomitrella patens, Sc: Saccharomyces cerevisiae. Sequenzen wurden am N- und C-Terminus entsprdchen
den AS 61-443 von PpHxkl gekirzt, um Verfalschungemch diese zwischen den Proteinen stérker

divergierenden Bereiche zu vermeiden. Baumerstgllonit Korrektur multipler Substitutionen, Ausscldus

luckenhafter Positionen, Bootstrapping. Der Mal3gibdie Anzahl von Substitutionen pro Aminosaare die

Zahlen sind Bootstrap-Werte.
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4.2 Innerzellulare Verteilung der Tabak-Hexokinasen

Alle sieben verschiedenen Hexokinase-lsoformen aus Tabak wurdenamndiistoder
teilweise mit GFP fusioniert unid vivo auf ihre Lokalisierung innerhalb der Zelle untersucht
(s. 3.4).

4.2.1 NtHxk2 ist ein stromales Protein

NtHxk2 als Enzym der Typ A Hexokinasen wurde wie erwartePiastidenstroma gefunden
(s. 3.4.9). Die ersten 66 N-terminalen Aminosauren von NtHxk2 waregrielusnd, um das
ansonsten zytosolische oder nukledre GFP-Protein in das Stromagrretir Einein vitro
Importstudie bestatigte den Befund und belegte aul3erdem das Abtremeei r@insitpeptids
von drei bis vier kDa GroRe beim Eintritt ins Stroma. Dies igfuter Ubereinstimmung mit
Computerberechnungen, die ein Transitpeptid von 30 Aminosauren und 3,3 kDa GroRRe
vorhersagen (Nielsemt al., 1997; Emanuelssoet al., 2000). Fur die nah verwandte
Hexokinase StHxkRP1 aus Kartoffel konnte mittels GFP-Fusion elermime plastidare
Lokalisierung gezeigt werden. Nach biolistischer Transformation Btattscheiben aus
Tabak waren sowohl punktuelle, als auch die Plastiden ausfullend&i@GRéde zu sehen (s.
Abb. 32). Die punktuellen Signale traten optisch hervor, so als ob dianerotach wenige
Poren dréangten, aber nicht hindurch k&men. Punktuelle GFP-Signale waver fur
StHxkRP1 und das homologe Protein SoHxk2 aus Spinat beschrieben wormlesi, w
Mitochondrien als markierte Organellen ausgeschlossen wurden (W2668). Es ist
demnach davon auszugehen, dass auch diese beiden Homologe im Plashddog&alisiert
sind. Die konkrete Ursache der punktuellen Lokalisierung ist unbekannieghemtweder in
der Transformation durch Biolistik oder in der Verwendung des vktsth CaMV 35S

Promotors.

4.2.2 NtHxk1, 3, 4a, 5, 6, und 7 sind mit Mitochondrien assoziiert

Alle Typ B Hexokinasen besitzen am N-Terminus einen potentiellemiddananker aus ca.

24 hydrophoben Aminoséauren (Olssenal., 2003). In welche Membranen die Proteine
verankert werden, lasst sich nicht verlasslich vorhersagen und wpessneentell bestimmt
werden. AtHxk1 wurde nach GFP-Fusion an Mitochondrien lokalisierigfubét al., 2002),
Proteine von AtHxk2 und Atl1g50460 wurden an der auf3eren Mitochondrienmembran
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gefunden (Giegéet al. 2003). SoHxkl wurde an der aufleren Chloroplastenmembran
nachgewiesen; eine zusatzliche Lokalisierung an Mitochondrien wicte ausgeschlossen
(Wieseet al., 1999). In Mais-Keimlingswurzeln wurde auf3erdem Hexokinase-A&ktian
Golgi-Membranen gefunden (da Silstaal ., 2001).

Bei allen hier untersuchten Typ B Hexokinasen aus Tabak ist dimgoligche Lokalisierung
mit Verankerung in der aul3eren Mitochondrienmembran anzunehmen (s. 3.1.2in@.4NsE
Innere der Mitochondrien weisende oder an der inneren Membran veeah&&alisierung
kann nicht prinzipiell ausgeschlossen werden, allerdings gibt eseindiz die Lokalisierung
aul3en. Ein Antikorper gegen NtHxk1 markierte Proteine an der MitoclemnBeripherie; in
den durch NtHxk1::GFP verursachten Mitochondrien-Konglomeraten lagee aharkierten
Proteine mittig zwischen den Mitochondrien. Untersuchungen an intbktenhondrien aus
Erbse (Tanneet al., 1983) undArabidopsis thaliana (Giegéet al., 2003) zeigten, dass nach
Protease-Behandlung keine Hexokinase-Aktivitat mehr zu messenDieartdexokinasen
waren also nicht von einer mitochondrialen Membran geschitzt, sondernZgesol
zugewandt. Auch fir tierische Hexokinasen ist diese Lokalisiebekgnnt (Wilson, 1995).
Sie ermoglicht ihnen die Kopplung der Glukose-Phosphorylierung an die iegidat
Phosphorylierung der Atmungskette (de Cerqueira Cesar und Wilson, \2@82n, 2003).
Aulerdem werden mitochondriales Membranpotential und die Entstehungvenakti
Sauerstoffs kontrolliert (da-Silvat al., 2004).

Wegen der sehr schwachen GFP-Signale von NtHxk5::GFP und NtHiESw@r bei ihnen
keine Uberpriifung der mitochondrialen Lokalisierung mit dem FarbguitbTracker CM-
H,TMRos" moglich. Aufgrund der hohen Homologien von NtHxk5 zu NtHxk4, AtHxnd
Athxk2, sowie von NtHxk6 zu At1g50460, ist allerdings auch bei ihnen davomgelsn,

dass es sich bei den markierten Organellen tatséchlich um Mitochondrien handelte.

4.2.3 Gibt es Iosliche zytosolische Hexokinasen in Pflanzen?

Eine offene Frage ist die Existenz loslicher zytosolischexdlinasen in Pflanzen. Bislang
gibt es keine Sequenzen, die diese Lokalisierung erwarteanlieRul3erdem wirken die
membrangebundenen Hexokinasen auch im Zytosol, weshalb es keinen Ibamitte
einleuchtenden Grund fur die Existenz loslicher zytosolischéori®en gibt. Diese wurden
jedoch mehrfach biochemisch nachgewiesen (s. Anhang, Ill). Fir amwsolische

Lokalisierung kommen von den bislang bekannten Hexokinasen die Typ A Eniaym
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Betracht. Diese besitzen zwar laut Computerberechnungen in del Bieg plastidares
Transitpeptid, grundsatzlich kann fur einzelne Vertreter eine andekalisierung als im
Stroma aber nicht ausgeschlossen werden (Olssah, 2003). Auch fur Spinat wurden
l6sliche zytosolische Hexokinasen beschrieben (Badtlas., 1981; Schnarrenberger, 1990;
Wiese et al., 1999). Das einzig bekannte Typ A Enzym von Spinat, SoHxk2, ist jedoch
wahrscheinlich ein stromales Protein (s. 4.2.1; Wiese, 2000). |[Esiste daher die Frage, ob
es noch eine weitere Gruppe von Hexokinasen gibt, die aufgrund grof@esdhiregde in der
Sequenz bislang nicht als solche erkannt wurden und mdglicherweise abthmiti den
bereits bekannten verwandt sind. In diesem Fall mussten mehrere fafdikaneu
interpretiert werden, die Hexokinasen mit aus heutiger Sicht uitgdighen Eigenschaften
beschrieben, z.B. untypisch hoher Affinitat zu Fruktose oder Galakitemen(eret al., 1971;
Higgins und Easterby, 1974; Baijal und Sanwal, 1976; Miernyk und Dennis, 1983).
Alternativ kbnnten membrangebundene Hexokinasen reversibel gelastnyevie es nach
Zugabe von Glukose-6-phosphat, Fruktose-6-phosphat oder ATP fir HKRiauss
communis Endosperm gezeigt wurde (Miernyk und Dennis, 1983). Auch fur therisc
Hexokinasen ist diese Eigenschaft bekannt (Rose und Warms, 1967, Wilson, 1995).
Nicht auszuschliel3en ist, dass I6sliche zytosolische Hexokinasémtefakt der Praparation
sind. In Extrakten aus Kartoffelknollen war der Anteil I6slicHexokinase abhéngig von der
Praparation. Eine Extraktion durch Moérsern mit Sand, wie sie fiPrdigaration von intakten
Mitochondrien etabliert war, fluhrte zu vollstandig partikular gebunddtexokinase-
Aktivitat. Dreiminttige Homogenisation in einem ,Waring Blendor‘gdgen resultierte
darin, dass zwei Drittel der Aktivitat |6slich waren. Bei Wagikeimlingen wurde festgestellt,
dass der Anteil l16slicher Hexokinasen in kommerziell erhaltlicdampfbehandelten héher
war als in handpraparierten (Saltman, 1953). Auch fir Tabak-Hexokinasda festgestellt,
dass mitochondrial gebundene Isoformen sehr empfindlich durch Solubiigieuf die

Praparation reagieren (Sindelarova und Sindelar, 1988).

4.3 In der auReren Mitochondrienmembran verankertes GFP fiuhrt zu Kaglomeraten

aus Mitochondrien

Bei allen untersuchten Proben mit tGberexprimiertem membrangebundeke®HX oder
HxkN::GFP fiel die Zusammenballung von Mitochondrien auf (s. 3.5).

Aufgrund der unterschiedlichen Auspréagung dieses Phanomens bei NtHXR1uGd
NtHxk1N::GFP war die erste Annahme, dass das Ausmald der Zuséaliaeg von der
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GroRRe des membrangebundenen Proteins abhangt. Diese Annahme konnte ackioRusi
NtHxk1 und NtHxk1IN mit GUS, GUS::GFP und GFP::GUS nicht begtaterden. Vielmehr
schien allein aktives GFP der Verursacher des Phdnomens zu seireideg das GFP-
positive NtHxk1::GUS-GFP fiihrte zu Konglomeraten. Wie spatetbuikstische Transfor-
mation von NtHxk4aN::GFP unter Kontrolle des verstarkten CaMV 3a#étors zeigte,
sind grundsétzlich auch die kleinen Fusionsproteine zur Bildung grof3er Konglofabigte
Eine weitere Annahme war, dass die Mitochondrien-Konglomerateh dumvollstandige
Teilung wahrend der Zell-Differenzierung entstehen. Transiemd@siormationen mittels
Biolistik oder Agrobakterien-Infiltration zeigten jedoch, dass die Kamegrate innerhalb von
zwei Tagen nach Transformation auch in ausdifferenzierten Zellen anoftrat

Als Ursachen des Phanomens waren eine direkte, quasi verklebenkiengVdes GFP
maoglich, oder eine indirekte, die den mitochondrialen Stoffwechset¢sinflusst, dass diese
sich in dem gezeigten Mald verandern. Ein verklebender Effekt dessGiPder Literatur
bislang nicht beschrieben worden. Es gibt Hinweise, dass der Hifettt Sauerstoffmangel
ausgelost sein konnte. Mitochondrien sind flexible Organellen, die ihre Fardfe und
Position andern kénnen (Logan und Leaver, 2000). Vergro3erte Mitochondrien wurden be
Sauerstoffmangel festgestellt (Bereiter-Hahn und Véth, 1983; Relhebal., 2001). Tabak-
Mitochondrien verschmolzen bei Sauerstoffmangel im Labor innerhalb venSwmden
reversibel zu bis zu 80 um langen Faden oder formten Ringe und R\AerGestel und
Verbelen, 2002). Diese sahen zwar anders aus als die bei HRkh&bachteten, das mag
aber an den unterschiedlichen Versuchsbedingungen liegen (Protoplageielter
Sauerstoffmangel).

Dass in den GFP-markierten Mitochondrien tatsachlich Sauerstaf&hbarrschte, wird von
der Beobachtung gestitzt, dass der Farbstoff ,MitoTracker GMARO0s" haufig nur in
denjenigen Zellen Mitochondrien anfarbte, in denen kein GFP sichtbar aatrHersteller-
Angaben diffundiert die zunachst farblose Substanz durch die Plasmamamidia Zelle.
Dort wird sie hauptséachlich in den Mitochondrien zum leuchtenden Farlostioiert und
angereichert. Sauerstoffmangel in den Mitochondrien hatte zur FokgeNédH nicht mehr
in der Atmungskette oxidiert wirde und die Mitochondrien damit in eimeduzierten
Zustand vorlagen. Dann konnten sie auch, wie beobachtet, den Farbstoff nioht me
oxidieren. Hexokinasen konnten diesen Effekt noch verstarken, da das durefzesigte
ADP den Sauerstoffverbrauch in den Mitochondrien stimuliert @D&)., 1983; Galinat al.,
1995). GFP verbraucht zur Ausbildung des Chromophors molekularen Sauerstoff, um

Tyrosin-66 zu dehydrogenieren (Hanseh al., 2001). Die Anzahl der vorhandenen
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Sauerstoffmolekile dirfte die der GFP-Molekile allerdings béemelbertreffen. Sofern
also die Dehydrogenierung des GFP-Molekils stabil ist, isheshrscheinlich, dass sie die
einzige Ursache fur Sauerstoffmangel ist. Eine weiterelibtidgit ware, dass die Bindung
der GFP-Molekile an die Mitochondrienmembran deren DurchlassigkeiSdilerstoff
verringert. Die verringerte Durchlassigkeit konnte sich auch auf den Fadastavirken.

Bei einem generell auftauchenden Effekt von mitochondrial lokalisie@E# hatte er schon
friher bekannt werden sollen. Womdglich tritt er bei den dabei dvéwdrwendeten

Protoplasten nicht in diesem Umfang auf.

4.4 Gewebespezifitat der Hexokinase-Isoformen

Es wurden nur wenige Daten Uber die Gewebespezifitat pflanzitdeaskinasen veroffent-
licht, entsprechende Promotorstudien gab es bislang nicht. Uberrdsoheise ist auch
keine Studie bekannt, die umfassend Hexokinase-Aktivitdten in verschiepiaeziichen

Geweben vergleicht. Die in Abbildung 35 gezeigten Messungen belegsehdianterschied-
lichen Aktivitaten in verschiedenen Geweben. Auffallig sind die gerilktivitat im Source-

Blatt, sowie die hohe Aktivitat in Stangel, Blutenboden, Griffelbdar-ilament und reifem
Staubbeutel. In letzterem Gewebe ist auRerdem die AktivitatFnuktose deutlich am

hodchsten.

4.4.1 Gewebespezifitdt von NtHxk1 und NtHxk7

Aufgrund der groRen Ahnlichkeit von NtHxk1 und NtHxk7 von ca. 91 % im kodierenden
DNA-Bereich konnten diese durch Northern- oder Southern-Hybridisiarighg unterschie-
den werden. Die haufig beobachteten diffusen Banden bei der NwHRbridisierung
deuten auf ein Gemisch verschieden langer Transkripte hin, voiel emner Kreuzhybridisie-
rung von NtHxkl und NtHxk7 zu erwarten ware. Es fiel die deutlichéefmdz fur reife
Staubbeutel, ca. einen Tag vor Blutenentfaltung, auf. Wesentlialggesi Transkriptmengen
hybridisierten in jingeren Staubbeuteln der noch geschlossenen Knospen, sowieeiim\Wurz
Beide Isoformen wurden nahezu identisch im Genom Nawotiana sylvestris gefunden
(NsHxk1 bzw. NsHxk4, s. 3.7.1). VonNsHxk4 konnte ein funktionaler Promotor isoliert
werden, der weitgehend das Ergebnis der Northern-Analyse bestéigt prazisierte.
Demnach ist die Aktivitat in Staubbeuteln auf die Pollen, in jungedien auch auf das

Tapetum, beschrankt. Hexokinase-Aktivitét in diesen Geweben ist niamasitieend. Pollen



110 Diskussion

missen Uber einen apoplastischen Schritt von der Pflanze versamgnwela keine
symplastische Verbindung besteht. Fur die Entwicklung von Tabakpollemestzellwand-
gebundene Invertase essentiell (Gatal., 2001). Auch beim Wachstum von Pollenschlau-
chen augetunia hybrida wurde Aktivitat einer solchen festgestellt, aulRerdem Aktivitdei
Monosaccharidtransporters in der Plasmamembran (Yésteh, 1998). VonArabidopsis
thaliana sind finf Monosaccharidtransporter der Plasmamembran mit héchster ode
exklusiver Expression in Pollen bekannt (Schneidestedl., 2005). Es ist demnach davon
auszugehen, dass grol3e Mengen Glukose durch die Aktivitat zellwandgebumdenzsé
entstehen, ins Zytosol der Pollen transportiert werden und dort adsr&utber Hexokinasen

dienen.

4.4.1.1 Analyse debltHxk1-Promotors

Ausgehend von Northern-Analysen war anzunehmen, dass die PromotorksitHwifh und
NsHxk4 gleiche oder sehr &hnliche Expression vermittehtHxk1 vermittelte allerdings gar
keine GUS-AKktivitat in den untersuchten Pflanzengeweben.

Es wurden 1,4 kb genomischer Sequenz 5’ des Translationsstarts eindpeséfinge des 5’
UTR und Position des Transkriptionsstarts nicht bekannt sind, kann Ubéatshehliche
Promotorlange keine gesicherte Aussage getroffen werden. Es esied Reihe von
Promotoren bekannt, die zur Entfaltung ihrer vollen Aktivitat oder Spazéuf Introns oder
Elemente 3’ der kodierenden Region angewiesen sinde{fh, 1989; Dearet al., 1989;
Dietrichet al., 1992; Fuwet al., 1995 A; Fuet al., 1995 B; Nakata und Okita, 1996; Bourdsn
al., 2000). Womdglich benétigt auch déitHxkl-Promotor solche hier nicht erfassten

Bereiche.

Es wurden einige potentielle cis-Elemente gefunden, die bei dpidtien des Zuckerstoff-
wechsels durch Hexokinase eine Rolle spielen kdnnten. AuffalldaesAnwesenheit der vier
ausa-Amylasen bekannten cis-Element@mylase, CGACG, GARE und Pyrimidin (Gubler

et al., 1995; Hwanget al., 1998; Menaet al., 2002). Da Amylasen im Starkeabbau involviert
sind und dabei letztlich auch Glukose erzeugt wird (Zeemtanl., 2004), erscheinen
gemeinsame Regulationselemente von Amylasen und Hexokinasen sifieoiwei aus
einem Patatin-Promotor bekannt&JRE-Elemente (Scrose _Rsponsive) wurden fur die
Induktion durch Saccharose oder deren Spaltprodukte Glukose und Fruktose aliahtw

gemacht (Griersomt al., 1994). DieSURE-Elemente imNtHxk1-Promotor kénnten antago-
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nistisch zu dem-Amylase-Elementen wirken und eine differenzierte Regulation erofigli
Glukose flhrte tatséachlich zu einer leichten Induktion der Transkmipton NtHxk1 oder
NtHxk7 (s. 3.6.3).

Die cis-ElementeAmylase, GARE, Pyrimidin, AtMYB2 und GA/ABRE weisen auf eine
Regulation durch Gibberellin und dessen Antagonisten Abscisinsdure hime(Sdtral.,
1992; Gubler und Jacobsen, 1992; Lovegrove und Hooley, 2000). Der Einfluss von
Gibberellin wurde mit zwei Wochen alten Tabakkeimlingen tberpdidt,aufgrund einer
Uberexprimierten GA20-Oxidase erhdhte, oder aufgrund einer Uberexpemi@A2-Oxidase
verminderte Gibberellingehalte hatten (Bienetldl., 2004). In Wurzel, Hypokotyl oder Blatt
wurden in einer Western-Analyse keine signifikant verandertétxiNii-Mengen festgestellt
(Daten nicht gezeigt). Eine Regulation durch Gibberellin ist soioitt genereller Natur und
betrifft, wenn Uberhaupt, nur spezifische Gewebe oder physiologische Sitnatione

Den Erwartungen entsprechend wurden IbAT52 und AAATGA auch pollenspezifische cis-
Elemente gefunden.AT52-2 ist in PNtHxk1 und PNsHxk4 gleichermal3en in einer der neun
Basen gegenuber der Originalsequenz des LAT52-Promotors verandest jrA@Original C:
TCCACAATA. Dieses Element ist abhangig von der LAT52-1-Sequenz GAAd¢che im
LAT52-Promotor 11 bp stromaufwarts liegt (Bate und Twell, 1998).Nidxk1-Promotor

liegt sie 29 bp stromabwart®as Pollen-ElemenBAATGA wurde in Promotoren zweier
homologer Gene aus Tabak und Raps in 94 bp Entfernung von der TATA-Box gefunde
(Weteringset al., 1995). ImNtHxk1-Promotor befindet sich eine der potentiellen TATA-

Boxen (-255 bp) 91 bp entfernt und kdnnte somit in passender Entfernung liegen.

4.4.1.2 Analyse deblsHxk4-Promotors

Die ausNicotiana sylvestris isolierte SequenkisHxk4 ist im bekannten Bereich zu mehr als

99 % identisch mitNtHxk7. Beide Gene sind als dieselben anzusehen, so dass fiur die
Expression vomNsHxk4 gefundene Ergebnisse wahrscheinlich auciNtlixk7 zutreffen.

Der Promotor zeigte eindeutig Praferenz fur Pollen und besté&aghit Northern-Analysen.

Die relativ starke variable Aktivitat in Fruchtknoten war nichtezwarten gewesen, auch die
Aktivitat in Wurzeln war starker als erwartet. Der als pwdfgezifisch geltend& AT59-
Promotor zeigte ebenfalls starkere Aktivitat in Wurzeln, aie élorthern-Analyse erwarten

liel3 (Twellet al., 1990). Deletionsanalysen deuteten auf die Existenz diesbezuglidiveiega
und positiver Elemente hin (Twe#t al., 1991). Moglicherweise fehleRNsHxk4 entspre-

chende negative Elemente.
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Der Promotor besitzt einige potentielle cis-Elemente, die auechNtHxk1-Promotor
vorkommen. Die Vielzahl der Elemente konnte eine differenzierteEmwicklung und
Metabolismus orientierte Regulation erlauben.

Aus pollenspezifischen Promotoren ist die wieNthixk1l-Promotor veranderteAT52-2 Box
bekannt (Bate und Twell, 1998). Auch hier befindet sich das nachatgetarige Element
GAAA stromabwarts statt -aufwarts. Moglicherweise kanarach die &hnliche Sequenz
CAAA 14 bp stromaufwarts die Rolle déf\T52-1-Elements Ubernehmen. D&sElement
(quantitativ) wurde imZml3-Promotor aus Mais alEnhancer-Element der pollenspezifi-
schen Aktivitat identifiziert (Hamiltoet al., 1998).

Wie auch delNtHxk1-Promotor besitzt delsHxk4-Promotor mitSP8b ein Element, das fur
die Induktion durch Zucker verantwortlich gemacht wurde (Ishiguro und Nakamura, 1992).
Neben Elementen, die wie beiMtHxk1l-Promotor auf Regulation durch Gibberellin und
Abscisinsaure hinweisen, fallen Elemente zur Regulation durch Aamxin Es gibt drei
potentielle Bindestellen fir den BBF1-Faktor, der in Tabak unter ramdestark in
Primarwurzelspitzen und Sekundarwurzelprimordien exprimiert wiedifigannet al., 1999).

In beiden Gewebetypen war auch ddsHxk4-Promotor aktiv. GUS-Aktivitat in anderen
Meristemen als denen der Wurzeln wurde nicht festgestellt.

Ethylen ist an der Regulation der Fruchtreifung beteiligt; B&&E-Element (Ehylene
Responsive EEment) wurde in einem Promotor gefunden, der in reifen Tomatenfriichten aktiv
ist (Montgomeryet al., 1993). Interessanterweise lasst die Expression daskxk4/NtHxK7
homologenLeHxkl aus Tomate in reifenden Friichten nach @ai., 2002). Eine in diesem
Fall negative Regulation durch Ethylen ist daher nicht unwahrddtei Tabak hat keine
Frichte wie Tomate, allerdings konnte die variable Aktivitat desnBtors in Fruchtknoten

darin seine Entsprechung haben.

4.4.2 Gewebespezifitat von NtHxk2

Die Northern-Analyse voitHxk2 zeigte ein ganzlich anderes Bild als die WiRixk1l bzw.
NtHxk7. Schwache Expression war in allen Geweben nachzuweisen t#suacé-Blatt und
reife Staubbeutel, wo die Transkriptmengen an der Nachweisgriagen. Starkste
Expression war in Griffel/Narbe und Filament zu sehen. Bei faihetybridisierungen, die
allerdings weniger Gewebetypen umfassten, war RNA von Stangel Soade-Blatt
Mittelrippe verhaltnismalig starker markiert als in Abb. 36. Datwerde schon friihzeitig

angenommen, dass NtHxk2 vornehmlich im Leitgewebe exprimiert wirde? @motorana-
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lyse (s. 3.7.5.2) bestatigte diese Vermutung und offenbarte Aktivit&tarkescheide und
Xylem-Parenchym, sowie in Stomata und in der Wurzelspitze.

Die nachstverwandte bekannte Hexokinase zu NtHxk2 ist StHxkRP1 atafféla Diese
wurde von Anika Wiese in ihrer Dissertation durch Western-Analysstarksten in Petiolen
und Stolonen nachgewiesen (Wiese, 2000). Die Anwesenheit in Stolonenicanhtspr
womoglich der fur NtHxk2 beobachteten Promotoraktivitat in Wurzizispi In Venen
zweiter Ordnung war deutlich weniger StHxkRP1 vorhanden als inl@gtiDies wurde mit
dem Antikdrper gegen NtHxk2 verifiziert, der auch in Kartoffel und Twenmein Protein
entsprechender GroRRe detektierte. Bei Tabak und Tomate wurdei@hungleiche Mengen
des Proteins in Petiole und Venen zweiter Ordnung detektierriDdtht gezeigt). Im Detail
unterscheidet sich demnach die Gewebespezifitdat der NtHxk2-Homadage. NtHxk2-
Homolog At1g47840 aulrabidopsisthaliana wird laut ,Microarray“-Daten hauptsachlich in
Wurzeln exprimiert und nur schwach in uberirdischen Geweben
(https://www.genevestigator.ethz.ch, Zimmermaainal., 2004). Auch bei Erbse gibt es
Hinweise auf eine stromale Hexokinase in Keimlingswurzeln @mwet al., 1992), in
Stangelgewebe dagegen wurde nur mitochondrial gebundene Hexokinas¢ (Talneret

al., 1983).

4.4.2.1 Analyse debltHxk2-Promotors

Die Aktivitdt desNtHxk2-Promotors in Starkescheide und Xylem-Parenchym des Leitgewe-
bes ist in guter Ubereinstimmung mit der Northern-Analyse kiegdener Gewebe. Aktivitat
in Schlie3zellen kann angesichts des geringen Anteils von Stoméddatt leicht Ubersehen
werden. Nicht zu erwarten war die hohe Aktivitat in Pollen. Zwardemrendogene und
artifizielle GUS-Aktivitaten in Pollen beschrieben (Plegt unddil989; Mascarenhas und
Hamilton, 1992; Uknest al., 1993), diese wurden aber bei Kontrollversuchen fir diese
Arbeit nicht beobachtet. Die Aktivitdt ist daher womoglich auf Bhlendes negatives

Kontrollelement zurlickzufiihren.

Mehrere potentielle cis-Elemente iMtHxk2-Promotor weisen auf eine Regulation durch
Gibberellin und Abscisinsaure hin. In zwei Wochen alten Keimlingénenhéhtem oder
vermindertem Gibberellingehalt (Biemeét al., 2004) wurden durch Western-Analyse
allerdings keine Unterschiede fitHxk2 festgestellt (Daten nicht gezeigt, vgl. 4.4.1.1).
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Interessant ist das Vorkommen dBRE- (Drought Responsive_Ement) und AtMYB-
Elemente, die eine Regulation durch Trockenheit und Abscisinsaure tedmmkbnnten
(Kizis und Pages, 2002; Aletal., 2003). Trockenheit ist fur die Regulation der Schliel3zellen
ein wichtiger Faktor. Di&tMYB-Elemente kdnnten auch der Regulation in Starkescheide und
Xylem-Parenchym dienen. Die Promotoren dreier MYB-Transkripfadtsren aus Gerste
zeigten in transgenem Tabak hohe Aktivitat in diesen Geweben (Wisseslbaci993).

Auch eine Regulation durch Licht, vermittelt dudleBox und dasCCA1-Element, kdnnte in
Schliel3zellen eine Rolle spielen. Solch eine Regulation wurde ire®zéllen fir den Mono-
saccharidtransporter der Plasmamembran AtSTP1 Aaabidopsis thaliana beobachtet
(Stadler et al., 2003). Auch in dessen Promotorsequenz befinden sich mehEoe
Kernelemente, sowie eine revers komplemen@@Al-Box. In Mittelrippen unterlagen
NtHxk2-Transkriptmengen keinen auffalligen Schwankungen im Tagesverlauf.

Die zweimal vorkommend@uxRE-Sequenz _(Auix Responsive Eement) TGTCTC kommt
gehauft in Promotoren von Genen vor, die durch Auxin und Brassinosteroidientegerden
(Godaet al., 2004). AulRerdem ist sie Bestandteil von (C/T)TGTCNC, welchesehraren
Promotoren Pathogen-induzierter Gene (PR-Gene) vorkommt und alsshegseBlement
beschrieben wurde (Boyle und Brisson, 2001). Fur NtHxk2 kdnnte dies eire $padlen
z.B. in der Wurzel, die standig Pathogenen, Fraflifeinden und Nahrstoffkort&norre
ausgesetzt ist (Floresal., 1999; Baist al., 2004).

Fur das ERE-Element {Rylene Responsive EEment) gilt sinngemal3 das Gleiche wie fur den
NsHxk4-Promotor beschrieben (vgl. 4.4.1.2). Im Perikarp griner und roter Toniefeter
wurden zwei Hexokinase-Aktivitdten beschrieben, die mit der Fruthigeabnahmen (Dai
et al., 2002). Bei der in jener Arbeit HXK2 bezeichneten Aktivitat kénnte es sich amatd

unbekannte NtHxk2-Homolog handeln.

4.4.3 Gewebespezifitat von NtHxk3

Die Northern-Analyse zeigte, dagdsdtHxk3 und NtHxkL/NtHxk7 grundséatzlich &hnlich
transkribiert werden. Allerdings war btHxk3 die Praferenz fur reifen Staubbeutel nicht so

deutlich ausgepragt.
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4.4.4 Gewebespezifitdt von NtHxk4, 5 und 6

Keine der drei Hexokinasen konnte mittels Northern-Analyse imdtyil nachgewiesen
werden, auch nicht nach 24 Stunden Fitterung von Blattscheibenlukas@. NtHxk4 und
NtHXK5 lieRen sich auch durch reverse PCR kaum amplifizieren. d&ietet auf eine strikte
gewebespezifische oder physiologische Regulierung hin.

NtHxk6 liel3 sich mit 30 PCR-Zyklen &hnlich gut aus verschiedenen Gevegbplifizieren
wie NtHxk1 und NtHxk3. Demnach ist anzunehmen, d&kbkixké &hnlich schwach wie diese
aulBerhalb der Staubbeutel exprimiert wird und daher kaum durch Nefhalyse
nachweisbar ist.

Aufschluss Uber die Expression aller drei Isoformen kdnnten Promotorstudien geben.

4.5 Aktivitatsmessungen

Zur Bestimmung enzymatischer Charakteristika eines Protedindegsen Reinigung bzw.
Konzentrierung notwendig, um stérende Hintergrundreaktionen zu vermeideam.bBdient
man sich z.B. eines geeigneten Hefe-Stammes ohne diese Aktingéds fiur die Charakteri-
sierung von AtHxk1 (Daet al., 1999), StHxk1 (Veramendt al., 1999), LeHxk2 (Menuwt
al., 2000) und LeHxk1 (Daat al., 2002) beschrieben wurde. Ein Nachteil dieser Methode ist,
dass gegebenenfalls posttranslationale Modifikationen des Enzymswigehn Pflanzen
stattfinden und sich daher die enzymatischen Eigenschaften andern k&@ieepH-
Abhangigkeit von StHxk1 unterschied sich nach Expression in Hefaathewtin derjenigen,
die nach Isolierung aus Pflanzen festgestellt wurde (Veraneealdj 1999). Der k-Wert flr
Fruktose des in Hefe exprimierten Enzyms betrug 1,4 mM, derjenigeaweKnollen
isolierten 11 mM (Renz und Stitt, 1993). Auch fiur die sehr ahnlichexk&kvurde bei dem
in Hefe exprimierten Enzym eine deutlich héhere Affinitat zu Frsétfestgestellt (Da al.,
2002). Typ A Hexokinasen wie NtHxk2 lassen sich aufgrund ihres plestidaansitpeptids
nicht funktional in Hefe Uberexprimieren (Wiese, 2000; Olss@h., 2003).

Die Mehrzahl der Hexokinase-Charakterisierungen erfolgte naclhéiuscher Reinigung
aus Pflanzenextrakten. Ein Nachteil dieser Methode ist die Usgjasit Uber die isolierten
Isoformen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass nach unvokstandighung am
Ende ein Gemisch &hnlicher Enzyme vorliegt. Es gibt drei detédliArbeiten zu Hexokina-
se-Isoformen aus Spinatblatt, bei denen die isolierten Aktivitateh Isoformen nicht
eindeutig einander zugeordnet werden kénnen (Badtlak, 1981; Schnarrenberger, 1990;

Wiese, 2000). Es wurde spekuliert, dass die an der &ufReren Chloropladteamem
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befindliche SoHxk1 bei friheren Arbeiten der l6slichen Fraktion zugegahlavurde, die
damit ein Gemisch darstellen wirde (Wiese, 2000). Bei zu rigidemung der Isoformen ist
ein proteolytischer Abbau nicht auszuschlie3en, so dass bei sehr gehkigataten nicht
immer zu unterscheiden ist, ob es sich dabei um eine sehr schwizehlstdorm oder ein
Abbauprodukt handelt (Veramenei al., 2002). Aufgrund der ungleichmafiigen Verteilung
von Isoformen innerhalb der Pflanze lassen sich nicht alle aus einem Geweberisol

Fur die Charakterisierung der Tabak-Hexokinasen wurde eine ear@testegie gewahlt.
Durch Uberexpression sollten sie in ihrer Aktivitat soweit \&kstwerden, dass sie vor dem
Hintergrund einer endogenen Hexokinase gut messbar wirden. Die LamBmuiche-Blatts
bietet sich fur diese Analysen an, weil endogene Aktivitat dorieielgweise niedrig ist und
sich dieses Gewebe sehr leicht bearbeiten lasst (s. 3.6.1). Blrasegie ist nur teilweise
gegliickt. NtHxk1 und NtHxk3 lie3en sich sehr gut Uberexprimieren, wbdliecHexokina-
se-Aktivitdt in den transgenen Pflanzen teilweise mehr atzelaafacht wurde. Bei der
Bestimmung der kinetischen Parameter machte es dadurch eineachlassigbaren
Unterschied, ob im Hintergrund weitere endogene Hexokinasen mitkiivitét beitrugen.
Durch Uberexpression von NtHxk2 wurde die Aktivitdt ungefahr versachsf Hierbei
machte die Beriicksichtigung einer endogenen Hexokinase-Aktivitat benaitslénterschied
aus, insbesondere, weil die Affinitat von NtHxk2 zu den Substratenioteddringer war als
die der im WT gemessenen Hexokinase. Uberexpression von NtHxk4 uméS\ikhrte nur
zu einer Verdreifachung bzw. Verdoppelung der Aktivitat, was dierpragation der
Ergebnisse bereits deutlich erschwert. Durch Uberexpression vork®#¢hlieRlich wurde
keine Erhéhung der Aktivitat erreicht.

Fur eine genauere Charakterisierung der Isoformen ist es wiassare zukinftig die
Uberexpression mit einer biochemischen Reinigung zu kombinieren, umergtund-

reaktionen auszuschlielRen.

4.5.1 Uberexpression von NtHxk6 fiihrte nicht zu erhohter Hexokinase-Aktivét

In keinem Fall konnte in NtHxk6-Pflanzen eine gegeniber dem Wiifigant erhdhte
Hexokinase-Aktivitat nachgewiesen werden. Der aus der Ubessipne entstehende
Phanotyp, der auch bei NtHxk6::GFP Pflanzen auftrat, zeigte aass das Protein
tatsachlich translatiert wurde und eine Wirkung hatte. Wie in Abschnitt 3.1.2 dsrgeiele,
besitzen NtHxk6 und die anderen bekannten Typ Bl Hexokinasen eine gagyeieii

Konsensus stark verdanderte Adenosin-Bindestelle. Dies kdénnte dazn, fdbss kein ATP
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mehr gebunden oder gespalten werden kann. Auch durch Zugabe von CTBJ&TEFTP
konnte keine erhdhte Aktivitat erreicht werden. Demnach ist davon ausnaugelss NtHxk6
zwar Glukose, vielleicht auch noch ATP binden kann, aber nicht in der isggdasy-
Phosphat von ATP auf Glukose zu Ubertragen. Aufgrund fehlender katalytighktion
konnten Typ B1 Hexokinasen nicht durch Komplementation Hexokinase-defiziente
Hefestamme isoliert werden. Da sie aul3erdem in ihrer Segstankz von den besser
bekannten Typ B2 Enzymen abweichen, kdnnen sie auch bei der Durchmgssener
DNA-Bank leicht Ubersehen werden. Somit ist es nicht Uberraschessl dsadrei anderen
bekannten Typ B1 Sequenzen nur in den komplett sequenzierten Genom&rahidopsis

thaliana und Reis gefunden wurden.

4.5.2 pH-Abhéangigkeiten

NtHxk1, 2 und 3 zeigten eine grol3e pH-Toleranz im leicht basischencBewie sie &hnlich
bereits fur HK2 aus Kartoffel (Renz und Stitt, 1993), LeHxk1, LeHxk&i @Dal., 2002) und
SoHxk1 (Wiese, 2000) beschrieben wurde. Der bei NtHxk2 deutlich abweichende Vatlauf
Fruktose ist vermutlich darauf zurtckzufiihren, dass die eingesetzterM26ruktose bei
weitem nicht sattigend waren. Maximale Aktivitdt von NtHxk2 vedwas weiter in den
basischen Bereich verschoben und kénnte eine Anpassung an den imcWergiei Zytosol
basischeren pH des Stromas sein @gl., 1999).

Der bei NtHxk4 und NtHxk5 beobachtete Verlauf wich deutlich von demgesrahnten ab
und belegte eine geringere pH-Abhangigkeit. Wenn man von einer mlsétizigeringen
endogenen Hexokinase-Aktivitdt ausgeht, dirfte der Verlauf zwische phtd 9 nahezu
linear sein. Solch ein Verlauf wurde fur die Hexokinase GK-2 acis entwickelnden
Maiskornern beschrieben (Doehlert, 1989), deren Sequenz leider unbekannt ist.

Es sollte erwahnt werden, dass bei Verwendung von Tris als lidféktivitat von NtHxk1
und NtHxk3 ab einem pH von 8,3 wieder leicht abnahm. Dadurch ahnelte daufMaehr
demjenigen der nah verwandten StHxk1l (Renz und Stitt, 1993; Verartehdi1999). Von
einer weiteren Verwendung des Tris-Puffers wurde allerdifggesehen, da es beim
Ubergang von MOPS- zum Tris-Puffer zu einer Verminderung dewiféttum bis zu 50 %
kam. Lediglich NtHxk5 war davon nicht betroffen, fir NtHxk4 wurde ehingetestet. Mit
Tricin als Puffer trat die Verminderung nicht auf.
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45.3 Affinitdten zu Glukose, Mannose und Fruktose

Die Affinitaten zu Hexosen bewegten sich durchweg im Rahmeheteits charakterisierten
Hexokinasen (s. Anhang, llI).

Die zu NtHxk1 und NtHxk3 nachst verwandten Hexokinasen sind die Isofdtrned 2 aus
Kartoffel und Tomate. Bei LeHxk1l wurde eine etwas geringeren#dti zu den Hexosen
festgestellt als bei LeHxk2 (Dei al., 2002; Mentet al., 2001). Gleiches gilt fur NtHxk1 und
NtHxk3 aus Tabak. Es ist davon auszugehen, dass dieses Verhéaltniiadeh homologen
Kartoffel-Hexokinasen existiert. In Kartoffelknolle wurden dreexdkinase-Aktivitaten
charakterisiert (Renz und Stitt, 1993), HK1 wurde spater der Sequkmk1Szrugeordnet
(Veramendiet al., 1999). Basierend auf den Hexose-Affinitaten ist zu vermuten, dass
Aktivitdt HK3 von StHxk2 stammit.

Auffallig an NtHxk2 war die im Vergleich zu den anderen Isofarngenerell niedrigere
Affinitat zu Hexosen. Noch gibt es keine vergleichbaren Chaisidringen anderer Typ A
Hexokinasen, allerdings wurden in Kartoffelknolle (Renz und Stitt, 1993 anthtenfrucht
(Martinez-Barajas und Randall, 1998; @a@l., 2002) Aktivitaten charakterisiert, die keiner
damals bekannten Hexokinase-Sequenz zugewiesen werden konnten. Auchebewdres
auffallig niedrige Affinitdten gemessen worden, insbesonderd-roktose, weshalb das
Tomaten-Enzym erst als Glukokinase bezeichnet wurde. Vermuwhtstammt die aus
Kartoffel isolierte Aktivitdt HK2 der Typ A Hexokinase StHXRR, und die als Glukokinase
(Martinez-Barajas und Randall, 1998) oder HXK2 (Etaal., 2002) bezeichnete Aktivitéat aus
Tomate entstammt dem noch nicht ndher bekannten Homolog aus Tomate.

Bemerkenswert an NtHxk4a und NtHxk5 war die hohe Affinitat zu Fruktaseinem K-
Wert von 2-3 mM. Ahnlich niedrige kWerte wurden fiir eine zytosolische Hexokinase aus
Soja (Copeland und Morell, 1985) und flr eine mitochondrial gebundene aus Mais-
Keimlingswurzeln ermittelt (Galinaet al., 1999). Zu beiden Enzymen gibt es keine
Sequenzinformationen. Von den Hexokinasen bekannter Sequenz besitzt SoH3J&Lmit

den niedrigsten K-Wert fur Fruktose (Wieset al., 1999). Der fur StHxk1l angegebene Wert
von 1,5 mM (Veramendit al., 1999) ist unglaubwtirdig und widerspricht dem von Renz und
Stitt (1993) ermittelten Wert von 11 mM. AtHxk1 ist die nachstventarHexokinase, fir
die Messwerte veroffentlicht wurden. Fiur Fruktose wurde gifkert von 17 mM ermittelt
(Dai et al., 1999); dieser unterscheidet sich demnach deutlich von dem der beidek- T
Isoformen. Der Wert ist allerdings mit Vorsicht zu betrachtia,er von einem in Hefe

exprimierten Protein stammt.
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4.5.4 Affinitaten zu ATP

Die Affinitdten von NtHxk1l, 2, 3 und der im WT gemessenen HexokinaseA A
unterschieden sich mit ihrer negativen Kooperativitat von bishéiffeatlichten Hexokina-
sen. Abweichungen von einer Michaelis-Menten-Kinetik sind fir Enzyke®eswegs
ungewodhnlich (Hillet al., 1977). Zur Analyse negativer Kooperativitat ist es notwendig, einen
weiten Konzentrationsbereich abzudecken, da sie sich bei niedrigemluenl Konzentratio-
nen am deutlichsten als Abweichung von der Michaelis-Menten-Kinetiletidar macht.
Bei niedrigen Substratkonzentrationen wird eine vergleichsweise en@idivitat erreicht,
Sattigung erfolgt dagegen erst bei h6heren Konzentrationen.

Kooperativitat ist nicht auf Enzyme mit mehreren Untereinhdigsthrankt, sondern kommt
auch bei monomeren Enzymen vor. Als Ursache dieser kinetischen Kiotigrgilt die
Uberlagerung der katalytischen Reaktion durch eine vergleichsvegigesame Bindung der
Substrate (Cornish-Bowden und Cardenas, 1987). Bei Hexokinasen kdnnte diesgetiber!
de langsame Reaktion in der Konformationsdnderung bei Bindung von GlukdsATP
bestehen (s. 1.8; Shoham und Steitz, 1980; Kaisr, 2000).

Weizen-Hxk L verhélt sich negativ kooperativ zu Glukose (Meurteal., 1974), Ratten-
Hxk4 positiv (Neegt al., 1990). Den verdffentlichten Diagrammen nach zu urteilen verhalten
sich auch Hexokinasen aus Endosperm und Scutellum von Mais negativ kooparativ z
Glukose und vermutlich auch zu ATP (Cox und Dickinson, 1973). Diese Abweichungen
der Michaelis-Menten-Kinetik wurden von den Autoren aber nichhagiative Kooperativitat
diskutiert. Fir das Enzym aus Ratte wurde bei geringen Glukosekatzer@n in 30 %
Glyzerin ebenfalls eine negative Kooperativitait gegenuber A&Btgéstellt. Andere
Veroffentlichungen zu pflanzlichen Hexokinasen sind nicht detaillggmug, um eine
eventuell vorhandene Kooperativitat festzustellen. Bei der Chamsaktang dreier
Hexokinase-Aktivitditen aus Kartoffelknolle (Renz und Stitt, 1993) gbt allerdings
Hinweise, dass sie auch bei diesen vorliegt. Die HK1 genakkibeitat entstammt StHxk1
(Veramendiet al., 1999) und ist somit nah mit NtHxk1 verwandt (s. Abb. 63). Die Aktivitat
HK2 entstammt vermutlich dem NtHxk2-Homolog StHXkRP1 (s. 4.5.3). Eslemukeine
Messwerte fur ATP-Konzentrationen unterhalb 50 uM gezeigt,deeen eine negative
Kooperativitat deutlicher zutage treten wirde. Bei Nichtbeachturgeri€onzentrationen
ware auch bei den Tabak-Hexokinasen 1-3 die negative Kooperatnaiiit eindeutig
sichtbar und die Diagramme &hnelten denen der entsprechenden k&maffele. Nach
Zugabe von ADP erreichten letztere nicht meh )/ was als kompetitive Inhibition mit

kleiner nichtkompetitiver Komponente interpretiert wurde. Es ist atwnae, dass die
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grafische Auftragung unter Berlcksichtigung einer negativeopkrativitdt sehr wohl
gleiche \fnaxWerte liefern wirde.

Abgesehen von der negativen Kooperativitat fallt auf, dass NtHxk3 emmeggre Affinitat
zu ATP aufwies als NtHxk1. Dies wurde auch bei den homologen IsofcanseiKartoffel
festgestellt (Renz und Stitt, 1993). NtHxk2 zeigte eine nochmalsigeedrAffinitat zum
Substrat, wie schon fur die Hexosen festgestellt wurde.

Bezuglich der negativen Kooperativitat ist anzumerken, dass diéeiell durch mehrere
Faktoren zustande kommen kann, insbesondere durch nicht vollstandig gelsefortaen
unterschiedlicher Affinitdt zum Substrat (Cornish-Bowden und Carg@8&3). Da in dieser
Arbeit pflanzliche Rohextrakte und nicht gereinigte Enzyme untetswarden, ist dieser
Punkt besonders zu bericksichtigen. Allerdings ist anzunehmen, dasdfakerdanhn bei
schwach Uberexprimierten Isoformen starker auftreten wirde,nweht der Fall war. Als

I**-lonen identifiziert, die als

weitere Quelle artifizieller negativer Kooperativitat wunda
Verunreinigung in kommerziell erhaltichem ATP vorkommen (Womack utbwdck,
1979). Deren Einfluss verschwindet bei pH-Werten oberhalb von 7,5, auchaGtGtelator
der lonen vermindert den Effekt (Nesttal., 1982). Da die Tabak-Hexokinasen bei pH 8,4
gemessen wurden, ist dieser Effekt nicht fir die negative Koopé&iatrarantwortlich. Dies
wurde durch Kontrollmessungen mit 0,5 mM NaCitrat im MesspuffeébgstNaCitrat hatte
auch keinen Einfluss auf die pH-Abhangigkeiten von NtHxkl und NtHxk2 (Dateht

gezeigt).

NtHxk4a und NtHxk5 zeigten nur sehr geringe negative Kooperativigtyetimutlich auf
eine gering vorhandene endogene Hexokinase zurlckzufiihren ist. Es gibtekgieechba-

ren Werte der nah verwandten Isoformen Arabidopsis thaliana und Broccoli. Angesichts

der exponierten Stellung von AtHxk1 als Zuckersensor (Mebak, 2003) verwundert dies.

Die Kn-Werte fur ATP von 26-41 pM bzw. 7-14 yM sind aulergewohnlich niedrig fur
pflanzliche Hexokinasen. Die niedrigsten veroffentlichtgpWerte stammen mit 30 uM von
der zytosolische HK3 auRicinus communis Endosperm (Miernyk und Dennis, 1983), 48 uM
von HK L, aus Weizenkeim (Higgins und Easterby, 1974), 50-156 uM von mitochondrial
gebundener Hexokinase aus Mais-Keimlingswurzeln (Gadnal., 1995; da-Silvaet al.,
2001) und 66 puM von GK-2 aus sich entwickelnden Maiskérnern (Doehlert, 1989). Von
keiner der genannten Hexokinasen ist die Sequenz bekannt. Es falbssuid-2 aulRerdem
eine zu NtHxk4a und NtHxk5 &hnliche pH-Abhangigkeit aufwies (s. 4.5.2) uad di
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mitochondrial gebundene Hexokinase aus Mais-Keimlingswurzeln bmglde Affinitat zu
Fruktose (s. 4.5.3). Mdglicherweise haben sie vergleichbare FunktiomeiNtWixk4 und
NtHXxK5.

Die Affinitdt von Hexokinasen zu ATP ist wahrscheinlich abh&ngan der zuvor
gebundenen Hexose. Fur ScHxk2 wurde gezeigt, dass die Konformations@naach
Bindung der Hexose abhangig vom Substrat unterschiedlich ausfallt oneshidprechend die
nachfolgende Bindung von ATP beeinflusst (Ohning und Neet, 1983). DardledBellen flr
ATP auf beide Doménen der Hexokinase verteilt sind, ist ihre zagegnander abhangig von
der durch die Hexose hervorgerufene Konformationsénderung (Wilson un@alsch996).
Wenn Fruktose als schlechtes Substrat pflanzlicher Hexokinaseorgjiiastige Konforma-
tionsanderung bewirkt, hatte dies eine schlechtere ATP-Bindungatge. Fur pflanzliche

Hexokinasen gibt es hierzu noch keine detaillierten Untersuchungen.

4.5.5 Inhibition durch ADP

Auch bei der Inhibition durch ADP reagierten NtHxk4a und NtHxk5 anderblidxkl, 2, 3
und die im WT gemessene Hexokinase. Letztere wurden kompetitiv zgé&idmt, erstere
wahrscheinlich nichtkompetitiv.

Bei den aus Kartoffelknollen isolierten Aktivititen HK1 und HK2wirkte ADP eine
kompetitive Hemmung mit kleiner nichtkompetitiver Komponente in BezugAdlf (Renz
und Stitt, 1993). Wie im vorigen Abschnitt 4.5.4 dargelegt wurde, ist djkisene
nichtkompetitive Komponente* wahrscheinlich eine Fehlinterpretationraudgder nicht
erkannten negativen Kooperativitat der Enzyme.

Bei NtHxk4a und NtHxk5 ist von einer nichtkompetitiven Inhibition auszugehea. D
Abweichungen vom Idealverlauf der Kinetik wurden vermutlich von eingsétzlich
vorhandenen endogenen Hexokinase-Aktivitat verursacht, welche die zenohe$eaktion
Uberlagerte und kompetitiv durch ADP gehemmt wurde. Nichtkompetitivéitiom durch
ADP wurde fir eine mitochondrial gebundene Hexokinase aus Mais-iKkgsnlurzeln
(Galinaet al., 1995) und HK I aus Weizenkeim (Higgins und Easterby, 1974) ermittelt.
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4.5.6 Inhibition durch andere Metabolite

Inhibition durch AMP wurde nicht festgestellt. Es wirkte allerdimgdirekt durch Aktivitat
einer Adenylatkinase, die AMP und ATP in den Inhibitor ADP umwandelte.

Keine der Tabak-Hexokinasen wurde durch Trehalose-6-phosphat inhibeidhesl gilt fur
SoHxk1l (Wieseet al., 1999), AtHxk1l und AtHxk2 (Eastmonet al., 2002; Gonzalet al.,
2002). Vermutlich werden nur pilzliche und tierische Hexokinasen in saftiedlichem
Ausmal’ durch diesen Metaboliten beeinflusst (Blazgualz, 1993).

Inhibition durch Glukose-6-phosphat konnte mit der in dieser Arbeit vernwemdedtivitats-
messung nicht bestimmt werden. Es gibt Hinweise, dass Inhibition nur beilemutd-Wert
stattfindet, z.B. bei dem NtHxk1l-Homolog StHxk1l aus Kartoffel. Dasnudiche NtHxk2-
Homolog HK2 aus Kartoffel wurde dagegen nicht inhibiert (Renz unt $3®3). In Tomate
wurde das NtHxk3-Homolog LeHxk2 bei pH 7,5 inhibiert (Meeu al., 2001), das
vermutliche NtHxk2-Homolog ,Glukokinase nur im neutralen pH-Bereichariez-
Barajas und Randall, 1998). Hexokinasen aus Weizenkeim wurden bei pH 7,l¢Higd
Easterby, 1974) und auch bei pH 8,0 inhibiert (Saltman, 1953). Aufgrund der elventuel
vorhandenen pH-Abhangigkeit besitzen negative Ergebnisse, die nunéi easischen pH
gemacht wurden, nur eingeschrankte Aussagekraft (Twetneal., 1977; Doehlert, 1989;
Galina et al., 1995). Sofern vorhanden, ist die Inhibition vermutlich nichtkompetitiv zu
Glukose (Renz und Stitt, 1993) und ATP (Higgins und Easterby, 1974).

4.5.7 Hexokinase-Aktivitat im Wildtyp-Blatt

Keine der bekannten Hexokinasen wird stark in $®rrce-Blatt Lamina transkribiert. Die
Identitéat der dort aktiven Isoform ist demnach unklar. Es kdnnte sicleinennoch nicht
entdeckte Isoform handeln oder um eine schwach exprimierte mit A&teitat. Auch ein
Gemisch verschiedener Isoformen ist moglich. Die im WT geenesklexokinase éhnelte in
pH-Abhangigkeit, Affinitdt zu Glukose, Mannose und ATP NtHxk3. Abweichanggb es
bei der Affinitat zu Fruktose und der Inhibition durch ADP. Erstere leomtWT aufgrund
der in Relation dazu starken Fruktokinase nicht genau gemessennwetaeal diese
vermutlich einer Substratinhibition unterworfen war (Pego und SmeeR608). Letztere
konnte wegen der geringen Aktivitat im WT nicht mit ausreichendaraGigkeit bestimmt
werden (s. Tab. 24).
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4.6 Messung von Kohlenhydraten und Futterungsversuch

Die Uberexpression der Tabak-Hexokinasen hatte unter physiologiBel@mgungen keinen
oder nur geringen Einfluss auf den Zuckerstoffwechsel. Dies wurde mach Uberex-
pression von StHxk1l oder StHxk2 in Kartoffel festgestellt (Venadnet al., 1999, 2002).
Die im WT vorhandene Hexokinase-Aktivitat stellt i®ource-Blatt demnach keinen
Flaschenhals dar, der durch Uberexpression geweitet wiirde. Edt Biitterung von
Glukose wurde ein Einfluss der Hexokinasen auf den StarkegehalbasicBlieser zeigte
zwischen beiden durchgefiihrten Versuchen deutliche Unterschiedautielh waren der
Altersunterschied von einer Woche und auf3ere Bedingungen wie Lichtemeefatur dafir
verantwortlich.

Besonders auffallig ist das durch NtHxk1l verursachte Absinken deke§ehalts nach
Glukose-Futterung. Es ist anzunehmen, dass das von NtHxkl synthet{Siekiese-6-
phosphat nicht der Starkesynthese zur Verfigung stand, sondern z.B. Glyld@yse
kanalisiert wurde. Warum allerdings die Pflanze trotz Ubexhots von Glukose weiterhin
Starke abbaute, ist unklar. Aufgrund von Studien des NtHxkl-Homologs StHukl
Kartoffel ist fur sie eine Rolle beim Starkeabbau anzunehrAatisense-Inhibition von
StHxk1 resultierte befSource-Blattern in temporér erhdhtem Starkegehalt am Ende der
Dunkelphase (Veramendit al., 1999). Allerdings waren dann bei Uberexpression von
NtHxk1l generell geringere Starkegehalte zu erwarten, wejeech nicht beobachtet
wurden.

Fur die Erhéhung der Starkesynthese bei NtHxk5, NtHxk6 und ZmGlk tGberegmnden
Pflanzen sind aufgrund ihrer deutlich unterschiedlichen Aktivitaerschiedene Mechanis-
men zu vermuten. NtHxk5 bewirkte trotz relativ geringer Aktiviéite deutlich erhdhte
Starkesynthese. Mdglicherweise liegt hier eine Kanalisggrvon Glukose-6-phosphat zu
Glukose-1-phosphat vor. Dieses konnte Uber einen entsprechenden Transpatier in
Plastiden transportiert (Fligge, 1999) und dort in ADP-Glukose und Stargewandelt
werden. Fur eine mitochondrial gebundene Hexokinase aus Mais-Kewwliragdn wurde
eine entsprechende Kanalisierung von Glukose-6-phosphat zu NDP-Glukogewiaskn
(Galina und da Silva, 2000). Alternativ kdnnte ihre extrem hohe Affiuhititti ATP einen
erhohten Substratumsatz ermdglichen. Fur die bakterielle ZmGl&inst Interaktion mit
pflanzlichen Enzymen und daraus resultierende Kanalisierung dagegen unwahcsciizas
von ihr synthetisierte Glukose-6-phosphat durfte allen StoffwechgetwgleichermalRen zur
Verfigung stehen und somit auch der Starkesynthese. Da NtHxX& selrmutlich keine
katalytische Funktion als Hexokinase besitzt, muss ihre Wirkungektdir Natur sein. Sie
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konnte als Sensor des Zuckerstatus eine generelle Aktivierung rispreehenden
Stoffwechsels bewirken.
Die detaillierte Analyse von Metaboliten und Schlisselenzymen ei@l genauere Aussage

Uber die Beeinflussung des Stoffwechsels durch die verschiedenen Hexokmadgiicben.

4.7 Integration der Einzelergebnisse in Modelle

In dieser Arbeit wurden sieben verschiedene Hexokinase-lsoformen ersahiedlichem
Ausmald charakterisiert. Abhéngig von der Gite der Einzelergeblassen sich fur die
verschiedenen Isoformen Modelle aufstellen, die ihre Aufgabe imztithen Metabolismus
zu beschreiben versuchen. Dabei werden Ergebnisse anderer Verdffentlichungemtintegr
Die in Abb. 63 gezeigten Verwandtschaftsverhaltnisse spiegen isiaiesen Modellen

wieder, indem ahnlichen Isoformen ahnliche Funktionen zugeschrieben werden.

4.7.1 Funktion von NtHxk1, 3, und 7

Deutlich die meisten Transkripte voNtHxkl, 3 und 7 wurden in reifen Staubbeuteln
nachgewiesen. Fur NtHxk7 konnte die Gewebespezifitdt durch die Framalyse von
NsHxk4 hauptséchlich auf Pollen eingeschréankt werden. Es ist anzunehmefijr ddisdxk 1
und NtHxk3 die gleiche Beschrankung gilt. Daher soll bei den folgeBea¢rachtungen der
Zuckerstoffwechsel in Pollen im Mittelpunkt stehen.

Keimende Pollen sind metabolisch hdchst aktive Gewebe. Fir Pollénsicbl aus Tabak
wurde ein Wachstum von 1,7 mm/h ermittelt (Sanodtea., 2004). Um dieses Wachstum
aufrecht zu erhalten, missen unablassig Energie und VorstufeRlagmamembran und
Zellwand bereitgestellt werden. Da Pollen symplastisch von eslichen Pflanze isoliert
sind, erfolgt ihre Versorgung Uber einen apoplastischen Schrittt(&cal., 2004). Fir
Tabakpollen konnte gezeigt werden, dass dafir eine zellwandgebundenaskvetivendig
ist (Goetzet al., 2001).Antisense-Inhibition dieser Invertase fuhrte zu schlecht entwickelten
sterilen Pollen. Der Transport der Spaltprodukte Glukose und Fruktake Follen erfolgt
durch gewebespezifische Monosaccharidtransporter, von demgabitopsis thaliana funf
identifiziert wurden (Schneidereigt al., 2005). Auch Saccharose wird in die Pollen
transportiert und zusammen mit anderen loslichen Zuckern in Vakuolethagiege Clement
und Audran, 1993; Lemoiret al., 1999; Stadleet al., 1999). Keimende Pollen werden aul3er

durch die angehauften Speicherstoffe auch durch die NarbenflissakeiFettsauren,
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Zuckern und Aminosauren ernahrt (Konar und Linskens, 1966). In keimendaemeRpbllen
wurden dementsprechend ebenfalls zellwandgebundene Invertase und Muasosacc
ridtransporter nachgewiesen (Yistet al., 1998). Pollen haben demnach einen regen
Zuckerstoffwechsel und einen Bedarf an hoher Hexokinase-Aktivitat.

Viele Transkripte werden stabil in Pollen gelagert und erst emihider Pollenkeimung
translatiert (Mascarenhas, 1993; Ylstra und McCormick, 1999). Die®riswutlich auch bei
den Hexokinasen der Fall, andernfalls ware in Staubbeuteln einecdeutrhdhte Aktivitat
gegenuber anderen Geweben zu erwarten (vgl. Abb. 35 und 36). Wenn wahrend der
Pollenkeimung das schnelle Wachstum im Mittelpunkt steht, liefertGQlykolyse unter
optimalen Bedingungen mehr Pyruvat, als die nachfolgenden Reaktiondmeiterakonnen.
Pyruvat wird in Pollen tber einen aus der Backerhefe bekannten titenn&/eg im Zytosol

zu Acetyl-CoA umgewandelt, um die Synthese von Lipiden zu optimierdrei lammt es
vorubergehend zur Akkumulation von Ethanol (Bucleal., 1995; Mellemeet al., 2002).
Diese Effizienz verdankt die Glykolyse vermutlich der rAumlicAeordnung ihrer Enzyme
an der auR3eren Mitochondrienmembran (Gielgd., 2003). Hexokinase aus Sellerie wurde
in Situationen hohen Substratumsatzes in einem 280 kDa groRen Kompkaxderien, nicht
identifizierten Proteinen gefunden (Yamametal., 2000). Vermutlich erfolgt durch solche
Komplexe eine gezielte Kanalisierung von Stoffwechselprodukten. #like Glukose-
Futterung zeigte, konnte NtHxkl eine Kanalisierung des Stoffwkchiisedie Glykolyse
bewirken (s. 4.6), und somit in Pollenschlauchen erhdhte Respiration pid$yithese
ermoglichen (Mellemat al., 2002).

Aul3er einer Kanalisierung von Glukose-6-phosphat in die Glykolyse ish auie
Kanalisation hin zu UDP-Glukose denkbar. Diese wurde flir eine mitochbmgdtoundene
Hexokinase aus Mais-Keimlingswurzeln nachgewiesen (Galina un&ilda, 2000). In
Pollenschlauchen voiicotiana alata wurde eine sehr hohe zytosolische UDP-Glukose-
Konzentration von 3,5 mM bestimmt (Schlipmaeh al., 1994). UDP-Glukose ist
elementarer Baustein der Zellwand, die bei Pollenschlauchen zuatseB® % aus Kallose
besteht (Schlipmarat al., 1994, Liet al., 1999). Sofern NtHxk1 tatsachlich in die Glykolyse
kanalisiert, ware fur NtHxk7 oder NtHxk3 eine Kanalisierung ZDPUGlukose sinnvoll.
NtHxk7 konnte diesbeziglich nicht untersucht werden, fir NtHxk3 wurden lemte
sprechenden Hinweise gefunden.

In Pollen anderer Pflanzen verlauft der Zuckerstoffwechsekestaiber Fruktokinasen. In

Pollen von Paprika (Karni und Aloni, 2002Famellia japonica und zweier Lilienarten
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(Nakamuraet al., 1991) wurde vergleichsweise wenig Hexokinase-Aktivitat gemesse
jedoch sehr viel Fruktokinase.

Glukose

Glukose-6-phosphat

Glc1P Fru6P
Glykolyse
UDP-Glukose Pyruvat
Zellwand Lipide Atmung

Voo '

Wachstum des Pollenschlauchs

Abbildung 64: Modellvorstellungen zur Rolle der aghondrial gebundenen Hexokinasen NtHxk1, 3 unieh 7 i

Zuckerstoffwechsel von Pollenschlauchen. Fru6P:ktese-6-phosphat, GlclP: Glukose-1-phosphat, Hxk:
Hexokinase, PGI: Phosphoglukoisomerase, PGM: Platpkomutase, UGPase: UDP-Glukose-
Pyrophosphorylase.

In anderen Geweben als Pollen steht das schnelle Wachstum mictordergrund. In
Kartoffelpflanzen wurde durchAntisense-Inhibitionen der zu NtHxk7 und NtHxk1
homologen StHxk1, sowie der zu NtHxk3 homologen StHxk2 die Gesamtaktuiténehr
als 50 % verringert, ohne dass schwerwiegende Folgen fir die Pfla@abachtet wurden.
In Source-Blattern von Pflanzen mit verringerter StHxk1l wurde lediglich &mporar
erhohter Starkegehalt am Ende der Dunkelphase festgestelin{eledi et al., 1999).
Demnach spielt StHxk1l eine Rolle beim Abbau transitorischekétdEs ist noch nicht
geklart, ob sie der Aufrechterhaltung eines Glukose-Gradientendidétlastidenmembran
dient (Wieseet al., 1999), oder ob sie zur Synthese eines noch weitgehend unbekannten
Polyglukans durch eine Glukosyltransferase notwendig ist (s. 1.3keghet al., 2004).
Leider wurde der Einfluss deAntisense-Inhibition von StHxk2 im Source-Blatt nicht
untersucht (Veramendat al., 2002). Vermutlich konnte die jeweils andere Isoform die

Antisense-Inhibition ausreichend kompensieren.
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4.7.2 Funktion von NtHxk2

Sowohl Gewebespezifitdt als auch subzellulare Lokalisierung vdixK2t sind aul3er-
gewdhnlich. Besonders Uber den Zuckerstoffwechsel in Starkescheidg/lenttParenchym
ist wenig bekannt, was die Interpretation der Rolle von NtHxk2 ersthimeden Plastiden
laufen zahlreiche Stoffwechselwege ab, unter anderem Photosyntiiegees® von Starke,
Fettsduren, Aminosauren, sekundaren Pflanzenstoffen, Assimilation vokst&ti und
Schwefel.

Starkescheide, SchlieRzellen und Wurzelspitze sind reich an StéokeotBren von ADP-
Glukose-Pyrophosphorylasen aus Kartoffel (Miller-Roberal., 1994) undArabidopsis
thaliana (Siedleckaet al., 2003) zeigten lberlappende Gewebespezifitdt mit dem NtHxk2-
Promotor. Der Promotor ausabidopsis thaliana war auch im Xylem-Parenchym aktiv, wo
weniger Starke akkumuliert. Auch der Promotor einer plastid@g&mylase war hier aktiv
(Laoet al., 1999). Womadglich herrscht in diesem Gewebe ein rascher &reals Auf- und
Abbau der Starke. Eine stromale Hexokinase kénnte an beiden Vorgangen lsetigiligt

Zum Aufbau der Starke Uber eine stromale Hexokinase ware der lagolukose in die
Plastiden notwendig. Der einzige bisher beschriebene plastidatos8transporter aus
Tabak wird in den entsprechenden Geweben nur sehr gering transknitalast wahrschein-
lich nicht der geeignete Transporter (Welegeral., 2000). Basierend auf der Analyse des
Arabidopsis thaliana Genoms ist allerdings anzunehmen, dass es noch weitere plastidare
Glukosetransporter mit womaoglich besser entsprechenden Gewebépepift (Weber,
2004).

Amylolytischer Abbau von Starke resultiert immer auch inrndaiMengen Glukose (Zeeman
et al., 2004), die der stromalen Hexokinase als Substrat dienen konnen. Dakeedtste
Glukose-6-phosphat konnte anschliel3end in die Glykolyse oder in den oxidaginersd?
phosphatweg eingeschleust werden.

Basierend auf Promotoranalysen der Phenylalanin-Ammoniak-Ly@&8e& und PAL3 aus
Bohne ist anzunehmen, dass in Xylem-Parenchym, Starkescheide unelspitee ein sehr
aktiver Phenylpropanstoffwechsel stattfindet (Shufflebotébal., 1993; Hattoret al., 1995).
Dieser ist abhangig vom Shikimatweg, in dem aus Phosphoenolpyruvat vimndo&e-4-
phosphat Chorismat und nachfolgend Phenylalanin synthetisiert wird. Phosplyoevet
wird vermutlich vom Zytosol in die Plastiden transportiert, da diéggig keine vollstandige
Glykolyse aufweisen (Plaxton, 1996). Der Promotor des entsprechendespditars AtPPT1
ausArabidopsis thaliana zeigte im Leitgewebe eine sehr hohe Ubereinstimmung mitvdem
NtHxk2 (Knappeet al., 2003). Erythrose-4-phosphat ist Zwischenprodukt des reduktiven
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(,Calvin-Zyklus®) und oxidativen Pentosephosphatwegs. Wahrend nachts uWdunzel-
gewebe nur der oxidative Weg ablauft (Emes und Neuhaus, 1997, Kndyeom Schaewen,
2003), durfte im oberirdischen Teil des Leitgewebes tagsuber der reduktive Ydegschen
(Hibberd und Quick, 2002). Entnahme von Erythrose-4-phosphat aus den zyklischen
Pentosephosphatwegen wirde ein Leerlaufen der Zyklen bewirken. Detivexitléeg
konnte von NtHxk2 direkt mit Glukose-6-phosphat aufgefiillt werden, fir den reduokti
Weg ware erst eine Umwandlung in Fruktose-6-phosphat nétig, eirmmbdext beider

Zyklen.

Auch in Schliel3zellen konnte NtHxk2 als anaplerotisches Enzym deodephosphatwege
dienen, wobei allerdings nicht der Phenylpropanstoffwechsel alsadimlisehen ist. Der
Starkevorrat der Schlie3zellen dient der Synthese organischesti®s, mittels derer Turgor

und somit Offnung der Stomata reguliert wird (Talbott und Zeiger, 18HlieRzellen von
Vicia faba exportierten im Licht Triosephosphate, Glukose, Maltose und nicht naher
identifizierte Hexosephosphate (Ritte und Raschke, 2003). Die Autoremgenidie Existenz
einer stromalen Hexokinase vor, welche die aus amylolytischi&nkeabbau entstandene
Glukose phosphoryliert. Glukose-6-phosphat kénnte Uber Fruktose-6-phosphat in den Calvin
Zyklus eingeschleust werden, um dort den ;@®zeptor Ribulose-1,5-bisphosphat zu
regenerieren. Durch die gering vorhandene RubisCO-Aktivitat konmntasstzliches C®in

die Synthese von Triosephosphaten einflie3en, die letztlich dem Aufbaudgss dienen.
Alternativ koénnte das Glukose-6-phosphat auch in den oxidativen Pentosephogphatwe
eingeschleust werden, da in den untersuchten Schlie3zellen desseDéleydrogenasen im
Licht in ahnlichem Ausmalf3 wie die RubisCO aktiv waren (Ritte und Raschke, 2003).

Es stellt sich die Frage, in wieweit NtHxk2 durch eine Fruktaenader eine zytosolische
Hexokinase ersetzt werden konnte. Sollte die Pflanze eine durchiiBiferenz inhibierte
NtHxk2 nicht kompensieren kénnen, waren vielfaltige Phanotypen denkioar \irringe-
rung des Flusses durch den Shikimatweg kénnte zu einem Phanotyp dhelictiihren.
Dieser wird durch eine Mutation des bereits erwahnten plastiddteapRoenolpyruvat-
Transporters AtPPT1 hervorgerufen und auf3ert sich in bleichen InterkodeseBlatts und
einer gestorten Entwicklung von Chloroplasten und Mesophyll &al., 2003; Knappest
al., 2003).

Starkegeflllte Plastiden in Starkescheide und Wurzelspitze dienan Glavitropismus

(Blancaflor und Masson, 2003). Stérungen in deren Stoffwechsel konntenrkwsgen auf
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den Wuchs der Pflanze haben. Auch ein verminderter Lignifizierungsgudgrund
verminderten Phenylpropanstoffwechsels des Leitgewebes koénnte Wuahgstor
hervorrufen. Tomatenpflanzen mit verringerter Fruktokinase LeFRKZSiamgel zeigten
verminderten Wuchs und welkten schneller aufgrund weniger entvaok¥ktlems (German
et al., 2003). In Tomatenpflanzen Uberwiegt die Fruktokinase-Aktivitat in Stardjel der
Hexokinase um das zehn- bis vierzigfache (Geretaai., 2003). Im Tabakstangel ist das
Verhaltnis ausgeglichener (s. Abb. 35), so dass hier von einem gréefless von NtHxk2

auszugehen ist.

Maltose

f

ADP-Glc
T Glukose

Glc1P
\ Plastid
Fru6P</ Glc6P
Triose-P \
\/&:\ -

\pp/ ry4P Y PEP
\ / Shikimat

v

Sekundar-
metabolite

PEP

Abbildung 65: Modellvorstellungen zur Rolle der stidaren Hexokinase NtHxk2 im Zuckerstoffwechsel.
ADP-Glc: ADP-Glukose, Ery4P: Erythrose-4-phosph&tu6P: Fruktose-6-phosphat, GlclP: Glukose-1-
phosphat, GIc6P: Glukose-6-phosphat, ox/red PPdatixer / reduktiver Pentosephosphatweg, PEP:

Phosphoenolpyruvat, Triose-P: Triosephosphat.
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4.7.3 Funktion von NtHxk4 und NtHxk5

In keinem Gewebe des Wildtyps konnten signifikante Transkriptmemge&hgewiesen
werden, demnach ist die Expression beider Isoformen strikt regiiéglicherweise ist eine
starke Uberexpression auch schadlich fur die Pflanze, wasBEekigrung ware fir die
vergleichsweise geringe Aktivitat in regenerierten transgené@nzen. Aufgrund der
unbekannten Gewebespezifitat beider Isoformen kann Uber ihre RoBoifvechsel nur
spekuliert werden. Als Basis dieser Spekulationen dienen ihre besonbiechemischen
Eigenschaften. Beide Isoformen unterscheiden sich in diesen iseilwleutlich von den
anderen Isoformen. Es ist zu vermuten, dass ihre geringere pH-Agkeihgine Anpassung
an niedrige pH-Werte ist. Die sehr hohe Affinitdt zu ATP und leglysweise geringe
Inhibition durch ADP pradestinieren sie fir Gewebe mit geringeergieladung AEC
(Adenylate_Bergy (harge). Die AEC gibt den Anteil der energiereichen Phosphatbindungen
von ATP und ADP am gesamten AdenyRasl an:

AEC = ([ATP] + 0,5 x [ADP]) / ([ATP] + [ADP] +[AMPY]).

In aktiv metabolisierenden Geweben ohne Limitierungen durch Nahrstoéfie Sauerstoff
sind AEC-Werte von 0,8 bis 0,9 normal (Pradet und Raymond, 1983). G&iagQeund
teilweise niedrige pH-Werte werden durch Sauerstoffmangeirkte Der Stoffwechsel wird
entsprechend angepasst, um den ATP-Verbrauch zu vermindern (Gejgeni2€03). In
anoxischen Tabakwurzeln fiel die AEC auf 0,38 (Tadeiga., 1998), fir Tomatenwurzeln
wurden Werte von 0,28-0,56 beobachtet (Gernetia., 1997). Gleichzeitig nahm auch die
Gesamtmenge der Adenylate ab. In hypoxisch akklimatisierten Rgiskwy wurde gesteigerte
Hexokinase-Aktivitat als wichtiger Faktor zum langeren Uberele Anoxie festgestellt
(Bouny und Saglio, 1996), in Tomaten dagegen wurde sie inhibiert (Geshahin1997).

In aeroben Maiswurzelspitzen wurden Konzentrationen von ATP, ADP und VaviR,7 /
0,1 / 0,02 mM gemessen, in hypoxischen von 0,2 / 0,2 / 0,15 mM. In den hypoxischen
Wurzelspitzen waren nur 10-15 % Prozent dieses ATPs nicht prdieimden und damit frei
verfuigbar fur den Stoffwechsel (Hooéisal., 1994). NtHxk4 und NtHxk5 waren unter diesen
Bedingungen aktiver als NtHxk1, 2 oder 3. Ihre Expression in hygwosmsWurzeln kdnnte
daher eine geeignete MalRnahme der Pflanze sein, um den Stoffwedlesdtnergiemangel
aufrecht zu erhalten. In einem vorlaufigen Versuch wurden vierh@foalte Pflanzen mit
ihren Wurzeln in eine Nahrlosung gestellt, die entweder mit Lufty ede Erzeugung von

Hypoxie mit Stickstoff begast wurde (Biemedt al., 1999). Nach einer Woche Hypoxie
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waren Transkripte des typischen Garungsenzyms Alkohol-Dehydrogeraaseveisbar,
jedoch weder NtHxk4, noch NtHxk5 (Daten nicht gezeigt). Somit sirgedsoformen keine
generell bei Sauerstoffmangel exprimierten Enzyme. Fir einehlgdddende Antwort sind
weitergehende Versuche notwendig.

Andere Gewebe, in denen typischerweise Sauerstoffmangelenimdjgg AEC vorherrschen,
finden sich in nicht-photosynthetischen Samen aufgrund ihrer festen Gl et al.,
2002). In reifen, trockenen Samen wurden AEC-Werte bis hinab zu 0,2 gan{ékurmant
und Pradet, 1981). In Tabak-Embryonen verringerte sich die maximatkidage-Aktivitat
16 Tage nach Blutenentfaltung um ca. 30 %, bis zur Samenreife 14Jatge blieb sie dann
konstant (Tomlinsomt al., 2004). NtHxk4 und NtHxk5 hatten unter diesen Bedingungen mit
geringer AEC Vorteile gegeniiber den anderen Isoformen.

In Embryonen und Keimlingswurzeln von Mais wurden Hexokinase-Aktivitgefunden,
die denen von NtHxk4 und NtHxk5 &hnelten. Die aus 20 Tage alten Embrisoiliente
Hexokinase GK-2 zeigte eine konstante Aktivitat zwischen pH 7 und 9e same hohe
Affinitat zu ATP mit einem kg-Wert von 66 9 uM (Doehlert, 1989). Fir eine mitochondrial
gebundene Hexokinase aus Wurzeln drei bis funf Tage alter Keimingde ein K,-Wert

fur ATP von 50-156 uM ermittelt; Inhibition durch ADP erfolgte nichtimetitiv (Galinaet

al., 1995; da-Silvat al., 2001). Sie besal} auRerdem eine relativ hohe Affinitat zu Fruktose
mit einem Ky-Wert von 2-6 mM (Galinat al., 1999). Aufgrund dieser ahnlichen Eigenschatf-
ten sind vergleichbare Rollen im Metabolismus plausibel. Wegerr ibcbwierigen
Praparation waren Tabaksamen nicht in die Untersuchungen zu NtHxk4Ntkhk5

einbezogen worden.

4.7.4 Funktion von NtHxk6

Obwohl NtHxk6 vermutlich keine katalytische Funktion als Hexokinasdzhbegihrte ihre
Uberexpression zu einem veranderten Phanotyp in den Pflanzen. Diesge d@ifde in
helleren Snk-Bereichen der Blatter und verschwand in alteren Blattern lfg. A2). Bei
fehlender katalytischer Aktivitat von NtHxk6 konnte ihr Effekt auf eisensorischen
Funktion beruhen, wie er fur Hexokinasen @uabidopsis thaliana gezeigt wurde (Jangt

al., 1997; Mooreet al., 2003). NtHxk6 konnte nach Bindung von Glukose mit anderen
Proteinen interagieren und dadurch die Gegenwart des Zuckeatisiggan. Bei Uberexpres-
sion von NtHxk6 konnte diese Signalkette verstarkt ablaufen, wodurch fthazé

Uberempfindlich auf ansonsten normale Mengen Glukose reagierteFoMge wirden
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photosynthetische Gene herunterreguliert, wie es aufgrund der bl@&tktébereiche auch fur
NtHxk6-Pflanzen anzunehmen ist (Jegigal., 1997). Leider kann derzeit keine verlassliche
Aussage Uber die Gewebespezifitat von NtHxk6 gemacht werden. Mdaglaibe hat
NtHxk6 nur im Snk-Blatt eine Funktion als Zuckersensor, was eine Erklarung dafig, wa
dass beim typischen Phanotyp nur dieses Gewebe auffallig ist.

Fur Tabak und Kartoffel gab es bislang keine Hinweise auf sensorisctokiHasen (Herbers
et al., 1996; Veramendit al., 2002). Allerdings zeigten iArabidopsis thaliana Uberexpri-
mierte NtHxk1l (Wiese, 2000), StHxkl und StHxk2 (Verameddial., 2002) durchaus
Eigenschaften eines Zuckersensors, indem sie die Sensitigitaeimlingen gegenuber
Glukose erhohten. Demnach sind in dieser Hinsicht gewonnene Ergebnibseome

weiteres von einer Pflanze auf die andere Ubertragbar.

Zur Klarung der Rolle von NtHxk6 in Pflanzen ist eine genaue Amabjss Phanotyps
notwendig. Falls er auf einer sensorischen Funktion beruht, solltezrifigsversuche mit
Glukose starkere Effekte hervorrufen als bei Kontrollpflanzen. Aksitzliche Kontrolle

boten sich Pflanzen mit verringerter NtHxk6-Expression an. Kreuzury amieren

Hexokinase Uberexprimierenden Pflanzen kdnnte zu Kompetition zwiscledEmbsoformen

fuhren, was den Phanotyp verringern sollte. Keimlinge Ar@toidopsis thaliana, die ScHxk2

exprimierten, waren weniger sensitiv gegeniber Glukose, was aysd€ivion zurtickgefuhrt
wurde (Jangt al., 1997).

Bezlglich der fehlenden katalytischen Aktivitat von NtHxk6 isuntersuchen, ob sie durch
gezielte Mutagenese zu restaurieren ist. Dies kdnnte wahldigisk Deletion der inserierten
Aminosauren 426-436 geschehen (s. Abb. 6), oder durch Konstruktion eines chiméren
Proteins. Durch Austausch des gesam#stenosine-Bereichs mit denjenigen anderer
Isoformen liel3e sich gleichzeitig deren Einfluss auf die ATi#at Uberprifen. Vermutlich
musste auch Histidin-101 zu Aspartat mutiert werden, um die Katalgfistandig zu
restaurieren (s. 3.1.2, Baijal al., 1995). Sollte die Restauration gelingen, ware weiterhin

interessant, ob dadurch der durch NtHxk6 verursachte Phanotyp beeinflusst wird.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden durch Plaque-HybridisierungenPGft
Techniken sieben verschiedene Hexokinase-IsoformerNeuasiana tabacum isoliert und
entsprechend ihrer Entdeckung von 1 bis 7 benannt. Southern-Analysen uedu@emsn
ausNicotiana sylvestris belegen die Existenz von drei weiteren Genen, die homolog zu den
Isoformen 2, 3 und 6 sind. Insgesamt liegen somit mindest zehn eelsicli Hexokinase-
Gene imNicotiana tabacum Genom vor. Die Isoformen 1 bis 7 wurden in unterschiedlichem

Ausmal charakterisiert.

NtHxk2 wurde nach Fusion mit GFP und durch vitro Transportstudien mit intakten
Chloroplasten im Plastidenstroma nachgewiesen. Transkripte ligfderschwach in allen
untersuchten Geweben nachweisertdorce-Blatt Lamina und reifen Staubbeuteln lagen die
Mengen an der Nachweisgrenze. Das Verteilungsmuster von NtHxK2 rachiedenen
Geweben konnte nach Isolierung des Promotors weiter spezifi@eden. Die genomische
Sequenz von 924 bp 5’ des Translationsstarts vermittelte mit GUSeglortergen Aktivitat
in Xylem-Parenchym und Starkescheide des Leitgewebes, siowigchlie3zellen und

Wurzelspitzen.

GFP-Fusionen der anderen Hexokinase-Isoformen wurden zu MitochondrgerdiEs ist
anzunehmen, dass sie mit ihren N-Termini in der auf3eren Mitochondrnerare verankert
sind und mit den C-Termini im Zytosol wirken. Durch die GFP-Fusionestaren
Mitochondrien-Konglomerate von bis zu 10 um Durchmesser. Die genaaehdrBierfir ist
unklar, moglicherweise ist durch GFP induzierter Sauerstoffmangel d&is&us

NtHxk1 und NtHxk7 lieRen sich durch Northern-Analyse aufgrund ihrer hohen Homologie
nicht unterscheiden. Die mit Abstand meisten Transkripte akkumulierteeifen Staub-
beuteln. Der Promotor des miitHxk7 identischen GenslsHxk4 aus Nicotiana sylvestris,
bestehend aus 950 bp 5’ des Translationsstarts, zeigte mit GB8paigergen in Pollen die
hochste Aktivitat.

Auch die Transkripte der relativ nah verwandidtiixk3 akkumulierten in reifen Staubbeu-
teln am starksten, allerdings war die Praferenz nicht so deatlisgepragt wie béitHxkl

und NtHxk7. Vermutlich ist NtHxk3 auch die irBource-Blatt-Mesophyll aktive Isoform und

dort fir den vergleichsweise geringen Grundumsatz von Glukose verantwortlich.
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Fatterung von Glukose in Dunkelheit fuhrte bei NtHxk1 Uberexprimierendbakpéanzen
zu einer Abnahme des StarkegehaltsSour ce-Blatt.

NtHxk4 und NtHxk5 konnten in keinem der untersuchten Gewebe in nennensiverigen
festgestellt werden. Aufgrund ihrer sehr hohen Affinitat zu ATP undjleehsweise
geringen Inhibition durch ADP ist zu vermuten, dass sie an Situatiordrigar Energiela-
dung angepasst sind. Diese liegen typischerweise bei Sauaestgél und in Samen vor.
Nach Futterung von Glukose in Dunkelheit wurdeisoarce-BlatternNtHxk5 Uberexprimie-

render Tabakpflanzen deutlich erhéhte Starkegehalte festgestellt.

NtHxk6 besitzt, wie auch die entsprechenden homologen Isoformen ausridérabidopsis
thaliana, eine durch mehrere inserierte Aminosauren zerstérte BinduhgdsteAdenosin.
Dass durch Uberexpression von NtHxk6 keine erhohte Hexokinase-Ak&uigitht wurde,
ist demnach nicht Gberraschend. Allerdings bewirkte die UberexpneBsiden transgenen
Pflanzen einen Ph&notyp mit bleicher@imk-Bereichen der Blatter. NtHxk6 kdnnte trotz
fehlender katalytischer Aktivitat noch Glukose binden und somit die Funkties &lukose-

Sensors erfillen.

Durch Uberexpression der Isoformen 1, 2, 3, 4a und 5 in Tabak wurdeesiibte
Hexokinase-Aktivitat in den transgenen Pflanzen erzielt. Diedféreinzelnen Isoformen
ermittelten kinetischen Parameter lagen durchweg im Berbiereits veroffentlichter
Hexokinasen (s. Anhang, Ill). KWerte fur Glukose und Mannose lagen zwischen 29 und
159 pM, fur Fruktose zwischen 2 und 27 mM, fir ATP zwischen 7 und 668 pM.

NtHxk4a und NtHxk5 zeigten auffallig hohe Affinitaten zu ATP ij§-Werten zwischen 7
und 41 uM, und zu Fruktose mit einem-MVert von 2-3 mM. Aul3erdem waren sie relativ
unbeeinflusst von pH-Anderungen im physiologischen Bereich. Inhibition duR A
erfolgte nichtkompetitiv zu ATP.

NtHxk1 und NtHxk3 &hnelten in ihren Parametern den homologen Isoformen 1 wsl 2 a
Kartoffel und Tomate. Die Affinitat zu den Hexosen war bei NBikoher als bei NtHxk1,
die Affinitat zu ATP dagegen geringer. In beiden Fallen wurde eine negative fdtojpét in
Bezug auf ATP festgestellt. Inhibition durch ADP erfolgte kompetitiv zu ATP.

NtHxk2 hatte zu allen Substraten die jeweils niedrigste A#iniAuch hier wurde eine
negative Kooperativitat in Bezug auf ATP festgestellt. ADP wirkte als kbtivee Inhibitor.

Bei keiner Isoform wurde ein direkter inhibitorischer Einfluss vonPAber Trehalose-6-

phosphat festgestellt.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

35S

A
ABA
Abb.
ADP
AGPase
Akz.
AMP
AS

At
ATP
BCIP
bp
BSA
bzw.
C

Ca.
Camv
cDNA
CLSM
C-Terminus/C-terminal
Ccv.
DEPC
DNA
DNase
dNTP
E

E. coli
EDTA
EGTA
Ery4P
EST
FK
Flot.
Fru
Fru6P
G

g

g
GA

GFP
GK

Glc
GlclP
Glc6P
Glk
Glukose

CaMV 35S Promotor
Adenin
Abscisinsaure
Abbildung
Adenosindiphosphat
ADP-Glucose Pyrophosphorylase
Akzessionsnummer
Adenosinmonophosphat
Aminosaure
Arabidopsisthaliana
Adenosintriphosphat
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat-p-toluidin
Basenpaare
Rinderserumalbumin
beziehungsweise
Cytosin
circa
~Cauliflower mosaic virus®, Blumenkohl-Mosaikus
~complementary DNA®, komplementare DNA
»confocal laser scanning microcope” (Konfolaleaserscanning-Mikroskop)
carboxyterminales Ende el@inosduresequenz
~Cultivar”, Kultivar
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Einstein (= 1 mol Photonen)
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-N,N,N"ftetraacetat
Erythrose-4-phosphat
~EXpressed Sequence Tag”
Fruktokinase
Flotierung
Fruktose
Fruktose-6-phosphat
Guanin
Gramm
Erdbeschleunigung
Gibberellin
Green Fluoreszierendes Protein
Glukokinase
D-Glukose
D-Glukose-1-phosphat
D-Glukose-6-phosphat
Glukokinase
D-Glukose
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GUS
HEPES
His

HK

Hxk
I9G
IPTG
kb

kDa

LB
Le
Lsg.

mm
um

MES

min
MOPS
MmRNA
MS

MU

MUG

N.

n.d.

NAD / NADH
NBT
NDP

nos

Ns

Nt
N-Terminus/N-terminal
ocs

oD

ORF

Os

P

PCR
PEP

PGI
PGM
polyA
PP
PR-Protein
RACE
RNA
RNase
RT
RubisCO

B-Glukuronidase
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-N"-2-ethansukaure
Histidin
Hexokinase
Hexokinase
Immunoglobulin G
Isopropyl-b-D-Galaktopyranosid
Kilobasenpaare
Kilodalton
Michaelis-Menten-Konstante
Liter
N&hrmedium nach Luria Bertani
Lycopersicum esculentum
Ldsung
Meter
Millimeter
Mikrometer
Molar
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Minute
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
.messenger RNA", Boten-RNA
Salze bzw. Nahrmedium nach Murashige und Skoog
Methylumbelliferon
Methylumbelliferylglukuronid
Nicotiana
Nicht detektiert
oxidiertes / reduziertes Nikotinamiddikieotid
Nitro Blue Tetrazolium
Nukleotiddiphosphat
Nopalinsynthase
Nicotiana sylvestris
Nicotiana tabacum
Aminoterminales Ende eineriAasauresequenz
Oktopinsynthase
optische Dichte
»open reading frame"; offener Leserahmen
Oryza sativa
Promotor
-Polymerase Chain Reaction”, Polymerase-Kettsttion
Phosphoenolpyruvat
Phosphoglukoisomerase
Phosphoglukomutase
Polyadenylierungssignal
Pentosephosphatweg
.pathogenesis-related protein“, Pathegdnziertes Protein
.Rapid amplification of cDNA ends"
Ribonukleinséure
Ribonuklease
Raumtemperatur oder Reverse Transkription
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxggen
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Sekunde
. siehe
Sc Saccharomyces cerevisiae
SDS Natriumdodecylsulfat
SNN Samsun NNNicotiana tabacum)
So Spinacia oleracea
St Solanum tuberosum
Suc Saccharose
T Thymin
TEM Transmissionselektronenmikroskop
TPT Triosephosphat/Phosphat-Translokator
Tricin N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycin
Triose-P Triosephosphat
Tris Tri-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
U Uracil
U U ,,Units" (uMol/min)
U.N. Uber Nacht
UDP Uridindiphosphat
UGPase UDP-Glukose-Pyrophosphorylase
Upm Umdrehungen pro Minute
UTR Untranslatierter Bereich
Var. Varietat
vgl. vergleiche
V max Maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Vol. Volumen
(VIv) Volumenprozent
WT Wildtyp
(whv) Gewichtsprozent
X-Gluc 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-Glukurons@

Zm Zymomonas mobilis oderZea mays
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Anhang

8 ANHANG

I Sequenzen

.1 Verwendete Primer fur PCR

Name

Sequenz

Verwendung

3Race HK5 ORF

ATGGGAAAATTGGTTGTAGGTGTATCAGTT

(RACE NtHxk5 nach 3’

3RaceNtME4_2

GGACCAACTTTTTGCCAACCTCAAATTCCG

RACE NtHxk7 nach 3’

5RaceHK24 686 3

TTGACCAAAGCAGCCACGCGCACGTCAA

RACE NtHxk4/5 nach 5’

actin AC1_3 GCCTTTGCAATCCACATCTGTTG 3’ von Aktin
actin AC1_5 ATGGCAGACGGTGAGGATATTCA 5’ von Aktin
GFP-Sall_5 GTCGACACTAGTAAAGGAGAAGAACT 5’ von mGFP5
GUS-Ssall_5 GTCGACACTAGTTTACGTCCTGTAGA 5’ von GUS

GW3NtHK24_5

TGGGGTAATTTCCGCTCATCACAT

Genome Walking NtHxk4
nach 3’

GW3NtHK24nest_5

GCGCAGAGTCTTGTGTAGAATGGC

Genome Walking NtHxk4
nach 5’

GW5NtHK24_3

ACCGTATCATCGATGGAGAAGCCC

Genome Walking NtHxk4
nach 5’

GW5NtHK24nest_3

GATGATCCAGCCATCACATTCTTT

Genome Walking NtHxk4
nach 3’

GWHK10_3

TAAACTAACACCAGATCGGACGGCAGCG

Genome Walking fur Promotg

NtHxk2

GWHK10_NEST3

ACACGTGGCTTGGAGATCTTTTTGTAAGG

Genome Walking fur Promotg

NtHxk2

GWHK9_3

CTTGCTACCACCTTCGGAGGCAAGTCCA

Genome Walking fur Promotg

NtHxk1

GWHK9_NEST3

TTTCCTCAAATTCACGAAGAATAGCCAT

Genome Walking fur Promotg

NtHxk1

HK10(a){GFP_Xbal_3

TCTAGAATAATCATGTTCATACTTTGAGTT

3’ von NtHxk2 und StHxkRP1

HK10 1165 5

AAATCTGATCTAAGTGCAAGGAAAAC

5’ von Sonde NtHxk2

HK10 2 EcoRI_5

GAATTCTCGGTCACCGTTAGCTCGCC

5’ von NtHxk2

HK10_5SONDE3'

CCTATTTCTCTAGTCCTT

NtHxk2 ORF 530

HK10_BamHI_5

GGATCCTTATGTCGGTCACCGTTAGCTC

5’ von NtHxk2

HK10_Sall_3 GTCGACCTAATAATCATGTTCATACTTTGAGT von NtHxk2

HK10A _BamHI_5 GGATCCTCACTGTTACCCAAAATGTCG 5’ von StHxkRP1
HK10GFP3 GAATTCATAATCATGTTCATACTTTG 3’ von NtHxk2
HK10LGFP3 GAATTCCATGGCATCAGCCACGTG 3’ von N-Term. NtHxk2
HK23BamHI_5 GGATCCGAGATGAAGAAGGCGACG 5’ von NtHxk3
HK23-Spel_3 ACTAGTAGACTTGTCTTCAACATA 3’ von NtHxk3

HK24 _BamHI_5 GGATCCATGGGAAAAGTGGTGGTGGGTGGCA' von NtHxk4

HK24 ORF_3 TCAAGATTCCTCGAGTCCGA 3’ von NtHxk4

HK24-2_BamHI_5

GGATCCATATGGGAAAAGTGGTGGTGG

5’ von NtHxk4

HK24A_1167 5

CTGGAAAATGAGGAAAATAATTGTAG

5’ von Sonde NtHxk4

=

=

=

=
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Name Sequenz Verwendung

HK24A Sall 3 GTCGACTCAAGATTCCTCCAGTCCGAGATA 3' von NtHxk4a

HK24AfGFP_Sall_3 GTCGACAGATTCCTCCAGTCCGAGATATTG 3’ von NtHxk4a

HK24C_Sall_3 GTCGACTCAAGATTCCTTGAGTCCGAGGTA 3’ von NtHxk4b

HK24copy_3 CCATCTCAGGCTTTTTCTATCACTCT 3’ von NtHxk4

HK24copy_5 AGAACAATTGTGTGTTGTTGTGTTACAAGTGH von NtHxk4

HK24L_Xbal_3 TCTAGAAAACTCTTTCAATATATCCATAGC | 3’ von N-Term. NtHxk4

HK5 1170 5 CTTGAAAATGAGGAAAATAGTTGTGG 5’ von Sonde NtHxk5

HK5_BamHI_5 GGATCCATGGGAAAATTGGTTGTAGGTGTAS’ von NtHxk5

HK5_fGFP_Sall_3

GTCGACTGATTCCTCGAGATCTGTGTATTG

3’ von NtHxk5

HK5_fSense_Sall_3

GTCGACTCATGATTCCTCGAGATCTGTGTA

3’ von NtHxk5

HK6_ 1175 5 AGCTTGTAGTGAAGGTATGTGATGTA 5’ von Sonde NtHxk6

HK6_BamHI_5 GGATCCGTATGGGGAGGTTAGCG 5’ von NtHxk6

HK6_Sall_3 GTCGACTCAGTGCAGCTGTACCCTATCCAC 3’ von NtHxk6

HK6+1301 5 GGAGCGATAGACCAAGTCGGATGA Fragment von NtHxk6

HK6+1548 3 GTATTTGCTTTATATTCAGTGCAGCTGTACCEragment von NtHxk6

HK6fGFP_Sall_3 GTCGACGTGCAGCTGTACCCTATCCACTTC 3’ von NtHxk6

HK9 1150 5 ATATCTAATACCTCCTTGAAGACAAG 5’ von Sonde NtHxKk1, 3, 7

HK9 33 BamHI_5 GGATCCATGAAATGGGCACGTGCTATGGCT# von Hxk1d32

HK9GFP3 GAATTCGGACTTATCTTCAAGGTA 3’ von NtHxk1

HK9GFP5 GGATCCCAACTTTTAGCCAACCTCC 5’ von NtHxk1, 1a, 7

HKOLGFP3 GAATTCACGAAGAATAGCCATAGC 3’ von N-Term. NtHxk1, 1a, 7

HKlso_3 TGMTGCATNGCASAYATWTCHGGTGTC Degenerierter 3’ Primer fiir
Hxk-lsoformen

HKlso 5 TATGCITTGGAYCTTGGTGGWACAAA Degenerierter 5’ Primer fir
Hxk-lsoformen

Hxkl 331 3 GCAATACTCGAAAATTTGTTCCACCAAGAT | RACE NtHxk1/3 nach 5’

K75 ATGAATTCAGTAAAGGAGAAGAACTT 5’ von mGFP5

K76 ATGTCGACTTATTTGTATAGTTCATCCATGC 3’ von mGFP5

ME4Prom3 GGATCCTTTTTTTGCCGGAATTTGAG 3’ PNsNtHxk4

ME4Prom5 GTCGACGAAAGATTATTTTTTTTTAAAG 5’ PNsNtHxk4

NOS-Hindlll_3 AAGCTTCCCGATCTAGTAACATAGAT 3’ von nos

Nt Ubiquitin 3' ACCACCACGGAGACGGAG 3’ von Ubiquitin

Nt Ubiquitin 5' ATGCAGATCTTCGTSAARAC 5’ von Ubiquitin

Pr HKNt10 GUS 3 GGATCCGAGACAATAAATGGTGATGC PNtHxk2, 3’

Pr_ HKNt10_GUS 5 AAGCTTCGACGGCCCGGGCTGGTATC PNtHxk2, 5°, hybridisiert auf
GW-Adaptor

PrHKOATGBamHI_3 GGATCCCATCCTTTCTTTTTGTCACGG PNtHxk1, 3’

PrHK9HindIll_5 AAGCTTTCGACGGCCCGGGCTGGTCTG PNtHxk1, 5, hybridisiert auf
GW-Adaptor

S12 TATCTAGATAAATATCATCTTGATCGCTC 3’ von NtHxk3

S13 TAGGATCCATGAAGAAAGCGACGGTG 5’ von NtHxkla

S14 TAGGATCCATAACAAACACCCCTGTAATTTAR von NtHxk1

S15 TAGTCGACTCTAGCAAGAAAGGGATTTGA | 3’ von NtHxk1

S6 TAGTCGACTACCATTTTCCTAATAATCATG | 3’ von NtHxk2

S7

TAGGATCCTCTTTTTTTCTCCGTCAC

5’ von NtHxk2
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.2 Sequenz der isolierterNtHxk1 cDNA, Akzession AF118133

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-147 ATAACAA ACACCCCTGT AATTTATTAC TGTCCTTAAA AG TACAAAAA
-100 TCCCCAGTCT TTTTGTTCAT TTTGTATTTT TTTTTTCATT TGTTTCGGTG
-50 GACCAACTTT TAGCCAACCT CCAATTCCTC TGCCGTGACA AAGAAAGG
1 ATG _AAGAAAG CGACGGTGGG AGCCGCCGTA ATTGGCGCCG CTACGGTATG
51 TGCAGTGGCG GCATTAATAG TGAACCACCG TATGCGCAAATRGCAAAT
101 GGGCACGTGC TATGGCTATT CTTCGTGAAT TTGAGGAAAAGITGGGACC
151 CCTGATGCTA AGCTCAAGCA AGTCGCTGAT GCTATGACCGSARGATGCA
201 CGCTGGACTT GCCTCCGAAG GTGGTAGCAA GCTCAAGATGAITCACTT
251 ACGTCGATAA TCTCCCCACC GGTGATGAAG CTGGCGTCTRTGCGTTG
301 GATCTTGGTG GAACAAATTT TCGAGTATTG CGAGTGCAACGGTGGAAA
351 AGATGGTGGT ATTGTTCATC AGGAATTTGC GGAGGCATCAIRLCTCCAA
401 ATTTGATGGT TGGGACTTCA GAAGCACTTT TTGATTATAT TGSGCAGAA
451 CTTGCAAAAT TTGTCAACGA GGAAGGGGAA AAGTTTCAACGEATCCTGG
501 TAAGCAGAGA GAACTAGGTT TCACCTTCTC ATTCCCGGTAGBGTAGACTT
551 CAATCAACTC TGGGACTATT ATGAGGTGGA CAAAGGGCTTCCATTGAT
601 GATGCGGTTG GCCAAGATGT TGTTGGAGAA CTCGCAAAAGTIAAAAG
651 AAAAGGAGTT GATATGCGGG TCTCAGCTTT GGTGAATGATIRITGGGA
701 CGTTGGCTGG TGGTAAATAT ACACACAACG ACGTAGCTGTCIGTTATC
751 TTAGGTACAG GGACCAATGC AGCCTATGTG GAACGGGTGGBGATTCC
801 AAAGTGGCAT GGTCCTGTGC CAAAATCTGG TGAAATGGTTGRACATGG
851 AATGGGGTAA TTTTAGGTCA TCCCATCTTC CCTTGACACA STGATCAT
901 GCGTTGGATA CTAATAGTTT GAATCCTGGT GATCAGATAT GRGAAGAT
951 GACTTCTGGC ATGTACTTGG GAGAAATTTT ACGCAGAGTTAITCAGGG
1001 TGGCCGAAGA AGCTGGCATT TTTGGTGATG AGGTCCCTCBRATCAAG
1051 AGTCCATTTG TATTGAGGAC ACCTGATATG TCTGCGATGACATGACGC
1101 ATCCTCTGAT CTGAGAGTGG TTGGTGACAA GCTGAAGGATHIAGAGA
1151 TATCTAATAC CTCCTTGAAG ACAAGGAGAT TAGTCATTGATIETGCAAC
1201 ATCGTTGCGA CACGTGGGGC AAGGCTTGCA GCTGCGGGTBABGCAT
1251 CTTGAAAAAG ATGGGAAGGG ATACTCCTCG GCAAGGTGEAGAGAAGA
1301 CGGTTGTAGC CATGGATGGC GGATTGTACG AGCACTATABABCAGG
1351 ACGTGCTTAG AGAACACTTT GAAGGAATTG CTTGGAGATGRBGCGAC
1401 AAGCATTGTT TTCGAGCACT CCAATGATGG TTCTGGCATTI®EAGCTC
1451 TTCTTGCTGC CTCTAACTCA ATGTACCTTG AAGATAAGTC ABGAGTGA
1501 TCAAATCCCT TTCTTGCTAG AGGAAACCAC CTTTTACTCT ATATTTTG
1551 CTCTCGAGCATTTTTTTTCAATTTTTCTTC GGATTATACC ATAAGTATA
1601 TTTAATAAAT TTTCCCAGTA CCTTTTTATC TCTAGGAAAT TTTCCTAGA
1651 AATGCCTATA CATCATCTAG CATGCCTTTT T
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[.3 Sequenz der isolierterNtHxk1la cDNA, Akzession AY553214

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-81 TTTTTTGTATT TTTTTTCATT TG TTTCGGTG
-50 GACAACTTTT AGCCAACCTC CAATTCCTCC GCCGTGACAA AAGAAAGG
1 ATG__AAGAAAG CGACGGTGGG AGCCGCCGTG GTTGGCGCCG CTACGGTATG
51 TGCTGTGGCG GCATTCATAG TGAACCACCG TATGCGCAAATRGTAAAT
101 GGGCACGTGC TATGGCTATT CTTCGTGAAT TTGAGGAAAAGITGGGACC
151 CCTGATGCTA AGCTCAAGCA AGTCGCTGAT GCTATGACCGSAGATGCA
201 CGCTGGACTT GCCTCCGAAG GTGGTAGCAA GCTCAAGATGAOLCACTT
251 ACGTCGATAA TCTCCCCACC GGTGATGAAG CCGGCGTCTRATGECGTTG
301 GATCTTGGTG GAACAAATTT TCGAGTATTG CGAGTGCAACGGTGGAAA
351 AGATGGTGGT ATTGTTCATC AAGAATTTGC GGAGGCATCATRICTCCAA
401 ATTTGATGGT CGGGACTTCA GAAGCACTTT TTGATTATAT T&GCAGAA
451 CTTGCAAAAT TTGTCGCTGA GGAAGAGGAA AAGTTTCAACRATCCTGG
501 TAAGCAGAGA GAACTAGGTT TCACCTTCTC ATTCCCGGTABTAGACTT
551 CAATCAACTC TGGGACTATT ATGAGGTGGA CAAAGGGCTTGCATTGAT
601 GATGCGGTTG GCCAAGATGT TGTTGGAGAA CTCACAAAARTEAAAAG
651 AAAAGGAGTT GATATGCGGG TCTCAGCTCT GGTGAATGATIEITGGGA
701 CGTTGGCTGG TGGTAAATAT ACACACAACG ACGTAGCTGTCTGTTATC
751 TTAGGTACAG GGACCAATGC AGCTTATGTG GAACGGGTGGBGATTCC
801 AAAGTGGCAT GGTCCAGTGC CAAAATCTGG TGAAATGGTTCRRACATGG
851 AATGGGGTAA TTTTAGGTCA TCCCATCTTC CCTTGACACA STGATCAC
901 GCGTTGGATA CTAATAGTTT GAATCCTGGT GATCAGATAT GAGAAGAT
951 GACTTCTGGC ATGTACTTGG GAGAAATTTT ACGCAGAGTTAOTCAGGG
1001 TGGCTGAAGA TGCTGGCATT TTTGGTGATG AGGTCCCTCBBBTCAAG
1051 AGTCCATTTG TATTGAGGAC ACCTGATATG TCTGCTATGCQ@ATGACAT
1101 ATCCTCTGAT CTGAGAGTGG TTGGTGACAA GCTGAAGGATG@ATAGAGA
1151 TATCTAATAC CTCCTTGAAG ACAAGGAGAT TAGTCGTTGAT&EIGCAAC
1201 ATCGTTGCAA CACGAGGGGC AAGGCTTGCA GCTGCAGGTAGSGTAT
1251 CTTAAAGAAG ATGGGAAGGG ATACACCTAG GCAAGGTGGAGHAAAGA
1301 CGGTTGTAGC CATGGATGGC GGATTGTATG AGCACTATABGBATGACAGA
1351 ACGTGCTTAG AGAACACATT GAAGGAATTG CTTGGAGAT@ MBGCGAC
1401 AAGCATTGTT TTCGAGCACT CCAATGATGG TTCTGGCATTI®ETGCTC
1451 TTCTTGCTGC CTCTAACTCA ATGTACCTTG AAGATAAGTC AIGAGTGA
1501 TCAAATCCCT TTCTTGCTAG AGGAAACCAC CTTTTACTCT ATATTTTG
1551 CTCTCGAGCA TTTTTCTTCAATTTTTCTCC GGATTATACC AJAAGCATA
1601 TTTAATAAAT TTTCCCAGTA CCTTTTTATC TCTAGGAATT TTTCCTAGA
1651 AATGCCTACA CATCTAGCAT ACCTTTTTAA GTCGCTTTCA BCTGTTGG
1701 TTCTCTCTTT AATCTCTTTT TCATTTACTT TTGAAATCAA ATTCAAAGGC
1751 AATAAATTGG GGGAATTTCC GC
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.4  Sequenz der isolierterNtHxk2 cDNA, Akzession AY553215

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-316 GTGAAT TG CTACATTA
-300 TTACGGCAAC TATGAATATG AAAGTAAGGA ACAGTCGGTATAGCTAAC
—250 CATACCTTCC AACGCAACAA TAACGGCGTA CAACAGTAGRASTAATAT
-200 TCATCGTTTA AATCCTTACA TATATTTCAT CATTAATTTA TTCAAATCTA
-150 ACTGTTCGCT TACCATCATT ACGATATAAA AAAGAAAATT TPATAGTGT
-100 TAAAGATTCA CAACTGTATA AACTCTCTGT TTCAGCATCA QO TTATTG
-50 TCTCTTCTTT TTTTCTCCGT CACACGTTCC TTTTGATCTC AGGTTAATT

1 ATG_TCGGTCA CCGTTAGCTC GCCGGCCGGC CGATCCTTCC ATATTTCACG

51 ATCACCTTAC AAAAAGATCT CCAAGCCACG TGTCATTATC AGCCGTCC
101 GATCTGGTGT TAGTTTAGCG GTAGCACCAA TATTGACTAATGICAGAAA
151 GACTGTGCAA CTCCACTTCC TGTTTTGCGC CACGTGGCTGHICATGGC
201 CGTTGATATG CGGGCTGGAC TTGCCGTCGA TGGTGGCAGTGISAAGA
251 TGATCCTTAG TTATATTGAC ACTTTACCAA CTGGGAATGA BAGGTTTG
301 TTCTATGCAT TGGACCTTGG TGGTACAAAT TTCCGAGTGT ABAGTGCA
351 GTTAGGTGGT AAAGAAGAGC GCGTAATCGC CACTGAGTTIGGAAGTCT
401 CTATACCTCA AGAATTGATG TTTGCAACCT CTGAGGAGTT BIGATTTC
451 ATAGCTTCTG AGCTAGGAAA ATTTTCACAA AGTGAAGGCGANGTTTGA
501 GATGCAACAA GGAAGGACTA GAGAAATAGG ATTCACATTTITITCCCAG
551 TGAAGCAGAC TTCAGTTAAA TCTGGCATCC TAATCAAGTG GRAAGGGT
601 TTTGCAGTCT CTGGAACTGC AGGAAAAGAT GTGGTTGCTTIGRAATGA
651 AGCCATGGAA AGGCAGGGAT TGGGAATGCA AGTCTCGGOGEITCAATG
701 ACACTGTAGC AACACTTGCT GGAGCGAGAT ACTGGGACAATGTCATG
751 GTTGCTGTCA TTCTTGGGAC TGGAACCAAT GCTTGCTACGARACGTGT
801 GGATGCTATT CCTAAACTGC CACAAAGGAT GTCCAACTCTAIBAAACAA
851 TTGTGAATAC TGAATGGGGA GCATTTTCAA ATGGCCTTCCTAACTGAG
901 TTTGATAGAG AAATGGATGC CGAGAGCATT AACCCTGGTCOAGATTTT
951 TGAGAAAACA ATCTCTGGTA TGTACCTTGG AGAAATTGTA AGGGGTGC
1001 TGGTCAAAAT GGCCAAGGTT GGCGGCTTAT TTGGCGGTGAIGITCCA
1051 GAAAAGTTAG TCACTCCATT TGTGCTGAGG ACACCGGATAGBGAGCAAT
1101 GCAGCAGGAT ACATCCAGAG ATCTTGAAGC TGTTGAGTCTGICTATG
1151 ATATAGCTGG GGTAAAATCT GATCTAAGTG CAAGGAAAACTAGTAGAC
1201 ATTTGCGATA CTATTGCAAA TCGAGGGGGG CGTCTAGCTGGAGGAAT
1251 TGTTGGGATT CTCCAGAAAA TGGAAGAGGA TTCAAAAGGRABIICTTCG
1301 GTAAGAGAAC AGTTGTAGCA ATGGATGGAG GTTTATATGAGTATCCT
1351 CAGTACAGAG AATACCTCCA AGAAGCTGTC ACAGAACTTGGATCAGA
1401 AATTTCTAAA AATGTAGTGA TAGAGCATTC AAAAGATGGATGGAATTG
1451 GAGCTGCATT ATTAGCTGCT GCAAACTCAA AGTATGAACAATTGATTAG
1501 GAAAATGGTA ATTTTCATGT CTAAAAATGC TGGTAGAGCATGTAATTT
1551 TGTTTTTGCA ATTTAGAATG TATTAAGAAG GATTGATCAT TGATTTCTC
1601 ATTCTTTAAG GGCTCGTTTG GTACGAGGGA TAAGAGATAATRATCCGG
1651 GATTAAATTT GAGATAAGTT TATCCCACGT TTGGTTGGGAAAATCGCG
1701 GTATAACTAA TCCCGGGATT AGTTATTCCG GGATTGTAGTIATTTTTA
1751 TCCCTATGAG ATGGTGGGAT AACTAATCCT AAGATAATTARATGGGAT
1801 AATCTGTTTC CCAACCAAAC GATCCTTAAG AAGTGGCTTGATATTTTA
1851 TGCCATTTTT GTATTACCAT AATGCAGCAG TGAAGTATTT SITGCTAAA
1901 AGCAGATGTA TCAGTAAATA TAGAATATCT TGTTTGCTTA PATTGTTA
1951 AATAAGCATATTTCTGTGGT ATTTGAGGCG GCCG
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I.5 Sequenz der isolierterNtHxk3 cDNA, Akzession AY553216

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-43 GCT AATTACCCTT CTCCATCATT TTTCTTTAGT AT TAAGAGAT
1 ATG__AAGAAGG CGACGGTGGG AGCGGTGGTG GTGGGGGCGG CGGTGACGGT
51 AGCTGTGGGG GCACTCATCG TCCGGCACCG AATGCGGAABAGCAAGT
101 GGGCACGTGC GAGGGCAATT CTGAAAGAAT TCGAGGAGABT&EGGACC
151 CCAGATGCCA AGCTAAAGCA AGTGGCGGAT GCCATGACGGAGATGCA
201 CGCCGGCCTC GCCTCTGAGG GCGGCAGCAA ACTCAAGATIATTAGCT
251 ATGTCGACAA TCTCCCAACT GGCGATGAAG AAGGAGTCTTATGCATTG
301 GATCTTGGTG GAACAAATTT TCGAGTATTG CGGGTGCAATAGGGGAAA
351 AGATGGTGGT ATTGTCCATC AAGAATTTAC GGAGGCATCATRICTCCAA
401 ATTTGATGGT TGGGACTTCA GAAGCACTTT TTGACTATAT T&GCAGAA
451 CTTGCAAAAT TTGTTGCTGA AGAAGAAGAA AAATTTCATC BRXTCCTGG
501 TAAGCAGAGG GAACTCGGTT TCACTTTCTC ATTCCCAATC BTAGACTT
551 CAATCAATTC TGGAACTCTT ATCAGGTGGA CGAAAGGTTT CTATTGAT
601 GACACGGTTG GACAAGATGT TGTTGCAGAA CTGACAAAAGRTGCAAAG
651 AAAAGGAGTT GATATGAGGG TGTCGGCGCT GGTGAATGATATTIGGAA
701 CATTGGCTGG TGGTAGATTC TCCAATAAGG ATGTATCCATCTGTGATA
751 TTAGGTACTG GGACCAATGC AGCATATGTG GAACGGGCTGEBATTCC
801 CAAATGGCAT GGTCCTCTGC CTAAATCTGG AGAAATGGTT@GAACATGG
851 AATGGGGTAA CTTTAGGTCC TCCCATCTCC CCTTGACAGAAEIGACCAT
901 GCAATGGATA CAGATAGTTT AAATCCTGGT GAACAGATAT BRAGAAGAT
951 ATGCTCTGGC ATGTACTTGG GAGAAATTTT ACGCAGAGTTAOTCAGAA
1001 TGTCTGAAGA AGCTGCCATT TTCGGTGATG AGGTCCCCCBAATCAAG
1051 AATCAATTCA TATTGAGGAC ACCTGAAATG TCTGCTATGC@ATGACAC
1101 ATCCTCTGAT TTGAGAGTGG TTGGCGACAA GTTGAAGGATATAGAGA
1151 TATCCAATAC CTCCTTGAAG ACAAGAAGAT TAGTTGTTGATETGCAAC
1201 ATTGTTGCAA CACGTGGCGC AAGGCTTGCA GCGGCTGGAGAGGCAT
1251 TGTCAAAAAG ATGGGCAGGG ATACACCCAG GGAAAGTGGIGAAAAGA
1301 TAGTCGTAGC CATGGATGGT GGATTGTACG AGCACTATAGATACAGA
1351 AAGTGCTTGG AGAACACTTT AGTTGAATTG CTTGGAGAGRAGGCAAC
1401 AAGTATTGTT TTCGAGCACG CAAATGATGG TTCTGGCATTEEEEZTGCAC
1451 TTCTTGCGGC CTCTAACTCC CTATATGTTG AAGACAAGTCAAGAGCGA
1501 TCAAGATGAT ATTTAGCTAG AGGAAACTCT CTCAACCTTT TATAGTGC
1551 TTTTCTCTAG CCTTTTCTTT TGATTTCTCT CCTTTTTGGT TCTCTACCA
1601 ATTATATTCA TAATTTTGCA GCACTTGTGC TTGGTTTATA GITAGGATA
1651 TTTTTCCTGG GAATGCCTAC TTATTTCTTC TGGAAAAGGG TEBAGCAAA
1701 TTGTATAACA CTCAGCACTG CTGATTCTTC CCCTTGGTCTTGTTTTCA
1751 ATCTGCGATC AAATTTTAGG GTTTAATAAA ATGGGGTGTTBATTTTGT
1801 TAAAGC
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1.6 Sequenz der isolierterNtHxk4a cDNA, Akzession AY553217

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-47 AGAACAATTGTGTGTTG TTGTGTTACA AG TGAAAAAT
1 ATG__GGAAAAG TGGTGGTGGG TGCAGCAGTA GTATGTACAG CTGCAGTATG
51 TGCTGCTGCT GTTTTATTAA TGAGGCACAA AATGAAAAAT TRGGTAAAT
101 GGGCTAAAGC TATGGATATA TTGAAAGAGT TTGAGGAGAARNIGAAACT
151 CCAATAGGAA AATTAAGGCA AGTGGCTGAT GCTATGACTGEAGATGCA
201 TGCTGGTCTT GCTTCTGAAG GTGGTAGCAA ACTCAAGATGIBTTAGCT
251 ATGTTGATAA CCTCCCTACT GGGGACGAAA CCGGTCTGTTANGCATTA
301 GATCTAGGCG GCACAAACTT CCGTGTGATG CGAGTGCAGTGBGGGGAA
351 GGAAAAGCGT ATAGTTAAAC AAGAAGTTAA AGAAGTTTCA RCCAAAGA
401 ATGTGATGGC TGGATCATCA TCTGATGCGT TATTTGATTT TAGCCACG
451 GCGCTTGTAA AATTTGTTGC TACAGAAGAC GACGATTTTC GTTCCACC
501 CGGTAGACAA AGGGAGCTGG GCTTCACCTT CTCTTTCCCABGAACAAC
551 TGTCAATTGC ATCAGGGACT CTTATTAAAT GGACAAAGGGTOTCCATC
601 GATGATACGG TTGGGCAAGA TGTTGTTAGA GAGTTAACAAGRAATGGA
651 AAGGGTCGGT CTTGACGTGC GCGTGGCTGC TTTGGTCAATEBANGTTG
701 GAACATTAGC AGGAGGTCGG TATAACAACC CTGATGTCATCIIGCAGTA
751 ATATTGGGTA CTGGAACCAA TGCAGCATAT GTTGAGCGGRBARACAAT
801 TCCCAAATGG CATGGCCTGC TGCCTAAATC AGGAGATATGATTAACA
851 TGGAATGGGG TAATTTCCGC TCATCACATC TTCCGGTAACATACGAC
901 CAAAGTCTTG ACACTGAGAG TTTAAACCCC GGGGAGCAGAATGAGAA
951 GATGATTTCC GGGATGTATC TTGGAGAAAT TTTGCGCAGAGTGTGTA
1001 GAATGGCTGA AGAAGCTTCATTTTTTGATG ATTATGTCCCBGAAACTG
1051 AAAACTCCAT TCATATTGAG GACTCCGGAC ATGTCTGCTACAI CACGA
1101 CAAGTCTGCT GATCTCAAGG TGGTTGGCGA CAAGCTGAATGAGETTAG
1151 AGGTACCTAA TTCTACCTGG AAAATGAGGA AAATAATTGTAGCTATGT
1201 GACATTATTA CCTCTCGTGG AGCTCGTCTT TCTGCAGCAGAGAGTGGG
1251 CATCCTCAAG AAATTGGGAA GAGACACTTT GAAGGATGGABAGCAGA
1301 GGTCAGTAAT AGCTGTTGAC GGCGCATTGT TTGAGCATTACBAAGTTC
1351 AGAAATTGCA TGGAGGGAAC TATCAAAGAG TTGTTGGGAGBUTGCGGA
1401 AAGCATAGTC ATTGAGCTTT CGAATGATGG TTCAGGCATTABETGCAC
1451 TATTGGCTGC TTCTCATTCA CAATATCTCG GACTGGAGGACATTGA CA
1501 TGGTCAGAGT GATAGAAAAA GCCTGAGATG G
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I.7 Sequenz der isolierterNtHxk4b cDNA, Akzession AY553218

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-47 AGAACAA TTGTGTGTTG TTGTGTTACA AG TGAAAAAT
1 ATG__GGAAAAG TGGTGGTGGG TGCAGCAGTA GTATGTACAG CTGCAGTATG
51 TGCTGCTGCT GTTTTATTAA TGAGGCACAA AATGGAAAAT TAGGGTAAAT
101 GGGCTAAAGC TATGGATATA TTGAAAGAGT TTGAGGAGAAGITGAAACT
151 CCAATAGGAA AACTTAGGCA AGTGGCTGAT GCTATGACTGCEGATGCA
201 TGCTGGACTT GCTTCTGAAG GTGGTAGCAA ACTCAAGATGIATTAGCT
251 ATGTTGATAA CCTCCCCACT GGGGACGAAA CCGGTCTGTTATGCATTA
301 GATCTAGGCG GCACAAACTT CCGTGTGATG CGTGTGCAGTGBGGGGAA
351 AGAAAAGCGT ATAGTTAAAC AAGAAGTTAA AGAAGTTTCA ATCAAAGA
401 ATGTGATGGC TGGATCGTCA TCTGACGCGT TATTTGATTT TAGCCACG
451 ACGCTTGTAA AATTTGTTGC TACAGAAGGC GACGATTTTC BTTCCACC
501 CGGTAGACAA AGGGAGTTGG GCTTCACCTT CTCTTTCCCATBAACAAC
551 TGTCAATTGC ATCAGGAACT CTTATTAAAT GGACAAAGGG OITCTATA
601 GATGATGCGG TTGGCCAAGA TGTTGTTAGA GAGTTAACAAGKRAATGGA
651 AAGGGTCGGT CTTGACGTGC GCGTGGCTGC TTTGATCAATEATGTTG
701 GAACATTAGC AGGAGGTCGG TATAACAACC CTGATGTCATCIIGCAGTA
751 ATATTGGGTA CTGGAACCAA TGCAGCATAT GTTGAGCGGGRBARACGAT
801 TCCCAAATGG CATGGTCTGC TGCCTAAATC AGGAGATATGIBTTAACA
851 TGGAATGGGG TAATTTCCGC TCATCACATC TTCCGGTAACAMTACGAC
901 CAAAGTCTTG ACGCTGAGAG TTTAAACCCA GGGGAGCAGAATGAGAA
951 GATGATTTCC GGGATGTATC TTGGAGAAAT TTTGCGCAGAGCITGTGTA
1001 GAATGGCTGA AGAAGCTTCATTTTTTGATG ATTATGTCCCBEAAACTG
1051 AAAACTCCAT TCATTTTAAG GACTCAGGAC ATGTCTGCTACTGKSTCACGA
1101 CAAGTCTGCT GATCTCAAGG TGGTTGGCGA CAAGCTGAATGAGETTAG
1151 AGGTACCTAA TTCTACCTGG AAAATGAGGA AAATAATTGTAGCTATGT
1201 GACATTATTA CCTCTCGTGG AGCTCGTCTT TCTGCAGCAGAGBGTGGG
1251 TATCCTCAAG AAATTGGGAA GAGACACTTT GAAGGATGGASBAGCAGA
1301 GGTCAGTAAT AGCTGTTGAC GGTGCATTGT TTGAGCATTAIBAAGTTC
1351 AGAAATTGCA TGGAGGGAAC TATTAAAGAG TTGTTGGGAGBCGCAGA
1401 AAACATAGTC GTTAAGCTTT CGTATGATGG TTCTGGTGTTAE&ECTGCAC
1451 TATTGGCTGC TTCTCATTCC CAGTACCTCG GACTCAAGGACATGA CA
1501 TGGTCAGAGT GATAGAAAAA GCCTGAGATG G
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1.8 Sequenz deMNtHxk5 cDNA, Akzession AY553219

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-100 TCTTTAACAA ACCCCATTTA AAATCAACCA AAAAAGTTTC ARCTTTACG
-50 GTATATTCAC TCAAATATAC ACAAAAAGTT TGATTTTTTT TCAAGAAAAT
1 ATG__GGAAAAT TGGTTGTAGG TGTATCAGTT GTGTGTACTG CTGCTGTAGT
51 ATGTGGGGTG GCAGTTTTGT TAATGAAGCG CAGGATGAAGIARTGGGG
101 AGTGGGGAAA AGTTGAAGCT TTATTGAAGG ATTTTGAGGAAGN GTGCA
151 ACTCCAATGG GGAAACTTAA GCAGGTAGCT GATGCTATGATRAGAGAT
201 GCATGCTGGA CTTGCTTCTG AAGGTGGGAG TAAGCTCAAGETTATTA
251 GCTATGTTGA TAACCTTCCT ACTGGGGACG AAGAAGGTCTIGTATGCA
301 TTGGATCTAG GCGGCACAAA CTTTCGTGTG ATGCGTGTGAOAGGGTGG
351 GAACGAAAAG CGTATAGTTA AACATGAAGT TAAAGAAGTT ABTTCCAC
401 AGAATGTGAT GGCTGGATCA TCATCTGAAG TGTTATTTGATTATTGCC
451 ACGGCACTTG CAGAATTTGT AGCTACAGAA GGTGATGATTAATCTTCC
501 ACCTGGTAGA CAAAGGGAAT TAGGCTTTAC CTTCTCTTTC TGTGAAAC
551 AATTGTCAAT TGCATCAGGA ACTCTTATTA AATGGACAAA &ETTCTCC
601 ATAGAAGACG TGGTTGGCCA AGATGTGGTG GGAGAATTAGARARGCAAT
651 GGAAAGGGCC GGCCTTGATG TGCGTGTGAC TGCTTTAGTC@ATACTG
701 TTGGAACGTT AGCAGGGGGT CGGTACAATG ATCCTGATGTTOBCTGCA
751 GTAATTTTGG GTACTGGAAC CAATGCAGCA TATGTTGAACGGICATGC
801 GATTCCCAAA TGGCATGGTC TGTTGCCGAA ATCCGGAGAGGSTTATCA
851 ACATGGAATG GGGTAATTTC CTCTCATCAC ATCTTCCAGT BAGAATAT
901 GACCAAAATC TTGATGTTGA GAGTTTAAAC CCCGGGGAGGARTBTATGA
951 AAAGATGATC TCCGGGATGT ATCTTGGAGA AATTTTGCGT AGTATTGT
1001 GTAGAATGGC TAAAGAAGCT TCATTATTCG GTGATTATGTCAETCCAAA
1051 CTGAAAATTC CTTTCATATT GAGGACTCCG GATATGGCTGAIGCATCA
1101 CGACGAGTCG GCTGATCTCA AGGTGGTTGG CAATAAACTGAATATCT
1151 TAGAGGTACC TAATTCTACC TTGAAAATGA GGAAAATAGTTT&GAGCTA
1201 TGCGACATCA TCACCTCTCG TGGAGCTCGT CTTTCTGCAGGAATCGT
1251 GGGCATCCTC AAGAAATTGG GAAAAGACAC TTTGAAGGABGEGAACC
1301 AGAGGTCTGT CATAGCTGTG GACGGTGCAT TGTTTGAGCBUJACCAAG
1351 TTCAGAAATT GCTTGGAGGA AACTATGAAA GAGTTACTGGZAREACTGC
1401 GGACAGCATA GTTATTGAGC TTTCTAATGA TGGTTCAGGTIGGAGCTG
1451 CACTTTTGGC TGCCTCGCCT TCCCAATACA CAGATCTCGAAGTCATGA
1501 TCATGGTCAG AGTGACACAA CCAAAAGTGC CTAGCCAAAGGTACGTT
1551 TACAATCACC CCTCTTCTTG CTAAAGAGAA CCCTCTTCTT RCICTTCT
1601 CCGAGATGAT TGAAATATTC CTTGCTTCCT TGTGCACCGOONTGTAAG
1651 AGTGAGCTTT GAAGTGAGCC ATAGTTCAAT GTATCAAATGOXEATCTC
1701 TCTTCAGCTA AACATCAATA TGCTGACCTT TTCACTCCTG GTCTCTAA
1751 GGATCATCTT TATCCCAAGT GTAAGCTTAAATTTTTTCCT CAAGTCAG
1801 AAATAAAGCT AGGATACAAA TAAAGTTCTT CTAGTAGCAA AAAAAAAA
1851 AAAAAAAAAA AAAA
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.9 Sequenz der isolierterNtHxk6 cDNA, Akzession AY553220

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-32 CC TCAAATAAAA AGAAAAATAA AC GGTGTCGT
1 ATG__GGGAGGT TAGCGGTGGG GATATCGGCG GGGTTTGCGG TGGCGGCGTG
51 TATTGTGGCG GCAGCTATGG TGGGTAAGAG GGTAAAAAGGAGGAAGT
101 GGAAGAAGAT GGTGAAGGTT CTAGAAGAAC TGGAAGAGTGTIGTACA
151 CCCGTGGGTA GGCTAAAGCA AGTAGTGGAT GCTATGGCTGAAATGCA
201 CGCTGGACTT GCCTCTGAAG GCGGGAGTAA ACTCAAGATGCTTTACTT
251 ATGTTGATAA GCTCCCAAAT GGGAGGGAAA AGGGAACATATGCTCTG
301 CACCTTGGTG GTACGAATTT TAGAGTCTTG AGAGTCCACTGBAGGCCA
351 AAGGTCTGCT ATTCTTGGAC AAGATATAGA ACGACAACCCTHICGCAAC
401 ATCTAATGAC TAGCACAAGC GAGGATCTCC TTGATTTCGTCGTCATCA
451 TTAAAGGACT TCATTGAAAA GGAAGGTAAT GGCTTGGAGCOKITCACC
501 CAGGAGGAGA GAACTTGGCT TTACATTTTC ATTTCCTGTG GBAAACTT
551 CCGCCTCATC TGGCATTTTG ATCAAATGGA CAAAGGGATTAGATTGAA
601 GACATGATTG GAAGAGATGT TTCTGAATGT CTACAACAAGEAIGCTAG
651 AAAAGGTCAA GATGTGCGGG TGGCAGCATT GATAAATGAT BATGGGAA
701 CTCTAGCTCT TGGACATTAT AATGATGAAG ACACAGTTGC CGGTTGTA
751 ATTGGGACCG GCACTAACGC ATGCTATTTG GAGCGGGCAG@GAATTAT
801 TAAGTGCCAA GGTCTTTTAA CAACATCAGG AGGCATGGTAGAATATGG
851 AATGGGGAAA CTTTTGGTCA TCTCATTTAC CTAGAACCTC ATGATATT
901 GACTTGGATG TTGCTAGCCC AAACCCAAAT GATCAGGGTTGAGAAAAT
951 GATATCAGGA CTGTATTTGG GAGACATTGT CAGGAGAGTACCITTAGAA
1001 TGTCACAGGA ATCAGATGAT TTTGGACCTG CATCATCAAATAAIGCAGTT
1051 CCTTTCGCCT TGAGGACACC GTTGATGGCT GCTATGCACGABSATTC
1101 ACCTGACTTA AGTGAAGTAG CCAGGATTCT GGGAGAAGTAGAGTTAC
1151 CTGATGTCCC AGTGAAAGTT CGGAAGCTTG TAGTGAAGGGABATGTA
1201 ATTACTCGAA GGGCTGCTAG ATTAGCAGCT GCTGGTATCGBBATATT
1251 GAAGAAGATA GGTCGAGATG GAAGTGGAGG CATAGCTGGERGAST TCA
1301 GGAGCGATAG ACCAAGTCGG ATGAGAAGAA CGGTTGTGATCGAGGGT
1351 GGTTTATACA CAAGTTACAC CTTATTCAGA GAATACCTGA BAAGCGAT
1401 GAAGGAAATT TTAGGGGAAG AAATTTCCTC GAACGTCATTIBGGGTCA
1451 TGGAAGATGG ATCAGGGATT GGAGCAGCTC TTCTTGCTGCARATTCA
1501 GCCTCTGAAG TGGATAGGGT ACAGCTGCAC ABATAAA GCAAATACTA
1551 CTATATATAC ACATCTATAC ACAGCTTTGT AAATTGTAGC MATTGTTT
1601 CATATATTCA AATCCTATCA CAATGTAATA GGAAGGTTGT GTATGTGT
1651 CATATACTGT TCAAATCTGA TGTTATAGTC TAGAATATCC @CTTGTGT
1701 TCTTAGTAAT GATCATTGCA ACCCTTGTAT GTGAAATTAA TIATTGAT
1751 GATTTCAGTATTTAG
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.10 Sequenz der isolierterNtHxk7 cDNA, Akzession AY664010

Start- und Stop-Kodons sind unterstrichen

-118 GAACTCTC CT TTGATCGG
-100 ATCTCCTTCT TAACCAACAC AGACACAAAT TTTTACTTTA CEATATCAT
-50 TTTTTCTCAG TGGACCAACT TTTTGCCAAC CTCAAATTCC GGAAAAAAA
1 ATG_AAGAAAG TGACGGTGGG AGCCGCCGTG GTTGGTGCAG CTGCGGTGTG
51 TGCAGTGGCG GCGTTAATAG TGAACCACCG GATGCGGAAAAGTAAAT
101 GGGGTCGTGC TATGGCTATT CTTCGCGAGT TTGAGGAAAACGAAGACT
151 CAAGATGCAA AGCTTAAGCA AGTTGCTGAT GCTATGACTGAAGATGCA
201 CGCCGGACTT GCTTCTGAAG GCGGCAGCAA GCTCAAGATGAITACCT
251 ATGTCGATAA TCTCCCAACT GGTGATGAAG CTGGCGTCTTATGCATTG
301 GATCTTGGTG GAACAAATTT TCGAGTATTG CGAGTGCAATGGTGGAAA
351 AGATGGTGGT ATTATTCATC AAGAATTTGC TGAGGCATCA ARCCTCCAA
401 GTTTGATGGT TGGGACTTCA GATGCACTTT TTGATTATAT T&GCTGAG
451 CTTGCAAAAT TTGTTGCTGC GGAAGAGGAA AAATTTCATC BBTCCTGG
501 TAAGCAGAGA GAACTAGGTT TCACCTTCTC ATTCCCAGTABTAGACTT
551 CAATCAACTC TGGGACTATT ATGCGGTGGA CAAAAGGCTTAIRATTGAT
601 GATGCGGTTG GCCAAGATGT TGTTGGAGAA CTCACAAAARTEAAAAG
651 AAAAGGTGTC GATATGCGGG TCTCAGCTCT GGTGAATGATITBCTGGAA
701 CATTAGCTGG TGGTAAATAT ACGCAAAAGG ATGTAGCTGTAGETTATC
751 TTAGGTACAG GGACCAATGC AGCTTATGTG GAGCGGGTGGBEATTCC
801 AAAGTGGCAT GGTCCTGTGC CAAAATCTGG TGAAATGGTTORNATATGG
851 AATGGGGTAA TTTTAGGTCA TCCCATCTGC CCTTGACGGAATGATCAT
901 GCATTGGATA ACGAGAGTTT AAATCCTGGT GAACAGATAT GAGAAGAT
951 GACTTCTGGC ATGTACTTGG GAGAAATTTT ACGCAGAGTTAITCAGGG
1001 TGTCTGAAGA AGCTGGCGTT TTTGGTGATG AGGTCCCTCBBBTCAAG
1051 GATTCATTTG TGTTAAGGAC ACCTGATATG TCTGCTATGC@ATGACAC
1101 ATCCCCTGAT CTGAAAGTGG TTGGTGAAAA GCTGAAGGATRITAGAGA
1151 TATCTAATAC CTCCTTGAAG ACAAGGAAAT TAGTGGTTGATET GCAAT
1201 ATCGTTGCAA CACGTGGGGC AAGACTTGCA GCTGCAGGGITAGGCAT
1251 CTTGAAAAAG ATGGGAAGAG ATACGCCTAA GCAGGGTGEAGAAAGGA
1301 CGGTTATAGC CATGGATGGC GGGTTGTATG AGCACTATAGAIATAGA
1351 ATGTGTTTAG AGAACTCTTT GAAGGACTTG CTCGGAGAGARBGCAAC
1401 GAGCATCGTT TTTGTGCACT CCAATGATGG TTCTGGCATTIGETGCTC
1451 TTCTTGCTGC CTCTCATTCA ATGTACCTTG AAGATCAAGCABSAGAGT
1501 GTGATCAAAT CCATATCTTG TTAGAGGGGA CTACCTTTAGIAITATATT
1551 TTGCTCTCAA GCATTTTCGG TATTTTCTCT CCTTTATTGT ATATCAAAT
1601 GAAATTAATA ATATCCCCAG CAGATACTTT TGACTTTTAT WICAGGAGA
1651 GTTTTCCTAG AAGTGCCTTC AAGCACAGAA TTTTCATGGAAMAGATCC
1701 TTTTACTACC TGACTGGATG ATCTTCAATC ATTTACTGAA AEATACAG
1751 AATTTTCGTA GTTGAACAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AMRAAAAA
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[.11 Sequenz des isolierteNtHxk1 Promotors, Akzession AY664411

Potentielle TATA-und CCAAT-Boxen sind unterstrichdekannte cDNA ist klein geschrieben

-1406 CTGAGC
-1400 TGGCCTAAGA AAAGGTCTCT AATTTGGTGT ATCCCACTCATTGCTTTA
—1350 ATAGGTGAAC TCGAAAATCT GATTTAACTA CACCTATTTCACGCTTGTC
—1300 TTCTAAATTT TGATAGTTGG AGACTTGGAG TAATAAATAAAGEATATACA
-1250 TTTTTTGAGT GTTTTTTTTT TTTTTATAAT AGAAAAAGTA TCAAGGATCA
-1200 GTAGCACACA GTTGAAACTT GGTATTCAAA TTAGTGTCAGTCACTTAAT
-1150 TCACGTACTG TGTTCTTACC GCTAGATCAA TCCTGAGTCATTATGAGT
-1100 GTATTATTAT TATTAAAAAA AAAAAGAATG GCACAGTTAG ATAATTAAT
-1050 TTGTACACAG CTCAACCAAA ACAAATTTCC AAAATATCAAMTTGGAGAG
-1000 AAAAGACACG TGATACGATA TTTCTTGCCT TGCCCAAAAG GGAAAAAA
—950 GGACGTTTTT GGCTGGTTGC TCCTACCGTC GATATCAGABANTATAAAA
-900 TCTTGGTAAA TATATTGGTT CAAATATGTA AATATGTTGG TTCACCAAT
-850 ATATGAGCAA TTATAGTAAG TGTGAGAGAT AATTTTGAAA BGGCTAGCT
-800 GCTTTTACTT CTTTTGATTT CGGATGATTT TGGCTTAACT AGATGCGTGT
-750 TGGAGTCTAA ATGCATCTTA AATCCTAATC AAAAAAACAT AATGCTAAT
-700 AATTACTCAC TCCGATCTAA TTTAATTGAT TTTTGGCTAT TTITTTTGTTG
-650 TCCACAATAT TTTATTTTTT CAGATATCAG AAAGAATTAATTITTTTTTTT
-600 TAAAGTTGTC AGTGGAGTAA AGAGCCTAAG AGTATTGTTAATTTTCAAT
-550 GAATAAAGGT TAATATGATC AATTTTACTG TTAACTAATA OAATAATAT
-500 AGAGTTATCT TGACTTTTAA CTTTGCGTTA TTACTTCAAT TAACACTTAA
-450 CTACTATCCA AT TAGCTAAT AACATATAAT TATTTTTTT TAAATTTACC
-400 ATTCATCAAC CAAACATCAA AAGATATATT TCAATAAAAT TTCTTTTCCA
-350 TCAGAAATGA CTTCCCTAAT TTTATCCATT AAATATTTTA TTATTTATTA
-300 TTCACTCTCA AAGGTAGATT AACAAAATCT TGCTAATAAA RGAGTAATA
-250 AAATTCATCT CATCCACTAA TAAATTCCCC CCTTTTCTCG TCGATTACT
-200 GAAGTCCTAC CCCCCACCTA CCCACCCAAA GGTTGTATGAECGATCTCA
-150 TTCataacaa acacccctgt aatttattac tgtccttaaa a gtacaaaaa
-100 tccccagtct ttttgttcat tttgtatttt ttttttcatt t gtttcggtg

-50 gaccaacttt tagccaacct ccaattcctc tgeccgtgaca a aaagaaagg
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.12 Sequenz des isolierteNtHxk2 Promotors, Akzession AY664412

Potentielle TATA-und CCAAT-Boxen sind unterstrichdrekannte cDNA ist klein geschrieben

-924 ATCG AGACCGCAAT CC CGGAATCG
-900 ATACTAGCCT CGAACAACTT CGAAGAATAT TGTCAGACGATAIGCATAA
-850 CCAACAGAAG GCTGAAAATA TTCGTGACCA GCCGAATGTGATGGGAA
-800 TCTCGGCACG TATCGATAAG GAACCAACAA TTAGAGAATCANGATTTT
-750 TTACCTTTTA TAGAGTTGTA CTTAAAATAT GACTCCTCTG TATGTAAAA
-700 AGGGTCTAAC GATTCATTCG ACACATTGTA ACACGCACTCAGCAATA
-650 CATTATTATT TTCTCTGTCT CCAAGCTCTT GTTCTTTTGT TARTCGACAC
-600 TTGCTGTGGT GAGCCCGGCT CGAGGGCAAT TATTCTATCAGRGGAAAT
-550 TATCCAACTT ATCTGGTTTG AATTTATGTT ATCTTTATTT AQCAATAGC
-500 AACTTAATTT ATCGTTTTGT ATCAAGTTAA TCCGCGTATC TRAAAATCA
-450 CTTAAAATTT TTAATTGTTA TTCAATTTTG AGTGTAAACA CCGAGAAAGT
-400 GAAATTTTCC AAAAAATGGA AAGAAATAAT AAABAATTA CTCCACTAAG
-350 TTGACGAAGA AAGGGGAAGA AAAAAGATTT TATTgtgaat tg ctacatta

-300 ttacggcaac tatgaatatg aaagtaagga acagtcggta gt tagctaac
-250 cataccttcc aacgcaacaa taacggcgta caacagtagt at agtaatat
-200 tcatcgttta aatccttaca tatatttcat cattaattta tt caaatcta
-150 actgttcgct taccatcatt acgatataaa aaagaaaatt ta tatagtgt
-100 taaagattca caactgtata aactctctgt ttcagcatca cc atttattg
-50 ftctcttcttt ttttctccgt cacacgttec ttttgatctc ac tgttaatt

.13 Sequenz des isolierteNlsHxk4 Promotors, Akzession AY664409

Potentielle TATA-und CCAAT-Boxen sind unterstrichdekannte cDNA ist klein geschrieben

-950 AAAGATTATT TTTTTTTAAA GTTTTCTATA TTAATAATGT ACACAACTCA
-900 AGCAAATAAA TATCTAAAAT ACAAAAGTTA GCAACAAAGA BATATATA
-850 TATGATGTGA TATTTCTTCT ATTGCCCTAA CCATCACAAC MXCGTGGGG
-800 GAGAAGGACG TTTTTGGCGG TCTGCTCTTA CATCAACATCATRAAAATA
-750 TAAATCTTGG GGAAAAAATA AAATTTGTTG ATAAATAGGT AMRAATTTGT
-700 TGTTTTCCAC AATATATAAT TAAAAAAAGT ATAAAGATTT CATTAGAAA
-650 ATAGGTTAGC TGTTCCTACT TCTTTTGGTT TCGAATAATT AAGGGGTAC
-600 TATTTTACTT ACGTGTCGAA ATCTAATAAA TACACTAAAC AGGCATATG
-550 ATAACATAAA TATATAAATC TCAAATAATT TCTTATATTT AAGGGTTATA
-500 ATCTTATCAA GTATTCGTAA AATTTCTCTC GATCCGTTTC CLTAATTAA
-450 TTACTTAACC AAATCGAATC TACATTAAAG AAATCTAACA CAAAAATAA
-400 ATACTAAAAG CCTGTTTGAA TTGACCTATT TTATTTTTCT TIGTGATCCC
-350 TCGAATAATG CAATTCATTA ATCATAGAAG AATTTTTTTT TCTGTTTTTT
-300 TTTTTTTACC AACTACCAAA CATAAGTAAG ACTTTATTTTTGTCATTTT
-250 CTGTTTTAAT ATTAACTCTC ATTCAAAGCA AAATTATGAA AACTAAATT
-200 TGTAATAAAT AGAGAGTAAG TATATCCTAA TCCAGTCTAC AAATTAACCT
-150 TAAATTTCCC CCTTTTTTCT Cattgaatta ctgaactctc ct ttgatcgg

-100 atctccttct taaccaacac agacacaaat ttttacttta ct gatatcat

-50 tttttctcag tggaccaact ttttgccaac ctcaaattcc gg caaaaaaa
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Il Sequenzvergleich von Hexokinasen auArabidopsis thaliana und Nicotiana

tabacum

Rechts der Diagonale Vergleich der Proteine, lidks Diagonale Vergleich der entsprechenden Lesesahm
Homologiegruppen nach Olssehal. (2003) sind farblich abgesetzt. Adrabidopsis thaliana, Nt: Nicotiana

tabacum. Berechnet mit Megalign, ClustalWw.
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I Ubersicht bislang charakterisierter pflanzlicher Hexokinase-Aktivitaten

Arabidopsisthaliana: exprimiert in Hefe (Daet al., 1999)

Isoform ‘ Kn(GIc) Km(Fru) Kn(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
AtHxk1 ‘ 44 uM 17 mM - - - -
Avocada Mesokarp (Copeland und Tanner, 1988)
Isoform | Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK ‘ 46+4 uM  12G:30 uM n.d. 140£20 pM 8,2 Zytosol
Dendrophthoe falcata: Blatt (Baijal und Sanwal, 1976)
Isoform | Kn(Glc) Kmn(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK | 140 uM 580 uM 190 uM 160 uM 8,5 -

Erbse: Samen (HxKI: Turneet al., 1977; Hxkll: Turner und Copeland, 1981)

Isoform | Kn(GIc) Km(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HxKkI 70 uM 30 mM 500 puM 1mM 8,2 (7,8-8,8) -
HxKII 48 uM 10 mM 76 uM 86 uM 8,2 (7,5-9,5) -

Erbse: Stangel (Tannest al., 1983)
Isoform ‘ Kn(GIc) Km(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK ‘ 76 uM 15,7 mM 71 uM 180 uM 8,2 (7,5-9,5) AuR&t@ochon-
drienmembra
Erbse: Blatt (Dryet al., 1983)
Isoform | Kn(GIc) Km(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK ‘ 53 uM 5,1 mM - - - -
Kartoffel : Knolle (Renz und Stitt, 1993)
Isoform | Kn(Glc) Kmn(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK1 41 uM 11 mM 52 uM 90 UM 7,4-8,2 -
HK2 130 uM 22 mM 290 uM 280 uM 7,8-9,2 -
HK3 35 uM 8,7 mM 38 uM 560 uM - -
Kartoffel : exprimiert in Hefe (Verameneét al., 1999)
Isoform ‘ Kn(GIc) Km(Fru) Kmn(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
StHxk1 ‘ 33 uM 1,5 mM 29 uM 103 uM 7,4-7,7 -
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Mais: Samen (Cox und Dickinson, 1973)

Isoform Kn(Glc) Km(Fru) Kn(Man)  Ky(ATP) pH-Optimum Kompartiment
Endosperm 110-160 pM 150-170 pM - 183 uM - -
Scutellum 110 uM 42-48 uM - - - -

Mais: Keimlingswurzel (Galinat al., 1999)
Isoform | Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
mtHK 80+2 UM 2-6 mM - - - Mitochondrien-
‘ membran
Mais: Keimlingswurzel (da-Silvat al., 2001)

Isoform | Kn(GIc) Km(Fru) Km(Man) Kn(ATP)  pH-Optimum Kompartiment
1 80+2 uM 8Gt1 uM - - - Zytosol
NC-Hxk 60+1 uM 5,%1 mM - 501 uM - Mitochondrien-/

Golgi-Membran
Mais: Keimlingswurzel (Galinat al., 1995)
Isoform Kn(Glc) Km(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
cytHK 49+25 uM - - 16784 uM - Zytosol
mtHK 12950 uM - - 156t56 uM - Mitochon-
drienmembra
Mais: Embryonen (Doehledt al., 1989)
Isoform ‘ Kn(Glc) Km(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
1 750135 uM - - 182t4 uM 8-9 -
2 117417 uM - - 669 UM 7-9 -
Reis Embryonen (Guglielminetst al., 2000)
Isoform Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment

GK1 <0,2 mM - - - - -

GK2 <0,2 mM - - - - -

GK3 4-7,5 mM - - - - -

HK1 0,1-0,6 mM ca. 5 mM - - - -

HK2 0,1-0,6 mM ca. 5 mM - - - -

Ricinus communis: Endosperm (Miernyk und Dennis, 1983)

Isoform Kn(Glc) Kmn(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK1 410£10 uM - - 70£10 uM 7,8 AuRere Mitochon-
drienmembran
HK2 2,9%0,7 mM 6G8 pM - 290+40 uM 7,2 Stroma
HK3 240+10 pM - - 30+2 uM 7,8 Zytosol
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Soja: Wurzelknolle (Copeland und Morell, 1985)

Isoform ‘ Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK ‘ 75+5 uM 2,50,1 mM - 62+3 uM 8,2-8,9 Zytosol
Spinat: Blatt (Balduset al., 1981)

Isoform Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HxKkll 63 uM 9,1 mM - - 7,5-8,5 Zytosol
HxkIV 71 uM 210 uM - - 7,5-8,5 Zytosol

Spinat: Blatt (Schnarrenberger, 1990)

Isoform ‘ Kn(GIc) Km(Fru) Kn(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
Hxk1 150 uM 8 mM 18 uM - - Zytosol
Hxk2 18 uM 15mM 15 uM - - Mitochondrien

Spinat: Blatt (Wiese et al., 1999; Wiese, 2000)
Isoform Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
SoHxk1 24-35 yM  3,8:0,3mM  21-23 uM - 7,7-8,5 AuRere Plastiden-
membral
Tabak: Blatt (Sindelarova und Sindelar, 1988)

Isoform ‘ Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment

mtHK ‘ 26,8 UM 17,6 mM - - 7,9-9,1 Mitochondrien
Tabak: Gberexprimiert inSource-Blatt (diese Arbeit)

Isoform Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Ko.s(ATP) pH-Optimum Kompartiment

Hxk1 33-36 uM 10-13 mM 42-46 yM  142-160 uM  7,6=>9,2 Mitochondrien-
membran

Hxk2 51-63 uM 13-27 mM 91-159 pM547-668 puM 8,0=9,2 Stroma

Hxk3 29-33 uM 7-9 mM 24-27 uM  200-250 uM  7,6=9,2 Mitochondrien

Hxk4a 34-41 uM 2-3 mM 9-16 uM 26-41 uM 7,2=9,2 Mitochondrien
Hxk5 32-54 uM 2-3 mM 29-98 uM 7-14 uM 7,2=9,2 Mitochondrien
Hxk6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. Mitochondrien

Tomate: junge Frucht (Martinez-Barajas und Randall, 1998)
Isoform ‘ Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
GK ‘ 62 uM n.d. 630 pM 223 uM 7,5-8,5 -
Tomate: exprimiert in Hefe (Menat al., 2001)
Isoform Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
LeHxk2 ‘ 21 uM 7,7 mM 38 uM - - -
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Tomate: Frucht (Daiet al., 2002)

Isoform | Kn(Glc) Kn(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
LeHxk1 45 uM 26 mM 84 uM 89 uM 8,0 -
HXK2 93 uM 86 mM 37 uM 304 uM 8,0-9,0 -
Tomate: exprimiert in Hefe (Daét al., 2002)
Isoform | Kn(Glc) Kin(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
LeHxk1 | 77 UM 10,6 mM 100 pM 156 uM - -
Weizen Keimling (Saltman, 1953)
Isoform | Kn(GIc) Kmn(Fru) Km(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
HK ‘ 440 uM - - 870 uM 8,0-10,5 Mitochondrien
Weizen Keimling (Higgins und Easterby)
Isoform | Kn(GIc) Km(Fru) Kn(Man) Kn(ATP) pH-Optimum Kompartiment
Ly ‘ 960+60 UM 4310 uM 94@10 UM 48@&70 pM - -
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A\ Erganzende Versuche in transgenen Tabak- und Kartoffelpflanzen
IV.1 RNA-Interferenz von NtHxk2 und NtHxk6

Zur Uberprifung der Funktionen von NtHxk2 und NtHxk6 im Stoffwechsel wuRlasmide

zu ihrer Inhibition mittels RNA-Interferenz konstruiert. VbltHxk2 wurden die Nukleotide
284-664 amplifiziert, vonNtHxk6 die Nukleotide 574-980. Beide Fragmente wurden in
entsprechenden Orientierungen in d8ateway-Vektor pK7GWIWG2(ll) (Karimi et al.,
2005) zwischen CaMV 35S Promotor und Terminator transferiert. Danndem Tabak und

Kartoffel (Varietat Solara) stabil transformiert.

IV.2 Doppeltransformationen mit zytosolischer Invertase

Wie die Messungen der Kohlenhydrate zeigten, hatte gesteldgextkinase-Aktivitat unter
normalen Bedingungen keinen sichtbaren Einfluss auf die Pflanze undZhokerstoff-
wechsel. Nach Fitterung mit Glukose dagegen wurden Anderungen imgBtiakeffenbar,
der bei NtHxk1 und NtHxk5 auf eine Kanalisierung von Glukose-6-phosphat @&lykelyse
bzw. Starkesynthese hindeutete (s. 3.8.3.2). Fur NtHxk2 wurde eine Rofi¢ameabbau
spezifischer Gewebe postuliert, obwohl sie grundsatzlich auch dimai\beteiligt sein
kénnte. Um den Einfluss der genannten Isoformen zu Uberprufen, wurden &ar(ofirietat
Solara) stabil mit den Plasmiden zur konstitutiven Uberexpression tdrkN 2 und 5
transformiert. Aufgrund der starkehaltigen Knollen eignen sichiaffaln gut zur Untersu-
chung des Starkestoffwechsels. Um die Mengen freier Glukose in migieik zu erhdhen,
wurden die Pflanzen zusatzlich mit der im Zytosol lokalisiertefieHnvertase SUC2 unter
Kontrolle des Patatin-Promotors B33 transformiert. Die gleichate®fie wurde bereits mit
der Glukokinase aug&ymomonas mobilis verfolgt und fihrte in den Knollen zu erhdhter
Glykolyse auf Kosten des Starkegehalts (Trethestey., 1998).

Sofern NtHxk1l tatsachlich eine Kanalisierung von Glukose-6-phosphdteirGlykolyse
bewirkt, ist diese vermutlich abhangig von Interaktionspartnern an dere@uRktochon-
drienmembran (Yamamot al., 2000; Giegét al., 2003). Um diese These zu prifen, wurde
der mitochondriale Membrananker von NtHxkl durch Deletion der Aminosauren 1-32
entfernt (s. Abb. 66, Primer HK9_33 BamHI/ S15).

NtHxk2 wurde mit dem NtHxk1-Membrananker NtHxK1N (s. 3.4.1.1) fusioniertsienstatt
ins Stroma an die auf3ere Mitochondrienmembran zu dirigieren (s. Abb.ri6&r Rur
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NtHxk2: HK10_2 EcoRI_5 / S6). Hierdurch soll Gberpruft werden, ob si@inem ihr

fremden Kompartiment einen anderen Einfluss auf den Stoffwechsel hat.

NtHxk1d3z

+97: HK9 33 BamHI +1527: S15
> <
ATG NtHxk1 TAGFH
|
BamHI EcoRV Sall
Xbal, Ncol

NtHxk1N::NtHxk?2

-48: HK9GFP5 +1510: S6
—> <+
;1_32: HKOLGFP3
+4: HK10_2 EcoRI 5
—>
—|1N NtHxk2
BamHl Ncol Ncol Sall
EcoRl

Abbildung 66: Mal3stabgetreue Schemazeichnungen Ntixk2d32 und NtHxkIN::NtHxk2 im Plasmid

pBinAR. Mit Richtungspfeilen angegeben sind diewamdeten Primer samt Positionsangaben in Relation z

jeweiligen Translationsstart (s. Anhang, 1.1). Axd&n eingezeichnet sind einige interne Schnitestetier

Konstrukte.
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