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Zusammenfassung

Fiir die vollstandige Freisetzung des gebundenen Stickstoffs aus den Purinnukleotiden sind verschie-
dene Reaktionen notwendig. Dazu gehoren die Dephosphorylierung der Nukleotide, die Hydrolyse
der dabei entstehenden Nukleoside sowie die Deaminierung und Oxidation der Nukleobasen (Zrenner
et al., 2006). Die erste gemeinsame Zwischenstufe im Abbau aller Purinnukleotide ist die Nukleobase
Xanthin. Dieser Metabolit kann in Pflanzen durch schrittweise Oxidation und Hydrolyse des Purin-
rings vollstindig zu Glyoxylat, Kohlendioxid und Ammoniak abgebaut werden (Werner et al., 2010;
Werner und Witte, 2011). Durch Reassimilation des Ammoniak in Aminosduren wird der zuvor in
den Nukleotiden gebundene Stickstoff wieder nutzbar. Wéhrend der Abbau des Purinringsystems in
Arabidopsis thaliana, ausgehend von Xanthin, vollstindig aufgeklirt ist, ist iiber den Katabolismus
der Nukleotide zu Xanthin und die daran beteiligten Enzyme ist bislang nicht sehr viel bekannt.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung einer, am Abbau von Guanosinmono-
phosphat beteiligten, Deaminase. Zu Grunde lag dabei die Hypothese, die Deaminierung des Gua-
nylrestes werde in A. thaliana, wie bei vielen anderen Organismen, durch eine Guanindeaminase
katalysiert. Durch Sequenzvergleiche, basierend auf den Proteinsequenzen bekannter Guanindeami-
nasen, konnte ein entsprechendes Kandidatenprotein identifiziert werden.

Erste biochemische Analysen des Proteins zeigten jedoch nicht das vermutete Ergebnis. Es wurde
keine Guanindeaminaseaktivitdt beobachtet. Bei einem Test verschiedener Verbindungen konnte das
Nukleosid Guanosin als das Substrat der Deaminase identifiziert werden. Eine solche Enzymaktivitét
wurde zwar bereits vereinzelt beschrieben, jedoch wurde bislang kein Gen identifiziert, das die gene-
tische Information eines entsprechenden Proteins kodiert. Dies gelang nun erstmals im Rahmen dieser
Arbeit. Im weiteren Verlauf wurde die Guanosindeaminase (GSDA) unter anderem hinsichtlich ihrer
enzymkinetischen Eigenschaften, der subzelluldren Lokalisation sowie des Expressionsprofils in der
Pflanze untersucht.

Metabolitanalysen von gsda-Mutanten zeigten, dass das Enzym auch in vivo fiir die Deaminierung
von Guanosin verantwortlich ist. Dabei wurde ebenfalls deutlich, dass 2’-Deoxyguanosin, welches in
vitro als Substrat akzeptiert wurde, in der Pflanze nicht durch die GSDA deaminiert wird.

Der Phinotyp der gsda-Mutanten bei anhaltender Dunkelheit ldsst Riickschliisse auf einen Zusam-
menhang zwischen dem Purinnukleotidabbau und dem Kohlenhydrathaushalt von A. thaliana zu.

Ausgehend von offentlich verfiigbaren Genexpressionsdaten, werden ein moglicher Kohlenhydrat-
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mangel in den gsda-Mutanten und dessen Auswirkungen auf das Wachstum und die Entwicklung der
Pflanze diskutiert.

Die Rolle der GSDA im Purinnukleotidabbau wurde mithilfe von Metabolitanalysen genauer un-
tersucht. Dabei wurden neben gsda-Mutanten auch Doppelmutanten analysiert, denen zusétzlich zur
GSDA ein weiteres Enzym dieses Stoffwechselweges fehlte. Diese Experimente zeigten werden, dass
der Abbau von XMP linear iiber GMP und Guanosin zu Xanthosin verlduft. Basierend auf diesen Er-
gebnissen wird die Bedeutung der GSDA fiir den Stickstoffexport aus den Knéllchen bestimmter

Leguminosen sowie fiir die Purinalkaloidsynthese in Kaffee, Tee und Kakao diskutiert.



Summary

Several reactions are required to release the nitrogen that is bound in purine nucleotides completely.
This involves nucleotide dephosphorylation, hydrolysis of the corresponding nucleosides as well as
deamination and oxidation of the purine bases (Zrenner et al., 2006). The first common intermediate
in the degradation pathway of all purine nucleotides is the base xanthine. Plants can fully degrade this
metabolite to glyoxylate, carbon dioxide and ammonia by successively oxidizing and hydrolyzing the
purine ring (Werner et al., 2010; Werner und Witte, 2011). Reassimilation of ammonia into amino
acids makes the nitrogen that was bound in nucleotides available for the metabolism. Whereas the
degradation of xanthine has been described completely, little is known about the catabolism leading
from the nucleotides to xanthine and the enzymes that are involved.

This thesis addresses the characterisation of a deaminase involved in the catabolism of guanosine
monophosphate. It is based on the hypothesis that, as in many organisms, the deamination of the gua-
nyl group is catalyzed by a guanine deaminase in Arabidopsis thaliana. Sequence alignments using
known guanine deaminases as query were employed to identify a suitable candidate protein.

First biochemical analyses did not show the suspected results. Guanine deaminase activity could not
be detected. By testing different compounds the nucleoside guanosine was identified as substrate for
deamination. An enzymatic activity like this has been observed occasionally, but no gene coding for
the respective protein was identified so far. In this thesis such a gene is described for the first time.
Within the progress of this work the guanosine deaminase (GSDA) was characterized regarding its
kinetic properties, subcellular localization and expression profile in different plant tissues.
Metabolite analyses of gsda-mutants could prove the enzyme’s in vivo-function in guanosine deami-
nation. They also showed that deamination of 2’-deoxyguanosine is not catalyzed by the GSDA in
the plant although this reaction has been observed in vitro.

The phenotype that the gsda-mutants show when grown in prolonged darkness hints towards a connec-
tion between purine nucleotide catabolism and the plant’s carbohydrate metabolism. Based on publi-
cally available gene expression data a probable lack of carbon in the gsda-mutants and its conse-
quences concerning growth and development are discussed.

The GSDAs role in purine nucleotide catabolism was investigated in detail using metabolite analy-
ses. Besides single mutants different double mutants were examined that lacked the GSDA as well

as a second enzyme of this pathway. Those experiments could show that there is a linear degradation
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of XMP leading to xanthosine via GMP and guanosine. Based on those results the significance of
the GSDA for nitrogen export from the nodules of certain legumes as well as for purine alkaloide

synthesis in coffee, tea and cocoa is discussed.



Einleitung

Seit dem Jahr 2000 steht die vollstindige genetische Information der Modellpflanze Arabidopsis tha-
liana fiir die Forschung zur Verfiigung (Arabidosis Genome Initiative, 2000). Die Funktion vieler
Gene ist aber immer noch unbekannt. Es besteht jedoch die Mdoglichkeit die Funktion der kodierten
Proteine vorherzusagen. Dazu konnen Sequenzvergleiche mit Proteinen bekannter Funktion, phy-
logenetische Analysen und auch Genexpressionsstudien genutzt werden. Dariiber hinaus kénnen die
Identifizierung bestimmter Proteindoménen sowie Phanotypenanalysen bei der Vorhersage einer Gen-
funktion helfen.

Die Verfiigbarkeit von T-DNA-Insertionslinien fiir Arabidopsis thaliana ermdglicht es aulerdem die
Auswirkungen des Gensverlusts zu studieren. Die Methoden der Transkriptom-, Proteom- und Meta-
bolomanalytik erlauben eine Analyse moglicher Phinotypen auch auf molekularer Ebene. In gleicher
Weise lassen sich Mutanten analysieren, die das gewiinschte Gen iiberexprimieren. Mithilfe solcher
Experimente lassen sich Riickschliisse auf die physiologische Funktion eines Gens in der Pflanze zie-
hen. In dieser Doktorarbeit stand die Identifizierung eines am Purinnukleotidabbau beteiligten Prote-

ins im Vordergrund.

1.1 Purinnukleotidstoffwechsel

Die Voraussetzung fiir das Wachstum einer Pflanze ist die Verfiigbarkeit von Licht, Kohlendioxid,
Wasser und Mineralien. Dabei stellt vor allem der Stickstoffgehalt des Bodens einen limitierenden
Faktor fiir die Erndhrung und das Wachstum der Pflanzen dar (Date, 1973; Hardy und Havelka, 1975).
Stickstoff ist Bestandteil von Aminosduren, aus denen wiederum Proteine synthetisiert werden. Au-
Berdem ist er groBer Menge in Chlorophyll und den Nukleinsduren enthalten.

Deoxyribonukleinsdure (DNA) und Ribonukleinsdure (RNA) sind aus verschiedenen Purin- und Py-
rimidinnukleotiden aufgebaut. Dabei handelt es sich um Verbindungen, die eine Nukleobase, den
Zucker (Deoxy-)Ribose sowie einen bis drei Phosphatreste enthalten. Abhéngig von deren Anzahl
spricht man von einem Nukleosidmonophosphat (NMP), -diphosphat (NDP) oder -triphosphat (NTP).
Die Unterscheidung in Purin- und Pyrimidinnukleotide basiert auf der Art der jeweiligen Nukleobase.
Beide Stoffgruppen gehoren zu den Heterocyclen. Die Pyrimidinbasen Uracil, Thymin und Cytosin
sind sechsgliedrige heterocyclische Verbindungen mit zwei Stickstoffatomen im Ringsystem. Gua-
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nin, Adenin, Xanthin und Hypoxanthin bilden die Gruppe der Purinbasen. Der Grundkorper dieser
Verbindungen ist das heterobicyclische Purinringsystem. Dieses besteht aus einem Pyrimidin- sowie
einem Imidazolring und enthilt vier Stickstoffatome. Die Struktur der Purinnukleotide ist in Abbil-
dung 1.1 noch einmal genauer dargestellt.

Nicht alle oben genannten Purin- und Pyrimidinbasen kommen in den Nukleinsduren vor. Adenin,
Guanin, Thymin und Cytosin sind in den Nukleotiden der DNA enthalten, wihrend in der RNA an-
stelle von Thymin Uracil auftritt. Nukleotide, die die Basen Xanthin und Hypoxanthin enthalten, sind

Zwischenprodukte des Purinnukleotidstoffwechsels.

A B
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HO—P—O0—P—0—P—0 Base N— XN N NH
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Nukleosidmonophosphat <N | NH <N | NH
— \ PN N\
Nukleosiddiphosphat N NH X0 N N)
Nukleosidtriphosphat Xanthin Hypoxanthin

Abbildung 1.1 — Aufbau der Purinnukleotide. A: Der allgemeine Aufbau der Purinnukleotide ist hier
schematisch dargestellt. Dabei sind mit Nukleotiden die Nukleosidmono-, -di-, und -triphosphate gemeint.
Die Nukeloside bestehen aus einer Nukelobase und Deoxyribose (R = H) oder Ribose (R = OH). Die
Deoxynukleotide sind die Bestandteile der DNA wihrend Nukleotide in RNA vorkommen. B: Hier sind
die Strukturen der Purinbasen dargestellt.

1.1.1 De novo Synthese der Purinnukleotide

Die Purinnukleotide werden aus kleinen Vorldufermolekiilen synthetisiert. Dazu gehoren die Ami-
nosduren Glycin, Glutamin und Asparaginsdure, der aktivierte Zucker Phosphoribosylpyrophosphat
sowie 10-Formyltetrahydrofolsdure und Kohlendioxid.

In Mikroorganismen und Tieren wurde dieser Stoffwechselweg eingehend untersucht. Dabei wurde
beobachtet, dass die beteiligten Enzyme in einem Multienzymkomplex, dem Purinsom, vorliegen.
Mithilfe biochemischer und molekularbiologischer Methoden, konnte gezeigt werden, dass Pflanzen
Purinnukleotide in dhnlicher Weise synthetisieren. Die Gene der beteiligten Enzyme in Arabidopsis
thaliana konnten identifziert werden. Dabei wurden jedoch keine Multienzymkomplexe nachgewie-
sen (Reviews: Stasolla et al., 2003; Zrenner et al. 2006).

Das Produkt der de novo Synthese ist Inosinmonophosphat (IMP). Dieses bildet den Ausgangsstoff
fiir die Synthese von Adenosinmonophosphat (AMP) und Guanosinmonophosphat (GMP).
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1.1.2 Purinnukleotidabbau und -recycling

Der Katabolismus der Purinnukleotide ldsst sich in zwei Phasen unterteilen: In der ersten Phase wer-

den die Nukleosidmonophosphate in mehreren Schritten zu Xanthin umgesetzt (Nummer 1 bis 8a in

Abb. 1.2). Im zweiten Teil wird der Purinring des Xanthins schrittweise abgebaut (Nummer 8b bis 18

in Abb. 1.2).

AMP

lm) )

l<4>

9) Inosin

l(e)

Cytosol

(8a)

l<4>

Xanthosin

l(e)

— Hypoxanthin —» Xanthin

l(eb)

Harnsaure

1(10)

()

8

Ul

(11)

—>IMP —~ 5% XMP ———» GMP %

i<4>

Guanosin

i<6>

Guanin—

(12)

Harnsaure —» HIU —»

Peroxisom

OHCU

Glyoxylat

2NH, + CO, q“&

Ureidoglycolat

NH, ‘\T(”)

Ureidoglycin

NH, + CO, ‘4(16)

Allantoat

T<15>

Allantoin

(14)
L:’))» Allantoin

Abbildung 1.2 — Schematische Darstellung des Purinnukleotidabbaus in Arabidopsis. Da der Ab-
bau der Nukleotide zu Xanthin nicht vollstindig aufgeklért ist, sind zum Teil Enzyme aufgefiihrt, die
nur mutmaBlich an diesem Stoffwechselweg beteiligt sind (Reviews Stasolla et al., 2003; Zrenner et al.,
2006). Die Transportmechanismen fiir Harnsdure und Allantoin sind ebenfalls nicht aufgeklirt. Die am
Abbau von Xanthin beteiligten Enzyme hingegen sind vollstindig bekannt (Review Werner und Witte,
2011). 1: AMP-Deaminase, 2: IMP-Dehydrogenase oder Phosphotransferase, 3: GMP-Synthetase oder
Phosphotransferase, 4: 5’-Nukleotidase, 5: Guanosindeaminase, 6: Nukleosidhydrolasen, 7: Guanindea-
minase, 8a, 8b: Xanthindehydrogenase, 9: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase, 10: Trans-
port von Harnsdure ins Peroxisom, 11: Uratoxidase, 12 und 13: Allantoinsynthase, 14: Transport von
Allantoin ins ER, 15: Allantoinamidohydrolase, 16: Allantoatamidohydrolase, 17: Ureidoglycinaminohy-
drolase, 18: Ureidoglycolatamidohydrolase, ER: Endoplasmatisches Retikulum

1.1.2.1 Abbau von Xanthin

Die Reaktionen des zweiten Teils des Purinnukleotidabbaus sowie die daran beteiligten Enzyme wur-

den vollstindig aufgeklirt (Review Werner und Witte, 2011). Dabei wird zunédchst Xanthin durch

die Xanthindehydrogenase zu Harnséure oxidiert (Hesberg et al., 2004). Wihrend diese Reaktion im

Cytosol katalysiert wird, erfolgt der weitere Abbau in den Peroxisomen. Wie Harnsdure in dieses
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Kompartiment transportiert wird, ist bislang nicht bekannt. Harnsiure wird, iiber die Zwischenstu-
fen 5-Hydroxyisourat (HIU) und 2-Oxo-4-Hydroxy-4-Carboxy-5-Ureidoimidazolin (OHCU), zu S-
Allantoin abgebaut. Diese Reaktionen werden von der Uratoxidase und der Allantoinsynthase kata-
lysiert (Kahn et al., 1998; Ramazzina et al., 2006). Allanotin wird anschliefend in das Endoplasmati-
sche Retikulum transportiert, dort findet der weitere Abbau statt (Abb. 1.3). Auch dieser Transportme-
chanismus ist bislang nicht aufgeklirt (Werner und Witte, 2011). Im Endoplasmatischen Retikulum
wird zunichst der Imidazolring des Allantoins gedffnet. Diese Reaktion wird durch die Allantoina-
midohydrolase katalysiert, es entsteht Allantoinsdure (Werner et al., 2008). Der im Purinringsystem
gebundene Stickstoff wird in den folgenden Reaktionen schrittweise freigesetzt. Zunéchst wird Allan-
toinsdure durch die Beteiligung der Allantoatamidohydrolase zu Ureidoglycin umgesetzt (Werner et
al., 2010; Serventi et al., 2010). Dieses wird in zwei Schritten zu Hydroxyglycin abgebaut. Daran
sind zwei weitere Enzyme beteiligt: Die Ureidoglycinaminohydrolase und die Ureidoglycolatami-
dohydrolase (Werner et al., 2010; Serventi et al., 2010). Hydroxyglycin kann spontan zu Glyoxylat
und Ammoniak zerfallen. Im Laufe des Xanthinabbaus werden insgesamt vier Molekiille Ammoniak

freigesetzt.
o
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Abbildung 1.3 — Ureidabbau im Endoplasmatischen Retikulum. Das Ureid Allantoin wird durch die
Allantoinamidohydrolase (Allantoinase) zu Allantoat hydrolysiert. Dieses wird durch die Allantoatami-
dohydrolase (AAH) zu Ureidoglycin, Kohlendioxid und Ammoniak abgebaut. Die Ureidoglycinaminohy-
drolase (UGlyAH) katalysiert die Reaktion von Ureidoglycin zu Ammoniak und Ureidoglycolat. Letzteres
wird durch die Ureidoglycolatamidohydrolase (UAH) zu Hydroxyglycin, Ammoniak und Kohlendioxid
abgebaut. In einem letzten Schritt werden, vermutlich durch nicht-enzymatischen Zerfall, Glyoxylat und
Ammoniak frei. Modifiziert nach Werner und Witte, 2011

1.1.2.2 Abbau der Nukleosidmonophosphate zu Xanthin

Wihrend alle am Abbau von Xanthin beteiligten Enzyme identifiziert wurden, sind die Reaktionen,

die von den Nukleosidmonophosphaten zu Xanthin fithren nicht vollstdndig aufgeklért. Der Kata-
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bolismus der Monophosphate erfordert verschiedene Reaktionen, wie Dephosphorylierung, Oxidati-
on und Deaminierung. An der Dephosphorylierung der NMPs sind wahrscheinlich 5’Nukleotidasen
beteiligt, eine entsprechende Enzymaktivitidt wurde in Mais (Zea mays) beobachtet (Zrenner et al.,
2006). Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit der Umwandlung von IMP zu XMP sowie von XMP
zu GMP. Die Reaktionen konnten durch eine IMP-Dehydrogenase und eine GMP-Synthetase kataly-
siert werden. Dariiber hinaus besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass Phosphortransferasen diese
Reaktionen katalysieren (Stasolla et al., 2003)

Nach der Dephosphorylierung der Nukleotide wird der Riboserest hydrolytisch abgespalten. In Ara-
bidopsis thaliana konnten die Enzyme Nukleosidhydrolase 1 und 2 identifiziert und charakterisiert
werden, die an der Hydrolyse von Xanthosin und moglicherweise auch Inosin beteiligt sind (Jung
et al. 2009 und 2011; Riegler et al., 2011). Die Aktivitit einer Inosin-Guanosin-Hydrolase wurde in
Gelber Lupine (Lupinus luteus), Topinambur (Heliantus tuberosus) und Kartoffel (Solanum tubero-
sum) beobachtet (Guranowski, 1982; LeFloc’h und Lafleuriel 1981; Katahira et al., 2006).

Der Abbau der Purinnukleotide AMP und GMP erfordert jeweils eine Deaminierungsreaktion, bei
der die exocyclische Aminogruppe der jeweiligen Verbindung hydrolytisch abgespalten wird. Die-
se Reaktion kann theoretisch am Nukleotid, am Nukleosid oder an der Nukleobase stattfinden. Die
meisten Lebewesen besitzen eine Adenosindeaminase. Pflanzen bilden hier eine Ausnahme, die De-
aminierung von Adenosin konnte nicht nachgewiesen werden (Stasolla et al., 2003). Bei Analysen
verschiedener Gewebe von Spinat (Spinacia oleracea), Tompinambur (Helianthus tuberosus) und
Erbse (Pisum sativum) konnte gezeigt werden, dass in Pflanzen AMP deaminiert wird (Stasolla et
al., 2003). Dariiber hinaus konnte in Arabidopsis thaliana das fiir die AMP-Deaminase kodierende
Gen identifiziert werden (Xu et al., 2005).

1.1.3 Guanindeaminasen

Die Deaminierung des Guanylrests wird bei vielen Organismen durch eine Guanindeaminase (GDA)
katalysiert (Abb. 1.4). So konnte diese enzymatische Reaktion sowohl bei Prokaryoten als auch Euka-
ryoten nachgewiesen werden (Liaw et al., 2004; Maynes et al., 2000; Yuan et al., 1999; Paletzki et al.,
2002). Entsprechende Gene wurden unter anderem in den Prokaryoten Escherichia coli und Bacillus
subtilis, der Hefe Saccharomyces cerevisiae sowie in Mausen und Menschen identifiziert (Maynes
et al., 2000; Nygaard et al., 2000; Saint-Marc et al., 2004; Paletzki et al., 2002; Yuan et al., 1999).
Guanindeaminasen konnen zwei verschiedenen Proteinsuperfamilien zugeordnet werden: (i) der Su-
perfamilie der Amidohydrolasen oder (ii) der Superfamilie der Cytidin-/Deoxycytidylat-Deaminasen.
Zu (i) zdhlen unter anderem die GDAs aus E. coli, S. cerevisiae, Mdusen und Menschen. Die GDA
aus B. subtilis gehort zur zweiten Gruppe. Die Proteine beider Superfamilien nutzen Metallionen als

Kofaktoren fiir die Deaminierung.

10
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Abbildung 1.4 — Deaminierung von Guanin. Dargstellt ist die, durch die Guanindeaminase katalysierte,
Deaminierung von Guanin zu Xanthin. Dabei wird die exocyclische Aminogruppe des Guanins hydroly-
tisch und irreversibel abgespalten.

1.1.3.1 Deaminasen der Amidohydrolase-Superfamilie

Die Deaminasen der Amidohydrolase-Superfamilie weisen eine TIM-Barrel Domine in jedem Mono-
mer auf (Seibert et al., 2005). Dieses Tertidrstrukturelement besteht aus acht parallelen 3-Faltblittern,
die iiber acht «-Helices miteinander verbunden und in Form eines Fasses (barrel) angeordnet sind.
Den Namen erhielt diese Struktur von der Triosephosphat-Isomerase (TIM).

Einige Amidohydrolasen enthalten mehrere Metallbindestellen pro Untereinheit (Lai et al., 2004).
Die meisten Deaminasen, die zu dieser Proteinfamilie gehoren, nutzen Zinkionen als Kofaktoren. Die
Koordinierung des Metallions geschieht mit Hilfe zweier Histidinreste, die in dem, neun Aminoséu-
ren umfassenden, Motiv PGX[V/I|DXH[T/V/I]H auftreten (Maynes et al., 2000).

1.1.3.2 Deaminasen der Cytidin-/Deoxycytidylat-Deaminase Superfamilie

Die Mitglieder der Cytidin-/Deoxycytidylat-Deaminase Superfamilie haben eine «-[3-o-Faltung mit
fiinf 3-Stringen. Zu diesen Proteinen zdhlen neben den GDAs auch Cytidindeaminasen, Cytosindea-
minasen, dCMP-Deaminasen, Riboflavinbiosynthese-Enzyme sowie RNA-editierende Enzyme (Liaw
et al., 2004; Ko et al., 2003; Ouyang et al., 2010; Delannoy et al., 2009).

All diese Deaminasen katalysieren die irreversible und zinkabhingige Hydrolyse einer Aminogruppe
zu einer Ketogruppe. Die vergleichende Sequenzanalyse der GDA von B. subtilis mit der Cytosin-
deaminase aus S. cerevisiae sowie verschiedener Cytidindeaminasen zeigte, dass Aminosduren, die
am katalytischen Mechanismus beteiligt sind, konserviert sind. Gleiches gilt fiir die strukturbilden-
den und zinkbindenden Aminoséuren. Die Koordinierung des Metallions wird durch die Motive HXE
(oder CXE) und PCXXC vermittelt (Liaw et al., 2004). Dariiber hinaus konnte mit Hilfe der Kristall-
strukturanalyse der GDA aus B. subtilis nachgewiesen werden, dass das Protein als Dimer vorliegt.
Dabei wurde auch gezeigt, dass eine Uberlagerung beider Untereinheiten stattfindet (domain swap-
ping). Der C-Terminus eines Monomers ist an der Bildung des aktiven Zentrums im anderen Mono-
mer beteiligt (Liaw et al., 2004). Die C-terminale Aminosédure Tyrosin ist dabei mit verantwortlich fiir
die Bindung von Guanin. Auch die anderen an der Substratbindung beteiligten Aminoséduren konnten,
mithilfe der Kristallstruktur, identifiziert werden (Abb. 1.5; Liaw et al., 2004; Yao et al., 2007)

11
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Abbildung 1.5 — Modell der Guaninbindung in der Guanindeaminase (GDA) von Bacillus subti-
lis. Mithilfe von Kristallstrukturanalysen der GDA von B. subtilis, konnten die Aminosduren ermittelt
werden, die fiir die Koordinierung des Substrats im aktiven Zentrum verantwortlich sind. Dabei wurde
auch gezeigt, dass die C-terminale Aminosédure eines Monomers (Tyr156’) an der Bindung von Guanin
im anderen Monomer beteiligt ist. Yao et al., 2007

1.1.3.3 Guanindeaminasen in Pflanzen

Bei Pflanzen wurde in Mesophyllzellprotoplasten von Tabak (Nicotiana tabacum) die Deaminierung
radioaktiv-markierten Guanins beobachtet (Barankiewicz und Paszkowski, 1979). Auflerdem konnte
eine Proteinfraktion aus Teeblittern aufgereinigt werden, die ebenfalls diese Reaktion katalysierte
(Negishi et al., 1994). Ein fiir eine Guanindeaminase kodierendes Gen wurde bislang jedoch fiir keine

Pflanze beschrieben.

1.1.4 Recycling der Purinnukleotide

Neben dem Abbau der Purinnukleotide, kdnnen diese auch aus verschiedenen Zwischenprodukten
des Stoffwechselweges recycelt werden (Abb. 1.6). Diese Reaktionen werden salvage-Reaktionen,
also Bergungsreaktionen, genannt. Sie haben den Vorteil, das bei dieser Art der Nukleotidsynthese
weniger Energie verbraucht wird als bei der de novo Synthese.

Die Purinbasen konnen zum Beispiel durch die Beteiligung von Phosphoribosyltransferasen zu den
entsprechenden Nukleosidmonophosphaten umgesetzt werden. In Arabidopsis wurde sowohl eine
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase als auch eine Adeninphosphoribosyltransferase be-
schrieben (Liu et al., 2007; Lee und Moffatt, 1994).

12
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Auch die Nukleoside konnen als Ausgangsstoff fiir das Recycling genutzt werden. So konnten zum
Beispiel in Kartoffeln die Aktivititen von Adenosin- und Inosin-Guanosinkinasen nachgewiesen wer-
den (Katahira et al., 2006). In Arabidopsis wurde das Gen der Adenosinkinase identifiziert (Moffatt
et al., 2000).

Monophosphat
ADP NR
PPi (3)] \4)
ATP NMP
(1) Nukleosid
PRPP Pi
(2)
Ribose-1-P
Nukleobase

Abbildung 1.6 — Schematische Darstellung des Purinnukleotidrecyclings. Die Nukleotide konnen aus
verschiedenen Zwischenprodukten des Abbauweges recycelt werden. Abgebildet sind die Reaktionen, die
laut Stasolla et al., 2003 am Recycling beteiligt sein konnten. Reaktion 2 spielt wahrscheinlich kaum
eine Rolle im Recycling der Nukleotide. 1: Phosphoribosyl-Transferase, 2: Nukleosidphosphorylase, 3:
Nukleosidkinase, 4: Nukleosidphosphotransferase

1.2 Spezielle Funktionen des Purinnukleotidabbaus

Der Abbau der Purinnukleotide dient in verschiedenen Pflanzenarten nicht nur der Riickgewinnung
des gebundenen Stickstoffs. Vielmehr ist dieser Stoffwechselweg sowohl am Export von Stickstoff
aus den Wurzeln bestimmter Leguminosen beteiligt (1.2.1) als auch an der Synthese von Purinal-
kaloiden in koffein- und theobrominhaltigen Pflanzen (1.2.2). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass
Seneszenz und Dunkelstress eine Akkumulation der Ureide verursachen. Es wird vermutet, dass die-
se Metabolite eine schiitzende Funktion bei oxidativem Stress besitzen (Brychkova et al., 2008). Auch
im Zusammenhang mit Trockenstress wurde eine Funktion der Ureide zum Schutz vor reaktiven Sau-
erstoffspezies diskutiert (Watanabe et al., 2010).

1.2.1 Ureid-exportierende Pflanzen

In bestimmten Leguminosen haben die Biosynthese und der Abbau der Purinnukleotide eine zu-
sétzlich Funktion bei der Stickstoffversorgung. Die meisten dieser Pflanzen, wie zum Beispiel die
Sojabohne gehen Symbiosen mit stickstofffixierenden Bakterien, zum Beispiel Rhizobien, ein. In den
symbiotischen Knollchen (Noduli) wird Luftstickstoff in Ammoniak umgewandelt und so fiir die

Pflanze nutzbar gemacht (Schubert, 1986). Nach Assimilation des Ammoniaks in die Aminosdure
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Glutamin, kann dieser Metabolit fiir die de novo Synthese von Purinnukleotiden genutzt werden.
Das fiihrt dazu, dass der grofite Teil des gebundenen Stickstoffs in Wurzeln in Form der Nukleoti-
de vorliegt. Durch den Abbau dieser Verbindungen werden die Ureide Allantoin und Allantoinsédure
freigesetzt. Diese dienen dem Transport des gebundenen Stickstoffs von den Knoéllchen zum Spross

und tragen so zur Stickstoffversorgung der Pflanze bei (Schubert, 1986).

1.2.2 Purinalkaloid-produzierende Pflanzen

Neben der Bedeutung des Purinnukleotidkatabolismus fiir die Remobilisierung von Stickstoff, stellt
er bei einigen Pflanzen auch den Ausgangspunkt fiir die Synthese von Purinalkaloiden dar. Zu diesen
Sekundédrmetaboliten gehoren verschiedene Methylxanthin- und Methylharnsdurederivate (Ashiha-
ra und Crozier, 1999). Methylxanthine wurden in circa 100 Pflanzenarten nachgewiesen (Ashihara
und Suzuki, 2004). In hoher Konzentration kommen diese Verbindungen jedoch nur in einer be-
grenzten Anzahl von Pflanzenspezies vor. Dazu zidhlen unter anderem Tee, Kaffee und Kakao. Die
bekanntesten Methylxanthinderivate sind Koffein (1,3,7-Trimethylxanthin) und Theobromin (3,7-
Dimethylxanthin). Koffein wurde zu Beginn der 1820er Jahre aus Tee und Kaffee isoliert, die Biosyn-
these und der Abbau waren aber lange nicht vollstindig aufgeklirt. Erst 1999 wurde die Aufreinigung
der Koffeinsynthase aus Teeblittern beschrieben, ein Jahr spiter folgte die Klonierung des kodieren-
den Gens (Kato et al., 1999; Kato et al., 2000).

Die Biosynthese von Koffein geht von Xanthosin und damit von einem Intermediat des Purinnukleo-
tidkatabolismus aus (Abb. 1.7). Die Methylgruppen fiir die Koffeinsynthese werden von S-Adenosyl-
methionin zur Verfiigung gestellt. Experimente mit radioaktiv-markierten Vorstufen zeigten, dass zu-
nichst Xanthosin zu 7-Methylxanthosin methyliert wird. AnschlieBend wird der Riboserest abgespal-
ten und das entstehende 7-Methylxanthin durch eine weitere Methylierung zu Theobromin umgewan-
delt. Nach einem dritten Methylierungsschritt ist die Synthese von Koffein beendet (Koshiishi et al.,
2001).

Der Kofteingehalt der Samen verschiedener Coffea-Spezies liegt zwischen 0.4 und 2.4 % des Tro-
ckengewichts (Mazzafera und Carvalho, 1992). In jungen Teeblittern (Camellia sinensis) betrdgt der
Koffeingehalt zwei bis drei Prozent des Trockengewichts (Ye et al., 1997). Im Gegensatz zu Teeblét-
tern und Kaffeesamen enthalten die Samen von Kakao (Theobroma cacao) mehr Theobromin (2.2 bis
2.7 %) als Koffein (0.6 bis 0.8 %; Senanayake und Wijesekera, 1971). Metabolitanalysen sich entwi-
ckelnder Kakaosamen zeigten, dass der Gehalt an Theobromin und Koffein mit steigendem Alter der
Samen zunimmt (Pereira-Caro et al., 2013).

Die physiologische Funktion von Purinalkaloiden in der Pflanze ist bislang nicht ausreichend aufge-
klart. Es bestehen jedoch zwei Hypothesen zu ihrer Funktionalitdt. Zum Beispiel wird angenommen,
dass die hohen Konzentrationen dieser Verbindungen in Bléttern und Samen der Pflanzen junge Ge-
webe vor dem Befall von Pathogen und Herbivoren schiitzen. Aulerdem wird eine allelopathische

beziehungsweise autotoxische Funktion von Koffein diskutiert. Die Vermutung dabei ist, dass das
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Purinalkaloid, sobald es aus abgefallenen Bléttern und Samenschalen in den Boden freigesetzt wur-
de, die Keimung von Samen nahe der Mutterpflanze verhindert. Es ist jedoch noch nicht ausreichend
geklirt, ob Koffein im Okosystem diese Funktion besitzt (Review Ashihara et al., 2011).

)o . SAM SAH )o + CH3 H,0 Ribose 0 CH3
N HN N HN N
I ANL g o SRS
07 NT N Q) 07N~ "N (2) 0" >N" N

H H H

HOH ,C.__-O HOH ,C.__-O
7-Methylxanthin
OH OH OH OH
Xanthosin 7-Methylxanthosin SAM
(3)
SAH
0 /CH3 SAH SAM 0 /CH3
H3C\N N HN N
Jo 2 M P W
0 N "N (4) 0" ™N N
| |
CH; CH;
Koffein Theobromin

Abbildung 1.7 — Biosynthese von Koffein ausgehend von Xanthosin. Dargestellt sind die einzelnen
Schritte der Koffeinbiosynthese und mit den beteiligten Enzymen. 1: 7-Methylxanthosinsynthase, 2: N-
Methylnukleosidase, 3: Theobromisynthase, 4: Koffeinsynthase, SAM: S-Adenosylmethionin, SAH: S-
Adenosylhomocystein. Modifiziert nach Ashihara et al., 2011

1.3 Phéanotypische Analysen von Nukleotidabbaumutanten

1.3.1 Xanthindehydrogenase-Mutanten

Fiir Arabidopsismutanten bei denen mit Hilfe von RNA-Interferenz (RNAi) die Expression der Xan-
thindehydrogenase (XDH) stillgelegt wurde, konnte ein Einfluss des Enzymverlusts auf das Wachs-
tum beobachtet werden. So waren Pflanzen mit reduzierter XDH-Aktivitit wihrend der vegetativen
Phase deutlich kleiner als der Wildtyp, sowohl in Bezug auf die GroBe selbst als auch auf die Anzahl
und Grofe der Rosettenblitter (Nakagawa et al., 2007). Weiter beschreiben die Autoren, dass dieser
Unterschied auch wihrend der reproduktiven Phase bestehen blieb. Die Pflanzen blithten zwar zum
gleichen Zeitpunkt, erreichten jedoch nicht die gleiche Sprosslinge wie der Wildtyp. Auch die An-
zahl und das Gewicht der Samen waren bei den Mutanten geringer und sie zeigten eine beschleunigte

Seneszenz. Dies wurde sowohl anhand einer fritheren Gelbfarbung der Blitter und dem damit ver-

15



EINLEITUNG

bundenen geringeren Chlorophyllgehalt als auch der Aktivierung von Seneszenzmarkergenen deut-
lich (Nakagawa et al., 2007). Die Autoren gehen davon aus, dass zwischen dem Verlust der XDH und
den beobachteten Phédnotypen ein Zusammenhang besteht. Die beschleunigte Senesenz stellt eine
physiologische Reaktion auf eine Stickstofflimitierung beziehungsweise ein hohes Kohlenstoff-zu-
Stickstoff-Verhiltnis (C:N) dar (Diaz et al., 2008; Masclaux-Daubresse et al., 2008). Da die XDH am
Purinnukleotidabbau beteiligt ist und damit an der Stickstoffremobilisierung, wird davon ausgegan-
gen, dass die XDH-RNAi-Linien wihrend der Alterung eine Stickstofflimitierung erfahren. (Nakaga-
wa et al., 2007).

Die Seneszenz von xdhl-Mutanten (RNAi und T-DNA) im Vergleich zum Wildtyp wurde genauer
untersucht (Brychkova et al., 2008). Dabei wurde mit zunehmendem Alter ein Ansteigen der Xan-
thinkonzentration in den Rosettenblittern der Mutanten nachgewiesen. Im Wildtyp war dies nicht zu
beobachten, hier war hingegen eine Erhohung der Allantoin- sowie Allantoinsdurekonzentration mit
zunehmendem Blattalter zu beobachten. Beides zeigte, dass der Purinnukleotidstoffwechsel wihrend
der Seneszenz verstirkt ablief (Brychkova et al., 2008).

AuBer der natiirlichen Seneszenz nutzten die Autoren die Moglichkeit diesen Prozess durch anhal-
tende Dunkelheit zu induzieren. Dazu wurden xdhI-Mutanten und Wildtyppflanzen fiir sechs Tage
der Dunkelheit ausgesetzt. Die Mutanten wiesen anschlieBend deutlich mehr Blattschadigungen so-
wie einen geringeren Gehalt an Chlorophyll und Proteinen auf (Brychkova et al., 2008). Auch konnte
im Verlauf der sechs Tage ein Anstieg der Konzentration von Xanthin in den Mutanten sowie von
Allantoin und Allantoinsdure im Wildtyp beobachtet werden. Der Purinnukleotidabbau und die XDH
scheinen also auch wihrend der induzierten Seneszenz ein wichtige Rolle zu spielen. Aus der Akku-
mulation von Allantoin und Allantoinsdure sowie weiteren Experimenten schlieBen die Autoren auf
eine wichtige Rolle beider Ureide im Zusammenhang mit dem Dunkelstress. Sie stellen die Hypothe-
se auf, dass diese Verbindungen zum einen als transportable Metabolite genutzt werden kénnen und

zum anderen die Zelle vor reaktiven Sauerstoffspezies schiitzen (Brychkova et al., 2008).

1.3.2 Nukleosidhydrolase-Mutanten

In Anlehnung an den oben genannten Versuch wurde die Bedeutung der Nukleosidhydrolase 1 (NSH1)
bei anhaltender Dunkelheit untersucht (Jung et al., 2011). Pflanzen einer entsprechenden T-DNA-
Insertionslinie (nsh1-1) wurden fiir fiinf Tage im Dunkeln gehalten. AnschlieBend war eine deutlich
stiarkere Gelbfiarbung der Blitter der nsh1-1 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp zu beobachten, ver-
bunden mit einer Akkumulation von Inosin, Uridin und Xanthosin. Auch die Expression von Senes-
zenzmarkergenen war in den Mutanten hoher als im Wildtyp. Aus dieser Ahnlichkeiten zum Phinotyp
der xdh-Mutanten bei anhaltender Dunkelheit (Brychkova et al., 2008), schlieSen auch Jung und Kol-
legen, dass eine Beeintrichtigung des Purinnukleotidkatabolismus zu beschleunigter Seneszenz bei
anhaltender Dunkelheit fiihrt (Jung et al., 2011).

Auller des Effekts eines NSHI -Verlusts wihrend der induzierten Seneszenz, beobachteten die Au-
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toren bereits in fritheren Studien einen Einfluss auf die Keimung der Samen (Jung et al., 2009). So
wurde festgestellt, dass sowohl NSH1-Uberexpressoren als auch eine Stilllegungsmutante langsamer
keimten als der Wildtyp. Die verringerte NSHI-Expression in der Stilllegungsmutante fiihrte dabei

zur stiarksten Keimungsverzogerung.

1.3.3 Dihydropyrimidindehydrogenase-Mutanten

Mit der Nukleosidhydrolase 1 wurde ein Enzym untersucht, dass sowohl eine Funktion im Purin- als
auch im Pyrimidinnukleotidkatabolismus besitzt. Auch Verlustmutanten anderer, am Abbau der Py-
rimidinnukleotide beteiligter, Enzyme wurden hinsichtlich ihrer Phanotypen untersucht. Die Analyse
von T-DNA-Insertionsmutanten des PYD1-Gens zeigte, dass sich der Verlust der dadurch kodierten
Dihydropyrimidindehydrogenase ebenfalls auf Entwicklungsprozesse der Pflanze auswirkt (Corneli-
us et al., 2011).

Die entsprechenden pydI-Mutanten keimten langsamer als der Wildtyp und Pflanzen von PYDI-
Uberexpressionslinien. Dieser Unterschied in der Entwicklung war wihrend des gesamten Wachs-
tums der Pflanzen sichtbar, so waren die pydl-Mutanten auch nach sechs Wochen deutlich kleiner
als der Wildtypen und die Uberexpressoren. Auch die Bliite setzte zuerst bei Pflanzen der Uberex-
pressionslinien ein, dann beim Wildtyp und zuletzt bei Pflanzen der T-DNA-Insertionslinie. Am Ende
der Wachstumsphase konnten von den Uberexpressoren signifikant mehr Samen geerntet werden,
als vom Wildtyp und den Verlustmutanten. Letztere bildeten zudem weniger Samen als der Wildtyp
(Cornelius et al., 2011).

1.4 Dunkelheit zur Seneszenzinduktion

Im vorhergehenden Abschnitt wurde beschrieben, dass sowohl der Verlust der Xanthindehydrogenase
als auch der Nukleosidhydrolase 1 einen Einfluss auf das Wachstum von Arabidopsis thaliana wih-
rend einer lingeren Dunkelphase hat.

Anhaltende Dunkelheit wird genutzt um Seneszenz in einzelnen Blitter oder der gesamten Pflanzen
auszulosen und deren Effekte zu untersuchen (Lin und Wu 2004; Thimm et al., 2004). Dieses Ver-
fahren hat den Vorteil, dass in den betroffenen Geweben die entsprechenden Prozesse synchron in
allen Zellen auftreten. Wéhrend der natiirlichen Entwicklung der Pflanze ist dies nicht der Fall. Das
erschwert die Erforschung dieses Entwicklungsabschnitts.

Im Rahmen der natiirlichen Blattalterung werden Prozesse in Gang gesetzt, die zur Remobilisierung
von Nihrstoffen aus den alternden Blittern hin zu wachsenden Geweben fiihren (Hortensteiner und
Feller, 2002). Die Genexpression wihrend der Seneszenz wird durch das komplexe Zusammenspiel
verschiedener Signaltransduktionswege gesteuert. Daran sind unter anderem auch die durch Ethylen,
Jasmonsdure beziehungsweise Salicylsdure vermittelten Signalkaskaden beteiligt (Grbic und Blee-
cker, 1995; He et al., 2002; Morris et al., 2000).
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Bei entwicklungsbedingter Seneszenz wird die Photosynthese, wenn auch vermindert, fortgesetzt.
AuBerdem ist in natiirlich seneszierenden Blittern in der Regel ein hohes Kohlenstoff-zu-Stickstoff
Verhiltnis messbar (Diaz et al., 2008; Masclaux-Daubresse et al., 2008).

Transkriptomanalysen zeigten, dass die Vorgédnge bei induzierter Seneszenz nicht vollstandig mit de-

nen bei entwicklungsbedingter Seneszenz iibereinstimmen (Buchanan-Wollaston et al., 2005). Durch

Seneszenz wird induziert

v \

Alternative Flavonoide? Flavonoidsynthese
Mobilisierung von Asparagin Mobilisierung von Glutamin
Fettsaureabbau Aktivierung von SAG12
Saccharose- /Trehaloseabbau Aktivierung von Kinasen

\4

Aktivierung von Hydrolasen
Aktivierung des Katabolismus

Abbildung 1.8 — Vergleich der Prozesse bei induzierter und entwicklungsbedingter Seneszenz. An-
haltende Dunkelheit 16st einen Mangel an Kohlenhydraten in der Pflanze aus. Dieser fiihrt zu einer Um-
stellung des Stoffwechsels. Dabei werden teilweise andere Prozesse ausgelost als bei der natiirlichen Se-
neszenz. blau eingerahmt: charakteristische Prozesse bei dunkel-induzierter Seneszenz; gelb eingerahmt:
charakteristische Prozesse bei natiirlicher Seneszenz; orange eingerahmt: Prozesse, die bei beiden Formen
der Seneszenz beobachtet wurden. Modifiziert nach Buchanan-Wollaston et al., 2005

die fehlende Photosynthese wihrend der andauernden Dunkelheit entsteht in der Pflanze ein Mangel
an Kohlenhydraten. Die Expression von Genen deren Produkte am Abbau von Saccharose beteiligt
sind, nimmt wihrend der dunkelinduzierten Seneszenz zu (Lin und Wu 2004; Thimm et al., 2004;
Buchanan-Wollaston et al., 2005). Metabolomanalysen zeigten zudem, dass der Gehalt an Stirke,
Saccharose und reduzierenden Zuckern in den Rosetten von Arabidopsis wihrend einer sechstdgigen
Dunkelphase drastisch sinkt (Gibon et al., 2006; Usadel et al., 2008). Bereits am Ende der reguldren
Nacht (10 Stunden) waren lediglich noch 10 % der am Tag gebildeten Stirkemenge in den Blittern
vorhanden. Die Saccharosekonzentration nahm in diesem Zeitraum dhnlich stark ab. Bei einer Ver-
langerung der Nacht sank der Gehalt beider Metabolite noch weiter ab (Usadel et al., 2008). Auch bei

Maispflanzen ist nach der Unterbrechung der Photosynthese durch Dunkelheit eine starke Abnahme
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von loslichen Zuckern, Saccharose, Fructose und Glucose in vielen Geweben zu beobachten (Brou-
quisse et al., 1998). In Arabidopsis thaliana reduziert sich die Konzentration von Glucose-6-phosphat
und Fructose-6-Phosphat in den ersten vier Stunden der verlidngerten Nacht. AnschlieBend steigen
beide wieder leicht an (Usadel et al., 2008). Beide Metabolite werden wihrend der Photosynthese
produziert und unter anderem bei der Synthese von Kohlenhydraten wieder verbraucht. Die starke
Abnahme zu Beginn der zusitzlichen Dunkelphase zeigt, dass sich ein Kohlenhydratmangel einge-
stellt hat, der den Metabolismus einschrinkt. Die Zunahme der Konzentration der Zuckerphosphate
zu einem spiteren Zeitpunkt der Dunkelphase ist ein Anzeichen dafiir, dass der Stoffwechsel sich an
die Mangelsituation anpasst (Usadel et al., 2008).

Der entstehende Zuckermangel ist vermutlich das Hauptsignal bei anhaltender Dunkelheit (Buchanan-
Wollaston et al., 2005). Daraus folgt eine Umstellung des Metabolimus bei der Autophagie ausgelost
wird (Izumi et al., 2013). Dieser Prozess beinhaltet die Degradation von Proteinen, Nukleinsduren
und Lipiden. Auffillig ist dabei, dass Stickstoff bevorzugt in Form von Asparagin transportiert wird
und nicht, wie bei entwicklungsbedingter Seneszenz in Form von Glutamin (Tsai et al., 1990; Usadel
et al., 2008; Miyashita und Good, 2008). Dariiber hinaus wurde ein Anstieg verzweigt-kettiger und
aromatischer Aminosduren beobachtet. Diese kdnnen als alternative respiratorische Quellen in den

Mitochondrien genutzt werden (Review Aratjo et al., 2011).

1.5 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der biochemischen und physiologischen Charakterisie-
rung einer am Abbau von Guanosinmonophosphat (GMP) beteiligten Deaminase von Arabidopsis
thaliana.

Bei vielen Organismen findet die Abspaltung der exocyclischen Aminogruppe des Guanylrestes statt,
nachdem durch Dephosphorylierung von GMP sowie Phosphorolyse oder Hydrolyse von Guanosin
die Nukleobase Guanin enstanden ist. Der Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Hypothese, dass im
Katabolismus der Purinnukleotide von A. thaliana ebenfalls eine Guanindeaminase aktiv ist. Nach
der Identifizierung eines Kandidatenproteins, sollte dieses zur Uberpriifung der Substratspezifitiit so-
wie der Analyse enzymkinetischer Konstanten aufgereinigt und in Aktivitétstests eingesetzt werden.
Zusitzlich zur biochemischen Untersuchung der Enzymreaktion, sollte die subzelluldre Lokalisation
der Deaminase sowie ihr Expressionsprofil in der Pflanze charakterisiert werden. Dabei galt es unter
anderem das Proteinniveau in verschiedenen Geweben zu untersuchen. Zu diesem Zweck musste zu-
nichst ein spezifisch gegen die Deaminase gerichtetes Antiserum generiert werden.

Einen weiteren Aspekt der Arbeit stellte die Analyse der in vivo Funktion sowie der physiologischen
Bedeutung der Deaminase im Purinnukleotidabbau von A. thaliana dar. Aus diesem Grund sollten
die Auswirkungn des Enzymverlusts mit Hilfe von T-DNA-Insertionslinien untersucht werden. Die
Mutanten sollten hinsichtlich ihres Wachstums und ihrer Entwicklung im Vergleich zum Wildtyp so-

wie zu Komplementationlinien iiberpriift werden. Ausgehend von Studien zur Xanthindehydrogenase
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(Brychkova et al., 2008) und zur Nukleosidhydrolase 1 (Jung et al., 2011), wurde der Einfluss anhal-
tender Dunkelheit auf das Wachstum der Deamimansemutanten untersucht.

Die Analyse der Purinmetabolite in A. thaliana war ebenfalls ein Ziel dieser Arbeit. Vorangehend
war die Entwicklung einer Methode notwendig, welche die chromatographische Auftrennung sowie
die UV-Detektion der Nukleobasen, Nukleoside und Nukleotide ermoglicht. Die Anwendung dieser
Messmethodik versprach die Moglichkeit der Analyse des Purinnukleotidabbaus auf der molekularen
Ebene. Dazu sollten Metabolitextrakte des Wildtyps mit denen der Deaminasemutanten verglichen
werden. Auch die Analyse der Metabolite von Verlustmutanten anderer, an diesem Stoffwechselweg
beteiligter, Enzyme sowie von Doppelmutanten sollte zum Erkenntnisgewinn iiber den Katabolismus

von Purinnukleotiden in A. thaliana beitragen.
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2.1 Material
2.1.1 Antibiotika

Tabelle 2.1 — Verwendete Antibiotika.

Antibiotikum Endkonzentration
Ampicillin (Amp) 100 pg ml~!
Carbenicillin (Car) 50 ug ml~!
Gentamycin (Gent) 15 uygml~!
Kanamycin (Kan) 50 uygml~!
Rifampicin (Rif) 50 ugml~!

2.1.2 Bakterienstimme

Tabelle 2.2 — Verwendete Bakterienstimme.

Spezies Stamm Resistenzgene

Escherichia coli K-12 DH10B (Invitrogen) -

Escherichia coli BL21 (DE3) (Novagen) -

Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90RK (Koncz und Schell, Rif?, Gent®, Kan®
1986)

Agrobacterium tumefaciens C58C1::pCH322 (Voinnet et al., 2003) RifR, TetR
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2.1.3 Vektoren

Tabelle 2.3 — Verwendete Ausgangsektoren.

Vektor Charakteristika Verwendung
pJET1.2/blunt ep(pMB1), Amp®, ecod47IR, Pla- Blunt-End-Vektor zum Klonieren von
(Fermentas) cUV5, T7 Promotor PCR-Produkten

pET30a (V4, No-

vagen)
pXNS1pat-Strep

(V41, Cao et al

2010)
pXNS2pat-Strep

(V42, Cao et al.

2010)
pXNS2pat-YFP

(V63, Dahncke und

Witte 2013)

pXCS-YFP (V36,

Feys et al., 2005)

pl2 pCPKI1-GUS
(V21, Matschi et

al., 2013)

p35S::p19 (Voinnet

et al., 2003)

Kan®, T7 Promotor, Lacl, His

ori ColEl, ori

RK2, p35S,

pA35S, BASTAR, Strepll

ori ColEl, ori

RK2, p35S,

pA35S, BASTAR, Strepll

ori ColEl, ori

RK2, p35S,

pA35S, BASTAR, eYFP

ori ColEl, ori

RK2, p35S,

pA35S, BASTAR, eYFP

ori ColEl, ori RK2, pCPK1, S3
Terminator, BASTAR

p358S, p19, Kan®

Vektor fiir His-Fusion und induzierbare
Uberexpression in Escherichia coli

bindrer Vektor fiir N-terminale Strep-
Fusion und Uberexpression in planta, 35S-
Promotor

bindrer Vektor fiir N-terminale Strep-
Fusion und Uberexpression in planta, 35S-
Promotor

bindrer Vektor fiir N-terminale YFP-
Fusion und Uberexpression in planta,
35S-Promotor; im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt

bindrer Vektor fiir C-terminale YFP-
Fusion und Uberexpression in planta, 35S-
Promotor

Vektor fiir die Promotor-GUS Fusion
und Expression in planta, CPK1-Promotor
austauschbar

bindrer Vektor fiir die Expression des Si-
lencing Inhibitors p19
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Tabelle 2.4 — Vektoren zur Expression von Varianten der GSDA. Die Vektoren X5, X9 und P30 wurden
nicht in dieser Arbeit generiert. Sie standen bereits in der AG Witte zur Verfiigung.

Name Sequenz Vektor Klonierung Verwendung
X5 CDS pXNS2pat-  Ncol und BamHI N-terminal Strep-markierte Expres-
Strep sion der GSDA in A. thaliana und
N. benthamiana (GSDA-Strep)
X9 CDS pET30a Ncol und BamHI N-terminal His-markierte Expressi-
on der GSDA in E. coli
X13 CDS pXNS2pat-  Ncol und BamHI N-terminal YFP-markierte Expres-
YFP sion der GSDA in A. thaliana und
N. benthamiana (GSDA-YFP)
X32  Promotor pI2 pCPKI- Ascl und Mfel Analyse der Promotoraktivitét in A.
GUS thaliana
X74  CDS PXNS2- Mutagenese von X5 mit N-terminal Strep-markierte Expres-
patStrep den Primern NO133 und sionder Variante GSDA-YWA in N.
NO0134 benthamiana
X75 CDS pXNS2-pat- Mutagenese von X5 mit N-terminal Strep-markierte Expres-
Strep den Primern X5 NO135 sionder Variante GSDA-HWS in N.
und NO136 benthamiana
X85 CDS pXNS2- Ncol und BamHI N-terminal Strep-markierte Expres-
patStrep sion der Variante GSDA-YWA-C-
term mod. in N. benthamiana
X86 CDS pXNS2- Ncol und BamHI N-terminal Strep-markierte Expres-
patStrep sion der Variante GSDA-HWS-C-
term mod. in N. benthamiana
X89 CDS pXNS2- Ncol und BamHI N-terminal Strep-markierte Expres-
patStrep sion der Variante GSDA-C-term
mod. in N. benthamiana
X92 CDS pXCS-YFP  EcoRI und Xmal C-terminal YFP-markierte Expres-
sion der GSDA in N. benthamiana
P30  CDS pXCS-CFP  EcoRI und Xmal C-terminal CFP-markierte Expres-

sion der 3-Ureidopropionase in N.
benthamiana
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Tabelle 2.5 — Vektoren zur Expression von Varianten der GDA.

Name Sequenz  Vektor Klonierung Verwendung
X49  CDS pXNS1- Ndel und BamHI N-terminal Strep-markierte Expres-
patStrep sion der GDA in N. benthamiana
X76  CDS pXNS1-pat- Mutagenese von X49 mit N-terminal Strep-markierte Expres-
Strep den Primern NO138 und sion der Variante GA-HLS in N.
NO0139 benthamiana
X77 CDS pXNS1-pat- Mutagenese von X49 mit N-terminal Strep-markierte Expres-
Strep den Primern NO140 and sion der Variante GDA-YLA in N.
NO141 benthamiana
X87 CDS pXNS1-pat-  Ndel und BamHI N-terminal Strep-markierte Expres-
Strep sion der Variante GDA-HLS-C-
term mod. in N. benthamiana
X88 CDS pXNSl1-pat- Ndel und BamHI N-terminal Strep-markierte Expres-
Strep sion der Variante GDA-YLA-C-
term mod. in N. benthamiana
X90 CDS pXNS1-pat- Ndel und BamHI N-terminal  Strep-markierte Ex-
Strep pression der Variante GDA-C-term
mod. in N. benthamiana
2.14 Medien
Tabelle 2.6 — Verwendete Medien.
Medium Zusammensetzung

lysogeny broth (LB)

yeast extract broth (YEB)

CR-Medium

1/2 Murashige Skoog (1/2

MS)

1,0 % (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt; 1,0 % (w/v) NaCl; pH
7,0 (mit NaOH einstellen); Festmedium: 1,5 % (w/v) Agar

0,5 % (w/v) Fleischextrakt; 0,5 % (w/v) Pepton; 0,5 % (w/v) Saccharo-
se; 0,1 % (w/v) Hefeextrakt; 2 mM MgSQOy; pH 7,2 (mit NaOH einstel-
len); Festmedium: 1,5 % (w/v) Agar

2,0 % (w/v) Difco Bactotrypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt; 0,5 %
MgSO, (wasserfrei); pH 7,6 (mit NaOH einstellen)

2,2 g1=! MS-Salz (Duchefa); pH 5,7 (mit KOH einstellen); Festmedi-
um: 0,8 % (w/v) Phytoagar (Duchefa)
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2.1.5 Primer

Tabelle 2.7 — Primer fiir Genotypisierung und semiquantitative RT-PCR. Die Annealingtemperatur
betrug bei allen Primern 55 °C. F: forward, R: reverse

Nummer Name Sequenz Beschreibung
448 GABI LB ATATTGACCATCATACTCAT left border-Primer zur Uberprii-
primer TGC fung der T-DNA-Insertion in
gsda-2 (GK 432D08)
1197 LB1 Sail TTTTCAGAAATGGATAAATA left border-Primer zur Uberprii-
GCCTTGCTTC fung der T-DNA-Insertion in
gsda-1 (SAIL 305B08)
1900 At5g28050 TTGGATCCTTAGTATAAACG reverser-Primer zur Uberprii-
ESR GAACTTCTCCTTTG fung des T-DNA und des WT
Allels in gsda-1
1975 At5g28050  GGATGGCTCCGAAGCACATC reverser-Primer zur Uberprii-
E4 R fung des T-DNA und des WT
Allels in gsda-2 und semiquan-
titative RT-PCR von GSDA
1976 At5g28050  GGTACCATCTCCGTAGCTTC forward-Primer zur Uberprii-
E2F TGC fung des WT Allels in gsda-1
und gsda-2 und semiquantitative
RT-PCR von GSDA
1033 Actin2 F GTGAACGATTCCTGGACCTG Amplifikation von ACTIN2 als
CCTC Referenzgen
1034 Actin2 R GAGAGGTTACATGTTCACCA Amplifikation von ACTINZ als
CAAC Referenzgen
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Tabelle 2.8 — Primer fiir quantitative PCR. Die Annealingtemperatur betrug bei allen Primern 60 °C.
F: forward, R: reverse

Nummer Name Sequenz Beschreibung

2535 Ubiquitin-10  GGCCTTGTATAATCCCTGAT Amplifikation von UBIQUITIN-
F GAATAAG 10 als Referenzgen

2536 Ubiquitin-10  AAAGAGATAACAGGAACGGA  Amplifikation von UBIQUITIN-
R AACATAGT 10 als Referenzgen

N0342 At5g28050 TGCATTTTCCGGTCACCAAC Analyse der Resttranskript-
gPCR F1 menge in GK432D08 (gsda-2)

N0343 At5g28050 GCACAATCACCGCACCAAAT Analyse der Resttranskript-
gPCR R1 menge in GK432D08 (gsda-2)

NO0346 At5g28050 GACCCAACTGCACATGCTGA Analyse der Resttranskript-
gPCR F3 menge in Sail305B08 (gsda-1)

NO0347 At5g28050 ACATCGGACATGGCTCACAA Analyse der Resttranskript-
gqPCR R3 menge in Sail305B08 (gsda-1)

Tabelle 2.9 — Verschiedene Klonierungsprimer. F: forward, R: reverse

Nummer Name Sequenz Beschreibung

2209 pXNS-YFP-  TTGAGCTCTTCAAACAAATAAC Herstellung eines  Vektors,
F ACCAAAAATGGTGAGCAAGG der die N-terminale YFP-

GCGAG Markierung erméglicht

2210 pXNS-YFP- TTGGCGCCCTTGTACAGCTCGT Herstellung eines  Vektors,

R CCA der die N-terminale YFP-
Markierung ermdoglicht

2211 At5g28050p- TGGCGCGCCGTGTTATGAGTTA Klonierung des Promotors der
F GAGTCATTTGAC GSDA

2212 At5g28050p- TTCAATTGGAGTATGAACTTGA Klonierung des Promotors der
R1 AGGAGGA GSDA

NO150 At5g28050 ACGAATTCATGGAAGAAGCTAA Klonierung der GSDA in pXCS-
F EcoRI AGTGG YFP

NO165 At5g28050 TTCCCGGGGTATAAACGGAACT Klonierung der GSDA in pXCS-
R Xmal TCTCCTTT YFP
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Tabelle 2.10 — Primer zur Klonierung der GDA von B. subtilis und zum Austausch der C-Termini
von GSDA und GDA. Die Annealingtemperatur betrug bei allen Primern 55 °C. F: forward, R: reverse

Nummer Name Sequenz Beschreibung

1899 At5g28050E1- ACCCATGGAAGAAGCTAAAGTG forward-Primer fiir die Klonie-
F GAAG rung der GSDA

NO137 At5g28050 AGGATCCTTAGTATTCTTTCTT  Austausch des C-terminus der
m3 CTCCTTTGTGTTCTGG GSDA von FRLY zu KEY

2175 guaD-F- TCATATGAATCATGAAACGTTC forward-Primer fiir die Klonie-
Ndel rung der GDA

2176 guaD-R- TGGATCCTTAATATTCTTTCTT  reverse-Primer fiir die Klonie-
BamHI ATTGGC rung der GDA

NO0142 Bsub-GA AGGATCCTCAATATAATCTAAA  Austausch des C-terminus der
m3 CTTATTGGCGAAGTTCC GDA von KEY zu FRLY

Tabelle 2.11 — Primer fiir die zielgerichtete Mutagenese der GSDA von A. thaliana. SDM: side direc-
ted mutagenesis F: forward, R: reverse

Nummer Name Sequenz Beschreibung

NO0133 At5g28050 TCGGAGCCATCtATtGGGCG SDM Primer zum Austausch
sdml F AGACTCAAGA von HLS zu YWA

NO134 At5g28050 TCTTGAGTCTCGCCCAATAG SDM Primer zum Austausch
sdml R ATGGCTCCGA von HLS zu YWA

NO0135 At5g28050  TCGGAGCCATCCATTGGTCG SDM Primer zum Austausch
sdm2 F AGACTCAAGA von HLS zu HWS

NO136 At5g28050 TCTTGAGTCTCGACAAATGG SDM Primer zum Austausch
sdm2 F ATGGCTCCGA von HLS zu HWS

Tabelle 2.12 — Primer fiir die zielgerichtete Mutagenese der GDA von B. subtilis. SDM: side directed
mutagenesis F: forward, R: reverse

Nummer Name Sequenz Beschreibung

NO138 Bsub-GA GGGCGCCATCCACTTGTCCC SDM Primer zum Austausch von
sdm1-F GGCCTAAAG YWA zu HLS

NO0139 Bsub-GA CTTTAGGCCGGGACAAGTGG SDM Primer zum Austausch von
sdm1-R ATGGCGCCC YWA zu HLS

NO0140 Bsub-GA GGGCGCCATCTACTTGGCCC SDM Primer zum Austausch von
sdm2-F GGCCTAAAG YWA zu YLA

NO141 Bsub-GA CTTTAGGCCGGGCCAAGTAG SDM Primer zum Austausch von
sdm2-R ATGGCGCCC YWA zu YLA
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2.1.6 Pflanzenlinien

Tabelle 2.13 — Extern bezogene Pflanzenlinien. Die hier aufgefiihrten Arabidopsislinien wurden bei
folgenden Quellen bezogen: Wildtyp von J. Dangl (University of North Carolina, Chapel Hill, USA);
Mutanten vom European Arabidopsis Stock Centre. KO: laborinterne knock-out Nummer; *: in dieser
Arbeit genotypisiert

KO Name Okotyp Linie Mutagen Referenz

Wildtyp  ColO - - -

27* gsda-1 Col0 SAIL305B08 T-DNA Sessions et al., 2002

28%* gsda-2 Col0 GK432D08 T-DNA Kleinboelting et al., 2012
33 nshl-1 Col0 SM3-39680 En/Spm Element Tissier et al., 1999

34 nshl-2 Col0 SALKO083120C  T-DNA Alonso et al., 2003

29 hgprt-1 Col0 GKO15E03 T-DNA Kleinboelting et al., 2012

Tabelle 2.14 — In dieser Arbeit hergestellte transgene Linien. Nr.: laborinterne Nummer der transgenen
Linie

Nr. Name Hintergrund Promotor Gen Markierung Resistenz
X5 gsda-2 + Strep- GK432D08 358 GSDA Strep 11 BASTA
GSDA
X13 gsda-2 + YFP- GK432D08 35S GSDA YFP BASTA
GSDA
X32 pGSDA-GUS WT GSDA GUS BASTA
Promotor

Tabelle 2.15 — Verwendete Kreuzungen. Die hier aufgefiihrten Kreuzungen wurden in der AG Witte
hergestellt. Nr.: laborinterne Nummer der Kreuzung; KO: laborinterne knock-out Nummer

Nr. Name Pollenempfinger Pollendonor

C31 gsda-2 nshl-1 GK432D08 [KO 28] SALKO083120C [KO 34]
C47 nshl-2 gsda-2 SM3-39680 [KO 33] GK432D08 [KO 28]
C68 hgprt-1 gsda-2 GKO15E03 [KO 29] GK432D08 [KO 28]
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2.1.7 Puffer und Losungen

2.1.7.1 Losungen fiir die Herstellung chemokompetenter Escherichia coli-Zellen.

Tabelle 2.16 — Transformationspuffer I und II.

Puffer Zusammensetzung

Transformationspuffer I 30 mM Kaliumacetat; 50 mM MnCl,; 100 mM RbCl,; 10 mM CaCly;
15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8

Transformationspuffer II 10 mM 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure (MOPS); 10 mM RbCl,;
75 mM CaCly; 15 % (v/v) Glycerin; pH 6,5

2.1.7.2 Puffer und Losungen fiir proteinbiochemische Methoden

Tabelle 2.17 — Puffer fiir die transiente Expression in Nicotiana benthamiana.

Puffer Zusammensetzung

Infiltrationspuffer 10 mM 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure (MES, pH 5,6); 10 mM
MgCl,; 150 uM Acetosyringon

Tabelle 2.18 — Puffer fiir die Herstellung von Proteinrohextrakten aus Pflanzenmaterial. HEPES: 2-
(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure; DTT: Dithiothreitol; EDTA: Ethylendiamintetraa-
cetat

Puffer Zusammensetzung

Extraktionspuffer 100 mM HEPES (pH 8,0); 100 mM NaCl; 15 mM DTT; 5 mM EDTA;
0,5 % Triton X-100

Tabelle 2.19 — Puffer fiir die Extraktion und Aufreinigung Strep-markierter Proteine aus Nicotiana
benthamiana.

Puffer Zusammensetzung

Extraktionspuffer 100 mM HEPES (pH 8,0); 100 mM NaCl; 15 mM DTT; 5 mM EDTA;
0,5 % Triton X-100 ; 100 ug ml~! Avidin

Waschpuffer 100 mM HEPES (pH 8,0); 100 mM NaCl; 2 mM DTT; 0,5 mM EDTA;
0,005 % Triton X-100

Elutionspuffer 100 mM HEPES (pH 8,0); 100 mM NaCl; 0,5 mM EDTA; 0,005 %

Triton X-100; 10 mM Biotin
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Tabelle 2.20 — Puffer fiir die Extraktion und Aufreinigung rekombinanter Proteine aus inclusion bodies

von Escherichia coli.

Puffer Zusammensetzung
Puffer A 50 mM HEPES (pH 8,0); 10 mM NaCl; 5 mM EDTA
Puffer B 20 mM HEPES (pH 7,4); 20 mM NaCl; 5 mM EDTA; 25 % (w/v) Sac-
charose
Tabelle 2.21 - Zusammensetzung eines Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgels. Tris: Tris-

(hydroxymethyl)-aminomethan; SDS: Sodiumdodecylsulfat; APS: Ammoniumperoxodisulfat; TEMED:
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Art des Gels

Zusammensetzung

Trenngel (10 %)

Sammelgel (4 %)

375 mM Tris-HC1 (pH 8.,8); 10 % (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid
(37,5:1); 0,1 % (w/v) SDS; 0,075 % (w/v) APS; 0,05 % (w/v) TEMED
125 mM Tris-HCl (pH 6,8); 4 % (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid
(37,5:1); 0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,1 % (w/v) TEMED

Tabelle 2.22 — SDS-Probenpuffer.

Puffer

Zusammensetzung

Probenpuffer  (fiinfach
konzentriert)

500 mM DTT; 300 mM Tris-HCI (pH 6,8); 50 % (v/v) Glycerin; 10 %
SDS; Bromphenolblau (gesattigt)

Tabelle 2.23 — Laufpuffer fiir die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese.

Puffer

Zusammensetzung

Laufpuffer

25 mM Tris-HCl; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS

Tabelle 2.24 — Zusammensetzung eines porosen Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgels (Doucet

und Trifaro, 1988).

Art des Gels

Zusammensetzung

Trenngel (10 %)

Sammelgel (4 %)

200 mM Tris; 100 mM Glycin; 5 % (v/v) Glycerin; 10 % (w/v)
Acrylamid:Bisacrylamid (100:1); 0,4 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS;
0,05 % (w/v) TEMED

70 mM Tris-HC1 (pH 6,7); 5 % (v/v) Glycerin; 4 % (w/v)
Acrylamid:Bisacrylamid (100:1); 0,4 % (w/v) SDS; 4 mM EDTA, 0,1
% (wiv) APS; 0,1 % (w/v) TEMED
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Tabelle 2.25 — Laufpuffer fiir porose Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgele (Doucet und Trifaro,
1988).

Puffer Zusammensetzung
Kathodenpuffer 100 mM Tris-HCI; 150 mM Glycin; 0,1 % SDS
Anodenpuffer 50 mM Tris-HCI; 75 mM Glycin; 0,05 % SDS

Tabelle 2.26 — Puffer fiir die Proteinelution aus porosen Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelen.

Puffer Zusammensetzung

Elutionspuffer 1 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7); 0,0005 % SDS

Tabelle 2.27 — Puffer fiir Western Blot und Immunodetektion. TBS: Tris-buffered saline (Tris-
gepufferte Salzlosung)

Puffer Zusammensetzung

Transferpuffer 48 mM Tris-HCI (pH 9,2); 0,5 mM SDS; 40 mM Glycin; 20 % (v/v)
Methanol

Blockierlosung 5 % Milchpulver in TBS-T

TBS 20 mM Tris-HCI (pH 7,6); 150 mM NaCl

TBS-T 20 mM Tris-HCI (pH 7,6); 150 mM NaCl; 0,1 % Tween20;

Alkalische-Phosphatase- 100 mM Tris-HCI (pH 9,5); 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,
Puffer (AP-Puffer)
BCIP 50 mg ml~! 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat in Dimethylformamid

NBT 50 mg ml~! Nitroblau-Tetrazolium in Dimethylformamid

Tabelle 2.28 — Losungen fiir die Farbung von Proteingelen mit Coomassie.

Puffer Zusammensetzung

Farbelosung 3 mM Coomassie Brillantblau R250; 45 % (v/v) Methanol; 9 % (v/v)
Essigsdure

Entfarbelosung 33 % (v/v) Methanol; 7 % (v/v) Essigsidure
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Tabelle 2.29 — Losungen fiir die Farbung von Proteingelen mit Colloidal Coomassie.

Puffer Zusammensetzung

Fixierlosung 40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsdure

Colloidal Coomassie- 0,1 % (w/v) Coomassie Brillantblau G250; 10 % (w/v) Ammonium-
Stammlésung sulfat; 1 % (v/v) Phosphorsiure

Farbelosung 80 % (v/v) Colloidal Coomassie-Stammlosung; 20 % (v/v) Methanol
Entfarbelosung 25 % (v/v) Methanol

Tabelle 2.30 — Losungen fiir die Farbung von Proteingelen mit Silbernitrat.

Puffer Zusammensetzung

Fixierlosung 30 % (v/v) Ethanol, 15 % (v/v) Essigsiure

Inkubationslosung 4,1 % (w/v) Natriumacetat; 0,2 % (w/v) Natriumthiosulfat-Pentahydrat;
25 % (v/v) Ethanol; 0,5 % (v/v) Glutaraldehyd

Farbelosung 0,1 % (w/v) Silbernitrat; 0,03 % (v/v) Formaldehyd

Entwicklungslosung 20 % (w/v) Natriumcarbonat; 0,03 % (v/v) Formaldehyd

Stopp-Losung 1,86 % (w/v) Na,EDTA

Tabelle 2.31 — Losungen fiir den kolorimetrischen Nachweis der Enzymaktivitét.

Puffer Zusammensetzung

Phenolnitroprussidlosung 7 % (w/v) Phenol; 0,34 % (w/v) Natriumpentacyanonitrosylferrat(II)-
Dihydrat

Natriumhypochloritlosung 370 mM NaOH; 415 mM Na,HPO4-12H,0; 1 % (v/v) NaOCl

2.1.7.3 Losungen fiir die Isolierung von Mesophyllzellprotoplasten aus A. thaliana Blittern

Tabelle 2.32 — Losungen fiir die Isolierung von Mesophyllzellprotoplasten

Puffer Zusammensetzung

Enzymlosung 7 % 20 mM MES (pH 5,7); 0,4 M Mannitol; 20 mM KCI; 1,5 % Cel-
lulase; 0,4 % Macerozym bei 55 °C inkubieren, dann auf RT abkiihlen
und 10 mM CaCl; und 0,1 % BSA hinzufiigen

WS5-Losung 2 mM MES (pH 5,7), 154 mM NacCl, 125 mM CaCl,, 5 mM KCI
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2.1.7.4 Losung fiir die histochemische Farbung der Glucuronidase-Aktivitiit

Tabelle 2.33 — Losung fiir die Farbung der Glucuronidase-Aktivitit. X-Gluc: 5-Brom-4-chlor-3-
indolyl-3-D-glucuronséure

Losung Zusammensetzung

GUS-Losung 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,2); 0,2 % (w/v) Triton X-100; 10
mM Ferricyanid, 10 mM Ferrocyanid; 1 mgml~! X-Gluc

2.1.7.5 Puffer und Losungen fiir die Metabolitanalytik

Tabelle 2.34 — Losungen fiir die Purinanalytik TBA-OH: Tetrabutylammoniumhydroxid = lonenpaar-
reagenz

Losung Zusammensetzung

alkalische Losung 5 M KOH; 2 M K,CO;

mobile Phase A 10 mM Ammoniumacetat; 10 mM TBA-OH; pH 6.5
mobile Phase B 10 mM TBA-OH in Methanol

Tabelle 2.35 — Losungen fiir die Aminosiureanalytik OPA: o-Phthalaldehyd, FMOC: 9- Fluorenylme-
thoxycarbonylchlorid

Losung Zusammensetzung

Extraktionslosung 1 80 % Ethanol in 10 mM HEPES-KOH pH 7,0

Extraktionslosung 2 50 % Ethanol in 10 mM HEPES-KOH pH 7,0

Extraktionslosung 3 10 mM HEPES-KOH pH 7,0

Boratpuffer 400 mM Na,;B4O7 pH 10,2

OPA 10 mgml~! OPA; 10 mgml~! 3- Mercaptopropionsiure; 400 mM Bo-
ratpuffer, pH 10,2)

FMOC 2,5 mgml~! FMOC in Acetonitril

injection diluent 100 ml mobile Phase A + 250 ul konzentrierte Phosphorséure

mobile Phase A 10 mM Nap,HPOy4; 10 mM Na;B4O7 pH 8,2; 0,5 mM NaNj

mobile Phase B Acetonitril : Methanol : Wasser, im Volumenverhéltnis 45 : 45 : 10

2.1.8 Software und Datenbanken

Datenanalyse:

Auswertung der quantitativen PCR: Bio-Rad CFX Manager 3.0

Analyse der chlorotischen Blattoberfliche: ImageJ
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Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie: Leica LAS AF Lite 2.6.0
Metabolitanalysen: ChemStation

Statistische Analysen: GraphPad Prism 4

Vergleichende Proteinsequenzanalyse und phylogenetische Analyse:

BLASTP: http : //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Phytozome: http : / /www.phytozome.net /

ClustalO: http : / /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
Boxshade: http : / /www.ch.embnet .org/so ftware/BOX rorm.html
Weblogo: http : | /weblogo.berkeley.edu/

MEGAS: www.megaso ftware.net
Lokalisationsvorhersage:
TMHMM Server v. 2.0: http : | /www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM |
TargetP 1.1 Server: http : / /www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
Expressionsanalyse - Microarraydaten:

eFP browser: http : / /bar.utoronto.ca/efp/cgi— bin/efpWeb.cgi
Genevestigator: http : //www.genevestigator.com?

CSB.DB: http : / /csbdb.mpimp — golm.mpg.de/

ATTED-IL: http : //atted.jp

Expressionsanalyse - Proteomdaten:

pep2pro: http: /] fgcz — pep2pro.uzh.ch/
AtProteome: hitp : // fgcz — at proteome.unizh.ch/
PaxDB: http : //pax — db.org/
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 DNA-Extraktion nach Edwards et al., 1991

Blattmaterial wurde in 200 pl Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCI (pH 7,5), 200 mM NacCl, 25
mM EDTA) in einer Retschmiihle mit 4-8 Stahlkiigelchen 2 min bei 25-30 Hz zerkleinert. Nach
Zugabe von 10 pl 10 % (w/v) SDS-Losung und griindlichem Mischen wurden fiir 3 min bei 10000 g
zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes wurden in ein frisches ReaktionsgefiB iiberfiihrt und zur Fillung
der DNA mit 75 pl Isopropanol gemischt. Nach 3 min Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde
die gefillte DNA bei 10000 g 10 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet mit
70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 min bei 10000 g wurde das Pellet
getrocknet und in 100 pl Wasser aufgenommen.

2.2.1.2 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Die RNA aus Blittern von A. thaliana erfolgte nach Chomczynski und Sacchi, 2006. Zu 50 mg ho-
mogenisierten Pflanzenmaterial wurde 1 ml Trisure (Bioline) gegeben, gut vermischt und 10 min bei
RT inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 4 °C und 12000 g wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefil iiberfiihrt, mit 0,2 ml Chloroform versetzt und gut vermischt. Nach 2-3 min Inkuba-
tion bei RT folgte Zentrifugation bei 4 °C und 12000 g fiir 15 min zur Phasentrennung. Die obere
wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefil} iiberfiihrt, 0,5 ml Isopropanol zur RNA-Fillung
wurden zugegeben und 10 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4 °C und 12000 g fiir 10
min wurde die RNA mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und 5 min bei 4 °C und 7500 g zentrifu-
giert. Nach Trocknung des RNA-Pellets bei RT wurde dieses in 50 ul RNAse-freiem Wasser gelost
und anschlieffend 10 min bei 50-60 °C erhitzt. Zur Qualitétsiiberpriifung wurde 1 ul RNA mittels
Agarose-Gelelektrophorese auf einem 1 %-igem Gel aufgetrennt. Die Lagerung der RNA erfolgte bei
-80 °C, wihrend der Bearbeitung wurde sie auf Eis gehalten.

Zu 20 ul RNA wurden 2 pl RNase-freie DNase (Fermentas) gegeben und bei 37 °C 60 min inkubiert.
Durch Zugabe von 2 ul 50 mM EDTA und Inkubation fiir 10 min bei 65 °C wurde die DNase inakti-
viert.

Vor der cDNA-Synthese fiir qPCR-Experimente wurde die RNA auf mogliche Kontamination mit
genomischer DNA iiberpriift. Dazu wurde mit intronspezifischen Primern eine qPCR durchgefiihrt.
Ein 10 pl-Ansatz enthielt 1 pl RNA, 5 pl 2x Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosys-
tems) und je 0,5 pmol der beiden Primer. Die PCR wurde mit dem Thermocycler Bio-Rad CFX 96
(Bio-Rad) entsprechend der Vorgaben des Power SYBR Green PCR Master Mix‘ durchgefiihrt. 1 pl

genomische DNA diente als Positiv-Kontrolle.
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Tabelle 2.36 — PCR-Programm mit Power SYBR Green. €: Cyclus mit insgesamt 40 Wiederholungen

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95°C 10 min
Denaturierung ¢ 95°C 15s
Primerbindung und Amplifiaktion € 60 °C 60 s
Dissoziationskurve in 0,5 °C Abstidnden alle2s

Die cDNA-Synthese fiir semi-quantitative RT-PCR erfolgte fiir 2 h bei 42 °C mit 1 ?g DNase-
behandelter RNA. Der 25-71-Reaktionsansatz enthielt 50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 75 mM KCI, 3 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 2 mM dNTP-Mix (0,5 mM je dNTP), 5 ?g oligo(dT)-Oligonukleotide und 200
U MMLYV, reverse Transkriptase M170 (Promega). Zur Inaktivierung wurde der Reaktionsansatz bei
72 °C 15 min inkubiert. Die cDNA-Synthese fiir quantitative PCR erfolgte mit dem SuperscriptIIl
SuperMix (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben. Die cDNA 1:1 mit Wasser verdiinnt und
fiir gRT-PCRs eingesetzt.

2.2.1.3 Semiquantitative PCR

1 ul cDNA wurde in einem 20 pl-Tag-PCR-Ansatz zur Genexpressionsanalyse verwendet. Zur Ab-
schitzung der cDNA-Konzentrationen wurde das Referenzgen ACTIN2 genutzt und cDNA-Mengen
unterschiedlicher Proben entsprechend ihrer Bandenstéirke der ACTIN2-PCR angepasst. (Primer sie-
he Tab. 2.7).

2.2.1.4 Quantitative PCR

Vor der Genexpressionsanalyse mittels qPCR erfolgten Qualititskontrollen der synthetisierten cDNA.
Hierzu wurde die Expression von UBIQUTINI0 in einem 10 ul-Ansatz mit 1 pl verdiinnter cDNA,
5 pl 2x Power SYBR Green PCR Master Mix und je 0,5 umol der beiden Primer mit 2 technischen
Replikaten pro Probe iiberpriift. Die PCR wurde mit dem Thermocycler Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad,
Miinchen) durchgefiihrt (Programm siehe Tab. 2.36). Nach Anpassung aller cDNAs auf einen UBI-
QUTIN10-Cg-Wert von ca. 19,5 erfolgte die Uberpriifung der Transkriptionseffizienz mit Oligonu-
kleotiden fiir das GAPDH 3’-Ende bzw. GAPDH 5’-Ende. Nur cDNA mit einer Differenz kleiner als
1,5 zwischen 3’- und 5°-Cqg-Wert wurde weiter analysiert. Die Expression der GSDA wurde mit je
1 ul cDNA wie im oben beschriebenen Ansatz mit entsprechenden Primern (Tab. 2.8) durchgefiihrt.
Pro Experiment wurden 3 biologische Replikate mit je 2 technischen Replikaten pro Genotyp analy-
siert. Die Spezifitit der PCR-Reaktion wurde durch Analyse der PCR-Produkt-Dissoziationskurven
tiberpriift. Auswertung der qPCR erfolgte mit dem Bio-Rad CFX Manager 3.0 (Bio-Rad) mit UBI-
QUTINI1O0 als Referenzgen.
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2.2.1.5 Polymerasekettenreaktion(PCR) nach Mullis et al., 1986

Die PCR diente der Amplifikation von DNA-Fragmenten aus pflanzlicher cDNA, genomischer DNA
oder Plasmid-DNA. Dabei wurden die DNA-Polymerasen Taq (laboreigene Herstellung) oder Phusi-
on High-Fidelity (New England Biolabs) verwendet. Die Spezifizitit des Amplifikats wurde durch
Oligonukleotide, am 3’- und 5’-Ende des gewiinschten Amplifikats bindend, gewihrleistet. Der 20
ul-Tag-PCR-Ansatz enthielt 1 pl Tag-DNA-Polymerase, 4 ul ,,5x Green GoTaq Flexi Reaktionspuf-
fer* (Promega), 1,5 mM MgCl,, 0,200 mM je dNTP, 0,2 uM jedes Primers und eine variable Menge
DNA. Der 20 ul Phusion-PCR-Ansatz enthielt 2,5 U DNA-Polymerase, 1x Reaktionspuffer, 0,20 mM
je dNTP,0,2 uM jedes Primers und eine variable Menge DNA. Tabelle 2.37 gibt den Ablauf eines

PCR-Programms wieder.

Tabelle 2.37 — Allgemeines PCR-Programm. : Cyclus mit insgesamt 30 - 40 Wiederholungen

Schritt Temperatur Zeit

Denaturierung 95 °C 10 min

Denaturierung ¢ 95°C 15s

Primerbindung © abhéingig vom Primerpaar 60 s

Amplifikation € 72°C Taq: 1 min / 1000 bp; Phusion: 30 s/ 1000 bp
Amplifikation 72°C 10 min

2.2.1.6 Restriktionsklonierung

Die Klonierungen wurden mit Standardmethoden wie PCR, Gelelektrophorese, Restriktionsverdau
und Ligation durchgefiihrt. Die PCR wurde durchgefiihrt wie in 2.2.1.5 beschrieben. Die dabei ge-
nutzten Primer sind in 2.1.5 aufgelistet. Die DNA wurde in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt
und daraus mithilfe des High Pure PCR Cleanup Micro Kits (Roche) entsprechend dem Herstel-
lerprotokoll aufgereinigt. Die Restriktionsverdaue wurden mit Enzymen von New England Biolabs
durchgefiihrt. Fiir die Dephosphorylierung von Vektoren wurde die Antarktische Phosphatase und
fiir Ligationen die T4 DNA Ligase verwendet (beides New England Biolabs). Dabei wurden die je-
weiligen Herstellerangaben befolgt. Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem
GenlJet Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) nach Herstellerangaben. Sequenzierung von 300-600 ng
Plasmid-DNA oder ca. 30 ng PCR-Produkt erfolgte bei GATC oder Seqlab.

2.2.1.7 Mutagenese-PCR

Mithilfe mutagener Primer (Tab. 2.11 und 2.12) wurden Varianten der GSDA und der GDA herge-
stellt. Ein 50 pl Pfu-PCR-Ansatz mit 2,5 U Pfu-DNA-Polymerase; Pfu-Reaktionspuffer (Roboklon);
0,48 mM dNTP-Mix (0,12 je NTP); 0,25 uMje Oligonukleotid) und 20-50 ng Plasmid-DNA wurde
hergestellt. Das Programm fiir die Mutagenese-PCR ist in Tabelle 2.38 dargestellt.
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Tabelle 2.38 — Mutagenese PCR-Programm. : Cyclus mit insgesamt 18 Wiederholungen

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95°C 3 min
Denaturierung ¢ 95 °C 30s
Primerbindung € 55°C 30s
Amplifikation ¢ 68 °C 1 min / 1000 bp
Amplifikation 68 °C 10 min

Die DNA wurde nach der PCR mit 10 U des Restriktions-Enzyms Dpnl fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. 3
ul des Dpnl behandelten PCR-Ansatzes wurde in DH10B-Zellen transformiert.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden
2.2.2.1 Herstellung chemokompetenter Escherichia coli-Zellen

Zellen einer Glycerinkultur wurden aus einer LB-Agarplatten ausgestrischen und iiber Nacht bei 37
°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde eine Einzelkolonie fiir die Inokulation von 5 ml CR-Medium
genutzt. Die Zellen wurden bei 37 °C und unter Schiitteln bis zu einer ODgyy von 0,5 angezogen.
AnschlieBend wurden 1,5 ml dieser Kultur fiir 3 min bei 2000 g zentrifugiert, das Pellet in frischem
CR-Medium resuspendiert und fiir die Inokulation von 100 ml CR-Medium genutzt. Nach erneu-
ter Inkubation bei 37 °C und unter Schiitteln, wurden die Zellen bei Erreichen einer ODggy von 0,5
- 0,6 zunichst fiir 5 min auf Eis abgekiihlt und anschlieBend durch Zentrifugation fiir 10 min bei
2 000 g und 4 °C geerntet. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Das Bakterienpellet wurde in
60 ml Transformationspuffer I (2.1.7, Tab. 2.16) aufgenommen, fiir 5 min auf Eis inkubiert und er-
neut zentrifugiert. Nach Resuspension des Bakterienpellets in 4 ml Transformations-puffer II (2.1.7,
Tab. 2.16) wurden die Zellen fiir 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBend jeweils 50 pl-Aliquots
in vorgekiihlte Reaktionsgefife iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert.

2.2.2.2 Hitzeschocktransformation kompetenter Escherichia coli-Zellen

Fiir die Transformation wurden 50 ul chemokompetenter E. coli-Zellen wurde mit circa 50 ng Plasmid-
Losung oder 2-5 ul eines Ligationsansatzes versetzt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Danach folgte
45 s Hitzeschock bei 42 °C und sofortiges Abkiihlen auf Eis fiir zwei Minuten. Nach Zugabe von 1 ml
LB-Medium und circa 60 min Inkubation unter Schiitteln bei 37 °C wurden die Zellen bei 1500 g fiir
3 Minuten zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt und das Bakterienpellet in 50 ul LB-Medium
resuspendiert. Dieser Ansatz wurde auf LB-Agarplatten (mit entsprechendem Antibiotikum) ausge-
strichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.2.2.3 Anzucht von Escherichia coli-Zellen

Fiir das Wachstum auf festem Medium wurden E. coli-Zellen auf LB-Agarplatten (mit dem entspre-
chenden Antibiotikum) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Zur Vervielfiltigung von Plasmiden wurden E. coli-Zellen in Fliissigmedium angezogen. Dazu wurde
das gewiinschte Volumen LB-Medium mit einem Antibiotikum versetzt und mit einer Einzelkolonie

angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C iiber Nacht und unter Schiitteln.

2.2.2.4 Herstellung von Escherichia coli-Glycerinkulturen

Glycerinkulturen von E. coli wurden in 2 ml Schraubdeckelgefdlen hergestellt. Hierzu wurden 500
ul einer frischen Ubernachtkultur entnommen, mit 500 ul Glycerinlosung (50 %) vermischt und bei
-80 °C gelagert.

2.2.2.5 Herstellung elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Zwei Vorkultureb bestehend aus 12 ml YEB-Medium und den entsprechenden Antibiotika wurden
jeweils mit einer Einzelkolonie (von einer Agarplatte) inokuliert und iiber Nacht bei 28 °C und unter
Schiitteln inkubiert. Am nichsten Tag wurden beide Vorkulturen vereinigt und 10 ml der Mischung
fiir die Inokulation von zwei 200 ml YEB-Medium genutzt. Die Antibiotika wurden dabei in halber
Konzentration, verglichen mit den Vorkulturen, eingesetzt. Die Bakterien wurden bis zu einer ODggg
von 0,6 angezogen, in acht vorgekiihlte Zentrifugenrohrchen (50 ml) iiberfiihrt und auf Eis abekiihlt.
Nach 15-miniitiger Zentrifugation bei 3000 g wurde jeweils der Uberstand entfernt und das Pellet in
50 ml eiskaltem sterilem Wasser resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Uberstinde
verworfen, die Pellets in jeweils 25 ml eiskaltem sterilem Wasser resuspendiert und je zwei Ansitze
vereinigt. Die verbleibenden vier Rohrchen wurden nochmals zentrifugiert. Im Anschluss wurden
die Bakterien, nach Entfernen der Uberstiinde, jeweils in 4 ml eiskalter steriler Glycerinlésung (10
%) resuspendiert, je 2 Ansitze in einem 15 ml Rohrchen zusammengefiihrt und erneut zentrifugiert.
Im Anschluss wurden ein letztes Mal die Uberstéinde abgenommen, die Pellets nochmals in eiskalter
steriler Glycerinlosung (10 %) und beide Ansétze vereinigt. Von der Bakterienlosung wurden jeweils
40 pl-Aliquots in vorgekiihlte Reaktionsgefédle tiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 °C gelagert.

2.2.2.6 Transformation von Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Ein 40 pl-Aliquot elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen wurde auf Eis aufgetaut
und parallel einer Elektroporationskiivette vorgekiihlt. AnschlieBend wurden circa 50 ng Plasmid-
DNA zu den Zellen gegeben und der Ansatz mit der Pipettenspitze gemischt. Der Elektroporator
wurde auf 2.5kV, 400 Q und 25 pF eingestellt, die Zellen in die Kiivette pipettiert und elektroporiert.
Nach sofortiger Zugabe von 900 ul YEB-Medium wurden die Zellen bei 28 °C vermehrt. Nach 30
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min wurden 5-10 pl der Kultur auf einer YEB-Agarplatte ausgestrichen. Diese wurde fiir 2-4 Tage
bei inkubiert.

2.2.277 Anzucht von Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Agrobacterium tumefaciens-Kulturen wurden in YEB-Medium mit entsprechenden Antibiotika an-
gezogen. Fiir Wachstum auf YEB-Agar-Platten wurde dem Medium 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt. Die
Bakterien wurden auf YEB-Agarplatten 2-3 Tage bei 28 °C inkubiert, die Anzucht in Fliissigkultur
erfolgte durch Inokulation mit mehreren Impfosen Bakterienmaterial iiber Nacht bei 28 °C und unter
Schiitteln.

2.2.2.8 Herstellung von Agrobacterium tumefaciens-Glycerinkulturen

Glycerinkulturen von A. tumefaciens wurden in 2 ml Schraubdeckelgefidfien hergestellt. Hierzu wur-
de 1 ml einer frischen Ubernachtkultur entnommen und 3 min bei 2000 g zentrifugiert. AnschlieBend
wurde der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet in weiteren 500 ul der Ubernachtkultur re-
suspendiert. Dies diente der Erhhung der Zellanzahl in der Dauerkultur. Nach Zugabe von 500 pl
Glycerinlosung (50 %) wurde der Ansatz gemischt und bei -80 °C gelagert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1 Herstellung eines spezifischen Antiserums

Der Escherichia coli-Stamm BL21 wurde fiir die Proteiniiberexpression genutzt. Dazu wurden Zellen
eingesetzt, die zuvor mit dem entsprechenden Plasmid (X9) transformiert wurden. Zunédchst wurde
eine Ubernachtkultur hergestellt, mit der am nichsten Tag viermal 50 ml LB-Medium (mit Kana-
mycin) inokuliert wurden, dabei wurde eine ODggp von 0,03 eingestellt. Die Zellen wurden unter
Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Bei einer ODggg von 0,5 bis 0,6 wurde durch Zugabe von Isopropyl-[3-
D-thiogalactopyranosid (IPTG) die Expression des rekombinanten Proteins induziert. Dabei betrug
die Endkonzentration von IPTG im Medium 1 mM. Drei Stunden nach der Induktion wurden die
Zellen durch Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 10000 g und 4°C geerntet.

Zunachst wurde das Gewicht der Bakterienpellets ermittelt. AnschlieBend wurden sie mit Puffer A
(2.1.7, Tab. 2.20) versetzt, dabei wurde ein Verhiltnis von 3 ml Puffer pro Gramm Bakterienpel-
let eingehalten. Nach Zugabe von 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid (AEBSF) zu einer End-
konzentration von 200 uM wurde die Zellen resupendiert, mit 15 ul Lysozym (50 mgml~!) pro
Gramm Zellen versetzt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fiinfmal fiir 10 s
mit Ultrschall behandelt (Ultraschallsonde: Branson sonifier 150, Stufe: 2). Nach anschlieBender, 30-
miniitiger Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C wurden die Uberstinde verworfen und die Pellets fiir

die weitere Prozessierung genutzt.
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Da der grofite Anteil des rekombinanten Proteins in unléslicher Form vorlag, wurde ein inclusion bo-
dy-Aufreinigungsprotokoll angewendet. Die, nach dem Zellaufschluss, vorliegenden Pellets wurden
gewogen und mit 3 mlmg~! Puffer B (2.1.7; Tab. 2.20) versetzt. Nach Zugabe von AEBSF (Endkon-
zentration: 200 uM) und Triton X-100 (10 pl pro ml Puffer B), wurden die Pellets resuspendiert und
fiir 20 min bei 20000 g und 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet erneut in Puffer B, AEBSF und Triton X-100 resuspendiert und zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde nochmals wiederholt. Die gewaschenen inclusion bodies wurden in 500 pl SDS-Probenpuffer
(hergestellt aus fiinfach konzentrierter Losung: 2.1.7, Tab. 2.22) resupendiert.

Fiir die weitere Aufreinigung des Proteins wurden die gewaschenen inclusion bodies in einem SDS-
Polyacrylamidgel mit einer Lauflinge von 14 cm aufgetrennt. Dazu wurde das Vertical Double Gel
System PerfectBlue’™ von Biorad genutzt. Nach der Elektrophorese sollte die gewiinschte Bande
aus dem Gel ausgeschnitten und das Protein daraus eluiert werden. Um dies zu erleichtern wurde ein
pordsen Gel genutzt (Doucet und Trifar6, 1988). Das Trenn- und Sammelgel wurden in der entspre-
chenden Zusammensetzung hergestellt (2.1.7; Tab. 2.24). Nach der Polymerisation des Sammelgels
wurde dieses in das Gelsystem eingesetzt und mit den Proben beladen. AnschlieBend wurden die
Pufferkammern mit Kathoden- und Anodenpuffer (2.1.7; Tab. 2.25) befiillt und die Elektrophorese
gestartet.

Um die gewiinschte Proteinbande aus dem pordsen Gel schneiden zu kdnnen, wurde sie zunéchst
reversibel gefiarbt. Dazu wurde das Gel fiir wenige Minuten in kalter Natriumacetatlésung (4 M) in-
kubiert (Higgins und Dahmus 1978). Sobald die weille Farbung der Bande sichtbar war, wurde dies
mit einem Skalpell aus dem Gel und anschlieend in kleine Stiicke geschnitten. Diese wurde in ein
15 ml Reaktionsgefil iiberfiithrt und mit Elutionspuffer versetzt (2.1.7; Tab. 2.26). Dabei wurden
fiir 2 ml Gelstiicke 10 ml Puffer verwendet. Nach 36-stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur und
unter Schiitteln, gefolgt von der Sedimentation der Gelstiicke, wurde der Uberstand in ein frisches
Reaktionsgefil3 iiberfiihrt. Die Proteinlésung wurde lyophiliert und das entstehende Pulver in 500 pl
sterilem Wasser aufgenommen. Die Reinheit und die Konzentration des eluierten Proteins wurden
mithilfe eines SDS-Gels iiberpriift.

Reine und ausreichend konzentrierte Proteinlésung wurde an die Firma Biogenes (Berlin) geschickt
und dort fiir zur Immunisierung von Hasen verwendet. Das daraus resultierende polyklonale Antise-

rum wurde, mit positivem Ergebnis, auf die Detektion des Kandidatenproteins getestet.

2.2.3.2 Proteinexpression in Nicotiana benthamiana

Zur transienten, Agrobakterien-vermittelten Proteinexpression in N. benthamiana wurden Glycerin-
kulturen der Agrobakterien mit dem gewiinschten Expressionskonstrukt auf YEB-Agarplatten mit den
entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und fiir 3 Tage bei 28 °C inkubiert. Diese Bakterien wurden
fiir die Inokulation von 12 ml YEB-Fliissigmedium (mit Antibiotika) verwendet. Die Zellen wurden

fiir 16 h bei 28 °C und unter Schiitteln inkubiert. Zusitzlich wurde ein Agrobakterienstamm angezo-
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gen, die den silencing-Inhibitor p19 exprimieren (Voinnet et al., 2003). Die Bakterien wurden durch
15-miniitige Zentrifugation bei 3000 g geerntet und das Pellet vorsichtg in 1 ml Infiltrationspuffer
(2.1.7, Tab. 2.17) resuspendiert. Vor der Infiltration wurden die Bakterien mit dem Expressionkon-
strukt mit denen gemischt, die den silencing-Inhibitor exprimierten. Dabei wurde eine ODggg von 0,5
fiir die Bakterien mit dem Expressionkonstrukt und von 0,25 fiir die mit dem silencing-Inhibitor ein-
gestellt. Nach 2-3 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Bakterienlosung mithilfe einer
Spritze in den apoplastischen Raum von N. benthamiana-Blittern infiltriert. Nach 3-5 Tagen wurden

die Blitter fiir die Proteinextraktion oder die konfokalmikroskopische Analyse verwendet.

2.2.3.3 Proteinextraktion und Aufreinigung nach transienter Expression

Fiir die Extraktion transient exprimierter Protein wurden 750 mg Blattmaterial geerntet, mit 1,5
ml Extraktionspuffer (2.1.7, Tab. 2.19) versetzt und mit einem Morser aufgeschlossen. Nach 15-
miniitiger Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C, wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif
iiberfiihrt, 40 pl StrepTactin Macroprep (50 % Suspension, IBA) hinzugeben und fiir 10 min bei 4
°C auf einem Rotationsrad inkubiert. Wihrend dieses Schritts wurden die Strepll-markierten Prote-
ine an die Matrix gebunden. Als Nichstes wurde die Matrix durch Zentrifugation fiir 30 s bei 700
g vom Uberstand abgetrennt und dieser verworfen. Durch Resuspendieren in 500 ul Waschpuffer
(2.1.7, Tab. 2.19) und anschlieBende Zentrifugation fiir 30 s bei 700 g, wurden die, an die Matrix
gebundenen, Proteine gewaschen. Dieser Schritt wurde noch viermal wiederholt. Die Elution erfolgt
in zwei Schritten. Dazu wurden 75 pl Elutionspuffer (2.1.7, Tab. 2.19) zum Matrixpellet gegeben, 5
min bei 4 °C inkubiert und der Uberstand nach 30-sekiindiger Zentrifugation bei 700 g in ein neu-
es Reaktionsgefil3 iiberfiihrt. Nach Zugabe eines zweiten 75 pl-Aliquots Elutionspuffer gefolgt von
Inkubation und Zentrifugation wurden beide Uberstinde vereinigt, in 50 pl-Aliquots aufgeteilt, in

fliissigem Stickstoft schockgefroren und bei -20 °C gelagert

2.2.3.4 Enzymaktivititsmessung

Fiir die Analyse der Enzymaktivitit (GSDA und GDA) wurde eine aufgereinigte Proteinldsungen
2.2.3.3 zusammen mit dem entsprechenden Substrat eingesetzt. Die verschiedenen Substrate wurden
in einer Konzentration von 2 mM in Waschpuffer gelost (2.1.7, Tab. 2.19) . Je Reaktion wurden 25
pl Substrat mit 10 pl Proteinldsung bei 40 °C inkubiert. Zum Nachweis der enzymatisch freigesetz-
ten Ammoniumionen, wurden zu bestimmten Zeitpunkten Proben (10 pl) aus dem Reaktionsansatz
entnommen, in ein neues Reaktionsgefd mit 90 pl Wasser iiberfiihrt und mit 25 pl Phenolnitroprus-
sidlosung sowie 50 pl Natriumhypochloritlosung (2.1.7, Tab. 2.31) versetzt. Der Detektionsansatz
wurde fiir 15 min bei 50 °C inkubiert und anschlieBend fiir die photometrische Analyse bei 639
nm genutzt. Mit Hilfe einer Ammoniumstandardreihe (verschieden konzentrierte NH4Cl-Losungen)
konnte die Aktivitit berechnet werden.

Die enzymkinetischen Parameter wurden mithilfe mehrere Substratkonzentrationen bestimmt. Fiir
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Guanosin wurden 0,1; 0,2; 1,0 und 4,0 mM eingesetzt. Bei 2’-Deoxyguanosin waren es 0,12; 0,24;
0,48; 1,2 und 7 mM. Mogliche Aktivatoren und Inhibitoren wurden in einer Konzentration von 1 mM
in Waschpuffer gelost. Die entsprechenden Reaktionsansétze enthielten 20 ul ein 0,75 mM Guano-

sinlosung sowie 15 ul des jeweiligen Effektors und 15 ul Proteinlésung.

2.2.3.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde in den meisten Féllen mit dem Bio-Rad Protein
Assay® (Bio-Rad) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fiir Proteinlosungen die zur enzymkine-
tischen Analyse verwendet wurden, wurde die Konzentration mit dem NanoOrange Protein Quan-
titation Kit (Molecular Probes - Invitrogen) durchgefiihrt. Hier wurde ebenfalls entsprechend der

Anweisung verfahren.

2.2.3.6 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

In dieser Arbeit wurden 10 %-ige Trenngele und 5 %-ige Sammelgele verwendet. Die Proteinextrakte
wurden mit 20 % fiinfach konzentrierten SDS-Ladepuffer versetzt und anschlieend bei 95 °C 5 min
inkubiert. Nach dem Auftragen der Proben auf das Gel erfolgte die Auftrennung der Proteine bei einer
Spannung von 80-100 V im Sammelgel und von 160 V im Trenngel im Laufpuffer. Alle Puffer und
Losungen siehe 2.21, 2.22, 2.23.

2.23.7 Coomassie-Farbung

Die Fiarbung der Polyacrylamidgele erfolgte 60 min in Coomassie-Farbelosung auf einem Horizon-
talschiittler. Anschlieend wurden die Gele mehrere Stunden mit Entfarberlosung entfarbt. Losungen
siehe 2.28.

2.2.3.8 Colloidal Coomassie-Féirbung

Die Gele wurden fiir 30 min in Fixierlosung inkubiert und anschliefend fiir 3-4 h in Colloidal
Coomassie-Firbelosung geschiittelt. Danach wurden die Gele mit Entfarberlsung entfirbt. Losungen
siehe 2.29.

2.2.3.9 Silbernitratfarbung

Fiir die Silbernitratfirbung wurden ein Gel zunéchst fiir 30 min fixiert und anschlieBend fiir 30 min
in der Inkubationslosung geschiittelt. Nach dreimaligem Waschen des Gels fiir je 10 Minuten mit
destilliertem Wasser, wurde es fiir 30 Minuten in der Firbelosung inkubiert. Danach wurde es 2
Mal kurz mit destilliertem Wasser gewaschen und bis zum gewiinschten Grad der Fiarbung in der
Entwicklungslosung belassen. Mithilfe der Stopplosung wurde der Farbeprozess beendet. Losungen
siehe 2.30.
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2.2.3.10 Western Blot und Immunodetektion

Der Proteintransfer auf eine Nitrocellulose-Membran (HybondTM-ECL) erfolgte fiir 1 h bei 100 V
im Transferpuffer 2.27. Das Gel und die Membran wurden beidseitig von Whatman-Papier und einem
Schwamm umschlossen.

Nach dem Western Blot wurde die Membran 1 h in 20 ml Blockierlosung inkubiert und anschlieend
2x 5 min mit je 10 ml TBS-T-Puffer gewaschen.

Die Detektion StreplI-markierter Proteine erfolgte mit dem Strep-Tactin-AP(Alkalische Phosphatase)-
Konjugat (IBA). Hierzu wurde, nach 10 min Vorinkubation mit 10 ml 2 ?g/ml Avidin in TBS-T, das
Strep-Tactin-AP-Konjugat 1:4000 direkt zu der Losung gegeben und 1 h bei RT inkubiert. Anschlie-
Bend wurde 2x 5 min mit TBS-T und 5 min mit TBS gewaschen. Detektion der AP-Reaktion erfolgte
in 10 ml AP-Puffer mit 33 71 BCIP und 66 ?1 NBT als Substrate der Alkalischen Phosphatase.

Zum Nachweis des YFP-Fusionsproteins wurde die Membran nach dem Blockieren mit 10 ml TBS-T
mit 1:10 000 anti-GFP IgG (Roche) als erstem Antikorper 1 h bei RT inkubiert. Nach 3x Waschen
in TBS-T fiir je 10 min erfolgte Inkubation mit 10 ml TBS-T 1: 20 000 anti-Maus IgG AP-Konjugat
(Sigma) 1 h bei RT. Die Detektion der AP-Aktivitidt wurde wie im Fall der Strepll-Proteindetektion
beschrieben durchgefiihrt.

Zur spezifische Detektion der GSDA, wurde die Membran nach dem Blockieren mit mit 10 ml TBS-T
mit 1:500 Antiserum 1 h bei RT inkubiert. Nach 3x Waschen in TBS-T fiir je 10 min erfolgte Inku-
bation mit 10 ml TBS-T 1: 10 000 anti-Hase IgG AP-Konjugat (Sigma) 1 h bei RT. Die Detektion
der AP-Aktivitit wurde wie im Fall der StreplI-Proteindetektion beschrieben durchgefiihrt. Losungen
siehe 2.27.

2.2.4 Anzucht und Analyse von Pflanzen
2.2.4.1 Anzucht von Nicotiana benthamiana

Samen von Nicotiana benthamiana wurden auf Floratonerde (92 % Hochmoortorf; 0,15 % Salzge-
halt, pH 5 bis pH 6) ausgesit und fiir drei Tage bei 4°C stratifiziert. AnschlieBend wurden sie unter
Langtag-Bedingungen im Gewéchshaus kultiviert und nach circa fiinf Wochen fiir die transiente Ex-

pression verwendet.

2.2.4.2 Sterilisation von Arabidopsis thaliana-Samen

Bei der Anzucht von A. thaliana wurden oberflichensterilisierte Samen verwendet. Die Sterilisation
erfolgte durch dreimalige Inkubation in je 1 ml 70 % Ethanol + 0,05 % Tween 20 fiir 2 min. Zwischen
den Inkubationsschritten wurde die jeweilige Losung entfernt. Anschiefend wurden die zweimal Sa-

men wurden in 1 ml 100 % Ethanol gewaschen und danach auf sterilem Whatmann-Papier getrocknet.
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2.2.4.3 Anzucht von Arabidopsis thaliana

textsl Arabidopsis thaliana-Pflanzen wurden unter Langtag- (16 h Licht/8 h Dunkelheit) oder Kurztag-
Bedingungen (8 h Licht/16 h Dunkelheit) bei 22°C und ca. 55 % Luftfeuchtigkeit angezogen. Die
Aussaat erfolgte auf in der Regel auf Mischerde (42,42 % (w/w) Einheitserde P, 42,42 % (w/w)
Einheitserde T und 15,16 % (w/w) Perligran). Pflanzen die zur Herstellung von Protoplasten gedacht
waren, wurden im Kurztag auf Jiffy7-Erde angezogen. Um ein gleichmifiges Keimungsverhalten der
Samen zu gewihrleisten, wurden diese unabhingig von Anzuchtbedingungen nach dem Aussden 3
Tage bei 4 °C stratifiziert.

2.2.4.4 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Die stabile Transformation von A. thaliana wurde mithilfe der floral dip-Methode (Clough und
Bent, 1998) durchgefiihrt. Dazu wurden 200 ml YEB-Medium inklusive der entsprechenden Anti-
biotika mit einer frischen 20 ml A. tumefaciens-Ubernachtkultur, das entsprechende Konstrukt ent-
haltend, angeimpft. Nach 20 h Inkubation bei 28 °C und 180 rpm wurde die Kultur fiir 15 min
bei 3 000 x g zentrifugiert und das Pellet in 200 ml 5 % (w/v)-Saccharose-Losung mit 0,05 %
Silwet L-77 resuspendiert. Blithende Pflanzen wurden mehrmals fiir einige Sekunden kopfiiber in
die Bakteriensuspension getaucht und anschlieBend mit einer Plastiktiite abgedeckt. Nach Inkuba-
tion unter reduzierten Lichtbedingungen iiber Nacht, wurden die Pflanzen ab dem Folgetag unter
Langtag-Bedingungen gehalten. Nach der Ernte der Samen wurden diese geerntet und fiir die Selekti-
on ausgelegt. Als Selektionsmarker fiir die in dieser Arbeit hergestellten transgenen Linien wurde die
Phosphinothricin-Acetyltransferase (PAT) verwendet. Daher wurden Pflanzen der Folgegeneration
mit Glufosinat (BASTA) bespriiht und iiberlebende Individuen isoliert. Diese wurden auf die entspre-
chende Proteinexpression getestet. Anschlieend wurden homozygote Pflanzen mit Einzelinsertion

isoliert.

2.2.4.5 Keimungsanalysen

Fiir die Analyse der Keimung verschiedener Linien, wurden sterilisierte Samen auf 1/2 MS-Agarplatten
ausgelegt, 2 Tage bei 4 °C stratifiziert und anschlieBend im LD bei 22 °C inkubiert. Die Keimung wur-
de iiber einen Zeitraum von 23 Tagen mithilfe eines Binokulars beobachtet. Der Zeitpunkt, an dem

das Zereillen des Endosperms zu erkennen war, wurde fiir jeden Samen einzeln dokumentiert.

2.2.4.6 Isolierung von Mesophyllzellprotoplasten

Isolierung der Protoplasten erfolgte mit der ,, Tape-Arabidopsis Sandwich*“-Methode (Wu et al., 2009).
Dazu wurden die Rosettenblétter 9-11 von 4-5 Wochen alten A. thaliana-Pflanzen mit der Blattober-
seite auf Time tape®-Klebeband (Time Med) fixiert. Die Blattunterseite wurde mit Magic tapeX-
Klebeband (3 M) bedeckt. Das Blatt befand sich also zwischen beiden Klebenbiandern. Durch Ent-

45



MATERIAL UND METHODEN

fernen des Magic tape® wurde die Epidermis der Blattunterseite abgezogen. AnschlieBend wurden
6 auf Time tapeR fixierte Blitter (ohne untere Epidermis) unter leichtem Schiitteln (40 rpm) in 6
ml Enzyml6sung (2.1.7.3, Tab. 2.32) inkubiert. Nach 60 min wurde die Enzymreaktion wurde durch
Zugabe von 6 ml W5-Losung (2.1.7.3, Tab. 2.32) gestoppt. Die Protoplasten wurden durch einen Ny-
lonfilter (80 wm Porengrofie) filtriert und durch kurze Zentrifugation (1 min) bei 100 g pelletiert. Das
Pellet wurde durch leichtes Schiitteln in W5-Losung resuspendiert und die Protoplasten fiir konfokale

Mikroskopie genutzt.

2.2.4.7 Analyse der subzelluliren Lokalisation

Fiir die Analyse der subzelluldren Lokalisation wurde YFP-markiertes Protein transient in N. bent-
hamiana-Blittern tiberexprimiert. Diese wurden drei Tage nach der Infiltration an einem Leica True
Confocal Scanner SP5 Mikroskop analysiert. Als Kontrolle fiir die Lokalisation im Cytosol wurde
dabei CFP-markierte 3-Ureidopropionase koexprimiert. Aulerdem wurden Mesophyllzellprotoplas-
ten einer A. thaliana-Linie exprimiert, die das YFP-markierte Protein stabil exprimierte. Folgende
Anregungs- und Emissionswellenldngen wurden verwendet: YFP = Anregung bei 514 nm; Emission
bei 520 nm - 550 nm ; CFP = Anregung bei 488 nm; Emission bei 710 nm - 800 nm; Autofluoreszenz
von Chlorophyll = Anregung bei 458 nm; Emission bei 465 nm - 495 nm

2.2.4.8 Analyse der Promotoraktivitit

Fiir die Promotor-Expressionsanalyse mittels GUS-Féarbung wurde das Pflanzenmaterial in geeigne-
ten Reaktionsgefidflen mit GUS-Losung (siehe 2.1.7,Tab. 2.33) iiberschichtet. Die offenen Reakti-
onsgefille wurden im Exsikkator dreimal fiir jeweils 5 min unter Vakuum gesetzt und anschlieSend
verschlossen iiber Nacht bei 37 °C im Dunklen inkubiert. Entfarbung und Lagerung bis zur mikro-

skopischen Analyse erfolgte in 70 % Ethanol.

2.2.4.9 Analyse des Chlorophyll- und Carotinoidgehalts

Fiir die Analyse des Chlorophyll- und Carotinoidgehalts wurden 30 mg homogenisiertes Blattma-
terial in 1,5 ml 80 %-igem Aceton aufgenommen und iiber Nacht bei 4 °C, im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 20 min bei 14000 g zentrifugiert und der Uberstand fiir die spek-
trophotometrische Analyse in einem Multiskan GO Spektrophotometer (Thermo Scientific) genutzt.
Dabei wurde die Absorption des Extrakts bei 470 nm, 647 nm sowie 664 nm (Lichtenthaler und
Buschmann, 2001). Der Gehalt von Chlorophyll a (c,), Chlorophyll b (c,) und Carotinoiden ¢, )
wurde wie folgt berechnet: ¢, (ug ml™) = 12,25 Ages - 2,79 Aga7; Cp (ug ml™) = 21,50 Aga7 - 5,10
Ac64 C(xtc) (ME ml~") = (1000 Ay70 - 1,82 ¢, - 85,02 ¢;) / 198

AnschlieBend wurden die Mengen auf das Frischgewicht bezogen und die Summe von Chlorophyll a

und b sowie das Verhiltnis von Gesamtchlorophyllgehalt zu Carotinoidgehalt berechnet.
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2.2.4.10 Analyse des Anthocyangehalts

Der Anthocyangehalt von A. thaliana-Blittern wurde bestimmt wie bei Neff und Chory, 1998 be-
schrieben. Dazu wurden 100 mg homogenisiertes Blattmaterial mit 1 ml angesduertem Methanol (80
9% mit 5 % HCI) versetzt und iiber Nacht bei 4 °C und im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurde der
Ansatz fiir 20 min bei 14000 g zentrifugiert und der Uberstand fiir die spektrophotometrische Analyse
in einem Multiskan GO Spektrophotometer (Thermo Scientific) genutzt. Dabei wurde die Absorpti-
on des Extrakts bei 535 nm sowie bei 657 nm gemessen. Der Anthocyangehalt wurde mithilfe der
Formel (Asss - 0,25 Ags7)/grg berechnet.

2.2.5 Metabolitanalysen
2.2.5.1 Analyse der Metabolite des Purinnukleotidkatabolismus

Die Zusammensetzungen der alkalischen Losung sowie der mobilen Phasen A und B sind in Tabelle
2.34 (2.1.7.5) aufgefiihrt.

2.2.5.1.1 Perchlorsiure-Extraktion

Pflanzenmaterial wurde geerntet und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Vor der Extraktion
wurde es unter Stickstoffzugabe gemorsert, das Auftauen wurde moglichst verhindert. AnschlieBend
wurden 100 mg des Materials in 1,5 ml ReaktionsgefiBen abgewogen, auch hier wurde alles mit
Stickstoff vorgekiihlt. Zur Extraktion wurden 300 ul 0,5 M Perchlorsdure (kalt) hinzugegeben. Mit
Hilfe eines Pistills wurde das Pflanzenmaterial aufgeschlossen und anschlieBend fiir 10 Minuten auf
Eis inkubiert. Danach wurde 15 Minuten bei 20000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefif tiberfiihrt, mit 15 pl alkalischer Losung versetzt und 5 Minuten auf Eis
inkubiert. Das ausfallende Kaliumperchlorat wurde durch erneute Zentrifugation fiir 15 Minuten bei
20000 x g und 4 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde nochmals in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Vor der Analyse in der HPLC wurde die Losung aufgetaut
und ein weiteres Mal zentrifugiert um erneut auftretendes Prézipitat zu entfernen.

Zur Extraktion aus Samen wurden 5 mg in ein 1,5 ml Reaktionsgefi3 eingewogen und mit 100 ul 0,5
M Perchlorsdure versetzt. Der Aufschluss erfolgte mit Hilfe eines elektrisch betriebenen Pistills fiir
eine Minute. Nach 10-miniitiger Inkubation auf Eis wurde fiir 15 Minuten bei 20000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und das Pellet mit einem
zweiten Volumen von 100 pl 0,5 M Perchlorsdure nochmals aufgeschlossen. Nach erneuter Inkubation
und Zentrifugation wurden beide Uberstinde vereinigt (200 ul) und mit 10 ul alkalischer Losung.
Das ausfallende Kaliumperchlorat wurde durch erneute Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 20000 x g
und 4 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde nochmals in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Vor der Analyse in der HPLC wurde die Losung aufgetaut und

ein weiteres Mal zentrifugiert um erneut auftretendes Prézipitat zu entfernen.
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2.2.5.1.2 Chromatographie

Die Auftrennung, Detektion und Quantifizierung der Metabolite des Purinnukleotidabbaus wurde mit
Hilfe eines Agilent 1200 SL HPLC Systems durchgefiihrt. Im Anschluss an die Injektion von 20 ul
Extrakt erfolgte mithilfe von Ionenpaar-Umkehrphasenchromatographie bei 25 °C die Auftrennung
der Metabolite. Dazu wurden eine polar-modifizierte Umkehrphasenséule (Polaris 5 C18 A 150 x 4.6
mm ) und ein Ionenpaarreagenz in den mobilen Phasen A und B verwendet. Die Elution erfolgte mit
einem binéren Gradient aus mobiler Phase A und mobiler Phase B genutzt. Der Gradient begann mit
einem Anteil von 4 % mobiler Phase B. Dieser wurde bis 2,5 min gehalten und dnderte sich zwischen
den Zeitpunkten 4 min; 20,1 min; 6 min; 7 min; 12 min; 15 min; 20 min und 20,1 min zu folgenden
Anteilen 10 %, 10 %, 20 %, 40 %, 100 %, 100 % und 4 %. Nach 24 Minuten endete die Analyse. Die
Flussrate betrug dabei 0,64 ml min~".

Die eluierenden Metabolite wurden mit einem Diodenarraydetektor (DAD) detektiert bei zwei ver-

schiedenen Wellenléingen detektiert:

e Signal A wurde bei einer Wellenldnge von 254 nm mit einer Bandbreite von 16 nm aufgenom-

men. Als Referenzwellenlidnge diente 280 nm mit 16 nm Bandbreite.

e Signal B wurde bei einer Wellenlinge von 260 nm mit einer Bandbreite von 16 nm aufgenom-

men. Als Referenzwellenlidnge diente 360 nm mit 100 nm Bandbreite.

Zusitzlich wurde von allen detektierten Signalen (Peaks) das UV-Spektrum im Bereich von 220 nm
bis 320 nm aufgenommen.

Fiir die quantitative Analyse der Metabolite des Purinnukleotidkatabolismus wurden Verdiinnungs-
reihen entsprechender Substanzen hergestellt. Diese wurden jeweiligen Extraktionsprotokoll unter-
zogen, chromatographisch aufgetrennt und mit der ChemStation Software sowie Microsoft Office

Excel ausgewertet.

2.2.5.1.3 Fraktionssammlung

Fiir die Verifizierung der Identitit von akkumulierenden Metabolite mithilfe von Massenspektrome-
trie, mussten diese zundchst aus den entsprechenden Extrakten isoliert werden. Dazu wurde der Frak-
tionssammler des HPLC-Systems genutzt. Die chromatographische Auftrennung entsprach weitge-
hend der oben beschriebenen Methode.

Der Anteil von TBA-OH in den mobilen Phasen A und B wurde jedoch auf ein Zehntel verringert.
Eine hohere Konzentration stort die Detektion im Massenspektrometer.

AuBerdem wurde, fiir eine Zeitplan-basierte Fraktionssammlung, der Methodenparameter ,,Fraction

Collector: Off* im Programm ChemStation zu folgendermallen geéndert:
Fraction Collector:

Trigger Mode: Use timetable
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Max Peak Duration: 0.5 min
Peak Detector: DAD1 Slope

At least on selected peak detector
Timetable: siehe unten

Tabelle 2.39 — Beispiel fiir Zeitplan-basierte Fraktionssammlung. Die folgenden Einstellungen wurden
fiir die Sammlung des unbekannten Signals bei 5.9 min verwendet.

Time Trigger Mode  Max Peak Duration  # of Fractions  Time slices
1 0.00 Oft - - -

5.90 Peak-based 0.5 - -
3 6.20 Off - - -

Die Zeitpunkte wurden an die Retentionszeiten der einzelnen abzusammelnden Metabolite angepasst.

AnschlieBend wurden die Fraktionen fiir die Massenspektrometrie genutzt.

2.2.5.1.4 Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse wurde in der ,,Massenspektrometrie - Core Facility* der Freien
Universitédt Berlin von Dr. Andreas Springer und Mitarbeitern durchgefiihrt. Dabei wurde Elektrospray-
Ionisationsquelle gekoppelt mit einem Flugzeitdetektor (Agilent 6210 ESI -TOF) verwendet. Die
Flussrate betrug 4 ul min~! und die Sprayspannung 4 kV. Das Desolvatisierungsgas wurde auf 15 psi
(1 bar) gesetzt. Alle anderen Parameter wurden fiir eine maximale Abundanz des jeweiligen [M+H]™

(positiver Modus) beziehungsweise [M-H]™ (negativer Modus) optimiert.

2.2.5.2 Aminosiureanalyse

Die Zusammensetzungen aller fiir die Aminosdureanalytik verwendeten Losungen sind in Tabelle
2.35 (2.1.7.5) aufgefiihrt.

2.2.5.2.1 Ethanolische Extraktion

Zur Analyse der Aminosdurezusammensetzung wurden Extrakte mit Hilfe einer Ethanol-Wasser-
Extraktion hergestellt (Geiger et al., 1998). Gefrorenes Pflanzenmaterial wurde in einem Morser unter
Stickstoffzugabe pulverisiert. AnschlieBend wurden je 30 mg gefrorenes Pulver in 1,5 ml Reaktions-
gefile eingewogen. Fiir die absolute Quantifizierung der Aminosiduren wurden 50 pl einer 500 uM
Losung eines internen Standards hinzugeben. Die eigentliche Extraktion erfolgte in vier sequentiellen
Schritten bei 70 °C, mit vier Minuten Inkubationszeit fiir jeden Schritt unter Benutzung verschiede-
ner Extraktionslosungen. Im ersten Schritt wurden 112,5 ul Extraktionslosung 1 hinzugegeben und

nach Inkubation durch fiinfminiitige Zentrifugation bei Raumtemperatur und 14000 x g vom Pellet
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abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und das Pellet mit einem
zweiten Volumen von 112,5 ul Extraktionslosung 1 versetzt. Nach erneuter Inkubation und Zentri-
fugation wurden in den folgenden zwei Extraktionsschritten zunédchst Extraktionslosung 2 und dann
Extraktionslosung 3 eingesetzt. Die Uberstinde der vier Extraktionsschritte wurden vereinigt und zur

Aminosidureanalyse mittels HPLC genutzt.

2.2.5.2.2 Chromatographie

Die Auftrennung, Detektion und Quantifizierung der Aminosduren wurde mit Hilfe eines Agilent
1200 SL HPLC Systems durchgefiihrt. Als Grundlage diente die Agilent Gebrauchsanweisung 5990-
4547 EN. Zur Erhohung der Spezifitit sowie Sensitivitidt der Messung wurden die Aminoséduren vor
der Auftrennung derivatisiert. Fiir primire Aminosduren wurde dazu o-Phthalaldehyd (OPA) genutzt
und fiir sekunddre Aminosduren 9- Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (FMOC) genutzt. Diese Rea-
genzien ermoglichen eine Detektion der Aminosduren mittels Fluoreszenzmessung.

Die Derivatisierung wurde mit Hilfe des programmierbaren automatischen Probengebers durchge-
fiihrt. Das entsprechende Protokoll ist in Tabelle 2.40 beschrieben.

Tabelle 2.40 — Derivatisierungsprotokoll fiir die Aminosiureanalyse.

Schritt Aktion

Sauge 2,5 ul aus der Boratpuffer-Flasche an.

Sauge 1,0 ul aus der Probenflasche an.

Mische 3,5 pl fiinfmal.

Warte 0,2 min.

Sauge 0,5 ul aus der OPA-Flasche an

Mische 4,0 pl zehnmal mit maximaler Geschwindigkeit.
Sauge 0,4 ul aus der FMOC-Flasche an.

Mische 4,4 ul zehnmal mit maximaler Geschwindigkeit.

O 0 3 N L A W N =

Sauge 32 ul aus der injection diluent-Flasche an.
Mische 20 pl achtmal.

Injiziere.

Warte 0,1 min.

Stelle das Ventil auf Nebenfluss.

—_ = = =
W o = O

Im Anschluss an die Injektion wurden die derivatisierten Proben auf einer Umkehrphasensiule (ZOR-
BAX Eclipse Plus C18; 3,0 x 150, 3,5 um) bei 40 °C aufgetrennt. Zu diesem Zweck wurde ein bindrer
Gradient aus mobiler Phase A und mobiler Phase B genutzt. Der Gradient begann mit einem Anteil
von 2 % mobiler Phase B. Dieser wurde bis 0,5 min gehalten und dndert sich zwischen den Zeitpunk-
ten 20 min; 20,1 min; 23,5 min und 23,6 min zu folgenden Anteilen 57 %, 100 %, 100 % und 2 %.
Nach 25 Minuten endete die Analyse. Die Flussrate betrug dabei 0,64 ml min~".
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Die eluierenden Aminosduren wurden mit einem Diodenarraydetektor (DAD) und einem Fluores-
zenzdetektor (FLD) detektiert. Das DAD-Signal wurde bei einer Wellenldnge von 338 nm mit einer
Bandbreite von 10 nm aufgenommen. Als Referenzwellenldnge diente 390 nm mit 20 nm Bandbrei-
te. Das FLD-Signal wurde zunichst bei 450 nm Emissionswellenlidnge aufgenommen (Exitation mit
340 nm). Nach 18 Minuten wurde die Emission bei 305 nm detektiert (Exitation mit 266 nm) um die
sekundiren Aminosiduren messen zu konnen.

Fiir die quantitative Analyse wurde ein Aminosdurestandard von Sigma Aldrich (AAS18) genutzt.
Diesem wurden Asparagin, Glutamin, Tryptophan, Citrullin und Ornithin (Applichem) hinzugegeben.
Die resultierende Standardlosung diente der Identifizierung und Quantifizierung der Aminoséduren in
der Probenlésung. Zusitzlich wurde als interner Standard eine Lésung von Norvalin und Sacrosin ge-
nutzt und sowohl zu den Standardlosung als auch zu den Probenldsungen gegeben (siehe Extraktion).
Die Kalibriergeraden wurden mit Hilfe der Agilent Chemstation Software erstellt. Als Basis diente
die Messung vier verschiedener Aminosdurestandardkonzentrationen (9 uM; 22,5 uM; 90 uM und
225 uM) die jeweils 40 uM internen Standard enthielten.
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3.1 Suche nach einer Guanindeaminase in Arabidopsis thaliana

Der Ausgangspunkt dieser Doktorarbeit war die Hypothese, dass am Purinnukleotidabbau von Ara-
bidopsis thaliana eine Guanindeaminase beteiligt ist. Aus diesem Grund sollte zunéchst ein entspre-
chendes Gen identifiziert und im Anschluss das Protein biochemisch und physiologisch charakteri-
siert werden.

Zur Identifizierung eines geeigneten Kandidaten wurden Vergleiche zwischen Aminosiduresequen-
zen bekannter Guanindeaminasen und den Proteinen von A. thaliana durchgefiihrt. Dazu wurde der
BLASTP-Algorithmus genutzt. Als Basis fiir die Sequenzvergleiche dienten die Guanindeaminasen
von Escherichia coli und Bacillus subtilis. Das E. coli-Enzym zihlt zur Familie der Aminohydro-
lasen, wohingegen die Deaminase von B. subtilis zur Superfamilie der Cytidin-/ Deoxycytidylat-
Deaminasen gehort. Die Sequenzen beider Proteine sind im Anhang in Abbildung A.1 dargestellt.
Beim Sequenzvergleich von A. thaliana-Proteinen mit dem Enzym von E. coli wurden keine Kandi-
daten mit ausreichend hoher Ahnlichkeit (BLAST e-Wert unter 0.001) identifiziert. Es konnten jedoch
fiinf Orthologe zum Protein von B. subtilis identifiziert werden (Abb. A.2, Anhang). Diese werden
durch die Gene At5g28050, At1g68720, At3g05300, At1g48175 und At4g20960 kodiert. In jedem
dieser Proteine ist das charakteristische Zinkbindemotiv der Cytidin-/ Deoxycytidylat-Deaminase Su-
perfamilie konserviert.

Die hochste Ubereinstimmung zum bakteriellen Enzym zeigt das von Atg5g28050 kodierte Protein
(43% Ubereinstimmung, 60% Ahnlichkeit), bei dem die Aminosiuren konserviert sind, die an der
Bindung von Guanin im bakteriellen Enzym beteiligt sind, einschlieBlich des Tyrosinrestes am C-
Terminus (Abb. 3.1). Aufgrund dieser Ubereinstimmungen wurde es fiir die weitere Untersuchung

ausgewdhlt. Dabei stand zunéchst die biochemische Charakterisierung im Vordergrund.
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Abbildung 3.1 — Proteinsequenzvergleich zwischen der Guanindeaminase von B. subtilis und ei-
ner putativen Guanindeaminase von A. thaliana. Aminosiuren sind schwarz unterlegt, wenn sie in
beiden Sequenzen identisch sind. Grau unterlegte Aminoséduren sind nicht identisch, besitzen aber dhn-
liche Eigenschaften. Zusitzlich wurden Aminoséduren, denen laut Kristallstrukturanalyse der Deamina-
se aus B. subtilis eine Funktion zugeordnet wurde, wie folgt markiert: Blaue Kreise = In der Cytidin-/
Deoxycytidylat-Deaminase Superfamilie konserviert und an der Deaminierung beteiligt. Rote Dreiecke
= An der Bindung von Guanin beteiligt sind. Schwarze Sterne = An der Ausbildung strukturell wichti-
ger Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt. Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalO hergestellt und mit
Boxshade eingefirbt.

3.2 Biochemische Charakterisierung der vermeintlichen Guanindea-

minase aus Arabidopsis thaliana

Das durch die in silico Analyse als vermeintliche Guanindeaminase identifizierte Protein aus Arabi-
dopsis thaliana sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Dabei lagen folgende
Aspekte im Fokus: Die biochemischen Eigenschaften, die subzellulidre Lokalisation, die Expression
in der Pflanze sowie die in vivo Funktion des Enzyms und dessen Rolle im pflanzlichen Purinnukleo-
tidabbau. Im folgenden Teil wird die biochemische Analyse des Proteins hinsichtlich seiner Substrats-

pezifitit, enzymkinetischer Parameter sowie moglicher Aktivatoren und Inhibitoren beschrieben.

3.2.1 Affinititschromatographische Aufreinigung des Kandidatenproteins

Vor der Analyse der biochemischen Eigenschaften musste das Protein aufgereinigt werden. Dies
diente der Erhohung der Proteinkonzentration sowie der Entfernung stérender Faktoren aus dem Roh-
extrakt. Affinitdtschromatographie unter Nutzung einer Strepll-Markierung wurde als Mittel zur Pro-
teinaufreinigung verwendet. Zu diesem Zweck wurde die kodierende Sequenz des Kandidaten von
cDNA des A. thaliana Wildtyps Col-0 amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde in einen pflanzlichen
Expressionsvektor kloniert, der eine Strepll-Markierung am N-Terminus ermoglicht (2.2.1). Eine

Markierung am C-Terminus wurde ausgeschlossen, da die C-terminale Aminosdure Tyrosin wahr-
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scheinlich am Reaktionsprozess beteiligt ist. Kristallstrukuranalysen der Deaminase von B. subtilis
zeigten, dass der Tyrosinrest eines Monomers an der Koordinierung von Guanin im zweiten Monomer
beteiligt ist (1.1.3, Abb. 1.5; Yao et al., 2007).

Das beschriebene Konstrukt wurde fiir die transiente Expression in N. benthamiana-Bléttern und an-
schlieBende Proteinaufreinigung verwendet (2.2.3). Zur Dokumentation des Aufreinigungsprozesses
wurden folgende Proben genommen: Rohextrakt, Uberstand nach Inkubation mit der Strep-Tactin-
Matrix, letzte Waschfraktion, Elutionsfraktion und nicht-eluierte Proteine. Diese wurde mithilfe de-
naturierender Polyacrylamidgelelktrophorese aufgetrennt. Die Proteine jeder Fraktion wurden durch
unspezifische Fiarbung mit Colloidal Coomassie sichtbar gemacht. Eine spezifische Detektion des
Kandidatenproteins erfolgte nach einem Western Blot unter Nutzung eines Strep-Tactin-Alkalische
Phosphatase Konjugates. Zusitzlich wurde das Protein mit einem spezifischen Antiserum detektiert
(Abb. 3.2, A).

A RENP W E B KDa B
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-~ 50 - 80
- 30 - 50
- 25
- 20 - 25
=
Streptactin - e ea— - 20
Colloidal Coomassie
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Western: Streptactin-AP

o

Western: o-KP Detektion

Abbildung 3.2 — Dokumentation der Aufreinigung des Strep-markierten Kandidatenproteins nach
transienter Expression in N. benthamiana. A: Wihrend des Aufreinungsprozesses genommene Proben
(je 8 ul) wurden auf einem SDS Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschlieSend mit Colloidal Coomassie
gefirbt, sowie mittels Western Blot und StrepTactin-Alkalische Phosphatase Konjugat bzw. spezifischem
Antiserum detektiert. RE: Rohextrakt; NP: nicht-gebundene Proteine; W: Proteine in letzter Waschfrak-
tion; E: Proteine in Elutionsfraktion; B: Proteine, die nach der Elution an der Matrix verblieben, gelost
durch Kochen in SDS-Puffer (boil off). B: Die Reinheit des aufgereinigten Proteins (Fraktion E) wurde
mittels SDS-PAGE und Silberfarbung iiberpriift. KP: Kandidatenprotein

Beide Detektionsmethoden zeigten deutlich, dass das liberexprimierte Protein bereits im Rohextrakt
nachweisbar war und nicht vollstindig an die Strep-Tactin-Matrix gebunden wurde. Gleichzeitig war

eine leichte Erhohung der Proteinkonzentration in der Elutionsfraktion im Vergleich zum Rohextrakt
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sichtbar. Die unspezifische Farbung mit Colloidal Coomassie deutet bereits eine hohe Reinheit des
Proteins in der Elutionsfraktion an. Zur Bestitigung dieser Beobachtung wurden die Elutionsfraktion
auf einem weiteren Gel mittels der sensitiveren Silberfirbung detektiert (Abb. 3.2, B). Auch hier
war ausschlieBlich die vermeintliche Guanindeaminase nachweisbar. Entsprechend des beschriebenen
Verfahrens aufgereinigte Proteinldsungen wurden fiir die nachfolgend beschriebenen biochemischen

Analysen genutzt.

3.2.2 Untersuchung des Kandidatenproteins hinsichtlich Guanindeaminase-Aktivitit

Das hier charakterisierte Protein aus A. thaliana wurde aufgrund seiner Homologie zur Guanindeami-
nase aus B. subtilis und der Vermutung dieselbe katalytische Aktivitdt zu besitzen, zur weiteren Un-
tersuchung ausgewihlt. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde aufgereinigtes Protein zusammen
mit Guanin als Substrat in einem Aktivititstest eingesetzt (2.2.3). Zusétzlich wurde in einem weite-
ren Reaktionsansatz Zinkchlorid hinzugegeben. Aus den Untersuchungen des bakteriellen Proteins ist
bekannt, dass Zinkionen der Cofaktor des Enzyms sind (1.1.3). Die bei der Deaminierung freigesetz-
ten Ammoniumionen wurden kolorimetrisch nachgewiesen. In Abbildung 3.3 ist exemplarisch das
Ergebnis einer Aktivitdtsmessung mit Guanin als Substrat sowie mit Guanin und Zink dargestellt. Im

Vergleich zur Reaktion ohne Substrat lieB sich keine Anderung der Absorption bei 639 nm feststellen.
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Abbildung 3.3 — Bestimmung der Enzymaktivitiit des aufgereinigten Kandidatenproteins. Zur Be-
stimmung der Enzymaktivitit wurde 1 mM Guanin als Substrat eingesetzt. In einem weiteren Ansatz
wurden der Reaktion zusitzlich 100 uM ZnCl, hinzugefiigt. Die Enzymaktivitit sollte mithilfe kolori-
metrischer Ammoniumionendetektion bestimmt werden. Es war jedoch keine Absorptionsédnderung nach-
weisbar.

Auch Wiederholungen dieses Reaktionstest fiihrten ausschlielich zu negativen Ergebnissen. Aus
diesem Grund wurden in nachfolgenden Versuchen die Reaktionsbedingungen variiert und HEPES-
oder Phosphat-Puffer mit und ohne Triton X-100 sowie folgenden Metallsalzen kombiniert: Zink-,
Mangan-, Eisen (II)- oder Kupferchlorid, eine Mischung aus Zink- und Manganchlorid sowie einen
Ansatz ohne Metallsalz. Bei keinem der Reaktionsansitze konnte eine Verdnderung der Absorption

gegeniiber den entsprechenden Kontrollen ohne Substrat detektiert werden.
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Zusammenfassend lieB sich aus diesen Experimenten schlieBen, dass entweder die optimalen Reakti-
onsbedingungen nicht gefunden wurden, das Kandidatenprotein kein am Nukleotidabbau beteiligtes
Enzym ist oder dass es nicht Guanin, sondern ein anderes Substrat deaminiert. Um diese Moglich-
keit genauer zu untersuchen, wurden alternative Substrate getestet. Dabei kamen sowohl die Purin-
und Pyrimidinbasen Adenin und Cytosin zum Einsatz als auch die Nukleoside Guanosin, Adeno-
sin und Cytidin. Zusétzlich wurden die Nukleotide Guanosinmonophosphat, Adenosinmonophosphat
und Cytidinmonophosphat genutzt. Cyclisches Guanosinmonophosphat sowie Pterin und Tetrahydro-
folsdure wurden ebenfalls als Substrate getestet. Alle Verbindungen enthalten heterocyclische Ring-
systeme, die an einem der Kohlenstoffatome mit einer Aminogruppe substituiert sind (Abb. A.3 An-
hang). Diese konnte potentiell durch das vorliegende Protein hydrolytisch abgespalten werden. In
Abbildung 3.4 sind die Resultate der Aktivitétstests mit jeweils 1 mM des entsprechenden Substrats

dargestellt. Das Protein deaminierte keine der getesteten Verbindungen, auB3er Guanosin.
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Abbildung 3.4 — Identifizierung des Substrats der Deaminase. Verschiedene Nukleotide, Nukleoside,
Nukleobasen und Pterine wurden als Substrate der putativen Guanindeaminase getestet. Es wurde jeweils
1 mM des entsprechenden Substrats in der Reaktion eingesetzt, die Enzymaktivitit wurde in Form von frei-
gesetzten Ammoniumionen pro Minute bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte technischer Replikate
und deren Standardabweichung (n = 3). AMP: Adenosinmonophosphat; GMP: Guanosinmonophosphat;
CMP: Cytidinmonophosphat; cGMP: cyclisches Guanosinmonophosphat; THF: Tetrahydrofolséure.

Wiederholte Tests mit Guanosin als Substrat bestitigten die beobachtete Substratspezifitat. Damit

konnte in dieser Arbeit erstmalig eine Guanosindeaminase genetisch identifiziert werden.

3.2.3 Enzymkinetische Analyse der Guanosindeaminase

Im Sinne einer umfassenden biochemischen Analyse wurden die kinetischen Reaktionskonstanten
des Enzyms bestimmt. Hierzu wurden Aktivititstests mit fiinf verschiedenen Guanosinkonzentra-
tionen durchgefiihrt (2.2.3). Die Auftragungen der Daten nach Cornish-Bowden und Hanes sind in
Abbildung 3.5 dargestellt.
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Abbildung 3.5 — Bestimmung der enzymkinetischen Konstanten der GSDA mit Guanosin als Sub-
strat. Die Reaktionsgeschwindigkeit, als Ammoniumionen-Freisetzung pro Minute, wurde bei unter-
schiedlichen Guanosinkonzentrationen (0.1, 0.2, 0.5, 1.0 und 4.0 mM) ermittelt. Die linke Achse zeigt
die direkt-lineare Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit iiber der Substratkonzentration (Cornish-
Bowden-Diagramm). Die Kurvenanpassung der Sittigungshyperbel erfolgte mit Hilfe der Michaelis-
Menten-Gleichung (R> = 0.9343). Die rechte Achse zeigt die lineare Auftragung des Quotienten aus
Substratkonzentration und Geschwindigkeit iiber der Substratkonzentration nach Hanes (12 = 0.9936).
Dargestellt sind die Mittelwerte technischer Replikate und deren Standardabweichung (n = 5).

Aus der Kurvengleichung der Sittigungshyperbel lésst sich die Michaeliskonstante (K,,) ableiten.
Dariiber hinaus wurden die Wechselzahl k., die katalytische Effizienz (k.. / K,;;) sowie die spezifi-

sche Aktivitit berechnet. Diese enzymkinetischen Parameter sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1 — Enzymkinetische Parameter. Die Michaeliskonstante ist mit Konfidenzintervall (ci) ange-
geben (P =95%)

Michaeliskonstante Wechselzahl spezifische Ak- Kkatalytische Effi-

(K,, £ ci) Kear) tivitit zienz (k.. / K,;)
Guanosin 264.0 £ 58.2 uM 1.753 57! 473U mg*1 6642.09 (s M)~ !
2’-Deoxyguanosin ~ 576.1 £217uM  0.611s7! 1.65Umg™! 1061.26 (s M)~!

Auf Grund der hohen strukturellen Ahnlichkeit des Ribonukleosids Guanosin zum Deoxyribonu-
kleosid 2’-Deoxyguanosin wurde dieses ebenfalls als mogliches Substrat getestet. Da auch fiir diese
Verbindung eine Deaminaseaktivtit nachgewiesen werden konnte, wurden ebenfalls die enzymki-
netischen Parameter mit 2’-Deoxyguanosin als Substrat bestimmt (Tab. 3.1). Die Darstellungen der
Resultate als Hyperbel nach Cornish-Bowden sowie in linearisierter Form nach Hanes sind in Abbil-

dung 3.6 gezeigt.
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Abbildung 3.6 — Bestimmung der enzymkinetischen Konstanten der GSDA mit 2’-Deoxyguanosin
als Substrat. Zur Bestimmung der kinetischen Konstanten der Enzymreaktion mit 2’-Deoxyguanosin als
Substrat, wurde die Reaktionsgeschwindigkeit als Ammoniumionen-Freisetzung pro Minute bei unter-
schiedlichen 2’-Deoxyguanosinkonzentrationen (0.12, 0.24, 0.48, 1.2 und 7.0 mM) ermittelt. Die Ammo-
niumionen wurden kolorimetrisch detektiert und mit Hilfe eines Ammoniumstandards quantifiziert. Die
linke Achse zeigt die direkt-lineare Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit {iber der Substratkonzentra-
tion (Cornish-Bowden-Diagramm). Die Kurvenanpassung der Séttigungshyperbel erfolgte mit Hilfe der
Michaelis-Menten-Gleichung (R? = 0.9043). Die rechte Achse zeigt die lineare Auftragung des Quoti-
enten aus Substratkonzentration und Geschwindigkeit iiber der Substratkonzentration nach Hanes (1> =
0.9698). Dargestellt sind die Mittelwerte technischer Replikate und deren Standardabweichung (n = 4).

Der Vergleich der K,,-Werte fiir beide Substrate zeigt, dass die Affinitidt der Deaminase fiir Guanosin
doppelt so hoch wie die fiir 2’-Deoxyguanosin ist. Allerdings ist das Konfidenzintervall der Messung
fiir 2’-Deoxyguanosin so groB}, dass diese Aussage nur mit Vorsicht getroffen werden kann. Die Werte
fiir die Wechselzahl zeigen, dass bei Guanosin als Substrat in einer Minute fast dreimal mehr kataly-
tische Zyklen durchlaufen werden. Die spezifische Aktivitéit sowie auch die katalytische Effizienz des
Enzyms sind ebenfalls bei Verwendung von Guanosin hoher als bei 2°-Deoxyguanosin. Zusammen
zeigen die kinetischen Parameter, dass Guanosin das bevorzugte Substrat des Enzyms ist.

Im Weiteren sollte der Einfluss moglicher Aktivatoren und Inhibitoren auf die enzymatische Re-
aktion untersucht werden. Aktivatoren erhohen die Reaktionsgeschwindigkeit, wihrend Inhibitoren
die Michaelis-Menten-Konstante erhohen (kompetitive Hemmung) oder die Maximalgeschwindig-
keit der Reaktion verringern (nicht-kompetitive Hemmung). Insgesamt wurden 23 Substanzen als
potentielle positive oder negative Effektoren getestet (2.2.3). Als mogliche Aktivatoren wurden zum
Beispiel die Nukleotide Guanosintriphosphat, Guanosinmonophosphat, Adenosintriphosphat, Ade-
nosinmonophosphat und Inosinmonophosphat eingesetzt. Fiir diese Verbindungen ist eine Rolle als
feedforward-Aktivator vorstellbar. Sowohl die Aminosiduren Glutamin, Glutaminsidure, Asparagin,
Asparaginsdure und Alanin als auch die Carbonsduren Pyruvat, «-Ketoglutarat und Oxalacetat wur-
den ebenfalls als mogliche Aktivatoren getestet. Fiir keine dieser Verbindungen konnte ein Einfluss
auf die enzymatische Reaktion der Guanosindeaminase nachgewiesen werden. Xanthosin, das Pro-

dukt der Deaminierung, wurde als moglicher feedback-Inhibitor eingesetzt. Ebenso wurden weitere
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Metabolite des Purin- und Pyrimidinabbaus als potentielle hemmende Effektoren getestet. Dabei han-
delte es sich im Einzelnen um die Nukleoside Adenosin, Inosin, Uridin und Cytidin; die Nukleobasen
Xanthin, Uracil und Cytosin sowie Harnsdure. Dariiber hinaus wurde auch N2-Methylguanosin in
einem Inhibitortest genutzt, da dieses an der Aminogruppe methyliert ist, die durch das Enzym ab-
gespalten wird. Die Vermutung war, dass eine Bindung als Substratanalogon moglich wire, es dann
aber nicht zu einer Hydrolyse kdme. Die Verbindung konnte somit einen kompetitiven Inhibitor dar-
stellen. Es konnte jedoch in keinem der Tests eine hemmende Wirkung der jeweiligen Substanz auf
die Enzymreaktion nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, das Guanosin das bevorzugte Substrat der Deaminase ist,
2’-Deoxyguanosin aber in vitro auch vom Enzym hydrolysiert werden kann. Dariiber hinaus konn-
te im Rahmen der durchgefiihrten Experimente kein Aktivator oder Inhibitor der Reaktion gefunden

werden.

3.2.4 Die GSDA ist hochkonserviert in Pflanzen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das Kandidatenprotein die Deaminierung von Guanosin kataly-
siert, wurde ein Proteinsequenzvergleich mit den Proteinen anderer pflanzlicher Organismen durchge-
fiihrt, um mogliche Orthologe der GSDA zu identifizieren. In diese Analyse wurden folgende Pflanzen
einbezogen: Medicago truncatula, Glycine max, Phaseolus vulgaris, Sorghum bicolor, Zea mays, Ory-
za sativa, Panicum virgatum, Theobroma cacao, Solanum lycopersicum, Fragaria vesca, Populus tri-
chocarpa, Gossypium raimondii, Solanum tuberosum, Aquilegia coerulea, Brachypodium distachyon,
Physcomitrella patens. Die entsprechenden Proteinsequenzen wurden in der Phytozome-Datenbank
mit Hilfe des BLASTP-Algortihmus identifiziert. Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalO erstellt
und mit Boxshade eingefirbt (Abb A.4, Anhang). Gleichzeitig wurde das Ergebnis des Vergleichs in
Form eines Weblogos dargestellt (Abb. 3.7). Aus beiden Abbildungen ist deutlich zu erkennen, dass
die Guanosindeaminase in den analysierten Pflanzen hochkonserviert ist. Sowohl die an der Zinkbin-
dung beteiligten Aminosduren als auch der Tyrosinrest am C-Terminus treten in allen Sequenzen auf.
Die Abbildung im Anhang zeigt zudem, dass auch Aminosduren konserviert sind, die im bakteriel-
len Protein fiir die Bindung von Guanin verantwortlich sind. Daher stellt sich die Frage, warum das

Protein aus A. thaliana, trotz dieser Ubereinstimmungen, eine abweichende Substratspezifitit zeigt.
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Abbildung 3.7 — Weblogo-Darstellung des Sequenzvergleichs putativer pflanzlicher Guanosindea-
minasen. Die Proteinsequenz der GSDA von A. thaliana wurde genutzt um in der Phytozome-Datenbank
mogliche Orthologe in Medicago truncatula, Glycine max, Phaseolus vulgaris, Sorghum bicolor, Zea
mays, Oryza sativa, Panicum virgatum, Theobroma cacao, Solanum lycopersicum, Fragaria vesca, Popu-
lus trichocarpa, Gossypium raimondii, Solanum tuberosum, Aquilegia coerulea, Brachypodium distachy-
on, Physcomitrella patens zu identifizieren. Mit Hilfe von ClustalO wurde ein Sequenzvergleich erstellt.
Dieser diente als Basis fiir das Weblogo. Je groBler eine Aminosdure dargestellt ist, umso stirker ist sie
konserviert.

3.2.5 Vergleich mit bakterieller Guanindeaminase

Der Vergleich der in silico Analysen mit den biochemischen Experimenten wirft die Frage auf, warum
das bakterielle und das pflanzliche Protein abweichende Substratspezifititen aufweisen. Aufgrund der
hohen Sequenziibereinstimmung sowie konservierter am katalytischen Prozess beteiligter Aminoséu-
ren war dies nicht zu vermuten. Die Deaminaseaktivitit des bakteriellen Enzyms wurde mithilfe von
Zellextrakten, jedoch nicht anhand aufgereinigten Proteins nachgewiesen (Nygaard 2000). Aus die-
sem Grund sollte die Substratspezifitit mit aufgereinigtem Protein iiberpriift werden, um auszuschlie-
Ben, dass die abweichende Spezifitit dem Zellextrakt geschuldet ist. Dazu wurde das bakterielle Gen
amplifiziert, in einen pflanzlichen Expressionsvektor kloniert, in N. benthamiana Blittern exprimiert
und anschlieBend aufgereinigt (2.2.1; 2.2.3). Wihrend der Aufreinigung wurden Proben des Rohex-
trakts, des Uberstands nach Inkubation mit der Strep-Tactin-Matrix sowie der Elutionsfraktion und
der nicht-eluierten Proteine genommen. Diese wurden fiir eine anschlieBende Dokumentation mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Durch unspezifische Fiarbung mit Coomassie wurde der Gesamtpro-
teingehalt sichtbar gemacht (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8 — Dokumentation der Aufreinung der Strep-markierten bakteriellen Guanindeami-
nase nach transienter Expression in N. benthamiana. Wihrend des Aufreinungsprozesses genomme-
ne Proben (je 8 pl) wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, mit Coomassie gefirbt sowie
mittels Western Blot und StrepTactin-Alkalische Phosphatase Konjugat detektiert. RE: Rohextrakt; NP:
nicht-gebundene Proteine; E: Proteine in Elutionsfraktion; B: Proteine, die nach der Elution an der Matrix
verblieben, gelost durch Kochen in SDS-Puffer (boil off).

Die spezifische Detektion der bakteriellen Guanindeaminase erfolgte nach einem Western Blot un-
ter Nutzung des Strep-Tactin-Alkalische Phosphatase Konjugates (Abb. 3.8). Diese zeigte, dass die
Guanindeaminase aus B. subtilis transient in N. benthamiana exprimiert und anschlieBend aufgerei-
nigt sowie angereichert werden konnte. Die so gewonnene Proteinlosung wurde in einem Aktivitéts-
test mit 1 mM Guanin oder derselben Konzentration Guanosin eingesetzt. Bei diesem Experiment
wurde bestitigt, dass das Enzym von B. subtilis exklusiv Guanin deaminiert (nicht gezeigt).

Es besteht demnach noch immer die Frage, warum das bakterielle und das pflanzliche Enzym ver-
schiedene Substrate deaminieren. Der Sequenzvergleich in Abbildung 3.1 zeigt, dass die Aminosiu-
ren, die an der Substratbindung in B. subtilis beteiligt sind auch im Pflanzenprotein auftreten. Mit
einer Ausnahme: Der Tryptophanrest an Stelle 92 der GDA aus B. subtilis findet sich in nicht in
der Sequenz des Proteins aus Arabidopsis wieder. An vergleichbarer Position (Position 119) findet
man hier einen Leucinrest. Diese Aminoséure ist in den Orthologen der GSDA in anderen Pflanzen
hochkonserviert. Nicht allein der Leucinrest tritt in allen Pflanzenproteinen auf, sondern das ihn um-
gebende Motiv ,,HLS®. Dies konnte das Unterscheidungsmerkmal zwischen Guanindeaminasen und
Guanosindeaminasen sein. Es wurde ein weiterer Sequenzvergleich angefertigt, in den die Sequenzen
weiterer bakterieller Guanindeaminasen der Cytidin-/Deoxycytidylat- Deaminase Superfamilie ein-
gebunden wurden. Hier diente die Verdffentlichung von Fernandez und Mitarbeitern als Grundlage
(Fernandez et al., 2009). Von den dort aufgefiihrten Proteinen wurden die von Sulfurimonas denitri-

ficans, Clostridium botulinum, Nitrococcus mobilis, Microscilla marina, Polaribacter irgensii, Bacil-
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lus licheniformis, Bacillus clausii, Bacillus pumilus, Arthrobacter aurescens, Deltaproteobacterium
MILMS-1 und Saccharopolyspora erythraea fiir eine vergleichende Sequenzanalyse mit den Pflan-
zenproteinen genutzt. Auch die Sequenz der Guanindeaminase aus B. subtilis wurde mit einbezogen
(Abb. A.5, Anhang). AuBlerdem wurde ein Weblogo erstellt. Ein Ausschnitt , der die Stelle der Se-
quenzen beinhaltet, an der im Protein aus B. subtilis der Tryptophanrest und im Arabidopsis-Enzym
ein Leucinrest auftritt, ist in Abbildung 3.9 dargestellt. Es wird deutlich, dass beide Aminosiduren
dhnlich hiufig auftreten und das in den entsprechenden Motiven. Die Darstellung in Abbildung A.5
(Anhang) zeigt dies noch einmal im Detail. In allen bakteriellen Proteinen ist der Tryptophanrest
konserviert und das fast immer im Motiv ,,Y WA®, wohingegen in allen pflanzlichen Proteinen Leucin
im Motiv ,,HLS* auftritt. Aus der Kristallstrukturanalyse der Deaminase aus B. subtilis ist bekannt,
dass der Tryptophanrest an Postion 92 an der Bildung des aktiven Zentrums beteiligt ist und in einem
hydrophoben Bereich des Protein lokalisiert ist. Dort interagiert diese Aminosdure mit dem Kohlen-
stoffatom C8 an der hydrophoben Seite des Purinrings (Liaw et al 2004).
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Abbildung 3.9 — Weblogo-Darstellung des Sequenzvergleichs bakterieller Guanin- mit pflanzlichen
Guanosindeaminasen. Der Ausschnitt der Weblogo-Darstellung des Sequenzvergleichs der Deaminasen
zeigt die Stelle an der in den bakteriellen Enzyme die Aminosiure Tryptophan konserviert ist, meist ein-
gebunden in das Motiv ,,YWA®. Bei den Pflanzenproteinen tritt an vergleichbarer Stelle die Amioséure
Leucin im Motiv ,,HLS* auf. Dieses ist hochkonserviert. Das Weblogo wurde auf der Basis eines Se-
quenzvergleich bakterieller GDAs und pflanzlicher GSDAs erstellt. Je groer eine Aminosiure dargestellt
ist, umso stirker ist sie konserviert. GSDAs: A. thaliana, Medicago truncatula, Glycine max, Phaseolus
vulgaris, Sorghum bicolor, Zea mays, Oryza sativa, Panicum virgatum, Theobroma cacao, Solanum ly-
copersicum, Fragaria vesca, Populus trichocarpa, Gossypium raimondii, Solanum tuberosum, Aquilegia
coerulea, Brachypodium distachyon, Physcomitrella patens. GDAs: Sulfurimonas denitrificans, Clostridi-
um botulinum, Nitrococcus mobilis, Microscilla marina, Polaribacter irgensii, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus clausii, Bacillus pumilus, Arthrobacter aurescens, Deltaproteobacterium, Saccha-
ropolyspora erythraea

Aufgrund der Sequenzvergleiche lassen sich die folgenden Annahmen treffen: Die Aminosédure Leu-
cin an Position 119 der GSDA ist wahrscheinich fiir die spezifische Bindung von Guanosin verant-
wortlich. Zusétzlich kann angenommen werden, dass der Tryptophanrest an Position 92 der bakteri-
ellen GDA auf Grund seiner Interaktion mit dem Kohlenstoffatom C8 eine Bindung des Nukleosids
verhindert. Der Riboserest von Guanosin und der Indolring des Tryptophans wiirden sich wahrschein-
lich sterisch behindern. Darauf basierend, wurden von beiden Proteinen Varianten generiert, die die
jeweils andere Aminosdure enthalten. Diesem Experiment lag die Hypothese zugrunde, dass ein sol-

cher Austausch die Substratspezifitit des jeweiligen Enzyms zu der des anderen verdndern konnte.
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Zusitzlich zu den Veridnderungen der einzelnen Aminosiduren wurden weitere Varianten hergestellt.
Das Aminosauremotiv ,,HLS* an Position 118 bis 120 des pflanzlichen Proteins wurde zum bakte-
riellen Motiv ,,)YWA* geindert. Aulerdem wurde im bakteriellen Protein das Motiv an Position 91
bis 93 gegen das pflanzliche ausgetauscht. Die verschiedenen Varianten wurden durch zielgerichtete
Mutagenese der entsprechenden Wildtypsequenzen hergestellt (2.2.1). Die Enzymvarianten wurden
affinitidtschromatographisch aufgereinigt (Abb. A.6, Anhang) und fiir Aktivititstests mit Guanin und
Guanosin verwendet (refprotbiochem).

In Abbildung 3.10 sind die Resultate der Aktivitdtsmessungen im Vergleich zu beiden Wildtypprotei-
nen dargestellt. Es wird deutlich, dass sowohl im Fall der GSDA als auch der GDA eine Verénderung
des Motivs ,,HLS* beziehungsweise ,,YWA* zum Verlust der Enzymaktivitit fiihrte. Die Hypothese
man konne durch einen Austausch der Aminosiduren auch die Substratspezifitit entsprechend ver-
dndern, lieB sich demnach nicht bestitigen. Gleichzeitig ist jedoch durch den Funktionsverlust der

Enzyme erkennbar, dass die jeweiligen Aminosduren wichtig fiir die Aktivitit beider Enzyme sind.
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Abbildung 3.10 — Bestimmung der enzymatischen Aktivitit von GSDA und GDA Varianten mit
Mutationen im aktiven Zentrum. Die biochemische Aktivitit verschiedener Enzymvarianten mit Gua-
nosin oder Guanin als Substrat wurde bestimmt. Getestet wurde einerseits die GSDA aus A. thaliana in
ihrer Wildtypform sowie in zwei Varianten, die Verdnderungen des Aminosduremotivs an Position 118
bis 120 (HLS) zu YWA bzw. HWS tragen. Des Weiteren wurde die bakterielle GDA in der Wildtypform
und in zwei Varianten analysiert. Hier wurde das Motiv an Position 91 bis 93 (YWA) zu HLS bzw. YLA
verdndert. Von der Wildtypsequenz abweichende Aminosduren sind rot markiert.

Aus der Kristallstrukturanalyse der GDA ist auch bekannt, dass die C-terminale Aminosdure Tyrosin
mit dem Substrat der enzymatischen Reaktion interagiert. Gleichzeitig sind die beiden C-Termini des
Monomers an der Dimerisierung beteiligt. Ist das Substrat gebunden, ,,verschliet*“ der C-Terminus
zudem das aktive Zentrum. Es wird auerdem davon ausgegangen, dass die Struktur des C-Terminus

einen Einfluss auf die Grof3e der Substratbindestelle und somit die funktionelle Variabilitit der einzel-
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nen Mitglieder der Cytidin /Deoxycytidylat Deaminase Superfamilie hat (Liaw et al., 2004). Mogli-
cherweise ist der C-Terminus der GSDA der Grund fiir die abweichende Substratspezifitit. Zur Uber-
priiffung dieser Hypothese wurde das C-terminale Aminosdauremotiv ,,KEY* des bakteriellen Prote-
ins gegen das Motiv ,,FRLY* des pflanzlichen Proteins ausgetauscht. Im Pflanzenprotein wurde ent-
sprechend gegen den C-Terminus des Bakterienproteins ausgetauscht. Die verdnderten kodierenden
Sequenzen wurden zum Zweck der spiteren affinitdtschromatographischen Aufreinigung jeweils in
einen pflanzlichen Expressionsvektor kloniert, der eine N-terminale Strepll-Markierung des Proteins
erlaubt (2.2.1). Die Proteinvarianten wurden, wie zuvor beschrieben, aufgereinigt (Abb. A.6, Anhang)

und in einem Aktivitétstest mit je 1 mM Guanin oder Guanosin als Substrat eingesetzt (2.2.3).
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Abbildung 3.11 — Bestimmung der enzymatischen Aktivitit von GSDA und GDA Varianten mit
Mutationen am C-Terminus. Die biochemische Aktivitit der Wildtypformen der GSDA (A. thaliana)
und der GDA (B. subtilis) sowie einer am C-Terminus verinderten Variante der jeweiligen Proteins wurde
sowohl mit Guanosin (links) als auch mit Guanin (rechts) als Substrat ermittelt. Die C-Termini beider
Enzyme wurden gegeneinander getauscht, so dass das pflanzliche Protein den bakteriellen C-Terminus
KEY trigt und das bakterielle Protein den pflanzlichen C-Terminus FRLY. Dargestellt sind die Mittelwerte
technischer Replikate und deren Standardabweichung (n = 3). Die statistische Signifikanzanalyse wurde
mittels zweiseitiger ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni-Posttest, durchgefiihrt. **=p < 0.01; C-
mod, C-terminal-modifziert.

Abbildung 3.11 zeigt, dass die Enzymaktivitit in den Proteinvarianten jeweils im Vergleich zum Wild-
typprotein abnimmt, dass gleichzeitig aber keine Anderung der Substratspezifitit zu beobachten ist.
Ein Austausch der C-Termini untereinander fiihrt also nicht zu dem vorher vermuteten Effekt.

Zeitgleich zur Erzeugung der C-terminalen Varianten der Wildtypproteine, wurden auch die durch
zielgerichtete Mutagenese hergestellten Varianten fiir einen Austausch der C-Termini genutzt (2.2.1).

Diese Kombinationsvarianten wurden ebenfalls affinitdtschromatographisch aufgereinigt (Abb. A.6,
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Anhang) und in Aktivitétstests mit je 1 mM Guanin oder Guanosin als Substrat gefolgt von kolorime-
trischer Ammoniumionendetektion eingesetzt (2.2.3). Die Proteinvarianten verlieren vollstindig die

biochemische Aktivitit, die fiir die Wildtypproteine zu beobachten war (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12 — Bestimmung der enzymatischen Aktivitit von GSDA und GDA Varianten mit Mu-
tationen im aktiven Zentrum und am C-Terminus. Die biochemische Aktivitit verschiedener Varianten
der GSDA aus A. thaliana (links) sowie der GDA aus B. subtilis (rechts) einschlielich beider Wildtyp-
formen wurde mit Guanosin und Guanin als Substrat in Form der Freisetzung von Ammoniumionen be-
stimmt. Von beiden Wildtypformen wurden Varianten getestet, bei denen Mutationen im aktiven Zentrum
und am C-Terminus kombiniert wurden. Im aktiven Zentrum der GSDA wurde das Motiv an Position 118
bis 120 (HLS) zu YWA bzw. HWS verindert (rot markiert). Die Varianten der GDA tragen Veridnderungen
der Aminosduren an Position 91 bis 93 (YWA) zu HLS bzw. YLA (rot markiert). Die C-Termini wurden
jeweils gegen den C-Terminus der anderen Wildtypform ausgetauscht. C-mod, C-terminal-modifziert.

3.3 Untersuchungen zur in vivo Funktion der Guanosindeaminase

Nachdem durch vergleichende Aminosiduresequenzanalyse eine, wahrscheinlich am Purinnukleoti-
dabbau beteiligte, Deaminase von A. thaliana gefunden wurde, konnte dieses Kandidatenprotein in
biochemischen Analysen als Guanosindeaminase identifziert werden. Im Folgenden sollte gepriift
werden, ob das Protein diese Funktion auch in vivo erfiillt. Zu diesem Zweck wurde sowohl mit Ver-
lustmutanten (T-DNA-Insertionslinien) als auch mit Komplementationslinien gearbeitet, um mogli-
che auftretende Phéanotypen dem Fehlen oder Vorhandensein der Guanosindeaminase zuordnen zu
konnen. Zusitzlich wurden auch die subzelluldre Lokalisation des Enzyms sowie die gewebespezifi-
sche Promotoraktivitit untersucht. Im letzten Abschnitt der Funktionsanalyse wird die Relevanz der

Guanosindeaminase im Purinnukleotidabbau noch einmal genauer betrachtet.
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3.3.1 Charakterisierung der Verlustmutanten

Zur Beurteilung der Funktion der Guanosindeaminase in vivo wurden zwei T-DNA-Insertionslinien
der Samensammlungen SAIL (Sessions et al., 2002) und GABI-Kat (Kleinboelting et al., 2012) be-
stellt. Im Rahmen eines studentischen Praktikums wurden bereits vor Beginn dieser Arbeit eine, fiir
die T-DNA-Insertion, homozygote Pflanze der Linie SAIL 305B08 (gsda-1 [KO 27], Pflanze A7) so-
wie zwei homozygote Pflanzen der Linie GK 432D08 (gsda-2 [KO 28], Pflanzen D2 und D4) isoliert.

3.3.1.1 Genotypisierung der T-DNA-Insertionslinien und Lokalisation der Insertionen

Vor ersten Versuchen zur in vivo Funktion der Deaminase wurden Nachkommen dieser Pflanzen so-
wie einer heterozygoten Pflanze der Linie SAIL 305B08 (gsda-1, Pflanze A5) mittels PCR iiberpriift.
Die kodierende Sequenz der GSDA besteht aus 2061 Basenpaaren, verteilt auf fiinf Exons und vier
Introns (Abb. 3.13 A). Die Informationen fiir das 185 Aminosiduren umfassende Protein sind in 555
bp der Gensequenz kodiert. Die Insertionen der T-DNA-Insertionslinien liegen laut jeweiliger An-
notation entweder im Intron 2 (GK 432D08, gsda-2) oder im Intron 3 (SAIL 305B08, gsda-1). Zum
Zwecke der Genotypisierung wurde von den zu testenden Pflanzen DNA aus Blittern extrahiert, diese
wurde anschliefend in PCR Experimenten eingesetzt. Zur Identifizierung oder Bestidtigung homozy-
goter T-DNA-Insertionen wurden jeweils genspezifische Primer sowie T-DNA-spezifische Primer ge-
nutzt (2.2.1). Auf diese Weise konnte die Homozygotie der T-DNA-Insertionen in den Nachfahren der
Pflanzen A7 (SAIL 305B08, gsda-1) sowie D2 und D4 (GK 432D08, gsda-2) bestitigt werden. Dar-
iiber hinaus konnte eine Pflanze mit homozygoter T-DNA-Insertion unter den Nachfahren der Pflanze
AS (SAIL 305B08, gsda-1) identifziert werden. Die Ergebnisse der Genotypisierung aller getester
Pflanzen sind in Abbildung 3.13 B zusammengefasst. Die Insertionsorte in beiden Linien wurden
mittels Sequenzierung von PCR-Produkten iiberpriift, die mithilfe eines genspezifischen sowie eines
T-DNA-spezifischen Primers amplifiziert wurden. Die Analyse der Sequenzen bestitigte die T-DNA-
Insertion sowohl im Intron 2 der Linie GK 432D08 [KO 28] als auch im Intron 3 der Linie SAIL
305B08 [KO 27] (Abb. 3.13 A).
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Abbildung 3.13 — Schematische Darstellung der Genstruktur und Genotypisierung von T-DNA-
Insertionslinien. A: Schema des GSDA Gens, die fiinf Exons der kodierenden Sequenz sind in Form
von Rechtecken dargestellt. Die Positionen der T-DNA Insertionen der Gabi-Kat-Linie (GK-432D08,
[KO 28]) sowie der Sail-Linie (Sail-305B08, [KO 27]) sind durch Dreiecke markiert. Die Zahlen ge-
ben den Abstand der ersten, durch die Insertion hervorgerufenen, abweichenden Base, ausgehend vom
Stopp-Codon, an. B: Analyse von gsda-Verlustmutanten hinsichtlich homozygoter T-DNA-Insertionen.
Die PCR-Reaktionen wurden sowhohl mit genspezifischen Primern als auch T-DNA-spezifischen Primern
durchgefiihrt. *: Pflanze mit homozygoter T-DNA-Insertion

3.3.1.2 Analyse der Transkription und Translation

Je nach Lage der T-DNA-Insertion im Gen, wirkt sich diese unterschiedlich auf dessen Transkription
aus. Daher ist es ratsam zu tiberpriifen, ob eine Genabschaltung (knock-out), eine verringerte Gen-
expression (knock-down) oder die Bildung eines unvollstindigen Transkripts vorliegt. Fiir T-DNA-
Insertionen in Introns ist zudem bekannt, dass diese in einigen Fillen zusammen mit dem Intron
aus der pri-mRNA gespleifit werden konnen. So besteht die Moglichkeit, dass in diesen Linien eine
verringerte Menge Wildtyp-Tranksript gebildet wird. Trotz homozygoter T-DNA-Insertion kdnnte es
zu einer, wenn auch verminderten, Proteinbiosynthese kommen. Die beiden homozygoten T-DNA-
Insertionslinien gsda-1 und gsda-2 wurden hinsichtlich der GSDA -Transkriptmenge untersucht. Da-
zu wurde zunédchst RNA aus Blittern extrahiert und anschlieBende fiir semiquantitative Reverse Tran-
skriptase (RT)-PCR genutzt (2.2.1). Die Primer wurden so gewihlt, dass ein Sequenzbereich ampli-
fiziert wurde, der den jeweiligen Insertionsort mit einschloss. Im Falle eines erfolgreichen Spleiflens
wire das korrekte Produkt amplifizierbar, andernfalls nicht. Zur Kontrolle der Transkriptionseffizienz

wurde ACTIN-2 als Referenzgen genutzt.
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Abbildung 3.14 — Verfizierung homozygoter Verlustmutanten in Bezug auf Transkription und
Translation. A: Vergleichende Analyse der GSDA Transkriptmenge zwischen den homozygoten Inser-
tionslinien und dem Wildtyp mittels semiquantitativer RT-PCR (links) sowie quantitativer PCR (rechts).
Fiir die semiquantitative RT-PCR wurde ACTIN-2 als Referenzgen genutzt. Die relative Quantifizierung
durch gPCR erfolgte unter Nutzung von UBIQUITIN-10 als Referenzgen. Die relativen Transkriptmen-
gen in den drei Linien wurden auf den Mittelwert des Wildtyps normiert. Es wurde je Linie aus einem
Gemisch entsprechender Keimlinge dreimal RNA isoliert und unabhéngig bis zur gPCR prozessiert. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte der Analysen und deren Standardabweichung (n = 3). n.d., nicht detektierbar.
B: Uberpriifung des GSDA Proteingehalts in 8 Tage alten Keimlingen des Wildtyps und beider Insertions-
linien mittels Western Blot und Nutzung eines GSDA-spezifischen Antikorpers.

In Abbildung 3.14 A wird eine starke Reduktion der GSDA-Transkriptmenge in beiden Linien deut-
lich. Es ist jedoch eine schwache Bande erkennbar, bei der es sich um Resttranskript oder eine Ver-
unreinigung handeln konnte. Fiir die genauere Untersuchung der Resttranskriptmenge wurde noch-
mals RNA aus Keimlingen extrahiert und mit Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Diese
wurde anschlieBend fiir die Transkriptionsanalyse mittels quantitativer PCR genutzt (2.2.1). Dabei
wurden Primerpaare genutzt, die in den Exons banden, welche die T-DNA-Insertionen flankieren.
Auch hier wiirde ausschlieBlich erfolgreiches Spleilen zu einem Produkt mit korrekter Grofe fiih-
ren. Als Referenzgen fiir die relative Quantifizierung wurde UBIQUITIN-10 verwendet. In beiden
Insertionslinien ist kein spezifisches Amplikon detektierbar, die relative Transkriptmenge ist daher
null (Abb. 3.14 A). Bei den schwachen Banden nach der semiquantitativen RT-PCR handelte es sich
wahrscheinlich um eine Kontamination.

Zusitzlich wurden die Insertionslinien beziiglich des GSDA-Proteingehaltes iiberpriift. Dazu wurden
Rohextrakte von Keimlingen des Wildtyps sowie beider Insertionslinien (gsda-1 [KO 27] und gsda-2
[KO 28]) hergestellt und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die spezifische Detektion der Gua-
nosindeaminase erfolgte nach einem Western Blot unter Nutzung eines GSDA-spezifischen Antiser-

ums (2.2.3). In den Spuren beider Insertionsmutanten liel sich keine Guanosindeaminase detektieren
(Abb. 3.14 B).
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3.3.1.3 Analyse des Metabolitprofils der Verlustmutanten
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Abbildung 3.15 — Metabolitanalyse der Insertionslinien. Metabolitextrakte von trockenen Samen des
Wildtyps und beider T-DNA Insertionslinien (gsda-1; gsda-2) wurden mittels Ionenpaar-Umkehrphasen-
Chromatographie aufgetrennt und mit einem Diodenarray-UV-Detektor analysiert. mAU: milli absorption
units (Milli-Absorptionseinheiten)

Ausgehend von der Vermutung, dass eine fehlende Guanosindeaminase zu Verdnderungen im Me-
tabolom des Purinnukleotidabbaus fiihrt, wurden die Verlustmutanten gsda-1 [KO 27] und gsda-2
[KO 28] hinsichtlich der entsprechenden Metabolite analysiert. Dies diente gleichzeitig der Uberprii-
fung der in vivo Funktion des Proteins. Zu diesem Zweck wurden mithilfe von Perchlorsiaure Ex-
trakte aus Samen beider Verlustmutanten sowie des Wildtyps hergestellt. Diese wurden anschlieSend
durch Ionenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt und bei 260 nm im Diodenarray-U V-
Detektor analysiert (2.2.5). Die Chromatogramme zeigten, keine spezifischen Signale fiir den Wild-
typ. Im Gegensatz dazu tritt in den Extrakten beider T-DNA-Insertionslinien bei einer Retentionszeit
von 9.2 Minuten ein deutliches Signal auf (Abb. 3.15). Dies wurde auch bei wiederholten Analysen
detektiert, wobei es teilweise zu einer Verschiebung der Retentionszeit um bis zu 0.4 Minuten kam.

Die Vermutung liegt nahe, dass es sich bei diesem Signal um Guanosin handelt, das auf Grund der
fehlenden Deaminase nicht abgebaut werden kann. Um diese Theorie zu iiberpriifen, wurde eine reine
Guanosinlosung dem Extraktionsprotokoll entsprechend behandelt und ebenfalls chromatographisch
aufgetrennt und analysiert. Zeitgleich zur Detektion der UV Absorption bei 260 nm wurde fiir jedes
Signal ein UV-Spektrum aufgenommen. Abbildung 3.16 zeigt die Retentionszeit des Guanosinsignals
aus der Standardlosung vergleichend zur Retentionszeit des Signals aus einem gsda-2-Samenextrakt.
Dariiber hinaus sind die UV-Spektren beider Signale abgebildet. Aus der Gegeniiberstellung dieser
Daten lasst sich ableiten, dass das Signal in der biologischen Probe ein Guanosinsignal ist. Gleich-
zeitig ist auffillig, dass in beiden UV-Spektren die Signale zu einzelnen Zeitpunkten des Peaks nicht
tibereinanderliegen, sondern iiber einen breiteren Bereich aufgefachert sind. Ein solcher Effekt kann

auf eine Verunreinigung des Signals oder ein nicht optimal gewihltes Referenzspektrum wihrend der
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Auswertung hindeuten. Letzteres ist hier der Fall, wie die spitere Uberpriifung der entsprechenden

Daten ergab (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.16 — Identifizierung des Guanosinsignals. Eine Guanosinlgsung und ein Extrakt von tro-
ckenen Samen der Linie gsda-2 [KO 28] wurden mittels Ionenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie auf-
getrennt und mit einem Diodenarray-UV-Detektor analysiert. Es wurden jeweils die Retentionszeiten
(links) und die UV-Spektren bei 210-350 nm (rechts) verglichen. mAU, milli absorption units (Milli-
Absorptionseinheiten)

Zusitzlich zur Analyse der Signale mittels Retentionszeit und UV-Spektrum wurde Massenspek-
trometrie genutzt, um die Guanosinakkumulation in den Extrakten der T-DNA-Insertionslinien zu
bestitigen. Zu diesem Zweck wurden entsprechende Fraktionen wihrend der chromatographischen
Auftrennung gesammelt und mittels Elektrosprayionisation-Tandemmassenspektrometrie (ESI-MS-
MS) analysiert (2.2.5). Dabei wurden sowohl die Quasimolekiilionen als auch die Fragmentionen in
einem Flugzeitmassenspektrometer detektiert (Abb. 3.17 und Abb. A.7, Anhang). Im Ubersichtss-
pektrum des negativen Ionenmodus ist ein Signal mit einem Masse-zu-Ladung-Verhiltnis (m/z) von
282 erkennbar, dies entspricht dem deprotonierten Quasimolekiilion [M-H]™ von Guanosin. Im MS-
MS-Spektrum sind Signale mit den Masse-zu-Ladung-Verhiltnissen 150, 133 und 107 zu erkennen.
Diese entsprechen den zu erwartenden Fragmentionen des Guanosin-Quasimolekiilions (Liu et al.,
2008 und Liu et al., 2009). Somit konnte durch die Massenspektrometrie bestitigt werden, dass sich
in den gsda-Mutanten Guanosin anreichert. Die Resultate der chromatographischen Analysen zeig-
ten, dass das in dieser Arbeit untersuchte Protein in vivo die Enzymfunktion besitzt, die sich aus den

in vitro Versuchen ableiten lief3.
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Abbildung 3.17 — Verifizierung des Guanosinsignals mithilfe von Massenspektrometrie. Die Guanos-
infraktionen aus einem Metabolitextrakt trockener Samen wurden wihrend einer chromatographischen
Analyse gesammelt und in einem externen Elektrospray-Tandemmassenspektrometer iiberpriift. Darge-
stellt ist jeweils ein Ausschnitt aus dem Ubersichtsspektrum (MS) und dem Fragmentspektrum (MS-MS)
im negativen Modus. Wihrend die Ubersichtsspektren die Signale der deprotonierten Molekiilionen zei-
gen, sind in den Fragmentspektren die Signale der zugehorigen Fragmentionen dargestellt. Die Zuordnung
der Signale zu den entsprechenden Ionen erfolgte nach Liu et al., 2008 und Liu et al., 2009. %: relative
Intensitit in Prozent; m/z: Masse-zu-Ladung-Verhiltnis

3.3.2 Herstellung und Charakterisierung von Komplementationslinien

Nachdem anhand der Metabolitanalyse der Verlustmutanten gezeigt werden konnte, dass die Guano-
sindeaminase in vivo die vermutete Enzymaktivitit besitzt, sollte die Rolle des Proteins im Purin-
nukleotidabbau weiterfithrend untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Komplementationslini-
en hergestellt. Dazu wurden Pflanzen der Linien gsda-2 [KO 28] stabil mit dem Plasmid GSDA-
pXNS2pat-Strep oder GSDA-pXNS2pat-YFP transformiert (2.2.1). Fiir beide Linien wurden ho-
mozygote Pflanzen isoliert, die nur eine Insertion trugen und das jeweilige Protein exprimierten
(Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18 — Nachweis der Proteinexpression in den Komplementationslinien. Blattrohextrakte
homozygoter Pflanzen der Linien gsda-2 + Strep-GSDA [X5] und gsda-2 + YFP-GSDA [X13] wurden
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Western Blot mit der entsprechenden Methode detektiert.
Strep-Tag: StrepTactin-Alkalischer Phosphatase Konjugat. YFP: GFP-spezifischer Antikorper und Ziege
anti-Maus IgG, konjugiert mit Alkalischer Phosphatase. *: Diese Linien wurden fiir die weitere Charakte-
risierung der GSDA genutzt.

In einem ersten Experiment wurde iiberpriift, ob in den Komplementationslinien der molekulare Phi-
notyp revertiert ist und die, fiir die Verlustmutanten beobachtete, Akkumulation von Guanosin nicht
mehr auftritt. Der Vergleich der Chromatogramme aller Linien zeigt, dass in der Verlustmutante, wie
zuvor beschrieben, Guanosin angereichert war. In den Extrakten der Komplementationslinien war
hingegen, wie auch beim Wildtyp, kein Guanosin detektierbar (Abb. 3.19). Diese Ergebnisse zeigen
deutlich, dass die Uberexpression der GSDA in der Verlustmutante den molekularen Phinotyp rever-

tiert. Dies bestitigt, dass die Guanosinakkumulation durch den Verlust der Deaminase hervorgerufen
wird.
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Abbildung 3.19 — Metabolitanalyse in den Komplementationslinien. Metabolitextrakte von trockenen
Samen des Wildtyps, der T-DNA Insertionslinie gsda-2 [KO 28] sowie zweier Komplementationsli-
nien (gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 [X5]; gsda-2 + YFP-GSDA 3-1 [X13]) wurden mittels Ionenpaar-

Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt und mit einem Diodenarray-UV-Detektor analysiert. mAU:
milli absorption units (Milli-Absorptionseinheiten)
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3.3.3 Subzellulire Lokalisation und Analyse des Expressionsprofils der GSDA

Nachdem sowohl in vitro als auch in vivo eine Funktion als Guanosindeaminase nachgewiesen wer-
den konnte, sollte im Folgenden die Lokalisation des Proteins in der Zelle sowie dessen Expressions-

profil in der Pflanze genauer untersucht werden.

3.3.3.1 Subzellulire Lokalisation

Fiir die Untersuchung der subzelluldren Lokalisation der Guanosindeaminase wurden zunéchst in sili-
co Analysen genutzt um mogliche Transmembrandoménen (TMHMM Server v. 2.0) und N-terminale
Prisequenzen (TargetP 1.1 Server) vorherzusagen. Dabei wurden keine potentiellen membranspan-
nenden Doménen in der Aminoséduresequenz identifiziert. Die Suche nach Priasequenzen fiihrte weder
zu einer Identifizierung von plastididren oder mitochondrialen Signalsequenzen, noch konnte eine Si-
gnalpeptidschnittstelle vorhergesagt werden. Zusammengefasst sagen die in silico Daten voraus, dass
das Protein im Cytosol lokalisiert ist.

Um dies experimentell zu iiberpriifen, wurde N-terminal YFP-markierte GSDA zusammen mit C-
terminal CFP-markierter (3-Ureidopropionase transient in N. benthamiana Bldttern coexprimiert. Fiir
die 3-Ureidopropionase wurde bereits eine cytosolische Lokalisation beschrieben (Walsh et al., 2001),
daher konnte sie als Marker fiir dieses Kompartiment genutzt werden (2.2.4).

Die vergleichende Analyse beider Fluoreszenzsignale mittels konfokaler Mikroskopie zeigte, dass die
YFP-GSDA im Cytosol mit der CFP-markierten [3-Ureidopropionase kolokalisiert ist (Abb. 3.20).
Instabiles YFP-markiertes Protein konnte dazufiihren, dass das Signal des freien YFPs und nicht
das des Fusionsproteins detektiert wird. Daher wurde die Stabilitdt des Fusionsproteins mittels Gel-
elektrophorese, Western Blot und anschlieBender Detektion mit einem anti-GFP Antikorper bestitigt
(Abb. 3.20). Zusitzlich zur Analyse der Lokalisation im heterologen System N. benthamiana, wur-
den Mesophyllzell-Protoplasten aus Blittern der Komplementationslinie gsda-2 + YFP-GSDA 3-2
isoliert und zur Lokalisation des Fluoreszenzsignals genutzt (2.2.4). Im Vergleich mit dem Signal
der Autofluoreszenz des Chlorophylls wurde auch hier deutlich, dass die YFP-GSDA im Cytosol lo-
kalisiert ist (Abb. 3.20). Da eine YFP-Markierung am N-Terminus des Proteins die Funktion eines
Signalpeptids storen konnte, wurde auch ein Klon hergestellt, der die Expression einer C-terminal-
markierten Variante ermoglicht (2.2.1). Es gelang jedoch nicht, ein solches Protein transient in Blit-
tern von N. benthamiana zu exprimieren. Dass die Uberexpression des YFP-GSDA Fusionsproteins
in der Insertionslinie gsda-2 zu einer Revertierung der Phénotypen fiihrt, spricht fiir die Funktionalitit
des Proteins in der Mutante und somit auch fiir seine korrekte Lokalisation. Dariiber hinaus wurde
bereits fiir die ebenfalls am Purinabbau beteiligten Enzyme Nukleosidhydrolase 1 (NSH1) und Xan-
thindehydrogenase (XDH) eine cytosolische Lokalisation beschrieben (Jung et al., 2009; Werner und
Witte, 2011). Diese Daten werden durch eine Proteomanalyse von Ito et al. gestiitzt. In dieser Stu-
die wurde die cytosolische Proteinfraktion von Arabidopsiszellkulturen mittels Massenspektrometrie

analysiert. Dabei wurden neben XDH1 und NSH2 unter anderem auch die Hypoxanthin-Guanin-
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Abbildung 3.20 — Subzelluliire Lokalisation der Guanosindeaminase. Oben: Konfokalmikroskopische
Aufnahmen der unteren Blattepidermis von N. benthamiana nach transienter Ko-Expression N-terminal
YFP-markierter GSDA (YFP-GSDA) sowie des C-terminal CFP-markierten cytosolischen Proteins f3-
Ureidopropionase (3-UP-CFP). Zusitzlich ist die Uberlagerung beider Fluoreszenzsignale dargestellt.
Malstabsbalken entspricht 20 wm. Unten: Stabil mit YFP-GSDA transformierte A. thaliana-Pflanzen wur-
den zur Gewinnung von Mesophyllzell-Protoplasten gefolgt von konfokaler Mikroskopie genutzt. Darge-
stellt sind das Fluoreszenzsignal der YFP-GSDA und die Uberlagerung mit der Autofluoreszenz der Chlo-
roplasten (MafBstabsbalken entspricht 10 pm). Auf der rechten Seite ist ein, mit einem GFP-spezifischen
Antikorper entwickelter, Western Blot abgebildet, der die Stabilitit des YFP-GSDA-Fusionsproteins zeigt.

Phosphoribosyltransferase (HGPRT) und die Guanosindeaminase im Cytosol nachgewiesen (Ito et
al., 2011). Fasst man die Lokalisationsvorhersagen mit den Ergebnissen der konfokalen Mikroskopie
sowie den verdffentlichten Proteomdaten zusammen, so ldsst sich Folgendes feststellen: Die Guano-
sindeaminase ist gemeinsam mit den Enzymen NSH1/2, XDH1 und HGPRT am Purinnukleotidabbau
und -recycling im Cytosol beteiligt.

3.3.3.2 Analyse des GSDA - Expressionsprofils in der Pflanze

Das Expressionsprofil der GSDA wurde zum Einen mit Hilfe eines Reportergenansatzes analysiert,
zum Anderen wurde das GSDA-Proteinniveau in verschiedenen Geweben untersucht. Fiir die Analyse
der Promotoraktivitit wurde ein 1100 bp Fragment stromaufwirts des ATG-Codons des GSDA-Gens
mittels PCR amplifiziert und, in einem entsprechenden Vektor, mit dem Gen der -Glucuronidase

aus E. coli fusioniert (2.2.1). Stabil mit diesem Konstrukt transformierte Pflanzen wurden fiir die Ex-
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pressionsanalyse genutzt. Die Aktivitit der [3-Glucuronidase konnte mittels histochemischer Farbung
in unterschiedlichen Entwicklungsstadien und Geweben detektiert werden. So wurde die Genexpres-
sion indirekt, durch Bildung des blauen Farbstoffs 5,5’-Dibrom-4,4’-dichlor-indigo, in Keimlingen,
Rosettenblittern, Stangelblittern und Bliiten sichtbar gemacht (Abb. 3.21).

CP N

.1“.‘ M
¢ .

Abbildung 3.21 — Histochemische Analyse der Promotoraktivitit. Zur Analyse der Aktivitit des GS-
DA -Promotors wurde [3-Glucuronidase als Reporter genutzt. Durch dieses System konnte in Keimlingen
(A), Rosettenblittern (B), Stiangelblittern (C) und Bliiten (D) die Aktivitit des Promotors in Form des
blauen Farbstoffs 5,5 -Dibrom-4,4’-dichlor-indigo sichtbar gemacht werden.

Fiir die Untersuchung des GSDA-Proteinniveaus wurden Extrakte von jungen und alten Blittern,
Waurzeln und Bliiten vier Wochen alter Pflanzen sowie von Rosetten, Wurzeln und Schoten zehn Wo-
chen alter Pflanzen hergestellt. Diese wurden durch denaturierende Gelelektrophorese aufgetrennt
und nach einem Western Blot mit dem GSDA-spezifischen Antiserum detektiert (2.2.3). Die Darstel-
lung der Detektion in Abbildung 3.22 zeigt, dass das Protein in allen getesteten Geweben exprimiert
war. In Abbildung 3.14 wird zudem deutlich, dass die Guanosindeaminase auch in 8 Tage alten Keim-

lingen nachweisbar war.
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Abbildung 3.22 — Analyse des GSDA-Proteingehalts in verschiedenen Geweben. Rohextrakte von jun-
gen und alten Bléttern, Wurzeln und Bliiten vier Wochen alter Pflanzen (links) sowie von Rosetten, Wur-
zeln und Schoten zehn Wochen alter Pflanzen (rechts) des Wildtyps wurden mittels Gelelektrophorese,
Western Blot und Nutzung eines GSDA-spezifischen Antikorpers hinsichtlich des Gehalts an Guanosin-
deaminase untersucht.
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Die Analysen der Promotoraktivitdt sowie der Proteinexpression lassen eine ubiquitire Expression
der Guanosindeaminase vermuten. Offentlich zugiingliche Microarraydaten zeigen, dass das Trans-
kript der GSDA in nahezu allen Geweben und Entwicklungsstadien nachgewiesen wurde (siche eFP
browser und Genevestigator). Dariiberhinaus stehen auch Datensitze verschiedener Proteomanaly-
sen zur Verfiigung aus denen hervorgeht, dass die GSDA in Kotyledonen, Blittern, Wurzeln, Spross
und Samen sowie weiteren Geweben nachgewiesen werden konnte (siehe pep2pro, AtProteome und
PaxDB). Diese Daten bestitigen und vervollstindigen die in der vorliegenden Arbeit erlangten Er-

gebnisse zur Expression der Guanosindeaminase in Arabidopsis thaliana.

3.3.4 Metabolitanalysen in unterschiedlichen Geweben
3.3.4.1 Unbekanntes Signal in den Mutanten

Die Analyse von gsda-Mutanten zeigt eine Akkumulation von Guanosin aufgrund des GSDA -Verlusts
(Abb.3.15). Daneben wurde das Auftreten eines zweiten Signals im Bereich von 5,7 min nach Beginn
der chromatographischen Auftrennung beobachtet (Abb. 3.23).

Zunichst war die Identitdt dieses Signals unbekannt. Eine erste Vermutung war, dass es sich dabei
um 2’-Deoxyguanosin handelt, da diese Substanz in vitro von der GSDA deaminiert wird. Diese
Theorie lieB sich jedoch nicht durch massenspektrometrische Analysen bestitigen (nicht gezeigt). In
einer Verdffentlichung von Katahira und Ashihara ist beschrieben, dass die Deoxynukleoside wéh-
rend einer Perchlorsdurextraktion hydrolysiert werden (Katahira und Ashihara, 2006). Dies konnte
auch auf das vermutete 2’-Deoxyguanosin in den Perchlorsdurextrakten der gsda-Mutanten zutref-
fen. In diesem Fall wire Guanin der Metabolit, der wihrend Chromatographie detektiert wird. Die
Retentionszeit des unbekannten Peaks und einer Guaninstandardldsung stimmen iiberein (nicht ge-
zeigt). Eine Identifizierung tiber das UV-Spektrum war nich méglich, da sich die Spektren von Guanin
und 2’-Deoxyguanosin zu dhnlich sind. Aus diesem Grund wurde wie bei Katahira und Ashihara be-
schrieben eine Extraktion von Samen der Linie gsda-2 mit 80 % Methanol durchgefiihrt. Parallel
wurden reine Losungen von Guanin, Guanosin und 2’-Deoxyguanosin ebenfalls auf diese Weise ex-
trahiert. Der Test resultierte in schlechterer Qualitit und geringer Intensitét der Metabolitsignale. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich bei dem unbekannten Peak um Guanin und nicht um ein

Extraktionsartefakt von 2’-Deoxyguanosin handelt (Abb. A.8, Anhang).
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Abbildung 3.23 - Identifizierung eines zweiten akkumulierenden Metaboliten in den gsda-
Mutanten. Dargestellt ist das Chromatogramm einer Metabolitanalyse trockener Samen der Linie gsda-2.
Dies zeigt exemplarisch das Auftreten eines zweiten Signals bei 5.79 min. In nachfolgenden Analysen
konnte der zweite akkumulierende Metabolit als Guanin identifiziert werden.

Die Akkumulation von Guanin in den gsda-2Mutanten deutet einerseits darauthin, dass es eine, noch
unbekannte, Nukleosidhydrolase geben muss, die die Hydrolyse von Guanosin katalysiert. Ander-
seits kann man daraus auch schlieBen, dass es keine oder nur eine sehr geringe Guanindeaminase-
aktivitdt (Reaktion 7 in Abb. 1.2) in A. thaliana gibt. Auch die Aktivitit der Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase (Reaktion 9 in Abb. 1.2) scheint nicht hoch genug zu sein, um eine Ak-

kumulation von Guanin in den gsda-Mutanten zu verhindern.

3.3.4.2 Metabolitanalyse in Samen

In 3.3.1.3 wurde bereits beschrieben, dass in den Samen der Insertionslinien gsda-1 [KO 27] und gs-
da-2 [KO 28] Guanosin akkumuliert. Dariiber hinaus wurde auch gezeigt, dass weder fiir den Wildtyp
noch die Komplementationslinien ein Guanosinsignal nach der chromatographischen Auftrennung
sichtbar war. Das bedeutet, dass der Guanosingehalt in diesen Extrakten unter dem Detektionslimit
der Methode liegt. Mit Hilfe einer Guanosinverdiinnungsreihe (Abb. A.9) wurde als Untergrenze der
Detektion eine Konzentration von circa 1.9 umol1~! berechnet. Unter Beriicksichtigung der Extrak-
tionsmethode fiir Samen entspréache das ungefihr 0.07 umol g;cl}. Der Guanosingehalt in Samen von
Wildtyppflanzen sowie Pflanzen der Komplementationslinien liegt demnach unter diesem Wert.

Fiir Samen der Linien gsda-1 und gsda-2 wurde der Guanosingehalt in mehreren Experimenten quan-
tifiziert. Je nach Samensatz lagen die Werte zwischen 6 und 16 pmol ggcl;. Der Gehalt von Guanin in
den Mutanten wurde nur in zwei Experimenten quantifiziert, in einem davon in Samen. Der Grund
dafiir war die spite Identifizierung des Signals als Guanin im Verlauf der Doktorarbeit. In den davor
durchgefiihrten Experimenten wurden entsprechende Standardlésungen nicht mitgefiihrt. Das Detek-
tionslimit von Guanin ist Zhnlich dem von Guanosin (nicht gezeigt). Der quantifizierte Guaningehalt
betrug 2.25 umol ggé in der Linie gsda-1 und 1.82 umol g;(l} in der Linie gsda-2.

Zusitzlich zur Analyse der Purinabbaumetabolite wurde iiberpriift, ob der Verlust der Guanosinde-
aminase einen Einfluss auf das Aminosdureprofil in den Samen hat. Dazu wurden ethanolische Ex-
trakte von Samen der Linien gsda-2, gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 und des Wildtyps hergestellt (2.2.5).
Diese wurde mittels Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt. Eine Derivatisierung der Amino-
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sduren kurz vor der Probeneinspritzung ermoglichte deren anschlieende Fluoreszenzdetektion (2.2.5).
In Abbildung 3.24 sind sowohl der jeweilige Gesamtaminosduregehalt als auch der Gesamtgehalt von
Stickstoff in den Aminosduren dargestellt. In beiden Datensétzen ist kein signifikanter Unterschied
zwischen den Linien nachweisbar. In Abbildung A.10 sind alle quantifizierten Aminosduren noch

einmal einzeln aufgefiihrt, auch hier werden keine signifikanten Unterschiede deutlich.
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Abbildung 3.24 — Quantifizierung des Aminosiuregehalts sowie des Aminosiurestickstoffgehalts in
Samen. Ethanolische Extrakte von Samen der Linien gsda-2, gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 und des Wild-
typs wurden hergestellt, derivatisiert und mit Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt. Die Fluores-
zenzdetektion der Aminosiurederivate sowie die gleichzeitige Nutzung von Aminoséurestandardlosungen
erlaubten eine anschlieBende Quantifizierung. Dargestellt ist der Gesamtgehalt an Aminosiduren. Der Ami-
nosdurestickstoffgehalt wurde mit Hilfe der Summenformeln der einzelnen Aminoséduren berechnet. Von
jeder Linie wurden drei Samenaliquots unabhingig voneinander prozessiert und fiir die Quantifizierung
genutzt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und ihre Standardabweichung (n = 3). FG: Frischgewicht.

3.3.4.3 Guanosinakkumulation in vier Wochen alten Pflanzen

Fiir die Quantifizierung des Guanosingehalts Pflanzen der Linie gsda-2 [KO 28] und des Wildtyps
unter Langtag-Bedingungen angezogen. Nach vier Wochen wurden verschiedene Rosettenblitter ana-
lysiert. Dabei wurden junge, mittelalte und alte Blatter ausgewihlt (Abb. 3.25). Das Balkendiagramm
in Abbildung 3.25 zeigt die Akkumulation von Guanosin in der Linie gsda-2. Es wird deutlich, dass
das Nukleosid in allen Blittern nachweisbar ist. Gleichzeitig ist auch zu erkennen, dass im Vergleich
zu Samen nur geringe Mengen Guanosin akkumulieren. In alten Blittern ist der Guanosingehalt teil-
weise leicht erhoht. Der hochste Wert war jedoch in den jungen Blittern im Zentrum der Rosette
detektierbar. Im Wildtyp wurde in keiner der Proben Guanosin nachgewiesen, deshalb sind die Daten
hier nicht gezeigt. Der Gehalt von Guanin in den Proben der Linien gsda-2 wurde nicht quantifi-
ziert, da zum Zeitpunkt des Experiments die Identitdt des Signals noch nicht bekannt war und kein

entsprechender Standard mitgefiihrt wurde.
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Abbildung 3.25 — Analyse der Guanosinakkumulation in vier Wochen alten Pflanzen. Der Guanosin-
gehalt in verschiedenen Rosettenblittern vier Wochen alter Pflanzen der Linie gsda-2 [KO 28] wurde mit-
tels Ionenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie und gleichzeitiger Verwendung von Guanosinstandard-
losungen bekannter Konzentrationen bestimmt. Fiir die Analyse wurden jeweils vergleichbare Blitter der
Rosetten von vier Pflanzen geerntet und als Gemisch fiir drei unabhingige Metabolitextraktionen gefolgt
von chromatographischer Analyse und Quantifizierung des Guanosingehalts genutzt. Dargestellt sind je-
weils die Mittelwerte dieser Quantifizierungen und ihre Standardabweichung (n = 3). FG, Frischgewicht.

3.3.4.4 Guanosinakkumulation in siecben Wochen alten Pflanzen

Fiir die Analyse der Guanosinakkumulation wurden Pflanzen der Linie gsda-2 [KO 28] und des Wild-
typs unter Langtag-Bedingungen angezogen. Nach sieben Wochen wurden Rosettenblitter, Stingel-
blitter, Spross, Schoten sowie Bliiten geerntet und Guanosin quantifiziert (Abb. 3.26). Das Balken-
diagramm in Abbildung 3.26 zeigt die Akkumulation des Metabolits in allen analysierten Proben der
Linie gsda-2. Auffillig ist, dass der Guanosingehalt in den Rosettenblittern deutlich hoher ist als in
denen vier Wochen alter Pflanzen (Abb. 3.25).

Der Guanosingehalt ist in den inneren Blittern der Rosette am hochsten, dhnlich hoch ist er in den
Schoten. In Bliiten hingegen war die geringste Guanosinkonzentration quantifizierbar. Wie bei den
vier Wochen alten Pflanzen wurde auch hier in keiner der Wildtypproben ein Guanosinsignal detek-
tiert (nicht gezeigt). Die Quantifizierung von Guanin in den Proben der Linie gsda-2 erfolgte hier
ebenfalls nicht, da das Signal zum Zeitpunkt des Experiments nicht identifiziert war und kein Stan-
dard eingesetzt werden konnte.
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Abbildung 3.26 — Analyse der Guanosinakkumulation in sieben Wochen alten Pflanzen. Der Guano-
singehalt in Rosettenblittern, Stidngelbléttern, Spross, Schoten und Bliiten sieben Wochen alter Pflanzen
der Linie gsda-2 [KO 28] wurde mit Hilfe von Ionenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie und gleichzei-
tiger Verwendung von Guanosinstandardlosungen bekannter Konzentrationen bestimmt. Fiir die Analyse
wurden jeweils vergleichbare Proben von vier Pflanzen geerntet und als Gemisch fiir drei unabhingige Me-
tabolitextraktionen gefolgt von chromatographischer Analyse und Quantifizierung des Guanosingehalts
genutzt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte dieser Quantifizierungen und ihre Standardabweichung
(n = 3). FG: Frischgewicht.
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3.4 Phinotypische Analyse der GSDA-Verlustmutanten

3.4.1 Auswirkungen des Guanosindeaminaseverlusts auf die Keimung

Es wurde bereits fiir verschiedene Enzyme des Purin- und Pyrimidinnukleotidabbaus beschrieben,
dass bei den entsprechenden T-DNA-Insertions- oder Stummschaltungslinien eine Keimungsverzo-
gerung zu beobachten ist (1.3). Auch fiir die gsda-Mutanten wurde wihrend der Keimung der Samen
sowohl auf Erde als auch auf Agarplatten wiederholt eine Verzogerung beobachtet. Die Ausprigung
dieses Phinotyps scheint vom Alter der Samen sowie den Wachstumsbedingungen abzuhédngen. Im
Zuge einer Masterarbeit in unserem Labor wurden genauere Untersuchungen zur Beschreibung von
Phinotypen verschiedener Verlustmutanten im Purinabbau durchgefiihrt (L. Domnik, 2013). Die ver-
gleichende Analyse der Keimung der Linien gsda-1 [KO 27], gsda-2 [KO 28], des Wildtyps sowie
der Komplementationslinien gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 und 5-4 bestitigte die vorherigen Beobach-
tungen. Zuséitzlich wurde die Keimungsrate im Verlauf von vier Tagen, nach Aussaat auf Agarplatten
quantifiziert. In der hier vorliegenden Arbeit wurde das Keimungsverhalten der oben genannten Li-
nien nochmals {iber einen lingeren Zeitraum von insgesamt 23 Tagen beobachtet (Abb. 3.27). Dabei
wurde ein einheitlicher Samensatz verwendet, das heifit, die Samen aller Linien wurden von Pflanzen

geerntet, die parallel unter den gleichen Bedingungen angezogen wurden.
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Abbildung 3.27 — Beobachtung der Samenkeimung unter Langtag-Bedingungen. Die Keimung von
Samen des Wildtyps, beider T-DNA-Insertionslinien (gsda-1 [KO 27]; gsda-2 [KO 28]) sowie zweier
Komplementationslinien (gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 und 5-4) wurde beobachtet (vier Monate nach der
Ernte). Pro Linie wurden vier Platten mit je 48 Samen analysiert. Nach Stratifikation fiir ca. 60 Stunden
bei 4 °C und Dunkelheit wurden die Samen iiber einen Zeitraum von 23 Tagen unter Langtag-Bedingungen
inkubiert. Fiir jeden Samen wurde der Tag notiert an das Zerreilen des Endosperms zu beobachten war.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Messungen und deren Standardabweichung. Die statistische Signifi-
kanzanalyse wurde mittels zweiseitiger ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni-Posttest, durchgefiihrt.
*=p < 0.05; ***=p < 0.001
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Nachdem die Samen aller Linien auf Agarplatten mit 1/2 MS-Medium ausgebracht waren, wurden
sie fiir drei Tage im Dunkeln bei 4 °C stratifiziert. AnschlieBend wurde die Keimung unter Langtag-
Bedingungen in einer Wachstumskammer beobachtet. Ein Samen galt als vollstindig gekeimt, sobald
das Zerreilen des Endosperms unter dem Binokular zu erkennen war. Die Auswertung der Daten
zeigt, dass nach fiinf Tagen circa 100 % der Samen des Wildtyps Col-0 gekeimt waren. Im selben
Zeitraum war hingegen nur fiir 40-50 % der Samen beider T-DNA-Insertionslinien eine Keimung zu
beobachten. Dies dnderte sich auch im weiteren Verlauf des Experiments kaum, sodass nach 23 Tagen
lediglich die Hélfte der Samen der gsda-Mutanten gekeimt war. Die Samen beider Komplementati-
onslinien verhielten sich dhnlich denen des Wildtyps, der Phinotyp wurde durch die Wiedereinfiih-
rung des GSDA -Gens vollstiandig revertiert (Abb. 3.27).

3.4.2 Auswirkungen des Guanosindeaminaseverlusts auf das Sprosswachstum

Wihrend der Anzucht von Pflanzen der gsda-Linien (KO 27, KO 28] zeigte sich wiederholt, ein
vom Wildtyp abweichendes Wachstum. Zunichst schien es, dass die Verlustmutanten im Vergleich
zu Wildtyppflanzen eine geringere Sprossldnge erreichen. Eine Beobachtung von Pflanzen iiber den
gesamten Lebenszyklus zeigte jedoch, dass die Mutanten eine Verzogerung beim Ubergang von der
vegetativen in die reproduktive Phase aufweisen. Das Sprosswachstum begann etwas spéter als bei
Wildtyppflanzen (Abb. 3.28).

gsda-2 V Col-0 gsda-2 + Strep-GSDA Linie 1-2

Abbildung 3.28 — Beobachtung eines verzogerten Sprosswachstums der gsda-Mutanten. Wihrend
der Anzucht von gsda-Verlustmutanten wurde wiederholt eine Verzogerung des Sprosswachstums beim
Ubergang von der vegetativen in die reproduktive Wachstumsphase beobachtet. Die Abbildung zeigt ex-
emplarisch eine Pflanze der Linie gsda-2 (links), des Wildtyps (Mitte) sowie der Komplementationslinie
gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 (rechts).

Dies wurde zwischen Tag 30 und 35 der Entwicklung besonders deutlich. Fiir die Komplementati-
onslinien war dieser Phénotyp nicht zu beobachten, hier zeigte sich sogar ein leicht beschleunigtes
Sprosswachstum (Abb. 3.28).

Zur Quantifizierung der Beobachtungen wurden je vierzehn Pflanzen der Linie gsda-2, des Wildtyps
sowie der Komplementationslinie gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 auf Erde im Gewéchshaus angezogen.
Das Wachstums wurde beobachtet und hinsichtlich des Beginns des Sprosswachstums analysiert. Mit
dem Auftreten des ersten Sprosses wurden téglich fiir alle Pflanzen die Sprosslingen gemessen, so-

fern ein Spross bereits gebildet war. Der Vergleich der Sprossldngen an Tag 31 des Lebenszyklus zeigt
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deutlich den Wachstumsunterschied zwischen den Pflanzen der Linie gsda-2 und denen des Wildtyps
sowie der Komplementationlinie (Abb. 3.29). Das zuvor beobachtete, beschleunigte Wachstum von
Pflanzen der Komplementationslinie im Vergleich zu Wildtyppflanzen lésst sich nicht gesichert fest-

stellen.
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Abbildung 3.29 — Quantifizierung der Sprosslinge an Tag 31 des Lebenszyklus. Zur genaueren Beob-
achtung des verzogerten Sprosswachstums beim Ubergang von der vegetativen in die reproduktive Wachs-
tumsphase wurden Pflanzen der Linie gsda-2 [KO 28], des Wildtyps sowie der Komplementationslinie
gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 unter Langtag-Bedingungen angezogen. An Tag 31 des Lebenszyklus wurde
die Sprosslinge von je 14 Pflanzen pro Linie ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Messungen
und deren Standardabweichung (n = 14). Die statistische Signifikanzanalyse wurde mittels einseitiger
ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni’s Multiple Comparison Test, durchgefiihrt. ***=p < 0.001

3.4.3 Auswirkungen des Guanosindeaminaseverlusts auf die Blattseneszenz

Zusitzlich zur verlangsamten Keimung und dem verzdgerten Eintreten in die reproduktive Phase,
zeigten die gsda-Mutanten einen Unterschied zum Wildtyp hinsichtlich der Blattseneszenz.

Bei der Anzucht der Pflanzen unter Langtag-Bedingungen war zu erkennen, dass die Rosettenblit-
ter von Pflanzen der Linie gsda-2 [KO 28] spéter chlorotisch wurden als die des Wildtyps. Dariiber
hinaus lie3 sich bei Pflanzen der Komplementationslinie gsda-2 + Strep-GSDA 5-4 eine leichte Be-
schleunigung der Seneszenz beobachten. Zur genaueren Analyse dieses Phinotyps wurden Pflanzen
der drei Linien fiir mehrere Wochen unter Langtag-Bedingungen angezogen. Nach insgesamt neun
Wochen wurde der Status der Pflanzen dokumentiert.

Die Abbildung 3.30 zeigt exemplarisch die Rosettenblitter einer Pflanze pro Linie. Die Gegeniiber-
stellung verdeutlicht die verzogerte Seneszenz der Linie gsda-2 [KO 28] im Vergleich zum Wildtyp.
Ebenso wird die fortgeschrittene Chlorose der Blitter der Komplementationslinie gsda-2 + Strep-
GSDA 5-4 deutlich.
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Abbildung 3.30 — Beobachtung einer verzogerten Blattseneszenz der gsda-Mutanten. Wihrend der An-
zucht von Pflanzen der Linie gsda wurde eine Verzogerung der Blattseneszenz beobachtet. Die Abbildung
zeigt exemplarisch die Rosettenblétter neun Wochen alter Pflanzen des Wildtyps, der Linie gsda-2 sowie
der Komplementationslinie gsda-2 + Strep-GSDA 5-4.

Fiir die quantitative Auswertung wurde der durchschnittliche Anteil der chlorotischen Rosettenober-
flache ermittelt (Abb. 3.31). Diese Daten bestétigen, dass die gsda-Mutanten eine geringere chloroti-
sche Flache aufwiesen als die Komplementationlinie. Der Unterschied zwischen Verlustmutante und
Wildtyp ist nicht signifikant.
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Abbildung 3.31 — Quantifizierung des Anteils der chlorotischen Blattoberfliiche. Pflanzen des Wild-
typs, der Linie gsda-2 [KO 28] sowie der Komplementationslinie gsda-2 + Strep-GSDA 5-4 wurden
unter Langtag-Bedingungen angezogen. Nach neun Wochen wurden fiinf Pflanzen pro Linie fotografiert.
Anschlielend wurde mit Hilfe der Software ImageJ der Anteil der chlorotischen Rosettenoberfliche be-
rechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und ihre Standardabweichung (n = 5). Die statistische Signifi-
kanzanalyse wurde mittels einseitiger ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni’s Multiple Comparison
Test, durchgefiihrt. *=p < 0.05; **=p < 0.01
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3.4.4 Dunkelstress

Fiir Verlustmutanen der Xanthindehydrogenase sowie die Nukleosidhydrolase 1 wurde gezeigt, dass
diese stiarker auf eine mehrtidgige Dunkelphase reagieren als der Wildtyp (Brychkova et al., 2008;
Jung et al., 2011). Aus diesem Grund wurde getestet, ob sich der Verlust der GSDA ebenfalls auf
die Uberlebensfihigkeit der Pflanzen bei lingerer Dunkelheit auswirkt. In einem Vortest wurden vier
Wochen alte Pflanzen der Linien gsda-1 [KO 27] und gsda-2 [KO 28] fiir sechs Tage im Dunkeln ge-
halten. Der Vergleich der behandelten Pflanzen zu unbehandelten Kontrollpflanzen zeigte eine deut-
liche Gelbfarbung der Blitter (Abb. 3.32). Fiir Wildtyppflanzen war dies nicht zu beobachten (nicht
gezeigt).

Kontrollbedingungen (6 Tage LD) Stressbedingungen (6 Tage dunkel)

gsa-1 gsda-2 gsda-1

Abbildung 3.32 — Phéinoytypische Analyse der Mutanten bei Dunkelstress. Pflanzen beider T-DNA
Insertionslinen (gsda-1; gsda-2) wurden unter Langtag-Bedingungen angezogen. Ein Teil der Pflanzen
wurde fiir sechs Tage im Dunkeln gehalten. Die Kontrollpflanzen verblieben im Langtag. LD: Langtag

Im folgenden Experiment sollte gepriift werden, ob der Phinotyp in den Komplementationslinien
vollstindig revertiert ist. Dazu wurden Pflanzen beider T-DNA-Insertionslinien, des Wildtyps sowie
der Komplementationslinien gsda-2 + Strep-GSDA 5-4 und gsda-2 + YFP-GSDA 3-4, wie fiir den
Vortest beschrieben, angezogen und der Dunkelheit ausgesetzt. Nach sechs Tagen im Dunkeln wur-
den die Pflanzen fiir eine neuntédgige Erholungsphase wieder unter Langtag-Bedingungen gehalten.
Die Analyse des Phinotyps am Ende der Dunkelphase bestitigte die vorherige Beobachtung. Die
Pflanzen der Linien gsda-1 und gsda-2 zeigten eine deutliche Gelbfiarbung der Blitter, wohingegen
dies fiir die Blitter der Wildtyppflanzen kaum zu beobachten war. Dariiber hinaus zeigte das Expe-
riment auch, dass der Phinotyp durch die Wiedereinfithrung des GSDA -Gens vollstindig revertiert
wird (Abb. 3.33). Am Ende der neuntdgigen Erholungsphase bei Langtag-Bedingungen zeigte sich,
dass die Dunkelheit-induzierte Seneszenz der gsda-2 Pflanzen zu deren Tod fiihrte. Die Pflanzen des
Wildtyps und der Komplementationslinien hingegen sind in ihrem Wachstum nicht merklich beein-
trachtigt (Abb. 3.33 unten).
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gsda-2 + gsda-2 +
Strep-GSDA YFP-GSDA
Linie 5-4 Linie 3-4

gsda-2 gsda-1 Col-0

nach Stress

nach Stress und
Erholungsphase

Abbildung 3.33 — Vergleich der gsda-Mutanten und Komplementationslinien bei Dunkelstress.
Pflanzen des Wildtyps, beider T-DNA Insertionslinien (gsda-1; gsda-2) sowie zweier Komplementa-
tionslinien (gsda-2 + Strep-GSDA 5-4; gsda-2 + YFP-GSDA 3-4) wurden vier Wochen unter Langtag-
Bedingungen angezogen. Im Anschluss wurden sie sechs Tage im Dunkeln gehalten (oben), gefolgt von
einer neuntigigen Erholungsphase unter Langtag-Bedingungen (unten).

Die bisher beschriebenen Experimente zeigten einen Unterschied zwischen dem Wildtyp und der gs-
da-2 Mutante [KO 28] nach sechs Tagen Dunkelheit. AuBerdem verdeutlichten sie die Revertierung
des Phénotyps bei den Linien gsda-2 + Strep-GSDA 5-4 und gsda-2 + YFP-GSDA 3-4.

Unklar war jedoch, wie schnell nach Beginn der Dunkelphase dieser Phinotyp zu beobachten ist.
Aus diesem Grund wurden Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 drei Wochen unter Langtag-
Bedingungen angezogen und anschlieBend fiir ein Zeitkursexperiment verwendet.

Von Tag 0 bis Tag 6 der Dunkelphase sollte der Phidnotyp der Pflanzen dokumentiert werden, zu-
sétzlich waren biochemische Analysen des Pflanzenmaterials geplant. Zu diesem Zweck wurden pro
Linie und Tag drei Topfe mit mehreren Pflanzen (8-12) angezogen. So konnten an jedem Tag des
Zeitkurses Topfe aus der Dunkelheit entfernt und dokumentiert werden. Die Pflanzen je eines Topfes
wurden geerntet, schockgefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert. Die zwei verblei-
benden Topfe jeder Linie wurden fiir die Erholungsphase ins Gewichshaus gestellt.

Die schematische Darstellung des Experiments in Abbildung 3.34 fasst den Ablauf des Zeitkursex-

periments noch einmal zusammen.
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Abbildung 3.34 — Schematische Darstellung des Dunkelstress-Zeitkurses. Pflanzen des Wildtyps und
der Linie gsda-2 [KO 28] wurden in jeweils 18 Topfen (mit 8-12 Pflanzen pro Topf) fiir drei Wochen unter
Langtag-Bedingungen angezogen. Anschliefend wurden die Topfe wurden fiir O bis 6 Tage im Dunkeln
gehalten. 0 Tage: Drei Topfe jeder Linie wurden fotografiert, zwei Topfe jeder Linie blieben im Langtag,
die Pflanzen der anderen Topfe wurden geerntet. 1 - 6 Tage: Drei Topfe jeder Linie wurden fotografiert,
zwei Topfe jeder Linie wurden in den Langtag gebracht, die Pflanzen der anderen Topfe wurden geerntet.
Neun Tage nach Beginn der Dunkelbehandlung wurden alle verbliebenen Topfe nochmals fotografiert
(senkrechte gestrichelte Linie). S: Start der Dunkelphase, E: Ende der Dunkelphase

3.4.4.1 Analyse der Pflanzen wihrend der Dunkelphase

Die Dokumentation der Pflanzen der Linien gsda-2 [KO 28] und des Wildtyps vor und wihrend der
sechstdgigen Dunkelphase zeigte fiir beide Linien eine Gelbfarbung der Blitter. Diese ist jedoch bei
den gsda-2 Pflanzen, wie zuvor beobachtet, deutlich stirker ausgeprégt (Abb. 3.35).

Die Betrachtung der einzelnen Tage zeigt, dass bis einschlieBlich Tag 3 der Dunkelphase keine Un-
terschiede zwischen den Pflanzen beider Linien erkennbar waren (Abb. 3.35). Ab Tag 4 wurde die
stiarkere Gelbfarbung der gsda-Pflanzen im deutlich. Besonders stark ist der Unterschied an den letz-
ten beiden Tagen erkennbar (Abb. 3.35).

Zusitzlich zur makroskopischen Analyse der Pflanzen wurden diese hinsichtlich verschiedener Meta-
bolite sowie des GSDA-Proteingehalts untersucht. Dies diente der Charakterisierung des Stoffwech-
sels wihrend der Dunkelphase sowie der genaueren Analyse der Unterschiede beider Linien. Zu die-
sem Zweck wurden die bei -80 °C gelagerten Proben nach Beendigung des Zeitkurses auf ihren Gehalt
an Chlorophyll, Anthocyanen und 16slichen Proteinen untersucht. Diese Metabolite stellen Senes-
zenzmarker dar. Chlorophyll und 16sliche Proteine nehmen wihrend der fortschreitenden Seneszenz
ab. Anthocyane konnen in der Zelle unter Stressbedingungen eine schiitzende Funktion iibernehmen.
Dariiber hinaus wurde die GSDA-Proteinmenge im Wildtyp mithilfe eines Westernblots analysiert
sowie die Guanin- und Guanosinakkumulation in der gsda-2 Mutante. Anhaltende Dunkelheit wird
genutzt um Seneszenz in der Pflanze zu induzieren. Eine direkte Auswirkung ist die Entstehung von
Kohlenstoffmangel. Daraus resultiert unter anderem eine Veridnderung des Aminosiureprofils. Aus
diesem Grund wurden die freien Aminoséduren im Wildtyp und der Mutante im Verlauf der Dunkel-

phase analysiert und quantifiziert.
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Abbildung 3.35 — Phénotypische Analyse im Verlauf der sechstigigen Dunkelstress-Behandlung.
Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 [KO 28] wurden drei Wochen unter Langtag-Bedingungen
angezogen und anschlieend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem Tag der Stress-Behandlung
wurden die Pflanzen beider Linien fotografiert.

3.4.4.2 Chlorophyll und Carotinoide

Zur Quantifizierung der unterschiedlich starken Gelbfirbung der Blitter des Wildtyps und der Linie
gsda-2 [KO 28] wurde der griine Blattfarbstoff Chlorophyll extrahiert. Dazu wurde gefrorene Blatt-
material mit verdiinntem Aceton (80 % v/v) versetzt und iiber Nacht bei -20 °C inkubiert. Bei dieser
Methode werden neben Chlorophyll a und b auch Carotinoide (Carotine und Xanthophylle) extrahiert.
Zur besseren Beurteilung der Griinfarbung wihrend der Seneszenz eines Blattes kann das Verhiltnis
von Gesamtchlorophyllmenge (a+b) zu Gesamtcarotinoidmenge (c+x) herangezogen werden. Wih-
rend der Seneszenz verdndert sich die Blattfarbung von griin zu gelb, dies spiegelt sich auch in einem
sinkenden Verhiltnis von Chlorophyllen (a+b) zu Carotinoiden (c+x) wider. Die Analyse dieses Ver-
hiltnisses fiir alle Proben des Wildtyps und der Linie gsda-2 zeigte, dass fiir den Wildtyp nur eine
schwache Veridnderung zu beobachten ist. So sank der Wert an Tag 5 und 6 minimal ab, schwank-
te aber zuvor um den Anfangswert von 5,24 (Abb. 3.36). Eine deutlichere Veridnderung war fiir die
Linie gsda-2 an Tag 5 und 6 feststellbar. Das Verhiltnis von Chlorophyll zu Carotinoiden sinkt von
anfinglich 5,07 (Tag 0) auf 3,48 an Tag 6. Auch hier war innerhalb der ersten vier Tage in Dunkelheit

keine Anderung zu erkennen.
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Abbildung 3.36 — Analyse von Chlorophyll und Carotinoiden wihrend der sechstigigen
Dunkelstress-Behandlung. Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei Wochen unter
Langtag-Bedingungen angezogen und anschlieend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem
Tag der Stress-Behandlung wurden die Blitter von 8-12 Pflanzen jeder Linie als Gemisch geerntet und
fiir die Quantifizierung von Chlorophyll a und b sowie des Verhiltnisses von Chlorophyll zu Carotinoiden
genutzt. Fiir jede der Analysen wurden drei unabhéngige Extrakte aus dem Gemisch der Proben herge-
stellt. Dargestellt sind fiir jede Analyse die Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Die statistische
Signifikanzanalyse wurde mittels zweiseitiger ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni-Posttest, durch-
gefiihrt. *=p < 0.05

3.4.4.3 Anthocyane

Zusitzlich zur Quantifizierung von Chlorophyll und Carotinoiden wurde der Gehalt an Anthocyanen
bestimmt. Die Absorption entsprechender Extrakte wurde bei 535 nm sowie 657 nm bestimmt (2.2.4).
Bei beiden Genotypen war ein Anstieg des Anthocyangehalts zu beobachten (Abb. 3.37). Wihrend
jedoch fiir die Wildtypproben lediglich eine leichte Zunahme an Tag 5 und 6 zu messbar war, stieg

der Gehalt an Anthocyanen in der Mutante ab Tag 4 deutlich an.

e - Col-0
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Abbildung 3.37 — Analyse des Anthocyangehalts wihrend der sechstigigen Dunkelstress-
Behandlung. Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei Wochen unter Langtag-
Bedingungen angezogen und anschlieend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem Tag der
Stress-Behandlung wurden die Blatter von 8-12 Pflanzen jeder Linie als Gemisch geerntet und fiir die
Bestimmung des Anthocyangehalts genutzt. Fiir jede der Analysen wurden drei unabhéngige Extrakte aus
dem Gemisch der Proben hergestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung.
Die statistische Signifikanzanalyse wurde mittels zweiseitiger ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni-
Posttest, durchgefiihrt. *=p < 0.05; **=p < 0.01
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3.4.4.4 Losliche Proteine, RuBisCO und GSDA

Fiir alle Blattproben der Linie gsda-2 sowie des Wildtyps wurde ein Proteinrohextrakt aus dem ge-
forenen Material hergestellt. Dieser wurde anschlieend fiir eine photometrische Bestimmung des
Gesamtproteingehalts nach Bradford genutzt (2.2.3).

Vor dem Wechsel der Lichtbedingungen von Langtag zu Dunkelheit (Tag 0) wurde ein durchschnitt-
licher Proteingehalt von 9.05 mg gg(l; in den Extrakten des Wildtyps gemessen. In den Extrakten der
Linie gsda-2 konnten 10.83 mg gg(l} nachgewiesen werden. Der Gehalt 16slicher Proteine in Extrakten
des Wildtyps schwankte wihrend der kompletten Dunkelphase um den Ausgangswert (Abb. 3.38).
Im Gegensatz dazu zeigt die Analyse der Extrakte der Linie gsda-2 einen sinkenden Proteingehalt ab
Tag 2 des Zeitkurses (Abb. 3.38).

Proteingehalt
-1

0 1 2 3 4 5 6
Tage in Dunkelheit

Abbildung 3.38 — Analyse des Proteingehalts wihrend der sechstigigen Dunkelstress-Behandlung.
Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei Wochen unter Langtag-Bedingungen angezogen
und anschlieend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem Tag der Stress-Behandlung wurden
die Blitter von 8-12 Pflanzen jeder Linie als Gemisch geerntet und fiir die Bestimmung des Proteingehalts
genutzt. Fiir jede der Analysen wurden drei unabhéngige Extrakte aus dem Gemisch der Proben herge-
stellt. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichung. Die statistische Signifikanzanalyse
wurde mittels zweiseitiger ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni-Posttest, durchgefiihrt. *=p < 0.05;
*#%k=p <0.001

Neben der Gesamtproteinmenge wurde der GSDA-Gehalt im Wildtyp und der gsda-Mutante [KO
28] iiberpriift. Dazu wurden Blattrohextrakte fiir jeden Tag des Zeitkurses hergestellt, mittels Gel-
elektrophorese aufgetrennt und nach einem Western-Blot mit dem polyklonalen GSDA-spezifischen
Antiserum detektiert (2.2.3). Das Ergebnis der Detektion im Wildtyp ist in Abbildung 3.39 darge-
stellt. Trotz zunehmender Dauer der Dunkelheit war keine deutliche Veridnderung der GSDA-Menge
in den Extrakten in Bezug auf das Frischgewicht zu beobachten. Da in der Mutante erwartungsgemaf3

keine GSDA nachgewiesen werden konnte, ist diese nicht dargestellt.
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Abbildung 3.39 — Analyse der GSDA-Proteinmenge im Wildtyp wihrend der sechstigigen
Dunkelstress-Behandlung. Pflanzen des Wildtyps wurden drei Wochen unter Langtag-Bedingungen an-
gezogen und anschlieBend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem Tag der Stress-Behandlung
wurden die Blitter von 8-12 Pflanzen als Gemisch geerntet und fiir Herstellung von Blattrohextrakten
genutzt. Diese wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und nach einem Western Blot mit Hilfe des poly-
klonalen GSDA-spezifischen Antiserums detektiert.

Gleichzeitig wurde durch die unspezifische Hintergrunddetektion des Antiserums eine starke Abnah-
me der Menge der groflen Untereinheit der RuBisCO in den Proben der gsda-2 Mutante im Verlauf
der Dunkelphase sichtbar (Abb. 3.40). Fiir den Wildtyp war lediglich eine leichte Abnahme ab Tag 4

zu beobachten.
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Abbildung 3.40 — Proteinmenge der groBen Untereinheit der RuBisCO wihrend der sechstiigi-
gen Dunkelstress-Behandlung. Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei Wochen unter
Langtag-Bedingungen angezogen und anschlieend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem
Tag der Stress-Behandlung wurden die Blitter von 8-12 Pflanzen als Gemisch geerntet und fiir Herstel-
lung von Blattrohextrakten genutzt. Diese wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und nach einem Western
Blot mit Hilfe des polyklonalen GSDA-spezifischen Antiserums detektiert (Abb. 3.39). Dabei wurde im
Hintergrund auch die groe Untereinheit der RuBisCO unspezifisch detektiert.

3.4.4.5 Akkumulation von Guanosin und Guanin

Zusitzlich zu den oben beschriebenen Analysen, wurde untersucht ob sich, wihrend des sechstéigigen
Zeitkurses, die Mengen von Guanosin und Guanin in der Verlustmutante verindern. Unabhingig von
der Dauer der Dunkelheit war in keiner Wildtypprobe Guanosin oder Guanin im Chromatogramm
identifizierbar. Aus diesem Grund ist in Abbildung 3.41 der Metabolitgehalt im Verlauf der sechs
Tage nur fiir die Linie gsda-2 dargestellt.

Vor Beginn der Dunkelphase (Tag 0) konnte in einem Gramm Blattmaterial ein Guanosingehalt von
0.45 pmol nachgewiesen werden. Nach einem Tag in Dunkelheit hatte sich der Guanosingehalt im
Vergleich zum Vortag nicht verdndert, auch an Tag 2 war nur eine schwache Verdnderung messbar.
Am dritten Tag des Zeitkurses hingegen lieB3 sich eine deutliche Verdnderung feststellen. Es wurde
eine circa dreifach erhthte Guanosinkonzentration (1.56 pmol ggé) gegeniiber den vorherigen Tagen
bestimmt. Im Verlauf der Dunkelphase stieg der Guanosingehalt in den Bléttern weiter an, sodass

an Tag 6 ein Gehalt von 2.98 pmol ggcl; Guanosin quantifizierbar war. Dies entsprach einer sechsfach
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hoheren Guanosinkonzentration in den Bléttern als zu Beginn des Zeitkurses. Der Guaningehalt zeig-
te einen dhnlichen Verlauf und stieg kontinuierlich an, sodass der Wert an Tag 6 mit 1.35 pmol ggé
ebenfalls circa sechsmal hoher war als an Tag 0 (0.21 pmol ggcl}). Der Anstieg der Metabolitkonzentra-
tionen lasst einen verstirkten Stofffluss durch den Purinnukleotidabbauweg wihrend der Dunkelphase

vermuten.

—— Guanosin
-4 -Guanin

Metabolitgehalt
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Abbildung 3.41 - Analyse des Guanin- und Guanosingehalts wihrend der sechstigigen
Dunkelstress-Behandlung. Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei Wochen unter
Langtag-Bedingungen angezogen und anschlieend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem
Tag der Stress-Behandlung wurden die Blitter von 8-12 Pflanzen jeder Linie als Gemisch geerntet und
fiir die Bestimmung des Guanin- und Guanosingehalts genutzt. Fiir jede der Analysen wurden drei un-
abhingige Extrakte aus dem Gemisch der Proben hergestellt. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichung.

3.4.4.6 Aminosiuren

Durch anhaltende Dunkelheit wird Kohlenstoffmangel in der Pflanze induziert, als eine Folge davon
wurde eine Anderung des Aminosiureprofils nachgewiesen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden,
dass wihrend einer viertdgigen Dunkelphase der Asparagingehalt in verschiedenen Geweben von
Mais ansteigt (Brouquisse et al., 1998). Ahnliches konnte auch fiir den iiberirdischen Teil 18-Tage
alter Arabidopsispflanzen nachgewiesen werden (Miyashita und Good, 2008). Dariiber hinaus wurde
gezeigt, dass bei anhaltender Dunkelheit verzweigt-kettige und aromatisch Aminosduren vermehrt als
alternative respiratorische Substrate genutzt werden (Aratjo et al., 2011)).

Aufgrund dieses Zusammenhangs zwischen anhaltender Dunkelheit und dem Aminosdureprofil der
Pflanze wurden die Zeitkursproben des Wildtyps und der Linie gsda-2 hinsichtlich ihres Aminoséu-
regehaltes untersucht. Nach einer ethanolischen Extraktion wurden die Proben chromatographisch
aufgetrennt (2.2.5). Einen Uberblick der Ergebnisse gibt die Heatmap in Abbildung 3.42, die ent-
sprechenden Konzentrationen der einzelnen Aminoséuren sind in den Tabellen B.1 und B.2 (Anhang)
aufgefiihrt. Bei beiden Linien war ein ansteigender Gehalt vieler Aminosiuren zu beobachten. Be-
sonders stark stiegen die Konzentrationen von Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin, Valin, Histidin und

Asparagin an.
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Abbildung 3.42 - Analyse des Aminosidureprofils wihrend der sechstigigen Dunkelstress-
Behandlung. Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei Wochen unter Langtag-
Bedingungen angezogen und anschlieend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. An jedem Tag der
Stress-Behandlung wurden die Blatter von 8-12 Pflanzen jeder Linie als Gemisch geerntet und fiir die
Quantifizierung der einzelnen Aminoséduren genutzt. Fiir jede der Analysen wurden drei unabhingige Ex-
trakte aus dem Gemisch der Proben hergestellt, derivatisiert und mit Umkehrphasen Chromatographie
aufgetrennt. Die Mittelwerte des Gehalts der einzelnen Aminoséduren in Blittern des Wildtyps und der
Linie gsda-2 wurden auf den jeweiligen Mittelwert an Tag 0 normiert. Dargestellt ist der log2 Wert des
Verhiltnisses von Tag X zu Tag 0.

Bemerkenswert ist das der Gehalt von Asparagin in den Blittern zum Ende der Dunkelphase fast
genauso hoch war wie der Gehalt aller anderen Aminosduren zusammen (Abb. 3.43). Vor Beginn der
Dunkelphase (Tag 0) konnten 1.75 umol ggGl Asparagin in den Blittern nachgewiesen werden. Bereits
nach einem Tag konnte ein leichter Anstieg auf 2.17 pumol g;é gemessen werden. Eine deutlich stér-
kere Erhohung des Niveaus dieser Aminosiure in den Wildtypblittern war an den darauffolgenden
vier Tagen (Tag 2 bis 5) quantifizierbar. Von Tag 5 zu Tag 6 wurde keine Veridnderung gemessen, es
scheint als habe die Asparaginkonzentration ein Plateau bei circa 14.3 umol ggcl} erreicht. Damit war
die Konzentration 8,2-mal hoher als vor Beginn der Dunkelphase. Vergleicht man diese Resultate mit
denen der Linie gsda-2, so wird deutlich, dass in den Bléttern der Mutante ein dhnlicher Verlauf der
Asparaginkonzentration wéihrend der Dunkelphase zu beobachten war. Jedoch war die Konzentration
an jedem der Tage immer noch etwas hoher als in den Blittern des Wildtyps (Abb. 3.43). Die hochste
Asparaginkonzentration wurde mit 17.85 pmol ggé an Tag 5 erreicht, dies entspricht einer 9.6-mal
hoheren Konzentration im Vergleich zu Tag 0. Am letzten Tag der Dunkelphase sank der Wert wie-
der leicht ab, auf 16.74 umol ggé. Die Zunahme von Asparagin wihrend der anhaltenden Dunkelheit
stimmt mit den Beobachtungen in Mais und 18-Tage alten Arabidopsispflanzen iiberein (Brouquisse
etal., 1998; Miyashita und Good, 2008). Auch der Anstieg des Gehalts von Phenylalanin, Valin, Tryp-
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tophan, Tyrosin und Histidin wihrend der Dunkelphase stimmt mit veroffentlichen Beobachtungen
iberein (Miyashita und Good, 2008).
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Abbildung 3.43 — Analyse des Asparagingehalts im Vergleich zu den iibrigen Aminoséiuren wihrend
der sechstiigigen Dunkelstress-Behandlung. Pflanzen des Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei
Wochen unter Langtag-Bedingungen angezogen und anschlieBend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehal-
ten. An jedem Tag der Stress-Behandlung wurden die Blitter von 8-12 Pflanzen jeder Linie als Gemisch
geerntet und fiir die Quantifizierung der einzelnen Aminosiuren genutzt. Dargestellt sind die Mittelwer-
te und deren Standardabweichung (n = 3). Die statistische Signifikanzanalyse wurde mittels zweiseitiger
ANOVA, gekoppelt mit einem Bonferroni-Posttest, durchgefiihrt. *= p < 0.05; ***=p < 0.001

3.4.4.7 Phinotyp der Pflanzen in der Erholungsphase

Am Ende der jeweiligen Dunkelphase wurden die Pflanzen zuriick in den Langtag gebracht. Ins-
gesamt neun Tage nach Beginn der Dunkelphase wurden alle Pflanzen nochmals fotografiert (siehe
Schema Abb. 3.34). Dies fiihrte dazu, dass im Moment der Dokumentation die Erholungphasen un-
terschiedlich lang waren. Der Einfluss des GSDA -Verlusts auf den Phinotyp war jedoch bereits zu
diesem Zeitpunkt sichtbar. In Abbildung 3.44 sind Pflanzen dargestellt, die einen Tag beziehungswei-
se drei, vier oder sechs Tage im Dunkeln standen. Zu allen Zeitpunkten war deutlich zu erkennen,
dass sich die Wildtyppflanzen wieder erholten. Die Pflanzen der Linie gsda-2 erholten sich nach ei-
nem Tag Dunkelheit vollstandig. Nach drei Tagen im Dunkeln waren wenige Blitter abgestorben, der
GroBteil der Pflanze war griin. Die Pflanzen waren jedoch deutlich kleiner als die des Wildtyps. Beim
Ubergang von drei zu vier Tagen im Dunkeln machte sich der Verlust der GSDA stiirker bemerkbar.
Bereits wihrend der Dunkelphase des Zeitkurses wurde deutlich, dass die Blitter nach vier Tagen
Dunkelheit deutlich chlorotischer waren als die des Wildtyps. Dieser Unterschied setzte sich auch
in der Erholungphase fort. Wihrend die Blatter der Wildtyppflanzen nur leichte Schiden aufwiesen,
waren bei den Pflanzen der Linie gsda-2 fast die Halfte der Blatter abgestorben. Dieser Unterschied
war nach fiinf Tagen im Dunkeln noch stirker sichtbar (nicht gezeigt). Die sechs Tage andauernde

Dunkelphase iiberlebte keine der Mutanten.
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Abbildung 3.44 — Phénotypische Analyse der Mutanten wihrend der Erholungsphase. Pflanzen des
Wildtyps und der Linie gsda-2 wurden drei Wochen unter Langtag-Bedingungen angezogen und anschlie-
Bend bis zu sechs Tage im Dunkeln gehalten. Im Anschluss an die jeweilige Dunkelphase wurden Topfe
jeder Linie wieder in den Langtag gebracht. Neun Tage nach Beginn der Dunkelbehandlung wurden diese
Topfe nochmals fotografiert. Die Abbildung zeigt exemplarisch je einen Topf pro Linie von Pflanzen die
1, 3, 4 oder 6 Tage im Dunkeln standen.

3.5 Die Rolle der Guanosindeaminase im Purinnukleotidabbau

Zur Beurteilung der Rolle der Guanosindeaminase im Purinnukleotidabbau von A. thaliana wurden
die Metabolitprofile von Kreuzungen analysiert, bei denen ein Verlust von zwei Enzymen des Stoff-
wechselweges vorlag. Bei diesen Doppelmutanten handelte es sich um Linie gsda-2 nsh1-1 (Guano-
sindeaminase und Nukleosidhydrolase 1) sowie die Linie gsda-2 nsh1-2, bei der eine weitere T-DNA-
Insertionslinie der NSH1 fiir die Kreuzung genutzt wurde. Dariiber hinaus wurde auch eine Kreuzung
der Linien gsda-2 und hgprt-1 analysiert. Hier lag neben dem Verlust der Guanosindeaminase zusétz-
lich ein Verlust der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase vor. Aus den Vergleichen der

einzelnen Analysen der lieBen sich Riickschliisse auf den Stofffluss im Purinnukleotidabbau ziehen.

3.5.1 Analyse der gsda-nsh1-Doppelmutanten

Die Nukleosidhydrolase 1 (NSH1) ist im Purinnukleotidstoffwechsel am Abbau von Xanthosin und
Inosin zu Xanthin und Hypoxanthin beteiligt (Reaktion 6 in Abbildung 1.2). Dariiber hinaus kata-
lysiert dieses Enzym auch die Hydrolyse von Uridin im Pyrimidinnukleotidstoffwechsel (Jung 2009
und 2011, Riegler 2011). Fiir die Mutante nsh1-1 wurde bereits eine Akkumulation von Xanthosin
und Uridin gezeigt (Jung et al., 2009 und 2011, Riegler et al., 2011).

Bislang war nicht geklart, ob der Xanthosingehalt in der Pflanze gleichermaflen durch den Abbau von

Xanthosinmonophosphat (XMP) und Guanosinmonophosphat (GMP) gespeist wird. Die Dephospho-
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rylierung dieser Nukleotide wird durch bisher unbekannte 5’-Nukleotidphosphatasen katalysiert (Re-
aktion 5 in Abbildung 1.2).

Mithilfe der gsda-nshl-Doppelmutanten lie§ sich nun ermitteln, wie grol der Beitrag des Weges
tiber GMP und Guanosin zum Xanthosingehalt in der Pflanze ist. In einer solchen Doppelmutante
kann Guanosin nicht mehr zu Xanthosin umgesetzt werden, dies sollte wie in den Linien gsda-1 und
gsda-2 zu einer Akkumulation von Guanosin fiihren. Gleichzeitig sollte demzufolge der Gehalt von

Xanthosin in den Doppelmutanten geringer sein als in den nshI-Mutanten.

A B
mAU .
. — 24 gsda-2 = Guanosin
N3 9.20 215 ™ Uridin
(?B, 800 3 ' E’ 10 0O Xanthosin
> 4097 Guanosin/\ g 5
0 3 0 === == ]
« 1200 IS ?0 nsh1-1
1 += 15
bS igg 299 santrog & £ 10
< Uridin anthosin O s i lll
0 "\ g . ' I-"'-I — '
X
o~ — 1200 9.21 % ?Z gsda-2 nsh1-1
(IU\L 800 605 2
26 00 g
o C Uridin i 5
0 Guanosin S . III -I"_EI |-"'-|
6 8 min Rosetten Wurzeln  Schoten

Abbildung 3.45 — Metabolitanalyse in der Doppelmutante gsda-2 nshl-1. A: Metabolitextrakte
von trockenen Samen der Linien gsda-2 [KO 28], nshl-1 [KO 34] sowie der Doppelmutante gsda-
2 nshl-1 [C47] wurden mittels Tonenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt und mit einem
Diodenarray-UV-Detektor analysiert. B: Quantifizierung der Metabolite in Rosetten, Wurzeln und Scho-
ten 10 Wochen alter Pflanzen der Linien gsda-2; nshl-1 sowie der Doppelmutante gsda-2 nshl-1. mAU,
milli absorption units (Milli-Absorptionseinheiten)

Die Analyse der Doppelmutante gsda-2 nshl-1 [C47] im Vergleich zu den Einzelmutanten wurde
sowohl mit trockenen Samen durchgefiihrt als auch mit Rosetten, Wurzeln und Schoten zehn Wochen
alter Pflanzen (Abb. 3.45). Fiir die Gewebeanalysen der seneszenten Pflanzen wurden die Metabolit-
konzentrationen zudem quantifiziert.

In Abbildung 3.45 A sind die Chromatogramme der Linien gsda-2 [KO 28], nsh1-1 [KO 34] sowie der
Doppelmutante gsda-2 nshl-1 [C47] vergleichend dargestellt. Wie erwartet war in der Linie nshl-1
eine Akkumulation von Uridin und Xanthosin zu erkennen. Die Identitét dieser Signale wurde mit
Hilfe von Massenspektrometrie bestétigt (Abb.A.7, Anhang). Die untere Spur zeigt die Analyse der
Doppelmutante. Hier wurde eine Akkumulation von Uridin und Guanosin detektiert. Bemerkenswert
ist, dass kein Xanthosin in der Doppelmutante nachgewiesen wurde. Die Quantifizierung der Metabo-
lite in den Geweben seneszenter Pflanzen der Linie gsda-2 zeigt, dass Guanosin sowohl in Rosetten
und Wurzeln als auch in Schoten akkumulierte (Abb. 3.45 B). Ahnliches war fiir die Linie nshl-1 zu

96



ERGEBNISSE

beobachte. Die Akkumulation von Uridin und Xanthosin war ebenfalls in allen drei Geweben quanti-
fizierbar. Die Menge beider Metabolite war in den Schoten deutlich hoher. Auffillig ist auch, dass in
den Schoten mehr Uridin als Xanthosin messbar war, wihrend in den Rosetten und den Wurzeln die
Xanthosinkonzentration hoher. Die Analyse der Doppelmutante zeigt, dass auch in den zehn Wochen
alten Pflanzen Xanthosin messbar war. Guanosin und Uridin hingegen waren in Rosetten, Wurzeln
und Schoten quantifizierbar. Wieder wurden in Schoten die hochsten Metabolitkonzentrationen be-
stimmt. AuBBerdem wird deutlich, dass die Konzentrationen beider Metabolite hoher waren als in den
entsprechenden Einzelmutanten.

Zusitzlich zu den beschriebenen Linien wurden Samen der Doppelmutante gsda-2 nsh1-2 [C31] im
Vergleich zu Samen der Einzelmutanten analysiert. In Abbildung 3.46 A sind die entsprechenden
Chromatogramme dargestellt. Zunéchst sollte erwidhnt werden, das auch in der Linie nshl1-2 [KO
33] der Verlust der NSH1 zu einer Akkumulation von Uridin und Xanthosin fiihrt. Die Analyse der
Doppelmutante gsda-2 nshl-2 [C31] wiederum zeigt eine Akkumulation von Uridin und Guanosin.
Dieses Ergebnis stimmt mit den Beobachtungen fiir die Linie gsda-2 nshl-1 [C47] iiberein.

In einem zweiten, unabhingigen Experiment wurden nochmals Samen derselben Linien analysiert,
um die entsprechenden Metabolite zu quantifizieren (Abb. 3.46 B). Guanin konnte in die Quanti-
fizierung einbezogen werden, da zum Zeitpunkt des Experiments die Identitdt des Signals bekannt
war. Die Nukleobase wurde in Samen der Linie gsda-2 und in denen der Doppelmutante gsda-2
nsh1-2 [C31] detektiert und quantifiziert. Es war kein Einfluss des NSH1-Verlusts auf die Guanin-
konzentration erkennbar. Was bei diesem Experiment auffiel, war die Detektion von Xanthosin in der
Doppelmutante. Dies wurde in den vorherigen Experimenten nicht beobachtet. Ein Grund dafiir war
wahrscheinlich die Optimierung des Extraktionsprotokolls fiir Samen. Diese hat zwischen den zu-
erst beschriebenen Versuchen und dem letzten Experiement stattgefunden. Gleichzeitig geht aus der
Quantifizierung aber hervor, dass die Konzentration von Xanthosin hier deutlich geringer ist als in
der Linie nshl-2. Mit durchschnittlich 1,27 pmol ggé betrégt sie in der Doppelmutante nur noch ein
Viertel der Konzentration in der Linie nsh1-2. Es kann demzufolge immer noch davon ausgegangen

werden, dass der grofite Teil des Xanthosins durch die Deaminierung von Guanosin entsteht.

97



ERGEBNISSE

>
w

mAU _ __ 104 gsda-2
(},1200: 9.9 9 84 T
& 8007 : o 2]
2 400 ; © ]
> - Guanosm/\ £ 24
0 £ 1T
c 104 nsh1-2
o 1200 S 8-
= 80075.92 £ %7 =
% 400 - . 9.59 c -
< Uridin Xanthosin A o 24
07— . c 0 . '
o
< 104 gsda-2 T
1200 9.19 = g
Y592 8 g]nsh2
o i
3% 400 idi i o 49
> < Uridin Guanosin S 24
0  —
A - 04 y .
B B min Guanin Uridin  Guo Xao

Abbildung 3.46 — Metabolitanalyse in der Doppelmutante gsda-2 nsh1-2. Metabolitextrakte von tro-
ckenen Samen der Linien gsda-2 [KO 28], nsh1-2 [KO 33] sowie der Doppelmutante gsda-2 nsh1-2 [C31]
wurden mittels Ionenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt und mit einem Diodenarray-UV-
Detektor analysiert. A: Darstellung der Chromatogramme der entsprechenden Linien. B: Quantifizie-
rung der Metabolite in trockenen Samen der entsprechenden Linien. mAU, milli absorption units (Milli-
Absorptionseinheiten)

3.5.2 Analyse der gsda-hgprt-Doppelmutante

Neben den bereits beschriebenen Doppelmutanten wurden Samen einer Kreuzung untersucht in der
auBer des GSDA -Verlusts ein Verlust des Gens der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
(HGPRT) vorlag. Dieses Enzym katalysiert das Recycling der Nukleobasen Guanin und Hypoxanthin
zu den Nukleotiden GMP und IMP (Reaktion 9 in Abb. 1.2). Diese Reaktion gehort zum sogenannten
»salvage-pathway*, der die Synthese der Nukleotide aus ihren Abbauprodukten ermdglicht.

Die Analyse der entsprechenden Einzel- und Doppelmutanten sollte folgende Fragen beantworten:
(1) Ist in der hgprt-Mutante eine Akkumulation von Hypoxanthin und/oder Guanin nachweisbar? (ii)
Wie wirkt sich der Verlust der GSDA auf das Metabolitprofil der hgrpt-Mutante aus? Bei letzter Frage
besteht die Vermutung, dass sich die Menge von Guanin in der Doppelmutante im Vergleich zur Linie
gsda-2 noch erhoht, da keine Moglichkeit mehr besteht Guanin in GMP umzuwandeln.

Zur Beantwortung beider Fragen wurden die Metabolite in Samen der Linien gsda-2 [KO 28], hgprt-
1 [KO 29] und der Doppelmutante hgprt-1 gsda-2 [C68] analysiert und quantifiziert. In der hgprt-
Mutante konnte eine geringe Akkumulation von Guanin nachgewiesen werden (Abb. 3.47). Es wurde
jedoch kein Signal fiir Hypoxanthin detektiert. In der Doppelmutante wurden Guanin und Guanosin

nachgewiesen.
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Abbildung 3.47 — Metabolitanalyse in der Doppelmutante hgprt-1 gsda-2. Metabolitextrakte von
trockenen Samen der Linien gsda-2 [KO 28], hgprt-1 [KO 29] sowie der Doppelmutante hgprt-1
gsda-2 [C68] wurden mittels Ionenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie aufgetrennt und mit einem
Diodenarray-UV-Detektor analysiert und die Metabolite anschlieBend quantifiziert.

Die Konzentration von Guanin war dabei deutlich hoher als in den entsprechenden Einzelmutanten
(Abb. 3.47). Dies bestitigt die Vermutung, dass der Verlust der HGPRT die Reaktion von Guanin zu
GMP verhindert und dadurch der Guaninspiegel ansteigt. Gleichzeitig zeigt die Quantifizierung, dass
die Konzentration von Guanosin in Samen der Doppelmutanten deutlich geringer ist als in Samen
der Linie gsda-2. Hier kann spekuliert werden, dass die fehlende Umsetzung von Guanin zu GMP
die Dephosphorylierung dieses Metabolits verlangsamt. Vorstellbar wére aber auch, dass die fehlende
Phosphoribosyl-Transferaseaktivitit und damit ein eventuell sinkender GMP-Spiegel die Hydrolyse
von Guanosin positiv regulieren. Eine dritte Moglichkeit wire das Vorhandensein eines sogenannten
»futile cycle®, also eines Zyklus’ bei dem katabole und anabole Reaktionen zeitgleich ablaufen. Es
ist moglich, dass ein solcher Zyklus zwischen Abbau und Recycling von GMP besteht. Dieser wiir-
de durch den Verlust der HGPRT unterbrochen werden, was zur Akkumulation von Guanin fithren

wiirde.
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4.1 In Pflanzen ist eine Guanosindeaminase am Purinnukleotidabbau
beteiligt.

Fiir Sduger und Bakterien wurde gezeigt, dass die Deaminierung des Guanylrestes der Nukleotide
stattfindet nachdem die Base Guanin gebildet wurde. Diese Reaktion wird bei den meisten Organis-
men durch Aminohydrolasen katalysiert. Fiir einige Prokaryoten konnte jedoch gezeigt werden, dass
Proteine der Cytidin-/ Deoxycytidylat-Deaminase Superfamilie die Deaminierung von Guanin kata-
lysieren (1.1.3). Ausgehend von diesen Erkenntnissen war das Ziel der hier vorliegenden Arbeit die
Identifizierung und Charakterisierung einer Guanindeaminase in Arabidopsis thaliana. Im folgenden
Abschnitt werden die Beobachtungen zur Deaminierung des Guanyltrestes in Arabidopsis thaliana

mit den Analysen des Purinabbaus anderer Organismen verglichen.

4.1.1 Identifizierung der Guanosindeaminase in Arabidopsis thaliana

Mit Hilfe eines Proteinsequenzvergleichs zwischen der Guanindeaminase von Bacillus subtilis und
den Proteinen von Arabidopsis thaliana konnten fiinf potentielle Guanindeaminasen in der Pflanzen
identifiziert werden (3.1). Alle Kandidaten gehoren zur Cytidin-/ Deoxycytidylat-Deaminase Super-
familie. Beim Vergleich mit dem bakteriellen Protein erwies sich das durch den Locus At5g28050
kodierte Protein als bester Kandidat. In diesem Protein sind Aminosduren konserviert, fiir die beim
bakteriellen Protein eine Beteiligung an der Bindung von Guanin nachgewiesen werden konnte.
Zusitzlich zur Konservierung wichtiger Aminoséduren im durch At5g28050 kodierten Protein, deuten
auch Coexpressiondaten darauf hin, dass dieser Kandidat am Purinnukleotidabbau beteiligt ist. Die
Suche in entsprechenden Datenbanken (Genevestigator, CSB.DB und ATTED-II) zeigte eine Coex-
pression von At5g28050 mit NSH1, welches fiir die Nukleosidhydrolase 1 kodiert. Dieses Enzym
ist im Purinnukleotidkatabolismus an der Hydrolyse von Xanthosin und Inosin beteiligt (Jung et al.,
2009 und 2011, Riegler et al., 2011).

Dariiber hinaus wurde fiir das durch At4g20960 kodierte Enzym bereits eine Beteiligung an der Bio-
synthese von Vitamin B2 (Riboflavin) nachgewiesen (Fischer et al., 2004). Das Gen At1g68720 ko-
diert fiir eine im Chloroplasten lokalisierte tRNA-Adenosin Deaminase Arginin (TADA) (Delannoy
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et al., 2009). Das durch At1g48175 kodierte Protein ist hochkonserviert in Pflanzen und ist Homolog
zur tRNA-spezifischen Adenosindeaminase 2 in Menschen. Laut TAIR-Datenbank stellt zudem die
TADA den néchsten Verwandten dieses Proteins in Arabidopsis dar. Verlustmutanten von At1g48175
in A. thaliana sind embryolethal. Aus diesen Informationen lésst sich schlielen, dass At1g48175 fiir
die tRNA-spezifische Adenosindeaminase 2 in Arabidopsis kodiert (Dahncke und Witte, 2013).
Orthologe des Gens At3g05300 sind nur in wenigen Mitgliedern der Brassicaceae konserviert. Laut
EST-Daten wird das entsprechende Gen in Brassica rapa und Raphanus raphanistrum exprimiert, in
Arabidosis konnte aber kein Transkript nachgewiesen werden (Dahncke und Witte, 2013). Es kann
davon ausgegangen werden, dass es sich bei At3g05300 um ein Pseudogen handelt.

At5g28050 war demnach des beste Kandidat fiir die weitere Untersuchung. Die biochemische Ana-
lyse des aufgereinigten Proteins zeigte jedoch keine Guanindeaminaseaktivitét. Viel mehr konnte die
Deaminierung von Guanosin nachgewiesen werden (Reaktion in Abb. 4.1). Dieses Ergebnis wird zu-
sétzlich durch die Akkumulation von Guanosin in den Mutanten gsda-1 und gsda-2 gestiitzt. Dies ist
insofern erstaunlich, als dass ein fiir eine Guanosindeaminase kodierendes Gen bislang nicht identifi-

ziert wurde.

H,0 NH5
N N
NH V NH
N N X
HO N NH, HO N (@]
O O H
OH OH OH OH
Guanosin Xanthosin

Abbildung 4.1 — Deaminierung von Guanosin. Dargstellt ist die, durch die Guanosindeaminase ka-
talysierte, Deaminierung von Guanosin zu Xanthosin. Dabei wird die exocyclische Aminogruppe des
Guanosins hydrolytisch und irreversibel abgespalten.

Fiir Sduger wurde Guanosindeaminaseaktivitit in Milchdriisen-Homogenisaten von Ratten (Williams
und Turner, 1957) sowie in humanem Serum nachgewiesen (Jones et al., 1983; Kalkan et al., 1999).
Folgende Analysen zeigten jedoch, dass die beobachtete Guanosindeaminaseaktivitit auf eine gekop-
pelte Reaktion der Purin-Nukleosid-Phosphorylase und der Guanindeaminase zuriickzufiihren war
(Roberts und Newton, 2004).

Bei Prokaryoten wurde lediglich fiir das Bodenbakterium Pseudomonas putida eine GSDA beschrie-
ben (Ishida et al., 1969). Dieses Protein wurde teilweise aufgereinigt und anschlieBend biochemisch
charakterisiert. Dabei wurde gezeigt, dass neben Guanosin auch 2’-Deoxyguanosin deaminiert wird.
Trotz dieser biochemischen Charakterisierung des Proteins als Guanosindeaminase, gibt es keine In-

formationen iiber das dafiir kodierende Gen.
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4.1.2 Guanosindeaminasen in anderen Pflanzen

In Pflanzen wurde bereits 1992 eine geringe Guanosindeaminaseaktivitiit in zellfreien Extrakten von
Teeblittern (Camellia sinensis) nachgewiesen werden (Negishi et al., 1992). In einer nachfolgen-
den Studie wurde das entsprechende Protein mit Hilfe von Anionenaustausch-Chromatographie und
Gelfiltration partiell aus Teeblattern aufgereinigt (Negishi et al., 1994). Die Autoren beschreiben zu-
sdtzlich die partielle Aufreinigung und biochemische Analyse einer potentiellen Guanindeaminase,
deren Aktivitit jedoch deutlich geringer ist. Auffillig ist dabei, dass die entsprechende Proteinfrak-
tion eine deutlich hohere Deaminierungsaktivitit mit Cytidin und Cytosin aufweist als mit Guanin.
Moglicherweise wurde eine Deaminase aufgereinigt, die Guanin nur als Nebensubstrat akzeptiert.

Das in Pflanzen keine oder nur eine geringe GDA-AKktivitit vorhanden ist, wurde mit Hilfe radioche-
mischer Studien gezeigt. So konnte zum Beispiel bei der Analyse des Purinmetabolismus in Keim-
lingen der Urdbohne (Vigna mungo) mit Hilfe radioaktiv-markierten Guanins keine GDA-Aktivitit
nachgewiesen werden (Nobusawa und Ashihara, 1982). Ahnliches wurde auch bei der Analyse von
Sprossspitzen von Tee beobachtet. Nach Inkubation des Gewebes in 8 '*C Guanin war nur einen
schwache Abnahme der Radioaktivitit in Guanin zu beobachten (Suzuki und Takahashi, 1976; Su-
zuki et al., 1992). Daraus schlielen die Autoren, dass sowohl die Aktivitit einer GDA als auch einer
HGPRT in diesem Gewebe nur gering oder nicht vorhanden ist. Zusétzlich wird diskutiert, dass Xan-
thosin durch die Deaminierung von Guanosin gebildet wird. Weitere radiochemische Analysen ver-
schiedener Gewebe von Mate (Ilex paraguariensis), Rosafarbener Cataranthe (Catharanthus roseus),
Urdbohne, Tee sowie Kartoffel (Solanum tuberosum), bei denen der Stoffwechsel von 8 '*C Gua-
nosin beobachtet wurde, weisen auf eine Guanosindeaminaseaktivtit hin (Ashihara, 1993; Ashihara
et al., 1997 und Katahira et al., 2006). Im Fall der Kartoffel konnte die Guanosindeaminaseaktivitit
zudem direkt in zellfreien Extrakten der Knollen nachgewiesen werden. Eine Guanindeaminaseak-
tivitdt hingegen war auch hier nicht nachweisbar (Katahira et al., 2006). Auf Grund der fehlenden
beziehungsweise sehr geringen Nachweisbarkeit einer Guanindeaminaseaktivitét in Pflanzen wurde
geschlussfolgert, dass die Deaminierung des Guanylrestes der Nukleotide hauptsidchlich durch ei-
ne Guanosindeaminase katalysiert wird. Die Resultate der hier vorliegenden Arbeit bestitigen diese

Hypothese hinsichtlich des Purinnukleotidabbaus in Arabidopsis thaliana.

4.1.3 Unterscheidung zwischen GDAs und GSDAs

Die biochemischen Analysen des in dieser Arbeit untersuchten Proteins fiihrten zu dem iiberraschen-
den Ergebnis, dass hier keine Guanin- sondern eine Guanosindeaminase identifiziert wurde. Aus-
gehend von den anfinglich durchgefiihrten Sequenzvergleichen war dies erstaunlich, da im Pflan-
zenprotein viele Aminosduren konserviert sind, fiir die im bakteriellen Protein eine Beteiligung an
der Substratbindung nachgewiesen wurde. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass der Trypto-
phanrest an Postion 92 des bakteriellen Proteins im Protein aus A. thaliana nicht vorhanden ist. An

vergleichbarer Position befindet sich hier ein Leucinrest. Ein Sequenzvergleich mit mehreren bakte-
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riellen und pflanzlichen Proteinen zeigte, dass die jeweiligen Aminosiuren innerhalb der Bakterien
beziehungsweise Pflanzen konserviert sind. Es ist anzunehmen, dass dieser Unterschied in der Se-
quenz ein Unterscheidungsmerkmal zwischen den Guanin- und Guanosindeaminasen der Cytidin-
/Deoxycytidylat-Deaminase Superfamilie darstellt. Die Hypothese, dass ein Austausch von Trypto-
phan und Leucin die Substratspezifitit der jeweiligen Deaminase verdndern wiirde, lie8 sich nicht
bestitigen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass beide Aminosduren notwendig fiir die katalytische
Aktivitdt der Deaminasen sind.

Basierend auf dem Sequenzvergleich zwischen bakteriellen GDAs und pflanzlichen GSDAs (Abb. A5,
Anhang) wurde eine phylogenetische Analyse durchgefiihrt. Dabei wurden zusétzlich die Sequenzen
orthologer Proteine des Mooses Selaginella moellendorffii, der Rotalgen Cyanidioschyzon merolae
und Galdieria sulphuraria, des Archaeons Methanosaeta harundinacea sowie der Nematoden Caenor-
habditis brenneri, Caenorhabditis remanei, Caenorhabditis elegans und Ascaris suum in die Analyse
einbezogen (Abb. 4.2). Es wurden nur Orthologe ausgewihlt, die einen Tyrosinrest am C-Terminus
besitzen.

Die phylogenetische Analyse zeigt, dass nur die pflanzlichen Proteine zu den Guanosindeaminasen
zu zidhlen sind. Die Orthologen aus Bakterien, Rotalgen und Nematoden sowie des Archaeons hin-
gegen wurden den Guanindeaminasen zugeordnet. Fiir die Proteine aus Caenorhabditis elegans und
Galdieria sulphuraria zeigte bereits eine von PD. Dr. Claus-Peter Witte durchgefiihrte phylogeneti-
sche Analyse, dass diese zu den Guanindeaminasen zdhlen (Dahncke und Witte, 2013). Damit konn-
ten erstmals GDAs der Cytidin-/Deoxycytidylat-Deaminase Superfamilie in Eukaryoten identifiziert
werden. Die Analyse der Sequenzen von Cyanidioschyzon merolae, Caenorhabditis brenneri, Caenor-
habditis remanei und Ascaris suum erginzt die obgenannte Analyse fiir Rotalgen und Nematoden.
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch das Protein des Archaecons Methanosaeta harundi-
nacea zu den GDAs zu zéhlen ist.

Es ist also moglich anhand der Sequenz einer Deaminase vorherzusagen, ob diese eine Guanin- oder
Guanosindeaminase ist. Welche Aminosduren fiir die Aktivitit der GSDA verantwortlich sind, geht
aber auch aus der phylogenetischen Analyse nicht hervor. Aus diesem Grund wurde in unserem Labor
die GSDA aus A. thaliana fiir eine Kristallisationsstudie aufgereinigt (erste Versuche im Rahmen die-
ser Arbeit; fortgesetzt von Benjamin Wellner in Kooperation mit der AG Wahl). Durch anschlie3ende
Rontgenstrukturanalyse sollte der Reaktionsmechanismus des Enzyms aufgeklirt werden. Bislang
war es jedoch nicht moglich das Protein zu kristallisieren.

Zur Zeit sind Folgeversuche mit der GSDA von Sojabohne angedacht. Sollte es gelingen die Struktur
der Guanosindeaminase aufzukliren, lieBen sich vermutlich auch die Aminoséduren identifizieren, die

fiir die Deaminierung des Nukleosids verantwortlich sind.
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Abbildung 4.2 — Phylogenetische Analyse der GDAs und GSDAs. Der Sequenzvergleich zwischen
GDAs und GSDAs aus Abbildung A.5 wurde fiir eine phylogenetische Analyse mit der Software ME-
GAS genutzt. Dabei wurden zusitzlich die Sequenzen orthologer Proteine aus Selaginella moellendortfii,
Cyanidioschyzon merolae, Galdieria sulphuraria, Methanosaeta harundinacea, Caenorhabditis brenneri,
Caenorhabditis remanei, Caenorhabditis elegans, Ascaris suum beriicksichtigt. Der phylogentische Baum
ist der Konsensusbaum aus 500 Bootstrappings, dabei werden nur Bootstrap-Werte iiber 70 angezeigt. Die

Aste der GSDAs sind blau dargestellt, die der GDAs schwarz. (Parameter der phylogentischen Analyse:
maximum likelihood, WAG+G model, nearest neighbor interchange)
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4.2 Phénotypen der gsda-Mutanten

4.2.1 Auswirkungen anhaltender Dunkelheit auf den Purinnukleotidabbau

Der deutlichste Phéanotyp, der fiir die gsda-Mutanten beobachtet wurde, tritt bei anhaltender Dunkel-
heit auf. Diese Versuche wurden in Anlehnung an Experimente mit Verlustmutanten der XDH1 sowie
der NSH1 durchgefiihrt (Brychkova et al., 2008; Jung et al., 2011). Sowohl fiir die xdh1- als auch
die nshl-Mutanten wurde nach sechs beziehungsweise fiinf Tagen Dunkelheit, verglichen mit dem
Wildtyp, eine deutlich stirkere Gelbfiarbung der Blitter beobachtet.

Dunkelstress wird hiufig genutzt, um die Seneszenz aller beziehungsweise einzelner Blitter zu in-
duzieren und zu untersuchen (Lin und Wu, 2004). Wihrend dieses Prozesses findet ein vermehrter
Abbau von Makromolekiilen wie Proteinen, Membranlipiden und RNA statt (Lim et al., 2007).

Erste Versuche im Rahmen dieser Doktorarbeit zeigten, dass die Blatter von gsda-Mutanten nach
sechs Tagen im Dunkeln eine deutliche Gelbfirbung aufweisen (Abb. 3.32). Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass dieser Phéanotyp bei Wiedereinfithrung des GSDA -Gens in die Mutante gsda-2
aufgehoben wird (Abb. 3.33). Somit kann eine Verbindung zwischen dem Verlust der Guanosindea-
minase und der Chlorose der Blétter nach sechstdgiger Dunkelheit hergestellt werden.

Fiir eine genauere Charakterisierung dieses Phinotyps wurde ein Zeitkursexperiment durchgefiihrt.
Die Dokumentation und Analyse der Pflanzen von Tag 0 bis Tag 6 der Dunkelphase ermoglichte ein
detaillierteres Verstidndnis der Vorgéinge in den gsda-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Dabei lie3
sich feststellen, dass die stidrkere Chlorose der Blitter der gsda-Pflanzen ab Tag 4 sichtbar wird. Die
Quantifizierung der Blattfarbstoffe zeigte eine signifikante Differenz des Chlorophyll-zu-Carotinoid-
Verhiltnisses zwischen Wildtyp und Mutante ab Tag 5.

Auch fiir die NSH1 und die XDH wurde gezeigt, dass die entsprechenden Verlustmutanten nach
mehrtigiger Dunkelheit weniger Chlorophyll enthalten als der Wildtyp (Jung et al., 2011; Brychkova
et al., 2008). Neben dieser Beobachtung wurde fiir die xdh-Mutanten auch eine stirkere Abnahme der
Gesamtproteinmenge im Vergleich zum Wildtyp beschrieben (Brychkova et al., 2008). In den Blt-
tern der gsda-Mutanten war die Proteinkonzentration an den Tagen 4, 5 und 6 signifikant geringer
als in denen des Wildtyps. Dies war auch an der abnehmenden Menge der groen Untereinheit der
RuBisCO ablesbar.

Die Detektion der Guanosindeaminase nach einem Western Blot zeigte keine signifikanten Verédnde-
rungen im Gehalt dieses Enzyms bei gleicher Frischgewichtsmenge. In Transkriptomanalysen von
Arabidopsispflanzen wurde jedoch eine verstirkte Expression der Guanosindeaminase wéhrend an-
haltender Dunkelheit nachgewiesen (Lin und Wu, 2004; Thimm et al., 2004).

Eine erhohte Transkriptmenge im Zusammenhang mit mehrtigiger Dunkelheit wurde auch fiir die
XDH beobachtet (Brychkova et al., 2008; Thimm et al., 2004; Buchanan-Wollaston et al., 2005).
Wihrend der Charakterisierung des Dunkelstressphédnotyps der xdh-Mutanten konnten Brychkova
und Kollegen mittels quantitativer PCR zudem eine erhohte Transkription der AMP-Deaminase, der

Allantoinase sowie der Allantoatamidohydrolase nachweisen (Brychkova et al., 2008). Aullerdem
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wurde in einer Microarray-Analyse ebenfalls ein Anstieg der Transkription der Allantoinase sowie
der Uricase gezeigt (Buchanon-Wollaston et al., 2005). Aus diesen Daten kann man schlussfolgern,
dass der Abbau der Purinnukleotide bei anhaltender Dunkelheit verstirkt abliduft. Dies deutet auch
die Akkumulation von Xanthin in der xdh-Mutante sowie von Xanthosin und Inosin in der nshl-
Mutante wihrend beziehungsweise am Ende der Dunkelphase (Brychkova et al., 2008; Jung et al.,
2011) sowie der zunehmende Gehalt von Guanosin und Guanin in den gsda-Mutanten (Abb. 3.41)
an. Da wihrend einer verldngerten Dunkelphase vermehrt RNA abgebaut wird, ist eine Zunahme der

Purinnukleotidabbau-Aktivitit die logische Konsequenz.

4.2.2 Zusammenhang zwischen Purinnukleotidabbau und Kohlenhydratstoffwechsel
4.2.2.1 Analysen des Stoffwechsels in Saccharomyces cerevisiae

Ein Zusammenhang zwischen dem Purinnukleotidabbau und der Kohlenstoffversorgung wurde kiirz-
lich bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae festgestellt (Xu et al., 2013). Hier wurde gezeigt, dass
die Anzucht der Hefe unter Kohlenstoffmangelbedingungen zu einer Akkumulation von Nukleosi-
den, Nukleobasen und Sedoheptulose-7-Phosphat, einem Intermediat des nicht-oxidativen Pentose-
phosphatweges, fiihrt. Bei Kohlenstoffmangel wird Autophagie und als Folge dessen der Abbau der
Ribosomen ausgeldst (Xu et al., 2013). Diese bestehen ungefihr zu gleichen Teilen aus Proteinen
und RNA. Ihr Abbau liefert daher neben Aminosduren auch Nukleotide. Letztere werden zu Ribose
beziehungsweise Ribose-1-Phosphat und Nukleobasen abgebaut. Anders als in Pflanzen existiert in
Hefe sowohl eine Nukleosidhydrolase (Uridinhydrolasel, URH1) als auch eine Purinnukleosidphos-
phorylase (PNP1). Die Autoren gehen davon aus, dass sowohl Ribose als auch Ribose-1-Phosphat in
den Pentosephosphatweg eingespeist wird.

Fiir eine genauere Analyse des Zusammenhangs zwischen Nukleotidkatabolismus und Pentosephos-
phatweg wurden pnpl- und urhl-Deletionsstimme unter Kohlenstoffmangel kultiviert. Dabei wur-
de beobachtet, dass sich die jeweiligen Nukleoside anreicherten (Uridin und Cytidin in der urhl-
Mutante; Inosin und Guanosin in der pnpl-Mutante). Gleichzeitig war der Gehalt an Nukleobasen
und Ribose sowie Sedoheptulose-7-Phosphat und Sedoheptulose-1,7-Bisphosphat deutlich geringer
als beim Wildtyp. Beide Enzyme (PNP1 und URHI) sind demnach am Recycling von Ribose be-
teiligt. Ribose-1-Phosphat wird dabei durch die Phosphoglucomutase 3 in Ribose-5-Phosphat umge-
wandelt. Welches Enzym die Phosphorylierung von Ribose katalysiert ist bislang nicht geklért. Die

Autoren spekulieren, dass eine der Hexokinasen von Hefe an dieser Reaktion beteiligt ist.

4.2.2.2 Interpretation der Analysen von Arabidopsis thaliana

Der Dunkelstress-Phénotyp der gsda-Mutanten lidsst vermuten, dass auch in Arabidopsis thaliana ein
Zusammenhang zwischen dem Purinnukleotidabbau und der Kohlenstoffversorgung besteht. Es ist

vorstellbar, dass auch hier die freigesetzte Ribose in den Pentosephosphatweg eingespeist und damit
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fiir den Kohlenstoff- und Energiestoffwechsel nutzbar gemacht werden kdnnte. Der Verlust der Gua-
nosindeaminase konnte zu einer deutlichen Verringerung des Ribosespiegels fiihren, da kein bezie-
hungsweise nur noch sehr wenig Xanthosin zur Verfiigung steht, welches hydrolysiert werden kann.
Auch der fiir nshl-Mutanten beobachtete Phéanotyp bei anhaltender Dunkelheit (Jung et al., 2011)
deuten darauf hin, dass ein Zusammenhang zwischen der Hydrolyse der Nukleoside und der Kohlen-
stoffversorgung der Pflanze bestehen konnte. Bei Analysen in unserem Labor war der Dunkelstress-
Phinotyp der nsh1-Mutanten nach sechstigiger Dunkelheit ebenfalls sichtbar aber nicht so stark aus-
geprigt, wie bei den gsda-Mutanten (nicht gezeigt). Moglicherweise konnen andere, noch unbekann-
te, Nukleosidasen den Verlust der NSH1 teilweise kompensieren.

Damit die im Purinnukleotidabbau freigesetzte Ribose fiir den Kohlenhydratstoffwechsel genutzt wer-
den kann, miisste sie zunéchst phosphoryliert werden. Das vom Locus Atlgl17160 kodierte Protein
ist in der TAIR-Datenbank als Ribokinase annotiert. Die Vorhersage dieser Funktion beruht auf dem
Vorhandensein von Doménen, die laut InterPro-Datenbank (www.ebi.ac.uk/interpro) eine Zuordnung
zu den Proteinfamilien der Ribokinasen (IPR002139) und der Phosphofructokinase B @hnlichen Koh-
lenhydratkinasen (IPR002173) zulassen. Eine biochemische Analyse des Enzyms liegt bislang nicht
vor. Es kann demnach nur vermutet werden, dass das von Atlgl7160 kodierte Protein die Phospho-
rylierung von Ribose katalysiert. Transkriptomanalysen zeigen eine Akkumulation der mRNA dieses
Gens bei anhaltender Dunkelheit (Lin und Wu 2004; Thimm et al., 2004)

Der fiir die xdh-Mutanten beobachtete Dunkelstress-Phianotyp (Brychkova et al., 2008) konnte in
unserem Labor nicht reproduziert werden (nicht gezeigt). Brychkova und Kollegen vermuten, dass
die Ureide Allantoin und Allantoinsdure eine schiitzende Funktion bei oxidativem Stress besitzen, da
diese im Wildtyp bei anhaltender Dunkelheit akkumulieren. Das Fehlen der XDH verhindert die Pro-
duktion dieser Metabolite (Brychkova et al., 2008). In vergleichenden Transkriptomanalysen wurde
gezeigt, dass die Transkription der Uricase, der XDH und der Allantoinase induziert wird. Die Auto-
ren diskutieren hier eine Funktion der Ureide als Stickstofftransportmetabolite (Buchanan-Wollaston
et al., 2005). Fiir eine gesicherte Aussage iiber die Funktion der Ureide bei anhaltender Dunkelheit
und somit auch iiber die Rolle der XDH, sind weitere Analysen notwendig.

4.2.2.3 Einfluss von Signaltransduktionswegen

Neben der Bedeutung des Purinnukleotidabbaus fiir den Kohlenhydratstoffwechsel in S. cerevisiae,
wurde in der bereits genannten Studie der Einfluss von Signaltransduktionswegen untersucht (Xu et
al., 2013). Um diesen Zusammenhang niher aufzukliren, wurde unter anderem ein snf1-Deletions-
stamm genutzt. SNF1 (sucrose non fermentingl) ist ein Ortholog der AMP-aktivierten Proteinkinase
(AMPK) von Sdugern und an Signalkaskaden beteiligt, die durch Nahrstoff- und Energiemangel aus-
gelost werden. Die Expression dieser Kinase wird bei Anwesenheit von Glucose reprimiert und bei

Kohlenstoffmangel induziert. Sie ist notwendig fiir das Wachstum von Hefe auf alternativen Koh-
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lenstoffquellen. Bei Kohlenstoffmangel wurden im snfl-Deletionsstamm verglichen mit dem Wild-
typstamm deutlich geringere Mengen von Nukleosiden, Nukleobasen und Sedoheptulose-7-Phosphat
gemessen. Daraus schlieBen die Autoren, dass SNF1 mitverantwortlich fiir die Induktion der Auto-
phagie und somit auch den Ribosomenabbau ist (Xu et al., 2013).

Orthologe Kinasen zu SNF1 in Hefe und AMPK in Sdugern existieren auch in Pflanzen und werden
sucrose non fermenting related kinases, kurz SnRKs, genannt. In Arabidopsis thaliana sind 38 sol-
cher Proteinkinasen bekannt. Wihrend es in Sdugern nur eine Familie dieser Kinasen gibt, wurden
fiir Arabidopsis die drei Untergruppen SnRK1, SnRK2 und SnRK3 beschrieben. Diese teilen sich
nach Sequenzihnlichkeit und Doménenstruktur auf. Die Untergruppe SnRKI1 ist am stirksten mit
SNF1 und AMPK verwandt und besteht in Arabidopsis aus drei Mitgliedern (Hrabak et al., 2003).
Wie die Kinasen in Hefe und Sédugern, sind auch die Mitglieder der SnRK1 Untergruppe an der Regu-
lation des Stoffwechsels in Abhédngigkeit der Nahrstoffverfiigbarkeit beteiligt (Review siehe Halford
und Hardie, 1998). Vor allem KIN10 I6st bei Zucker- oder Energiemangel eine Veridnderung der
Transkription vieler Gene aus, wodurch der Katabolismus unterstiitzt und der Anabolismus herunter-
reguliert wird (Baena-Gonzélez et al., 2007). Das Ziel dieser Regulation ist die Bereitstellung von

Zuckern, die in der Mangelsituation das Uberleben der Pflanze sichern. Die Analyse einer KIN10-

KIN 10 Uberexpressor
Zellkultur mit Saccharosemangel
¢ C C-Mangel-induzierte Seneszenz
verlangerte Nacht

dunkelinduzierte Seneszenz

Glucosezusatz im Medium
T C CO, Fixierung

Saccharosezusatz im Medium

T T T 1 T T 1
-3 -2 -1 0 1 2 3

log 2 Veranderung der GSDA Transkriptmenge
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle

Abbildung 4.3 — Regulation der GSDA -Expression in Abhiingigkeit vom Kohlenstoffstatus der
Pflanze. Die relative Transkriptmenge des GSDA -Gens in einer KIN10-Uberexpressionslinie wurde mit
Expressionsdaten verglichen, die im Zusammenhang mit einem Mangel oder Uberschuss an Kohlenstoff
stehen. Die vergleichenden Daten wurden der Publikation von Baena-Gonzdlez et al., 2007 entnommen.

Uberexpressionmutante ermdglichte die Identifizierung von Genen, deren Transkription durch die
Kinase aktiviert oder reprimiert wird. Als eines der Gene mit aktivierter Transkription wurde das der
Guanosindeaminase identifiziert (Baena-Gonzalez et al., 2007).

Zusitzlich verglichen die Autoren ihre Daten mit verdffentlichten Expressionstudien, bei denen der
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Einfluss von Kohlenstoffmangel oder -iiberschuss analysiert wurde. Dieser Vergleich zeigt, dass die
Transkription der GSDA generell durch einen Mangel an Kohlenstoff induziert wird. Im Gegensatz
dazu fiihrt Kohlenstoffiiberschuss zu einer verringerten Transkription (Abb. 4.3). Drei der Datensitze
in diesem Vergleich entstammen Studien, bei denen der Einfluss anhaltender Dunkelheit untersucht
wurde (Thimm et al., 2004; Lin und Wu, 2004; Buchanan-Wollaston et al., 2005).

Ein mogliches Erkédrungsmodell zum Zusammenhang zwischen anhaltender Dunkelheit, dem Purin-
nukleotidabbau und dem Kohlenstoffhaushalt ist in Abbildung 4.4 dargestellt.

Anhaltende Dunkelheit / Kohlenstoffmangel

}

4 Abbau der RNA
T Guanosin
?
lGSDAT <+— <«— SnRK1
T Xanthosin
lemT «2

TXanthin + TRibose

/ \rlbekannte Kinase

Abbau des Ringsystems TRibose-S-phosphat
. Kohlenstoff- und Energiestoffwechsel
T Ureide

!

Schutz vor oxidativem Stress?
Stickstofftransporter?

Abbildung 4.4 — Modell der Regulation bei anhaltender Dunkelheit. Die anhaltende Dunkelheit 16st
Kohlenstoffmangel in der Pflanze aus, dieser fiihrt unter anderem zum Abbau der RNA. Zusitzlich wird
die Transkription der GSDA aktiviert (direkt / indirekt durch SnRK1). Eine erhohte NSH1 -Transkription
der bei anhaltender Dunkelheit wurde ebenfalls nachgewiesen. Der verstirkt stattfindende Abbau der Nu-
kleotide fiihrt neben der Remobilisierung von Stickstoff zur Freisetzung von Ribose. Diese wird durch
eine Kinase phosphoryliert und in den Kohlenhydrat- und Energiestoffwechsel eingespeist. Die Funktion
der Ureide bei anhaltender Dunkelheit ist nicht ausreichend aufgeklart.

Basierend auf dem Modell lisst sich die Hypothese aufstellen, dass in den gsda-Mutanten ein Beitrag
der Ribose zu Kohlenstoffversorgung nicht moglich ist, da kein Xanthosin fiir die Hydrolyse bereit-
gestellt werden kann. Als Folge dessen wirkt sich die anhaltende Dunkelheit auf die Mutante stirker

aus als auf den Wildtyp.
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Zur Uberpriifung dieses Erklirungsmodells sollte ein weiterer Dunkelstress-Versuch durchgefiihrt
werden, bei dem die vergleichende Analyse der Zuckermetabolite im Wildtyp und der gsda-Mutante
im Mittelpunkt stehen sollte. Dariiber hinaus konnte untersucht werden, ob die externe Zufiihrung

einer Zuckerquelle den Phéanotyp der Mutante auftheben kann.

4.2.3 Zusammenhang zwischen dem moglichen Kohlenstoffmangel und der Verzoge-
rung von Keimung, Sprosswachstum und Seneszenz

Die Studien zu SnRK1 zeigten, dass die Aktivitit der Kinase durch Trehalose-6-Phosphat inhibiert
wird (Zhang et al., 2009). Hierbei handelt es sich um ein Disaccharid, das aus UDP-Glucose und
Glucose-6-Phosphat synthetisiert wird. Diese Reaktion wird durch die Trehalose-6-Phosphat-Synthase
katalysiert (Blazquez et al., 1998).

Es wird davon ausgegangen, das Trehalose-6-Phosphat ein Signal fiir einen hohen Kohlenhydratgehalt
in der Zelle ist (Schluepmann et al., 2004). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass ein Zusammen-
hang zwischen dem Trehalose-6-Phosphat-Gehalt und der Blithinduktion besteht (Wahl et al., 2013).
Ein geringer Gehalt des Disaccharids fiihrte zu einer Verzogerung der Blithinduktion.

Die Analyse der KIN10-Uberexpressionslinien zeigte, dass diese eine verlingerte Lebenszeit aufwei-
sen. Das bedeutet, dass sowohl die Bliite als auch die Seneszenz der Uberexpressoren spiiter ein-
traten als beim Wildtyp. (Baena-Gonzélez et al., 2007). Aullerdem wurde bei Samen von KIN10-
Uberexpressoren eine verzogerte Keimung beobachtet (Tsai und Gazzarini, 2013).

Beriicksichtigt man diese Daten bei der Auswertung der Phinotypen der gsda-Mutanten, féllt auf,
dass auch diese eine Verzogerung der Keimung, der Bliite und der Seneszenz zeigten.

Ein Modell zu den Zusammenhéngen zwischen einem eventuellen Kohlenstoffmangel in den gsda-
Mutanten und den Wachstums- und Entwicklungsphénotypen ist in Abbildung 4.5 dargestellt.

Die in dem Modell aufgestellte Hypothese sollte mithilfe einer Metabolitanalyse von Samen und
Blittern der gsda-Mutanten iiberpriift werden. Stimmt das Erkldrungsmodell, wéren hier geringere
Zuckerkonzentrationen, inklusive Trehalose-6-phosphat, als im Wildtyp zu erwarten. Auch die quan-
titative Analyse der Expression von KIN10 wére in diesem Zusammenhang sinnvoll. Hier wire eine
erhohte Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp zu erwarten. Zusétzlich ist ein Wachstumsexpe-
riment denkbar, bei dem untersucht wird, ob der Zusatz von Zuckern zum Nihrmedium die Verzoge-

rung von Keimung, Bliite und Seneszenz aufhebt.
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Abbildung 4.5 - Moglicher Zusammenhang zwischen Kohlenstoffmangel in den gsda-Mutanten und
den Wachstums- und Entwicklungsphénotypen. Eine mogliche Erklarung der Phinotypen ist, dass in
Folge des GSDA -Verlusts weniger Ribose aus den Nukleotiden recycelt werden kann. Als Konsequenz
daraus ist der Kohlenhydratgehalt in den gsda-Mutanten geringer als im Wildtyp. Dies fiihrt zu einer
niedrigeren Konzentration an Trehalose-6-Phosphat und gleichzeitig zu einer Aktivierung von SnRK1

(KIN10). Beides zieht die Verzogerung von Keimung, Bliite und Seneszenz nach sich.

4.3 Analyse des Purinnukleotidabbaus

4.3.1 In vivo Funktion der GSDA

Wie in 4.1 erwihnt, wurde eine Guanosindeaminaseaktivitit bereits in zellfreien Extrakten von Tee-
blittern (Camellia sinensis) und Kartoffelknollen (Solanum tuberosum) nachgewiesen (Negishi et
al.; 1992, Katahira et al., 2006) sowie teilweise aus Teebléttern aufgereinigt (Negishi et al., 1994).
Zusitzlich weisen mehrere radiochemische Studien auf die Beteiligung eines solchen Enzyms am Pu-
rinnukleotidabbau in Pflanzen hin (Ashihara, 1993; Ashihara et al., 1997 und Katahira et al., 2006). In
der vorliegenden Arbeit konnte erstmals das kodierende Gen einer Guanosindeaminase identifiziert

werden. Die Nutzung homozygoter T-DNA-Insertionslinien fiir Metabolitanalysen zeigte, dass der
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Verlust des GSDA-Gens zu einer Akkumulation von Guanosin fiihrt. Dies wurde sowohl in Samen
als auch in Wurzeln, verschiedenen Rosettenblittern, Stingelblittern, im Spross, in Schoten und in
Bliiten nachgewiesen. Damit konnte die in vitro beobachtete Substratspezifitit des Enzyms in vivo

bestitigt und gleichzeitig dessen Beteiligung am Purinnukleotidabbau belegt werden.

4.3.2 Abbau und Recycling der Purinnukleotide

Eine Kinase, welche die Phosphorylierung von Guanosin zu GMP katalysiert ist in Arabidopsis bis-
lang unbekannt. In Tombinambur (Heliantus tuberosus), Kartoffel und Tee hingegen konnte eine
Inosin-Guanosinkinaseaktivitit nachgewiesen werden (Combes et al., 1989; Katahira et al., 2006 und
Deng et al., 2010). Zudem zeigten Experimente mit radioaktiv-markiertem Guanosin und Zellkultu-
ren von Catharanthus roseus, Blittern von Tee und Kakao (Theobroma cacao) sowie Kartoffelknollen,
dass nach kurzer Zeit zwischen 35 und mehr als 50% der Radioaktivitit in Nukleotiden und Nukle-
insduren detektierbar war (Ashihara et al., 1997; Koyama et al., 2003; Katahira et al., 2006; Deng et
al., 2010 und Abb. 4.6).

[8-*C] Guanosin [8- *C] Xanthosin

Nukleotide = (29.0)
RNA (29.1)
Adenosin
Inosin
Hypoxanthin
Guanosin 1~ (37.7)
Xanthosin —» (33.8)
Allantoin B (1.9) = (17.0)
Allantoinsaure (25.5)
Harnstoff (2.7)
Andere I (0.9) (14.0)
Co, b (14) . (7.0)
0 2 4 6 0 1 2

Inkorporation [kBq g.,"(4h)"]

Abbildung 4.6 — Radiochemische Analyse des Purinnukleotidstoffwechsels in Kartoffelknollen.
Scheiben von Kartoffelknollen wurden fiir 4 Stunden mit radioaktiv-markiertem Guanosin oder Xantho-
sin inkubiert. Die Inkorporation und Verteilung der Radioaktivitit in den Zwischenprodukten des Pu-
rinnukleotidstoffwechsels wurde verfolgt. Wihrend die Radioaktivitit des aufgenommenen Guanosins
hauptséchlich in Guanosin selbst und in Recyclingprodukten detektiert wurde, war die von Xanthosin
ausschlieBlich in Abbauprodukten nachweisbar. Modifiziert nach Katahira et al., 2006.

Es ist demzufolge vorstellbar, dass auch in den gsda-Mutanten Guanosinrecycling stattfindet, die
entsprechenden Produkte aber nicht in erhohter Konzentration auftreten. Das trotz der ubiquitiren
Expression der GSDA in jungen gsda-Mutanten deutlich weniger Guanosin nachweisbar ist als in
sieben- oder zehnwochen alten Pflanzen (Abb. 3.25 verglichen mit den Abb. 3.26 und 3.45) zeigt, dass
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der Purinabbau mit zunehmendem Alter der Blitter verstérkt stattfindet. Auch zwischen verschiede-
nen Geweben scheinen Unterschiede in der Balance zwischen Abbau und Recycling zu herrschen
(Abb. 3.25, 3.26 und 3.45).

Bei Analysen sich entwickelnder Embryos von Raps (Brassica napus) und Weil3-Fichte (Picea glauca)
wurde deutlich, dass zu Beginn eine hohe Recyclingrate vorherrscht, die im Lauf der Embryogenese
absinkt, wahrend gleichzeitig mehr Abbau zu beobachten ist (Ashihara et al., 2001 und 2008). In Tee-
keimlingen konnte zudem nachgewiesen werden, dass sich die Inkorporation radioaktiv-markierter
Purinmetabolite in Blittern und Wurzeln unterscheidet. So wurde zum Beispiel fiir Inosin in Blit-
tern mehr Radioaktivitdt in Abbauprodukten nachgewiesen. In Wurzeln hingegen war der Anteil
radioaktiv-markierter Recyclingprodukte deutlich grofer (Deng et al., 2010). Damit solche Aussa-
gen auch tiber das Verhiltnis zwischen Purinnukleotidabbau und -recycling in Arabidopsis thaliana
getroffen werden konnen, sind weitere Experimente erforderlich. Dabei konnten Isotopen-markierte
Metabolite genutzt und deren metabolische Umsetzung in der Pflanze mithilfe von Massenspektro-

metrie untersucht werden.

4.3.3 Die Akkumulation von Guanin weist auf eine Guanosinhydrolase hin

Neben der Akkumulation von Guanosin konnte eine erhohte Konzentration von Guanin in den gsda-
Mutanten nachgewiesen werden. Die hydrolytische Spaltung von Guanosin ist vermutlich der Grund
fiir diese Akkumulation ist. Bislang wurde jedoch keine Nukleosidhydrolase in Arabidopsis thalia-
na identifiziert, die diese Reaktion katalysiert. Fiir die Nukleosidhydrolase 1 wurde die Umsetzung
von Uridin, Xanthosin und Inosin beschrieben wobei davon auszugehen ist, dass Uridin und Xantho-
sin die wichtigsten Substrate sind, da in nshl-Mutanten kaum Inosin akkumuliert (Jung et al., 2009
und 2011; Riegler et al., 2011). Die Nukleosidhydrolase 2 wird vor allem in seneszenten Blittern
exprimiert (Jung et al., 2011). Es nicht vollstindig geklart, in welchem Umfang dieses Enzym am
Purinnukleotidabbau beteiligt ist. Weder fiir NSH1 noch NSH2 wurde eine Umsetzung von Guanosin
nachgewiesen.

Bei der Messung der Nukleosidhydrolaseaktivitit in unléslichen Wurzelfraktionen von nshl- und
nsh2-Mutanten mit verschiedenen Substraten wurde Folgendes sichtbar: Wihrend die Uridin- und
Xanthosinhydrolaseaktivititen in beiden Mutanten im Vergleich zum Wildtyp deutlich abnehmen,
dndern sich die Inosin- und Guanosinhydrolaseaktivitdten nicht (Riegler et al., 2011). Dies kann als
Hinweis auf eine weitere Nukleosidhydrolase gewertet werden. Studien in denen eine Guanosin-
Inosin-Hydrolaseaktivitit in Sprossextrakten von Tombinambur, jungen Pfirsichpflanzen (Prunus per-
sica), Kartoffelknollen sowie Teeblittern nachgewiesen werden konnte, stiitzen diese Vermutung (Le
Floc’h und Lafleuriel, 1981; Le Floc’h und Faye, 1995; Katahira et al., 2006; Deng et al., 2010). Zu-
dem konnte aus Samen der Gelben Lupine (Lupinus luteus) ein entsprechendes Enzym aufgereinigt
werden (Szuwart et al., 2006). Auch Analysen der Enzyme des Laubmooses Physcomitrella patens

sowie von Mais (Zea mays) zeigen, dass sowohl die Nukleosidhydrolase 1 aus P. patens als auch die
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Nukleosidhydrolasen 2a, 2b und 3 aus Mais Guanosin als Substrat akzeptieren, jedoch andere Nu-

kleoside kinetisch bevorzugt werden (Kopecna et al., 2013).

4.3.4 Rolle der HGPRT im Purinnukleotidmetabolismus

Die Akkumulation von Guanin deutet neben dem Vorhandensein einer weiteren Nukleosidhydrolase
in Arabidopsis auch auf eine geringe Aktivitdt der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
hin. Durch die Analyse der HGPRT aus Arabidopsis ist bekannt, dass in vitro Guanin das bevorzugte
Substrat des Enzyms ist (Liu et al., 2007). Die, in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte, Meta-
bolitanalyse von Samen einer hgprt-Mutante bestitigt dies. Hier konnte eine geringe Akkumulati-
on von Guanin nachgewiesen werden, jedoch kein Hypoxanthin. Auch Experimente mit radioaktiv-
markierten Metaboliten belegen, dass deutlich mehr Guanin in den Bergungsweg flie3t als Hypoxan-
thin, welches eher abgebaut wird (Katahira et al., 2006; Deng et al., 2010). In Samen der hgprt-gsda-
Doppelmutante war ein hoherer Guaningehalt messbar als in den beiden Einzelmutanten, wéhrend die
Guanosinkonzentration im Vergleich zur gsda-2 Mutante sank. Der hohere Guaningehalt zeigt, dass
die HGPRT am Recycling des Guanins beteiligt ist. Die gleichzeitig geringere Guanosinkonzentrati-
on deutet an, dass der Stoffwechsel bei Abwesenheit beider Enzyme anders reguliert wird. Vorstellbar
sind zwei Szenarien: (1) Die HGPRT kann kein Guanin zu GMP recyceln, deshalb wird die Dephos-
phorylierung des Nukleotids verlangsamt und weniger Guanosin in den Abbauweg eingespeist. (ii)
Die HGPRT kann kein Guanin zu GMP recyceln, deshalb wird die (bisher nicht nachgewiesene)
Guanosinkinaseaktivitit erhoht und so Guanosin dem Abbauweg entzogen. Fiir gesicherte Aussa-
gen Uiber die Regulation des Purinnukleotidstoffwechsels in A. thaliana und das Verhiltnis zwischen

Recycling- und Abbauaktivititen sind jedoch weitere Analysen notwendig.

4.3.5 Metabolismus der Purindeoxynukleoside

Neben Guanosin wurde in vitro auch 2’-Deoxyguanosin als Substrat der GSDA nachgewiesen, in
den gsda-Mutanten war dieser Metabolit jedoch nicht detektierbar. Analysen in Kartoffelknollen
und Teebléttern zeigten, dass 2’-Deoxyguanosin sowie 2’-Deoxyadenosin nicht abgebaut, sondern
hauptsichlich recycelt werden (Katahira et al., 2006; Deng et al., 2010). In Arabidopsis wurde ei-
ne Multisubstrat-Deoxyribonukleosidkinase identifiziert, die am Recycling der Deoxynukleoside be-
teiligt ist (Clausen et al., 2012). Der in geringem Mal} stattfindende Abbau der Deoxynukleoside
in Kartoffel und Tee wird vermutlich durch eine Adenosin-sowie eine Inosin-Guanosin-Hydrolase
katalysiert. Die entstehenden Basen Adenin und Guanin werden anschlieend durch die Adenin-
Phosphoribosyltransferase und die HGPRT zu AMP und GMP umgesetzt (Katahira et al., 2006; Deng
et al., 2010).
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4.3.6 Metabolismus von Xanthosin und Uridin

Die Analyse der Nukleosidhydrolasel-Mutanten nsh1-1 und nshi-2 zeigt, dass sowohl in Samen als
auch in den Rosetten, Wurzeln und Schoten zehn Wochen alter Pflanzen eine Akkumulation von Uri-
din und Xanthosin zu beobachten ist. Dies entspricht den bereits verdffentlichten Analysen von Blt-
tern und Wurzeln der Nukleosidhydrolasel Mutante nsh1-1 (Jung et al., 2011; Riegler et al., 2011).
In beiden Studien war zudem die gemessene Xanthosinkonzentration in Bléttern und Wurzeln hoher
als die von Uridin. Auch dies wird durch die Messungen in der hier vorliegenden Arbeit bestitigt. Die
Analysen von Schoten und Samen zeigen allerdings, dass sich das Mengenverhiltnis der Metabolite
umkehrt und mehr Uridin als Xanthosin nachgewiesen wurde. Moglicherweise sind der Purin- und
Pyrimidinstoffwechsel beziiglich des Verhiltnisses von Abbau und Recycling in verschiedenen Ge-
weben der Pflanze unterschiedlich reguliert. Weiterfithrende Analysen sind hier notig, um gesicherte
Aussagen treffen zu konnen. Analysen mit radioaktiv-markiertem Xanthosin zeigten fiir Arabidop-
sis thaliana, dass ein gewisser Anteil der Radioaktivitdt (14%) in Nukleinsduren inkorporiert wurde
(Riegler et al., 2011). Dies widerspricht den radiochemischen Experimenten, die mit Bléttern von
Kakao, Kartoffelknollen sowie Keimlingen von Tee und Urdbohne durchgefiihrt wurden (Koyama et
al., 2003; Katahira et al., 2006; Deng et al., 2010; Ashihara et al., 2012). In all diesen Studien konnte
nach der Inkubation der entsprechenden Gewebe mit radioaktiv-markiertem Xanthosin keine Inkor-
poration der Radioaktivitit in Recyclingprodukte nachgewiesen werden Xanthosin wurde entweder
abgebaut (Urdbohne und Kartoffel; Abb. 4.6) oder fiir den Abbau und die Synthese von Purinalkaloi-
den genutzt (Tee und Kakao). Hinzu kommt, dass bei Enzymaktivitétsstudien in Kartoffelknollen und
Teebliattern keine Xanthosinkinaseaktivitdt nachweisbar war. Ob sich der Purinnukleotidstoffwechsel
von Arabdopsis in diesem Punkt von dem anderer Pflanzen unterscheidet (Riegler et al., 2011) oder
der jeweilige experimentelle Aufbau der Grund fiir die abweichenden Beobachtungen ist (Ashihara
et al., 2012), bleibt zu kliren.

4.3.7 Der Abbau von XMP folgt einem lineraren Weg

Die Analyse der Doppelmutante gsda-2 nsh1-1 im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit zeigt, dass
neben einer Akkumulation von Uridin und Guanosin kein beziehungsweise nur eine geringe Men-
ge Xanthosin in Samen, Rosetten, Wurzeln und Schoten nachweisbar ist. Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass die Deaminierung von Guanosin die Hauptquelle fiir den Xanthosingehalt in der Pflan-
ze darstellt.

Fiir die endgiiltige Erkldrung der Herkunft des Xanthosins in der Doppelmutante gsda-2 nshl-1 sind
weitere Analysen, moglicherweise auch mit einer anderen Verlustmutante, notwendig. Gleichwohl
bleibt festzuhalten, dass die Guanosindeaminase den grofiten Anteil an der Bereitstellung von Xan-
thosin in Arabidopsis hat. Beriicksichtigt man zusétzlich, dass eine Guanindeminaseaktivitit in Pflan-

zen bisher nicht nachgewiesen wurde (Suzuki und Takahashi, 1976; Suzuki et al., 1992; Katahira et

115



DISKUSSION

AMP XMP
l(n Y l(3)
—» IMP GMP
l(4) l(4) 6 ()
(8) Inosin Guanosin —» Guanin

l(ﬁ) l@

—Hypoxanthin ; Xanthosin

l(es)

Xanthin

!

Abbau der Ringsystems

Abbildung 4.7 — Modell des Purinnukleotidabbaus in A. thaliana basierend auf den Ergebnis-
sen dieser Doktorarbeit und Zrenner et al., 2006. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Metabolit-
analysen weisen deutlich auf einen linearen Verlauf des Abbaus von XMP zu Xanthin hin. 1: AMP-
Deaminase, 2: IMP-Dehydrogenase oder Phosphotransferase, 3: GMP-Synthetase oder Phosphotrans-
ferase, 4: 5°-Nukleotidase, 5: Guanosindeaminase, 6: Nukleosidhydrolasen, 7: Xanthindehydrogenase,
8: Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase.

al., 2000), lisst sich folgendes Fazit ziehen: Der Purinnukleotidabbau verlduft linear von XMP iiber
GMP und Guanosin zu Xanthosin und Xanthin (Abb. 4.7). Auch der bei anhaltender Dunkelheit
auftretende Phénotyp der gsda-Mutanten weist auf diesen linearen Abbauweg hin. Wiirden andere
Reaktionen in ausreichender Menge zum Xanthosingehalt beitragen, stiinde nach dessen Hydrolyse
mehr Ribose zur Verfiigung, die zur Kohlenstoffversorgung genutzt werden konnte. Da Xanthosin,
wenn iiberhaupt, nur zu einem geringen MaB recycelt werden kann und bislang auch fiir Xanthin kein
Recycling nachgewiesen wurde (Koyama et al., 2003; Katahira et al., 2006; Deng et al., 2010; Ashi-
hara et al., 2012), stellt die Deaminierung von Guanosin demzufolge eine Schliisselreaktion dar, die

den endgiiltigen Abbau der Guanylate und von XMP einleitet.
4.3.8 Maogliche Rolle der GSDA in anderen Pflanzen

4.3.8.1 Beitrag zum Ureidexport in Leguminosen

In bestimmten Leguminosen, wie zum Beispiel der Sojabohne (Glycine max), spielt der Purinnu-
kleotidabbau eine wichtige Rolle beim Export des fixierten Stickstoffs aus den Knéllchen (1.2.1). In
Sojabohnen kommen fiinf Orthologe der GSDA aus Arabidopsis thaliana vor. Mithilfe von RNAseq-

Analysen konnte die Transkription fiir drei dieser Isoformen nachgewiesen werden (Severin et al.,
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2010). Fiir eines dieser Gene wurde eine starke Expression in den Knollchen beobachtet. Dies ist ein
Hinweis darauf, dass die Guanosindeaminase fiir die Synthese der Ureide in diesem Gewebe benotigt
wird. Aus diesem Grund sollte die Funktion der GSDA in der Sojabohne genauer untersucht werden.
Erste Versuche zur Stilllegung des Gens der Guanosindeaminase in den Kndllchen der Sojabohne
werden in unserem Labor bereits von Dr. Medina-Escobar durchgefiihrt. Zusammen mit Metabolit-

analysen konnen so die Auswirkungen des GSDA -Verlusts auf die Ureidsynthese untersucht werden.

4.3.8.2 Beitrag zur Biosynthese von Purinalkaloiden

Wie in 1.2.2 erwéhnt, besteht zum Beispiel bei Kaffee, Tee und Kakao ein Zusammenhang zwischen
dem Abbau der Purinnukleotide und der Synthese von Purinalkaloiden wie Koffein und Theobromin.
Das Bindeglied beider Stoffwechselwege ist Xanthosin, welches der Ausgangspunkt der Purinalka-
loidsynthese ist. Analysen mit radioaktiv-markiertem Guanosin in Tee zeigten zum Beispiel, dass
die Radioaktivitdt sowohl in Recycling- und Abbauprodukten als auch in Theobromin und Koffein

nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.8 und Deng et al., 2010).
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Abbildung 4.8 — Radiochemische Analyse des Guanosinstoffwechsels in Blittern und Wurzeln
von Teekeimlingen. Blitter und Wurzeln von Teekeimlingen wurden fiir 10 Stunden mit radioaktiv-
markiertem Guanosin inkubiert. AnschlieBend wurde die Verteilung der Radioaktivitit in den Zwischen-
produkten des Purinnukleotidstoffwechsels detektiert. Modifiziert nach Deng et al., 2010.

Auch die Koffeinsynthese in Kaffeepflanzen geht von Xanthosin aus. Das heifit, die Deaminierung
von Guanosin leistet wahrscheinlich einen wichtigen Beitrag zur Synthese dieses Purinalkaloids. Soll-
te der Purinnukleotidabbau in Kaffee, wie der in Arabidopsis, linear von XMP iiber GMP und Guano-
sin zu Xanthosin verlaufen, so wiirde die Guanosindeaminase sogar den Hauptanteil des Ausgangs-
stoffs der Biosynthese zur Verfiigung stellen. Die Untersuchung dieser Zusammenhénge in Kaffee ist
insofern interessant, als dass die Dekoffeinierung von Kaffebohnen einen gro3e wirtschaftlich Bedeu-

tung hat. Sollte die Guanosindeaminase den Hauptanteil des Xanthosins zur Verfiigung stellen, wire
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die Stummschaltung ihres Gens eine biotechnologische Moglichkeit zur Herstellung koffeinfreien
Kaffees.

4.4 Schlussbemerkungen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit gelang es eine Guanosindeaminase in Arabidopsis thaliana genetisch
zu identifizieren. Gleichzeitig stellt dies die erste Beschreibung eines GSDA-Gens in allen bekannten
Organismen dar.

Biochemische Analysen zeigten, dass das untersuchte Protein Guanosin deaminiert. Dariiber hinaus
konnte die Funktionalitéit des Enzyms im Purinnukleotidabbau von A. thaliana nachgewiesen werden.
Der Mechanismus der Deaminierung des Nukleosids bleibt vorerst ungeklért. Kristallstrukturanaly-
sen konnten dies dndern und zur Charakterisierung des Enzyms beitragen. Dadurch wiirde vermutlich
auch der strukturelle Unterschied zwischen den Guanin- und Guanosindeaminasen in der Superfami-
lie der Cytidin-/ Deoxycytidylat-Deaminasen aufgeklért werden.

Auf der Basis von Metabolitanalysen konnte gezeigt werden, dass der Katabolismus der Purinnukleo-
tide in Arabidopsis weitgehend einem linearen Weg folgt. Damit liefert die vorliegende Doktorarbeit
einen wichtigen Beitrag zum Verstidndnis dieses Stoffwechselweges. Weitere Analysen sind jedoch
notwendig, um die Regulation des Gleichgewichts zwischen Abbau und Recycling der Purinnukleo-
tide besser zu charakterisieren. Auch der Zusammenhang zwischen der Hydrolyse der Nukleoside
und dem Kohlenhydratstoffwechsel stellt eine noch offene Fragestellung dar, die zukiinftig genauer
untersucht werden sollte.

Neben der weiterfithrenden Analyse des Purinnukleotidstoffwechsels in A. thaliana, sollte die Rolle
der Guanosindeaminase in ureid-exportierenden Leguminosen sowie ihr Beitrag zur Synthese von

Purinalkaloiden, zum Beispiel in Kaffee, untersucht werden.
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Anhang A

Abbildungen

E. coli Guanindeaminase

MMSGEHTLKAVRGSFIDVTRTIDNPEEIASALRFIEDGLLLIKQGKVEWFGEWENGKHQIPDTIRVRDYR
GKLIVPGFVDTHIHYPQSEMVGAYGEQLLEWLNKHTFPTERRYEDLEYAREMSAFFIKQLLRNGTTTALV
FGTVHPQSVDALFEAASHINMRMIAGKVMMDRNAPDYLLDTAESSYHQSKELIERWHKNGRLLYAITPRF
APTSSPEQMAMAQRLKEEYPDTWVHTHLCENKDEIAWVKSLYPDHDGYLDVYHQYGLTGKNCVFAHCVHL
EEKEWDRLSETKSSIAFCPTSNLYLGSGLFNLKKAWQKKVKVGMGTDIGAGTTFNMLQTLNEAYKVLQLQ
GYRLSAYEAFYLATLGGAKSLGLDDLIGNFLPGKEADFVVMEPTATPLQQLRYDNSVSLVDKLFVMMTLG
DDRSIYRTYVDGRLVYERN

B. subtilis Guanindeaminase

MNHETFLKRAVTLACEGVNAGIGGPFGAVIVKDGAIIAEGQNNVTTSNDPTAHAEVTAIRKACKVLGAYQ
LDDCILYTSCEPCPMCLGAIYWARPKAVFYAAEHTDAAEAGFDDSFIYKEIDKPAEERTIPFYQVTLTEH
LSPFQAWRNFANKKEY

Abbildung A.1 — Aminosiuresequenzen der bakteriellen Guanindeaminasen. Dargestellt sind die
Aminoséduresequenzen der Guanindeaminasen von E. coli (UniProt-Nr. P76641) und B. subtilis (UniProt-
Nr. 034598). Beide wurden fiir Sequenzvergleiche mit dem Arabidopsisproteom genutzt.
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Abbildung A.2 — Proteinsequenzvergleich zwischen der Guanindeaminase von B. subtilis und mog-
lichen Orthologen aus A. thaliana. Identische Aminosduren sind schwarz unterlegt. Grau unterlegte
Aminosduren sind nicht identisch besitzen aber dhnliche Eigenschaften. Zusétzlich wurden Aminosiuren
denen laut der Kristallstrukturanalyse der Deaminase aus B. subtilis eine Funktion zugeordnet wurde wie
folgt markiert: Blaue Kreise = Aminosduren, die in der Cytidin-/ Deoxycytidylat-Deaminase Superfamilie
konserviert und an der Deaminierung beteiligt sind. Rote Dreiecke = Aminoséuren die an der Bindung
von Guanin beteiligt sind. Schwarze Sterne = Aminosiuren, die an der Ausbildung strukturell wichtiger
Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sind. Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalO hergestellt und
mit Boxshade eingefirbt. Die Sequenzen von At4g20960 und At1g68720 sind nur teilweise dargestellt.
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Abbildung A.3 — Strukturformeln der zur Aktivititsbestimmung eingesetzten potentiellen Substra-
te. Dargestellt sind die Strukturformeln der Verbindungen die als mogliche Substrate der putativen Guan-
indeaminase getestet wurden. Die zur Deaminierung zur Verfiigung stehenden Aminogruppen sind rot
markiert. AMP: Adenosinmonophosphat; GMP: Guanosinmonophosphat; CMP: Cytidinmonophosphat;
c¢GMP: cyclisches Guanosinmonophosphat; THF: Tetrahydrofolsaure.

Xii



ANHANG A. ABBILDUNGEN

P. patens

A. coerulea
F. vesca

B. distachyon
O. sativa

P. virgatum
S. bicolor

Z. mays

A. thaliana

P. trichocarpa
S. lycopersicum
S. tuberosum
T. cacao

G. raimondii
G. max 1

G. max 2

M. truncatula
P. vulgaris

P. patens

A. coerulea
F. vesca

B. distachyon
O. sativa

P. virgatum
S. bicolor

Z. mays

A. thaliana

P. trichocarpa
S. lycopersicum
S. tuberosum
T. cacao

G. raimondii
G. max 1

G. max 2

M. truncatula
P. vulgaris

P. patens

A. coerulea
F. vesca

B. distachyon
O. sativa

P. virgatum
S. bicolor

Z. mays

A. thaliana

P. trichocarpa
S. lycopersicum
S. tuberosum
T. cacao

G. raimondii
G. max 1

G. max 2

M. truncatula
P. vulgaris

1

1

73
74
81
74
74
74
74
74
73

126
154
134
127
127
127
127
127
126
125
127
127
127
127
127
127
127
127

———————— v el Rl o1 R e - - SN -5 - S
——————— MEEARVVERNDGT I SVASAFEGMOEAVQDRDHKF LTRAVEEA YKGVDCGDGGPFGAVEVERDEVEVS CHN@V1]
PRGN - = < D v i Ol QDR LBV BE AoV DGDGGEFGAVE VRN DEVV VSNV
——————— MBEANVVETKDGTISVASAFAGHQEAVINERDHKFLSKAVEEA YRGVECGEGGPFGAVVVRNDEVVVS CHNMV]
MEEAQVVESKDGT I SVASAFAGHQEAVQDRDHKF LSKAVEEAY®GVDCGRIGGPFGAVVVRNDEEVYSCHNMV L]

——————— MEEARWVVESKDGT I SVASAFAGHQEAVQDRDHKF LSKAVEEAYRGVDCGDGGPFGAVVVRNDEVVVSCHNMV L]
MBDEAQVVESKDGTISVASAFAGHQEAVQDRDHKFLTRAVEEAYRGVDNGDGGPFGAVVVRNDEVVVSCHNMV]
——————— MBEAQVVESKDGTISVASAFAGMOEAVQDRDHKFLTRAVEEAYRGVDCGDGGPFGAVVVNDEVVVS CHNMVI]
——————— MEENSVERKDGT I SVASAFEGHOWA VEDEDHKF LT@AVEEAYKGVDCGDGGPFGAVEVENNEV VNS CHNMV
——————— MEDAREISK DIT T SVASAFEIAHQWAVODRDHKFLTRAVEEAYKGVECGDGGPFGAVVY NDEIIM"FHI\IMVL
——————— ‘KDGTIQVA\AFAGH )EAVSDRDHKFLT@AVEEAYKGVECGDGGPFGAVVV@NDEVVYSCHNMV]
——————— FEEANVVEKDGT LS VASAE AGHOEAVRDROHKF LT§AVEEAYKGVECGDOCPEGAVYVNEE VS CHev ]
——————— MEEAJLE VEEAYKGVECKDGGPFGAVVVRNDEVVVSCHNMV]
——————— 558Vl BKBGT LsvAsA oA BDROHKF LTS REEA TGV JDGGPEGAVYVENDEVVVS v ]
——————— "\@SAFAGHEAIQRDHKFLA’\/EEAYKGVDCDGGPFGAI TVeNDELVINSCHNMV ]
——————— MEENYVOTKNG TV S VASAFAGHRE AQ@RDHKFJSMIAVEEA Y KGVDCIDGGPFGARE VN DEIVENEC HNMVL

——————— MEEYNVVERKDGTMSVATAFAGHQEAVQDRDHKFLIMRAVEEAYKGVDCGDGGPFGAVEVANDEVVIAS CHNMV

——————— MEEYNYVEBK DG TS VASFAGHBIEWYO DIWDHK FMTRAVEEAYINGVDCRDGG PFGAVIE Vi@ r T VIS CHNMV )
A A

KN \DPTAHAEVTAVREA(‘KI’LDLQDC‘EIYASF‘EP(‘PMF‘FGAIHL Y- KR1)
KNTDPTAHAEVTATIREACKKLERVE LIDCEIYASCEPCPMCFGAIHLSR KVCLFSPSTFLFVNGYLFGCE‘TCAAMVQ.

8z TDPTAHAEVTAIREAC YKLNQIELCDFEIfAQCEP(PMFFbAIHL)RL

INTDPTAHAEVTAIREACKKLEKIELSDCEMEASCEPCPMCFGAMHLSRI

IMTDPTAHAEVTAIREACKKLEKIELSDCEMYASCEPCPMCFGAMHLSRT

EHTDPTAHAEVTAIREACKKLGKIELSDCEIYASCEPCPMCFGAVHLSRI
KIELSDCEIYASCEPCPMCFGAMHLSRI

K rorTARAEVTATREACKA]
IH DPTAHAEVTAIREACKKI[E@KIELSDCEIYASCEPCPMCFGAMHLSRI
TDPTAHAEVTAIPEA “KKLNKTELSECEIYASCEPCPMCFGATIHLSRIE
TDPTAHAEV'TAVREA(‘KYLNRIELKDLEILA CEPCPMCFGATIHLSR]

EH DPTAHAEVTAVREACKKLNRIEL
5 ST RS (o ESS VS YS
[KINTDPTAHAEVTAIREACKKLN@IELSDCEIYASCEPCPMCFGAIHLSRI
[RNTDPTAHAEVTATIREACKKLN@IELSDCEIYASCEPCPMCFGATHLSRI]
B rornnn eyl BB LB Lo Dor TvASCERCPHCTGATRLOE]
[RNTDPTAHAEVT)YT RINACKIK LN@TELSDCEIYASCEPCPMCFGATHLSR
N TDPTAHAEVTAIREACKKLMIELSDCEIYASCEPCPMCFGATHLSRI
RINTDPTAHAEVTATREACKKLN®IELDCE IEl§iSCEPCPMCFGATHLSRT

* * © 0 * * %00 O —

[vYGr®AEAABATGFDDF T ADAIRG TAWY OKIAGIFVKRA DCRYAMAE O FEN T KEK FiivY|
[VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTGEYQKARILE T KRADGIMAA T AEQVFEK TKIRK Fl@MY|
VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTAFYQKARLEIKKADGNGAMEAEQVFEKTKNKFIMY]
VYGAKAEAATIAIGFDDFIADALRGTGEYQKANME IKRADGNGANIAEQVFENTKEKERIMY]
VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTAYYQKANLE IRRADGNGANIAEQVFENTKEKERMY]
[VYGAKAEAATATGFDDFIADALRGTGEYQKANME TKKADGNGAHTAEQVFEKTKEKE@MY]
[VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTGFYQKANME TKKADGNGANTAEQVFEKTKEKERMY]
[VYGAKAEAATATIGFDDFIADALRGTGFYQKANLEIKKADGNGANIAEQVFEKTKEKE@MY]
VYGAKAEAATIAIGFDDFIADALRGTGYYQKERILE IKKADGNGANI AEQVF@NTKEK FRY]
VYGARAEAATAIGFDDFIADALRGTGEYQKARILE IKKADGEGAM I AEQVFEK TKEYK FjiMY]
VYGAKAEAATIAIGFDDFIADALRGTGEYQKAQLE I@KADGIGANIAEQVFEKTKEKESY]
VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTGFYQKAQLE I@KADGRGANT AEQVFEKTKEK FIFHY]
VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTGEYQKANLE IKKADGHGAT I AEQVFEKTKEKEMEY
VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTGFYQKANLE IK@ADCIGAM I AEQVFEKTKEK FJMTY]
/YGAKAEAATAIGFDDF I§DALRGTGFYQKADLE IKRADGIAAN T ARV FERTKEKEJRIMY]
DALRGTGFYQKAQLE IKRADGIANT AERV FERTKEKERY

VYGAKAEAATAIGFDDFIADALRGTGFYQKAWLE IKRADGNMAN I AV EEK TKINKF@MY]

VYGAKAEAATAIGFDDFTIADALRGTGFYQKA LEIKRADGNAMIAEIFEKTK
AxA A

VYGAKAEAATAIGEFDDFIH

Abbildung A.4 — Bildunterschrift auf der folgenden Seite.
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Abbildung A.4 — Vorhergehende Seite: Proteinsequenzvergleich pflanzlicher Guanosindeaminasen.
Die Proteinsequenz der GSDA aus A. thaliana wurde genutzt um in der Phytozome-Datenbank Orthologe
in Medicago truncatula, Glycine max, Phaseolus vulgaris, Sorghum bicolor, Zea mays, Oryza sativa, Pani-
cum virgatum, Theobroma cacao, Solanum Iycopersicum, Fragaria vesca, Populus trichocarpa, Gossypium
raimondii, Solanum tuberosum, Aquilegia coerulea, Brachypodium distachyon, Physcomitrella patens zu
identifizieren. Aminosduren sind schwarz unterlegt, wenn sie in allen Sequenzen identisch sind. Grau un-
terlegte Aminosduren sind nicht identisch, besitzen aber dhnliche Eigenschaften. Zusitzlich wurden Ami-
nosduren denen laut der Kristallstrukturanalyse der Deaminase aus B. subtilis eine Funktion zugeordnet
wurde wie folgt markiert: Blaue Kreise = Aminosduren, die in der Cytidin-/ Deoxycytidylat-Deaminase
Superfamilie konserviert und an der Deaminierung beteiligt sind. Rote Dreiecke = Aminoséuren die an
der Bindung von Guanin beteiligt sind. Schwarze Sterne = Aminoséuren, die an der Ausbildung struk-
turell wichtiger Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sind. Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalO
hergestellt und mit Boxshade eingefirbt.

Abbildung A.5 — Nichste Seite: Proteinsequenzvergleich zwischen GDAs und GSDAs. Die Sequen-
zen verschiedender bakterieller GDAs wurden fiir einen Vergleich mit den Sequenzen der GSDAs, der in
Abbildung A.4 aufgefiihrten Pflanzen genutzt. Die GDAs folgender Bakterien wurden einbezogen: Bacil-
lus subtilis, Sulfurimonas denitrificans, Clostridium botulinum, Nitrococcus mobilis, Microscilla marina,
Polaribacter irgensii, Bacillus licheniformis, Bacillus clausii, Bacillus pumilus, Arthrobacter aurescens,
Deltaproteobacterium MLMS-1 und Saccharopolyspora erythraea Aminosiuren sind schwarz unterlegt,
wenn sie in allen Sequenzen identisch sind. Grau unterlegte Aminosduren sind nicht identisch, besitzen
aber dhnliche Eigenschaften. Zusitzlich wurden Aminosduren denen laut der Kristallstrukturanalyse der
Deaminase aus B. subtilis eine Funktion zugeordnet wurde wie folgt markiert: Blaue Kreise = Amino-
sauren, die in der Cytidin/ Deoxycytidylat Deaminase Superfamilie konserviert und an der Deaminierung
beteiligt sind. Rote Dreiecke = Aminosduren die an der Bindung von Guanin beteiligt sind. Schwarze
Sterne = Aminoséuren, die an der Ausbildung strukturell wichtiger Wasserstoffbriickenbindungen betei-
ligt sind. Die Position an der sich das Motiv ,,HLS* bzw. ,,YWA* befindet, ist mit einem roten Balken
markiert. Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalO hergestellt und mit Boxshade eingefirbt.
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Abbildung A.S — Bildunterschrift auf der vorhergehenden Seite.
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GDA - C-term. mod.
GDA - HLS - C-term. mod
GDA - YLA - C-term. mod.

GDA - YLA

GDA - HLS
§ GSDA-HWS - C-term. mod.

} GSDA- YWA - C-term. mod.

1 GSDA-YWA
1 GsbA-Hws
‘ GSDA - C-term. mod.

l
|
l

Abbildung A.6 — Affinititschromatographische Aufreinigung verinderter Varianten der GSDA aus
A. thaliana sowie der GDA aus B. subtilis nach transienter Expression in N. benthamiana. Verschie-
dene Enzymvarianten der GSDA sowie der GDA wurden Strep-markiert in N. benthamiana exprimiert
und anschlieBend affinititschromatographisch aufgereinigt. Gezeigt sind hier die Elutionsfraktionen aller
Enzymvarianten. Exprimiert und aufgereinigt wurden zum einen Proteinvarianten die Mutationen im akti-
ven Zentrum tragen (links). Hierbei wurde in der pflanzlichen GSDA das Aminosduremotiv HLS (Position
118 bis 120) zu YWA bzw. HWS verindert. In der bakteriellen GDA hingegen wurde das Motiv Y WA (Po-
sition 91 bis 93) zu HLS bzw. YLA verindert (von der Wildtypsequenz abweichende Aminosduren sind
rot markiert). Dariiber hinaus wurden Varianten bei denen die C-Termini beider Proteine (pflanzlich und
bakteriell) ausgetauscht wurden (Mitte) exprimiert und aufgereinigt, sowie Varianten die Kombinationen
aus Mutationen im aktiven Zentrum und am C-Terminus aufweisen (rechts). C-term. mod., C-terminal-
modifiziert.
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Abbildung A.7 — Bildunterschrift auf der folgenden Seite.
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Abbildung A.7 — Vorhergehende Seite: Verifizierung von UV-Signalen aus den chromatographischen
Liaufen mithilfe von Massenspektrometrie. Guanosin-, Xanthosin- und Uridinfraktionen aus Metabolit-
extrakten trockener Samen wurden jeweils wihrend einer chromatographischen Analyse gesammelt und in
einem externen Elektrospray-Tandemmassenspektrometer iiberpriift. Fiir jeden Metaboliten sind die Uber-
sichtsspektren (MS) sowie die Fragmentspektren (MS-MS) im negativen Modus abgebildet. Wihrend die
Ubersichtspektren die Signale der deprotonierten Molekiilionen zeigen, sind in den Fragmentspektren die
Signale der zugehorigen Fragmentionen dargestellt. Die Zuordnung der Signale zu den entsprechenden
Ionen erfolgte nach Liu et al., 2008 und Liu et al., 2009. %: relative Intensitit in Prozent; m/z: Masse-zu-
Ladung-Verhiltnis
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Abbildung A.8 — Metabolitanalyse nach Extraktion mit 80% Methanol. Trockene Samen der Linie
gsda-2 sowie reine Losungen von Guanin, Guanosin und 2’Deoxyguanosin wurden mit 80 % Methanol
extrahiert, mit Ionenpaar-Umkehrphasenchromatographie aufgetrennt und die UV-Signale bei 260 nm de-
tektiert.
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Abbildung A.9 — Analyse der Detektionsgrenze von Guanosin. Eine Verdiinngungsreihe einer reinen
Guanosinlosung wurde hergestellt und anschlieBend dem Perchlorsdure-Extraktionsprotokoll unterzogen.
Die Flachen unter den jeweiligen Signalen wurden iiber den zugehorigen Guanosinkonzentrationen auf-
getragen. Der Einschub zeigt den Bereich der Detektionsgrenze.
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Abbildung A.10 — Aminosiureprofil in Samen. Ethanolische Extrakte von Samen der Linien gsda-2,
gsda-2 + Strep-GSDA 1-2 und des Wildtyps wurden hergestellt, derivatisiert und mit Umkehrphasenchro-
matographie aufgetrennt. Die Detektion der Fluoreszenz der Aminoséurederivate sowie die gleichzeiti-
ge Nutzung von Standardlosungen aller Aminoséuren erlaubten eine anschlieBende Quantifizierung. Von
jeder Linie wurden drei Samenaliquots unabhéngig voneinander prozessiert und fiir die Quantifizierung
genutzt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte dieser Quantifizierungen und ihre Standardabweichungen
(n = 3). FG, Frischgewicht.
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