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1 Zusammenfassung

Die Verfiigbarkeit von Stickstoff im Boden
begrenzt haufig das pflanzliche Wachstum.

Daher ist neben der Stickstoffauthahme

auch die Wiederverwertung und
Umverteilung  vorhandener  Stickstoff-
reserven  wihrend der  pflanzlichen

Entwicklung wichtig. In Pflanzen trigt der
Purinabbau zum Stickstoffrecycling bei.

Dartiber hinaus sichert er in tropischen

Leguminosen unter fixierenden
Bedingungen die primédre Stickstoft-
versorgung der Pflanze. Die Ureide

Allantoin und Allantoat sind Zwischen-
produkte des Purinabbaus und stellen die
Transportform des durch  Fixierung

erhaltenen  Stickstoffs in  tropischen
Leguminosen dar.

Dies ist die erste Arbeit, in der mit
aufgereinigten Enzymen aus Pflanzen und
Bakterien ein vollstindiger Ureidabbau in
vitro erreicht werden konnte. Dies wurde
durch die Identifizierung eines neuen
Enzyms, der Ureidoglycin Aminohydrolase
(UGIyAH), ermoglicht. Es konnte gezeigt
werden, dass Ureidoglycin das Reaktions-
produkt der Allantoat Amidohydrolase
(AAH) ist, welches dann durch die
Aktivitit der UGIyAH zu Ureidoglykolat

umgesetzt wird. Dieser Schritt erzeugt das

Substrat der pflanzlichen Ureidoglykolat

Amidohydrolase (UAH) oder bakteriellen
Ureidoglykolat Urea Hydrolase (UUH).
Durch die Anwesenheit dieser drei Enzyme
wird Allantoat vollstindig zu Glyoxylat
abgebaut, wobei der Purinringstickstoff von
den pflanzlichen Enzymen als Ammoniak
freigesetzt wird. Die UGIyAH aus
Arabidopsis thaliana wurde wie auch die
anderen ureidabbauenden Enzyme zuvor im
ER lokalisiert. Damit finden die letzten
Schritte des Purinabbaus im ER statt. Die in
vivo Funktion und Relevanz der ureidab-
bauenden Enzyme in Pflanzen wurde
mittels Phanotypen- und Metabolitanalyse
der entsprechenden T-DNA Insertionslinien
fiir Arabidopsis thaliana gezeigt. Dies
gelang fiir die GmUAH aus der tropischen
Leguminose Sojabohne (Glycine max)
mittels Virus-induzierter Genabschaltung
(VIGS). Dariiber hinaus wurde der native
Proteingehalt der ureidabbauenden Enzyme
in verschiedenen Geweben von Arabidopsis
und  Sojabohne  unter = Verwendung
spezifischer Antikorper untersucht. Dabei
wurde eine unterschiedliche Regulation
wihrend  des  Blattalterungsprozesses
festgestellt, wohingegen die Stickstoff-
quelle in beiden Pflanzen keinen sichtbaren
auf den

Einfluss Proteingehalt  der

ureidabbauenden Enzyme ausiibte.



Summary

Plant growth is often limited by nitrogen
availability in the soil. Not only do plants
depend on efficient nitrogen uptake, they
also require effective means to internally
redistribute nitrogen during every stage of
purine

development. The degradation

pathway contributes to this nitrogen
recycling in plants. In tropical legumes it is
also of central importance to the plants’
nitrogen supply under nitrogen-fixing
conditions.

This is the first time that the complete
ureide degradation pathway has been
demonstrated in vitro with purified
enzymes from plants and bacteria. This was
enabled by the identification of the novel
enzyme ureidoglycine aminohydrolase
(UGIlyAH). It is shown that ureidoglycine is
the reaction product of allantoate
amidohydrolase (AAH), and is in turn
metabolised by the UGIyAH to
ureidoglycolate. This reaction produces the
substrate of the plant ureidoglycolate
amidohydrolase =~ (UAH) or bacterial
ureidoglycolate urea hydrolase (UUH). The
conversion of allantoate to glyoxylate can
be achieved by these three enzymes. During
these reactions the total nitrogen of the
purine ring is released as ammonia in
plants. The UGIyAH from Arabidopsis

thaliana i1s shown to be localised in the ER

where all the other ureide degrading
enzymes have previously been localised.
This shows that the last steps of the purine
degradation pathway take place in the ER.
The in vivo function and relevance of the
ureide degrading enzymes in plants was
shown by phenotype and metabolite
analyses using the corresponding T-DNA
insertion lines of Arabidopsis thaliana and
virus-induced gene silencing (VIGS) in
soybean (Glycine max) for GmUAH. The
native protein level of the ureide degrading
enzymes was investigated in several tissues
of arabidopsis and soybean using specific
antibodies. It was found to be differentially
regulated during leaf aging. In contrast, the

nitrogen source had no obvious impact on

the protein levels in either plant.



2 Einleitung

2.1 Der Stickstoffkreislauf

Obwohl in der Atmosphire etwa 80%
Stickstoff in Form von N, enthalten sind,
begrenzt seine Verfiigbarkeit héufig das
Wachstum von Pflanzen. Er ist das am

meisten limitierende Element fiir Pflanzen

(Schubert, 1986), wobei sie auf die fiir sie

Einleitung

nutzbaren Arten des Stickstoffs im Boden
angewiesen sind.

Da elementarer Stickstoff (N;) chemisch
nicht reaktiv ist, stellt seine Umwandlung in
reaktivere Formen wie Nitrat und Nitrit
(oxidiert) oder Ammonium (reduziert)
seiner

einen  wichtigen  Schritt in

Nutzbarmachung  fir  Pflanzen  dar.
Atmosphérischer Stickstoff kann auf zwei
Arten in den Boden gelangen. Durch die
Energie bei Gewittern entstehen Stickstoft-

oxide (NOy) aus N,, die mit dem Regen-

wasser (Bildung von HNO;) als Nitrat

Abbildung 1 - der Sticksoffkreislauf.

Eintrag von Stickstoff in den Boden (blaue Pfeile) mittels natirlicher Fixierung entweder uber Gewitter,
die aus atmosharischem Stickstoff (N,) Stickstoffoxide generieren, die mit dem Regen als Nitrat in den
Boden gelangen (1) oder uber biologische Fixierung, bei der aus N, Ammonium gebildet wird (2).
Weiterhin durch organische Reste, die abgebaut werden (3) und zu Ammonium mineralisiert werden
(4). Das Ammonium kann in gut bellfteten Boden durch Nitrifikation Gber Nitrit zu Nitrat umgewandelt
werden (5). Zu Verlusten an Stickstoff aus dem Boden (graue Pfeile) fuhrt die Denitrifikation von Nitrat
Uber Nitrit zu N, in schlecht bellfteten Béden (6) und das Entweichen von Ammonium in Form von

gasférmigem Ammoniak (7).



(NOs3) in den Boden gelangen konnen
(Abbildung 1-1). Diese Art der Stickstoff-
fixierung betrigt 13% der Gesamtstickstoff-
fixierung in der Natur (2,3 10° Tonnen
jéhrlich), wohingegen 87% das Ergebnis
biologischer  Stickstofffixierung  sind
(Ramos und Bisseling, 2004). Bakterien
konnen den atmosphérischen Stickstoff in
Ammonium fixieren, wobei sie hierbei
entweder freilebend in der Erde (20% der
biologischen Fixierung) oder symbiotisch
mit Pflanzen leben konnen (80% der
biologischen Fixierung) (Gutschick, 1980;
Vance et al., 1988) (Abbildung 1-2).

Zu einem weiteren Eintrag von Stickstoff in
den Boden kommt es durch tierische
Exkrete und das Absterben von Pflanzen
und Tieren (Abbildung 1-3), wobei
Mikroorganismen das organische Material
zersetzen und ~ Ammonium  bilden
(Abbildung 1-4).

Das Ammonium im Boden kann entweder
direkt von den Wurzeln der Pflanzen
aufgenommen oder in gut durchliifteten
Boden alternativ.  von nitrifizierenden
Bakterien iber Nitrit zu Nitrat oxidiert
werden (Abbildung 1-5), welches die
bevorzugte Form des Stickstoffs fiir die
Aufnahme  durch
(Abbildung 2).

Neben dem FEintrag von Stickstoff in den

Pflanzen  darstellt

Boden und dessen Verwertung durch
Pflanzen, kommt es auch zu Verlusten. In

schlecht durchlifteten Boden reduzieren

denitrifizierende Bakterien Nitrat {ber
Nitrit zu N,, welches als Gas den Boden
verldsst (Abbildung 1-6). Dariiber hinaus
kann auch Ammoniak als Gas den Boden
verlassen und so zum Stickstoffverlust

beitragen (Abbildung 1-7).

Abbildung 2 - die Stickstoffaufnahme in
Pflanzen.

Nitrat und Ammonium werden aus der Erde in
die Pflanze mittels Nitrat-Protonen-Symporter
(NRTs) und Ammoniumtransporter (AMTSs)
importiert. Die Nitratreduktase reduziert Nitrat
(NO3) zu Nitrit (NOy) im Zytosol und die
Nitritreduktase reduziert dieses weiter zu
Ammonium (NH,") im Plastid. Die gekoppelte
Aktivitat der Glutaminsynthetase und
Glutamatsynthase gefolgt von Transaminasen
bewirkt den Einbau von Ammonium in die
Amidaminosduren und andere Aminosduren
(AS). Von der Wurzel in den Spross exportiert
werden NO3, Amide und AS.



2.1.1 Stickstoffaufnahme in
Pflanzen

Stickstoff ist ein wichtiger Bestandteil in

Proteinen, Nukleinsduren, einigen
Phytohormonen (Auxin und Cytokinin),
Sekundidrmetaboliten (Alkaloide), Chloro-
phyllen (z.B. Chlorophyll a), Kofaktoren
(z.B. Acetyl-CoA und Biotin) und anderen
Verbindungen in Pflanzen.

Generell konnen Pflanzen Stickstoff in
verschiedenen Verbindungen aufnehmen
(Abbildung 1). Die am héufigsten genutzte
Variante ist die Nitrataufnahme (Abbildung
2). Weitere Moglichkeiten bestehen in der
direkten Assimilation von Ammonium
(Abbildung 2) und dem Import von
organischen Ammoniumverbindungen wie
Harnstoff (Witte, 2011), Ureide (Desimone
et al., 2002; Pelissier et al., 2004)
Aminosduren (Rentsch et al, 2007),
Peptide (Rentsch et al, 2007) und

Nukleoside (Moehlmann et al., 2010).

2.1.1.1. Stickstofffixierung

Unter Stickstoffmangelbedingungen sind
einige Pflanzenarten (z.B. Leguminosen) in
der Lage mit stickstofffixierenden Boden-
bakterien (wie Rhizobium sp.) eine
symbiotische Beziehung einzugehen, wobei
diese den atmosphirischen Stickstoff (N)

in Ammonium umwandeln und so fir die

Pflanze nutzbar machen. Durch diese
Symbiose ist die Pflanze fahig, einen Teil
oder sogar ihren gesamten Stickstoftbedarf
vom Symbiosepartner decken zu lassen
(Schubert, 1986). Im Gegenzug stellt die
Pflanze Photoassimilate zur Verfiigung, um
das Wachstum und die Funktion der
Symbioseorgane aufrecht zu erhalten. Fiir
deren Ausbildung bedarf es einer stickstoff-
limitierten Umgebung fiir die Pflanze,
welche  daraufhin  die  symbiotischen
Bakterien chemotaktisch anlockt. Der
Austausch von Signalen, der anschlieBende
Infektionsprozess und die Ausbildung der
funktionstiichtigen Symbioseorgane
involviert hier spezifische Gene sowohl von
der Pflanze als auch von den Bakterien (fiir
Review siehe Oldroyd und Downie, 2008).

Die Symbioseorgane sind die sogenannten
Knollchen, welche von der pflanzlichen
Wurzel

ausgebildet werden, um die

stickstofffixierenden  Bakterien  einzu-
schlieBen. Dies dient dem Schutz der
und der

Bakterien Regulation  der

Gaspermeabilitit, da die  stickstoff-

fixierende  Aktivitait der bakteriellen

Nitrogenase  sauerstoffempfindlich  ist.
Daher wird der Sauerstoffgehalt in den
Knollchen so niedrig gehalten, dass die
Respiration noch stattfinden kann, die
Inaktivierung  der  Nitrogenase  aber
vermieden wird (Kuzma et al., 1993). Die
Nitrogenase  der  stickstofffixierenden

Bakterien reduziert den atmosphédrischen
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Stickstoff (N2) zu zwei Molekiilen ATP, 10 Protonen und 8 Elektronen

Ammonium (NH4") unter Verbrauch von 16 (Ramos und Bisseling, 2004). Diese hohen

Abbildung 3 - die Stickstofffixierung in Pflanzen.

Die Pflanze transportiert Saccharose Uber das Phloem zu den Kndélichen. In den infizierten
Wurzelzellen wird dieses uber Phosphoenolpyruvat (PEP) und Oxalacetat (OAA) in Malat
umgewandelt, welches in die Bakteroide importiert wird. Hier wird es flr den Zitratzyklus der
Bakteroide verwendet, die aus diesem Elektronen (e-), Protonen (H") und Energie in Form von
ATP (mittels Atmungskette) gewinnen, um den atmospharischen Stickstoff (N,) in Ammoniak
(NH,) zu fixieren. Dies wird als Ammonium (NH,") in die infizierte Wurzelzelle exportiert, wo es zur
Synthese der Aminosauren Glutamin (GIn), Glutamat (Glu), Asparagin (Asn) und Aspartat (Asp)
verwendet wird. Diese werden in Amidexportern (rote Pfeile) in das Xylem exportiert und in
Ureidexportern (blaue Pfeile) fiir eine de novo Purinsynthese verwendet. Die Purine werden
anschlieRend wieder abgebaut, wobei auf der Stufe der Harnsaure (Hs) diese in die uninfizierten
Wourzelzellen transportiert wird, um dort Uber 5-Hydroxyisourat (HIU) und 2-Oxo-4-Hydroxy-4-
Carboxy-5-Ureidoimidazolin (OHCU) die Ureide Allantoin (Aln) und Allantoat (Alla) zu produzieren.
Diese werden dann im Xylem exportiert (blaue Pfeile).



Energiekosten werden von der Pflanze mit
Photosyntheseprodukten ,bezahlt*. Zur

Bereitstellung  dieser  Energie  wird
Saccharose tliber das Phloem vom Blatt zu
den Knollchen transportiert. Im Knollchen
wird die Saccharose zu Malat umgesetzt,
welches von der Pflanze als Kohlenstoft-
geriist fiir die Assimilation des fixierten
Stickstoffs verwendet wird (Abbildung 3).
Dartiber hinaus ist Malat die Hauptenergie-
quelle fiir die Bakteroide und pflanzlichen
Mitochondrien. Das von der Pflanze
bereitgestellte Malat wird in die Bakteroide
importiert und dort fiir deren Zitratzyklus
verwendet. Dieser generiert Reduktions-
dquivalente, welche die Protonen und
Elektronen  bereitstellen, sowie  die
Produktion von ATP iiber die Atmungskette
ermoOglichen. Das durch die Fixierung
gebildete Ammonium wird in das
Zytoplasma der infizierten Wurzelzelle
sekretiert und dort mit Hilfe der
Glutaminsynthetase auf Glutamat
iibertragen. Der fixierte Stickstoff wird also
zundchst in eine Aminosdure eingebaut.
AnschlieBend kann er auf zwel
verschiedene Arten zu den oberen Teilen
der Pflanze transportiert werden (Abbildung
3). Entweder wird er in Form von Amiden
(hauptsdchlich  Asparagin, aber auch
Glutamin) oder in Form von Ureiden
(Allantoin  und  Allantoat)
1978).

Leguminosen in Amid- oder Ureid-

exportiert

(Herridge et al, So werden

Exporter klassifiziert, entsprechend der
Verbindungen, die fiir die Mobilisierung
des fixierten Stickstoffs verwendet werden
(Schubert, 1986). In Amidexportern ist
Asparagin immer die Haupttransportform
des assimilierten Stickstoffs im Xylem,
unabhingig von der Art der Stickstoff-
aufnahme (Todd et al., 2006). Die Ureide
dominieren die Stickstoffverbindungen im
Xylem von tropischen Leguminosen, wenn
die Pflanze fixierten Stickstoff assimiliert,

Amide
1980). Die Ureide

andernfalls werden

(McClure et al.,

exportiert

Allantoin und Allantoat sind hierbei
Oxidationsprodukte ~ des  Purinabbaus
(Atkins et al., 1980). Der fixierte Stickstoff
wird hier zunidchst fiir eine de novo
Synthese von Purinen verwendet, welche in
den Plastiden der infizierten Wurzelzellen
stattfindet (Schubert, 1986; Atkins, 2000).
AnschlieBend  werden  die  Purine
katabolisiert, um die Ureide zu generieren,
welche dann exportiert werden. Die
exportierten Ureide und Amidaminosiuren
werden im Xylem durch den Spross in die
transportiert  (Reinbothe  und
Mothes, 1962; Herridge et al, 1978;
McClure und Israel, 1979; Pate et al., 1980;

Thomas und Schrader, 1981). Dort werden

Blatter

die Aminogruppen von Asparagin und
Glutamin durch Transaminasen auf andere
Aminosduren bertragen. Die Ureide
werden in den Blittern abgebaut, wobei alle

Kohlenstoft-Stickstoff-Bindungen



aufgebrochen werden bevor der Stickstoff

(in Form von Ammonium) mittels
Glutaminsynthetase (GS) und Glutamat-
(GOGAT) in
eingebaut wird (Atkins et al., 1982; Coker

und Schaefer, 1985).

synthase Aminosduren

2.1.2 Stickstoffrecycling

Da Stickstoff ein stark limitierendes
Element fiir Pflanzen ist, miissen sie nicht
nur in der Lage sein, ihn effizient
aufzunehmen, sondern sie missen auch
dazu fdhig sein, bereits assimilierten
Stickstoff effizient innerhalb der Pflanze
umzuverteilen. Der  Hauptanteil des
pflanzlichen Stickstoffs ist in Proteinen und
Nukleinsduren enthalten, so dass thr Abbau
und das anschlieBende Wiederverwerten
des enthaltenen Stickstoffs eine wichtige
Rolle in Pflanzen spielt. Generell werden
die stickstoffhaltigen Verbindungen in alten
Geweben (sources) abgebaut, um den
Stickstoff fiir die Entwicklung neuer, junger
Gewebe (sinks) zu verwenden. Dies ist
besonders wihrend der Keimung wichtig,
bei der die Reserven der Kotyledonen den
Keimling erndhren sowie wéhrend der
Seneszenz, um zum Beispiel Samen zu
produzieren. Proteine werden zundchst zu
den einzelnen Aminosduren hydrolysiert,
wobei von diesen der Stickstoff abgespalten

und in die Amidaminosduren Asparagin

und Glutamin eingebaut wird. Diese
werden dann iiber das Phloem exportiert
(Atkins, 2000). Aus den Purinnukleotiden
der Nukleinsduren werden die Basen
welche dann aber

direkt

freigesetzt,
wahrscheinlich  nicht exportiert
werden, sondern zumindest zu den Ureiden
oder sogar vollstindig unter Ammoniak-
freisetzung katabolisiert werden (Layzell
und LaRue, 1982). Das dabei entstehende
Ammonium wird wahrscheinlich auch hier
fiir die Produktion von Glutamin und
Asparagin verwendet, welche dann ins
Phloem geladen werden (Smith und Atkins,
2002). Das Phloem transportiert die Amide
und Ureide zu den Zielgeweben (sinks), wo
sie mittels Transaminierungsreaktionen
thren Stickstoff auf andere Aminosduren
ibertragen, um neue Peptide, Proteine und

(mittels Glutamin direkt) Nukleinsduren zu

bilden.

2.1.3 Purinabbau

Der Purinabbau spielt eine wichtige Rolle
im pflanzlichen Stickstoffmetabolismus. Im
Gegensatz zu Tieren, die iiberschiissigen
Stickstoff z.B. in Form von Harnsiure,
Harnstoff oder Allantoin ausscheiden, sind
Pflanzen von einer effizienten Nutzung
ihrer internen Stickstoffgiiter abhingig. So
lagern sie Stickstoff eher ein, als dass sie

ihn ausscheiden (Smith und Atkins, 2002).



Auch Ureide werden als Stickstoffreserven
eingelagert, wobei sie in einigen Pflanzen
sogar die Hauptform des gespeicherten

Stickstoffs in Sprossachsen und

unterirdischen Organen darstellen
(Reinbothe und Mothes, 1962).
Neben der wichtigen Funktion des

Purinabbaus in Bezug auf Stickstoff-
recycling und — lagerung, besitzt er eine
wihrend  der

essentielle Funktion

symbiotischen Stickstofffixierung in
tropischen Leguminosen, wo er der
priméren Stickstoffversorgung der ganzen

Pflanze dient.

2.1.3.1 Von den Nukleotiden zu
Xanthin

Der Abbau der Purinnukleotide beinhaltet
ihre Dephosphorylierung zu den Purin-
nukleosiden, die Abspaltung der Ribose
und die Umwandlung zu Xanthin. (fiir

Review siehe Zrenner et al., 2006).

2.1.3.2 Vom Xanthin zu den Ureiden

Xanthin wird im Zytosol von der Xanthin-
Dehydrogenase (XDH, EC 1.17.1.4) zu
Harnsdure oxidiert, wobei das Enzym
gleichzeitig NAD" zu NADH + H’
reduziert (Hesberg et al, 2004). Die
in die

Harnsdure wird anschlieflend

Peroxisomen transportiert, wobei der

Mechanismus fiir diesen Transport in
Pflanzen noch unbekannt ist. Im Peroxisom
wird die Harnsdure von der Uricase (URI,
EC 1.7.3.3) zu 5-Hydroxyisourat oxidiert,
wobei gleichzeitig Sauerstoff  zu
Wasserstoffperoxid reduziert wird (Modric
et al.,, 1992; Kahn et al., 1997; Kahn und
1998). Die

Hydrolase (HIU-Hydrolase, EC 3.5.2.17)

Tipton, Hydroxyisourat
hydrolysiert 5-Hydroxyisourat zu 2-Oxo0-4-
Hydroxy-4-Carboxy-5-Ureidoimidazolin
(Sarma et al., 1999; Raychaudhuri und
Tipton, 2002; Ramazzina et al., 2006).
Dieses wird von der 2-Oxo-4-Hydroxy-4-
Carboxy-5-Ureidoimidazolin
Decarboxylase (OHCU-Decarboxylase, EC
4.1.1.n1) zu S-(+)-Allantoin umgesetzt
(Ramazzina et al., 2006; Cendron et al.,
2007). Das Allantoin wird dann aus den
Peroxisomen in das ER transportiert, wobei
auch dieser Transportmechanismus
unbekannt ist (fiir Review siche Werner und

Witte, 2011).

2.1.3.3 Vom Allantoin zu Glyoxvylat

Der Abbau der Ureide Allantoin und
Allantoat ist mechanistisch schon lange
bekannt. Bereits in den 50er Jahren wurde
die (+)-Allantoin-spezifische Aktivitit der
Allantoinasen (ALNs, EC 3.5.2.5) in
Extrakten beschrieben

(Campbell, 1954; Campbell, 1955; Franke

bakteriellen



und Hahn, 1955; Bachrach, 1957; Lee und
Roush, 1964). Bei der Reaktion der
Allantoinase entsteht aus (+)-Allantoin
durch die hydrolytische
Allantoat (Trijbels und Vogels, 1966a)
(Abbildung 4). Auch der Abbau von

Ring6ffnung

Allantoat ist aus Experimenten mit
bakteriellen Extrakten schon lange bekannt.
Prinzipiell gibt es zwei Enzymklassen
(Abbildung 4), die in der Lage sind,
Allantoat zu hydrolysieren (Trijbels und
Vogels, 1966a). Die Allantoat
Amidinohydrolasen (Allantoicasen, ALCs,
EC 3.53.4) bauen Allantoat unter
Freisetzung von Harnstoff ab und
generieren Ureidoglykolat (Trijbels und
Vogels, 1966b). Die

Amidohydrolasen (AAHs,

Allantoat
EC 3.5.3.9)
hingegen setzen aus einem Mol Allantoat
ein Mol Ammoniak und ein Mol
Kohlenstoffdioxid frei und produzieren das
hypothetische Intermediat Ureidoglycin
(Trijbels und Vogels, 1966a). Dieses
postulierte Intermediat konnte dann von
Ureidoglycin Aminohydrolasen (UGlyAHs)
unter Freisetzung eines weiteren Mols
Ammoniak zu Ureidoglykolat umgesetzt
werden (Trijbels und Vogels, 1966a;
Vogels, 1966; Wu et al, 1970). Spéter
wurde Dbeschrieben, dass die AAHSs
ebenfalls die Funktion der UGIyAHs
besitzen (van der Drift er al., 1970), eine

Vorstellung, die sich damals durchsetzte

und bis heute nicht angezweifelt wurde

NG
NH,
Anlh?:()
(@] Ny H
(S)-Allantoin

NHO o NH
)\2 i )%2 NH, + CO,
0] N N 0]
HH H
Allantoat -
O o
H2N)J\NH2 ALC +H3N NAO

Harnstoff (S) Ureldoglycm

P /f/

(S)-Ureldoglykolat

2NH; + CO,
Hz
Harnstoff

HO OH

Glyoxylat

Abbildung 4 — der Ureidabbau

Das Ureid Allantoin wird durch die Allantoinase
(ALN) zu Allantoat hydrolysiert. Allantoat kann
entweder durch die harnstofffreisetzende
Allantoicase (ALC) oder durch die ammoniak-
freisetzende Allantoat Amidohydrolase (AAH)
zu Ureidoglykolat abgebaut werden. Hierbei
beinhaltet die AAH-Reaktion das madgliche
Intermediat Ureidoglycin. Ureidoglykolat kann
ahnlich wie Allantoat entweder durch eine
harnstofffreisetzende  Ureidoglykolat  Urea
Hydrolase (UUH) oder eine ammoniak-
freisetzende Ureidoglykolat Amidohydrolase
(UAH) zu Glyoxylat abgebaut werden.



(z.B. in Cusa et al., 1999; Munoz et al.,
2001; Yang und Han, 2004; Agarwal et al.,
2007; Werner et al., 2008), wobei auch das
hypothetische Intermediat Ureidoglycin
bisher nicht nachgewiesen werden konnte.

Auch  zwei  ureidoglykolatabbauende
Aktivititen sind moglich, wobei diese
dhnlich den allantoatabbauenden Enzymen
entweder harnstoff- oder ammoniak-
freisetzend sein konnen (Abbildung 4).
Eines dieser abbauenden Enzyme ist die
Ureidoglykolat Urea Hydrolase (UUH, EC
4.3.2.3),

welche die  enzymatische

Umsetzung von  Ureidoglykolat  zu

Harnstoff und Glyoxylat in vielen
bakteriellen
(Valentine und Wolfe, 1961, Trijbels und

1966b; Trijbels und Vogels,

Organismen katalysiert
Vogels,
1966a). Die erste ureidoglykolatabbauende
Aktivitit — unter =~ Ammoniakfreisetzung
wurde von Winkler et al, 1988b in
Sojabohnenextrakten gemessen und von
Wells und Lees, 1991 fiir Phaseolus
vulgaris beschrieben, wobei die Aktivitit
nicht nur im Extrakt gemessen wurde,
sondern das Enzym aus dem Extrakt {iber

klassisch-biochemische Methoden gereinigt

wurde.

2.1.3.3.1 Identifizierung der beteiligten
Enzyme

Das Gen der Allantoinase (DALI) aus Hefe

(Saccharomyces cerevisiae) wurde von

Buckholz und Cooper, 1991 identifiziert,
kloniert, die Enzymaktivitit des Proteins im
Extrakt gemessen und es wurden die
entsprechenden Mutanten komplementiert.
Die ersten pflanzlichen Allantoinasen
wurden genetisch in Arabidopsis thaliana
und Robinia pseudoacacia (Gewodhnliche
Robinie) identifiziert und kloniert (Yang
und Han, 2004). Die allantoatproduzierende
Aktivitidt des Enzyms wurde auch hier nur
im Rohextrakt gemessen. Dariiber hinaus
wurde die in vivo Funktion mittels
Komplementation der Hefemutante dall
gezeigt und die in vivo Relevanz in
Arabidopsis mittels T-DNA Insertion. Die
Verlustmutante war unfdhig auf Allantoin
als einziger Stickstoffquelle zu wachsen,
was eine Notwendigkeit der Allantoinase in
der Verwendung von Allantoin als
Stickstoffquelle darlegte und somit zeigte,
dass sie in Arabidopsis in vivo relevant ist.
Die Allantoicase (ALC) wurde genetisch
zuniachst in Hefe (DAL2) anhand von
Mutations- und Komplementationsstudien
identifiziert und die glyoxylatproduzierende
Aktivitit des Enzyms im Rohextrakt
gemessen (Yoo et al., 1985; Lee et al,
1990). Dies gibt allerdings keine Auskunft
dariiber, ob es sich tatsdchlich um ein
harnstofffreisetzendes Enzym handelt und
ob es Ureidoglykolat produziert.

konnte

In Pflanzen bislang  keine

harnstofffreisetzende = ALC identifiziert

werden und es sind auch keine orthologen



Sequenzen zum Hefeenzym DAL2 in den
bekannten pflanzlichen Genomen kodiert.
Die DNA-Sequenz der ammoniak-
freisetzende AAH wurde zuerst in E. coli
identifiziert (4A//C) und kloniert (Cusa et al.,
1999). Hier wurde die Ureidoglykolat-
produktion des Enzyms gemessen aber
nicht die Ammoniakfreisetzung.

Die ersten pflanzlichen 44Hs wurden in
Arabidopsis thaliana und der Sojabohne
Glycine max identifiziert und kloniert
(Todd und Polacco, 2006; Werner et al.,
2008). Zunéchst wurde nur die Funktion der
AtAAH mittels Komplementation der
Hefemutante dal2 gezeigt und die in vivo
Relevanz in Arabidopsis mittels T-DNA
Insertion (Todd und Polacco, 2006). Spater
wurden die ammoniakfreisetzenden
Aktivititen der AtAAH und GmAAH
erstmalig mit den aufgereinigten Enzymen
dargestellt (Werner et al., 2008).

Die Ureidoglykolat Urea Hydrolase (UUH)
wurde ebenfalls zunédchst in Hefe (DAL3)
genetisch identifiziert und kloniert (Yoo et
al., 1985; Yoo und Cooper, 1991). Auch
hier wurde nur die glyoxylatproduzierende
Aktivitit des Enzyms und nicht die
Harnstofffreisetzung im Extrakt bestimmt.
Ein entsprechendes Enzym in Pflanzen
konnte bisher nicht identifiziert werden.
Auch hier gibt es keine orthologen
Sequenzen zum Hefeenzym DALS3.

Die ersten ammoniakfreisetzenden UAHs

wurden in unserem Labor in Arabidopsis

thaliana und Glycine max identifiziert und
kloniert. Vordaten mit den aufgereinigten
Enzymen  zeigen  ihre = ammoniak-
freisetzende Aktivitdit und geben erste
Hinweise auf die in vivo Relevanz in
Arabidopsis  (Werner, 2007; Przybycin,
2008). Dies ist nicht nur die erste UAH, die
fur Pflanzen identifiziert wurde, sondern die
erste  genetisch  identifizierte =~ UAH

iiberhaupt in einem Organismus.

2.1.3.3.2 Kristallstrukturen der
beteiligten Enzyme

Die Kristallstruktur der Allantoinase (ALN)
wurde fiir das Enzym aus E. coli von Kim
et al., 2009 veroffentlicht. Es zeigte sich,
dass es sich bei der EcALN um ein
Homotetramer handelt, bei dem jedes
Monomer aus zwei Doménen besteht: ein
Pseudo-TIM  (Triosephosphat-Isomerase)-
barrel und ein [-Faltblatt. Analog zu
anderen Enzymen der Amidohydrolase-
Familie beinhaltet die EcALN ein
binukleares Metallzentrum im aktiven
Zentrum. Die Metallionen im aktiven
Zentrum ligieren  wahrscheinlich  ein
Hydroxidion und sechs Aminoséurereste,
welche in allen Allantoinasen konserviert
sind (Kim et al., 2009). Dariiber hinaus
wurde mit Aktivitdtsmessungen belegt, dass
Zink im Metallzentrum essentiell ist fiir die
Aktivitdt und die Stereosperzifitit fiir S -

Allantoin.



Die Kristallstruktur der Allantoicase (ALC)
wurde zweimal unabhingig fiir das Enzym
aus Hefe publiziert (Leulliot et al., 2004;
Xu et al., 2004). In beiden Arbeiten wird
dargestellt, dass die ScALC eine hexamere
Struktur (Dimer aus Trimeren) aufzeigt,
wobei jedes Monomer eine bimodale
Organisation aus je einem jelly-roll-3-
Faltblatt besitzt. Eine sehr konservierte
Tasche, die an der Beriihrungsfliche der
Trimere ausgebildet wird, wird in beiden
Féllen als aktives Zentrum vorgeschlagen.
Eine Metallbindestelle konnte nicht
gefunden werden.

Die  Kiristallstruktur ~ der  Allantoat
Amidohydrolase (AAH) wurde fiir das
Enzym aus E. coli verdffentlicht (Agarwal
et al., 2007). Es handelt sich bei dem
nativen Enzym um ein Homodimer mit
einem M20-Dimermotif,

wobei jedes

Monomer zwei  Metallionen  (wahr-
scheinlich Zink) bindet, und ein Sulfat-
(oder Phosphat-) Ion als allosterischen
Effektor zur Stabilisierung der Substrat-
bindung. Jedes Monomer besitzt zwei
strukturelle =~ Doménen:  eine  grofle
katalytische Doméne (trdgt Metallionen-,
Sulfat- und Substratbindestellen) und eine
kleinere Dimerisierungsdomine, welche
auch zur Substratbindung des anderen
Monomers beitrigt.
Auch die

Ureidoglykolat Urea Hydrolase (UUH)

Kristallstruktur der

wurde fiir das Enzym aus E. coli gezeigt

(Raymond et al., 2005). Bei diesem Enzym
handelt es sich ebenfalls um ein
Homodimer, wobei hier jedes Monomer aus
einer globuldren Domine besteht, welche
fast vollstindig aus B-Faltbldttern gebildet
wird. B-Haarnadeln, die von jedem
Monomer abstehen, bilden den Kontakt
zum anderen Monomer, um das Dimer zu
formen. Hoch konservierte hydrophile
Aminosduren, die unten in einer Vertiefung
zusammen liegen, werden als aktives
Zentrum eines jeden Monomers
vorgeschlagen. Diese Aminoséduren
koordinieren wahrscheinlich ein Metallion
(in dieser Analyse nicht gefunden), welches
in die Substratbindung involviert ist.
Obwohl das aktive Zentrum von jedem
Monomer selbst gebildet wird, deckt die -
Haarnadel des anderen Monomers im
Dimer die jeweilige Substratbindestelle
teilweise ab und formt diese so zu einem
tiefen Tunnel, wodurch das jeweilige aktive
Zentrum an der Beriihrungsfliche der
Dimere ausgebildet wird.

Fiir die Ureidoglykolat Amidohydrolase ist

noch keine Kristallstruktur veroffentlicht

worden.

2.1.3.3.3 Kofaktoren der beteiligten
Enzyme

Fir die Allantoinasen aus E. coli und
Sojabohne wurde bereits in sehr frithen

Studien festgestellt, dass sie durch Mangan



aktiviert werden konnen, (Vogels und van
der Drift, 1966). Die Manganaktivierung
wurde spiter von Costigan et al., 1987 fiir
das Sojabohnenenzym bestdtigt. Dartliber
hinaus wurde von Mulrooney und
Hausinger, 2003 gezeigt, dass die EcALN
durch Zink und besser noch durch Kobalt
aktiviert werden kann, was mit den Daten
der Kristallstruktur von Kim et al., 2009
iibereinstimmt. Mangan wurde in diesen
beiden Studien nicht getestet.

Fir die Allantoicasen aus verschiedenen
Pseudomonas- und Penicilliumarten konnte
gezeigt werden, dass es keinen Einfluss von
Nickel, Zink, Mangan, Kobalt und
Magnesium auf die Aktivitit der Enzyme
gibt, wobei diese auch durch die Zugabe
von EDTA nicht reduziert wurde (Trijbels
und Vogels, 1966b). Dies weist auf eine
Metallunabhéngigkeit der Enzyme hin und
konnte erkldren, warum keine
Metallbindestellen in der Kristallstruktur
(Leulliot et al, 2004; Xu et al., 2004)
gefunden werden konnten.

Fir Allantoat Amidohydrolasen aus
Bakterien konnte nachgewiesen werden,
dass Mangan einen stark aktivierenden
Effekt ausiibt bzw. fiir die Aktivitit
essentiell ist (Vogels, 1966; van der Drift
und Vogels, 1967, van der Drift und
Vogels, 1969; Xu et al., 1995). Dies konnte
auch fiir die AAHs in Extrakten von
Sojabohnen  (Winkler et al, 1985;

Lukaszewski et al, 1992) gezeigt und

anhand der aufgereinigten Enzyme aus
Arabidopsis und Sojabohne quantifiziert
werden (Werner et al., 2008). In der
spiateren Studie wurde dariiber hinaus
festgestellt, dass Zink die AtAAH nur
minimal aktivierte, wohingegen Kobalt und
Nickel zumindest bis zu 20% der durch
Mangan erreichten Aktivierung
vermittelten.

Fir die Ureidoglykolat Urea Hydrolase
wurde Dbisher keine Metallaktivierung
beschrieben, obwohl Aktivititsmessungen
in Extrakten und mit gereinigten Enzymen
durchgefiihrt wurden (Choi et al., 1966;
Trijbels und Vogels, 1967; Yoo et al,
1985; Mclninch et al., 2003).

Fiir die Aktivitdtsmessung der
Ureidoglykolat Amidohydrolase im Extrakt
von Sojabohnen wurde Mangan verwendet
(Winkler et al., 1988b). Weiterhin wurde
auch fiir Phaseolus vulgaris eine Steigerung
der Aktivitdt durch Mangan und auch Zink
mit dem gereinigten Enzym beschrieben
(Wells und Lees, 1991). Laborinterne Daten
belegen, dass die aufgereinigten Enzyme
AfUAH und GmUAH in ihrer Aktivitét
manganabhéngig sind, wobei entgegen den

AAHs Kobalt und Nickel, sowie auch Zink
keinen Einfluss haben (Przybycin, 2008).



2.1.3.3.4 Endprodukte der beteiligten
Enzyme

Unabhingig davon, iiber welche der oben
genannten Enzyme die Ureide abgebaut
werden, die Endprodukte sind Ammoniak
Kohlenstoffdioxid und Glyoxylat. Auch
wenn zundchst Harnstoff freigesetzt wird,
wird dieser iiber ureolytische Aktivititen
letztendlich zu Ammoniak und
Kohlenstoffdioxid hydrolysiert.

Messungen in Sojabohnenextrakten
ergaben, dass das gesamte freigesetzte
Ammoniak aus Ureiden in Proteine
eingebaut wird, dhnlich zum Amidstickstoff
von Glutamin (Coker und Schaefer, 1985).
Dariiber hinaus wiesen Gewebe mit
erhéhtem Ureidabbau auch eine hohere
Aktivitit der Glutaminsynthetase (GS) auf,
so dass die Autoren schlussfolgerten, dass
das Ammoniak der Ureide zunichst iiber
GS in

Glutamatsythase (GOGAT) und andere

Glutamin und dann iiber
Transaminasen in weitere Aminosduren und
schlieBlich in Proteine eingebaut wird.
Weiterhin zeigten sie, dass das C2 von
Allantoin nicht in pflanzliches Material
eingebaut wird und wahrscheinlich als CO,
verloren geht. Hingegen wird die Hélfte des
C5 von Allantoin als Methylenkohlenstoff
in Proteinen und andere Zellkomponenten
gefunden. Diese Daten wurden von Winkler
et al., 1988b in Sojabohne bestitigt. Sie

konnten zeigen, dass C2 und C7 von

Allantoin in CO, umgewandelt werden,
wohingegen C4 und C5 von Allantoin in
Glyoxylat, CO,, Glycin und Serin
wiedergefunden werden konnen. Dies
deutet auf eine Metabolisierung von
Glyoxylat durch den photorespiratorischen

Stoffwechselweg hin.

2.1.3.3.5 Lokalisation der beteiligten
Enzyme

Von Hanks et al., 1981 wurde beschrieben,

dass die Allantoinase (ALN) aus
Sojabohnenkndllchen wahrscheinlich  im
ER lokalisiert ist, wobei sie moglicherweise
auch an die ER-Membran gebunden sein
konnte. Diese Daten wurden mit Hilfe von
Enzymaktivititsmessungen nach erfolgter
Organellentrennung mittels  Saccharose-
dichtegradientenzentrifugation erhalten. Die
Lokalisation der pflanzlichen Allantoinasen
im ER konnte 2008 durch Ko-
Lokalisationsstudien mit der C-terminal
YFP-markierten ALN aus Arabidopsis und
dem ER-Marker GFP-HDEL (Batoko et al.,
2000) bestitigt werden (Werner et al.,
2008). In dieser Arbeit wurde mit Hilfe
derselben Methode weiterhin festgestellt,
dass auch die pflanzlichen Allantoat
(AAHs) im  ER

lokalisiert sind, wobei die AAH aus

Amidohydrolasen

Arabidopsis entgegen der AfALN nicht
uniform im ER lokalisiert wurde, sondern

in bestimmten Substrukturen, die auf eine



Bindung und Zuriickhaltung des Enzyms im
ER hinweisen (Werner et al., 2008).
Laborinterne Daten weisen auflerdem
daraufhin, dass auch die pflanzlichen
Ureidoglykolat Amidohydrolasen (UAHs)
im ER lokalisiert sind, da sowohl das
Sojabohnenenzym als auch das
Arabidopsisenzym mit dem ER-Marker
GFP-HDEL ko-lokalisieren.

Die Lokalisation der pflanzlichen ALN:S,
AAHs und UAHs im ER weist darauf hin,
dass der gesamte Ureidabbau in Pflanzen
im ER stattfindet. Das bedeutet, dass es zu
einem subzelluldren ,,Ortswechsel“ des
Purinabbaus auf der Stufe des Allantoins
kommt, da sowohl die Uricase (van den
Bosch und Newcomb, 1986) und die HIU
Hydrolase
2002; Lamberto et al., 2010), als auch die

OHCU Decarboxylase (Lamberto et al.,

(Raychaudhuri und Tipton,

2010) in Peroxisomen lokalisiert sind.

2.1.3.3.6 Transport

Der Transportmechanismus, iiber welchen
das Allantoin von den Peroxisomen zum
ER gelangt, ist noch nicht bekannt.
Prinzipiell sind drei Transportmechanismen
vorstellbar: A) eine direkte Peroxisomen-
ER-Bindung, B) ein Vesikel-basierter
Transport von den Peroxisomen zum ER
und C) ein Transporter-/Diffusions-
vermittelter Weg, der den Export aus den

Peroxisomen, den Weg durch das Zytosol

und den Import in das ER beinhaltet.
Hinweise fiir eine direkte Peroxisomen-ER-
Konnektivitdt (A) wurden von Sinclair et
al., 2009  gefunden, wobei eine
Peroxisomen-ER-Assoziation auch von
Raychaudhuri und Tipton, 2002

beschrieben wurde. Ebenso gibt es

Hinweise fiir einen Vesikel-basierten
Transport von den Peroxisomen zum ER
(B) (Mullen und Trelease, 2006), wobei
dieser zunéchst nur fiir ein virales Protein in
Pflanzen gezeigt werden konnte
(McCartney et al., 2005). Hinweise auf
Transporter in Peroxisomen und im ER, die
Allantoin ex-/importieren konnen, sind
bisher nicht bekannt (Linka und Weber,
2010).  Allerdings wird auch ein
diffusionsbasierter Transport des Allantoins
in Betracht gezogen (Hanks et al., 1981).

Allantoin  kann als einzige &ulere
Stickstoffquelle fiir Arabidopsis thaliana
und Phaseolus vulgaris dienen (Desimone
et al., 2002; Pelissier et al., 2004). Dies
wurde im Zusammenhang mit der
Identifizierung von Allantointransportern in
beiden Pflanzenspezies gezeigt. Hierbei
konnte in beiden Arbeiten eine Beteiligung
des jeweiligen Transporters (AfUPS1 bzw.
PvUPS1) an der Allantoinaufnahme aus
dem Medium in die Pflanzen nicht
nachgewiesen werden. Somit ist der Import
von Allantoin in die Pflanzen noch immer
unbekannt. Einmal in der Pflanze, konnen

die Ureide entweder symplastisch oder



apoplastisch von Zelle zu Zelle transportiert
werden. Waihrend die symplastische Art
einen ungehinderten Transport durch alle
pflanzlichen Gewebe gewdhrleistet und
auch die Verwendung des beforderten
Metabolits in den Zellen ermoglicht,
benotigt die apoplastische Art Transporter,
die den jeweiligen Metabolit aus dem
Apoplasten in die Zelle importieren. Dies

wird vor allem dann notwendig, wenn

infected root cell
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Abbildung 5 — Model des Allantointransports in Kndlichen von Phaseolus vulgaris (Pelissier

et al., 2004)

PvUPS1 ist stark in der Endodermis und dem Phloem des Knélichenleitgewebes exprimiert und
konnte daher an a) der Ladung von Allantoin in den Symplasten zum Transfer (ber den

Kasparischen Streifen der

Leitblindelendodermis,

b) dem Import von Allantoin in das

Xylemparenchym, c) der Phloembeladung mit Allantoin, d) der Rickgewinnung von Allantoin
(ausgetreten in den Apoplasten) und e) dem Transfer von Allantoin vom Xylem zum Phloem
beteiligt sein. PVUPS1 ist auch in der Knéllchenendodermis exprimiert (in diesem Model nicht
gezeigt), wo es Allantoin aus dem Apoplasten aufnehmen soll, um es dem Leitgewebe zuzufiuhren.



Endodermis und dem Phloem des
Leitgewebes in den Knollchen detektiert.
Dies impliziert eine Beteiligung von
PvUPS1 am Transport des Allantoins vom
Knollchen in das Leitgewebe der Pflanze
und zwar explizit liber den Import von
Allantoin aus dem Apoplasten in den
Symplasten, um die Endodermen zu
passieren. AuBerdem ist PvUPS1 an der
Beladung des Phloems mit Allantoin fiir
den Langstreckentransport

(Abbildung 5). Die Xylembeladung mit

beteiligt

Allantoin ist unbekannt. Zwar wurde
PyUPS1 auch in Xylemparenchymzellen
lokalisiert, die Autoren gehen hier aber von
einer Funktion des PvUPSI-vermittelten
Imports zur Lagerung des Allantoins im
Spross aus (Pelissier und Tegeder, 2007).

Die Entladung des Allantoins aus dem
Phloem geschieht wahrscheinlich
symplastisch entlang dem Konzentrations-
gradienten (Pelissier und Tegeder, 2007).

PvUPS1  transportiert kein  Allantoat
(Pelissier et al., 2004), so dass dessen
Transport noch vollstindig unbekannt ist.
Dartiber hinaus ist nicht gekldrt, wie
Allantoin und Allantoat das ER verlassen,
um  symplastisch oder apoplastisch
transportiert zu werden und wie sie in das
ER wieder importiert werden, um

metabolisiert zu werden.

2.1.3.3.7 Ureide und Stress

Unabhéngig von der Funktion der Ureide
als Stickstofflieferanten besitzen sie auch
eine Funktion in der Antwort auf Stress. So
wurde gezeigt, dass Dunkelstress und
Seneszenz eine Akkumulation der Ureide
bewirken, wobei diese die Zellen vor
reaktiven Sauerstoffspezies schiitzen sollen
(Brychkova et al., 2008). Der Verlust der
Ureidsynthese fithrt zu einer vorzeitigen
Seneszenz (Brychkova et al., 2008) und
einer Hypersensitivitit in Bezug auf
Trockenstress (Watanabe et al., 2010). Dies
wird von beiden Autoren auf -eine

mangelnde Fihigkeit, reaktive Sauerstoff-

spezies zu entgiften, zurlickgefiihrt.

2.1.3.3.8 Ureide in Sojabohne

Matsumoto et al., 1977

Die Ureide Allantoin und Allantoat sind
bereits in den trockenen Samen von
Sojabohnen enthalten. Unabhdngig von
einer Symbiose steigt der Ureidgehalt in
den Kotyledonen wéhrend der Keimung an,
erreicht ein Maximum nach fiinf Tagen und
fallt dann wieder ab. Von nun an héngt die
Akkumulation der Ureide von einer
Symbiose mit dem Bakterium Rhizobium
japonicum ab. Pflanzen ohne Symbiose

besitzen ein geringes Niveau an Ureiden,

welches wihrend ihrer Wachstumsperiode



nicht verdndert wird. Dem entgegen
akkumulieren symbiotisch lebende Pflanzen
Ureide in allen Geweben in vergleichsweise
hoher Konzentration, welche mit dem
Wachstum der Pflanzen (besonders in der
reproduktiven Phase) steigt, ihr Maximum
etwa im Stadium der griinen Schoten zeigt
und danach wieder fallt. Hierbei zeigt sich,
dass im Spross das hochste Niveau der
Ureidakkumulation erreicht wird,
verglichen mit allen anderen Organen. Der
Ureidgehalt betrdgt hier bis zu 75% des
gesamten 16slichen Stickstoffs. Junge, sich
entwickelnde Blétter enthalten die meisten
Ureide der Blitter, wobei das Niveau
zundchst ansteigt, genau vor Beendigung
der Blattentwicklung wieder sinkt und in
den unteren voll entwickelten Bléttern
kaum noch sichtbar ist. In den jungen,
griimen Schoten kommt es zur hochsten
Ureidkonzentration iiberhaupt, wobei die
Ureide hier bis zu 50% des l16slichen
Stickstoffs enthalten. Nur 15% des
Schotenureidgehalts sind in den Samen
vorhanden, was auf einen Abbau der Ureide
zu Gunsten der Proteinsynthese hindeutet.

McClure und Israel, 1979

Abhingig von einer Symbiose werden
verschiedene Stickstoffverbindungen im
Xylem von Sojabohnen transportiert. Bei
nichtsymbiotischen Pflanzen, die mit 20
mM KNO; versorgt werden, setzt sich der
Gesamtstickstoff im Xylem zu 58% aus

Nitrat, zu 36% aus Aminosduren und zu 6%

aus den Ureiden zusammen. Hierbei werden
90% der Aminosédurefraktion von nur sechs
Aminoséuren gebildet (Asn, Gln, Asp, Arg,
Lys und His), wobei 74% der Gesamt-
aminosdurefraktion aus Asparagin (Asn)
besteht. Bei fixierenden Pflanzen wird der
Gesamtstickstoff im Xylem zu 80% von
den Ureiden und zu 20 % von Aminosiuren
transportiert. Hierbei ist Allantoat mit 80%
die Haupttransportform der Ureide und Asn
mit 53% die Haupttransportform der
Aminoséuren.

Newcomb und Tandon, 1981

Wenn die Pflanze mit den Bakterien eine
Symbiose eingeht, werden die infizierten
Zellen der Wurzel stark vergrofert und mit
Bakteroiden gefiillt. Die Peroxisomen
dieser Zellen verschwinden fast vollstindig,
wohingegen die Plastiden- und
Mitochondrienzahl stark zunimmt. In den
uninfizierten Zellen des Knollchens
vergroBern sich die Peroxisomen und ihre
Anzahl nimmt zu. Auch das glatte ER wird
stark vergroBert, ein Prozess der sonst fiir
sekretorische Zellen bekannt ist. Diese
strukturellen Verdnderungen deuten darauf
hin, dass es zu einer Spezialisierung der
Funktionen der Zellen gekommen ist und
die letzten Schritte der Ureidbildung in den
uninfizierten Zellen stattfinden.
Ubereinstimmend mit vorherigen Studien
erfolgt die Purinsynthese in den infizierten
Zellen. Die Oxidation der Purine zu den
Ureiden

geschieht jedoch nicht



ausschlieBlich dort. Das gebildete Urat wird
Zellen in die

Zellen

aus den infizierten

Peroxisomen der uninfizierten
transportiert, wo Allantoin gebildet wird.
Dieses gelangt von dort in das glatte ER der
uninfizierten Zellen wund bildet hier
Allantoat. Somit spielen die uninfizierten
Zellen der Knéllchen eine essentielle Rolle
im Stickstoffmetabolismus der Knoéllchen.

Layzell und LaRue, 1982

An der Versorgung sich entwickelnder
Schoten in Leguminosen sind drei Prozesse
beteiligt: a) Einfuhr eines nihrstoffreichen
Phloemstrangs, der aus dem Blatt kommt,
b) Aufnahme von Wasser und gelGsten
Substanzen in den Transpirationsstrom und
¢) direkter Einbau des Kohlenstoffs aus der
Photosynthese. In  nichtsymbiotischen
Pflanzen wird im Xylem der Stickstoff zu
45% als Amide und zu 23% als Nitrat
transportiert. Hingegen wird in Phloem-
strangen, die aus Blittern kommen, 63%
des Stickstoffs als Amide exportiert. In den
Phloemstringen der Schoten werden
dagegen 47% des Stickstoffs als Amide
gefunden aber auch 33% als Ureide. In
fixierenden Pflanzen stellen die Ureide 90%
des Xylemstickstoffs. Im Blattphloem sind
36% des exportierten Stickstoffs Ureide
und 44%  Amide,

Schotenphloem 55% Ureide und 26%

wohingegen im

Amide gefunden werden. Daher ist es
wahrscheinlich, dass es im Spross einen

Xylem-zu-Phloem-Transfer gibt, der das

Phloem mit stickstoffreichen Verbindungen
und bis zu 52% des
Schotenstickstoffs bereitstellt.

Rainbird et al., 1984

Die Ureide stellen generell 60% - 80% des

anreichert

Gesamtstickstoffs in allen Geweben von
fixierenden Pflanzen dar, aufler im Embryo,
wo sie nur mit 14% vertreten sind.
Asparagin ist hier die vorherrschende
Stickstoffverbindung  mit  58%  des
Gesamtstickstoffs. Die Samenschale selbst
akkumuliert Ureide in sehr hohem Male,
liefert den Stickstoff an den Embryo aber
hauptsédchlich in Form von Glutamin (52%)
und Asparagin (19%), wobei die Ureide
hier nur eine untergeordnete Rolle spielen.
Diese Selektivitdt wird trotz der sehr hohen
Konzentrationen an Ureiden im Xylemsaft,
im Phloemsaft und im maternalen

Schotengewebe durchgefiihrt.
Winkler et al., 1988a

Im Gegensatz zu amidtransportierenden
Leguminosen sind ureidtransportierende
Leguminosen meist tropischen  oder
subtropischen Ursprungs und haben eine
bestimmte Knoéllchenstruktur, die einen
groBeren Fluss an Transpirationswasser
durch das Kndllchen erlaubt. In Sojabohnen
ist die Allantoinaseaktivitdt in Knollchen,
Blittern, jungen Schoten und reifen Samen
achtzig Mal hoher als die der allantoat-
abbauenden Aktivitdt. Hierbei ist die
Allantoinaseaktivitdit in den Kndllchen

wahrscheinlich  entscheidend fiur den



Ureidmetabolismus, da Allantoat das
vorherrschende Ureid im Xylemsaft ist. Die
meisten verdffentlichten Diskussionen tiber
den Ureidabbau geben an, dass Allantoat
iiber Allantoicase und Ureidoglykolat Urea
Hydrolase zu Glyoxylat und Harnstoff
abgebaut wird. Dem entgegen konnte in
anderen Studien gezeigt werden, dass das
Wachstum von Sojabohnenzellkulturen mit
Allantoin als Stickstoffquelle unabhingig
von Nickel (Urease-Kofaktor) ist (Polacco
et al., 1982) und dass in intakten Blatt-
geweben die Freisetzung von markiertem
Kohlenstoff als CO; nicht durch einen

Ureaseinhibitor

(Winkler et al., 1987). Die Aufreinigung

beeintrachtigt wird

und Charakterisierung der allantoat- und
ureidoglykolatabbauenden Enzyme wird
hierbei nétig sein, um den Stoffwechselweg

des Ureidabbaus vollstindig zu verstehen.

2.2 Vorgeschichte im
Labor

Da die Frage nach der Art der Stickstoff-
freisetzung aus Ureiden in Pflanzen nicht
geklart und noch immer Gegenstand
kontroverser Diskussionen war (fiir Review
siche Todd et al, 2006), sollte der
Ureidabbau in unserer Arbeitsgruppe ndher
werden.

untersucht Hierbei lag ein

Hauptziel in der Identifizierung der

beteiligten Enzyme.

Zu Beginn der Untersuchung des
Ureidabbaus war das Wissen {iiber die
beteiligten Enzyme noch sehr liickenhatft.
Wie zuvor dargelegt, gab es Enzyme, die
zwar in  Mikroorganismen  genetisch
identifiziert wurden, aber biochemisch
uncharakterisiert blieben und man kannte
bestimmte Enzymaktivititen in  Roh-
extrakten, denen aber kein Gen zugeordnet
werden konnte.

Zusammenfassend gab es jedoch Hinweise
darauf, dass es sowohl fiir Allantoat als
auch fiir Ureidoglykolat zwei Klassen an
katabolischen Enzymen gibt, die entweder
Harnstoff oder Ammoniak freisetzen. So
sollte nun untersucht werden, welche
Klasse an Enzymen den Ureidabbau in
Pflanzen katalysiert und somit die Frage
geklart werden, in welcher Form der
Ringstickstoff der Purine freigesetzt wird —
als Harnstoff oder Ammoniak.

Um die entsprechenden Enzyme in
Pflanzen zu identifizieren, wurden die
Enzyme beider Klassen, die in Mikro-
organismen bereits genetisch identifiziert
wurden, fiir einen Proteinsequenzvergleich
mit translatierten Sequenzen aus
Arabidopsis verwendet. Hier zeigte sich,
dass Arabidopsis keine Orthologen zu dem
harnstofffreisetzenden Enzym Allantoicase
(EC 3.5.3.4) und nur schwache Sequenz-
orthologe  zur

Hydrolase (EC 4.3.2.3) aufweist. Dem

Ureidoglykolat ~ Urea

hingegen besitzt Arabidopsis gleich zwei



Kandidaten fiir eine mogliche Allantoat
Amidohydrolase (AAH, EC 3.5.3.9),
ortholog zum E. coli Enzym AIlIC. Bei der
Untersuchung der zwei Kandidatengene aus
Arabidopsis stellte sich heraus, dass es sich
bei einem der beiden Kandidaten (4tAAH-
1) tatsdchlich um eine pflanzliche AAH
handelt, die Allantoat unter Ammoniak-
freisetzung abbaut (Werner et al., 2008).
Der zweite Kandidat (4tAAH-2) zeigte
keine Aktivitit mit Allantoat, allerdings
konnten bereits starke Hinweise auf seine
Funktion als ureidoglykolatabbauendes
Enzym gefunden werden (Werner, 2007).
Diese Aktivitit der AtAAH-2 konnte spéter
bestitigt werden (Przybycin, 2008). Es
zeigte sich, dass der zweite AAH-Kandidat
aus Arabidopsis die eigentliche Ureido-
glykolat Amidohydrolase (UAH) ist,
welche Ureidoglykolat unter Ammoniak-
freisetzung abbaut. Diese UAH ist das erste
Enzym dieser Klasse, welches genetisch
identifiziert wurde.

Nach der genetischen Identifizierung dieser
beiden Enzyme und deren biochemischer
Charakterisierung, sowie Hinweisen auf
thre in vivo Funktion und Relevanz in
Arabidopsis, verstirkte sich die Annahme,
dass in Arabidopsis der Ureidabbau ohne
die Freisetzung von Harnstoff katalysiert
wird. In einem Experiment sollte gezeigt
werden, dass der Ureidabbau in Arabi-

dopsis von Allantoat {iber Ureidoglykolat
zu Glyoxylat durch diese beiden Enzyme

(AAH und UAH) katalysiert wird. Das
Ergebnis iiberraschte, da es belegte, dass
diese beiden Enzyme nicht ausreichen, um
den vollstindigen Umsatz von einem Mol
Allantoat zu Glyoxylat unter Freisetzung
von vier Mol Ammoniak zu katalysieren.
Es musste ein drittes Enzym geben, dessen
Beteiligung und Identitdt bis dahin

unbekannt war.
2.3 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, die
Beteiligung eines Kandidatenenzyms am
Ureidabbau zu untersuchen und so den
Versuch zu machen, eine vollstindige
enzymatische Beschreibung des Ureid-
abbaus zu erreichen. Es sollte der Beweis
gefiihrt werden, dass im Falle des AAH-
vermittelten Weges entgegen der Theorie
nicht nur zwei sondern drei Enzyme fiir den
Allantoatabbau bendtigt werden. Der so
komplettierte Ureidabbau sollte nicht nur
fiir Arabidopsis sondern auch fiir den
mikrobiologischen Modellorganismus E.
coli und fiir die stickstofffixierende
Leguminose Sojabohne gezeigt werden, bei
der der Ureidabbau eine spezielle Relevanz
besitzt. Dariiber hinaus sollte die in vivo
Funktion und Relevanz der UAH fiir
Arabidopsis und vor allem fiir Sojabohne
gezeigt werden, da ihre Existenz besonders
im Leguminosenfeld noch immer sehr

umstritten ist (Todd et al, 20006).



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Nahrmedien

Folgende Medien wurden fiir das
Wachstum von Bakterien und Pflanzen

verwendet (Tabelle 1).

Tabelle 1: verwendete Nahrmedien

Medium | verwendet fiir Inhaltsstoffe (w/v) pH-Wert

fiir Festmedium

LB' Escherichia 1,0% Trypton, pH 7,0 (NaOH)
coli 0,5% Hefeextrakt,
1,0% NaCl

1,5% Agar

YEB? Agrobacterium 0,5% Fleischextrakt,
tumefaciens 0,1% Hefeextrakt,
0,5% Pepton,

0,5% Saccharose,
2mM MgSO,

pH 7,2 (NaOH)

1,5% Agar

AG’ Bradyrhizobium | 0,0007% FeCl; - 6H,0
Jjaponicum 0,0180% MgSO, - 7TH,O
0,0013% CaCl, - 2H,0
0,0250% Na,SO4
0,0320% NH,CI

0,0125% Na,HPO, - 12H,0
0,1300% HEPES

0,1100% MES

0,1000% D-Arabinose
0,1000% Natriumglukonat
0,1000% Hefeextrakt

pH 6,9 (NaOH)

1,5% Agar

1, MS* | Arabidopsis (+N) 0,22% MS-Salz (Duchefa)

thaliana (+Aln) 0,03% MS modified basal salt
mixture without N, P & K
(PhytoTechnologyLaborat.),

1,25 mM KzHPO4,

10 mM Allantoin,

0,05% MES

pH 5,7 (KOH)

0,8% Phytoagar




SM’ Glycine max

0,029400% CaCl, - 2H,0
0,010980% K,SO,
0,012320% MgSO, - 7H,0
0,011410% K,HPO, - 3H,0
0,000695% FeSO, - 7H,0
0,000933% Na,EDTA
0,000014% H;BO;
0,000017% MnSO; - H,0
0,000029% ZnSO, - 7TH,0
0,000024% Na,MoO; - 2H,0
0,000024% NiCl, - 6H,0
0,000024% CoCl, - 6H,0
0,000025% CuSO, - 5H,0
0,040244% NH,NO; fiir (+N)

"nach Bertani, 1951

% nach Fisher und Guiltinan, 1995

* nach Sadowsky er al., 1987

* nach Murashige und Skoog, 1962
5 nach Todd und Polacco, 2004

3.1.2 Verwendete Konstrukte

Die in Tabelle 2 dargestellten Konstrukte
wurden fiir die transiente Uberexpression
in Pflanzen verwendet. Alle Konstrukte

sind hierbei unter Kontrolle eines 35S-

Tabelle 2: verwendete Konstrukte zur Uberexpression in Pflanzen

Promotors und mit einer Sequenz zur C-

terminalen Markierung versehen, die sich

aus der Vektorbezeichnung ableiten ldsst.

Organismus klonierte cDNA

Vektor

Resistenz in

Resistenz in

Bakterien Pflanzen

Arabidopsis 5 pXCSnptll- R R R
thaliana Col-0 AtALN (At4g04955) HAStrep’ amp /carb kan

pXCS-3Myc amp"/carb® ppt"

Arabidopsis 2 pXCS-HAStrep1 R R R
thaliana Col-0 AtAAH (At4g20070) (AY457636) amp /carb ppt

pXCS-3Myc amp"/carb® ppt"

Arabidopsis 3 pXCS-HAStrep1 R R R
thaliana Col-0 AtUGIyAH (At4g17050) (AY457636) amp /carb ppt

pXCS-3Myc amp"/carb® ppt"

pXCS-YFP? amp"/carb® ppt"

Arabidopsis 2 pXCS-HAStrep' R, AR R
thaliana Col-0 AtUAH (At5g43600) (AY457636) amp /carb ppt

pXCS-3Myc amp"/carb® ppt"

Glycine max pXCS-HAStrep1 R R R
Williams 82 GmALN 1 (Glymal5g07910) (AY457636) amp /carb ppt

Glycine max pXCS—HAStlrep1 R R R
Williams 82 GmALN 2 (Glymal3g31430) (AY457636) amp /carb ppt

Glycine max pXCS—HAStlrep1 R R R
Williams 82 GmALN 3 (Glymal3g31420) (AY457636) amp /carb ppt

- T
Glycine max GmALN 4 (Glymal5g07920) pXCS-HAStrep amp"/carb® pptt

Williams 82

(AY457636)




pXCS-HAStrep'

\G)\?l}]ill:;;ng; GmAAH 1 (Glyma09g05600)* (AY457636) amp"/carb® ppt"
g\%‘ﬁ:ﬁlg’gg GmAAH 2 (Glymal5g16870) p)((/(;s{g;g;gpl amp®/carb® ppt®
g\%‘ﬁ:ﬁlg’gg GmUGIAH I (Glymal7g15820)* p)((gs{ﬁ‘?ggpl amp®/carb® ppt®
C\iffl‘ifgggngg GmUGIyAH 2 (Glyma05205490) pfgiﬁ‘;g;gpl ampX/carb® pptt
C\ifﬁiz;?gg GmUAH 1 (Glymal0g32850) pf§§;§?§‘3§§pl ampX/carb® pptt
%’%Zp‘; sativa OsAAH (0s0620665500) pfgﬁﬁ?ﬁ%‘“ amp®/carb® ppt®
%’%;“O;‘;Z:g OsUGIyAH (0s0720495000) pfg@ﬁ?gggl’ U ampVearb® ppt®
%’%Zp“ofﬁ:: OsUAH (0s12g0597500) pfg@ﬁ?gggl’ 1 amp"/carb® pptt

"'Witte et al., 2004

> Werner et al., 2008
3 Werner et al., 2010

Die in Tabelle

3 dargestellten Konstrukte

wurden fiir die transiente Uberexpression in

E. coli verwendet. Alle Konstrukte sind

Tabelle 3: verwendete Konstrukte zur Uberexpression in E. coli

* im Rahmen der Doktorarbeit kloniert (siche

32.1.1.1)

hierbei unter Kontrolle eines T7-Promotors

und mit einer Sequenz zur C-terminalen

His-Markierung versehen.

Organismus klonierte cDNA Vektor Res1stenz n Enzymvariante
Bakterien
Pseudomonas
4 r;:iflfop v PsALC (NP_793442)*? pET30-CTH' kan® Wildtyp
DC3000
Eg’g’gﬁ‘i ggl ! EcAAH (YP_001729419)*? pET30-CTH! kan® Wildtyp
EI‘;"}I’?’B’% (‘)’g” EcUGIyAH (YP_001729418)*” pET30-CTH' kan® Wildtyp
EI‘;"}I’?’B’% (‘)’g” EcUUH (YP_001729408)*” pET30-CTH' kan® Wildtyp
Arabidopsis " R A 1-32 AS +
T AtALN (At4g04955) pET30-ncoCTH kan Start M
Glycine max " R A 1-29 AS +
Williams 82 GmALN 2 (Glymal3g31430) pET30-ncoCTH kan Start M
Arabidopsis % R A 1-77 AS +
thaliana Col-0 AtAAH (At4g20070) pET30-ncoCTH kan Start M
C\iffl‘;’:;?gg GmAAH 1 (Glyma09g05600)* pET30-CTH' kan® A 1-29 AS
Arabidopsis N R A1-21 AS +
thaliana Col-0 AtUGIyAH (At4g17050) pET30-ncoCTH kan Start M
Glycine max " R A 1-19 AS +
Williams 82 GmUGIyAH 1 (Glymal7g15820) pET30-ncoCTH kan Start M
Arabidopsis " R A1-30 AS +
thaliana Col-0 AtUAH (At5g43600) pET30-ncoCTH kan Start M
%ﬁﬁg&:’g GmUAH 1 (Glymal0g32850)* | pET30-ncoCTH kan® A 1-29 AS

" Glinski et al., 2003
2 Werner et al., 2010

* im Rahmen der Doktorarbeit kloniert (siche

32.1.12)




3.1.3 Verwendete Bakterien und Viren

Folgende Bakterien wurden wéhrend der

(Tabelle  4).

Doktorarbeit

verwendet

Tabelle 4: verwendete Bakterien

Bakterienart Stamm Resistenzgene transformiert mit
o . " siehe Konstrukte in
Escherichia coli K-12 DH10B - Tabelle 2 & Tabelle 3
Escherichia coli BL21 DE3" - siche Konstrukte in
Tabelle 3
Agrobacterium B 1 . R R siehe Konstrukte in
wumefaciens GV3101:pMP9ORK rift, gent®, kan®, Tabelle 2
Agrobacterium B 2 . R bingrer Vektor (kan") mit
wumefaciens C58C1::pCH32 rif%, tet 355:p19
l?rady r hizobium 1 10spc43 specR -
Jjaponicum
" Invitrogen
N
Novagen

! Koncz und Schell, 1986
2Voinnet et al., 2003
3 Regensburger und Hennecke, 1983

Die in Tabelle 5 dargestellten
Konstrukte wurden fiir die Virus-
induzierte Genabschaltung (VIGS) in
Sojabohne verwendet. In allen Féllen
handelte es sich um den Bean Pod
Mottle Virus (BPMV) IA-Dil. Dieser
Virus besitzt ein zweigeteiltes (+)-
Strang-RNA-Genom  (RNAI und
RNA2). Zur biotechnologischen
Anwendung wurden DNA-basierte
BPMV-VIGS-Vektoren
(pBPMV-IA-R1 und pBPMV-IA-R2),

bei denen die RNA1 und RNA2 unter

verwendet

Kontrolle eines 35S-Promotors stehen

und durch einen Nos-Terminator

begrenzt werden (Zhang et al., 2009). Dies
ermOglicht eine direkte Inokulation der
viralen Vektor-DNA in Sojabohne, da diese
dort zur RNA transkribiert wird, woraufhin
sich der Virus bilden kann. Durch
Modifikation von pBPMV-IA-R2 wurde ein
Vektor geschaffen (pBPMV-IA-V1), der die
Insertion eines Zielgenfragmentes erlaubt
(Zhang et al., 2010). Dieses Zielgen wird bei
erfolgter Virusinfektion in Sojabohne dann
stummgeschalten. Die in  Tabelle 5
dargestellten Genfragmente wurden projekt-
bezogen in pPBPMV-IA-V1 kloniert (von Dr.

Nieves Medina Escobar).



Tabelle 5: verwendete Konstrukte des BPMV zur Genabschaltung in Sojabohnen

verwendete Vektoren klonierte cDNA-Fragmente Bezeichnung Zielgene
pBPMV-IA-R1' ] Emot B
pBPMV-IA-V1? Py (Negativkontrolle)
pBPMV-IA-R1' PDS-3R* PDS GmPDS
pBPMV-IA-V1? antisense S (Positivkontrolle)
GmALN 1
pBPMV-IA-R1' GmALN 1 SALN-IR GmALN 2
pBPMV-IA-V1? 3'ORF (262bp) antisense GmALN 3
GmALN 4
pBPMV-IA-R1' GmAAH 2 SAAH-IR GmAAH 1
pBPMV-IA-V1? 3"ORF (282bp) antisense GmAAH 2
pBPMV-IA-R1' GmUAH 1 SUAH-IR GmUAH 1
pBPMV-IA-V1? 3"ORF (265bp)* antisense GmUAH 2
pBPMV-IA-R1' GmUAH 1 SUAHIR GmUAH 1
pBPMV-IA-V1? 5'ORF (263bp)* antisense GmUAH 2
pBPMV-IA-R1' GmUAH 1 SUAHL3R GmUAH 1
pBPMV-IA-V1? Mitte-ORF (265bp)* antisense GmUAH 2
"' Zhang et al., 2009 * siche Anhang
? Zhang et al., 2010
3.1.4 Verwendete Pflanzen
Folgende Pflanzen wurden im Rahmen der
Doktorarbeit verwendet (Tabelle 6).
Tabelle 6: verwendete Pflanzen
Typ Gattung & Art Okotyp / Kultivar Beschreibung
Wildtypen Arabidopsis thaliana Columbia-0 -
Nicotiana benthamiana - -
Glycine max Williams 82 -
T-DNA- Insertionslinien . . . . 1SAIL_810_E12
(homozygot) Arabidopsis thaliana Columbia-0 Ataln/Ataln®
2
. . . . SALK 112631
Arabidopsis thaliana Columbia-0 Ataah/Ataah’
2
. . . . SALK 024998
Arabidopsis thaliana Columbia-0 Atuah/Atuah
2
. . . . SALK 038002
Arabidopsis thaliana Columbia-0 Ature/Ature’
Kreuzungen . . . . SALK 112631 x SALK 024998
(homozygot) Arabidopsis thaliana Columbia-0 Ataah/Ataah x Atuah/Atuah
. . . . SALK 112631 x SALK 038002
Arabidopsis thaliana Columbia-0 Ataah/Ataah x Ature/Ature
. . . . SALK 024998 x SALK 038002
Arabidopsis thaliana Columbia-0 Atnah/Atuah x Ature/Ature
Komplementationslinien . . . . 35S-AtALN-HAStrep
(homozygot) Arabidopsis thaliana Columbia-0 in SAIL 810 E12°
. . . . 35S-AtAAH-HAStrep
Arabidopsis thaliana Columbia-0 in SALK 112631°




. . . . 35S-AN-AtAAH-HAStrep
Arabidopsis thaliana Columbia-0 in SALK 112631
. . . . 35S-AfUAH-HAStrep
Arabidopsis thaliana Columbia-0 in SALK 024998
Komplementationslinien . . . . 35S-GmAAH 1-HAStrep
(segregicrend) Arabidopsis thaliana Columbia-0 in SALK 112631°
. . . . 35S-GmUAH 1-HAStrep
Arabidopsis thaliana Columbia-0 in SALK 024998*
Uberexpressionslinien o . . 35S-4tUGlyAH-YFP
(segregierend) Arabidopsis thaliana Columbia-0 in Wildtyp*
" Alonso et al., 2003 * im Rahmen der Doktorarbeit hergestellt (siche
? Sessions et al., 2002 Kapitel 3.2.1.2.2.2)
3 Werner et al., 2008
* Todd und Polacco, 2006
° Witte et al., 2005
3.1.5 Verwendete Daten-
banken und Programme
Folgende Datenbanken und Programme
wurden wéhrend der Doktoarbeit
verwendet (Tabelle 7).
Tabelle 7: verwendete Datenbanken und Programme
Anwendung Programm / Datenbank Quelle
Texte & Tabellen Microsoft Office Word 2003
Tabellen & Berechnungen Microsoft Office Excel 2003
Statistik IBM SPSS Statistics 19
graphische Darstellungen GraphPad Prism 4
Heatmaps MEV 4.3 TMEV www.tmé4.org
Bildbearbeitungen Adobe Illustrator CS4
Adobe Photoshop CS4
Sequenzsuchen Phytozome www.phytozome.org
NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov
Sequenzbearbeitungen Vector NTI Advance 10.0
Primerdesign Gemail
Sequenzvergleiche AlignX (Vector NTI)
Boxshade 3.21 www.ch.embnet.org
Sequenziibereinstimmungen | EMBOSS Needle www.ebi.ac.uk
N-terminale Schnittstellen SignalP 3.0 HMM www.cbs.dtu.dk
Lokalisationsvorhersagen Multiloc www.abi.inf.uni-tuebingen.de
Proteininformationssuche BRENDA www.brenda-enzymes.org
Literatursuche IST Web of Knowledge www.webofknowledge.com
PubMed www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed




3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische
Methoden

3.2.1.1 Klonierung von Konstrukten

Die Klonierungen wurden generell mittels
Standardmethoden wie Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), Gelelektrophorese,
Restriktionsverdau und Ligation durch-
gefiihrt. Hierbei wurde fiir die PCR
folgendes Standardprogramm verwendet:
94°C 90 Sekunden

94°C 30 Sekunden c

X°C 30 Sekunden c

72°C 60 Sekunden / kb c

72°C 10 Minuten

4°C 10 Minuten

Die Anzahl der Zyklen (Schritte markiert
mit ¢) wurde entsprechend der gewiinschten
DNA-

Produktmenge angepasst. Als

Polymerase wurde die Pfu- Plus (Roboklon)

verwendet. Die Auftrennung der DNA
geschah mit einem 1%igen Agarosegel. Die
DNA wurde aus diesem Agarosegel mittels
High Pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche)
entsprechend dem  Herstellerprotokoll
aufgereinigt. Die  Restriktionsverdaue
wurden mit Enzymen von New England
Biolabs durchgefiihrt. Fiir die
Dephosphorylierung von Vektoren wurde
die rAPid Alkaline Phosphatase (Roche)
und fiir Ligationen die T4 DNA Ligase
(Invitrogen) verwendet. Die jeweiligen
Protokolle wurden den Anleitungen der
Hersteller angepasst. Plasmidpraparationen
wurden unter Verwendung des High Pure

Isolation Kits (Roche) entsprechend der
Betriebsanweisung durchgefiihrt.

3.2.1.1.1  Zur
Pflanzen

Uberexpression in

Die Gene der 4fUGIyAH (At4g17050) und
GmUGIyAH 1 (Glymal7g15820) wurden
mittels PCR von cDNA aus Arabidopsis

Tabelle 8: verwendete Primer zur Klonierung in pXCS-Vektoren

ver-
ange- wen-
. . fiigte dete
Gen Primername Sequenz (5°-3") Schniti- Tem-
stelle pera-
tur
1686 °
AtUGlyAH Atdg17050-E1F ATGCGATCACTTTACTTAATC | EcoRI 53°C
1687 o
Atdg17050-E13R CAATGGATTTCGATTCACA Xmal 53°C
Gm 1750 ATGAGGAGCATCTTTGTCC | EcoRl | 59°C
UGIlyAH 1 | SoyYIbAfwdEcoRI
1751 o
SoyYlbArevXmal CAGTGGGCTTCTGTTCG Xmal 59°C




thaliana Col-0 bzw. Glycine max Williams
82 amplifiziert. Hierbei wurden die in
Tabelle 8 aufgelisteten Primer verwendet.

Die PCR-Produkte wurden anschlieend
mittels der angefiigten EcoRI- und Xmal—
Schnittstellen in die entsprechenden bindren
Vektoren (sieche Tabelle 2) kloniert. Die

erhaltenen Klone wurden sequenziert.

3.2.1.1.2 Zur Uberexpression in E. coli

Die bakteriellen Gene wurden
ausschlieBlich von genomischer DNA
amplifiziert. Hierbei

Klonierung von PsALC (NP _793442) die

wurde fir die

DNA aus Pseudomonas syringae pv.

tomato DC3000 durch 15 miniitiges
Aufkochen der Bakterien gewonnen. Fiir
die Klonierungen von EcAAH
(YP_001729419), EcUGlyAH (YP_
001729418) und EcUUH (YP_001729408)
aus E. coli DH10B musste die genomische
DNA hingegen aufgereinigt werden. Dafiir
wurden 30 ml Ubernachtkultur fiir 10
Minuten bei maximaler Geschwindigkeit
(mG) zentrifugiert und das Bakterienpellet
in 2 ml DNA-Extraktionspuffer (200 mM
Trispug, 200 mM NaCl und 25 mM EDTA)
resuspendiert. Nach Zugabe einer Spatel-
spitze Lysozym wurde die bakterielle
Losung fiir 15 Minuten bei Raum-
temperatur (Rt) inkubiert. Dann wurden
100 pl SDS-Losung (10%) hinzugefiigt,

durch Invertieren hineingemischt und fiir 5

Minuten bei 80°C inkubiert. Nach
dreiminiitiger Zentrifugation bei mG und Rt
wurden 500 pl Uberstand enthommen und
mit 375 pl Isopropanol fiir 2 Minuten
gefillt. Nach zehnminiitiger Zentrifugation
(mG und Rt) wurde das DNA-Pellet mit 1
(70%)

ml  Ethanol gewaschen und

anschliefend in 1 ml 10 mM Trisyug

resuspendiert.
Die pflanzlichen Gene AtALN (At4g04955),
GmALN 2 (Glymal3g31430), AtAAH

(At4g20070), GmAAH 1 (Glyma09g05600),
AtUGIlyAH (At4gl7050), GmUGIyAH 1
(Glymal7g15820), AtUAH (At5g43600)
und GmUAH 1 (Glymal0g32850) wurden
Plasmid-DNA  ihrer
entsprechenden pXCS-Konstrukte (Tabelle
2) amplifiziert. Nur die GmALN [ wurde

alle von der

von der cDNA aus Glycine max Williams82
amplifiziert. Hierbei wurden die Primer
(Tabelle 9) so gewdhlt, dass der N-
Terminus der Gene, der die Sequenz fiir die

ER-Lokalisation enthélt, nicht amplifiziert

wird. Die  PCR-Produkte = wurden
anschlieBend mittels der angefiligten
Schnittstellen in  die entsprechenden

pET30-Vektoren (siche Tabelle 3) kloniert.
Die erhaltenen Klone wurden sequenziert.
Die GmUAH 1 wurde aufgrund -einer
internen Ncol-Schnittstelle direkt mittels
Ncol und Xmal aus ihrem pXCS-Klon

ausgeschnitten und umkloniert.



Tabelle 9: verwendete Primer zur Klonierung in pET30-Vektoren

ange- ver-
. - fiigte wen-
Gen Primername Sequenz (5°-3") Schniti- | dete
stelle Temp.
PSALC O ATGAAAGTTTACGCCGCAC Ndel | 55°C
1691 CCTGGACACCTTGCCCAAC EcoRV | 55°C
alc-Ps-R
EcAAH ;flfle ATTACACATTTCCGTCA Ndel | 57°C
1782
TTTCTGCCAGGCAAGTTG Xmal | 57°C
allC-R
EcUGIyAH ;ZS;_F GGATATTTAAATAACGTCAC Ndel | 57°C
1788 AATCTCTACGTCGCGGTTACA | EcoRV | 57°C
ylbA-R no stop
revur | U9 AAACTTCAGGTATTACCG Ndel | 57°C
1785 CGCAAAACAGAGTTCCTG EcoRV | 57°C
allA-R no stop
2278 .
GmaLN1 |28 GCACAGTTTTATGCTCTCATAAAG | Neol | 57°C
1743 TTTGGCTAGTATTTGAACACCAC | Xmal | 57°C
soyALNrevXmal
2239
AtALN At4g04955- GGAATAATAAGTGTAGTCTTCTTC | Neol | 55°C
E2Fnco
1192 .
AU404955 E1SR AGTAGTTGCAAGTTGCAGAG Xmal | 55°C
2276 .
GmadH1 |20 ATGTTCTCTGGTATTGAGACAG Ndel | 57°C
1321 .
oA AHcloneR TGATAGGTTTTCCAGAAATGAC Xmal | 57°C
2223
AtAAH At4g20070- GTGAAACAGAAGGGACGAAG Neol | 60°C
E2Fnco
1173 .
At4220070-Sam-R CATTTGAGACTCTAGAAACTCCA | Xmal | 60°C
Gm 2277 .
CChAH 1 | GmUGIyAHnSF GAAGAAGGGTTTTGCTCTGC Neol | 60°C
1751 .
vy TbAreyXimal CAGTGGGCTTCTGTTCG Xmal | 60°C
2229 .
AUGIAH | 332 0s0E2Fnco ATGGGTTTTGTTCAGC Neol | 55°C
1687 .
At 17050-E13R CAATGGATTTCGATTCACA Xmal | 55°C
2230 .
AtUAH ASu43600E 1 Fco AATCAATCAGAACAATGGAAG | Neol | 55°C
1168 GTCTAAAGAGAGCTTAGCCAG Xmal | 55°C

At5g43600-Sma-R




3.2.1.2 Transformationen

3.2.1.2.1 Von Bakterien

3.2.1.2.1.1 Escherichia coli

Fiir die Transformation von E. coli DH10B
(Klonierungsstamm) oder E. coli BL21
(Expressionsstamm) wurden je 50 pul
chemokompetente Zellen

(Tabelle 4). Die Zellen wurden von -80°C

verwendet
auf FEis aufgetaut und zu 4 pul
Ligationsansatz oder 25 ng Plasmid-DNA
hinzugegeben (Konstrukte sieche Tabelle 2
und Tabelle 3). Nach einer zehnminiitigen
Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 45
Sekunden auf 42°C erhitzt und sofort fiir
weitere 2 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 500
puL LB-Medium (Tabelle 1) versetzt und fiir
eine Stunde bei 37°C und 200 rpm
geschiittelt. Zur Selektion der
Transformanten wurden die Bakterien {iber
Nacht auf LB-Selektionsplatten  mit
entweder 100 pg/ml  Ampicillin  (bei
Transformationen mit pXCS-Vektoren)
oder 50 pg/ml Kanamycin  (bei
Transformationen mit pET30-Vektoren) bei
37°C inkubiert. Zur Vermehrung der
transformierten Zellen wurden diese in
fliissigem LB-Medium (3 bis 5 ml) mit
derselben Konzentration Ampicillin oder

Kanamycin bei 37°C und 200 rpm {iber

Nacht inkubiert.  Glycerolstocks  zur
Lagerung der Bakterien wurden mit 500 pl
fliissiger Ubernachtkultur und 500 pul
Glycerol (50%) hergestellt. Die Mischung
wurde zundchst in fliissigem Stickstoff

eingefroren und dann bei -80°C gelagert.

3.2.1.2.1.2 Agrobacterium tumefaciens

(Witte et al., 2004)

Fiir die Transformation von Agrobacterium
tumefaciens GV3101 pMP90RK wurden 50
pl elektrokompetente Zellen verwendet
(Tabelle 4). Die Zellen wurden von -80°C
auf Eis aufgetaut und zusammen mit 2 pl
Plasmid-DNA (Konstrukte siche Tabelle 2)
in eine gekiihlte Elektroporationskiivette
gegeben. Nach zweiminiitiger Inkubation
auf Eis wurden die Zellen elektroporiert
(MikroPulser, = Biorad). = Anschlieend
wurden sofort 500 ul YEB-Medium
(Tabelle 1) hinzugefiigt und die Zellen bei
28°C fiir eine Stunde bei 180 rpm inkubiert.
Zur Selektion der Transformanten wurden
50 pl der Bakterien fiir zwei Tage auf YEB-
Selektionsplatten mit 100 pug/ml
Rifampicin, 50 pg/ml Kanamycin, 75 pg/ml
Carbenicillin und 15 pg/ml Gentamycin bei
28°C inkubiert. Zur Vermehrung der
transformierten Zellen wurden Einzel-
kolonien zunéchst erneut fiir zwei Tage auf
YEB-Selektionsplatten bei 28°C inkubiert
und anschlieBend in flissigem YEB-

Medium (12 ml) mit 100 pg/ml Rifampicin,



50 pg/ml  Kanamycin, 50 pg/ml
Carbenicillin und 15 pg/ml Gentamycin bei
28°C und 180 rpm iiber Nacht inkubiert.
Zur Herstellung von Glycerolstocks wurden
hier zunichst 1 ml fliissige Ubernachtkultur
fiir 3 Minuten bei 3000 g zentrifugiert und
das Bakterienpellet in weiteren 500 pl
Ubernachtkultur  resuspendiert.  Hierzu
wurden 500 pl Glycerol (50%) hinzu-
gegeben und die Mischung in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80°C

gelagert.

3.2.1.2.2 Von Pflanzen

3.2.1.2.2.1 Nicotiana benthamiana

(Witte et al., 2004; Werner et al., 2008)

Zur transienten Proteiniiberexpression in

Nicotiana  benthamiana  wurden  die

Glycerolstocks der entsprechend
transformierten Agrobakterien (Konstrukte
siche Tabelle 2) zundchst auf YEB-
Selektionsplatten und anschlieBend in
fliissigem YEB-Medium (12 ml) angezogen
(siche 3.2.1.2.1.2). Der

Helferstamm  C58Cl1::pCH32

Kapitel
(Stumm-
schaltungssuppressor) wurde auf YEB-
Selektionsplatten und fliissigem YEB-
Medium (12 ml) mit 100 pg/ml Rifampicin
und 50 pg/ml Kanamycin angezogen. Die
Zellen wurden aus der Fliissigkultur mittels

fiinfzehnminiitiger Zentrifugation bei 3000

g (Rt) geerntet und in Infiltrationspuffer (10
mM MES-KOH;us6, 10 mM MgCl, und
150 uM Acetosyringon) resuspendiert. Die
optische Dichte (bei 600 nm) der
transformierten Agrobakterien wurde auf
0,5 eingestellt und die Zellen des
Helferstammes zu einer Enddichte von 0,25
hinzugegeben. Bei der Koimmuno-
prézipitationsanalyse wurden die
entsprechenden Agrobakterienstimme mit
einer jeweiligen Dichte von 0,5 in der
Mischung verwendet und der Helferstamm
zu einer optische Dichte (OD) von 0,25
hinzu  gegeben. Nach

Inkubation der

zweistlindiger
Bakterien im
Infiltrationspuffer wurden diese mit Hilfe
einer 1 ml-Spritze in den Interzellularraum
des Schwammparenchyms von etwa 4 - 6
Wochen alten Nicotiana benthamiana
Pflanzen gespritzt, wobei hier die beiden

jiingsten, ausgebreiteten Blitter verwendet

wurden.

3.2.1.2.2.2 Arabidopsis thaliana

(Clough und Bent, 1998; Logemann et al., 2006)

Zur stabilen Proteiniiberexpression in

Arabidopsis  thaliana  wurden  die

Glycerolstocks der entsprechend
transformierten Agrobakterien (Konstrukte
siche Tabelle 2) zundchst auf YEB-
Selektionsplatten und anschlieBend in
flissigem  YEB-Medium (100  ml)

angezogen (siehe Kapitel 3.2.1.2.1.2). Die



Zellen wurden aus der Fliissigkultur mittels
fiinfzehnminiitiger Zentrifugation bei 3000
g (Rt) geerntet und in Inokulationspuffer
(5% Saccharose und 0,05% Silvet L-77
(Lehle Seeds)) resuspendiert. Die optische
Dichte (bei 600 nm) der transformierten
Agrobakterien wurde auf 0,8 in ca. 200 ml
eingestellt. Das Inokulum wurde in ein
Becherglas  gefiillt und die zu
transformierenden Arabidopsispflanzen

mehrfach kopfiiber in die Inokulations-

losung  eingetaucht, so dass alle
Bliitenknospen bedeckt waren.
Uberschiissiges Inokulum wurde

anschlieBend durch leichtes Abklopfen der
Pflanzen entfernt und der Inokulations-
prozess fiir weitere 2 - 4 Mal wiederholt.
Danach wurden die Arabidopsispflanzen in
eine Plastiktiite eingehiillt und bis zum
nidchsten Tag in Dunkelheit bei Raum-
weiteren

temperatur  gelagert. Zum

Wachstum und zur Samenproduktion
wurden die Pflanzen in Klimakammern
unter Langtagbedingungen (16 Stunden
Licht / 8 Stunden Dunkel) mit 20°C im
Licht und 18°C im Dunkeln bei 60%
Luftfeuchtigkeit wachsen gelassen. Nach
der Ernte der Samen wurden diese auf Erde
ausgestreut und fiir 2,5 Tage bei 4°C im
Dunkeln stratifiziert. Die Pflanzen wuchsen
anschlieBend unter Langtagbedingungen
(16 Stunden Licht / 8§ Stunden Dunkel) im
(20°C) mit einer
Luftfeuchtigkeit von ca. 50%. Die

Gewichshaus

Transformanten = wurden im  spiten
Zweiblattstadium mittels 0,1% BASTA
(ppt® in den pXCS-Vektoren kodiert)
selektiert.  Die  Uberexpression  des
transgenen Proteins in den Transformanten
wurde mittels Western Blot Analyse

tiberpriift.

3.2.2 Biochemische Methoden

3.2.2.1 Proteinexpression

3.2.2.1.1 In E. coli

(Werner et al., 2010)

Zur transienten Proteiniiberexpression in
Escherichia coli BL21 (DE3) wurden die
Glycerolstocks der entsprechend
transformierten Bakterien (Konstrukte siche
Tabelle 3) zunachst auf  LB-
Selektionsplatten mit 50 pg/ml Kanamycin
angezogen (siche Kapitel 3.2.1.2.1.1).
Anschliefend wurden 25 ml Overnight
Express Instant TB Medium (Novagen) mit
50 pg/ml Kanamycin und einer Einzelkultur
inokuliert und fiir 22 - 25 Stunden bei 28°C
und 180 rpm inkubiert. Dieses Medium
bewirkt eine langsame Induktion der
Proteinexpression mit IPTG und war nétig,
um die Loslichkeit der iiberexprimierten

Proteine zu erhohen oder teilweise sogar,

um diese liberhaupt erst zu ermdglichen.



3.2.2.1.2 In Pflanzen

(Werner et al., 2008)

Zur transienten Proteiniiberexpression in
Nicotiana benthamiana (Konstrukte siche
Tabelle 2) wurden die entsprechend
transformierten Pflanzen (siehe Kapitel
3.2.1.2.2.1) fiir zweieinhalb bis dreieinhalb
Tage unter Kurztagbedingungen (8 Stunden
Licht / 16 Stunden Dunkel) mit 20°C im
Licht und 18°C im Dunkeln bei 60%
Luftfeuchtigkeit wachsen gelassen.

Fir die stabile Proteiniiberexpression in
thaliana

Arabidopsis (Pflanzen siehe

Tabelle 6) wurden die entsprechend
transformierten Pflanzen (sieche Kapitel
3.2.1.2.2.2), wenn nicht anders erwihnt,
entweder unter Langtagbedingungen (16
Stunden Licht / 8 Stunden Dunkel) oder
unter Kurztagbedingungen (8 Stunden Licht
/ 16 Stunden Dunkel) mit 20°C im Licht
und 18°C im Dunkeln bei 60%
Luftfeuchtigkeit wachsen gelassen. Diese
konnten zu jedem gewiinschten Zeitpunkt

analysiert werden, da die Proteinexpression

stabil war.

3.2.2.2 Proteinaufreinigung

3.2.2.2.1 Aus E. coli

3.2.2.2.1.1 Nativ

(Werner et al., 2010)

Die transient iiberexprimierten C-terminal
His-markierten Proteine aus Pseudomonas
syringae (PsALC) und E. coli (EcAAH,
EcUGIyAH und EcUUH) (Konstrukte siche
Tabelle 3) wurden nativ aus den 25 ml
Ubernachtkulturen (siehe Kapitel 3.2.2.1.1)
der entsprechend transformierten E. coli
Bakterien 3.2.1.2.1.1)

(siche Kapitel

affinitdtschromatographisch  aufgereinigt.
Die Zellen wurden aus der Fliissigkultur
mittels flinfzehnminiitiger Zentrifugation
bei 4500 g (Rt) geerntet und in 1 ml
Bindepuffer (20 mM HEPES;y75, 500 mM
NaCl, 20 mM Imidazol und 0,005% Triton
X-100) mit einer Spatelspitze Lysozym und
0,5 pul DNasel (10 pg/pl) resuspendiert.
Nach flinfzehnminiitiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde das Lysat auf Eis
tiberfiihrt und zusétzlich sonifiziert. Nach
zwanzigminiitiger Zentrifugation bei 4°C
und 20.000 g wurde der Uberstand auf eine
Sdule (Micro Bio-Spin Chromatography
Column, Biorad), gepackt mit 250 pl Ni-
Sepharose 6 Fast Flow (500 pl der 50%
Suspension, GE Healthcare) iiberfiihrt. Der
Durchfluss des Uberstandes wurde fiir 2
weitere Male auf die Séule geladen, um die
vollstdndige Bindung des iiberexprimierten
Proteins mittels seiner His-Markierung an
die Nickel-Sepharose zu gewihrleisten.
AnschlieBend wurden die an der Séule
gebundenen Proteine 3 Mal mit je 1 ml
Bindepuffer gewaschen und dann 2 Mal mit

je 300 ul Elutionspuffer 1 (20 mM



HEPES;n75, 500 mM NaCl, 200 mM
Imidazol und 0,005% Triton X-100) und
zweimal mit je 300 pl Elutionspuffer 2 (wie
Elutionspuffer 1 aber mit 500 mM
Imidazol) von der Sdule gelost. Da
Imidazol generell eine hohe Affinitit zu
zweiwertigen Kationen besitzt, mussten die
Proteinelutionen in einen Puffer ohne
Imidazol umgepuffert werden, um eine
Aktivitdtsmessung der Proteine mit Mangan
als Kofaktor zu ermoglichen. Hierfiir wurde
die 5 ml HiTrap Desalting column
verwendet

(Amersham  Biosciences)

(entsprechend der Betriebsanweisung),
welche die aufgereinigten Proteine in den
Gelfiltrationspuffer (100 mM HEPESs,
100 mM NacCl, 0,5 mM EDTA und 0,005%
Triton) TUberfiihrte. Die umgepufferten
Proteinelutionen wurden anschlieend 1:1
mit Glycerol (100%) gemischt, in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -20°C

gelagert.

3.2.2.2.1.2 Denaturierend

Um Antikorper gegen die pflanzlichen
Enzyme aus Arabidopsis und Sojabohne
herzustellen, wurden die entsprechenden
Proteine (Konstrukte siche Tabelle 3) ohne
N-terminales Signalpeptid und mit einer C-
terminalen His-Markierung transient in E.
(siche

coli  iberexprimiert Kapitel

3.2.2.1.1). Dieses Vorgehen wurde gewihlt,

um die bendtigte Konzentration von 1 mg
reinem Protein in 1 ml Puffer zu erreichen,
welche bei einer Uberexpression in und
Aufreinigung aus Pflanzen nur schwer
moglich ist. Bei der Uberpriifung der
Expression der pflanzlichen Enzyme in E.
coli zeigte sich zum FEinen, dass einige
Enzyme nicht iiberexprimiert werden
konnten, weswegen jeweils nur ein Enzym
weiter bearbeitet wurde (GmALN, AtAAH,
GmUGIyAH und AfUAH), unabhingig
davon, ob es aus Arabidopsis oder
Sojabohne stammte. Zum Anderen zeigte
sich auch, dass die pflanzlichen Enzyme,
die exprimiert wurden, héufig unldslich
waren, weswegen sie zumeist unter
denaturierenden Bedingungen zunéchst in
den inclusion bodies und darauffolgend
affinitdtschromatographisch ~ aufgereinigt
wurden. Es wurden zwei 25 ml E. coli
Ubernachtkulturen fiir die GmALN und
AtAAH und sechs 25 ml E. coli
Ubernachtkulturen fiir die GmUGIyAH und
AfUAH verwendet (siehe Kapitel 3.2.2.1.1)
und wie in Kapitel 3.2.2.2.1.1 beschrieben
geerntet und aufgeschlossen. Als Binde-
puffer diente hier 50 mM Trispu7,5, 500 mM
NaCl, 0,01% Triton X-100 und 25 mM
Imidazol. Nach der zwanzigminiitigen
Zentrifugation bei 4°C und 20.000 g wurde
allerdings nicht mit den Uberstinden
weitergearbeitet, welche nur die 16slichen
sondern mit den

Proteine enthielten,

bakteriellen Pellets, welches Zellreste und



unldsliche Proteine enthielten. Aus diesen
wurden die inclusion bodies, welche das
jeweils liberexprimierte pflanzliche Protein
enthielten, aufgereinigt. Hierfiir wurden die
Pellets in je 750 pul Bindepuffer
resuspendiert und flir fiinf Minuten im
Eiswasserbad sonifiziert. AnschlieBend
wurde Triton X-100 zu 1% hinzugefiigt und
die Losung flir mehrere Minuten gut
gemischt. Nach zwanzigminiitiger
Zentrifugation bei 4°C und 20.000 g wurde
der Uberstand entfernt und die Wasch-
prozedur mit erneuter Resuspension des
Pellets in 750 pl Bindepuffer fiir weitere 2
Mal wiederholt. AnschlieBend wurden die
so aufgereinigten inclusion bodies in 750 pl
halbkonzentriertem Bindepuffer mit 8 M
Harnstoff resuspendiert und fiir flinfzehn
Minuten im Eiswasserbad sonifiziert. Um
die denaturierten Proteine mit Hilfe des
Harnstoffs in Ldosung zu bringen, folgte
eine einstiindige Inkubation der Losungen
bei 65°C und eine

Inkubation bei 4°C auf dem Rotationsrad

siebzehnstiindige

mit 25 rpm. Hiernach wurden die Losungen
fir zehn Minuten bei 4°C und 20.000 g
zentrifugiert und die Uberstinde mit den
geldsten denaturierten Proteinen jeweils auf
eine Sdule, gepackt mit 500 pl Ni-
Sepharose 6 Fast Flow (1 ml der 50%
Suspension, GE Healthcare) iiberfiihrt.
Hierbei wurden die Losungen hervorgehend
aus zwei 25 ml UN-Kulturen pro Protein

zusammen auf 1 Sdule geladen (2 x 750 pl).

Der Durchfluss der Losungen durch die
Sdule wurde auch hier noch fiir weitere 2
Mal auf die Sdule geladen. Anschlielend
wurden die Proteine schrittweise an der
Saule gewaschen bzw. von dieser eluiert.
Hier wurden folgende Puffer (alle mit 8 M
Harnstoff) 3 Mal mit je 500 pl verwendet
(ergibt Fraktionen von 1,5 ml): halb-
konzentriertem Bindepuffer (enthdlt 12,5
mM Imidazol), Bindepuffer (enthélt 25 mM
Imidazol) und verschiedene Elutionspuffer
(Inhaltsstoffe wie Bindepuffer aber mit
veranderten Imidazolkonzentrationen) mit
50, 100, 200, 400 und 600 mM Imidazol.
Die verschiedenen Fraktionen wurden
mittels SDS-Gelelektrophorese und
Coomassie-Farbung auf Proteinmenge und
— reinheit tiberpriift, wonach die besten 3 —
4 Fraktionen ausgewihlt wurden fiir eine
anschlieBende Acetonprézipitation. Im Fall
der AfUAH wurden aufgrund von
Fremdproteinkontaminationen  die  drei
proteinreichsten Fraktionen (Elutionen 50,
100 und 200) gemischt und mit Hilfe der 5
ml HiTrap Desalting column (Amersham
Biosciences) zuriick in den halbkonzen-
trierten Bindepuffer mit 8 M Harnstoff
umgepuffert. Das Protein ~ wurde
anschlieBend ein zweites Mal affinitéts-
chromatographisch aufgereinigt (wie oben).
Die GmUGIyAH wurde zundchst unter
nativen Bedingungen aufgereinigt (siche
Kapitel 3.2.2.2.1.1) und wie die AfUAH
Affinitéts-

entsalzt, um eine zweite



chromatographie zu durchlaufen, welche
dann, wie auch bei den anderen Enzymen,
unter denaturierenden Bedingungen
stattfand. Fiir die Fillung der Proteine mit
Aceton wurden die ausgewdhlten 1,5 ml
Fraktionen wieder in 2 x 750 pl separiert
und jeweils 750 pl kaltes (-20°C) Aceton
(100%) hinzuge-geben. Die Proben wurden
gemischt und fiir 20 Minuten bei -20°C
inkubiert. Nach einer zwanzigminiitigen
Zentrifugation bei 4°C und 20.000 g
wurden die Uberstinde entfernt und die
gefillten Proteine mit 1 ml Aceton (50%)
gewaschen. AnschlieBend wurden die
Proteine in 250 pul - 500 pul
Resuspensionspuffer (10 mM Na-POs-
Puffer,u7 und 0,1% SDS) bei 90°C und 900
rpm resuspendiert und die beiden Losungen
einer Fraktion wieder vereinigt. Nach
erfolgter Proteinquantifizierung in den
Fraktionen mittels SDS-Gelelektrophorese
und Coomassie-Farbung unter Verwendung
eines  BSA-Standards, @ wurden  die
resuspendierten Proteine so gemischt, dass
1 ml Proteinlosung mit moglichst reinem 1
mg Protein fiir eine Antikorperproduktion

zur Firma Biogenes (Berlin) geschickt

werden konnte.

3.2.2.2.2 Aus Pflanzen

(Witte et al., 2004; Werner et al., 2008)

3.2.2.2.2.1 Einzelaufreinigung

Die transient iiberexprimierten C-terminal
Strepll-markierten Proteine aus Arabidopsis
thaliana (AtALN, AtAAH, A(UGlyAH und
AtUAH) und Sojabohne Glycine max
(GmALN 1-4, GmAAH 1-2, GmUGIyAH
1-2 und GmUAH 1) (Konstrukte siehe

Tabelle 2) wurden nativ aus den

entsprechend transformierten  Nicotiana
benthamiana Pflanzen (sieche Kapitel
3.2.1.2.2.1) affinitdtschromatographisch
aufgereinigt. Hierfiir wurden 0,75 g

Blattmaterial der transient exprimierenden

Pflanzen  (siche  Kapitel = 3.2.2.1.2)
verwendet und mit 1,5 ml Extraktionspuffer
(100 mM HEPES, s, 100 mM NaCl, 5 mM
EDTApns, 15 mM DTT, 100 pg/ml Avidin
und 0,5% Triton X-100) in einem Morser
bei Raumtemperatur aufgeschlossen. Der
Extrakt wurde anschliefend fiir fiinfzehn
Minuten bei 4°C und 20.000 g zentrifugiert
und die Uberstinde mit den nativen
Proteinen mit 40 pl StrepTactin Macroprep
(50% Suspension, IBA) fiir 10 Minuten bei
4°C auf dem Rotationsrad mit 20 rpm
inkubiert. Darauthin wurden die mittels
Strepll-Markierung an  die  Matrix
gebundenen Proteine gewaschen, wobei der
Extrakt entfernt wurde und die Matrix fiinf
Mal mit je 500 pul Waschpuffer (100 mM
HEPES s, 100 mM NaCl, 0,5 mM
EDTApns, 2 mM DTT und 0,005% Triton
X-100) resuspendiert und bei 700 g fiir 30
Sekunden wieder pelletiert wurde. Die

Elution der Strepll-markierten Proteine von



der Matrix erfolgte durch zweimaliges
Eluieren mit je 75 pl Elutionspuffer
(Waschpuffer mit 10 mM Biotin) fiir 5
Minuten bei 4°C auf dem Rotationsrad mit
20 rpm. Die beiden Elutionen wurden
gemischt, in Verbrauchsmengen aliquotiert,
in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
-20°C gelagert. Fiir die Enzyme aus
Arabidopsis enthielten alle Puffer der
Aufreinigung 5% PEGua0o, da dieses fiir die
Aktivitdt der AfUGlyAH von Néten ist.

3.2.2.2.2.2 Koimmunoprizipitation

Um zu untersuchen, ob die ureidab-

bauenden Enzyme aus  Arabidopsis

miteinander interagieren, wurde eine
Koimmunopréizipitationsanalyse

durchgefiihrt. Hierbei wurden jeweils zwei
Enzyme transient in Nicotiana benthamiana
koexprimiert (wie in Kapitel 3.2.1.2.2.1
beschrieben), wobei das eine Enzym C-
terminal Strepll-markiert und das andere
Enzym C-terminal Myc-markiert war
(Konstrukte  sieche Tabelle 2). Die

Aufreinigung des moglichen Enzym-
komplexes erfolgte zunédchst wie unter
Kapitel 3.2.2.2.2.1 fir die Einzelauf-
reinigung beschrieben, allerdings mit nur
drei ~ Waschschritten. In  weiteren
Experimenten wurde der Extraktionspuffer
variiert zu weniger Salz (25 mM NaCl) mit

keinem, 0,01% oder 0,1% Triton X-100.

Auch der Waschpuffer wurde hier dem
Salzgehalt entsprechend angepasst. Die
Zusammensetzung des Elutionspuffes blieb
hingegen

gleich, jedoch wurde das

Elutionsvolumen auf zweimal 50 pl
verringert, um die Proteinkonzentration zu
erhéhen. Dariliber hinaus wurde in einem
weiteren  Experiment zusétzlich zum
Salzgehalt die DTT-Konzentration im
Extraktionspuffer von 15 mM auf 1 mM
verringert und ohne Triton X-100 aber mit
und ohne 5% PEG extrahiert. Der
Waschpuffer wurde auch hier nur mit 25
mM NaCl, 1 mM DTT und zusétzlich 5%
PEG verwendet. Die Durchfithrung der
Aufreinigung erfolgte jeweils wie in
Kapitel 3.2.2.2.2.1 beschrieben mit drei
Waschschritten und zwei 50 pl Elutionen.
Proben der Rohextrakte und der Elutionen

wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und
Western Blot analysiert.

3.2.2.3 Proteinkonzentrations-
bestimmung

Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle
Proteinkonzentrationsbestimmungen mittels

NanoOrange Protein Quantitation Kit

(Molecular Probes - Invitrogen)

durchgefiihrt. Das Probenvolumen betrug
generell 10 pl oder 20 pl und wurde mit
300 ul

Arbeitslosung  versetzt und



entsprechend der  Betriebsanweisung

vermessen.

3.2.2.4 Proteindetektion

3.2.2.4.1 Gelelektrophorese

Zur gelelektrophoretischen ~ Auftrennung
von Proteinen wurde die diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
nach dem Protokoll von Laemmli, 1970 mit
dem Verfahren von Sambrook et al., 1989
verwendet. Generell wurden hierbei 4%ige
Sammelgele und 10%ige Trenngele im

Gelelektrophoresesystem SE 250 von Hofer

benutzt.

3.2.2.4.2 Proteinfarbungen im Gel

3.2.2.4.2.1 Coomassie

Zur Darstellung des Gesamtproteingehaltes
einer Probe wurden die entsprechend
verwendeten SDS-Polyacrylamidgele mit
Coomassie Brilliant Blue R-250 Losung (3
mM Coomassie Brillant Blue R-250, 45%
Methanol und 9% Essigsdure) fiir 1 Stunde
gefarbt. Im  Anschluss wurde der
iiberschiissige Farbstoff durch Inkubation in
einer Entfarbelosung (33% Methanol und

7% Essigsdure) wieder entfernt.

Um auch geringe Proteinmengen im SDS-
Polyacrylamidgel zu detektieren, wurde
eine Gelfarbung mit Colloidal-Coomassie
Losung (0,08% Coomassie Brilliant Blue
G-250,  0,8%
Ammoniumsulfat und 20% Methanol)
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die SDS-

Phosphorséure, 8%

Polyacrylamidgele zunichst fiir eine Stunde
in 40% Ethanol mit 10% Essigsaure fixiert,
zweimal  mit  destilliertem  Wasser
gewaschen und dann iiber Nacht mit der

Colloidal-Coomassie Losung geférbt.

3.2.2.4.2.2 Silbernitrat

Zur Darstellung der Reinheit eines Proteins
in einer Probe wurde das entsprechende
SDS-Polyacrylamidgel mit Silbernitrat
getfarbt. Hierfiir wurde das Gel zunichst fiir
30 Minuten in 30% Ethanol mit 15%
Essigsdure fixiert und anschlieBend fiir 30
Minuten in 4,1% Natriumacetat, 0,2%
Natriumthiosulfat-Pentahydrat, 25%
Ethanol und 0,5% frischem Glutaraldehyd
(50%) inkubiert. Nach

Waschen des Gels fiir je 10 Minuten mit

dreimaligem

destilliertem Wasser, wurde das Gel fiir 30
Minuten in 0,1% Silbernitrat mit 0,03%
frischem Formaldehyd (37%) gefarbt.
Hiernach wurde das Gel 2 Mal kurz mit
destilliertem  Wasser gewaschen und
anschlieBend die Féarbung mit 20%

Natriumcarbonat (12,5%ige Losung) und



0,03% frischem Formaldehyd (37%)
entwickelt. Als die gewlinschte Stirke der
Féarbung erreicht war, wurde die Reaktion

mit 1,86% EDTA gestoppt.

3.2.2.4.2.3 Sypro Ruby

Fir die Quantifizierung sehr geringer
Proteinmengen, die unter dem Detektions-
limit von NanoOrange lagen, wurde eine

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit

3.2.2.4.3 Western Blot

Zum spezifischen Nachweis bestimmter
Proteine in einer Probe wurde die Western
Blot Analyse verwendet. Hierfiir wurden
die Proteine elektrophoretisch aus dem
SDS-Polyacrylamidgel bei 100 V fiir 1
Stunde auf eine Nitrozellulosemembran
(HybondTM-ECL, Amersham Biosciences)
iibertragen. Dazu wurde das mit Blotpuffer
(48 mM Trispus 3, 40 mM Glycin, 0,5 mM
SDS, pH 9,2 und 20% Methanol) befiillte

anschlieBender Sypro Ruby Firbung Blot-Modul des Mini-PROTEAN 3
(Molecular ~ Probes - Invitrogen) Systems von Biorad verwendet.

durchgefiihrt, wobei BSA als Standard Die Detektion der Proteine auf der
mitgefithrt wurde. Die Firbung erfolgte Membran erfolgte mittels spezifischer

entsprechend der Betriebsanweisung dem

Basisprotokoll folgend.

Antikorper gegen die jeweilige Protein-

markierung oder das Protein selbst gefolgt

Tabelle 10: Arbeitsschritte der Western Blot Analysen

ALN/AAH/
Schritt Zeit Strepll-Detektion | Myc-Detektion YFP-Detektion UGIyAH/UAH
Detektion
Blockieren 1 std 20 mli TBS-T 20 mli TBS-T 20 mli TBS-T 20 rnll TBS-T
1g Milchpulver 1g Milchpulver 1g Milchpulver 1g Milchpulver
Waschen 3x5min | 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T
Blockieren 10 min éourgn/lnﬁis\;gﬁn / / /
/lx.rzlg?c?-myc 1 :25'00 1 :2QO
Antikorper 1 | 1 std / IgG,K Anti-GEP IgG Anpserum
(Roche) (Roche) (Biogenes)
10 ml TBS-T 10 ml TBS-T 10 ml TBS-T
Waschen 3x5min |/ 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T
1:4000 1:5000 1:30.000 1:5000
Strep-Tactin Anti-Mouse IgG | Anti-Mouse [gG | Anti-Rabbit IgG
Antikorper 2 | 1std AP-Konjugat AP-Konjugat AP-Konjugat AP-Konjugat
(IBA) (A-3562, Sigma) | (A-3562, Sigma) | (A-2306, Sigma)
hinzufiigen 10 ml TBS-T 10 ml TBS-T 10 ml TBS-T
Waschen 2x5min | 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T 50 ml TBS-T
Waschen 5 min 50 ml TBS 50 ml TBS 50 ml TBS 50 ml TBS
10 ml AP-Puffer 10 ml AP-Puffer 10 ml AP-Puffer | 10 ml AP-Puffer
Detektion 33 ul BCIP 33 ul BCIP 33 ul BCIP 33 ul BCIP
66 ul NBT 66 ul NBT 66 ul NBT 66 ul NBT




von einem Alkalische Phosphatase(AP)-
konjugiertem Antikorper oder mittels Strep-
Tactin AP-Konjugat im Fall der Strepll-
markierten Proteine. In Tabelle 10 ist das
jeweilige Vorgehen dargestellt. Hierbei
TBS-T (20 mM
Tris/HClpu76, 150 mM NaCl und 0,1%
Tween 20), TBS (TBS-T ohne Tween 20),
AP-Puffer (100 mM Trispros, 100 mM
NaCl und 5 mM MgCl,), BCIP (50 mg/ml)
und NBT (50 mg/ml).

verwendet wurden

3.2.2.5 Proteinaktivititsbestimmung

(Werner et al., 2008; Werner et al., 2010)

Zur Bestimmung der  jeweiligen
enzymatischen Aktivitdit eines Proteins
wurden die aufgereinigten Proteine in ihren
(gelfiltrierten) Elutionen (siche Kapitel
3.2.2.2.1.1 und 3.2.2.2.2.1) verwendet. Die
verschiedenen Proteinelutionen wurden
entsprechend des experimentellen Ziels
miteinander ~ gemischt, =~ wobei  der
Elutionspuffer / halbkonzentriertem Gel-
filtrationspuffer mit 50% Glycerol als
Ausgleich fiir ein fehlendes Enzym in einer
Reaktion verwendet wurde. Die
Enzymelutionen bildeten grundsitzlich die
Hilfte des Reaktionsansatzvolumens, wobei
auch Waschpuffer zur Erreichung dieses
Volumens verwendet wurde, wenn kleinere
Enzymmengen eingesetzt werden sollten.
Puffer

Alle  verwendeten enthielten

zusdtzlich 5% PEGgg, wenn die Aktivitit
der Enzyme aus Arabidopsis gemessen
wurde. Die Enzymmischung wurde dann

mit 2 mM MnCl, versetzt und fiir 3

Minuten auf 30°C wund 600 rpm
vorinkubiert.  Gestartet ~ wurden  die
enzymatischen Reaktionen durch die

Zugabe des jeweiligen Substrates (in 10
mM HEPES;ns) in der entsprechend
angegeben Konzentration, welches separat
auf 30°C erhitzt wurde und die zweite
Hilfte  des
bildete. =~ Nach  dem

Reaktionsansatzvolumens
Starten  der
enzymatischen Reaktionen wurden diese
bei 30°C und 600 rpm inkubiert. Zu den
entsprechend angegebenen Zeitpunkten
wurden Proben von 10 pl oder 20 ul aus
den enzymatischen Reaktionen entnommen
und in die jeweiligen Nachweisreaktionen
eingesetzt. So wurde ermdglicht, dass zu
jedem beliebigen Zeitpunkt das Substrat-
und / oder Produktprofil einer enzyma-
tischen Reaktion bestimmt werden konnte.

Wenn in einer enzymatischen Reaktion
sowohl Ammoniak und Harnstoff als auch
Ureidoglykolat und Glyoxylat bestimmt
werden sollten, wurden 20 pl Proben
entnommen und zunéchst in 90 ul EDTA (5
mM) gestoppt. Aus dieser Mischung
wurden 20 pl in 180 pl H,O verdiinnt und
fiir die Ammoniakdetektion verwendet.
Weitere 20 ul der Mischung wurden fiir die
Harnstoffdetektion mit 175 pul H,O und 5 pl

Urease (4U/ul) versetzt, fiir 3 Minuten bei



30 °C und 600 rpm inkubiert und dann flir
die Ammoniakdetektion verwendet. Je 20
pul dieser Mischung wurden fiir die
Bestimmung von Glyoxylat und
Ureidoglykolat verwendet.

Fiir die Bestimmung der enzymkinetischen
Parameter wurde generell die Aktivitit
eines Enzyms innerhalb von 3 Minuten fiir
jeweils sechs verschiedene  Substrat-
konzentrationen gemessen. Hierbei wurde
die Produktbildungsgeschwindigkeit in uM
- min”' bestimmt.

Im Fall der AAHs wurden alle verwendeten
Puffer 1:10 verdiinnt (auBler Triton X-100),
da die Detektion des Ammoniaks in den
Reaktionsansétzen (200 pl) direkt stattfand.
Als Substratkonzentrationen wurde hier
Allantoat mit 37,5, 75, 150, 300, 600 und
1200 uM verwendet. Die UAHs wurden mit
dem gleichen Reaktionsansatz wie die
AAHs (siche oben) vermessen. Auch hier
wurden die gleichen Substrat-
konzentrationen (37,5 uM - 1200 uM)
verwendet,  allerdings von S -
Ureidoglykolat (doppelte Konzentration des
Racemats wurde als Substrat eingesetzt).
Bestimmt wurde hier die Bildung von
Glyoxylat, wobei die Reaktionsansitze (100
ul) nach 3 Minuten durch das Hinzufiigen
von 20 pul EDTA (100 mM) auf Eis
gestoppt wurden und dann die Detektion
des Glyoxylats direkt im Reaktionsansatz
erfolgte. Die Aktivitidten der Allantoinasen

wurde ohne vorheriges Einfrieren der

Proteinelutionen direkt nach der
Aufreinigung bestimmt. Die Enzyme
wurden zu je 5 pl eingesetzt und mit 15 pl
Allantoin (2,5, 5, 10, 20, 40 und 80 mM des
Racemates) versetzt. Nach 3 Minuten
wurden die Enzymreaktionen durch das
Hinzufiigen von 60 pl H>O und 20 pl HCI
(0,15 M) auf Eis gestoppt und anschlieend
die Allantoatkonzentration bestimmt.

Fiir die Bestimmung des K.-Wertes und
der maximalen Geschwindigkeit (Vmax, hier
als spezifische Aktivitit bezogen auf die
Proteinmenge) wurden die spezifischen
Aktivitdten (V) bei der jeweiligen Substrat-
konzentration iiber den Substratkonzen-
trationen (S) aufgetragen. Vom GraphPad
Prism 4 Programm wurde diese Auftragung
unter Annahme einer Michaelis Menten
Kinetik mathematisch approximiert und so
Vmax und K;, bestimmt. Die Darstellung
nach Hanes (S/V 1iber S) gibt einen
Hinweis darauf, ob sich das Enzym
entsprechend der Michaelis-Menten-Kinetik
verhélt. Dariliberhinaus wurden auch die
Wechselzahl k., (die sich auf die Aktivitit
pro Molekiill Enzym bezieht) und die
katalytische Effizienz (Verhiltnis von keu

zu Ky,) eines jeden Enzyms berechnet.

3.2.2.5.1
reaktionen

Kolorimetrische Nachweis-



3.2.2.5.1.1 Berthelot-Reaktion zum
Ammoniaknachweis

(Witte und Medina Escobar, 2001)

Um die enzymatische Produktion von
Ammoniak in den jeweiligen
Reaktionsansidtzen nachzuweisen, wurden
die Enzymreaktionen zu bestimmten
Zeitpunkten gestoppt (siche jeweiliger
Versuch). Es wurde eine Probe von 10 pl
oder 20 pl aus dem Reaktionsansatz
entnommen und zunéchst 1:10 bis 1:40 in
destilliertem H,O verdiinnt (auler bei der
Bestimmung der enzymkinetischen
Parameter) und anschlieBend sofort mit 50
ul Phenolnitroprussid (7 g Phenol und 34
mg Disodium Pentacyanonitrosylferrat in
100 ml H0) und 100 pl Natrium-
hypochloridlosung (2,96 g NaOH, 29,74 g
Na,HPO4-12H,0, 16,6 ml 12%iges NaOCl,
pH 12 in 200 ml H,0O) versetzt. Das
Phenolnitroprussid und das Natrium-
hypochlorid reagieren mit Ammoniak unter

Bildung des blauen Farbstoffs Indophenol
(Berthelot-Reaktion). Um die Farbent-

wicklung zu beschleunigen, wurden die
Proben fiir mindestens 20 Minuten bei 50°C
inkubiert. Die Messung der Absorption
erfolgte mit je 300 pl Probe im pQuant-
Platten-Photometer bei einer Wellenldnge

von 639 nm. Als Standard zur Bestimmung

der entstandenen Ammoniak-
konzentrationen wurde NH4CI
entsprechender Konzentrationen in

Elutionspuffer / halbkonzentriertem Gel-
filtrationspuffer mit 50% Glycerol anstelle
der Enzyme (sieche Kapitel 3.2.2.2) im
Reaktionsansatz gemessen. Das
Ammonium reagiert aufgrund des stark
alkalischen = NaOCl  vollstindig  zu

Ammoniak und wird als solches detektiert.

3.2.2.5.1.2
analyse

Differenzielle  Glyoxylat-

(Vogels und van der Drift, 1970)

Um die Substrate bzw. Reaktionsprodukte
Allantoin, Allantoat, Ureidoglykolat und

Glyoxylat in den jeweiligen Reaktions-

Tabelle 11: Arbeitsschritte der Konversionsreaktionen

Glyoxylat Ureidoglykolat Allantoat Allantoin
20 pl Probe 20 pl Probe 20 pl Probe 20 pl Probe
80 ul H,O 60 ul H,O 40 ul H,O
20 ul PO,-Puffery, | 20 M NaOHaso 20 ul HCly5 20 1l NaOHsg
. . . . . 4 min bei 100°C 8 min bei 100°C
fliissiger Stickstoff 1 min bei RT 2 min bei 0°C > min bei 0°C
80}11 PO4—Puffer400 20}11 PO4-Puffer400 20 ]J.l HC1650
. . . . . 4 min bei 100°C
fliissiger Stickstoff fliissiger Stickstoff S min bei 0°C
20“1 PO4—Puffer400
flissiger Stickstoff




ansdtzen nachzuweisen, wurden die
Enzymreaktionen zu bestimmten Zeit-
punkten gestoppt. Hier wurde jeweils eine
Probe von 20 pl aus den Reaktionsansétzen
entnommen und fiir die entsprechende
Konversionsreaktion verwendet.

Diese Konversionsreaktionen sind notig,
um alle Ureide (Allantoin, Allantoat und
Ureidoglykolat) chemisch zu Glyoxylat
umzusetzen, da dieses in der darauf
folgenden Detektion kolorimetrisch
umgesetzt wird. Fiir die Konversions-
reaktionen der Ureide zu Glyoxylat wurden
400 mM Na,HPO4-KH,PO4-Pufferyyr, 250
mM und 500 mM NaOH, 150 mM und 650
mM HCI verwendet, um die in Tabelle 11
dargestellten Schritte anwenden zu kdnnen.
Nach der Konversion aller Ureide in den
Proben zu Glyoxylat wurden diese fiir die
anschlieBende Detektion von Glyoxylat
verwendet. Hier wurden die Proben
aufgetaut und mit 20 pl Phenylhydrazin
(6,6 mg in 2 ml H,O) versetzt. Nach einer
Inkubation fiir 5 Minuten bei Raum-
temperatur, gefolgt von einer fiinfminiitigen
Inkubation auf Eis wurden 100 pl HCI
(37%) und 20 pl Kaliumhexacyanoferrat
(IIT) (33,3 mg in 2 ml H,O) zu den Proben
wodurch  die

auf Eis  hinzugefiigt,

Farbreaktion  gestartet ~ wurde.  Das
Glyoxylat in den Proben reagiert mit dem
hinzugefiigten Phenylhydrazin zZu
Glyoxylsdurephenylhydrazon, welches

durch das Kaliumhexacyanoferrat (III) in

der Anwesenheit von Phenylhydrazin und
der konzentrierten HCl zum roten Farbstoff
1,5 — Diphenyl-Formazan oxidiert wird. Die
Absorption dieses Farbstoffs wurde mit 200
ul pro Probe im pQuant-Platten-Photometer
bei einer Wellenlinge von 537 nm
gemessen. Als Standard zur Bestimmung
der entstandenen Glyoxylatkonzentrationen
wurde Glyoxylat entsprechender Konzen-
trationen im Elutionspuffer anstelle der

Enzyme im Reaktionsansatz gemessen.

3.2.2.5.2 Polarimetrie

(Werner et al., 2010)

Fiir die polarimetrische Bestimmung der
optischen Drehung der enzymatischen
Reaktionsprodukte wurde ein Jasco P-1020
Polarimeter verwendet. Hierbei wurden
jeweils 28 mM Allantoat als Substrat
Verwendung

eingesetzt und  unter

verschiedener Enzyme die  optische
Reaktionsmischung in

589 nm

Drehung  der
einminiitigen Intervallen bei
aufgezeichnet. Alle enzymatischen
Reaktionen verliefen bei Raumtemperatur
direkt in der 10 cm langen Kiivette, die fiir
die Bestimmung der optischen Drehung
verwendet wurde.

Fir die Arabidopsisenzyme  wurde
folgender Reaktionsansatz gewihlt: 250 ul
AtAAH-Elution, 250 pl  ArUGIyAH-

Elution, 286 pl Elutionspuffer (siehe



Kapitel 3.2.2.2.2.1), 0,57 pl DTT (1M), 14
ul MnCl, (100 mM) und 700 pl Allantoat
(60 mM in 500 mM HEPES,ug). Fiir das
Enzym aus Pseudomonas PsALC wurden
86 ul gelfiltrierte Elution (siehe Kapitel
3.2.2.2.1.1) , 700 pl halbkonzentriertem
Gelfiltrationspuffer mit 50% Glycerol, 14
ul MnCl, (100 mM) und 700 pl Allantoat
(60 mM in 500 mM HEPESu3) vermessen.
Die E. coli Enzyme EcAAH und
EcUGIyAH wurden zusammen mit je 80 pl
bzw. 10 pl gelfiltrierter Elution, 696 pl
halbkonzentriertem Gelfiltrationspuffer mit
50% Glycerol, 14 pul MnCl, (100 mM) und
700 pl Allantoat (60 mM in 500 mM
HEPES,1g) gemessen. EcAAH allein wurde
mit 200 pl gelfiltrierter Elution, 586 pl
halbkonzentriertem Gelfiltrationspuffer mit
50% Glycerol, 14 pl MnCl, (100 mM) und
700 pl Allantoat (60 mM in 500 mM
HEPES13) gemessen.

3.2.2.5.3 NMR

(Werner et al., 2010)

Um die Reaktionsprodukte, welche mittels
kolorimetrischer Methoden nachgewiesen
wurden, mit spektroskopischen Methoden
zu belegen, wurde eine NMR-Analyse
durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden
von den vier Arabidopsisenzymen (ALN,
AAH, UGIyAH und UAH) je 60 pl

Enzymelution bzw. Elutionspuffer

verwendet, so dass sich Enzymmischungen
von 240 pl ergaben. Diese wurden mit 4
mM MnCl, und 1,6 mM DTT auf 30°C
erhitzt und anschlieend mit 240 pl 8 mM
R/S-Allantoin-5-"C; 1-°N (M-2307, CDN
Isotopes) versetzt. Nach zweistlindiger
Reaktionszeit bei 30°C und 600 rpm
wurden die  Reaktionsansdtze  durch
Hinzufiigen von 20 ul EDTA (500 mM)
gestoppt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. In diesem wurden sie bis kurz
vor der NMR-Analyse gelagert, welche in
der Organischen Chemie der Freien
Universitdt  durchgefiihrt wurde. Hier
wurden die Reaktionsansitze aufgetaut und
auf 30°C erhitzt. Dann wurden 57 pl
Deuteriumoxid (99%, Sigma) zu den
Proben hinzugefiigt, um eine
Endkonzentration von 10% in den Proben
zu erreichen. AnschlieBend wurden die
Proben von Dr. Schifer unter Verwendung
eines Bruker Avance III 700 Spektrometers
vermessen und ausgewertet. Als Standards
dienten je 20 mM Allantoat, Ureidoglykolat
und Glyoxylat im Reaktionshintergrund,

um die chemische Verschiebung dieser

Verbindungen zu bestimmen.

3.2.3 Pflanzenphysiologische
Methoden

3.2.3.1 Pflanzenanzucht




3.2.3.1.1 Von Nicotiana benthamiana

Zur transienten Proteiniiberexpression in

Nicotiana benthamiana mittels

Agrobakterien (siehe Kapitel 3.2.1.2.2.1)
wurden 4 — 6 Wochen alte Nicotiana
benthamiana Pflanzen verwendet. Diese
wurden im Gewéchshaus auf Floraton 1 -
Erde  (Floragard)
Wachstum der Pflanzen erfolgte bei 22°C

angezogen. Das

am Tag und 18°C in der Nacht, wobei die
Tageslange 14 Stunden betrug (10 Stunden
Nacht) und die Luftfeuchtigkeit ca. 50%.

3.2.3.1.2 Von Arabidopsis thaliana

Generell erfolgte das Pflanzenwachstum der
verschiedenen Arabidopsis thaliana Linien
(Tabelle 6) nach einer dreitdgigen
Stratifikationsphase bei 4°C im Dunkeln in
einer Phytokammer unter Langtag-
bedingungen (16 Stunden Licht / 8 Stunden
Dunkel) oder unter Kurztagbedingungen (8
Stunden Licht / 16 Stunden Dunkel) mit
20°C im Licht und 18°C im Dunkeln. Die
Luftfeuchtigkeit lag hier bei jeweils 60%.
Das Wachstum der Pflanzen erfolgte auf
Mischerde mit 42.5% (w/w) Einheitserde P
(Einheitserde- und Humuswerke, Gebriider
Patzer GmbH & Co. KG), 42.5% (w/w)
Einheitserde T (Einheitserde- und Humus-

werke, Gebriider Patzer GmbH & Co. KG)

und 15% (w/w) PerligranG (Knauf Perlite
GmbH).

3.2.3.1.3 Von Glycine max

Sojabohnensamen (Glycine max) des
Kultivars ,,Williams 82 wurden zum
Quellen fiir 5 Stunden in Leitungswasser
inkubiert und keimten anschlieBend fiir 4-5
Tage bei 26°C im Licht und 20°C im
Dunkeln auf feuchtem Filterpapier unter
Langtagbedingungen (16 Stunden Licht).
Die Rhizobien (Bradyrhizobium japonicum,
Tabelle 4) zur Inokulierung der Sojabohnen
wurden steril auf AG-Agar-Platten (Tabelle
1) mit 100 pg/ml Spectinomycin
ausgestrichen und fiir 4 Tage bei 28°C
inkubiert.  AnschlieBend wurden die

Rhizobien direkt wvon der Platte in
Leitungswasser

optische Dichte bei 600 nm auf 0,5

resuspendiert und die

eingestellt. Zum weiteren Wachstum
wurden die Sojabohnenkeimlinge in Topfe
umgesetzt, die entweder ein 1:1 (v/v)
Gemisch aus  Vermikulit (Deutsche
Vermiculite Ddmmstoffe GmbH) und Perlit
(PerligranG, Knauf Perlite GmbH) oder
Erde (Floraton 1, Floragard) enthielten. Die
Sojabohnen wurden auf die Oberflache des
jeweiligen Substrates gepflanzt und im Fall
einer Inokulierung mit 1 ml Rhizobien-
suspension pro Pflanze benetzt. Sowohl die

nichtinokulierten Sojapflanzen, als auch die



inokulierten Sojapflanzen (N,-fixierend)
auf Vermikulit/Perlit wurden alle drei
Wochen mit Sojabohnen Fliissigdiinger
(Tabelle 1) gegossen, wobei das Medium
fur die N,-fixierenden Pflanzen kein
Ammoniumnitrat und  somit  keine
Stickstoffquelle enthielt. Ansonsten wurden
alle Pflanzen je nach Bedarf mit Leitungs-
wasser gegossen. Das Wachstum aller
verwendeten Sojabohnen erfolgte bis zum
ersten voll ausgebreiteten unifoliaten Blatt
im Klimaschrank der Binder GmbH
(APT.line KBWF 5.1) mit einer Tageslidnge
von 16 Stunden und 26°C im Licht bzw.
20°C im Dunkeln. Danach wurden die
Pflanzen umgestellt in einen anderen
Klimaschrank der Binder GmbH (APT.line
KBWF 5.2) mit einer Tagesldnge von 16
Stunden  bei  einer  durchgehenden
Temperatur von 20°C und einer
Luftfeuchtigkeit von 80%.

Fir die Versorgungsexperimente mit
Allantoin (Vadez wund Sinclair, 2000)
wurden die entsprechend ausgewihlten
Bldtter zundchst von der Pflanze
abgeschnitten und sofort in 2 ml Gefafle mit
Leitungswasser transferiert. Hier wurde die
Probe fiir den Zeitpunkt 0 Stunden
entnommen. AnschlieBend wurden die
Blitter in 2 ml GefdBe mit 10 mM R/S -
Allantoin in 10 mM HEPES; s und 5 pM
MnCl, oder nur 10 mM HEPES;u3 und 5
uM MnCl, im Fall der Kontrolle iiberfiihrt,

erneut angeschnitten und fiir die jeweilige

Experimentdauer bei 26°C und Licht
inkubiert. Die Probennahme erfolgte, wie in
den jeweiligen Experimenten angegeben, zu
bestimmten Stunden nach Beginn der

Inkubation mit Allantoin.

3.2.3.2 Phinotypenanalyse in
Arabidopsis

Um den Einfluss des Verlustes von
verschiedenen Enzymen auf die Féhigkeit
von Arabidopsis, Ureide als einzige
Stickstoffquelle zu nutzen, zu untersuchen,
wurden verschiedene Verlustmutanten und
Komplementationslinien verwendet (siche
Tabelle 6). Die flir die Phianotypenanalyse
Samen

verwendeten von  Arabidopsis

thaliana  wurden  zur  Oberfldchen-
sterilisierung fliir 2 bis 3 Stunden in
Chlorgas (100 ml Natriumhypochlorid-
Losung (13%) mit 5 ml Salzsdure (37%)) in
einem Exsikkator inkubiert und
anschlieBend steril auf 2 MS-Agar-Platten
mit 10 mM Allantoin (Tabelle 1) ausgelegt.
Nach einer dreitidgigen Stratifikationsphase
bei 4°C im Dunkeln wurden die Platten bei
22°C im Licht (14 Stunden) und 19°C im
Dunkeln (10

Stunden) im  Binder-

klimaschrank  (APT.line KBW 5.1)
inkubiert.

Hierbei wurde in den ersten 7 Tagen der
Inkubation nur die Hailfte (3 von 5) der

Lampen verwendet und die Platten tiglich



randomisiert. Mit Beginn der zweiten
Woche wurden alle Lampen (~ 70 pE/m?/s)
verwendet und die Platten alle zwei Tage
randomisiert.

Nach sechswochigem Wachstum  der
diesen

Arabidopsislinien unter

Bedingungen =~ wurden  die  Platten
fotografiert und 4 x 10 Keimlinge pro Platte
entnommen. Von den jeweiligen 10

Keimlingen wurde das Gesamt-
frischgewicht (FG) bestimmt, anschlieend
wurden sie zusammen in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Nach
1-2  LDplus,

Christ) iiber Nacht wurde das Trocken-

erfolgter
Gefriertrocknung  (Alpha

gewicht (TG) dieser 10 Keimlinge in einer
Probe bestimmt. Die Proteine in den Proben
wurden 1:100 (100ul Puffer / mg TG) in 20
mM Na,HPO4-KH,PO4-Puffer,y; extrahiert
unter Verwendung von 2 mm groflen
Stahlkugeln und der Retschmiihle (MM
400, Retsch) fiir 5 Minuten bei 30 s™. Nach
einer flinfzehnminiitigen Zentrifugation bei
4°C und 20.000 g wurden je 10 pl der
Uberstinde fiir eine Proteinquantifizierung
mittels NanoOrange (sieche Kapitel 3.2.2.3)

verwendet.

3.2.3.3 Metabolitanalyse

3.2.3.3.1 In Arabidopsis thaliana

Um den Einfluss des Verlustes von

verschiedenen Enzymen auf  das

Metabolitprofil von Arabidopsis thaliana
zu untersuchen, wurden dieselben Enzym-
verlustmutanten und Komplementations-
linien verwendet (siche Tabelle 6) wie fiir
die Phinotypenanalyse.

Je acht Samen dieser Linien wurden einzeln
auf Jiffy-Erde (Jiffy-7, 41 mm, IJiffy
Products International ~AS, Norway)
ausgelegt und fir 3 Tage bei 4°C im
Dunkeln stratifiziert. Anschliefend wurden
die Pflanzen bei 22°C am Tag (14 Stunden)
und 19°C in der Nacht (10 Stunden), 60%
Luftfeuchtigkeit und ‘2 Licht (4 von 8
Lampen) im Klimaschrank (AR-36L3,
Persival Scientific Inc., USA) inkubiert.
Nach dreieinhalbwdchigem Wachstum der
Pflanzen, wurde zunichst die Expression
der GmAAHI1-HAStrep und GmUAH-
HAStrep in den segregierenden Linien
tiberpriift, indem ein Blatt fiir eine Western
Blot Analyse verwendet wurde (siche
Kapitel 3.2.2.4.3). Die Pflanzen mit einem
positiven Ergebnis wurden dann fiir die
nachfolgende Metabolitanalyse ausgewéhlt.
Nach  vierwochigem  Wachstum  der
Pflanzen im Persivalklimaschrank wurden
je 5 der 8 Pflanzen pro Linie geerntet und
einzeln mit je 150 mg der Rosette in
flissigem  Stickstoff eingefroren. Die
Extraktion der Metabolite in den Proben
erfolgte einzeln durch die Zugabe von 750
ul 20 mM Na,HPO4-KH,PO4-Puffer,y; zu

je einer gefrorenen Probe und unter

Verwendung eines rotierenden Pistills.



AnschlieBend wurde der Extrakt sofort
wieder in fliissigem Stickstoff eingefroren
und die nichste Probe extrahiert. Nachdem
alle Proben extrahiert waren, wurden sie
aufgetaut und flir 15 Minuten bei 20.000 g
und 4°C zentrifugiert. Die Uberstinde der
Proben (700 pl) wurden entnommen und
mit weiteren 700 pl Na,HPO4-KH,POjs-
Puffer 7 versetzt. Hiernach wurden die
Uberstinde aliquotiert in 100 ul (fiir die
Ureidbestimmung) und 800 ul (fiir die
Ammoniak- und Harnstoffbestimmung) und
in flissigem Stickstoff eingefroren. Fiir die
Ureidbestimmung wurden die 100 pl
Proben aufgetaut und fiir die differenzielle
Glyoxylatanalyse ~ verwendet. = Hierbei
wurden je 20 ul des Extraktiiberstandes in
die jeweilige Konversionsreaktion
eingesetzt und wie in Kapitel 3.2.2.5.1.2 zu
Glyoxylat umgesetzt. Allerdings wurde hier
bei der Konversion von Ureidoglykolat zu
Glyoxylat 500 mM NaOH anstelle von 250
mM NaOH eingesetzt, da die geringere
Konzentration fiir den Umsatz im Extrakt
nicht ausreichend war. Die Detektion von
Glyoxylat erfolgte wie in Kapitel
3.2.2.5.1.2 beschrieben, nur wurden die

Proben vor der

zusitzlich fiir 5 Minuten bei 16.000 g und

Absorptionsmessung

Raumtemperatur zentrifugiert, um eventuell
vorhandene feste Extraktbestandteile zu
sedimentieren. Als Standard wurde 0 — 400
uM  Glyoxylat in 20 mM Na,HPOs-

KH,POs-Puffer,y;  vermessen. Fiir  die

Detektion von Ammoniak und Harnstoff in
den Extrakten wurde der Harnstoff zunachst
mittels Urease zu Ammoniak umgesetzt,
welches im Puffer (pH7) zu 99% protoniert
wird. Das entstandene Ammonium wurde
mit Hilfe einer Kationen-Austauschsiule
(Bond Elut SCX HF, 50 mg, 1ml, 100 / PK,
Varian) vom Extrakt getrennt und mittels
Berthelot-Reaktion detektiert. Fiir diesen
Vorgang wurden die 800 pl Proben
aufgetaut und in zweimal 400 pl getrennt.
Fiir die Harnstoftbestimmung wurden 40 pl
(4U/ul)  zu 400 ul
Extraktiiberstand gegeben und fir 30
Minuten bei 30°C inkubiert. Fiir die

Urease einmal

Ammoniakdetektion wurden die anderen
400 pl Extraktiiberstand direkt auf die
Kationen-Austauschsdule gegeben. Fiir die
Ammoniakdetektion in den  Urease-
behandelten Proben wurden die 440 pl
Gesamtprobe auf je eine Saule geladen.

Nach einem Waschschritt mit 1 ml
destilliertem Wasser wurde das Ammonium
mit Hilfe von 400 pl KCl (4M) von der
Sdule  eluiert. Je 100 pl  der
Ammoniumelutionen wurden dann fiir die
Berthelot-Reaktion verwendet, welche wie
3.2.25.1.1
durchgefiihrt wurde. Als Standard diente
hier 0 — 400 puM NH4Cl in 20 mM
Na,HPO4-KH,PO4-Puffery;, welches wie

unter Kapitel beschrieben,

die Proben behandelt wurde.



3.2.3.3.2 In Glycine max

Um die Ureidmetabolite in Sojabohne zu
bestimmen, wurden 10 mg des
entsprechenden Materials (siche jeweiliges
Experiment) geerntet und in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Der Aufschluss der
Proben erfolgte im gefrorenen Zustand mit
Keramikkiigelchen in der Retschmiihle
(MM 400, Retsch) fiir 2 Minuten bei 30 5™
AnschlieBend wurden die Metabolite mit
100 pl 20 mM Na,HPO4-KH,PO4-Puffer,y;
mit 5 mM EDTA aus dem zerkleinerten
Material durch zweiminiitiges Mischen
Nach einminiitigen
Zentrifugation bei 4°C und 20.000 g

Uberstdnde  der

extrahiert. einer

wurden die Proben
entnommen und erneut fiir eine Minute
zentrifugiert. Je 20 pl der Uberstinde
wurden anschlieBend fiir die verschiedenen
Ureide
eingesetzt (siche Kapitel 3.2.2.5.1.2). Da es

Konversionsreaktionen der

zu einer Gelbfarbung wéhrend der Reaktion
der NaOH mit dem Sojabohnenextrakt
kommt, wurde hier fiir die Konversion von
Ureidoglykolat ~ zu  Glyoxylat  das
aufgereinigte Enzym EcUUH (siehe Kapitel
3.2.2.2.1.1) in Gelfiltrationspuffer
verwendet und die Reaktionsbedingungen
fiir die anderen Konversionen entsprechend
angepasst (Tabelle 12). So wurde das
Enzym durch den Gelfiltrationspuffer
ersetzt und auch Mangan durch Wasser, da
es zu einer unerwiinschten Reaktion mit der
NaOH in der Allantoinkonversion fiihrt.
Fiir die Allantoinkonversion wurde aus dem
Gelbfarbungsgrund der NaOH mit dem
Extrakt, dieser 1:10 in 20 mM Na,HPO;-
KH,PO4-Pufferpy; mit 5 mM  EDTA
verdiinnt, wobei dies auch fiirden Extrakt in
der Allantoatkonversion getan wurde, da
dies auch zu einer FErhohung des
Detektionslimits dieser beiden Metabolite

fiihrt. Die Detektion des Glyoxylats nach

Tabelle 12: Arbeitsschritte der Konversionsreaktionen fiir Sojabohnenextrakte

Glyoxylat Ureidoglykolat Allantoat Allantoin
20 ul Probe 20 pl Probe 20 ul Probe 20 ul Probe
2 pl Gelfiltrationsspuffer | 2 ul EcUUH 2 ul Gelfiltrationsspuffer | 2 ul Gelfiltrationsspuffer
2 ul H,O 2 pl MnCl, (100 mM) 2 ul H,O 2 ul H,O
) . 2o e 60 ul H,O 40 pl H,O
4 min bei 30°C 4 min bei 30°C 20 1l HClys0 20 1l NaOHsg
. . . _— . 4 min bei 100°C 8 min bei 100°C
fliissiger Stickstoff flissiger Stickstoff 2 min bei 0°C 2 min bei 0°C

20],11 PO4-Puffer400

20 lJ.l HC1650

fliissiger Stickstoff

4 min bei 100°C
5 min bei 0°C

20ul PO4-Pufferyy

80 ul H,O
20 pl PO4-Pufferyg

80 ul H,O
20 pl PO4-Puffer,yg

fliissiger Stickstoff




den  erfolgten  Konversionsreaktionen
geschah wie in Kapitel 3.2.3.3.1 fiir die
Metabolitanalyse in Arabidopsis
beschrieben, nur dass nach dem Auftauen
der Proben 80 pl H,O und 20 pl PO4-Puffer
zu den Glyoxylat und Ureidoglykolat-
proben gegeben wurde, bevor diese mit

Phenylhydrazin versetzt wurden.

3.2.3.4 Natives Proteinniveau

Um das native Proteinniveau der ALN,
AAH, UGIyAH und UAH sowohl in
Arabidopsis als auch in Sojabohne zu

bestimmen, wurden spezifische Antikdrper

Tabelle 13: Antiserendetektionslimits pro
Proteinbande

Anti- aufge- natiy
Enzym .S im
serum remigt Extrakt
1) a- AtALN =0,4ng ~6ng
Gm- GmALN 1 <0,3ng ~3ng
ALN GmALN 2 <0,3ng ~5ng
GmALN 3 =0,1 ng ~4ng
GmALN 4 <04 ng ~6ng
2) a- AtALN <0,75ng ~6ng
Gm- GmALN 3 =0,l ng ~2ng
ALN GmALN 4 <04 ng ~3ng
1) a-At- | AtAAH <0,25ng ~5ng
AAH GmAAH 1 <0,25 ng ~20 ng
2) a-At- | AtAAH <0,25ng ~10ng
AAH GmAAH 1 =0,25ng ~40 ng
1)a- AtUGIyAH <0,25 ng ~10ng
Gm- GmUGIyAH | <025ng | ~5ng
UGIyAH | 1
2) a- AfUGIyAH <0,25ng ~10ng
Gm- GmUGIyAH | <0,25ng ~5ng
UGIyAH | 1
1) a-At- | A7UAH <0,25ng ~5ng
UAH GmUAH <0,25ng ~5ng
2) a-At- | AfUAH <0,25ng ~5ng
UAH GmUAH <0,25ng ~5ng

gegen diese Enzyme hergestellt (siche
Kapitel 3.2.2.2.1.2). Die zwei Antiseren,
die gegen jedes der Enzyme erhalten
wurden, wurden zunéchst fiir eine Quanti-

verwendet, um das

(1:200

fizierung
Detektionslimit der Antiseren
eingesetzt) flir ihr entsprechendes Enzym
zu bestimmen (siche Anhang). Anhand
einer Verdiinnungsreihe des jeweilig
aufgereinigten Enzyms konnten folgende
Werte fiir die Proteindetektionslimits (pro
Bande) der Antiseren ermittelt bzw. fiir
Extrakte abgeschitzt werden (Tabelle 13).
Aufgrund dieser Daten wurde generell das
Antiserum 1 mit einer Verdiinnung von
1:200 fiir alle Detektionen verwendet (siche
Kapitel 3.2.2.4.3). Zu beachten ist, dass nur
die Detektion der AfUAH und GmUAH im
Rohextrakt durch den Vergleich vom
Wildtyp mit den entsprechenden Verlust-
mutanten validiert wurde. Die Detektion der
ALNs und UGIyAHs in den Extrakten ist
nicht verifiziert worden, da sie im
Arabidopsis-Wildtyp kaum zu detektieren
sind und es in Sojabohne keine
entsprechenden  Verlustmutanten  gibt.
Allerdings wurde deren Detektion (vor
allem in Sojabohne) aufgrund der
jeweiligen Bandenstirke und - grofle,
sowie der Regulation des Proteingehalts in
Proben als

verschiedenen giiltig

angenommen.



3.2.3.4.1 In Arabidopsis thaliana

Zur Untersuchung des nativen
Proteingehalts der ureidabbauenden
Enzyme in Arabidopsis wurden

verschiedene Gewebe von zehn Wochen
alten Arabidopsis Wildtypen und gesamte
Pflanzen von sieben Wochen alten
Keimlingen gewachsen auf /2 MS-Medium
mit Nitrat oder Allantoin als
Stickstoffquelle verwendet. Die Gewebe
wurden 1:4 mit Extraktionspuffer (siche
Kapitel 3.2.2.2.2.1) unter Verwendung
eines rotierenden Pistills extrahiert und
anschlieend fiir 15 Minuten bei 20.000 g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mit  fiinffach  konzentriertem  SDS-
Ladepuffer versetzt, sodass die Proben (10
ul) letzlich 1:5 verdiinnt auf das SDS-Gel
(siche Kapitel 3.2.2.4.1) geladen wurden,
um anschlieBend mittels Western Blot
Analyse (siehe Kapitel 3.2.2.4.3) untersucht

zu werden.

3.2.3.4.2 In Glycine max

Zur Untersuchung des nativen

Proteingehalts der ureidabbauenden

Enzyme in Sojabohne, wurden
verschiedene Gewebe (siche jeweiliges
Experiment) geerntet und eingefroren. Der
Aufschluss der Proben geschah mittels
Retschmiihle (MM 400, Retsch) und
Keramikkiigelchen fiir 2 Minuten bei 30 s™
im  gefrorenen Zustand. Aus dem
zerkleinerten Material wurden die Proteine
1:10 mit Extraktionspuffer (siche Kapitel
3.2.2.2.2.1) durch zweiminiitiges Mischen
extrahiert und die Proben anschliefend fiir
5 Minuten bei 20.000 g und 4°C
wurden

finffach

zentrifugiert. Die Uberstiinde
entweder direkt mit

konzentriertem SDS-Ladepuffer versetzt
und mit 10 pl auf ein SDS-Gel geladen,
oder sie wurden zundchst fiir eine
Bradford-

Betriebs-

Proteinbestimmung  mittels

Losung  (entsprechend  der
anweisung) verwendet und dann auf eine
Protein-konzentration von 1 mg / ml
eingestellt. Diese verdiinnten Extrakte
wurden dann mit fiinffach konzentriertem
SDS-Ladepuffer versehen und mit 10 pl auf
ein SDS-Gel (siche Kapitel 3.2.2.4.1)
geladen, um anschliefend mittels Western

Blot Analyse (sieche Kapitel 3.2.2.4.3)

untersucht zu werden.



4 Ergebnisse

4.1 Der Ureidabbau
allgemein

4.1.1 Identifizierung und
Charakterisierung ureid-
abbauender Enzyme

4.1.1.1 Vom Allantoat zum
Ureidoglykolat

Das Ureid Allantoat kann prinzipiell durch
zwei Klassen an Enzymen abgebaut
werden. Entweder durch die Klasse der
Allantoat ~ Amidohydrolasen =~ (AAHs),
welche ammoniakfreisetzend ist, oder durch
die Klasse der Allantoicasen (ALCs),
welche harnstofffreisetzend ist. In beiden
Féllen soll Ureidoglykolat das Endprodukt
sein, wobei der AAH-vermittelte Allantoat-
abbau moglicherweise die Bildung des
beinhaltet

Intermediats ~ Ureidoglycin

(Abbildung 4) (van der Drift ef al., 1970).

4.1.1.1.1 Der AAH — Weg

Es konnte bereits nachgewiesen werden,

dass in  Arabidopsis  thaliana  der
Allantoatabbau durch eine ammoniak-
freisetzende AAH vermittelt wird (Todd
und Polacco, 2006; Werner et al., 2008).

Das entsprechende Enzym wurde genetisch

identifiziert und im aufgereinigten Zustand
biochemisch charakterisiert (Werner, 2007).
Dies war das erste Mal, dass die Aktivitit
einer genetisch identifizierten AAH im
Zustand

aufgereinigten gezeigt  und

untersucht werden konnte (Werner et al.,

2008).

4.1.1.1.1.1 Das unbekannte 3. Enzym

Da laborinterne Vordaten darauf hinwiesen,
dass die allantoatabbauende AAH und die
ureidoglykolatabbauende UAH aus
Arabidopsis nicht die einzigen beiden
Enzyme sein konnen, die den kompletten
Umsatz von Allantoat und damit die
vollstindige Freisetzung des Purinring-
stickstoffes katalysieren, wurde nach einem
Enzym gesucht, dessen Existenz, Funktion
und Beteiligung an diesem
Stoffwechselweg bis dahin vollkommen
unbekannt war. Um die Funktion des
unbekannten Enzymes einzugrenzen, wurde

zunichst das Reaktionsprodukt der AtAAH

bestimmt.

4.1.1.1.1.1.1 Das Reaktionsprodukt der
AtAAH

Da bisher die Messung der Ammoniak-
freisetzung im Vordergrund stand, bei der
sich unter Verwendung des aufgereinigten
Enzymes =zeigte, dass durch die AAH-

Reaktion mit einem Mol Allantoat zwei



Mol Ammoniak freigesetzt werden, wurde
vermutet, dass  Ureidoglykolat  das
Reaktionsprodukt der AAH ist (Werner et
al., 2008). Dies entsprach dem Stand der
Kenntnis zur AAH-Reaktion (van der Drift
et al., 1970). Das Reaktionsprodukt der
AAH konnte aber nicht von der UAH
umgesetzt werden, war also filir diese kein
Substrat. Die Aktivitit der UAH wurde
allerdings mit racemischen Ureidoglykolat
gezeigt (Przybycin, 2008). Aufgrund dieser
Befunde kamen wir zu der Vermutung, dass
entweder das ,falsche” Ureidoglykolat-
Enantiomer von der AAH gebildet wird
oder, dass entgegen dem Stand der
Kenntnis  Ureidoglykolat  nicht  das
Reaktionsprodukt der AAH ist. Beide Fille
wiirden die fehlende Aktivitdt der UAH mit
dem AAH-Reaktionsprodukt erkldren und
ein drittes Enzym erfordern. Im ersten Fall
wiirde es sich um eine fehlende Racemase
handeln, die die Konformation des AAH-
produzierten Ureidoglykolats umkehrt und
damit das ,richtige” Enantiomer fiir die
UAH bereitstellt. Im zweiten Fall miisste
die AAH ein anderes Reaktionsprodukt
aufweisen. Hier kdme vor allem
Ureidoglycin in Frage, da es bereits als
mogliches Reaktionsprodukt der AAH
postuliert wurde (Vogels, 1966). Dariiber
hinaus ist es ein wahrscheinliches
Zwischenprodukt der Hydrolyse einer
Amidgruppe  des  Allantoats.  Das

unbekannte ~ Enzym  miisste  dieses

Ureidoglycin zZu Ureidoglykolat
hydrolysieren — also eine Ureidoglycin
Aminohydrolase (UGIyAH) sein.

Zusétzlich widre auch eine Kombination
beider Fille moglich.

Um das Reaktionsprodukt der AAH zu
bestimmen wurde eine Aktivititsmessung
mit 1 mM Allantoat als Substrat
durchgefiihrt und die Reaktionsprodukte
der aufgereinigten AtAAH {iber die Zeit
bestimmt (siche Kapitel 3.2.2.5). Gemessen
wurden hierbei Ammoniak, Harnstoff,
Ureidoglykolat

Kapitel 3.2.2.5.1.1 und 3.2.2.5.1.2).

und Glyoxylat (siche

Es zeigte sich, dass bei der Reaktion der

AtAAH mit 1 mM Allantoat zwar 2 mM

¢ Ammoniak ¢ Ureidoglykolat
¢ Harnstoff ¢ Glyoxylat
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Abbildung 6 - Reaktionsprodukte der
AtAAH.

Bestimmung der Reaktionsprodukte wahrend
der enzymatischen Reaktion von Af{AAH mit 1
mM Allantoat als Substrat. Gemessen wurden:
Ammoniak, Harnstoff, Ureidoglykolat und
Glyoxylat. Die Detektion von Ammoniak und
Harnstoff (nach Umsatz mit Urease zu
Ammoniak) erfolgte mittels der Berthelot-
Reaktion. Ureidoglykolat und Glyoxylat wurden
mit Hilfe der differenziellen Glyoxylatanalyse
detektiert. Die Quantifizierung der Reaktions-
produkte erfolgte durch einen entsprechenden
Standard.



Ammoniak freigesetzt werden (wie auch
vorher beobachtet und immer postuliert), es
aber trotzdem zu keiner Produktion von
Ureidoglykolat kommt (Abbildung 6).
Stattdessen entstehen 1 mM Harnstoff und
1 mM Glyoxylat pro 1 mM Allantoat.
Somit ist Ureidoglykolat nicht das
Reaktionsprodukt der AAH. Es st
wahrscheinlich  Ureidoglycin, wobei in
diesem Fall aus Allantoat nur ein Mol
Ammoniak von der AAH enzymatisch
freigesetzt wird. Das gebildete
Ureidoglycin ist sehr instabil und zerfallt
dann wahrscheinlich nichtenzymatisch zu
einem zweiten Mol Ammoniak, einem Mol
Harnstoff und einem Mol Glyoxylat. Dieses
Experiment widersprach dem langjéhrigen
Stand der Kenntnis zur AAH-Reaktion und
fiihrte zur Suche nach einem neuen Enzym,
das  Ureidoglycin zu  Ureidoglykolat

umsetzt.

4.1.1.1.1.1.2 Die UGIyAH- Kandidaten

Um dieses unbekannte Enzym zu
identifizieren, wurde eine vergleichende
Genomanalyse (String, von Mering et al.,
2007) durchgefiihrt, die eine Vielzahl von
sequenzierten prokaryotischen und
eukaryotischen Genomen einschloss. Bei
prokaryotischen Genomen liefert die
Kopplung von Genen in vielen Genomen

aufgrund der strukturellen Gliederung in

Operons oft einen starken Hinweis fiir die
funktionelle Beziehung von Genprodukten.
Da nach einem Enzym gesucht wurde,
welches das Reaktionsprodukt der AAH in
das Substrat der UAH umwandelt, wurde
nach Genen gesucht, die in Mikro-
organismen direkt neben der A4H in einem
Operon liegen. Hier zeigte sich, dass
entweder eine Transaminase (PucG) oder
ein Protein unbekannter Funktion (Y1bA) in
direkter Nachbarschaft zur AAH im Genom
vieler Mikroorganismen kodiert ist (Werner
et al., 2010). Da eine Transaminierung
nicht zur Produktion von Ureidoglykolat
fiihren wiirde und dariiber hinaus keine
Transaminasen mit

mogliche ER-

pflanzlichen
Voraussage fiir eine
Lokalisation gefunden werden konnten,
wurde sich fir YIbA, als Kandidat fir die
mogliche UGIyAH-Aktivitdt entschieden.
Zu YIbA konnten Orthologe in Pflanzen
mit moglicher ER-Zielsequenz identifiziert
werden (Werner et al., 2010). Dies war ein
wichtiges Kriterium, da sowohl die AAH
als auch die UAH im ER lokalisiert sind
(Werner et al., 2008 und laborinterne
Daten) und es unwahrscheinlich ist, dass
ein so instabiles Zwischenprodukt wie
Ureidoglycin aus dem ER exportiert wird,
um nach dem Umsatz zu Ureidoglykolat

wieder ins ER importiert zu werden.



Die UGlyAH in Arabidopsis 1

Die Proteinsequenz von YIbA aus E. coli
wurde fiir die Suche nach einem orthologen
Protein in Arabidopsis thaliana verwendet.
Hier konnte ein YlbA-orthologes Protein
(UGlyAH-Kandidat) identifiziert werden
(At4g17050). Das Gen des Kandidaten
wurde mittels RT-PCR von cDNA aus
Arabidopsis thaliana Col 0 amplifiziert und
in einen pflanzlichen Expressionsvektor
unter die Kontrolle eines 35S-Promotors
und mit einer Sequenz zur C-terminalen
Strepll-Markierung kloniert (siche Kapitel
3.2.1.1.1). Mittels Agrobakterien wurde
dieses Konstrukt transient in Blittern von
Nicotiana  benthamiana  liberexprimiert
(siche Kapitel 3.2.2.1.2) und das Protein
anhand seiner Strepll-Markierung
affinitdtschromatographisch
(siehe Kapitel 3.2.2.2.2).

Der UGIlyAH-Kandidat aus Arabidopsis

aufgereinigt

konnte in Blattern von N. benthamiana
erfolgreich werden

(Abbildung 7B, Spur 2). Die Affinitéts-

iiberexprimiert

chromatographie des Proteins mittels seiner
Strepll-Markierung  filhrte zu  einer
Aufreinigung (Abbildung 7A, Spur 5) und
Anreicherung (Abbildung 7B, Spur 5) des
AtUGlyAH-Kandidaten in der Elutions-
fraktion. Wie auch die Elutionen der
AtAAH und der A/UAH wurde diese
AtUGlyAH

Stickstoff

Elution der mdglichen

aliquotiert, in  fliissigem

eingefroren und bei -20°C gelagert. Um

seine Aktivitat als Ureidoglycin
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Abbildung 7 - Affinititsaufreinigung des
AtUGIyAH-Kandidaten aus N. benthamiana.
Verschiedene Fraktionen der Aufreinigung
wurden mit SDS-Gelelektrophorese getrennt
und anschlieBend mit (A) Coomassie Farbung
zur Gesamtproteindetektion und (B) Western
Blot zur Detektion des Strepll-markierten
Proteins dargestellt. Spur 1, 5 uyl Strep-Tag
protein ladder (IBA) als Marker; Spuren 2 - 6, 8
ul Proteinldésung pro Spur. Spur 2, Rohextrakt
mit den Idslichen Proteinen; Spur 3, Uberstand
nach Inkubation mit der Strep-Tactin
MacroPrep Matrix (IBA); Spur 4, Uberstand
nach dem flinften Waschschritt der Matrix; Spur
5, Proteinelution mit Biotin und Spur 6,
Restproteine an der Matrix nach der Elution.
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Abbildung 8 - Erster Aktivititstest des
AtUGIlyAH-Kandidaten.

Bestimmung der Reaktionsprodukte des
AtUGIyAH-Kandidaten in Gegenwart der
AtAAH. Als Substrat diente 1 mM Allantoat.
Gemessen wurde (A) die Freisetzung von
Ammoniak (Berthelot-Reaktion) und (B) die
Produktion von Ureidoglykolat (differenzielle
Glyoxylatanalyse). Die Quantifizierung der
Reaktionsprodukte  erfolgte  durch  einen
entsprechenden Standard.

Aminohydrolase zu testen, wurde ein
Aktivitatstest Zusammen mit der
aufgereinigten A//AAH und 1 mM Allantoat
als Substrat durchgefiihrt (sieche Kapitel
3.2.2.5). Gemessen wurde hier zum einen
Ammoniak (sieche Kapitel 3.2.2.5.1.1), da
eine Beschleunigung der Ammoniak-

freisetzung der AAH mit Allantoat durch

die zusitzliche enzymatische Aktivitit der

UGIyAH mit Ureidoglycin zu erwarten ist.
Zum anderen wurde die Bildung von
Ureidoglykolat gemessen (siche Kapitel
3.2.2.5.1.2), da dies das Produkt der
UGIyAH sein soll. Es konnte durch den
Zusatz des AfUGlyAH-Kandidaten weder
eine Beschleunigung der Ammoniak-
freisetzung der AtAAH aus Allantoat
beobachtet werden (Abbildung 8A) noch
die  Produktion von  Ureidoglykolat
(Abbildung 8B). Somit schien das YIbA-
orthologe Protein aus Arabidopsis keine
UGIlyAH-Funktion zu besitzen.

Da aufgrund der physischen Verbindung
von YIbA mit der AAH eine Beteiligung des
YIbA-Proteins am Ureidabbau vermutet
worden war, wurden verschiedene andere
Substrate getestet, um herausfinden, ob das
YIbA-Protein bzw. sein Ortholog aus
Arabidopsis eine alternative Funktion
besitzen konnte. Hier wurden Ureido-
glykolat, Glyoxylat und Harnstoff getestet
sowie verschiedene Substratkombinationen
(z.B. Ureidoglykolat & Ammonium oder
Glyoxylat und Harnstoff), um etwaige
Umkehrreaktionen zu {iberpriifen. Es zeigte
sich, dass das YIbA-Ortholog aus
Arabidopsis mit keinem dieser Substrate
bzw. Substratkombinationen irgendeine
Aktivitdt aufweist (Daten nicht gezeigt). So
war zu diesem Zeitpunkt unklar, ob und
wenn ja, mit welcher Aktivitit YIbA bzw.
das Arabidopsis-Ortholog am Ureidabbau

beteiligt ist.



Die UGlyAH in E. coli

Da das YIbA-Protein aus E. coli als
Ausgangspunkt fiir die Untersuchung der
moglichen  UGIyAHs in  Pflanzen
verwendet wurde, wobei dessen Funktion
auch in E. coli unbekannt war, sollte auch
diese Aktivitdt untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurden sowohl die Gene der
AAH (A4IIC) und der potenziellen UGlyAH
(YIbA) als auch das Gen der UUH (4/lA4)
mittels PCR von genomischer DNA aus E.
coli DHI10B amplifiziert. Anschlieend
wurden die Gene in einen bakteriellen
Expressionsvektor unter die Kontrolle eines
T7-Promotors und mit einer Sequenz zur C-
terminalen His-Markierung kloniert (siche
Kapitel 3.2.1.1.2). Die Proteine wurden in
E. coli BL21 tiberexprimiert (siche Kapitel
3.2.2.1.1) und anhand ihrer His-Markierung

affinitdtschromatographisch

(siehe Kapitel 3.2.2.2.1.1).

aufgereinigt

Alle drei Proteine konnten stark iiber-
exprimiert werden (Abbildung 9, Spuren 1,
2,7, 8, 13 & 14). Trotz teilweise groBer
Verluste an iliberexprimierten Proteinen in
den Pellets (Abbildung 9, Spuren 2, 8 &
14), konnten ausreichend 16sliche Proteine
in den Elutionen angereichert und
aufgereinigt werden (Abbildung 9, Spuren
5,6,11,12,17 & 18).

Um die Aktivitit von EcYIbA als
Ureidoglycin Aminohydrolase zu testen,

wurde auch hier ein Aktivitdtsversuch in
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Abbildung 9 - Affinitatsaufreinigung der
EcAAH, des EcUGIyAH-Kandidaten und der
EcUUH.

Die Aufreinigungsfraktionen der EcAAH (1 - 6),
des EcUGIyAH-Kandidaten (7 — 12) und der
EcUUH (13 — 18) wurden mittels SDS-Gelelek-
trophorese getrennt und mit Coomassie gefarbt.
Spuren 1 - 18, 8 pl Proteinlésung pro Spur.
Spuren 1, 7 & 13, Rohextrakte der loslichen
Proteine; Spuren 2, 8 & 14, Pellets mit den
unléslichen Proteinen; Spuren 3, 9 & 15,
Uberstande nach dreimaliger Inkubation mit der
Nickel-Sepharose Matrix (GE Healthcare);
Spuren 4, 10 & 16, Uberstand der vierten
Waschschritte der Matrix; Spuren 5, 11 & 17,
erste Proteinelutionen mit 200 mM Imidazol und
Spuren 6, 12 & 18, zweite Proteinelutionen mit
500 mM Imidazol.

Gegenwart der aufgereinigten EcAAH und
Allantoat als Substrat durchgefiihrt (siche
Kapitel 3.2.2.5).

Bei der Messung der Ammoniak-
freisetzung der EcAAH aus Allantoat
konnte hier die erhoffte Beschleunigung
durch den Zusatz der
EcUGIyAH (YIbA) beobachtet werden

(Abbildung 10A). Dariiber hinaus konnte

potenziellen

gezeigt werden, dass der Zusatz der
potenziellen UGIyAH zur AAH-Reaktion
mit  Allantoat zur Produktion von

Ureidoglykolat fiihrt (Abbildung 10B).
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Abbildung 10 -  Aktivititstest des
EcUGIyAH-Kandidaten.

Bestimmung der Reaktionsprodukte des
EcUGIyAH-Kandidaten in Gegenwart der
EcAAH und 1 mM Allantoat als Substrat.
Gemessen wurde (A) die Freisetzung von
Ammoniak (Berthelot-Reaktion) und (B) die
Produktion von Ureidoglykolat (differenzielle
Glyoxylatanalyse). Die Quantifizierung der
Reaktionsprodukte  erfolgte  durch  einen
entsprechenden Standard.

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass
die AAH ein Mol Ammoniak aus einem
Mol  Allantoat freisetzt und dabei
wahrscheinlich  Ureidoglycin  produziert.
Dieses Ureidoglycin ist sehr instabil und
zerfallt nichtenzymatisch zu einem weiteren
Mol Ammoniak, Glyoxylat und Harnstoff.

Der Zerfall des Ureidoglycins kann durch

die Zugabe von YIbA (UGlyAH-Kandidat)

verhindert ~ werden.  Dieses  Enzym
verwendet wahrscheinlich Ureidoglycin als
Substrat und setzt dieses unter Freisetzung
eines Molekiils Ammoniak zu Ureido-
glykolat um. Somit handelt es sich bei dem
UGIlyAH-Kandidaten YIbA aus E. coli
wahrscheinlich um eine

Aminohydrolase (UGlyAH), die das AAH-

Ureidoglycin
Reaktionsprodukt Ureidoglycin zu
Ureidoglykolat Um die
Reaktionsprodukte der AAH und UGlyAH

hydrolysiert.

nidher zu charakterisieren, wurde eine
polarimetrische Messung vorgenommen
(sieche Kapitel 3.2.2.5.2), bei der die
optische Drehung der Reaktionsprodukte
bestimmt wurde.

Die Bestimmung der optischen Drehung
wurde durchgefiihrt, um Riickschliisse auf
das entsprechend entstehende Enantiomer
zu ziehen, da sowohl Ureidoglycin als auch
Ureidoglykolat chirale Verbindungen sind.
Zu diesem Zweck wurde das achirale
Allantoat  enzymatisch  umgesetzt —
entweder von der aufgereinigten EcAAH
allein  oder  zusammen mit  der
aufgereinigten EcUGlyAH und die optische
Drehung der Reaktionsprodukte in einem
Jasco P — 1020 Polarimeter gemessen.

In beiden Fillen konnte eine negative
Drehung des jeweiligen Reaktionsproduktes
festgestellt werden (Abbildung 11). In der
EcAAH-Reaktion erfolgte nach etwa zehn

Minuten ein Riickgang der negativen
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Abbildung 11 - Optische Drehung der
EcAAH- und EcUGlyAH-Reaktionsprodukte.

Die Messung der optischen Drehung erfolgte in
einem Jasco P — 1020 Polarimeter bei 589 nm
wahrend des enzymatischen Umsatzes von 28
mM Allantoat durch EcAAH und EcAAH +
EcUGIyAH. Die Kontrolle erfolgte ohne Enzym.

Drehung zuriick zu keiner optischen
Drehung des Reaktionsproduktes. Anhand
dieses Versuches konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl das wahrscheinlich
produzierte  Ureidoglycin  als  auch
Ureidoglykolat in der negativ (-) —
drehenden = Form  gebildet  werden
(Abbildung 11). Dariiber hinaus unterstiitzt
dieser Versuch die Annahme, dass die AAH
das instabile Ureidoglycin produziert
welches nichtenzymatisch zum achiralen
Glyoxylat zerféllt. Das durch die UGIyAH
gebildete (-) - Ureidoglykolat ist hingegen
stabiler, so dass die Reaktionsmischung
ihre negative optische Drehung {iber die
Zeit beibehilt.

Bereits 1970 wurde festgestellt, dass es sich
bei (-) — Ureidoglykolat um das S -
Enantiomer handelt, wobel auch
angenommen wurde, dass das postulierte

Intermediat ~ Ureidoglycin als § —

Enantiomer entsteht (Gravenmade et al.,
1970). Zusammenfassend deuten diese
Versuche darauf hin, dass die AAH aus
Allantoat § — (-) Ureidoglycin produziert,
welches von der UGIyAH zu § - (-)
Ureidoglykolat umgesetzt wird.

Die UGIyAH in Arabidopsis 11

Nachdem gezeigt werden konnte, dass es
sich bei dem UGlyAH-Kandidaten YIbA
aus E. coli wahrscheinlich um die
Ureidoglycin ~ Aminohydrolase  handelt,
welche Ureidoglykolat produziert, entstand
die Frage, warum das Arabidopsis-Ortholog
diese Aktivitdt nicht aufzeigte. Hier wurde
nun vermutet, dass dies moglicherweise an
einem methodischen Problem liegt. Da das
Protein  aufgereinigt werden konnte
(Abbildung 7), gab es zwei Moglichkeiten,
warum es enzymatisch nicht aktiv war.
Erstens: Die Strepll-Markierung verhindert
die Aktivitit durch eine Anderung der
Tertidr- oder Quartirstruktur des Proteins
oder zweitens: Das Protein verliert seine
Aktivitdt wahrend des Aufreinigungs- und /
oder  Einfrierprozesses. = Um  diese
Moglichkeiten zu untersuchen, wurde der
AtUGlyAH-Kandidat erneut aufgereinigt
(siehe Kapitel 3.2.2.2.2.1) und direkt nach
der Elution (frisch) bzw. nach Einfrieren
der Elution in flissigem  Stickstoff
(gefroren) auf seine Aktivitdt hin getestet.
Hierbei einzeln

wurden der Elution



folgende Substanzen beigemischt, um
eventuelle Aktivititsverluste wéhrend des
Einfrierens zu verhindern: H,O (als
Kontrolle), Glycerol (verhindert Gefrieren
bei -20°C), MnCl, (als

Kofaktor), BSA (zur Erhohung der Dichte

moglichen

an hochmolekularen geldsten Substanzen
(macromolecular crowding)), aufgereinigte

AtAAH (zur Moglichkeit der

Komplexbildung), PEGu000 (macro-
molecular crowding) und KCl (zur
moglichen  Erhéhung  der  Protein-

l16slichkeit). Die  Aktivitdit der so
behandelten 4fUGlyAH-Elution wurde wie
zuvor in Gegenwart der aufgereinigten
AtAAH und Allantoat als Substrat getestet
(siche Kapitel 3.2.2.5). Hierbei wurde nur
die Ammoniakfreisetzung gemessen (siche
Kapitel 3.2.2.5.1.1) und das
zundchst auf  die
Beschleunigung  der  AtAAH-Reaktion

durch den AfUGlyAH-Kandidaten gelegt,

Hauptaugenmerk

so wie es auch im Fall des aktiven E. coli-
Proteins moglich war (Abbildung 10A).

Der Zusatz der frischen Elution des
AfUGlyAH-Kandidaten beschleunigte in
jeder Reaktion die Ammoniakfreisetzung
der AtAAH im  Vergleich  zur
Kontrollreaktion (letztes Saulenpaar) mit
nur der AtAAH in der Reaktion (Abbildung
12). Das weist daraufhin, dass zum einen
die Strepll-Markierung die Aktivitdt des

Enzyms nicht blockiert und zum anderen

das frisch aufgereinigte Enzym unabhéngig

E frisch H eingefroren
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Abbildung 12 - Zweiter Aktivitatstest des
AtUGIyAH-Kandidaten.

Bestimmung der Ammoniakproduktion nach
vierzigminitiger Reaktion des AfUGIyAH-
Kandidaten in Gegenwart der AtAAH. Als
Substrat diente Allantoat (1 mM). Die Elution
des AtUGIyAH-Kandidaten wurde mit
verschiedenen Substanzen versetzt und
uneingefroren (frisch) und nach Einfrieren in
flissigem Stickstoff (eingefroren) getestet. Die
verwendeten Substanzen waren: H,O, Glycerol,
MnCl,, BSA, AtAAH, PEG400 und KCI. Bei der
Kontrollreaktion wurde die AfUGIyAH-Elution
nicht zugesetzt (nur AfAAH). Die Quanti-
fizierung der Ammoniakfreisetzung erfolgte
durch einen Ammoniumstandard im Reaktions-
hintergrund.

vom Zusatz irgendeiner Substanz durchaus
die Aktivitét einer Ureidoglycin
Aminohydrolase aufzeigen kann. Wenn das
Enzym eingefroren wird, verliert es
vollstindig seine Aktivitit, es sei denn, es
wird zusammen mit BSA, der AtAAH oder
PEGuyy eingefroren (Abbildung 12). Der
Zusatz dieser drei Substanzen dient der
Erhéhung der Dichte an hochmolekularen
gelosten  Substanzen  (macromolecular
crowding) in der ansonsten sehr reinen
Elution. Dieser positive Effekt auf
Proteinaktivitdten wurde bereits umfassend

beschrieben (Ellis, 2001). Da BSA die



Proteinquantifizierung und —darstellung
storen und die ArAAH zusitzlich eine
unabhingige
AtUGlyAH-Kandidaten verhindern wiirde,
wurde sich fiir PEGuagg als Zusatz (zu 5%
(v/v) Endkonzentration) fiir die Puffer der

Aktivititsdarstellung  des

Aufreinigung entschieden.

Um die Aktivitdit des AUGIyAH-

Kandidaten als Ureidoglycin ~Amino-
hydrolase zu untersuchen, wurde seine
ureidoglykolatproduzierende Aktivitit in
Gegenwart der aufgereinigten AtAAH und
1 mM Allantoat als Substrat {iberpriift.

Ahnlich dem Ergebnis der EcUGIyAH
(Abbildung 10B) konnte auch hier eine
Produktion von Ureidoglykolat beobachtet
werden, wenn der 4/UGlyAH-Kandidat der
Reaktion der AtAAH mit

hinzugefiigt wurde (Abbildung 13). Dies

Allantoat

deutet darauf hin, dass es sich bei dem
orthologen Protein aus Arabidopsis ebenso
wie bei YIbA aus E. coli um eine
Ureidoglycin Aminohydrolase handelt.

Fiir die AfUGIyAH konnte hier durch eine
polarimetrische Messung gleichermalien
gezeigt werden, dass sie S - (-)

Ureidoglykolat produziert (Abbildung 14).

4.1.1.1.2 Der ALC — Weg

Um zu iiberpriifen, ob bei enzymatischen
Reaktionen generell das S — Enantiomer des

Ureidoglykolats gebildet wird, wurde auch

H AtAAH ® AtAAH + AUGIyAH
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Abbildung 13 - Ureidoglykolatproduktion
des AtUGIyAH-Kandidaten.

Bestimmung der Ureidoglykolatproduktion des
AtUGIyAH-Kandidaten in Gegenwart der A{AAH
und 1 mM Allantoat als Substrat. Gemessen
wurde die Produktion von Ureidoglykolat mittels
der differenziellen  Glyoxylatanalyse. Die
Quantifizierung des gebildeten Ureidoglykolats
erfolgte durch einen Glyoxylatstandard im
Reaktionshintergrund.
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Abbildung 14 - Optische Drehung des
AtUGIyAH-produzierten Ureidoglykolats.

Die Messung der optischen Drehung erfolgte in
einem Jasco P — 1020 Polarimeter bei 589 nm
wahrend des enzymatischen Umsatzes von 28
mM Allantoat durch AtAAH + AtUGIyAH. Die
Kontrolle erfolgte ohne Enzym.

ein allantoatabbauendes Enzym der
anderen Klasse (harnstofffreisetzend)
getestet. Diese Klasse an Enzymen —
(ALC) oder

genannt  Allantoicasen

Allantoat Amidinohydrolasen —

verwendet Allantoat als Substrat und



hydrolysiert dieses zu Ureidoglykolat.
Hierbei entsteht kein Intermediat, da die
Ureidogruppe  direkt  als  Harnstoff
abgespalten wird.

Um zu zeigen, welches Enantiomer des
Ureidoglykolats von einer Allantoicase
produziert wird, wurde das entsprechende
Gen aus Pseudomonas syringae DC3000
mittels PCR von der genomischen DNA
amplifiziert und in einen bakteriellen
Expressionsvektor unter die Kontrolle eines
T7-Promotors und mit einer Sequenz zur C-
terminalen His-Markierung kloniert (siche
Kapitel 3.2.1.1.2). Das Konstrukt wurde in
E. coli BL21 tiberexprimiert (siche Kapitel
3.2.2.1.1) und das Protein anhand seiner
His-Markierung aufgereinigt (siche Kapitel
3.2.2.2.1.1).

Die Allantoicase aus Pseudomonas konnte -
wie auch die Enzyme aus E. coli
(Abbildung 9) - erfolgreich iiberexprimiert,
aufgereinigt und angereichert werden
(Daten nicht gezeigt).

Zundchst wurde die Aktivitdit der
aufgereinigten Allantoicase mit Allantoat
als Substrat getestet (siche Kapitel 3.2.2.5)
und die Reaktionsprodukte bestimmt.
Gemessen wurden hierbei Ammoniak,
Harnstoff, Ureidoglykolat und Glyoxylat
(siehe Kapitel 3.2.2.5.1.1 und 3.2.2.5.1.2).
Wie erwartet, setzt die Allantoicase im
Gegensatz zur AtAAH (Abbildung 6) kein
Ammoniak sondern Harnstoff aus Allantoat
frei  und

produziert  Ureidoglykolat

(Abbildung 15).

Um zu bestimmen, welches Enantiomer des
Ureidoglykolats gebildet wird, wurde auch
hier  die

optische ~ Drehung  der

Reaktionsmischung wihrend des Umsatzes
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Abbildung 15 - Reaktionsprodukte der
PsALC.

Bestimmung der Reaktionsprodukte nach
zehnminutiger enzymatischer Reaktion von
PsALC mit 30 mM Allantoat als Substrat.
Gemessen wurden: Ammoniak, Harnstoff,
Ureidoglykolat und Glyoxylat. Die Detektion von
Ammoniak und Harnstoff (nach Umsatz mit
Urease zu Ammoniak) erfolgte mittels der
Berthelot-Reaktion. Ureidoglykolat und
Glyoxylat wurden mit Hilfe der differenziellen
Glyoxylatanalyse detektiert. Die Quantifizierung
der Reaktionsprodukte erfolgte durch einen
entsprechenden Standard.

PsALC —— ohne Enzym
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Abbildung 16 - Optische Drehung des
PsALC-produzierten Ureidoglykolats.

Die Messung der optischen Drehung erfolgte in
einem Jasco P — 1020 Polarimeter bei 589 nm
wahrend des enzymatischen Umsatzes von 28
mM Allantoat durch PsALC. Die Kontrolle
erfolgte ohne Enzym.



von achiralem Allantoat durch PsALC
gemessen (siehe Kapitel 3.2.2.5.2).

Es zeigte sich, dass auch dieser
enzymatische Umsatz des Allantoats zur
Produktion von S — (-) Ureidoglykolat fiihrt
(Abbildung 16).

Diese Experimente verkniipfen zum ersten
Mal die

genetische  Identifizierung,

Aufreinigung  und  Aktivitdt  einer
Allantoicase mit der Produktion von
Harnstoff und S — (-) Ureidoglykolat.
Dariiber hinaus weist dieses Experiment
nach, dass enzymatisch das S — Enantiomer
des  Ureidoglykolats  generiert  wird,
unabhéngig von der

Enzymklasse.

beteiligten

4.1.1.2 Vom Ureidoglykolat zum
Glyoxylat

Auch fiir Ureidoglykolat sind zwei Klassen
an katabolischen Enzymen bekannt, die
(wie bei Allantoat) entweder ammoniak-
oder harnstofffreisetzend sind.
Die  ammoniakfreisetzenden = Enzyme
bezeichnet man als Ureidoglykolat Amido-
hydrolasen (UAHs) und die harnstoff-
freisetzenden Enzyme als Ureidoglykolat
Urea Hydrolasen (UUHs). Bei beiden
Klassen soll Glyoxylat das Endprodukt

sein.

4.1.1.2.1 Der UAH — Weg

Im Rahmen zweier Diplomarbeiten wurden
bereits erste Hinweise darauf gefunden,
dass in Arabidopsis der Ureidoglykolat-
abbau durch eine ammoniakfreisetzende
UAH vermittelt wird (Werner, 2007;
Przybycin, 2008). Das entsprechende
Enzym wurde zusammen mit der AAH
genetisch identifiziert (in Werner, 2007
noch als AtAAH-2 bezeichnet mit bereits
starken Hinweisen auf eine UAH-Funktion)
und im aufgereinigten Zustand biochemisch
charakterisiert (Przybycin, 2008).

Zum ersten Mal konnte eine UAH
genetisch identifiziert werden und im
aufgereinigten Zustand deren Aktivitit
gezeigt und untersucht werden (Werner et
al., 2010).

Es konnte bereits dargestellt werden, dass
durch die UAH-Reaktion mit
Ureidoglykolat Ammoniak freigesetzt wird
und Glyoxylat entsteht (Przybycin, 2008).

Hierbei gab es bereits erste Hinweise

darauf, dass die UAH stereospezifisch nur

ein Enantiomer des Ureidoglykolats
umsetzt,  wobel sie  aus diesem
wahrscheinlich zwei Mol Ammoniak

freisetzt und ein Mol Glyoxylat generiert.

Um diese Daten zu validieren, wurde die
Aktivitat der aufgereinigten AfUAH (siehe
Kapitel 3.2.2.2.2) zundchst mit 1 mM
racemischem Ureidoglykolat untersucht

(sieche Kapitel 3.2.2.5) und die dabei



entstehende Ammoniakmenge iiber die Zeit
quantifiziert (sieche Kapitel 3.2.2.5.1.1).
Die AfUAH setzt aus 1 mM racemischem

m AtAAH AtUAH

Ammoniak [mM]

O O u
0.0 —— . ; : .
02 25 50 75 100 125 150 175

Reaktionszeit [min]

Abbildung 17 — Ammoniakproduktion der
AtUAH mit racemischem Ureidoglykolat.
Bestimmung der Ammoniakproduktion der
AtUAH mit 1 mM racemischem Ureidoglykolat
als Substrat. Gemessen wurde die Produktion
von Ammoniak mittels der Berthelot-Reaktion.
Die Quantifizierung des gebildeten Ammoniaks
erfolgte durch einen Ammoniumstandard im
Reaktionshintergrund. Die Kontrolle erfolgte mit
der AtAAH.
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Abbildung 18 - Ureidoglykolatumsatz der
AtUAH mit racemischem Ureidoglykolat.
Bestimmung des Ureidoglykolatumsatzes der
AtUAH mit 2 mM racemischem Ureidoglykolat
als Substrat. Gemessen wurde die Abnahme
von Ureidoglykolat mittels der differenziellen
Glyoxylatanalyse. Die Quantifizierung des
Ureidoglykolats erfolgte durch einen Glyoxylat-
standard im  Reaktionshintergrund.  Die
Kontrolle erfolgte ohne Enzym. Fehlerbalken
sind Standardabweichung (n = 3).

Ureidoglykolat 1 mM Ammoniak frei
(Abbildung 17). Dies deutet entweder
darauf hin, dass die UAH beide
Enantiomere des Ureidoglykolats (ein Mol)
umsetzt, wobei sie aus jedem nur ein Mol
Ammoniak freisetzt oder alternativ, dass die
UAH nur ein Enantiomer (ein halbes Mol)
umsetzt und aus diesem dann zwei Mol
Ammoniak freisetzt. Um zu tiberpriifen, ob
die AfUAH nur ein Enantiomer des
Ureidoglykolats umsetzt, wurde eine
Aktivitditsmessung mit 2 mM racemischen
Ureidoglykolat durchgefiihrt (siche Kapitel
32.2.5) und die Abnahme  der
Substratmenge iiber die Zeit quantifiziert
(siche Kapitel 3.2.2.5.1.2).

Es zeigte sich, dass die AflUAH nur 1 mM
Ureidoglykolat aus 2 mM racemischem
Ureidoglykolat  hydrolysiert (Abbildung
18). Somit ist sie stereospezifisch und
verwendet nur ein Enantiomer des
Ureidoglykolats als Substrat.

Um festzustellen, welches Enantiomer des
Ureidoglykolats von der UAH verwendet
wird, wurde die Allantoicase als Hilfsmittel
benutzt, um in einer Vorreaktion (Daten
nicht gezeigt) aus Allantoat reines S — (-)
Ureidoglykolat (siehe Abbildung 16) zu
produzieren. Dieses wurde als Substrat (1
mM) fliir eine anschlieBende UAH-
Aktivitdtsmessung liber die Zeit verwendet
(siche Kapitel 3.2.2.5). Gemessen wurden
Harnstoft,

hierbei Ammoniak,

Ureidoglykolat und Glyoxylat (siche



Kapitel 3.2.2.5.1.1 und 3.2.2.5.1.2).

Es stellte sich heraus, dass die A7TUAH das
PsALC-produzierte S — (-) Ureidoglykolat
vollstindig hydrolysiert und &quimolar
Glyoxylat daraus generiert (Abbildung
19B). Dabei entstchen 2 mM Ammoniak
pro 1 mM Ureidoglykolat und kein

PsALC PsALC + AtUAH
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Harnstoff (Abbildung 19C und D). Dieses
Experiment deutet zusammen mit dem
Vorherigen (Abbildung 18) darauf hin, dass
die AfUAH spezifisch nur S - (-)
Ureidoglykolat als Substrat verwendet und
aus diesem unter Ammoniakfreisetzung

Glyoxylat produziert.

4.1.1.2.2 Der UUH — Weg

Im Rahmen der Untersuchung der

ureidabbauenden Enzyme aus E. coli wurde
auch hier das ureidoglykolatabbauende
Enzym (AllA) betrachtet. Es gab Hinweise
darauf, dass es sich bei AllA um eine
harnstofffreisetzende Ureidoglykolat Urea
Hydrolase (UUH) handelt. Um diese

Annahme anhand des aufgereinigten

Enzyms zu Dbestitigen, wurde eine

Aktivititsmessung mit Ureidoglykolat als
Substrat durchgefiihrt (Kapitel 3.2.2.5) und
die Produktion von Ammoniak bzw.

Harnstoff (Kapitel 3.2.2.5.1.1) durch die

Abbildung 19 - Reaktionsprodukte der
AtUAH mit S — (-) Ureidoglykolat.

Bestimmung der Reaktionsprodukte wahrend
der enzymatischen Reaktion von AfUAH mit 1
mM PsALC-produziertem S — (-) Ureidoglykolat
als Substrat. Gemessen wurden: (A) Ureido-
glykolat, (B) Glyoxylat, (C) Ammoniak und (D)
Harnstoff. Die Detektion von Ammoniak und
Harnstoff (nach Umsatz mit Urease zu
Ammoniak) erfolgte mittels der Berthelot-
Reaktion. Ureidoglykolat und Glyoxylat wurden
mit Hilfe der differenziellen Glyoxylatanalyse
detektiert. Die Quantifizierung der Reaktions-
produkte erfolgte durch einen entsprechenden
Standard. Die Kontrolle erfolgte ohne Enzym.
Fehlerbalken sind Standardabweichung (n = 3).



aufgereinigte EcUUH (Abbildung 9)
untersucht. Nach fiinfundzwanzigminiitiger
Reaktionszeit der EcUUH mit
Ureidoglykolat als Substrat wurde der
entstandene ~ Harnstoff —mit  Urease
umgesetzt, um das resultierende Ammoniak

in einer kolorimetrischen Reaktion sichtbar

zu machen.
EcUUH ¢ ohne Enzym
EcUUH (+) + ohne Enzym (+)
25
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Abbildung 20 - Harnstoffproduktion der
EcUUH mit racemischem Ureidoglykolat.
Bestimmung der Ammoniak- bzw.
Harnstoffproduktion der EcUUH mit 2 mM
racemischem Ureidoglykolat als Substrat.
Gemessen wurde die Produktion von
Ammoniak mittels der Berthelot-Reaktion. Der
wahrend der Reaktion entstehende Harnstoff
wurde durch Zugabe von 10 mU Urease (+) zu
Ammoniak umgesetzt. Die Quantifizierung des
gebildeten Ammoniaks erfolgte durch einen
Ammoniumstandard im Reaktionshintergrund.
Die Kontrolle erfolgte ohne Enzym.

Es konnte bestitigt werden, dass es sich bei
EcAllA um eine ureidoglykolatabbauende
UUH handelt, die Harnstoff und nicht
Ammoniak aus Ureidoglykolat freisetzt, da
erst die Zugabe von Urease zur EcUUH-
Reaktion zu einer Ammoniakproduktion

fiihrte (Abbildung 20). Hierbei wird

wahrscheinlich dhnlich der UAH-Reaktion
auch nur ein Enantiomer des
Ureidoglykolats (entspricht hier je 1 mM)
als Substrat verwendet, da die freigesetzte
Ammoniakmenge 2 mM betrigt, welche
aus 1 mM Harnstoff freigesetzt wird. Da
Harnstoff und Ureidoglykolat in dieser
Reaktion in einem dquimolaren Verhiltnis
stehen (ein Mol Harnstoff entsteht pro
einem Mol Ureidoglykolat, das abgebaut
wird), kann der Riickschluss auf eine
enantiomerenspezifische UUH gezogen
werden, die Ureidoglykolat zu Glyoxylat

unter Harnstofffreisetzung abbaut.

4.1.1.3 Der vollstdndige Abbau des
Allantoats

Die vorherigen Experimente haben gezeigt,
dass Allantoat auf zwei verschiedene
Weisen zu Ureidoglykolat abgebaut werden
kann. Der harnstofffreisetzende Weg wird
durch Allantoicasen vermittelt und fiihrt zur
Produktion von § - Ureidoglykolat. Der
ammoniakfreisetzende Weg wird von der
AAH zunichst eingeleitet, wobei hier
Hinweise auf das Entstehen von
Ureidoglycin gefunden werden konnten.
Zum ersten Mal konnte nachgewiesen
werden, dass durch die Reaktion der AAH
kein Ureidoglykolat entsteht und ein
weiteres Enzym fiir die Synthese von
Dieses

Ureidoglykolat  bendtigt  wird.

Enzym konnte genetisch identifiziert



werden und  seine  Aktivitit  als
ureidoglykolatproduzierende Ureidoglycin
Aminohydrolase dargestellt werden. Erst
durch dieses Enzym kommt es beim
ammoniakfreisetzenden Abbau des
Allantoats zur Produktion von
Ureidoglykolat. Auch hier entsteht das S -
Enantiomer des Ureidoglykolats, was
darauf hindeutet, dass Ureidoglykolat in
lebenden Systemen generell als § -

Enantiomer generiert wird. Dariiber hinaus

konnte dargelegt werden, dass auch
Ureidoglykolat iiber ein
Harnstoffintermediat oder ohne
Harnstofffreisetzung  abgebaut  werden

kann. Der harnstofffreisetzende Weg wird
durch  UUHs  vermittelt und  der
ammoniakfreisetzende Weg durch UAHs.
Fir die UAHs

konnte  weiterhin

nachgewiesen werden, dass sie
stereospezifisch nur S - Ureidoglykolat als
Substrat verwenden. Diese Experimente
und die folgenden zeigen zum ersten Mal
die jeweiligen enzymatischen Aktivititen
im  Ureidabbau  mit  aufgereinigten
Enzymen.

Da sowohl die allantoatabbauenden und
ureidoglykolatproduzierenden als auch die
ureidoglykolatabbauenden und
glyoxylatproduzierenden = Enzyme  des
Stoffwechselweges identifiziert und
charakterisiert wurden, sollte nun
untersucht werden, ob diese zusammen in

vitro in der Lage sind, Allantoat vollstindig

zu Glyoxylat zu katabolisieren. Es sollte
iiberpriift werden, ob die Reaktionen des
Stoffwechselweges komplett durch diese

Enzyme katalysiert werden konnen.

4.1.1.3.1 Der Allantoatabbau in E. coli
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Abbildung 21 - Allantoatabbau durch die
Enzyme aus E. coli.

Bestimmung der Reaktionsprodukte wahrend
der enzymatischen Reaktion der EcAAH,
EcUGIyAH und EcUUH mit 1 mM Allantoat als
Substrat. Gemessen wurden: (A) Ammoniak,
(B) Harnstoff, (C) Ureidoglykolat und (D)
Glyoxylat. Die Detektion von Ammoniak und
Harnstoff (nach Umsatz mit Urease zu
Ammoniak) erfolgte mittels der Berthelot-
Reaktion. Ureidoglykolat und Glyoxylat wurden
mit Hilfe der differenziellen Glyoxylatanalyse
detektiert. Die Quantifizierung der Reaktions-
produkte erfolgte durch einen entsprechenden
Standard. Fehlerbalken sind SD (n = 3).

Um zu untersuchen, ob die AAH, die
UGIyAH und die UUH ausreichen, um in
E. coli Allantoat vollstindig zu Glyoxylat
umzusetzen, wurde eine Aktivititsmessung
mit allen Enzymen und Allantoat als
Substrat durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Reaktionsprodukte Ammoniak, Harnstoff,
Ureidoglykolat und Glyoxylat {iiber die
Reaktionszeit bestimmt.

Die EcAAH baut 1 mM Allantoat ab, wobei
siec 1 mM Ammoniak abspaltet und
hochstwahrscheinlich 1 mM Ureidoglycin
produziert. Dieses ist sehr instabil und
zerfiallt zu 1 mM Ammoniak, 1 mM
Harnstoff und 1 mM Glyoxylat. Diese
Annahme wird durch die Beobachtung
gestlitzt, dass das erste mM Ammoniak aus
Allantoat sehr schnell freigesetzt wird
(innerhalb der ersten fiinf Minuten),
wohingegen die Freisetzung des zweiten
mM Ammoniak, sowie die Entstehung von
1 mM Harnstoff und 1 mM Glyoxylat bis
zum Reaktionsende andauert (Abbildung
21A, B & D). Dies deutet auf einen

schellen ersten enzymkatalysierten Schritt

und einen zweiten  unkatalysierten
Zerfallsschritt hin. Der Zusatz der EcUUH
zur EcAAH-Reaktion fiihrt zum gleichen
Ergebnis, da die UUH in dieser Reaktion
ohne Substrat (Ureidoglykolat) bleibt und
somit keinen Einfluss auf die Reaktion
nimmt. Fiigt man allerdings die EcUGlyAH
zur EcAAH-Reaktion hinzu, kommt es
sogar zur Freisetzung beider mM
Ammoniak innerhalb der ersten fiinf
Minuten (Abbildung 21A). Das zeigt, dass
die EcUGIyAH die Freisetzung des zweiten
mM Ammoniak enzymatisch katalysiert.
AuBerdem entsteht nur im Zusammenspiel
dieser beiden Enzyme Ureidoglykolat
(Abbildung 21C) und die Bildung der
Zerfallsprodukte Glyoxylat und Harnstoff
wird verhindert (Abbildung 21B & D).
Setzt man alle drei Enzyme zusammen in
eine Reaktion mit 1 mM Allantoat ein,
werden zunéchst durch die EcAAH und die
EcUGIyAH 2 mM Ammoniak abgespalten
und 1 mM Ureidoglykolat produziert
(Abbildung 21A & C). Dieses akkumuliert
aufgrund der Reaktionsgeschwindigkeit
dieser beiden ersten Enzyme voriibergehend
leicht in der Reaktionsmischung, wird dann
aber innerhalb der ersten zwanzig Minuten
vollstindig von der EcUUH zu 1 mM
Harnstoff und 1 mM Glyoxylat umgesetzt
(Abbildung 21B & C). Die gesteigerte
Geschwindigkeit der Harnstoff- und

Glyoxylatfreisetzung ldsst auch hier auf



eine enzymkatalysierte Reaktion schlieBBen.
Somit kann man sagen, dass in E. coli
durch diese drei Enzyme Allantoat
vollstindig abgebaut werden kann, wobei
hier der Stickstoff aus 1 Mol Allantoat in
Form von zwei Mol Ammoniak und einem
Mol Harnstoff freigesetzt wird und ein Mol

Glyoxylat entsteht.

4.1.1.3.2 Der Allantoatabbau in
Arabidopsis thaliana

Die Ergebnisse aus den Experimenten mit
den Enzymen aus Arabidopsis deuteten an,
dass der vollstindige Abbau des Allantoats
auch hier wahrscheinlich durch das
dieser  drei

Zusammenspiel Enzyme

katalysiert ~ wird. Analog zu den
Experimenten fiir die Enzyme aus E. coli
wurden auch fiir die pflanzlichen Enzyme
durch-

geflihrt, bei denen die Reaktionsprodukte

kombinierte =~ Enzymmessungen

uber die Zeit bestimmt wurden.
Es zeigte sich, dass die AtAAH sehr schnell
1 mM Ammoniak aus 1 mM Allantoat

Abbildung 22 - Allantoatabbau durch die
Enzyme aus Arabidopsis thaliana.
Bestimmung der Reaktionsprodukte wahrend
der enzymatischen Reaktion der AfAAH,
AtUGIyAH und AfUAH mit 1 mM Allantoat als
Substrat. Gemessen wurden: (A) Ammoniak,
(B) Harnstoff, (C) Ureidoglykolat und (D)
Glyoxylat. Die Detektion von Ammoniak und
Harnstoff (nach Umsatz mit Urease zu
Ammoniak) erfolgte mittels der Berthelot-
Reaktion. Ureidoglykolat und Glyoxylat wurden
mit Hilfe der differenziellen Glyoxylatanalyse
detektiert. Die Quantifizierung der Reaktions-
produkte erfolgte durch einen entsprechenden
Standard. Fehlerbalken sind SD (n = 3).

freisetzt und das mogliche Intermediat
Ureidoglycin dann langsamer zu einem
weiteren mM Ammoniak, 1 mM Harnstoff
und 1 mM Glyoxylat zerfdllt (Abbildung
22A, B & D). Der Zusatz der

ureidoglykolatabbauenden AtUAH
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beeinflusst die AAH-Reaktion nicht,
wohingegen der Zusatz der ArUGlyAH
sowohl die Ammoniakfreisetzung aus
Allantoat beschleunigt als auch zur
Produktion von

(Abbildung

Ureidoglykolat  fiihrt
22A & C). Dieses
Ureidoglykolat wird in der Drei-Enzym-
Reaktion in Gegenwart der AfUAH von
dieser als Substrat verwendet, um weitere 2
mM Ammoniak und 1 mM Glyoxylat zu
generieren (Abbildung 22A & D). Nur
durch die Aktivitdt aller drei Enzyme wird
der  Purinringstickstoff aus  Allantoat
vollstindig als Ammoniak freigesetzt. Dies
weist darauf hin, dass alle drei Enzyme aus
Arabidopsis thaliana nétig und ausreichend
sind, um  Allantoat komplett zu
hydrolysieren. Hierbei wird der gesamte
Stickstoff (vier Mol) aus 1 Mol Allantoat
als Ammoniak freigesetzt und Glyoxylat

entsteht.

4.2 Der Ureidabbau in
Arabidopsis thaliana

Im vorherigen Kapitel wurden die
enzymatischen Aktivititen der Proteine aus
Arabidopsis thaliana dargestellt. Diese in
vitro Aktivititen sollen im Folgenden
zweifelsfrei belegt werden. Dariiber hinaus
soll die in vivo Funktion und Relevanz
dieser Enzyme in Arabidopsis thaliana

untersucht werden. Es soll herausgefunden

werden, ob die gemessenen in Vvitro
Aktivititen der Enzyme auch ihrer in vivo
Funktionen entsprechen konnen und in wie
fern sie dabei relevant sind.

Da zum Abbau der Ureide auch der Abbau
des Allantoins gehort, soll dieser im
Folgenden mit betrachtet werden. Das
allantoinabbauende Enzym Allantoinase
(ALN) wurde bereits zu Beginn des
Projektes in  Arabidopsis  thaliana
identifiziert und sein Gen in verschiedene
Expressionsvektoren kloniert (Werner et
al., 2008). Biochemische Analysen wurden
bisher nicht durchgefiihrt, allerdings seine
in vivo Relevanz in Arabidopsis mittels T-

DNA-Insertionslinien gezeigt (Yang und
Han, 2004; Werner et al., 2008).

4.2.1 Die beteiligten Enzyme

Um die normalerweise  verwendete

kolorimetrische Bestimmung der
Reaktionsprodukte (Allantoin, Allantoat,
Ureidoglykolat und  Glyoxylat) zu
validieren, wurden die Reaktionsprodukte
der Enzyme im folgenden Experiment
NMR-Spektroskopie

mittels detektiert.

Hier sollte auch die Bildung von
Ureidoglycin bestitigt werden. wurde eine
Aktivitdtsmessung mit allen vier Enzymen
aus Arabidopsis (ALN, Es AAH, UGIyAH
und UAH) und 2 mM racemischem "“C-

"N-Allantoin als Substrat durchgefiihrt.



Nach zweistiindiger Reaktionszeit der Enzyme mit diesem Substrat wurde das
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Abbildung 23 - "*C-NMR-Analyse des volistindigen Ureidabbaus durch die Enzyme aus A.
thaliana.

NMR-Signal (A) des Reaktionspuffers mit 2 mM racemischem ">C-"°N-Allantoin (1), (B) wie (A) nach
zweistlindiger Reaktion mit AtALN, (C) wie (B) mit zusatzlicher AtAAH, (D) wie (C) mit zuséatzlicher
AtUGIyAH und (E) wie (D) mit zusatzlicher AtUAH. (2) — (5): markiertes C2-Atom des Allantoats (2),
des Ureidoglycins (3), des Glyoxylats (4) und des Ureidoglykolats (5). Die Identifizierung der
Reaktionsprodukte erfolgte durch einen entsprechenden Standard der jeweiligen Reinsubstanz im
Reaktionshintergrund. Die NMR-Analyse und -Auswertung wurde von Dr. Schafer durchgefihrt.



Reaktionsgemisch in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Kurz nach dem Auftauen
wurden die Proben dann mittels NMR-
Spektroskopie vermessen. Als Standard
dienten hier jeweils 20 mM der
unmarkierten Reinsubstanz (fiir Allantoat,
Ureidoglykolat und Glyoxylat).

Die NMR-Spektroskopie und  deren
Auswertung wurden hierbei von Dr.
Schéfer
durchgefiihrt.

Die AtALN setzt die

in der Organischen Chemie
Hilfte des
racemischen Allantoins (entspricht 1 mM)
zu Allantoat um. Aus diesem Grund kénnen
in der ALN-Reaktion sowohl das
verbleibende Enantiomer des Allantoins als
auch das gebildete Allantoat detektiert
werden (Abbildung 23B 1 & 2). Das von
der AtALN gebildete Allantoat wird von
der AtAAH als Substrat verwendet, um aus
diesem Ureidoglycin zu produzieren. Da
dieses  schnell  zerfdllt, ist nach
zweistiindiger Reaktionszeit nur noch ein
kleiner Peak von Ureidoglycin detektierbar
(Abbildung 23C 3). Allerdings ist dies der
erste direkte Nachweis von Ureidoglycin
tiberhaupt. Das gebildete Ureidoglycin
zerfillt ohne weiteren enzymatischen
Umsatz zu Glyoxylat (Abbildung 23C 4).
Dieser Zerfall wird durch die Reaktion der
AtUGIyAH verhindert (Abbildung 23 D),
wobei sie aus Ureidoglycin Ureidoglykolat
produziert (Abbildung 23D 5). Dieses

Ureidoglykolat wird wiederum von der

AfUAH als Substrat verwendet und zu
Glyoxylat (Abbildung 23E 4) abgebaut.
Dieses Experiment weist zum einen die
Reaktionsprodukte der jeweiligen Enzyme
direkt nach und belegt hierbei die Bildung
von Ureidoglycin und zeigt zum anderen,
dass Allantoin durch die aufeinander-
folgenden Aktivititen dieser vier Enzyme
aus Arabidopsis thaliana vollstindig zu
Glyoxylat abgebaut werden kann.

Fiir eine weiterfilhrende biochemische
Charakterisierung der ureidabbauenden
Enzyme aus Arabidopsis, wurden ihre
enzymkinetischen = Parameter bestimmt.
Dies war fiir die AfUGlyAH nicht mdglich,
da Ureidoglycin als Substrat zu instabil fiir
eine derartige Analyse ist. Es wurden sechs
verschiedene Substratkonzentrationen pro
Enzym eingesetzt und die Reaktions-
dreifach

geschwindigkeiten jeweils

bestimmt.

Tabelle 14: die enzymkinetischen Parameter
der ureidabbauenden Enzyme aus
Arabidopsis thaliana

Kn spezif. Kcat katalyt.
Aktivitat Effizienz

UM Umg' |s (s'M)’

AtALN | 54720 | 973,3 879,7 | 1,61 10°
AtAAH | 54,7 62,7 55,5 | 1,01 10°
AtUAH | 24,8 17,0 14,5 | 5,8510°

Wie in Tabelle 14 dargestellt ist, scheinen
die  Enzyme in  ihrer  Aktivitét
unterschiedlich reguliert zu sein. Die
AtALN bendtigt eine etwa hundertfach
hoéhere Substratkonzentration, um

halbmaximale Geschwindigkeit zu




erreichen 1m Vergleich zur AtAAH.
Allerdings ist sie auch etwa sechzehnmal so
schnell in ihrer Produktbildung wie die
AtAAH. Dies fithrt dazu, dass die AtAAH
sechsmal so effizient ist wie die AfALN.
Die AfUAH hingegen bendétigt etwa nur die
Hélfte der Substratkonzentration der
AtAAH, ist dafiir aber viermal langsamer in

ihrer Produktbildung und somit nur halb so

effizient.

4.2.2 Subzellulare Lokalisation

Um herauszufinden in welchem
Kompartiment der Ureidabbau in der Zelle
stattfindet, wurden die beteiligten Enzyme
subzelluldr lokalisiert.

In Kooperation mit Dr. Imogen Sparkes

konnte fir die AtALN und AfAAH bereits

AtUGIyAH-YFP

gezeigt werden, dass sie hauptsdchlich im
ER lokalisiert sind (Werner et al., 2008).
Auch die AfUAH wurde in diesem
Zusammenhang im ER lokalisiert (Daten
unveroffentlicht).

Da fiir die Suche nach der AfUGlyAH das
Vorhandensein einer potenziellen ER-
Zielsequenz ein Ausschlusskriterium war
und die AfUGIyAH eine solche besitzt
(Werner et al., 2010), sollte nun iiberpriift
werden, ob sie auch tatsdchlich so wie die
anderen Enzyme des Ureidabbaus im ER
lokalisiert ist.

Hierfiir wurde das entsprechende Gen der
AtUGIlyAH in  einen  pflanzlichen
Expressionsvektor unter die Kontrolle eines
35S-Promotors und mit einer Sequenz zur
C-terminalen

YFP-Markierung kloniert

(sieche Kapitel 3.2.1.1.1). Nach der

GFP-HDEL

Uberlagerung

Abbildung 24 — Subzellulare Lokalisation von AtUGIyAH in Nicotiana tabacum.

AtUGIyAH-YFP wurde zusammen mit dem ER-Marker GFP-HDEL transient in Blattepidermiszellen
von Nicotiana tabacum Uberexprimiert. Die Bilder wurden mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops
erstellt. Die transiente Ko-Expression und konfokale Mikroskopie wurde von Dr. Sparkes durchgefihrt.



Transformation von Agrobakterien mit
diesem Konstrukt

3.2.1.2.1.2),

(siehe Kapitel
wurden diese fiir eine
transiente Uberexpression zu Dr. Sparkes
geschickt, die im Zuge unserer Kooperation
auch fiir die AfUGIyAH die subzelluldre
Lokalisation untersuchte. Es wurden hierfiir
Nicotiana tabacum Pflanzen verwendet, die
sowohl das zu lokalisierende Protein
AtUGIyAH-YFP als auch jeweils einen
Organellenmarker  transient  {iberexpri-
mierten.

Es konnte experimentell bestitigt werden,
dass auch die AfUGIyAH hauptsidchlich im
ER lokalisiert ist, da das YFP-Konstrukt
dieses Proteins mit dem ER-Marker GFP-

HDEL  ko-lokalisiert ~ (Abbildung 24

Uberlagerung).
Dartiber hinaus wurden stabil
exprimierende  Arabidopsislinien  mit

diesem Konstrukt hergestellt (siche Kapitel
3.2.1.2.2.2), um die Ergebnisse aus dem
heterologen Expressionssystem zu
bestitigen.

Auch hier kann sowohl in Bléttern als auch
in Wurzeln von Arabidopsis thaliana ein
Expressionsmuster erkannt werden, dass
auf eine ER-Lokalisation der AfUGIyAH
hindeutet (Abbildung 25).

Somit konnte fiir alle ureidabbauenden
Enzyme in Arabidopsis thaliana gezeigt
werden, dass sie hauptsdchlich im ER
lokalisiert sind. Das bedeutet, dass die

letzten Schritte des Purinabbaus, in denen

Wurzel

Abbildung 25 - Subzellulare Lokalisation
von AtUGIyAH in Arabidopsis thaliana.
AtUGIyAH-YFP-Uberexprimierten Arabidopsis-
linien wurden fir eine Lokalisationsstudie im
homologen System verwendet. Die Detektion
des markierten Proteins erfolgte mittels
konfokaler Mikroskopie, welche von Dr.
Sparkes durchgeflihrt wurde.

der Ringstickstoff als Ammoniak frei-
gesetzt wird, im ER der Pflanzenzelle

stattfinden.

4.2.3 Komplexbildung der
Enzyme

Da zum einen gezeigt werden konnte, dass
alle ureidabbauenden Enzyme im ER
lokalisiert sind und zum anderen, dass
wihrend des Allantoatabbaus instabile
Reaktionsintermediate entstehen, sollte nun
untersucht werden, ob die Enzyme
moglicherweise einen Komplex bilden, in
welchem der gesamte oder auch nur ein
Teil des Allantoatabbaus katalysiert wird.
Dies wire aufgrund ihrer gemeinsamen
Lokalisation mdglich und wiirde die
Gesamtabbaugeschwindigkeit der Ureide
erhéhen. Hierbei konnten  zuséitzlich
unkatalysierte Zerfallsreaktionen instabiler

Intermediate vermieden werden, wenn die



Produkte von Enzym zu Enzym
weitergeben werden (substrate channeling).
Um zu untersuchen, ob diese Enzyme in der
Lage sind, miteinander zu interagieren,
wurde eine Koimmunoprézipitationsanalyse
durchgefiihrt. Hierbei wurden die Enzyme
paarweise transient in  Nicotiana
benthamiana koexprimiert (siche Kapitel
3.2.1..2.2.1), wobei jeweils ein Enzym eine

Strepll-Markierung trug und das andere
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Abbildung 26 - Interaktionsstudie der

Enzyme aus Arabidopsis thaliana.

Strepll- (A) und Myc- (B) markierte Arabidopsis
Enzyme wurden paarweise transient in
Nicotiana  benthamiana koexprimiert. Die
Aufreinigung des Komplexes erfolgte mittels
Strepll-Affinitdtschromatographie  (C).  Die
Fahigkeit der koexprimierten Enzyme zur
Komplexbildung wurde anhand des Myc-
Signals in der Aufreinigung (D) visualisiert. Die
Kontrollen erfolgten ohne Expression Strepll-
markierter Proteine. Die Analyse wurde mittels
Western Blot unter Verwendung von
StrepTactin-AP  Konjugat zur Detektion der
Strepll-markierten Enzyme bzw. mittels Anti-c-
Myc- und  Anti-Maus-AP-Antikrper  zur
Detektion der Myc-Markierung durchgefiihrt.

Enzym eine Myc-Markierung. Mittels der
Strepll-Markierung des einen Proteins
wurde der mogliche Komplex aufgereinigt
(siche Kapitel 3.2.2.2.2.2) und mittels der
Myc-Markierung des anderen Proteins der
Komplex auf einem Western Blot detektiert
(siehe Kapitel 3.2.2.4.3).

Anhand dieses Experimentes kann eine
zwischen den

starke Interaktion

allantoatabbauenden = Enzymen  ausge-
schlossen werden. Die jeweiligen Enzyme
interagieren in allen Féllen mit sich selbst
(Abbildung 26D 1, 5 & 10), wobei sie
wahrscheinlich Homodimere oder andere
Homomultimere bilden.

Fiir die AtAAH (Werner et al., 2008) und
AfUAH (laborinterne Daten) konnte eine
dimere Form des jeweiligen Enzyms bereits
nachgewiesen werden. Es kommt zu keiner
Interaktion untercinander (weder als
Heteromer noch als Komplex), da in keiner
aufgereinigten Probe zwei unterschiedliche
Proteine  detektiert werden  konnten
(Abbildung 26C & D, 2 -4 & 6 - 9). Auch
nach Verwendung modifizierter
Aufreinigungspuffer (mit z.B. weniger
NaCl, wenig bis kein Triton, mit und ohne
PEG und mit weniger DTT) konnte kein
Hinweis auf eine Interaktion der

allantoatabbauenden Enzyme gefunden

werden.  Somit kann zwar  nicht
ausgeschlossen werden, dass der Allantoat-
abbau in einer Art Enzymkomplex

stattfindet, allerdings wire die Bindung der



Enzyme untereinander eher schwach oder
es gibt in vivo eine Komponente, die ihnen

die Komplexbildung ermdglicht.

4.2.4 In vivo Funktion und
Relevanz der Enzyme

Da fiir die AtALN, AtAAH, AfUGlyAH und
AtfUAH mit in vitro Experimenten gezeigt
werden konnte, dass sie zusammen in der
Lage sind, den vollstidndigen Ureidabbau zu
katalysieren, sollte nun tiiberpriift werden,
ob sie diese Funktion auch in vivo in
Arabidopsis thaliana besitzen konnten und
in wie fern sie dabei relevant sind. Die
AtUGIlyAH konnte bei diesen Experimenten
nicht  analysiert werden, da eine
entsprechende T-DNA Insertionslinie nicht
verfligbar ist.

Fiir die anderen drei Enzyme wurden zwei
verschiedene  Experimente  mit den
entsprechenden Enzymverlustmutanten und
deren  Komplementationslinien  durch-
gefiihrt. Es sollte untersucht werden, in
welchem Umfang sich der Verlust dieser

Enzyme auf den Ureidabbau in Arabidopsis

thaliana auswirkt.

4.2.4.1 Phanotypenanalyse

Im ersten Experiment sollte iiberpriift
werden, ob der Verlust der -einzelnen

Enzyme sich auf die Fahigkeit von

Arabidopsis auswirkt, Ureide als einzige
Stickstoffquelle zu verwenden.

Zu diesem Zweck wurde das Wachstum der
verschiedenen =~ Mutanten  und  ihrer
Komplementationslinien (Tabelle 6) auf '%
MS-Medium mit Allantoin als einziger
Stickstoffquelle (Tabelle
(siche Kapitel 3.2.3.2).

Ureide  sind

1) untersucht

generell  keine  gute
Stickstoffquelle fiir Arabidopsis (Desimone
et al, 2002; Werner et al, 2008),
weswegen selbst der Wildtyp nach
sechswochigem Wachstum verhdltnisméBig
klein und leicht chlorotisch ist (Abbildung
27A). Der Verlust der AtALN (Abbildung
27B) oder der AtAAH (Abbildung 27C)
filhrt zu einer kompletten Unfdhigkeit von
Arabidopsis,  Allantoin  als  einzige
Stickstoffquelle zu nutzen. Die Pflanzen
keimen zwar aufgrund ihrer Stickstoff-
reserven im Samen, allerdings kdnnen die
Pflanzen die angebotene Stickstoffquelle im
Medium nicht nutzen, weswegen sie in
ihrem weiteren Wachstum verhindert sind
und letztendlich sterben. Der Verlust der
AfUAH (Abbildung 27E) fiihrt nicht zu so
einem drastischen Phénotyp, jedoch ist das
Wachstum der Mutante vermindert im
Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 27A).
Die Ature (Abbildung 27G) zeigt keinen
phénotypischen Unterschied im Vergleich
zum Wildtyp, obgleich der Verlust der

Urease einen zuséatzlichen Effekt auf den

AtUAH-Verlust hat, da die Pflanzen der



Kreuzung (Abbildung 27F)
wesentlich kleiner sind als beim AfUAH-
(Abbildung 27E).

insgesamt

Verlust allein
Kreuzungslinien der Atuah oder der Ature
mit der Ataah (Abbildung 27D & L) zeigen
den Phinotyp der Ataah, da die AAH im
Stoffwechselweg vor der UAH liegt bzw.
die Ataah die stirkere Form des Phénotyps
in Bezug auf die Ature aufweist. Die
Komplementationslinien der jeweiligen
Enzymverlustmutanten, welche die
entsprechenden Strepll-markierten Enzyme
exprimieren (Abbildung 27H, I & K),
zeigen eine Reversion des Mutanten-
phénotypes zuriick zum Waildtypphénotyp
oder sogar dariiber hinaus, da diese
Pflanzen groBer und weniger chlorotisch
aussehen als der Wildtyp. Nur im Fall der
Komplementation der Ataah mit AN-
AtAAH-Strepll (Abbildung 27J) kommt es
zu einer nur teilweisen Abmilderung des
Phéanotyps im Vergleich zur
Komplementation mit der vollstindigen
AtAAH-Strepll (Abbildung 271).

Dieses Experiment weist bereits darauf hin,
dass die in vitro Funktion der Enzyme auch
ithrer in vivo Funktion entsprechen konnte.
Dariiber hinaus zeigt es, dass diese Enzyme
die einzigen oder zumindest die Haupt-
enzyme sind, die den Ureidabbau in
Arabidopsis katalysieren und damit fiir den
Ureidabbau in vivo relevant sind. Dieses
Experiment bestdtigt frithere Ergebnisse

bzw. Vordaten, die fiir die ALN, AAH und

UAH in Arabidopsis erhalten wurden
(Yang und Han, 2004; Todd und Polacco,
2006; Werner, 2007; Przybycin, 2008;
Werner et al, 2008). Der Verlust der
AtALN oder AtAAH fiihrt wahrscheinlich
deshalb zum vollstindigen Unvermdgen,
Allantoin als einzige Stickstoffquelle zu
nutzen, da beide Enzyme bendtigt werden,
um zum Einen Allantoin zu Allantoat
umzusetzen und zum Anderen aus Allantoat
Ammoniak freizusetzen. Ist aus Allantoin
zundchst Allantoat und danach auch
fiihrt  der

Ureidoglykolat  entstanden,

Verlust des ureidoglykolatabbauenden
Enzymes AtUAH dazu, dass nur noch die
Hilfte (zwei Mol) des bereitgestellten
Stickstoffs aus Allantoin (vier Mol) durch
die AtALN, AtAAH wund ArUGIyAH
freigesetzt werden kann. Der Verlust der
Urease fithrt allein zu keiner
phénotypischen Verdnderung, was darauf
hindeutet, dass dieses Enzym nicht am
Ureidabbau beteiligt ist. Allerdings kann
man sehen, dass die AtUAH-Mutante auch
aus dem Zerfall des Ureidoglykolats zu
Harnstoff und Glyoxylat noch Stickstoff
mit Hilfe der Urease gewinnt, da ihr Verlust
den Atuah-Phdnotyp noch verstirkt. Die
Komplementationslinien zeigen nicht nur
eine  Wiederherstellung des  Wildtyp-
phénotyps, sondern vielleicht sogar eine
Ureiden

verbesserte ~ Féhigkeit, aus

Stickstoff ~zu  gewinnen, da  eine

Uberexpression der einzelnen Enzyme



wahrscheinlich den gesamten Abbau positiv

beeinflusst.

Wildtyp

Ataln

Ataah

Ataah
X
Atuah

Atuah

Atuah

der

Die Komplementation der

AtAAH-Mutante  mit

AN-AtAAH-

Ergebnisse

Strepll, welche zu einem zytosolischen

Protein fiihrt (Werner et al., 2008), bewirkt

eine

partielle

Ataln
+

AtALN-Strepl|

Alaah
+

AtAAH-Strepll

Ataah
+

AN-AtAAH-Strepll

Atuah
+

AtUAH-Strepll

Ataah

Abbildung 27 — Phianotypenanalyse mit Allantoin als einziger Stickstoffquelle.
Verlustmutanten ureidabbauender Enzyme (B - F, L) sowie der Urease (F, G, L), entsprechende
Komplementationslinien (H - K) und der Wildtyp (A) wurden auf 2 MS-Medium mit 10 mM Allantoin als
einziger Stickstoffquelle untersucht. Nach sechswéchigem Wachstum unter Langtagbedingungen

wurden die Pflanzen fotografiert.

Wiederherstellung  der

80



Nutzbarkeit von Allantoin als
Stickstoffquelle. Dies ist moglich, wenn
Allantoat aus dem ER teilweise ins Zytosol
gelangt und dort nach der AAH-Reaktion
das Ureidoglycin zu Glyoxylat, Ammoniak
und Harnstoff zerfillt, welcher dann durch
die zytosolische Urease fiir die Pflanze
nutzbar gemacht werden kann.

Um diese Beobachtung der Phianotypen zu
validieren, wurden von den in Abbildung
27 ausschnittsweise dargestellten 2 MS-
Platten mit Allantoin je Linie viermal je
zehn  Pflanzen geerntet und  das
Frischgewicht, das Trockengewicht und der
Proteingehalt bestimmt. Da die
Bestimmung des Trockengewichtes aus
messtechnischen Griinden genauer ist und
das Trockengewicht auch die tatsdchliche
Biomasse besser widerspiegelt als das
Frischgewicht, sind im Folgenden nur die
Werte bezogen auf das Trockengewicht
dargestellt.

Ubereinstimmend mit den beobachteten
Phéinotypen (Abbildung 27) zeigt auch die
Analyse des Trockengewichtes (Abbildung
28) dieser Linien, dass der Verlust der
AtALN oder AtAAH zu einer drastischen
Reduktion des Trockengewichtes und damit
auch der Biomasse fiihrt. Die Urease-
Mutante  zeigt auch  hier  keinen
signifikanten Unterschied verglichen mit
dem Wildtyp, wobei auch die AtUAH-

Mutante nicht signifikant unterschiedlich in

threm Trockengewicht in Bezug auf den
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Abbildung 28 - Trockengewicht der

verschiedenen Arabidopsislinien mit
Allantoin als einziger Stickstoffquelle.
Verlustmutanten ureidabbauender Enzyme, der
Urease, entsprechende Komplementations-
linien und der Wildtyp wurden auf 2 MS-
Medium mit 10 mM Allantoin als einziger
Stickstoffquelle  untersucht. Nach sechs-
wochigem Wachstum unter Langtag-
bedingungen wurden die Pflanzen zunachst
fotografiert (Abbildung 27) und anschlie3end
geerntet. Je 10 Pflanzen pro Linie wurden
zusammen gewogen, wobei hier das
Trockengewicht bestimmt wurde. Fehlerbalken
sind Standardabweichung (n = 4). Sternchen
bedeuten einen signifikanten Unterschied mit p
< 0.05 (*), p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***)
bezogen auf den Wildtyp. Die Statistik wurde
mittels  ANOVA  gekoppelt mit einem
zweiseitigen Dunnett T-Test bezogen auf den
Wildtyp durchgefihrt.

Wildtyp ist. Vergleicht man allerdings das
mittlere  Trockengewicht der AtUAH-
Mutante mit dem des Wildtyps, ist auch
hier die Tendenz zu einer reduzierten
Biomasse deutlich erkennbar. Diese
Tendenz der AtUAH-Mutante wird durch
den zusitzlichen Verlust der Urease in der
Kreuzungslinie verstirkt, so dass diese
Linie einen hochsignifikanten Unterschied
zum Wildtyp aufweist. Die
Komplementation der jeweiligen Mutante

mit der DNA des entsprechenden Strepll-



markierten Enzyms filhrt zu einer
Reversion des Trockengewichtes zuriick auf
das Wildtypniveau (im Fall der AfUAH)
oder sogar zu einem erhohten Trocken-
gewicht (im Fall der AtALN und 4AtAAH).
Dies unterstiitzt die beobachtete
Biomassesteigerung den Uberexpressions-
linien in der Phénotypenanalyse. Die
Komplementation der At4A4AH-Mutante mit
der DNA der delokalisierten AN-AtAAH
filhrt das Trockengewicht zwar statistisch
zuriick auf das Wildtypniveau, allerdings ist
auch hier die Tendenz zum geringeren
Trockengewicht  erkennbar und  der
Unterschied zur Komplementation mit der
vollstindigen =~ AtAAH  ist  deutlich
(Abbildung 28).

Die Messung des Gesamtproteingehaltes
der verschiedenen Arabidopsislinien zeigt,
dass eine Reduktion der Biomasse in den
AtALN- und AtAAH-Verlustmutanten

zusitzlich mit einem signifikant

verringerten ~ Proteingehalt in  dieser
Biomasse einhergeht (Abbildung 29). Im
Gegensatz dazu fiihrt eine Uberexpression
der AtALN und AtAAH nicht zu einer
signifikant  gesteigerten  Proteinmenge
bezogen auf das Trockengewicht in den
entsprechenden Linien. Hier bleibt das
Verhiltnis von Protein zu Trockengewicht
im Vergleich zum Wildtyp konstant.
Tendenziell besitzt auch die AtUAH-
Mutante weniger Protein bezogen auf ihr

Trockengewicht (Abbildung 29), wobei
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Abbildung 29 - Gesamtproteingehalt der
verschiedenen Arabidopsislinien mit
Allantoin als einziger Stickstoffquelle.
Verlustmutanten ureidabbauender Enzyme, der
Urease, entsprechende Komplementations-
linien und der Wildtyp wurden auf 2 MS-
Medium mit 10 mM Allantoin als einziger
Stickstoffquelle  untersucht. Nach sechs-
wochigem Wachstum unter Langtag-
bedingungen wurden die Pflanzen zunachst
fotografiert (Abbildung 27), geerntet und das
Trockengewicht bestimmt (Abbildung 28).
Anschliefend wurde der Gesamtproteingehalt
gemessen und auf das Trockengewicht
bezogen.  Fehlerbalken sind  Standard-
abweichung (n = 4). Sternchen bedeuten einen
signifikanten Unterschied mit p < 0.05 (*), p <
0,01 (**) und p < 0,001 (***) bezogen auf den
Wildtyp. Die Statistik wurde mittels ANOVA
gekoppelt mit einem zweiseitigem Dunnett T-
Test bezogen auf den Wildtyp durchgefiihrt.

dieser  Effekt 1m  Gegensatz  zur
Biomasseproduktion an sich nicht durch
den zusitzlichen Urease-Verlust verstirkt
wird.  Uberraschend wirkt sich ein
zusitzlicher Ureaseverlust massiv auf den
AtAAH-Verlust aus, da hier der Protein-
gehalt noch einmal drastisch reduziert ist
im Vergleich zum AfAAH-Verlust allein
(Abbildung 29). Die Komplementations-
linien zeigen generell ein Verhéltnis von
Protein zu Biomasse wie der Wildtyp,

wobei auch hier moglicherweise die



Komplementation der AtAAH-Mutante mit
der DNA der delokalisierten AN-AtAAH
vielleicht nicht ganz das Wildtypniveau
erreicht. Diese Daten deuten darauf hin,
dass der Verlust der AtALN und AtAAH
und die damit verbundene Unfdhigkeit zur
Nutzung der angebotenen Stickstickstoft-
quelle moglicherweise zunidchst zu einer
Aminoséure-

starken Reduktion der

produktion und damit verminderter
Proteinbiosynthese fiihrt. Dieser Mangel an
Enzymen konnte dann zu einer Reduktion
aller Stoffwechselprozesse fiihren, aus
welcher folglich eine geringere Biomasse-
bildung resultiert. Die moglicherweise
bessere Verwertung der Stickstoffquelle
durch die Uberexpression der Enzyme
konnte dhnlich hierzu zu einer gesteigerten
Aminosdure- und damit auch Protein-
biosynthese fithren, welche sich im
gleichen MaBle auf die Gesamtsteigerung
der Biomasse auswirkt. Der geringe Effekt
des Urease-Verlustes allein und zusétzlich
auf den AfUAH-Verlust steht in starkem

Kontrast zu dessen starkem Effekt auf den

AtAAH-Verlust. Dies konnte darauf
hindeuten, dass ohne externe
Stickstoffquelle die Stickstoft-

remobilisierung aus Arginin eine grofle
Rolle spielt. Ohne Urease kann der
Stickstoff aus Arginin nur zur Haélfte
verwertet werden. Diese Einschrankung
konnte zur verringerten Proteinbiosynthese

unter Stickstoffmangel beitragen.

4.2.4.2 Metabolitanalyse

Im zweiten Experiment sollte nun iiberpriift
werden, ob der Verlust der einzelnen
Enzyme zur Akkumulation der
entsprechenden Metabolite in Arabidopsis
thaliana fiihrt.

Zweck

Zu diesem wurden die

verschiedenen =~ Mutanten  und  ihre
Komplementationslinien (Tabelle 6) auf
Erde angezogen und nach vierwdchigem
Wachstum  unter Langtagbedingungen
untersucht (siche Kapitel 3.2.3.3.1). Hierbei
wurden folgende Metabolite gemessen und
quantifiziert: Allantoin, Allantoat,
Ureidoglykolat, Glyoxylat, Harnstoff und
Ammoniak (siehe Kapitel 3.2.3.3.1).

Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust
der AtALN zu einer Akkumulation von
Allantoin in den Pflanzen fiihrt (Abbildung
30 2A), wohingegen Allantoat und
Ureidoglykolat kaum noch detektierbar sind
(Abbildung 30 2B & 2C). Der Verlust der
AtAAH bedingt eine erhdhte Konzentration
an Allantoat in allen Linien (Abbildung 30
4B, 7B & 12B), wobei der Gehalt an
Ureidoglykolat ~ stark  reduziert  ist
(Abbildung 30 4C, 7C & 12C). In den
AtUAH-Mutanten
Ureidoglykolatniveau erhoht (Abbildung 30
8C & 10C), es sei denn die Mutante ist mit
der AtAAH-Mutante gekreuzt (Abbildung
30 7C) — hier akkumuliert Allantoat

(Abbildung 30 7B), da die AAH im

wiederum ist  das



Stoffwechselweg vor der UAH liegt. Auch
in den Urease-Mutanten konnte ein
entsprechend erhdhter Gehalt an Harnstoff
gemessen werden (Abbildung 30 10F, 11F
& 12F), wobei in der Kreuzung mit der
AtUAH-Mutante die hochste Harnstoff-
konzentration detektiert wurde.

Interessanterweise fithrt sowohl der Verlust

der AfUAH und der Urease als auch die

Uberexpression der AfUAH zu einem

des Ureidgehalts durch Ureidoglykolat
schlieBen lasst. Akkumuliert
Ureidoglykolat ~ wird ~ moglicherweise
entweder mehr Allantoin und / oder
Allantoat abgebaut, um den Stickstoff-
verlust auszugleichen oder es wird weniger
Allantoin / Allantoat produziert, um eine
weitere Akkumulation von Ureidoglykolat
zu vermeiden. Wenn Ureidoglykolat stark

abgebaut wird und somit kaum vorhanden

reduzierten Gehalt an Allantoat (Abbildung ist (Abbildung 30 9C), konnte auch

30) bzw. Allantoin, was auf eine Regulation Allantoat zu einem erhohten Malle

Allantoat Ammonium Harnstoff

00 10 10000 10 80 00 10 25 00 10 25 00 10 25 00 10 25

Allantoin Ureidoglykolat  Glyoxylat
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Ataln
AtALN-Strepll
Ataah
AtAAH-Strepll
AN-A{AAH-Strepll

Ataah x
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X

Ataah x

A B C D E F

Abbildung 30 — Metabolitanalyse der verschieden Arabidopsislinien.

Verlustmutanten ureidabbauender Enzyme, der Urease, entsprechende Komplementationslinien und
der Wildtyp wurden auf Erde angezogen und nach vierwéchigem Wachstum unter Langtag-
bedingungen metabolomisch untersucht. Gemessen wurden: Allantoin (A), Allantoat (B),
Ureidoglykolat (C), Glyoxylat (D), Ammonium (E) und Harnstoff (F). Die Detektion von Ammonium und
Harnstoff (nach Umsatz mit Urease zu Ammoniak) erfolgte mittels der Berthelot-Reaktion. Allantoin,
Allantoat, Ureidoglykolat und Glyoxylat wurden mit Hilfe der differenziellen Glyoxylatanalyse detektiert.
Die Quantifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte durch einen entsprechenden Standard. Fur die
Farbdarstellung verwendete Werte sind Mittelwerte (n = 5) normiert auf den Wildtyp, welcher gleich
1,0 gesetzt wurde.



abgebaut werden, da dies nicht zu einer
Akkumulation von Ureidoglykolat fiihrt. Es
scheint, als wiirde eine Ansammlung von
Ureidoglykolat vermieden werden. Dies
konnte mit dessen Instabilitit zusammen
hingen, die sich auch in der erhohten
Harnstoffkonzentration in der Urease-
Kreuzung wiederspiegelt (Abbildung 30
10F). Zu einem verdnderten Glyoxylat- ,
Harnstoff- oder auch Ammoniumgehalt
fiihren diese Verlustmutanten der Enzyme
des Ureidabbaus

kaum, was darauf

hindeutet, dass der Purinabbau nur
unwesentlich zum pflanzlichen

Gleichgewichtsgehalt dieser Metabolite

beitrdgt. Die  Komplementation der
Mutanten mit ihren entsprechenden Genen
fihrt dazu, dass die Akkumulation des
jeweiligen Metabolits verhindert wird. Das
bedeutet, dass die Enzyme in vivo zum
Abbau der Metabolite beitragen. Die
Uberexpression der AtAAH und AfUAH
fiihrt dariiber hinaus zu einem geringeren
Gehalt an Allantoat bzw. Ureidoglykolat,
was auf eine gesteigerte Abbaufdhigkeit
hinweist und die Beobachtung aus der
Phinotypenanalyse unterstiitzt.

Dieses Experiment bestitigt die Ergebnisse,
die fiir die AtALN und AfrAAH erhalten
wurden (Todd und Polacco, 2006; Werner
et al., 2008) und bietet einen noch stiarkeren
Hinweis darauf, dass die in vitro Funktion
der Enzyme auch ihrer in vivo Funktion

entspricht. Weiterhin zeigt es, dass die

Reaktionen des Ureidabbaus in Arabidopsis
thaliana maligeblich wenn nicht sogar
ausschlieflich  durch  diese = Enzyme
katalysiert werden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass
mittels der Phénotypenanalyse und der
Metabolitanalyse folgende Schluss-
folgerungen nahe liegen:

1. In Arabidopsis wird Allantoin durch
die ALN abgebaut, da ohne sie
Allantoin akkumuliert und Allantoat
und Ureidoglykolat nicht mehr
gebildet werden bzw. die Pflanze

unfdhig ist, mit Allantoin als

einziger Stickstoffquelle zZu
tiberleben.
2. In Arabidopsis wird der

Allantoatabbau iiber die AAH
katalysiert, da deren Verlust zur
Akkumulation von Allantoat und
Mangel an Ureidoglykolat fiihrt und
auch diese Pflanzen Allantoin nicht
als Stickstoffquelle nutzen konnen.

3. In Arabidopsis wird Ureidoglykolat
mit Hilfe der UAH katabolisiert, da
thr Verlust zur Akkumulation von
Ureidoglykolat  filhrt und die
Pflanzen nur noch vermindert fahig
sind, Allantoin als Stickstoffquelle
zu verwenden.

4. Die Uberexpression dieser Enzyme
fihrt zu einem  verbesserten

Ureidabbau in Arabidopsis, da die

Pflanzen mit Allantoin als Substrat



eine hohere Biomasse aufweisen
und das entsprechende Metabolit
kaum detektierbar ist, was auf eine

hohere Abbaurate hinweist.

4.2.5 In vivo Proteingehalt der
Enzyme

Um das native Proteinniveau der Enzyme in

Arabidopsis  thaliana zu untersuchen,
wurden spezifische Antikorper fiir jedes
Enzym  hergestellt  (siche

3.2.2.2.1.2). Mit Hilfe dieser Antikdrper

Kapitel

sollte untersucht werden, ob und wenn ja,
zu welchem Mall die Enzyme in den
verschiedenen Geweben von Arabidopsis
vorhanden sind und, ob sie sich durch
Allantoin als einzige Stickstoffquelle in
ithrem Proteinniveau erhohen lassen (siche
Kapitel 3.2.3.4.1). Zu diesem Zweck
wurden zum einen zehn Wochen alte
Wildtyppflanzen geerntet und aus der

Rosette folgende Proben entnommen:

Junges Blatt, altes Blatt und seneszentes

Blatt. Dartiber hinaus wurde auch die

Abbildung 31 - natives Proteinniveau der
ureidabbauenden Enzyme in Arabidopsis
thaliana.

Rohextrakte verschiedener Gewebe von zehn
Wochen alten Arabidopsis Wildtypen (1-4),
sowie Rohextrakte gesamter Pflanzen von
sieben Wochen alten Keimlingen gewachsen
auf %2 MS-Medium mit Nitrat oder Allantoin als
Stickstoffquelle (5-7) wurden mittels Gelelektro-
phorese und Western Blot analysiert. Die
Detektion der ureidabbauenden Enzyme
erfolgte durch einen spezifischen Antikérper flr
jedes Enzym.

Wurzel verwendet. Zum anderen wurden
sieben Wochen alte Pflanzen des Wildtyps
und der Atuah von Y2 MS-Platten mit Nitrat

oder  Allantoin als  Stickstoffquelle
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untersucht.

In allen untersuchten Proben konnte weder
die AtAAH noch die AfUGIyAH detektiert
werden und die AtALN moglicherweise
(Abbildung 31). Im
Gegensatz dazu konnte die AfUAH in allen

sehr schwach

Proben  detektiert werden. Da die
Antikorper fiir die AfALN, AtAAH und
AfUAH etwa gleich sensitiv sind und fiir
die AUGIyAH nur etwa vierfach
schwicher (siche Anhang), ist davon
auszugehen, dass die ersten drei Enzyme
des Ureidabbaus in Arabidopsis thaliana
einen  sehr  geringen  Proteingehalt
aufweisen, so dass sie bei dieser Analyse
nur knapp auf oder eher unter dem
Detektionslimit von ca. 5 ng pro Bande
(sieche Anhang Abbildung 53) lagen. Das
AtUAH-Niveau hingegen ist sehr hoch in
allen  Geweben und bei  beiden
Stickstoffquellen, wobei in der AtUAH-
Mutante keine ArUAH detektiert werden
konnte (Abbildung 31, Spur 6). Die
AtUAH-Menge ist hierbei in allen Proben
etwa gleich gro8 bezogen auf den
Gesamtproteingehalt, was darauf hindeutet,
dass die Proteinmenge unabhingig vom
Gewebe oder der Stickstoffquelle reguliert
wird. Das relativ hohe und ubiquitire
Proteinniveau der AfUAH deutet dariiber
hinaus darauf hin, dass der letzte Schritt des
Ureidabbaus in  Bezug auf seine
Enzymmenge unreguliert stattfindet. Dies

begriindet sich mdglicherweise in der

Vermeidung der  Akkumulation des
instabilen und reaktiven Ureidoglykolats
und moglicherweise auch im Ausgleich zur
geringeren Aktivitit (Ke) der AfUAH im
Vergleich zu den anderen ureidabbauenden
Enzymen (siche Tabelle 14). Dass die
anderen drei Enzyme kaum bis gar nicht in
einem dieser Gewebe detektierbar waren
und auch nicht durch Allantoin als einzige
Stickstoffquelle in ihrer Proteinmenge zu
einem sichtbaren Mal3 induziert wurden,
weist auf eine sehr feine oder moglicher-
weise sogar keine Regulation der

Proteinmenge und eine hohe Aktivitdt der

Enzyme hin.

4.3 Der Ureidabbau in
anderen Pflanzen

Da fiir die Modellpflanze Arabidopsis
thaliana gezeigt werden konnte, dass der
Ureidabbau durch die vier Enzyme ALN,
AAH, UGIyAH und UAH Kkatalysiert wird,
sollten nun auch andere Pflanzen untersucht
werden, um zu priifen, ob diese Enzyme
universell den Abbau fiir Ureide in Pflanzen
vermitteln. Ein Proteinsequenzvergleich
konnte bereits zeigen, dass viele Pflanzen,
darunter auch Reis und das Moos
Physcomitrella patens, Gene flr eine
mogliche AAH, UGIyAH und UAH in
threm Genom enthalten haben (Werner et

al., 2010). Es sollte nun untersucht werden,



ob es sich bei diesen Kandidaten um
funktionelle AAH-, UGlyAH- und UAH -
Proteine handelt. Es wurden die Enzyme
aus Reis (Oryza sativa) als monokotyle
Pflanze und aus Sojabohne (Glycine max)
als ureidexportierende

Leguminose

untersucht.

4.3.1 Die ureidabbauenden
Enzyme aus Reis

Um zu tiberpriifen, ob es sich bei den durch
einen  genomischen  Sequenzvergleich
ermittelten OsAAH-, OsUGIyAH- und
OsUAH-Kandidaten auch tatsidchlich um
die Proteine mit entsprechender Funktion
handelt, wurden die Gene mittels RT-PCR
von cDNA aus Oryza sativa Nipponbare
amplifiziert und in einen pflanzlichen
Expressionsvektor unter die Kontrolle eines
35S-Promotors und mit einer Sequenz zur
C-terminalen Strepll-Markierung kloniert
(von Feng Qiu Cao, siche Tabelle 2). Mit
Hilfe von Agrobakterien wurden diese
Konstrukte transient in Bléttern von
benthamiana

Nicotiana

(siche Kapitel 3.2.2.1.2) und die Proteine

iberexprimiert

mittels ihrer Strepll-Markierung affinitéts-
chromatographisch  aufgereinigt  (siche
Kapitel 3.2.2.2.2.1).

Die Proteine aus Reis konnten in Blittern
von N. benthamiana iberexprimiert werden

(Abbildung 32B 2 & 7). Die

23,56 —~ - )
123 45 6 7 8 9 101112131415

OsAAH OsUGIyAH

Abbildung 32 - Affinitatsaufreinigung der
OsAAH, der OsUGIyAH und der OsUAH aus
N. benthamiana.

Verschiedene Fraktionen der Aufreinigung
wurden mit SDS-Gelelektrophorese getrennt
und anschliefiend mit (A) Colloidal Coomassie
Farbung zur Gesamtproteindetektion und (B)
Western Blot zur Detektion des Strepll-
markierten Proteins dargestellt. Spuren 1, 6 &
11, 5 ul Prestained Protein Ladder (NEB) oder
Strep-Tag protein ladder (IBA) als Marker;
Spuren 2 - 5, 7 — 10 & 12 — 15, 8 ul
Proteinldsung pro Spur. Spuren 2, 7 & 12,
Rohextrakt mit den I6slichen Proteinen; Spuren
3, 8 & 13, Uberstande nach Inkubation mit der
Strep-Tactin MacroPrep Matrix (IBA); Spur 4,
Uberstand nach flnftem Waschschritt der
Matrix; Spuren 4, 9 & 14, Proteinelutionen mit
Biotin und Spuren 5, 10 & 15, Restproteine an
der Matrix nach der Elution.

Affinititsaufreinigung  der  Proteine
mittels ihrer Strepll-Markierung fiihrte
zu einer Aufreinigung (Abbildung 32A 4,
9 & 14) und Anreicherung (Abbildung
32B 4, 9 & 14) der Proteine in der

Elution. Die OsAAH lasst sich in allen

Fraktionen inklusive der
Rohextraktfraktion in zZwel
elektrophoretisch unterscheidbare
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Abbildung 33 - Reinheit der Strepll-

affinititschromatographisch aufgereinigten
Enzyme aus Reis.

Die Reinheit der Elutionen ist dargestellt mittels
SDS-Gelelektrophorese und Silber Farbung zur
Gesamtproteindetektion. Spur 1, 5ul Strep-Tag
protein ladder (IBA) als Marker; Spuren 2 - 4, 8
pl Proteinelution pro Spur. Spur 2, Elution der
OsAAH; Spur 3, Elution der OsUGIyAH und
Spur 4, Elution der OsUAH.

Formen (Doppelbande) trennen (Abbildung
32B 2, 3 & 4). Die OsUGIyAH hingegen
zeigt als Monomer nur eine Form, es ist
aber auch ein hohermolekulares Signal in
allen Fraktionen zu erkennen, welches

moglicherweise auf ein OsUGlyAH-Dimer

zuriick zu fiihren ist (Abbildung 32B 7, 8 &
9). Dieses tritt wie bei der OsAAH trotz
reduzierender und denaturierender
Bedingungen in der SDS-Gelelektrophorese
schon in der Rohextraktfraktion auf und
lasst sich auch in zwei Formen trennen.

Um die Reinheit der Proteine in der Elution
zu zeigen, wurden diese auBerdem mittels
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (siche
Kapitel 3.2.2.4.1) und mit Silbernitrat
gefdrbt (siehe Kapitel 3.2.2.4.2.2).

AuBler dem jeweilig aufgereinigten Protein
war durch diese Féarbung kein weiteres
Protein detektierbar (Abbildung 33). Dies
bedeutet, dass die  enzymatischen
Aktivititen, die unter Verwendung dieser
Elutionen gemessen wurden, allein auf
diese Proteine zuriickzufiihren sind. Das ist
auch fir alle anderen Proteine, die mit
diesem Verfahren aufgereinigt wurden,
anzunehmen, da sie dieselbe Reinheit
besitzen (Daten nicht gezeigt).

Die gereinigten Reisproteine wurden in eine
Aktivititsmessung mit 1 mM Allantoat als
Substrat eingesetzt (siche Kapitel 3.2.2.5)
und die Ammoniakproduktion {iber die Zeit
bestimmt (siehe Kapitel 3.2.2.5.1.1).

Es konnte gezeigt werden, dass durch die
OsAAH aus 1 mM Allantoat 2 mM
Ammoniak freigesetzt werden (Abbildung
34). Diese Reaktion der OsAAH wird durch
die Zugabe der OsUGIyAH beschleunigt.
Der Zusatz der OsUAH zu diesen beiden

Enzymen fiihrt zu einer Ammoniak-
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Abbildung 34 - Aktivitatstest
ureidabbauender Enzyme aus Reis.
Bestimmung der Ammoniakproduktion wahrend
der enzymatischen Reaktion der OsAAH,
OsUGIyAH und OsUAH mit 1 mM Allantoat als
Substrat. Die Detektion von Ammoniak erfolgte
mit  Hilfe der Berthelot-Reaktion.  Die
Quantifizierung des gebildeten Ammoniaks
erfolgte durch einen Ammoniumstandard im
Reaktionshintergrund.

freisetzung von mehr als 2 mM (ca. 3 mM),
allerdings wird die vollstindige Freisetzung
von 4 mM Ammoniak nicht erreicht
(Abbildung 34). Somit scheinen die AAH,
UGIyAH und UAH aus Reis die
entsprechenden enzymatischen Aktivititen
ithrer Orthologen aus Arabidopsis thaliana
aufzuweisen. Uberraschenderweise zeigt
die Reaktion der OsAAH mit der OsUAH
entgegen dem Ergebnis aus Arabidopsis
(Abbildung 6 und Abbildung 22) nicht den
gleichen Kurvenverlauf wie die OsAAH
allein (Abbildung 34). Zum einen lduft die
gekoppelte Reaktion schneller als die
Einzelreaktion der OsAAH wund zum
anderen entstechen mehr als nur 2 mM

Ammoniak aus 1 mM Allantoat. Eine

mogliche Erkldrung wire, dass die OsAAH
in der Lage ist, einen Teil des
Ureidoglycins vor dem nichtenzymatischen
Zerfall in Ureidoglykolat umzusetzen,
welches der OsUAH dann als Substrat
dient. Alternativ kénnte es sein, dass die
OsUAH einen Teil des Ureidoglycins vor
dem Zerfall als Substrat verwendet und hier
die zweite Ureidogruppe unter Ammoniak-
freisetzung hydrolysiert.

Diese zusitzliche Aktivitit der OsAAH
oder OsUAH wurde fiir die
Arabidopsisenzyme nicht beobachtet und
erfordert zusitzliche Untersuchungen, vor
allem in Bezug auf die Messung der
anderen Reaktionsprodukte, die dabei
entstehen.

Die relativ schwache Aktivitit der OsUAH
kann zum einen an ihrer geringen
Uberexpressions- und damit verbundenen
Aufreinigungsmenge liegen (Abbildung 32)
und zum anderen an einer niedrigeren
Aktivitdit der OsUGIyAH, die ihr Substrat
produziert. Es wire auch eine geringere
Eigenaktivitit der OsUAH moglich. Um
diese Frage zu kldren und die Enzyme aus

Reis mit denen aus Arabidopsis zu

Tabelle 15: die enzymkinetischen Parameter
der ureidabbauenden Enzyme in Reis

Km spezif. keat | katalyt.
Aktivitat Effizienz

UM | Umg’ | sT | (sM)!
OsAAH | 834 (912 78,7 [ 0,94 10°
OsUAH | 188,4 | 64,3 55,6 | 2,95 10°
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Abbildung 35 -  Bestimmung der
enzymkinetischen Parameter der OsAAH.

Bestimmt wurde die Geschwindigkeit der
Ammoniakproduktion der OsAAH mit 6
verschiedenen Konzentrationen (37,5 yM -
1200 pM) an Allantoat als Substrat bei einer
Reaktionszeit von 3 min. Die Detektion von
Ammoniak erfolgte mit Hilfe der Berthelot-
Reaktion. Die Quantifizierung des gebildeten
Ammoniaks erfolgte durch einen Ammonium-
standard im jeweiligen Reaktionshintergrund.
Der Proteingehalt der verwendeten OsAAH-
Elution wurde mittels NanoOrange bestimmt
und die Geschwindigkeit als U pro mg reine
OsAAH-HAStrep angegeben fiir jede Substrat-
konzentration. Die Berechnung von s/v
ermoglicht die Darstellung nach Hanes und ist
angegeben in min-mg reine OsAAH-HAStrep.

vergleichen, wurden die enzymkinetischen
Parameter der OsAAH und OsUAH
bestimmt (siehe Kapitel 3.2.2.5).
Exemplarisch ist die Bestimmung der
enzymkinetischen Parameter der OsAAH
dargestellt, wobei diese sowohl die
Darstellung der Geschwindigkeit (hier als
spezifische Aktivitidt) fiir jede Substrat-
konzentration als auch den Hanes-Plot
beinhaltet (Abbildung 35). Die enzym-
kinetischen Werte fiir die OsAAH und die
OsUAH sind in Tabelle 15 dargestellt.

Abbildung 35 zeigt den linearen Verlauf in

der Darstellung nach Hanes. Dies ist ein

guter Beleg dafiir, dass sich das Enzym
gemdfl dem kinetischen Modell von
Michaelis und Menten verhalt.

Die OsUAH ist wie auch die A/UAH das
langsamere Enzym 1im Vergleich zur
OsAAH bzw. AtAAH (Tabelle 14 &
Tabelle 15). Dafiir benoétigt die OsUAH
mehr als doppelt so viel Substrat wie die
OsAAH, um halbmaximale Geschwindig-
keit zu erreichen (Tabelle 15), im
Gegensatz zur AfUAH, die nur die Hilfte
der AtAAH-Substratkonzentration hierfiir
bendtigt (Tabelle 14). Beide AAHs besitzen
die gleiche katalytische Effizienz. Die
OsUAH ist etwa viermal so schnell wie die
AfUAH, hat aber einen ca. achtfach hoheren
K, weswegen die OsUAH nur halb so
effizient ist wie die Af{UAH.

Diese kinetischen Parameter der OsAAH
und OsUAH konnten teilweise erkldren,
warum die Aktivititsmessung (Abbildung
34) diese Ergebnisse lieferte. Beide Enzyme
besitzen zwar vergleichbare enzym-
kinetische Parameter fiir ihr Substrat wie
ihre orthologen Enzyme aus Arabidopsis,
allerdings ist die OsUAH nur halb so
effizient wie die ArUAH, was im
Zusammenspiel ~mit  ihrer  geringen
Elution den

Umsatz  (drei Mol

Proteinmenge in  der
unvollstindigen
Ammoniak und nicht vier aus 1 Mol
Allantoat) erkldren konnte. Es gibt aber
keinen Hinweis auf eine Zusatzaktivitit der

OsAAH mit Ureidoglycin, da sie die



gleiche katalytische Effizienz wie die
AtAAH besitzt. Bei einer Zusatzaktivitit
der OsAAH mit ihrem  Produkt
Ureidoglycin wére von einer erhohten

katalytischen Effizienz auszugehen.

4.3.2 Die ureidabbauenden
Enzyme aus Sojabohne

Die Untersuchung des Ureidabbaus in
Sojabohne wurde begonnen, da er in diesen
eine spezielle Relevanz besitzt. Sojabohnen
gehoren zu den tropischen Leguminosen,
die in der Lage sind, mit Hilfe von
Rhizobien atmosphérischen Stickstoff zu
fixieren. Dieser Stickstoff wird dann in
Form von Ureiden aus der Wurzel
exportiert,

weswegen man tropische

Leguminosen auch als Ureidexporter
bezeichnet. Ureide stellen also wéhrend der
Fixierung die Hauptstickstoffquelle fiir
diese  Pflanzen dar, wodurch der
Ureidabbau unter diesen Bedingungen eine

zentrale Bedeutung bekommt.

4.3.2.1 Die beteiligten Enzyme [

Die Untersuchung des Ureidabbaus in
Sojabohne begann fast gleichzeitig mit der
Untersuchung der ureidabbauenden
Enzyme aus Arabidopsis thaliana. So
wurden die GmAAH und GmUAH mittels

Proteinsequenzvergleich unter Verwendung

der Arabidopsisenzyme identifiziert, die
entsprechenden Gene kloniert und die
Enzyme biochemisch charakterisiert
(Werner, 2007; Przybycin, 2008, Werner et
al., 2008). Aufgrund der Daten aus
Arabidopsis war davon auszugehen, dass es
auch in Sojabohne eine UGIyAH geben
konnte. Da das Genom von Sojabohnen zu
diesem Zeitpunkt noch nicht sequenziert
war, wurde die 4tUGlyAH-Proteinsequenz
verwendet und mit Hilfe von tBLASTn
nach ESTs aus Sojabohne gesucht, die
translatiert dieser Proteinsequenz &hnlich
sind. Es wurden fiinf ESTs pro
Sequenzabschnitt ausgewihlt und deren
DNA-Sequenzen verwendet, um eine
Konsensussequenz der

GmUGIyAH zu erhalten. Aufgrund dieser

moglichen
Konsensussequenz wurden die
entsprechenden Primer entworfen und das
Gen mittels PCR von cDNA aus Glycine
max Williams 82 amplifiziert.
AnschlieBend wurde die kodierende
Sequenz der mdglichen GmUGIyAH in
einen pflanzlichen Expressionsvektor unter
die Kontrolle eines 35S-Promotors und mit
einer Sequenz zur C-terminalen Strepll-
Markierung  kloniert  (sieche  Kapitel
3.2.1.1.1) und mittels Agrobakterien in
Nicotiana  benthamiana  lberexprimiert
(siehe Kapitel 3.2.2.1.2). Wie auch die
AtUGIyAH (Abbildung 7) konnte die
GmUGIyAH zu hoher Reinheit mittels der

Strepll-Affinitdtschromatographie



Emm Ammoniak == Ureidoglykolat

— Harnstoff mmm Glyoxylat

Reaktionsprodukte [mM)]

Abbildung
Sojabohne.
Darstellung der Reaktionsprodukte nach 80
minUtiger enzymatischer Reaktion der GmAAH,
GmUGIyAH und GmUAH mit 1 mM Allantoat
als Substrat. Gemessen wurden: Ammoniak,
Harnstoff, Ureidoglykolat und Glyoxylat. Die
Detektion von Ammoniak und Harnstoff (nach
Umsatz mit Urease zu Ammoniak) erfolgte
mittels der Berthelot-Reaktion. Ureidoglykolat
und Glyoxylat wurden mit Hilfe der
differenziellen Glyoxylatanalyse detektiert. Die
Quantifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte
durch einen entsprechenden  Standard.
Fehlerbalken sind SD (n = 3).

36 -

Allantoatabbau in

aufgereinigt werden (Daten nicht gezeigt).

Um die Aktivitit der potenziellen
GmUGIyAH zu testen, wurde auch hier in
Anwesenheit der aufgereinigten GmAAH
und der aufgereinigten GmUAH eine
Aktivitditsmessung mit 1 mM Allantoat als
Substrat durchgefiihrt und die
Reaktionsprodukte iiber die Zeit bestimmt
(siche Kapitel 3.2.2.5).

Es zeigte sich, dass nach achzigminiitiger

Reaktionszeit der GmAAH 2 mM

Ammoniak, 1 mM Harnstoff und 1 mM
Glyoxylat gebildet wurden (Abbildung 36),
wobei auch hier wahrscheinlich zundchst
Ureidoglycin  entstand, welches dann
nichtenzymatisch zerfiel. Der Zusatz der
ureidoglykolatabbauenden GmUAH
beeinflusst die GmAAH-Reaktion nicht,
wohingegen der Zusatz der GmUGIyAH
sowohl die Ammoniakfreisetzung aus
Allantoat beschleunigt (Daten nicht gezeigt)
als auch zur Produktion von Ureidoglykolat
fiihrt (Abbildung 36). Dieses
Ureidoglykolat wird in der Drei-Enzym-
Reaktion zusammen mit der GmUAH von
dieser als Substrat verwendet, um weitere 2
mM Ammoniak und 1 mM Glyoxylat zu
generieren (Abbildung 36). Auch in
Sojabohne wird nur durch die Aktivitdt
aller drei Enzyme der Purinringstickstoff
aus Allantoat als Ammoniak freigesetzt,
was darauf hinweist, dass alle drei Enzyme
aus Sojabohne notig und ausreichend sind,
um 1 Mol Allantoat vollstindig zu vier Mol

Ammoniak und einem Mol Glyoxylat

abzubauen.

4.3.2.2 In vivo Funktion |

Da auch fiir die GmAAH, GmUGIyAH und
GmUAH die in vitro Aktivititen gezeigt
werden konnten, sollte nun {berpriift
werden, ob sie diese Funktion auch in vivo

besitzen konnten. Hierfir wurden zunéchst



AtAAH- und AfUAH- Verlustmutanten von
Arabidopsis mit den cDNA-Konstrukten
der entsprechenden Gene aus Sojabohne
transformiert. Es wurden die Samen von
heterozygoten Linien verwendet (Tabelle
6). So waren Y4 der verwendeten Samen
homozygot fiir die GmAAH bzw. GmUAH,
Y der Samen heterozygot und % der Samen
ohne GmAAH bzw. GmUAH. Das
Wachstum dieser Linien wurde im selben
Experiment (siehe 4241
Phénotypenanalyse) mit den verschiedenen
Mutanten aus Arabidopsis und ihren
Komplementationslinien auf 2 MS-
Medium mit Allantoin als einziger
Stickstoffquelle untersucht (dargestellt in
Abbildung 27).

Zur besseren Vergleichbarkeit sind die
Ergebnisse fiir den Wildtyp, die Afaah, die
Atuah und ihre homologen Komplemen-
tationen in Abbildung 37 erneut gezeigt.

Es konnte festgestellt werden, dass die
GmAAH (Abbildung 37-6) sowie die
AtAAH (Abbildung 37-4) in der Lage ist,
die Ataah (Abbildung 37-2) zu komplemen-
tieren. Dies konnte auch fiir die GmUAH
beobachtet werden. Hier komplementierte
das Gen der Sojabohne (Abbildung 37-7)
den AfUAH-Verlust in  Arabidopsis
(Abbildung 37-3) genauso gut wie das
Arabidopsisgen selbst (Abbildung 37-5).
Dieses Ergebnis konnte auch durch die

Messung des Trockengewichtes und des

Proteingehaltes in diesen Komplemen-

Wildtyp Ataah Ataah
+ +
AtAAH-Strepll  GmAAH-Strepll

Atral
Aluan

AtUAH-Strepll  GmUAH-Strepll

Abbildung 37 - Phanotypenanalyse der
Komplementation der Arabidopsismutanten
mit den Genen aus Sojabohne.

Fotografien des Wildtyps (A), der
Arabidopsismutanten Atfaah (B) und Atuah (C),
der entsprechenden Komplementationslinien (D
& E) und der Komplementationslinien mit der
GmAAH (F) bzw. der GmUAH (G) sind
abgebildet nach sechswdchigem Wachstum
unter Langtagbedingungen auf 2 MS-Medium
mit 10 mM Allantoin als einziger Stickstoff-
quelle. A, B, C, D und E wurden bereits in
Abbildung 27 dargestellt.

tationslinien bestétigt werden (Daten nicht
gezeigt).  Auch  hier  fiihrte  die
Komplementation mit dem jeweiligen
Sojabohnengen zum gleichen Trocken-
gewicht und Proteingehalt wie die
Komplementation mit dem entsprechenden
Arabidopsisgen (siche 4.2.4.1
Phénotypenanalyse).

In der Metabolitanalyse konnte dariiber
hinaus  gezeigt werden, dass die
Sojabohnenenzyme (Abbildung 38 4 & 7)
wie auch ihre
(Abbildung 38 3 & 6) in der Lage sind, die

Metabolitakkumulation in den

Arabidopsisorthologen



Allantoin Allantoat Ureidoglykolat  Glyoxylat Ammonium Harnstoff

00 10 10000 10 80 00 10 25 00 10 25 00 10 25 00 10 25

1 Wildtyp

2 Ataah

3 AtAAH-Strepll
4 GmAAH-Strepll
5

6 -Strepll
7 -Strepll

Abbildung 38 — Metabolitanalyse der Komplementation der Arabidopsismutanten mit den
Genen der Sojabohnenenzyme.

Der Wildtyp (1), die Arabidopsismutanten Ataah (2) und Atuah (5), ihre entsprechenden Komple-
mentationslinien (3 & 6) und die Komplementationslinien mit den Genen der GmAAH (4) bzw. der
GmUAH (7) wurden auf Erde angezogen und nach vierwdchigem Wachstum unter Langtag-
bedingungen metabolomisch untersucht. Gemessen wurden: Allantoin (A), Allantoat (B),
Ureidoglykolat (C), Glyoxylat (D), Ammonium (E) und Harnstoff (F). Die Detektion von Ammonium und
Harnstoff (nach Umsatz mit Urease zu Ammoniak) erfolgte mittels der Berthelot-Reaktion. Allantoin,
Allantoat, Ureidoglykolat und Glyoxylat wurden mit Hilfe der differenziellen Glyoxylatanalyse detektiert.
Die Quantifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte durch einen entsprechenden Standard. Fir die
Farbdarstellung verwendete Werte sind Mittelwerte (n = 5) normiert auf den Wildtyp, welcher gleich
1,0 gesetzt wurde.

entsprechenden Arabidopsismutanten

(Abbildung 38 2 & 5) zu verhindern. Dies 4.3.2.3 Die beteiligten Enzyme I

deutet darauf hin, dass in diesen Linien die
GmAAH und die GmUAH genauso wie die
AtAAH und AfUAH den Abbau von

Im Januar 2010 wurde die Sequenzierung
des Genoms von Sojabohne verdffentlicht

_ ' (Schmutz et al., 2010). Bei Sojabohnen
Allantoat bzw. Ureidoglykolat katalysieren. _ ‘
handelt es sich um palaecopolyploide
Da die GmAAH und die GmUAH in . ‘
. o . Pflanzen, bei denen es zu zwei
Arabidopsis die Funktion des Allantoat- o _
' Genomduplikationsereignissen gekommen
bzw. Ureidoglykolatabbaus iibernechmen
ist. Diese Genomduplikationen geschahen
konnen, ist es sehr wahrscheinlich, dass sie
vor ca. 59 und vor ca. 13 Millionen Jahren
diese in vivo Funktion auch im homologen o
] ) und wurden gefolgt von Gendiversi-
System (Sojabohne) besitzen. '
fizierungen, Genverlusten und zahlreichen

chromosomalen Reorganisationen. Dies



fiihrte dazu, dass 75% der vorhandenen
Gene in multiplen Kopien vorliegen
(Schmutz et al., 2010).

So gibt es im Sojabohnengenom insgesamt
vier ALNs, zwei AAHs, zwei UGlyAHs und
zweil UAHs. Diese wurden mit 1-4 oder 1-2
nummeriert. Da bereits mit den cDNAs von
jeweils einer GmAAH, GmUGIyAH und
GmUAH gearbeitet wurde, fiir die gezeigt
werden konnte, dass sie aktive Enzyme
kodieren, wurden die bereits verwendeten
Gene in der Benennung jeweils mit 1
bezeichnet (siche Tabelle 16).

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob es sich

Tabelle 16: die multiplen Genekopien fir
ureidabbauende Enzyme in Sojabohne

Gen Genort Enzym
ALN 1 Glyma15g07910 | GmALN 1
ALN 2 Glyma13g31430 | GmALN 2
ALN 3 Glyma13g31420 | GmALN 3
ALN 4 Glyma15g07920 | GmALN 4
AAH 1 Glyma09g05600 | GmAAH (1)
AAH 2 Glyma15g16870 | GmAAH 2
g’G’yA"’ Glyma17g15820 g')"UG'VAH
gG’yA"’ Glyma0sg0s4g0 | SMUCVAR
UAH 1 Glyma10g32850 | GmUAH (1)
UAH 2 Glyma20g34790 | GmUAH 2

bei dem jeweils zweiten paralogen Gen

bzw. einigen der vier Allantoinasegenen um

Pseudogene

handeln konnte

oder es

Hinweise auf eine fehlende bzw. veranderte

Tabelle 17: Proteinsequenzanalyse der ureidabbauenden Enzyme in Sojabohne

Funktionalitat . iy Signal- Lokalisations-
Enzym . Sequenzidentitat
moglich? vorhersage vorhersage
zu GmALN 2: 95.5% . :
GmALN 1 ia 2u GmALN 3: 85.4% Signajatker | ER It 0.97
zu_GmALN 4: 86.0% mit e, (Rang 1)
zu GmALN 1: 95.5% . :
GmALN 2 ia 2u GmALN 3: 84.8% S'g.rt‘%'asnzkoer =Rt 01’84
zu_GmALN 4: 85.0% mit e, (Rang 1)
zu GmALN 1: 85.4% . :
GmALN 3 ia 2u GmALN 2: 84.8% Signajanker | ERMIL0.87
zu GmALN 4: 97.1% mit e, (Rang 1)
zu GmALN 1: 86.0% . :
GmALN 4 ia 2u GmALN 2: 85.0% Signalanier | ER Mt 0,86
zu GmALN 3:97.1% mit e, (Rang 1)
. . Signalpeptid ER mit 0,16
0,
GmAAH 1 ja zu GmAAH 2: 98.1% mit 0,995 (Rang 2)
. . Signalpeptid ER mit 0,20
0,
GmAAH 2 ja zu GmAAH 1: 98.1% mit 0,096 (Rang 1)
. . Signalpeptid ER mit 0,42
o
GmUGIyAH 1 ja zu GmUGIyAH 2: 95.6% mit 1,000 (Rang 2)
. . Signalpeptid ER mit 0,31
o
GmUGIyAH 2 ja zu GmUGIyAH 1: 95.6% mit 1.000 (Rang 1)
. . o Signalpeptid ER mit 0,21
GmUAH 1 ja zu GmUAH 2: 93.3% mit 1,000 (Rang 1)
. . Signalpeptid ER mit 0,23
0,
GmUAH 2 nein zu GmUAH 1: 93.3% mit 1.000 (Rang 1)




Proteinaktivitdit und / oder —lokalisation
gibt, wurden die Proteinsequenzen der Gene
zunéchst in silico analysiert.

Die beiden paralogen Gene der Enzyme
fiihren zu nahezu identischen Protein-
sequenzen (Tabelle 17). Die vier
Allantoinasen kann man in 2 Gruppen
einteilen (1 & 2 und 3 & 4), wobei die
Proteinsequenzen innerhalb einer jeden
Gruppe wieder eine sehr hohe Identitét
aufweisen und zur anderen Gruppe etwa
85% identisch sind (Tabelle 17). Fiir alle
Enzymsequenzen wurde eine mogliche ER-
Lokalisation vorhergesagt (Multiloc), wobei
die Allantoinasen im Gegensatz zu den
anderen Enzymen des Ureidabbaus einen
Signalanker anstelle eines Signalpeptides
tragen sollen (SignalP 3.0 HMM). Auch in
den konservierten Bereichen eines jeden
Enzyms (sieche Anhang) konnten keine
grundlegenden Abweichungen der
Proteinsequenz in einem der Paralogen
welche auf eine

gefunden  werden,

Verdnderung der Aktivitdit hinweisen
konnten. Im Gegensatz dazu enthélt die
GmUAH 2 ein Stopcodon im ersten Exon
(siche Anhang), so dass dieses Gen ein
Pseudogen ist.

Da mit der in silico Analyse auBer fiir die
GmUAHs keine offensichtlichen

Unterschiede  zwischen den  Protein-

sequenzen der zwei bzw. vier Paralogen
gefunden werden konnte, sollten die

Enzyme im  Weiteren = biochemisch

untersucht und miteinander verglichen
werden, um herauszufinden, ob es
Unterschiede in den enzymkinetischen

Parametern gibt.

Tabelle 18: die enzymkinetischen
Parameter der ureidabbauenden Enzyme
aus Sojabohne

Km spez. | ket | kat.
Aktiv. Effiz.

uM Umg |s" | (ssM)"
GmALN1 | 11758 | 1596 | 1484 :]I ’0256
GmALN 2 | 15251 | 3678 | 3424 %0254
GmALN 3 | 13118 | 83 76 ?’0831
GmALN 4 | 17089 | 761 702 ‘1‘.’0141
GmAAH 1 | 46 88 76 1’0663
GmAAH 2 | 107 97 84 (1)’0768
GmUAH 1 | 40 21 17 ‘1"’03:5

Es wurde alle Gene, die noch nicht
untersucht wurden von Dr. Nieves Medina
Escobar kloniert (siche Tabelle 2). Wie
auch die bereits untersuchten Gene wurden
sie transient in Nicotiana benthamiana
tiberexprimiert (siche Kapitel 3.2.2.1.2).
Anschliefend wurden die Enzyme parallel
aufgereinigt und fiir eine Bestimmung der
enzymkinetischen Parameter verwendet
(siehe Kapitel 3.2.2.5).

GmALN 1 und GmALN 2 besitzen einen
dhnlichen K,-Wert und eine &hnliche
Effizienz  (Tabelle 18)
vergleichbar mit den Werten des
Arabidopsisenzyms (Tabelle 14). Die
GmALN 3 und GmALN 4 dagegen zeigen

katalytische



eine zehnfach bis hundertfach verringerte
katalytische Effizienz bedingt durch eine
geringere Katalysegeschwindigkeit (Tabelle
18).

Das konnte darauf hindeuten, dass die
GmALN 1 und GmALN 2 die beiden
aktiven Enzyme in Sojabohne sind, wobei
hier die GmALN 2 das noch effizientere
Enzym ist. Die beiden GmAAHs zeigen
keinen Unterschied in ihrer spezifischen
Aktivitdt, allerdings wurde fiir die GmAAH
2 ein doppelt so hoher K;-Wert bestimmt,
Effizienz
halbiert wird.

wodurch  die

gegeniiber GmAAH 1

katalytische

Generell liegen beide Enzyme im Bereich
der Werte, die fiir die Arabidopsis-AAH
bestimmt (Tabelle 14). Die
GmUAH 1 bleibt hier ohne Vergleich zur
GmUAH 2, da diese kein funktionelles
UAH-Protein bildet. Allerdings liegen die
Werte der GmUAH 1 auch hier ungefihr im

wurden

Bereich der Werte des Arabidopsisenzyms
(Tabelle 14). Fir die beiden UGIyAHs
konnte die Bestimmung der kinetischen
Parameter in Ermangelung des Substrates
nicht durchgefiihrt werden, allerdings
waren beide Enzyme in vitro aktiv
(Abbildung 36 und Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnten mit Hilfe der in
vitro  Daten die vier  paralogen
Allantoinasen mdglicherweise auf zwei
reduziert

hauptfunktionelle Enzyme

werden.

4.3.2.4 In vivo Funktion Il und in
vivo Relevanz

Fiir die GmAAH 1 und GmUAH 1 konnte
die in vivo Funktion bereits im heterologen
System  Arabidopsis werden

(Abbildung 37 und Abbildung 38).

gezeigt

Fiir eine Untersuchung der Funktion aller
Enzyme im homologen System wiren die
entsprechenden Verlustmutanten in
Sojabohne ndtig. Diese sind schwierig zu
erhalten, weswegen der Enzymverlust (aller
Paralogen gleichzeitig) mittels Virus-
induzierter Genabschaltung (VIGS) bewirkt
wurde. Die VIGS-Technik in Sojabohne
wurde durch Dr. Nieves Medina Escobar in
unserem Labor etabliert und fiir dieses
Projekt angewendet. Der  hierbei
verwendete VIGS-Vektor wurde von Zhang
et al., 2010 veroffentlicht. Bisher ist diese
Gruppe die FEinzige weltweit, die mit
diesem System die Menge spezifischer
Transkripte reduzieren kann. Der Einsatz
dieser Technik in unserem Labor wurde
bisher auf das transkriptionelle
Herunterregulieren der GmUAH fokussiert,
da die in vivo Funktion dieses Enzyms im
Leguminosenfeld sehr umstritten ist. Dr.
Medina Escobar stellte drei verschiedene
Konstrukte her, um das Transktriptniveau
der GmUAH mittels VIGS in Sojabohnen
herunter zuregulieren (Tabelle 5). Von ihr
generierte RT-PCR Daten bestétigten eine

erfolgreiche Virusinfektion der



verwendeten Pflanzen und dariiber hinaus
eine Reduktion der GmUAH-Transkript-
menge. Nun sollte das korrespondierende
Proteinniveau (sieche Kapitel 3.2.3.4.2) und
das Metabolitprofil der Ureide (siche
Kapitel 3.2.3.3.2) in den verwendeten
Pflanzen bestimmt werden, um den Einfluss
der  Verminderung der  GmUAH-
Transkriptmenge in vivo zu untersuchen.

Da unter Wachstumsbedingungen auf Erde
(Kapitel 3.2.3.1.3) keine Akkumulation von
Ureiden gemessen werden konnte (Daten
nicht gezeigt), wurden die Blitter der
infizierten Pflanzen iiber die Petiolen mit
10 mM Allantoin versorgt (siche Kapitel
3.23.1.3). So sollte der Ureidabbau
verstirkt und die Intermediate fiir die
Analyse angereichert werden. Hierfiir
wurde zunichst ein Zeitkursexperiment mit
einem uninfizierten Blatt durchgefiihrt,
welches die Aufnahme und Verwendung
des angebotenen Allantoins und den besten
Zeitpunkt fiir die Probennahme in den
folgenden Experimenten darlegen sollte.

Es zeigte sich, dass Allantoin von den

Blittern aufgenommen und in Allantoat

Abbildung 39 - Allantoinaufnahme und -
umsatz im Zeitkurs.

Blatter der Sojabohne wurden von der Pflanze
abgetrennt und ihre Petiolen Uber zwolf
Stunden in 10 mM HEPES,.s (Kontrolle) oder
10 mM Allantoin inkubiert. Gemessen wurden
Allantoin,  Allantoat,  Ureidoglykolat  und
Glyoxylat mit Hilfe der differenziellen
Glyoxylatanalyse. Die Quantifizierung der
Reaktionsprodukte  erfolgte  durch  einen
entsprechenden Standard.

umgewandelt wird, welches darauthin mit
der Zeit akkumuliert (Abbildung 39). Dem

entgegen dndern sich die Konzentrationen
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von Ureidoglykolat und Glyoxylat nicht,
was entweder auf einen Mangel an aktiven
GmAAHs hinweist oder auf einen
sofortigen Umsatz von Ureidoglykolat und
Glyoxylat. Anhand des Allantoatprofils
wurde der Zeitpunkt der Probennahme fiir
die Folgeexperimente auf acht Stunden
festgelegt, da danach die Allantoat-
akkumulation = kaum  noch  zunahm
(Abbildung 39).

In einem Folgeexperiment wurden Blétter
von sechs Wochen alten Sojapflanzen
verwendet. Die Pflanzen waren dreieinhalb
Wochen vor der Probennahme mit je einem
der drei verschiedenen VIGS-Konstrukte
zur Reduktion der GmUAH Transkript-
menge oder einem leeren Virus zur
Kontrolle infiziert worden. Auch hier
wurden die Blitter (je drei pro Konstrukt)
von den Pflanzen abgetrennt und iiber die
Petiolen fiir acht Stunden mit 10 mM
Allantoin versorgt, wobei Proben sowohl
vor der Inkubation (TO) als auch nach der

Inkubationszeit entnommen wurden (T8).

In allen Bléttern erfolgte die Aufnahme und

Abbildung 40 - Metabolitanalyse der
Sojabohnenblatter infiziert mit GmUAH-
VIGS-Konstrukten.

Infizierte Blatter von Sojabohnen, die keine
Viren (Kontrolle) bzw. Viren mit dem
Leervektor (Leervirus) oder Viren mit einem der
drei verschiedenen GmUAH-VIGS-Konstrukte
enthielten, wurden von der Pflanze abgetrennt
und ihre Petiolen Uber acht Stunden in 10 mM
Allantoin inkubiert. Gemessen wurden Allantoin,
Allantoat, Ureidoglykolat und Glyoxylat mit Hilfe
der differenziellen  Glyoxylatanalyse. Die
Quantifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte
durch einen entsprechenden  Standard.
Fehlerbalken sind SD (n = 3).

Umwandlung von Allantoin, da es nach der
achtstiindigen Inkubationszeit in allen
Proben im Vergleich zum Zeitpunkt Null zu
einer Akkumulation von Allantoin und auch
Allantoat kam (Abbildung 40). Wie auch
im Zeitkursexperiment (Abbildung 39)
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akkumulierten Ureidoglykolat und
Glyoxylat weder in den uninfizierten
Blittern (Kontrolle) noch in den infizierten
Blittern mit dem leeren Virus. Dem
entgegen akkumulierte  Ureidoglykolat
deutlich in den Blittern, die mit den Viren
zur Stummschaltung der GmUAH infiziert
wurden (Abbildung 40). Dies deutet
darauthin, dass die GmUAH am
Ureidoglykolatabbau in vivo in Sojabohne
beteiligt ist. Dariliber hinaus weisen diese
Daten auf eine generell sehr hohe GmUAH-
Aktivitdt hin, da es sowohl hier in den
Kontrollen als auch im Zeitkursexperiment
trotz des verstdrkten Ureidabbaus zu keiner
Ureidoglykolatakkumulation kam, obwohl
Allantoin und Allantoat akkumulierten.
Weiterhin ist eine gesteigerte
Akkumulation von Allantoin und Allantoat
in den Bliattern mit UAH-VIGS im
Vergleich zu den beiden Kontrollen
erkennbar (Abbildung 40). Dies konnte
moglicherweise eine negative
Riickkopplung andeuten, die aus der
Akkumulation von Ureidoglykolat oder
dem Verlust der GmUAH resultiert.

Um zu tiberpriifen, ob die Ureidoglykolat-
akkumulation in diesen Blittern wirklich
auf ein verringertes GmUAH-Proteinniveau
zuriickzufithren ist und ob dieser Verlust
moglicherweise einen Einfluss auf den
Proteingehalt der anderen Enzyme (vor
allem der GmALNs und GmAAHs) hat,

wurde eine Western Blot Analyse mit je
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Abbildung 41 — Western Blot Analyse der
GmUAH-verminderten Sojabohnenblatter.
Fur je eines der drei Blatter, die in der
Metabolitanalyse verwendet wurden, wurden
die Proteinniveaus der GmALNs, GmAAHSs,
GmUGIyAHs und GmUAH bestimmt. Hierfir
wurden pro Probe 8 pg Rohextrakt mittels
Gelelektrophorese und Western Blot analysiert.
Die Detektion der ureidabbauenden Enzyme
erfolgte durch einen spezifischen Antikorper flir
jede Enzymart.

einem der drei biologischen Replikate pro
Konstrukt durchgefiihrt.

Anhand der spezifischen Detektion der
Enzyme in den verschiedenen Extrakten
wird deutlich, dass die Viren, die die
GmUAH-Stummschaltungskonstrukte
enthielten zu einer drastischen Reduktion
des GmUAH-Proteinniveaus fithrten
(Abbildung 41, Spuren 3, 4 & 5). Dies
konnte zu der verringerten Féhigkeit,
Ureidoglykolat abzubauen gefiihrt haben
und damit zur beobachteten
Ureidoglykolatakkumulation in  diesen

Blattern. Dariiber hinaus waren auch die



Proteinniveaus der GmALNs und der
GmUGIyAHs in diesen Proben reduziert im
Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung
41, Spuren 1 & 2), wobei die GmAAHs in
keiner der Proben eindeutig detektiert
werden konnten. Dieses Resultat konnte die
verstiarkte Akkumulation von Allantoin und
Allantoat (in Annahme, die GmAAHs
verhalten sich &hnlich) erkldren wund
verstirkt damit die Hinweise auf eine
negative Regulation des Proteingehaltes der
anderen ureidabbauenden Enzyme aufgrund
der Akkumulation von Ureidoglykolat oder
dem Verlust der GmUAH. Auch die
Vermutung einer generell sehr hohen
GmUAH-Aktivitit kann anhand der
Western Blot Analyse bestitigt werden, da
der Proteingehalt dieses Enzymes sehr hoch
ist (Abbildung 41, Spuren 1 & 2).

Dieses Experiment zeigt zum ersten Mal die
in vivo Funktion und Relevanz der GmUAH
in Sojabohne und deutet dariiber hinaus auf

eine Regulation des Ureidabbaus durch

Ureidoglykolat oder die GmUAH hin.

4.3.2.5 In vivo Proteingehalt &
Metabolitprofil

Um Informationen iiber die Regulation des
Ureidabbaus in Sojabohnen zu erhalten,
Studien  zum

wurden  verschiedene

Proteingehalt (siehe Kapitel 3.2.3.4.2) und
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Abbildung 42 - natives Expressionsniveau
der ureidabbauenden Enzyme in Sojabohne.
Rohextrakte von Keimlingen (1-3), sowie
unterschiedlich alter Blatter (4-7) wurden mittels
Gelelektrophorese und Western Blot analysiert.
Die Detektion der ureidabbauenden Enzyme
erfolgte durch einen spezifischen Antikorper flr
jede Enzymart.

Metabolitprofil der Ureide (siche Kapitel
3.2.3.3.2) durchgefiihrt.

Hierfiir wurde zunidchst das Proteinniveau
der ureidabbauenden Enzyme in
Sojabohnen wihrend der Keimung und in
verschieden alten Blittern (bis hin zur
Seneszenz) untersucht, da der Ureidabbau
hier  verstarkt werden  soll.
Wihrend der Keimung konnten die

GmALNs gleichbleibend stark detektiert

benotigt

werden, die GmAAHs gar nicht, die
GmUGIlyAHs schwach und die GmUAH
stark an Tag 0 und an Tag 6 (Abbildung 42,
Spuren 1, 2 & 3). Dies deutet darauthin,
dass der Ureidabbau wihrend der Keimung
stattfinden kann, die beteiligten Enzyme

(auBer der GmUAH) in ihrem Proteingehalt



aber nicht besonders stark gesteigert oder
reguliert sind. Das geringere Proteinniveau
der GmUAH an Tag drei der Keimung wirft
Fragen auf, die durch weitere Experimente
geklart werden miissen. In den verschieden
alten Blittern (die Meristemprobe enthielt
dabei sehr junge Blitter) ist dagegen eine
unterschiedliche Regulation der
ureidabbauenden Enzyme zu erkennen. Fiir
wurde

die verschiedenen Blattproben

Extrakt desselben

0,8 ug)

unspezifischen

immer der
Frischgewichtes aufgetragen.
Anhand  der Protein-
detektionen im Blothintergrund ldsst sich
die Abnahme des Proteingehaltes mit dem
steigenden  Blattalter — gut  erkennen
(Abbildung 42, Spuren 4, 5, 6 & 7).
Wihrend die GmALNs in  ihrem
Proteinniveau in allen Blattaltern nahezu
konstant bleiben und nur wenig abnehmen,
nimmt der Proteingehalt der GmUGlyAHs
und der GmUAH zusammen mit dem
Gesamtproteingehalt stark ab, so dass sie in
seneszenten Bldttern kaum noch zu
detektieren sind (Abbildung 42 7). Die
GmAAHs konnen auch hier in keinem der
Gewebe detektiert werden. Die verstirkte
Proteinmenge der GmALNs im Vergleich
zu den anderen (ureidabbauenden)
Proteinen im steigenden Blattalter konnte
auf eine verstirkte Generation von
Allantoat aus Purinen hinweisen, welches
dann aber nicht weiter abgebaut sondern

moglicherweise aus dem Blatt iiber das
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Abbildung 43 — Metabolitgehalt in Blattern
von Sojabohnen mit unterschiedlichen
Stickstoffquellen.

Sojabohnen wurden fur acht Wochen auf Erde
oder in Vermikulit/Perlit angezogen. Die
Pflanzen in V/P wurden entweder mit gar
keinem Stickstoff versorgt (-N), enthielten
Knélichen (+R) oder wurden mit Ammonium-
nitrat (+N) gedingt. Gemessen wurden
Allantoin,  Allantoat,  Ureidoglykolat  und
Glyoxylat mit Hilfe der differenziellen
Glyoxylatanalyse. Die Quantifizierung der
Reaktionsprodukte  erfolgte  durch  einen
entsprechenden Standard. n=2 (techn. Repl.).

Phloem exportiert wird (konform mit
Layzell und LaRue, 1982).

Um die Regulation des Ureidabbaus in
Abhingigkeit  verschiedener  Stickstoff-
quellen zu untersuchen, wurden Blétter acht
Wochen alter Sojabohnen, die entweder auf
Erde oder auf Vermikulit/Perlit mit
entweder keinem Stickstoff (-N), keinem
Stickstoff aber Rhizobien (+R) oder mit
Ammoniumnitrat (+N) gewachsen waren
(siche Kapitel 3.2.3.1.3), untersucht.
Hierbei wurde zunichst das Metabolitprofil
der Ureide in den verschiedenen Pflanzen
bestimmt.

Generell war kein Unterschied zwischen
den Pflanzen auf FErde und in

Vermikulit/Perlit mit Ammoniumnitrat zu



erkennen. In beiden Bedingungen kann ein
geringes Niveau an Allantoin detektiert
werden, wohingegen  Allantoat und
Ureidoglykolat kaum nachweisbar sind
(Abbildung 43). Ohne Stickstoffversorgung
der Pflanzen, ist dieser Allantoingehalt
noch vermindert. Im Gegensatz dazu ist bei
der Sojabohne unter fixierenden
Bedingungen  (+R)  eine  deutliche
Akkumulation der Ureide Allantoin und
Allantoat  nachzuweisen, = wohingegen
Ureidoglykolat auch hier kaum detektierbar
war (Abbildung 43). Somit &dhnelt das
Metabolitprofil dieser fixierenden Pflanze
dem, der mit Allantoin versorgten Pflanzen
(Abbildung 39 & Abbildung 40), auBBer dass
in der fixierenden Pflanze sehr viel mehr
Allantoat als Allantoin im Blatt detektiert
werden konnte (konform mit McClure und
Israel, 1979).

Das Proteinniveau der korrespondierenden
Enzyme zeigt kaum eine Reaktion auf die
unterschiedlichen Stickstoffquellen. Die in
Vermikulit/Perlit gewachsenen Pflanzen
verhalten sich alle fast identisch in Bezug
auf die Proteinmenge der ureidabbauenden
Enzyme (Abbildung 44, Spuren 2, 3 & 4),
unabhingig von der jeweiligen
Stickstoffquelle. Dieses Ergebnis entspricht
den Daten aus Arabidopsis (Abbildung 31),
aber nicht den Erwartungen, da sowohl
durch den starken Stickstoffmangel als auch
vor allem durch die Fixierung und der

damit verbundenen Hauptstickstoffquelle
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Abbildung 44 — natives Expressionsniveau
in Blattern von Sojabohnen mit
unterschiedlichen Stickstoffquellen.

Die Blattrohextrakte der fir die Metabolit-
analyse verwendeten Pflanzen (Abbildung 43)
wurden mittels Gelelektrophorese und Western
Blot analysiert. Die Detektion der ureidab-
bauenden Enzyme erfolgte durch einen
spezifischen Antikorper fiir jede Enzymart.

(Ureide) eine Steigerung des

Proteingehaltes ~ der  ureidabbauenden
Enzyme im  Vergleich zur  mit

Ammoniumnitrat ~ versorgten  Pflanze

vermutet wurde. Damit scheint eine
Regulation des Ureidabbaus mittels der
Enzymaktivititen wahrscheinlicher als eine
Regulation des Proteinniveaus. Mdoglich
wire auch, dass die Stickstoffquelle nicht
zu einer Regulation des Ureidabbaus fiihrt.

Abschliefend sollte das Metabolitprofil
verschiedener Gewebe von Pflanzen unter
fixierenden (R) und nichtfixierenden
Bedingungen (N) vergleichend untersucht

werden. Hierfiir wurden sechs Wochen alte



Sojabohnen verwendet, die auf
Vermikulit/Perlit angezogen wurden und
entweder mit Rhizobien versetzt und ohne
Stickstoff gediingt oder mit
Ammoniumnitrat versorgt wurden (siche
Kapitel 3.2.3.1.3). Geerntet wurden hierbei
die Knollchen, Wurzeln, Sprosse und
Blétter von je drei Pflanzen pro Bedingung,
welche darauthin gemischt wurden, so dass
jeder Messwert den mittleren Wert aus drei
biologischen Replikaten darstellt.

In Ubereinstimmung mit den Daten von
Matsumoto et al., 1977 konnte in allen
untersuchten Geweben der nichtfixierenden
Pflanzen, die mit Ammoniumnitrat versorgt
wurden, ein leichter Gehalt an Allantoin
gemessen werden wohingegen Allantoat
kaum detektierbar war (Abbildung 45 N).
In den Sprossen und Blittern der
fixierenden Sojabohnen konnte ein hoher
Gehalt an beiden Ureiden detektiert werden,
wobei generell der Spross die hochste
Ureidakkumulation aufwies (konform mit
Matsumoto et al., 1977) und Allantoat
hohere Konzentrationen in allen Geweben
erreichte als Allantoin (Abbildung 45 F), so
wie es auch von McClure und Israel, 1979
verdffentlicht wurde. In den Knollchen
konnte die zweithdchste Akkumulation der
Ureide gemessen werden wohingegen die
Wurzel, die die Knollchen trug, keine
Ureide akkumulierte und somit
metabolomisch von den Wurzeln der

nichtfixierenden  Pflanzen @ kaum zu
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Abbildung 45 - Metabolitgehalt in Geweben
von Sojabohnen unter fixierenden und
nichtfixierenden Bedingungen.

Sojabohnen wurden fir sechs Wochen auf
Vermikulit/Perlit angezogen und enthielten
Knéllchen (R) oder wurden mit Ammoniumnitrat
(N) gedingt. Gemessen wurden Allantoin,
Allantoat, Ureidoglykolat und Glyoxylat mit Hilfe
der differenziellen Glyoxylatanalyse, wobei nur
der Allantoin- und Allantoingehalt dargestellt
sind. Die Quantifizierung der Reaktionsprodukte
erfolgte durch einen entsprechenden Standard.

unterscheiden war. Dies deutet daraufhin,
dass die Wurzel nicht tiber die mittels
Fixierung gebildeten Ureide mit Stickstoff
versorgt wird im Gegensatz zum Spross
und den Bléttern. Der Spross als Transport-
und Lagergewebe beinhaltet die meisten
Ureide, gefolgt vom Bildungsort der Ureide
— den Knollchen und letztlich den Blittern,
wo die Ureide verbraucht werden, um die

Pflanze mit Stickstoff zu versorgen.



5 Diskussion

Die Verfiigbarkeit von Stickstoff begrenzt
hidufig das Wachstum von Pflanzen.
Generell konnen Pflanzen Stickstoff in
Form von Nitrat und Ammonium aus dem
Boden aufnehmen. Dariliber hinaus sind
einige Pflanzen (z.B. Leguminosen) in der
Lage, eine Symbiose mit stickstoff-
fixierenden Bodenbakterien einzugehen,
welche aus atmosphdrischem Stickstoff
(N2) Ammonium generieren und mit diesem
sogar den gesamten Stickstoffbedarf einer
Pflanze decken konnen (Schubert, 1986).
Die organischen Verbindungen, die mit
diesem Ammonium von der Pflanze
generiert werden, konnen entweder als
Amide (Asparagin und Glutamin) oder als
Ureide (Allantoin und Allantoat) zu den
tiberirdischen Teilen der Pflanze durch das
Xylem exportiert werden (Herridge et al.,
1978). Dementsprechend werden
Leguminosen beziiglich der Komponenten,
die sie fiir die Mobilisierung des bakteriell
fixierten Stickstoffs verwenden, als Amid-
oder Ureidexporter klassifiziert (Schubert,
1986). Weiterhin sind Pflanzen dazu féhig,
bereits assimilierten Stickstoff effizient
innerhalb der Pflanze umzuverteilen. So
werden stickstofthaltige Verbindungen aus
alten Geweben (sources) abgebaut, um den

Stickstoff fiir die Entwicklung neuer, junger

Gewebe (sinks) zu verwenden. Die Ureide

Allantoin und Allantoat sind hierbei
Abbaus von

Ureide

Zwischenprodukte  des
Purinnukleotiden. Die werden
entweder vollstindig abgebaut und der
Purinringstickstoff als Ammoniak
freigesetzt und reassimiliert oder sie werden
als Stickstoffspeicher eingelagert
(Reinbothe und Mothes, 1962). Ferner
kénnen Ureide als einzige &ullere
Stickstoffquelle von Pflanzen verwendet
werden (Desimone et al., 2002; Pelissier et
al., 2004) und sollen auch eine wichtige
Rolle beim Entgiften reaktiver
Sauerstoffspezies in Pflanzen iibernehmen
(Brychkova et al., 2008; Watanabe et al.,
2010). Die Funktion der Ureide in Pflanzen
ist also vielfiltig, denn sie beinhaltet eine
Rolle in der Stickstoffremobilisierung, die
Nutzung  als Stickstoffquelle, die
Verwendung als Exportform, den Einsatz
als Stickstoffspeicher und den Zellschutz.
Fir ein Verstindnis der vielfiltigen
Funktionen der Ureide in Pflanzen ist die
Untersuchung des Ureidmetabolismus von
zentraler Bedeutung, vor allem im Hinblick
auf die Nutzungseffizienz von Stickstoff in
Pflanzen.

Generell ist fiir den Abbau von Allantoin
nur ein Enzym bekannt: die Allantoinase
(ALN). Dem entgegen konnen sowohl
Allantoat als auch Ureidoglykolat tiber zwei
Klassen  von

abgebaut werden (Abbildung 4). Die Klasse

verschiedene Enzymen

der  Amidinohydrolasen  (Allantoicase



(ALC) und Ureidoglykolat Urea Hydrolase
(UURH)) ist harnstofffreisetzend,
Klasse der Amido-
hydrolasen  (Allantoat ~Amidohydrolase
(AAH) und Amido-
hydrolase (UAH)) Ammoniak und Kohlen-

stoffdioxid freisetzt. Bei der Allantoat

wohingegen die

Ureidoglykolat

Amidohydrolase =~ wird  hierbei  ein
Intermediat (Ureidoglycin) angenommen
(Trijbels und Vogels, 1966a), da zwei
hydrolytische Schritte benétigt werden, um
unter Ammoniakfreisetzung Ureidoglykolat
zu produzieren.

Der Abbau der Ureide in Pflanzen wurde
seit Langem untersucht, aber die beteiligten
Enzyme sind nur zum Teil identifiziert. So
wurden Allantoinasen (ALNs) beschrieben
und ihre Gene kloniert (Yang und Han,
2004) und auch Allantoat Amidohydrolasen
(44Hs) identifiziert, kloniert und die
Proteine biochemisch charakterisiert (Todd
und Polacco, 2006; Werner et al., 2008).
Die ersten  Ureidoglykolat ~ Amido-
hydrolasen (UAHs) wurden in unserem
Labor identifiziert, kloniert und die Enzyme
biochemisch charakterisiert (Werner, 2007;
Przybycin, 2008; Werner ef al., 2010).

Bei laborinternen  Experimenten, die
nachweisen sollten, dass in Pflanzen
Allantoat durch die beiden ammoniak-
freisetzenden Amidohydrolasen abgebaut
wird, zeigte sich, dass die AAH und UAH
um den

nicht ausreichen, gesamten

Stickstoff aus Allantoat freizusetzen, und

dass es ein weiteres Enzym geben muss,
welches am Ureidabbau beteiligt ist. Die
vollstindige enzymatische Beschreibung
des Ureidabbaus und die Untersuchung der
in vivo Funktion und Relevanz der UAHs in
Pflanzen stellten die Hauptziele dieser

Arbeit dar.

5.1 Die Enzyme

Das iiberraschendste Ergebnis in dieser
Arbeit war, dass Ureidoglykolat nicht das
Reaktionsprodukt der AAH ist (Abbildung
6). Dies war seit liber 40 Jahren eine
zentrale Komponente im Modell des
Ureidabbaus. In den siebziger Jahren wurde
exzellente Forschung (durch Trijbels,
Vogels und van der Drift) am bakteriellen
Ureidabbau betrieben, die einen groflen Teil
des Wissens generierte. Diese Forscher
vermuteten zunachst, dass das
Reaktionsprodukt der AAH Ureidoglycin
sei (Trijbels und Vogels, 1966a; Vogels,
1966). Spidter postulierten sie, dass das
Reaktionsprodukt der AAH Ureidoglykolat
sei, welches tber das Intermediat
Ureidoglycin generiert werde (van der Drift
etal., 1970).

Diese Auffassung wurde im Forschungsfeld
akzeptiert aber nie experimentell bestdtigt.
Durch die Herstellung rekombinanter AAH
war es spater moglich, die genaue Reaktion

isoliert zu untersuchen. Allerdings wurde



auch in wunserem Labor, wo diese
Untersuchung mit Enzymen aus
Arabidopsis und Sojabohne zuerst gelang,
zunichst das urspriingliche Modell nicht
angezweifelt (Werner et al., 2008). Auch
hier wurde davon ausgegangen, dass
Ureidoglykolat das Endprodukt der AAH-
Reaktion sei, so dass erst der spéitere
Misserfolg der Darstellung des Gesamt-
umsatzes zusammen mit der UAH zur
genaueren Untersuchung der Reaktions-
produkte der AAH fiihrte.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum
ersten  Mal gezeigt werden, dass
Ureidoglycin tatsdchlich im Ureidabbau
gebildet wird, aber nicht als Intermediat,
sondern als Endprodukt der AAH-Reaktion
(Abbildung 23, Werner et al., 2010). Dies
erklarte die fehlende Reaktionsfolge der
AAH und der UAH, da die AAH nicht das
Substrat der UAH generiert.

Die logische Folge aus diesen Ergebnissen
war die Suche nach einem Enzym, dass
Ureidoglycin in  Ureidoglykolat unter
Ammoniakfreisetzung iiberfithrt. Dieses
Enzym wurde mit Hilfe einer umfassenden
vergleichenden Genomanalyse aufgrund
seiner genetischen Verbindung zur A4AH
und dem gemeinsamen Vorkommen in
bakteriellen Genomen identifiziert (Werner
2010).

Dieses Enzym kann

(Abbildung

et al,
Ureidoglykolat produzieren
14), verwendet dabei aber nicht Allantoat

als Substrat (Abbildung 22) sondern das

Reaktionsprodukt der AAH — Ureidoglycin.
Es handelt sich daher um eine Ureidoglycin
Aminohydrolase (UGIlyAH), die aus
Ureidoglycin unter Ammoniakfreisetzung
Ureidoglykolat produziert (Abbildung 22).
Die UGIyAHs aus Arabidopsis und E. coli
wurden unabhdngig von einer zweiten
Forschergruppe identifiziert und untersucht
(Serventi et al., 2010). Sie bestitigen die
hier dargestellten Ergebnisse der UGIyAH
in Bezug auf ihre Aktivitit und
Lokalisation im ER. Dariiber hinaus
konnten sie eine Manganabhingigkeit der
UGIyAH nachweisen und postulierten, dass
es sich bei dem nativen Enzym um ein
Monomer handeln wiirde (Serventi et al.,
2010). Dies steht in Kontrast zum Ergebnis
der Interaktionsstudie dieser Arbeit,
welches auf eine multimere Form der
AtUGIyAH hinweist (Abbildung 26). Erst
kiirzlich durch  die
Kristallstruktur der AfUGIyAH bestitigt
(Shin et al., 2012). Es wird beschrieben,

dass die native AfUGIyAH ein Oktamer ist,

wurde dies

mit Mangan als molekularem Anker, um
Ureidoglycin zu binden. Dariiber hinaus
wurde ein K,-Wert von 1,77 mM, ein Kea-
Wert von 761 s und eine katalytische
Effizienz von 43 10° (s*M)' bestimmt.
Diese Werte liegen im Bereich der Werte
der anderen ureidabbauenden Enzyme aus
Arabidopsis (Tabelle 14). Die Reaktion der
UGIyAH mit Ureidoglycin, um

Ureidoglykolat zu generieren, ist essentiell



in Bezug auf die Reaktion der UAH, die
Ureidoglykolat umsetzt, um aus diesem
Glyoxylat unter Ammoniakfreisetzung zu
bilden (Abbildung 6).

So kann unter Verwendung der AAH,
UGIyAH und UAH / UUH der vollstindige
Abbau des Allantoats in vitro mit
aufgereinigten Enzymen erreicht werden.
Dies gelang mit den Enzymen der
Modellpflanze
(Abbildung 22), des mikrobiologischen

Arabidopsis thaliana
Escherichia coli
(Abbildung 21), der monokotylen Pflanze
Oryza sativa (Abbildung 34) und der

Modellorganismus

tropischen

(Abbildung 36).

Leguminose Glycine max
Ein Hinweis auf ein weiteres Intermediat
(Hydroxyglycin) konnte hierbei leider nicht
gefunden werden, wobei von diesem als
eigentlichem Reaktionsprodukt der UAH
auszugehen ist (Werner und Witte, 2011).
Die AAH hydrolysiert eine Amidgruppe
des Allantoats. Daher ist es mdglich, dass
die  strukturell &dhnliche UAH die
Amidgruppe des Ureidoglykolats
hydrolysiert ~ und  somit  eigentlich
Hydroxyglycin produziert (Abbildung 46).
Dieses =zerfdllt dann in vitro nicht-
enzymatisch zu Glyoxylat und Ammoniak.
Es ist moglich, dass es ein Enzym gibt,
welches in vivo den Hydroxyglycinabbau
katalysiert. Bei diesem Enzym sollte auch
in Betracht gezogen werden, dass es

moglicherweise nicht Glyoxylat produziert.
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Abbildung 46 - der neue Ureidabbau

Das Ureid Allantoin wird durch die Allantoinase
(ALN) zu Allantoat hydrolysiert. Allantoat kann
entweder durch die harnstofffreisetzende
Allantoicase (ALC) direkt zu Ureidoglykolat oder
zunachst durch die ammoniakfreisetzende
Allantoat Amidohydrolase (AAH) zu
Ureidoglycin und anschlieBend durch die
Ureidoglycin  Aminohydrolase (UGIyAH) zu
Ureidoglykolat abgebaut werden. Ureidoglykolat
kann ahnlich wie Allantoat entweder durch eine
harnstofffreisetzende  Ureidoglykolat  Urea
Hydrolase (UUH) direkt zu Glyoxylat oder durch
eine  ammoniakfreisetzende  Ureidoglykolat
Amidohydrolase (UAH) zunachst zu
Hydroxyglycin und dann zu Glyoxylat abgebaut
werden.



Durch die harnstofffreisetzende UUL wird
enzymatisch Glyoxylat aus Ureidoglykolat
produziert (Abbildung 21) und Glyoxylat
wird auch in intakten Sojabohnenblittern
als Produkt des

beschrieben (Winkler et al.,

Allantoatabbaus
1988b).
Allerdings konnten durch eine Variation
des Hydroxyglycinabbaus verschiedene
Produkte entstehen. So ist es mdoglich,
durch die Aktivitit einer Hydrolase
Ammoniak und Glyoxylat, durch eine
Reduktase

Glycin und durch eine

Transaminase  Glyoxylat und  eine
Aminosdure zu produzieren. Fiir die
Identifikation des Enzyms miissen sowohl
die Bildung des Hydroxyglycins durch die
UAH als auch das in vivo Endprodukt des
Ureidabbaus in Pflanzen untersucht werden.
Zusammenfassend fithren die Daten dieser
Arbeit zu einem neuen Bild {iber die Anzahl
und Art der ureidabbauenden Enzyme,
welches das alte Modell des Ureidabbaus

teilweise ersetzt und erweitert (Abbildung

46).

5.2 Ureidabbau in
Pflanzen

Fiir den Ureidabbau in Pflanzen wurde nach
Messungen mit markiertem Allantoat in
Samenschalenextrakten von Sojabohnen
vermutet, dass Allantoat durch einen

Enzymkomplex, der sowohl eine Allantoat

Amidohydrolase Aktivitdt als auch eine
Ureidoglykolat Amidohydrolase Aktivitét
enthalten soll, abgebaut wird (Winkler et
al., 1988b). Diese Vermutung wurde
dadurch unterstiitzt, dass Ureidoglykolat in
vivo nicht akkumuliert (Winkler et al.,
1987). Dies wurde auch in den hier
dargestellten beobachtet
(Abbildung 39; Abbildung 40; Abbildung
43 und Abbildung 45). Allerdings konnte in

Experimenten

der Interaktionsstudie kein Hinweis auf eine
Interaktion der allantoatabbauenden
Enzyme gefunden werden (Abbildung 26).
Moglich wire ein solcher Komplex, da alle
ureidabbauenden Enzyme im ER lokalisiert
sind (Abbildung 24, Werner et al., 2008;
Serventi et al., 2010 und laborinterne
Daten) und er dariiber hinaus die
Geschwindigkeit des Ureidabbaus erh6hen
und den Zerfall der instabilen Intermediate
verhindern wiirde. Auch Allantoat ist kaum
detektierbar, wohingegen ein gewisser
Allantoingehalt stets gemessen werden
konnte (Abbildung 43 und Abbildung 45).
Dies konnte auf einen Komplex hindeuten,
der die ALN mit einschliet. Vielleicht
wird diese bendtigt, um den Komplex
auszubilden oder moglicherweise miissen
alle Enzyme anwesend sein, um den
Komplex zu stabilisieren, so dass er in der
Interaktionsstudie, die nur paarweise und
ohne ALN durchgefiihrt wurde, nicht

nachweisbar war. Der Komplex konnte

dariiber hinaus die Enzyme stabilisieren, da



ein geringerer Proteingehalt der ALN und
der UGIyAH in
detektiert werden konnte, wenn die UAH
fehlte (Abbildung 41). Dies gilt auch fiir die
AAH, die zwar nicht detektiert werden

Sojabohnenextrakten

konnte, aber metabolomisch fiihrte der
Verlust der UAH auch zu einer stirkeren
Akkumulation von Allantoat (Abbildung
40). Dariiber hinaus besitzen entweder die
ALNs oder die AAHs moglicherweise
einen Signalanker, der sie an die ER-
Membran bindet (siche Anhang Tabelle
20). Eine solche Membranbindung der
ALNs konnte in Blittern der Sojabohne
gefunden werden (Thomas et al.,, 1983).
Diese ALN-Bindung an die ER-Membran
konnte die Ausbildung des Komplexes in
vivo ermdglichen und die Komponente sein,
die in vitro fehlt. Eine Membranbindung
der ALNs konnte ferner die schlechten
Aufreinigungsergebnisse und moglicher-
weise auch die beobachtete Instabilitit der
ALNSs erkldren (Daten nicht gezeigt).

Gegen einen Enzymkomplex in vivo
sprechen drei Dinge. Erstens weichen die
enzymkinetischen Parameter der Enzyme
stark voneinander ab (Tabelle 14; Tabelle
15; Tabelle 18 und Shin et al., 2012). Man
kann die Enzyme des Ureidabbaus in zwei
verschiedene  Gruppen beziiglich der
Regulation ihrer Aktivitit einteilen. Die
erste Gruppe (ALN und UGIyAH) besitzt

eine sehr hohe Katalysegeschwindigkeit

(kca) und einen sehr hohem K,,-Wert.

Dagegen zeigt die zweite Gruppe (AAH

und UAH) eine geringere Katalyse-
geschwindigkeit auf, besitzt aber auch einen
sehr niedrigen K;,, Die Geschwindigkeit der
Katalyse ist wie folgt verteilt: ALN >
UGIyAH >>> AAH > UAH. In einem
Komplex, in dem alle Enzyme dquimolar
solche

Akku-

vorliegen, konnte eine

Geschwindigkeitsverteilung  zur
mulation der Substrate im Komplex fiihren.
Wenn die Substratmenge sehr hoch ist (im
unteren millimolaren Bereich), hingen die
Enzymgeschwindigkeiten nur vom
jeweiligen kg, ab. In diesem Fall wiirden
Allantoat und  Ureidoglykolat  akku-

mulieren.  Bei  geringeren  Substrat-
konzentrationen (im unteren mikromolaren
Bereich) ist die katalytische Effizienz ein
Mall  fiir die jeweilige  Enzym-
geschwindigkeit. Die katalytische Effizienz
der Enzyme ist wie folgt verteilt; AAH >
UAH > UGIyAH > ALN, wobei die
Geschwindigkeiten ~ direkt  von  der
jeweiligen Ureidkonzentration abhidngen.
Diese Variante wire prinzipiell vorstellbar,
da geringe Konzentrationen eher
physiologisch  sind und somit das
langsamste Enzym den Eingang in den
Komplex darstellen wiirde. Nun ist es
natiirlich auch  moglich, dass der
Enzymkomplex nicht nur die Proteine
stabilisiert, sondern auch ithre
Einzelaktivititen steigert, so dass die

Werte, die in vitro unter bestimmten



Bedingungen gemessen wurden nicht mit
den in vivo Aktivitdtsdaten iibereinstimmen.
Zweitens spricht das native Molekular-
gewicht der Enzyme zumindest gegen einen
aquimolaren Komplex. Die Allantoinase
(aus E. coli) ist ein Homotetramer (Kim et
al., 2009), wohingegen die AAH (Agarwal
et al., 2007; Werner et al., 2008) und die
UAH (laborinterne Daten) Homodimere
sind. Fiir die UGIyAH wird eine oktamere
Form beschrieben (Shin et al., 2012). Dies
wiirde bedeuten, der Komplex besteht aus
einem Tetramer, einem Dimer gefolgt von
einem Oktamer und wieder einem Dimer.
Dies wiirde die Aktivitdit der ALNs und
UGIlyAHs iiberproportional erhéhen im
Vergleich zur AAH und UAH. Drittens und
entscheidend spricht das unterschiedliche
Proteinniveau der Enzyme in der Pflanze
(Abbildung 31; Abbildung 41; Abbildung
42; und Abbildung 44) gegen -einen
Komplex. Wéhrend der Gehalt an UAH im
Extrakt meist sehr hoch ist, ist die
Proteinmenge der ALN und UGlyAH eher
moderat. Dem entgegen ist die AAH auf der
Proteinebene nur so schwach vorhanden,
dass sie bisher nicht detektiert werden
konnte. Bei einem &dquimolaren Komplex
sollte der Gehalt aller nativen Enzyme
ungefahr gleich hoch sein, da sie nur
zusammen den stabilen Komplex ausbilden
konnen. Dies bedeutet, das Proteinniveau
der UGlyAH miisste am hdchsten sein, da

siec mit acht Monomeren am Komplex

beteiligt ist, gefolgt von der ALN mit vier
Monomeren und der AAH und UAH mit
jeweils zwei Monomeren. Dies entspricht
nicht dem jeweiligen Proteingehalt, der in
den Extrakten detektiert werden konnte.
Das tatsdchliche Proteinniveau der Enzyme
konnte nur mit einem Komplex erklért
werden, in dem zwar alle Enzyme enthalten
sind, aber nicht in dquimolaren Mengen.
Wabhrscheinlicher ist es deshalb, dass die
Enzyme keinen Komplex bilden und dass
die beobachteten Phdnomene sich anders
begriinden. So konnte der vergleichsweise
hohe Proteingehalt der UAH ihre geringere
Katalysegeschwindigkeit ausgleichen oder
sogar erhohen in Bezug auf die anderen
Enzyme. Dies wiirde auch erkldren, warum
Ureidoglykolat nicht akkumuliert. Dies gilt
umgekehrt auch fiir die AAH. Das
katalytisch effizienteste Enzym liegt in der
geringsten  Proteinmenge vor. Dieses
geringe Proteinniveau bei sehr hoher
Enzymeffizienz reicht aus, um eine
Akkumulation von Allantoat zu verhindern.
Nur bei einem plotzlichen Metabolitanstieg
(wie im Fall der Versorgung mit 10 mM
Allantoin) reicht dieses geringe Protein-
niveau nicht aus, um einen schnellen Abbau
zu gewihrleisten und Allantoat
akkumuliert. Im Gegensatz dazu ist der
Gehalt an UAH-Proteinen wahrscheinlich
so hoch, dass selbst die Maximalauslastung
der AAH-Aktivitit nicht zur Uberlastung

der UAH-Aktivitdit und damit zur



Akkumulation von Ureidoglykolat fiihrt
(Abbildung 39 und Abbildung 40). Die
UGIyAH ist etwa halb so effizient wie die
AAH. Der hohe Proteingehalt an UGIyAH
im Gegensatz zur undetektierbaren AAH
konnte auch hier den entsprechenden
Aktivitatsausgleich schaffen. So kdnnte mit
Hilfe der Proteinmenge eine ausgeglichene
enzymatische Aktivitdt iiber den gesamten
Ureidabbau erreicht werden.

Die Reduzierung des Proteingehalts an
ALNs und UGlyAHs, wenn die UAH in
Sojabohne fehlt (Abbildung 41), konnte auf
eine negative Riickkopplung innerhalb des
Ureidabbaus zuriickzufiihren sein. Auch der
verminderte Allantoin- oder Allantoat-
gehalt, der in Arabidopsis UAH- Mutanten
beobachtet wurde (Abbildung 30), deutet
auf eine negative Riickkopplung hin, die in
diesem Fall oberhalb der ALN in den
Purinabbau  eingreifen = miisste.  Die
Transkriptmengen der ALNs, AAHs und
UGIyAHs sind in Sojabohnen unverédndert,
wenn die UAH stummgeschaltet wurde
(Daten von Dr. Nieves Medina Escobar).
Dies deutet auf eine Regulation des
Proteingehaltes auf der Translationsebene
oder der Ebene des Proteinabbaus hin.
Interessanterweise lassen sich die ureidab-
bauenden Enzyme in ihrem Proteinniveau
sowohl in Arabidopsis als auch in
Sojabohne nicht durch die verschiedenen

Stickstoffquellen bzw. durch Stickstoftf-
mangel induzieren (Abbildung 31 und

Abbildung 44). Fir die ALN aus
Arabidopsis konnte eine transkriptionelle
Hochregulation  durch Stickstoffmangel
gefunden werden (Werner et al., 2008),
welche sich im Proteingehalt nicht
widerspiegelt. Dies  weist  entweder
daraufhin, dass es experimentelle Unter-
schiede zwischen den Versuchen gab, oder
dass eine hohere Transkriptakkumulation
nicht zu einem erhohten Proteingehalt an
ALN fiihrte. Eine Wiederholung dieser
Experimente bei gleichzeitiger Messung
von mRNA-, Protein- und Metabolit-
gehalten wiére daher notig.

Die Datenlage deutet bisher darauf hin, dass
die Enzyme des Ureidabbaus unabhingig
von der Stickstoffquelle konstitutiv
exprimiert werden und mdglicherweise
keiner transkriptionellen und transla-
tionellen Regulation unterliegen. Nicht
auszuschlieBen ist jedoch, dass eine
Regulation auf der Aktivitidtsebene zum
Beispiel iiber posttranslationale Modifika-
tionen oder die Verfiigbarkeit des Kofaktors
erfolgt (Mangan im Fall der AAH,
UGIyAH und UAH).

Im Gegensatz zu den unterschiedlichen
Stickstoffquellen bzw. zu Stickstoffmangel,
fihrt das

Altern eines Blattes zu

Verdanderungen 1im  Proteingehalt der
ureidabbauenden Enzyme. Wihrend in
Arabidopsis das Proteinniveau der ALN mit
dem Blattalter und dem damit verbundenen

Gesamtproteingehalt abnimmt, bleibt der



UAH-Gehalt fast konstant (Abbildung 31).
In Sojabohne hingegen bleibt die Protein-
menge der ALNs bis zur Seneszenz fast
konstant, wohingegen der UGIlyAH- und
UAH-Gehalt abnimmt und in der Seneszenz
kaum noch zu detektieren ist (Abbildung
42). Dies weist moglicherweise auf einen
unterschiedlichen Export des Purinring-
stickstoffs bei Pflanzen in der Seneszenz
hin. Eine mogliche Interpretation ist, dass
Ureide in Arabidopsis vollstindig unter
Ammoniakfreisetzung abgebaut werden
und der Purinringstickstoff in Form von
Amiden iiber das Phloem aus seneszentem
Gewebe exportiert wird. Im Gegensatz dazu
exportiert die Sojabohne mdglicherweise
das Ureid Allantoat, da die UGIyAH und
die UAH in seneszentem Gewebe kaum
noch exprimiert sind. Diese Vermutung
wird durch Daten von Layzell und LaRue,
1982 gestiitzt, die im Petiolenphloem von
Sojabohnen Allantoat aber kaum Allantoin
gemessen haben, unabhingig davon, ob die

Pflanze fixierten Stickstoff assimilierte oder

nicht.

5.3 In vivo Funktion und
Relevanz

Mit  Hilfe  der
(Abbildung 27) und der Metabolitanalyse
(Abbildung 30) konnte fiir Arabidopsis

Phénotypenanalyse

gezeigt werden, dass der Ureidabbau durch

die ALN, AAH und UAH vermittelt wird.
Diese Schlussfolgerung kann aus folgenden
Beobachtungen gezogen werden: 1. Der
jeweilige Enzymverlust filhrt zu einer
Unfahigkeit bzw. verminderten Féhigkeit
der Pflanze, Ureide als Stickstoffquelle zu
nutzen. 2. In den jeweiligen Enzym-
verlustmutanten akkumuliert der
entsprechende Metabolit, der in vitro als
jeweiliges Substrat nachgewiesen wurde. 3.
Die Uberexpression der jeweiligen Enzyme
fihrt zu  einer  Reduzierung  des
entsprechenden Substratgehaltes und zu
einer besseren der Nutzung von Ureiden als
Stickstoffquelle. Somit entspricht die in
vitro Aktivitit der Enzyme wahrscheinlich
auch ihrer in vivo Funktion. Unterstiitzt
wird diese Aussage auch durch die
gemessenen enzymkinetischen Parameter
der Enzyme, die im Bereich der Parameter
anderer Enzyme mit deren jeweiligem in
vivo Substrat liegen (z.B. Rubisco und
Glutaminsynthetase, BRENDA). Die K-
Werte  der liegen  im

Metabolit-

Enzyme

GroBenordnungsbereich  der
konzentrationen, die in Arabidopsis und
Sojabohne gemessen wurden. So ergaben
sich in Arabidopsis Konzentrationen von
0,1 pumol beziehungsweise 0,05 pmol pro
Gramm Frischgewicht flir Allantoin und
Allantoat (siche Anhang Abbildung 52)
wiahrend in  Sojabohne 3 pmol
beziehungsweise 4 pmol pro Gramm
wurden

Frischgewicht detektiert



(Abbildung 45). Bei einer hypothetischen
Gleichverteilung der Metabolite im Blatt
ergeben sich hieraus Konzentrationen, die
im  Bereich der K,-Werte liegen.
Allerdings ist davon auszugehen, dass die
Konzentrationen lokal im Blatt noch
wesentlich hoher sind. Somit kann das in
vitro Substrat der Enzyme auch ihr in vivo
Substrat sein.

Die Art der ureidabbauenden Enzyme in
Leguminosen ist seit Langem umstritten
(fiir Reviews siche Winkler er al., 1988a;
Todd et al., 2006; Witte, 2011). Wahrend
einige Forschergruppen zeigen konnten,
dass der Ureidabbau in Leguminosen ohne
Harnstoffintermediat verlduft (Polacco et
al., 1982; Winkler et al., 1985; Winkler et
al., 1987; Winkler et al., 1988b; Stahlhut
und Widholm, 1989; Wells und Lees, 1991;
Stebbins und Polacco, 1995), behaupten
andere, eine harnstofffreisetzende
Ureidoglykolat Urea Hydrolase gefunden
zu haben (Munoz et al., 2001; Munoz et al.,
2006) und die Bildung von Harnstoff im
Ureidabbau belegen zu kdnnen (Shelp und
Ireland, 1985; Vadez und Sinclair, 2000;
Todd und Polacco, 2004). Diese Ergebnisse
wurden bisher durch Rohextraktmessungen,
Messungen mit intakten Bldttern oder
klassisch-biochemisch

aufgereinigten

Enzymen erhalten. Diese gereinigten
Enzyme aus Cicer arietinum und Phaseolus
vulgaris wurden jedoch weder genetisch

identifiziert noch lokalisiert und ihre

Aktivititen konnten nicht ohne
Phenylhydrazin bestimmt werden. Spéter
entdeckten die Autoren, dass diese
vermeintlichen Ureidoglykolat Urea
Hydrolasen keinen Harnstoff und Glyoxylat
produzieren, sondern Ureidoglykolat auf
Phenylhydrazin  transferieren —  eine
Substanz, die es in Pflanzen nicht gibt
(Munoz et al., 2011). Somit konnte bisher
keine UUH-AKktivitét mit einem
pflanzlichen Protein gezeigt werden.

Im Gegensatz dazu wurde die in vivo
Funktion und Relevanz fiir die beiden
ammoniakfreisetzenden Enzyme in
Arabidopsis (Todd und Polacco, 2006;
Werner et al., 2008 und diese Arbeit) und
fir die ammoniakfreisetzende UAH der
Sojabohne (diese Arbeit) gezeigt. Obwohl
die Bestitigung der in vivo Relevanz des
ammoniakfreisetzenden  Allantoatabbau-
schritts in Sojabohne noch fehlt, ist diese
wahrscheinlich, da die in vivo Funktion der
GmAAH in Arabidopsis bestdtigt wurde
(Werner et al., 2008 und diese Arbeit). Der
Ureidabbau in Leguminosen wird wie der
Ureidabbau in Arabidopsis vermutlich von
den  ammoniakfreisetzenden = Enzymen
AAH, UGIlyAH und UAH vermittelt, da 1.
Diese im Gegensatz zu harnstoft-

freisetzenden Enzymen genetisch
identifiziert werden konnten. 2. Thre
Aktivitdt mit den reinen Enzymen in vitro
nachgewiesen wurde. 3. Sie im ER

lokalisiert werden konnten (Werner et al.,



2008 und laborinterne Daten), wo auch die
jeweils anderen ureidabbauenden Enzyme
lokalisiert wurden. 4. Thre enzym-
kinetischen Parameter eine in vivo Funktion
ermdglichen und 5.

akkumuliert, wenn die UAH fehlt.

Ureidoglykolat

Da keiner dieser Punkte fiir ein

harnstofffreisetzendes Enzym aus
Sojabohne oder einer anderen Pflanze
gezeigt werden konnte, ist mithilfe dieser
Arbeit der heutige Stand des Wissens, dass
es nur den AAH- und UAH-vermittelten
Abbauweg in Sojabohnen und
wahrscheinlich auch in allen anderen
Pflanzen gibt. Diese Generalisierung fiir
alle Pflanzen ist deshalb wahrscheinlich, da
orthologe Gene fiir diese Enzyme in allen
Pflanzen vorhanden sind, fir die die

vollstindige Genomsequenz verdffentlicht

wurde (Witte, 2011).

5.4 Die Enzyme der
Sojabohne

Da es sich bei Sojabohnen um
palacopolyploide Pflanzen handelt, bei
denen es zu zwei Genomduplikations-
ereignissen gekommen ist, liegen 75% der
Gene in multiplen Kopien vor (Schmutz et
al., 2010). Aus diesem Grund sind in
Sojabohnen vier ALNs, zwei AAHs, zwei
UGIyAHs und zwei UAHs im Genom

kodiert. Die in silico Analyse konnte die

zweite UAH als funktionelles Enzym
ausschlieBen, wohingegen die
biochemische Untersuchung Hinweise auf
einen moglichen  Ausschluss  zweier
Allantoinasen geben konnte. Die GmALN 3
und GmALN 4 sind aufgrund ihrer
ungiinstigen enzymkinetischen Parameter
womoglich in vivo nicht funktionell, so dass
nur GmALN 1 und GmALN 2 fir den
Allantoinumsatz in Sojabohne relevant sein
konnten.

Dieses Ergebnis wird durch laborinterne
Daten von Dr. Nieves Medina Escobar
unterstiitzt, die nachweisen konnte, dass die
5’UTRs der GmALN 3 und GmALN 4 nur
eine Linge von 10 Nukleotiden besitzen,
was auch durch EST-Daten gestiitzt wird.
Sehr kurze 5’UTR Sequenzen (< 20
Nukleotide) fiihren zu einer ineffektiven
Translation der RNA (Kawaguchi und
Bailey-Serres, 2005), so dass die

Transkription  dieser  beiden  Gene
wahrscheinlich nicht oder nur kaum zu den
entsprechenden Proteinen fiihrt.

Zwei biochemisch unterscheidbare
Allantoinasen in Sojabohnen wurden auch
von Bell und Webb, 1995 in Knoéllchen und
Allerdings

Kotyledonen  beschrieben.

zeigen die publizierten N-terminalen
Sequenzdaten, dass es sich bei den beiden
Formen wahrscheinlich um die GmALN 2
handelte, die bei der Enzymaufreinigung
vermutlich

proteolytischer Spaltung

ausgesetzt war. Dass es sich hier um die



GmALN 2 sowohl im Knéllchen als auch in
den Kotyledonen handeln konnte, wird
auch durch laborinterne RT-PCR Daten von
Dr. Nieves Medina Escobar unterstiitzt. Sie
konnte zeigen, dass fiir die GmALN 2 sehr
hohe und konstitutive Transkriptmengen in
allen Geweben der Sojabohne
akkumulieren, wihrend fiir die GmALN 1
geringere und die GmALN 3 und GmALN
4 kaum Transkripte nachgewiesen werden
konnten. Dies deutet auf eine ubiquitére,
stark exprimierte GmALN 2 hin, was sich
sowohl mit den Aktivititsdaten (siche
Tabelle 18) als auch mit den nativen
Proteinniveaus (siche Abbildung 42 und
Abbildung 44) verkniipfen ldsst, obwohl die
diesen

verschiedenen  Paralogen in

Messungen des Proteinniveaus nicht
unterschieden werden konnen. Allerdings
ist aufgrund der hoheren Transkriptmenge
fiir die GmALN 2 von einer vergleichbar
hoheren Proteinmenge in Bezug auf die
GmALN 1 auszugehen. Auch die Gene der
beiden GmAAHs und GmUGlyAHs werden
transkribiert, wobei fiir die GmAAH 1 und
GmUGIyAH 1 hohere Transkriptmengen
akkumulierten als fiir ihre korrespon-
dierenden Kopien (RT-PCR Daten von Dr.
Nieves Medina Escobar). So konnte auch
hier eine der beiden Genkopien vorrangig
transkribiert werden und so als Protein die
hauptsdchliche Funktion in der Pflanze
Wenn man die erhdhte

ibernehmen.

Transkriptakkumulation fiir die GmALN 2,

GmAAH 1 und GmUGIyAH 1 mit den auch
jeweilig hoheren katalytischen Effizienzen
der korrespondierenden Enzyme verkniipft
(fir die GmUGIyAHs nicht untersucht),
dann konnte dies vielleicht auf eine
Funktion dieser Proteine als hauptsichlich
aktive Enzyme im Ureidabbau hinweisen.
Es ist moglich, dass jeweils beide Paraloge
zum Ureidabbau in Sojabohne beitragen,
wenn auch mit unterschiedlichen Anteilen.

Fakt ist, dass auBler fiir dic beiden UAHs
jeweils zwei Gene fir jedes Enzym
transkribiert werden, prinzipiell zu einer
translatierbaren mRNA fithren und die
moglicherweise in  vivo entstehenden
Proteine auch eine vergleichbare Aktivitét
aufweisen. Es ist vorstellbar, dass es zwei
aktive Paraloge gibt, um eine hdhere
Gesamtaktivitdt bereitzustellen, oder die
Paralogen sind unterschiedlich reguliert.
Alternativ konnte seit den
Genomduplikationen noch nicht genug Zeit
vergangen sein, um eines der Paralogen

stumm zu schalten, so wie es im Fall der

GmUAH 2 geschehen ist.

5.5 Der Ureidabbau
allgemein

Die Reaktionen des Ureidabbaus konnen
durch verschiedene Enzyme katalysiert
werden. Es gibt die harnstofffreisetzenden

und die ammoniakfreisetzenden Enzyme,



die je nach Organismus auch gemischt

vorliegen konnen (Tabelle 19).

Tabelle 19: die Enzyme des Ureidabbaus in
verschiedenen Organismen

Hefe E. coli Pflanzen

AAH +[AAH +
UGIyAH | UGIyAH

Allantoat ALC

Ureidoglyk. | UUH UUH UAH

Dartiiber hinaus sind noch weitere Enzyme
bekannt, die am Ureidabbau beteiligt sind.
So wurden Ureidoglycin Transaminasen in
Klebsiella pneumoniae und Bacillus subtilis
(French und Ealick, 2010; Ramazzina et al.,
2010) und eine Ureidoglykolat
Dehydrogenase in E. coli (Cusa et al.,
1999) identifiziert und charakterisiert. Dies
zeigt, dass ureidabbauende Enzyme aus
Entwicklungen

mehreren evolutiven

stammen, was n verschiedenen
Organismen zu unterschiedlichen metabo-
lischen Wegen fiir die Umsetzung der
Ureide gefiihrt hat.

Es wird angenommen, dass der Ureidabbau
seine Funktion 1im Stickstoffrecycling
besitzt, wobei auch der Kohlenstoff in Form
von Glyoxylat wiederverwertet wird. Das in
Pflanzen durch den Ureidabbau gebildete
CO; soll hingegen verloren gehen (Coker
und Schaefer, 1985).
Pflanzen ohne Ureidabbau sind
phénotypisch im Labor unter experimen-

tellen Bedingungen kaum vom Wildtyp zu

unterscheiden (Daten nicht gezeigt). Im

Gegensatz dazu sind Pflanzen in der Natur,
wo die Verfligbarkeit von Stickstoff stark
limitierend auf das Wachstum wirkt, von
einer Wieder-verwertung aller Stickstoff-
verbindungen abhdngig. Daher ist der
Ureidabbau in allen Pflanzen hoch
konserviert.

Dariiber hinaus sollen die Ureide eine
Funktion in der Entgiftung reaktiver
Sauerstoffspezies haben (Brychkova et al.,
2008; Watanabe et al., 2010). Dies liele
sich weiterfithrend anhand der vorhandenen
Enzymverlustmutanten in  Arabidopsis
untersuchen, die die Ureide akkumulieren
oder auch mit Hilfe der Uberexpressions-
linien, die ein deutlich geringeres
Ureidniveau aufzeigen und unfdhig sein
sollten, die Ureide bei Stress zu

akkumulieren.

5.6 Ausblick

Um die in vivo Funktion und Relevanz der
ureidabbauenden Enzyme in Sojabohne
vollstdndig zu beschreiben, sollten auch die
GmALNs, GmAAHs und GmUGIyAHs
mittels Virus-induzierter Genabschaltung
(VIGS) in ihrem Transkriptniveau herunter
reguliert werden. Der Vorteil dieses
Systems liegt darin, dass die fiir die
Stummschaltung verwendete DNA-
Sequenz der Zielgene zwischen allen

Kopien eines Genes so dhnlich ist, dass alle



Transkripte der Paralogen herunter reguliert
werden konnen. Bei vier Allantoinasen ist
das ein Vorteil im Vergleich zu
Einzelgenmutationen wie z.B. mittels T-
DNA Insertion. Die Konstrukte hierfiir
wurden bereits fiir die GmALNs und
GmAAHs von Dr. Nieves Medina Escobar
bereitgestellt (siche Material) und erste
Versuche zur Stummschaltung dieser Gene
unternommen. Auch bei diesen VIGS-
Experimenten konnte zundchst mittels
Allantoinversorgung iliber die Petiolen
tiberpriift werden, ob der entsprechende
Metabolit im Blatt akkumuliert, wenn der
Proteingehalt des jeweiligen Enzyms im
Rohextrakt reduziert wurde. Wire dies der
Fall, wiirde es die in vivo Funktion und
Relevanz der restlichen ureidabbauenden
Enzyme in Sojabohne nachweisen, so wie
es fiir die GmUAH schon gezeigt werden
konnte. Dariiber hinaus sollte es das Ziel
sein, die Gene unter fixierenden
Bedingungen stumm zu schalten. Da die
Ureide unter fixierenden Bedingungen 75%
- 80% des transportierten Stickstoffs im
Xylem ausmachen (Matsumoto et al., 1977,
McClure und Israel, 1979), ist ihr Abbau
wahrscheinlich von hoher Relevanz unter
diesen Bedingungen. Diese Vermutung
konnte durch das Ausschalten der
GmAAHs unter fixierenden Bedingungen
Allantoat  den

geklart  werden, da

Haupttransportmetabolit ~ darstellt — und

Allantoin iiber Allantoat abgebaut werden

muss. Die Unfdhigkeit zum Allantoatabbau
und damit zur Freisetzung des Stickstoffs
aus den exportierten Ureiden konnte
aufzeigen, wie wichtig der Ureidabbau fiir
tropische Leguminosen ist, denn es wire
prinzipiell auch moglich, dass sie mit den
20% der exportierten  Aminosduren
iberleben konnen. Vielleicht wird sogar die
Fixierung verstirkt, um an weiteren
Stickstoff in Form von Aminosduren zu
gelangen. Oder das Exportprofil wird in
Richtung Aminosduren verdndert, so dass
diese vermehrt exportiert werden, obwohl
Sojabohnen eigentlich Ureidexporter sind.
Moglicherweise wird aber auch die

Fixierung reduziert, wenn Allantoat
akkumuliert, da es in der Pflanze als
Uberproduktion erkannt wird. Interessant
wire es auch, zu untersuchen, was im
Vergleich  passiert, wenn man die
Ureidbildung in den Wurzeln inhibiert (z.B.
durch Stummschalten der XDH), so wie es
von Lee et al, 1993 fiir die Uricase der
ureidexportierenden Leguminose Vigna
aconitifolia durchgefiihrt wurde. Auf diese
Weise konnten die Regulations-
mechanismen der Stickstofffixierung in
tropischen Leguminosen aufgedeckt
werden, welche teilweise bereits diskutiert
wurden (Lukaszewski et al, 1992;
Bacanamwo und Harper, 1997; Serraj ef al.,
1999; Vadez et al., 2000; Todd und
Polacco, 2004). Dass nun zum ersten Mal

ein Gen fiir ein ureidabbauendes Enzym in



Sojabohne stummgeschalten werden konnte
— ein Verfahren, dass wahrscheinlich auch
fiir die Gene der anderen ureidabbauenden
Enzyme durchgefiihrt werden kann -
ermdglicht eine bessere und detailliertere
Untersuchung der Regulation der Stick-
stofffixierung in Sojabohnen. Wichtig ist es
hierbei auch, die Aktivitdt der Nitrogenase
(wie z.B. in Bacanamwo und Harper, 1997
beschrieben) zu messen, um die
Fixierungsaktivitdt zu bestimmen.

Dariiber hinaus konnte auch die Regulation
des Ureidabbaus an sich untersucht werden,
indem man die einzelnen Enzyme aus-
schaltet. Der Verlust der GmUAH gab
bereits erste Hinweise darauf, dass es eine
negative Riickkopplung innerhalb des
Ureidabbaus geben konnte. Inwiefern diese
Riickkopplung auch durch den Verlust
anderer Enzyme bewirkt werden kann und
auf welche Weise sie bewirkt wird, sollte
Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen
sein.

In Arabidopsis fiihrte die Uberexpression
der ALN oder AAH zu einer gesteigerten
Biomasse der Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp, wenn sie auf Allantoin als
Stickstoffquelle wuchsen (Abbildung 28).
Da  Sojabohnen  unter  fixierenden
Bedingungen bis zu 80% Ureide als
Stickstoffquelle verwenden, konnte auch
hier durch die Uberexpression eines der
beiden

Enzyme moglicherweise eine

Biomassesteigerung erreicht werden. Der

Ausgang dieses Versuches ist ungewiss, da
hierbei moglicherweise ein Eingriff in die
Regulation der Stickstofffixierung
vorgenommen wird. Wenn allerdings die
Biomassesteigerung durch Uberexpression
auch in Sojabohne bewirkt werden kann,
weil sie wie Arabidopsis in der Lage ist, die
Ureide besser zu verwerten, dann wire dies
vor allem interessant und wichtig im
Hinblick auf eine mogliche Steigerung des
Ertrags von Sojabohnen. Dass die
Biomassesteigerung in Arabidopsis auch
die Schoten bzw. Samen mit einbezieht,
wurde zwar nicht untersucht, aber es ist
wahrscheinlich, dass auch diese besser mit
Stickstoff versorgt werden und somit
grofBere und / oder mehr Samen bilden. Das
konnte (bei einem positiven Ergebnis in
Sojabohne) fiir eine Ertragssteigerung aller
tropischen

und moglicherweise auch

subtropischen Leguminosen verwendet
werden.

Da  diese  Pflanzengruppe  wichtige
Kulturpflanzen wie Bohnen, Erbsen und

Linsen beinhaltet, konnte eine Ertrags-

steigerung in diesen Pflanzen einen
wichtigen Beitrag zur Landwirtschaft
leisten.
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Abbildung 47 — graphische Darstellung der Expressionsvektoren pXCS-HAStrep und pET30-
CTH.
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Abbildung 48 — Proteinsequenzvergleich der Allantoinasen.

Aminosauren sind lila (in allen Sequenzen identisch), schwarz (in fast allen Sequenzen identisch), grau
(konservativer Aminosaureaustausch), rot (in der Kristallstruktur als wichtig identifizierte Aminosaure
(Kim et al., 2009)) und griin (durch SignalP vorhergesagtes N-terminales Signalpeptid/Signalanker)
unterlegt. Rot markierte Aminosduren weisen auf einen Aminosaureaustausch einzelner
Sojabohnenenzyme in sehr hoch konservierten Bereichen hin. Der Proteinsequenzvergleich wurde mit
AlignX erstellt und mit Boxshade schwarz und grau unterlegt.
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Abbildung 49 - Proteinsequenzvergleich der Allantoat Amidohydrolasen.

Aminosauren sind lila (in allen Sequenzen identisch), schwarz (in fast allen Sequenzen identisch),
grau (konservativer Aminosaureaustausch), rot (in der Kristallstruktur als wichtig identifizierte
Aminosaure (Agarwal et al., 2007)) und griin (durch SignalP vorhergesagtes N-terminales
Signalpeptid/Signalanker) unterlegt. Der Proteinsequenzvergleich wurde mit AlignX erstellt und mit
Boxshade schwarz und grau unterlegt.
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Abbildung 50 — Proteinsequenzvergleich der Ureidoglycin Aminohydrolasen.

Aminosauren sind lila (in allen Sequenzen identisch), schwarz (in fast allen Sequenzen identisch), grau
(konservativer Aminosaureaustausch), rot (in der Kiristallstruktur als wichtig identifizierte Aminosaure
(Shin et al., 2012)) und grin (durch SignalP vorhergesagtes N-terminales Signalpeptid/Signalanker)
unterlegt. Rot markierte Aminosauren weisen auf einen Aminosaureaustausch eines
Sojabohnenenzyms in sehr hoch konservierten Bereichen hin. Der Proteinsequenzvergleich wurde mit
AlignX erstellt und mit Boxshade schwarz und grau unterlegt.
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Abbildung 51 — Proteinsequenzvergleich der Ureidoglykolat Amidohydrolasen.

Aminosauren sind lila (in allen Sequenzen identisch), schwarz (in fast allen Sequenzen identisch),
grau (konservativer Aminosaureaustausch) und grin (durch SignalP vorhergesagtes N-terminales
Signalpeptid/Signalanker) unterlegt. Der Translationsstop der GmUAH 2 ist gelb unterlegt. Rot
markierte Aminosauren weisen auf einen Aminosaureaustausch eines Sojabohnenenzyms in sehr
hoch konservierten Bereichen hin. Gelb markierte Aminosauren weisen auf Aminosauren hin, die
auch im fern verwandten Moos Phycomitrella patens konserviert sind. Der
Proteinsequenzvergleich wurde mit AlignX erstellt und mit Boxshade schwarz und grau unterlegt.



Tabelle 20: Proteinsequenzanalyse der pflanzlichen Enzyme des Ureidabbaus.

annotierte . Schnittstellen- & | native tra_r_msgene

Protein | GréRe Signalsequenz- Lokalisations- GroRke Grofte
(+N / -Tag) vorhersage vorhersage (-N/-Tag) (N 1 -+

HAStrep)

AtALN 507 AS S!gnalpeptid mit 0,905 [ AS 33_-34 mit 0,396 | 474 AS 498 AS
55,64 kDa Signalanker mit 0,094 ER mit 0,91-Rang 1 | 51,61 kDa 54,23 kDa

GmALN | 513 AS Signalpeptid mit 0,127 | AS 29-30 mit 0,057 | 484 AS 508 AS

1 56,75 kDa | Signalanker mit 0,861 ER mit 0,97-Rang 1 | 53,18 kDa | 55,80 kDa

GmALN | 513 AS Signalpeptid mit 0,167 | AS 29-30 mit 0,089 | 484 AS 508 AS

2 56,84 kDa | Signalanker mit 0,820 ER mit 0,84-Rang 1 | 53,18 kDa | 55,80 kDa

GmALN | 512 AS Signalpeptid mit 0,129 | AS 32-33 mit 0,044 | 480 AS 504 AS

3 56,73 kDa | Signalanker mit 0,862 ER mit 0,87-Rang 1 | 52,71 kDa | 55,33 kDa

GmALN | 512 AS Signalpeptid mit 0,086 | AS 32-33 mit 0,029 | 480 AS 504 AS

4 56,69 kDa | Signalanker mit 0,911 ER mit 0,86-Rang 1 | 52,67 kDa | 55,29 kDa

AtAAH 525 AS Signalpeptid mit 0,655 | AS 53-54 mit 0,285 | 472 AS 496 AS
56,52 kDa | Signalanker mit 0,388 nicht ER (Zellkern) | 50,50 kDa | 53,11 kDa

GmAAH | 483 AS Signalpeptid mit 0,995 | AS 29-30 mit 0,714 | 454 AS 478 AS

1 52,46 kDa | Signalanker mit 0,004 ER mit 0,16-Rang 2 | 49,28 kDa | 51,90 kDa

GmAAH | 483 AS Signalpeptid mit 0,996 | AS 29-30 mit 0,680 | 454 AS 478 AS

2 52,50 kDa | Signalanker mit 0,004 ER mit 0,20-Rang 1 | 49,27 kDa | 51,89 kDa

OsAAH 491 AS Signalpeptid mit 0,908 | AS 32-33 mit 0,898 | 459 AS 483 AS
52,82 kDa | Signalanker mit 0,091 nicht ER (PM) 49,11 kDa | 51,73 kDa

At 298 AS Signalpeptid mit 0,995 | AS 17-18 mit 0,741 | 281 AS 305 AS

UGIyAH | 33,78 kDa | Signalanker mit 0,000 ER mit 0,21 Rang 2 | 31,83 kDa | 34,34 kDa

chgyAH 293 AS Signalpeptid mit 1,000 | AS 19-20 mit 0,994 | 274 AS 298 AS

1 33,15 kDa | Signalanker mit 0,000 ER mit 0,42-Rang 2 | 30,85 kDa | 33,47 kDa

lcjg’IyAH 295 AS S!gnalpeptid mit 1,000 | AS 2Q-21 mit 0,995 | 275 AS 299 AS

2 33,27 kDa | Signalanker mit 0,000 ER mit 0,31-Rang 1 | 31,00 kDa | 33,62 kDa

Os 310 AS Signalpeptid mit 1,000 | AS 22-23 mit 0,495 | 288 AS 312 AS

UGIyAH | 34,21 kDa | Signalanker mit 0,000 ER mit 0,33-Rang 2 | 31,98 kDa | 34.60 kDa

AtUAH 476 AS Signalpeptid mit 0,999 | AS 25-26 mit 0,933 | 451 AS 475 AS
51,48 kDa Signalanker mit 0,001 ER mit 0,23-Rang 2 | 48,77 kDa 51,39 kDa

GmUAH | 464 AS Signalpeptid mit 1,000 | AS 19-20 mit 0,948 | 445 AS 469 AS

1 49,85 kDa Signalanker mit 0,000 ER mit 0,21-Rang 1 | 47,85 kDa 50,58 kDa

GmUAH Signalpeptid mit 1,000 | AS 16-17 mit 0,737

2 Signalanker mit 0,000 ER mit 0,23-Rang 1

OsUAH 484 AS Signalpeptid mit 1,000 | AS 28-29 mit 0,833 | 456 AS 480 AS
51,82 kDa Signalanker mit 0,000 ER mit 0,17-Rang 3 | 49,31 kDa 51,93 kDa
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Abbildung 52 - graphische Darstellung der Metabolitanalyse der verschiedenen

Arabidopsislinien, welche getrennt gezeigt wird in Abbildung 30 und Abbildung 38.
Werte sind Mittelwerte (n=5) mit Standardabweichung.
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— Quantifizierung der Antikérperdetektionsgrenzen.

Anhang

«— AtALN

<— GmALN 2
<— GmALN 4

<— GmALN 4

<«— GmAAH 1

<— GmAAH 1

<«— GmUGIyAH 1

«— GmUGIyAH 1

<«— GmUAH

<— GmUAH

Getestet wurden die Antiseren 1 und 2 mit den jeweiligen aufgereinigten Enzymen (ausser GmALN 1
und GmALN 2). Die Zahlen an den unteren Blotrandern geben den Proteingehalt in ng pro Bande an.
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59
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119
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179
167

239
227

299
287

359
347

419
407

479
467

539
527

599
587

659
647

719
707

779
767

839
827

899

ATGEGTTCACTCTCTGCTCCTACTTETTCT@CTCOTHHCAMGTCTCAGHNEC AR COHNCIN
ATGATTCACTCTCTGCTCCTACTTITTCTICTC] Al TCTCARIGINC AGCLRVACE .
AACATGA@GGC C

AACATGANNGAC TG. C

C
T|

TCGTTGGGATGGCE®TTGAACCTGAGC
TCGTTGGGATGGC®TTGAACCTGAGC

TTGCTGCAGTTGCAACAGGTTCGCACATTGATGCTATACCTTACTC@GGAAAATATGATG
TTGCTGCAGTTGCAACAGGTTCGCACATTGATGCTATACCTTACTCIGGAAAATATGATG

GAGTTEGTTGGTGTTTTAGGTGCTATTGAAGCCATCAGAGTCCINGAAAAGGTCTGGTTTTA
GAGTTATTGGTGTTTTAGGTGCTATTGAAGCCATCAGAGTCCO®GAAAAGGTCTGGTTTTA

AACCTAGAAGAMCATTGGAAGTCATATEMATTCACATCAGAAGAACCAACACGCTTTGGAA
AACCTAGAAGAWCATTGGAAGTCATATIWATTCACATCAGAAGAACCAACACGCTTTGGAA
TAGGTIGCTTGGGAAGCCGCEOTATTGGCTGGAAGTGAGGATCTTGCAAATTCT@TAAAGA
TAGGTIRGCTTGGGAAGCCGCHMTATTGGCTGGAAGTGAGCGATCTTGCAAATTCTMTAAAGA

AMCAACTGATATTCAAAACATATCTTTCCTAGATGCTGCEEGATCTGCTGGGTATTCAR

ARICAACTGATATTCAAAACATATCTTTCCTAGATGCTGCABGATCTGCTGGGTATTCAR
AAAATGARGATGACTTATCCAGTGTATTTTTAAAGAAAGGAACATATTCTGCTTTTGTA
AAAATGABGATGACTTATCCAGTGTATTTTTAAAGAAAGGAACATATTCTGCTTTTGTA
AACTGCACATAGAACAAGGACCTATTCTGGAAGATGAAGGTATATCTATAGGCATAGTHMA
AACTGCACATAGAACAAGGACCTATTCTGGAAGATGAAGGTATATCTATAGGCATAGT] E
CTGCCATTGCAGCTCCAGCAAGTCTAACGGTTGAATTTGAAGGCAATGGTGGCCATGCGG]
CTGCCATTGCAGCTCCAGCAAGTCTAACAGTTGAATTTGAAGGCAATGGTGGCCATGCGG

GTGCTGECCTTATGCCTAACAGAAATGATGCTGGTCTGGCTGCTTCTGAATTAGCCCTGG
GTGCTGWCCTTATGCCTAACAGAAATGATGCTGGTCTGGCTGCTTCTGAATTAGCCCTGG

CTGTAGAGAGGCATGTGTTGGATTCTGGTTCAATTGATACTGTTGGCACTGTEGGTATCC



GmUAH 2 887
G0N T CGAACTGCATCCTGGAGCAATCAACAGCATCCCCAGCAAATCTCACCTAGAAATTGACA
(o)A YW T CGAACTGCATCCTGGAGCAATCAACAGCATCCCCAGCAAATCTCACCTAGAAATTGACA
(o l0):N: NN ONRCIN C A INGAGACATTGABGAGGAAAGAAGAAATAAAGTGGTTGAGAAAATTCAICAATCAGCAA
GuleyN: A NN C 7\ @CAGACATTGAMGAGGAAAGAAGAAATAAAGTGGTTGAGAAAATTCAMCAATCAGCAA

Cule)N NN NI T TAAAATAACCAAAACACGAGGTGTCAAGCTCTCTGATTT@CEGTGTCATCAATCAGGATC
CuloyN: I NI T TAAAATAACCAAAACACGAGGTGTCAAGCTCTCTGATTTWCATGTCATCAATCAGGATC

GmUAH 1 1139 [erNelerNelele igigiesyeryyer:v\eler.Neyer:yyed.v.Nelelor:Ney v \er:Yer Nl e er:V:\ed.V.V.V.Ye V.Yl v V.
GmUAH 2 1127 [eeerNelole [gigifesierVier.v.\e[er.V.uyeruyer.v.{eeor.{eyv-{er.v.v.Xes {e[er:V:Yer:V.V.V.Yer.V.Yey v V.
oy NN CTTGACAAGCAAGTTGATGATTAGTAGAGCCTATCATGATTCATTGTTTATGGCCAG
CulorN: I NN RN CTTGACAAGCAAGTTGATGATTAGTAGAGCCTATCATGATTCATTGTTTATGGCCAG!
GmUAH IR EITGTCTCCAATGGGCATGATTTTCATTCCATGTTACAAAGGGTACAGCCATAAGCCTGAA
Caloy NI N W T GTCTCCAATGGGCATGATTTTCATTCCATGTTACAAAGGGTACAGCCATAAGCCTGAA
GmUAH IR GTTTGCCACCATTEAAGATATGTCAAATGGTGTAAAGGTATTGGCGCTCACCCTAGCCA
(Culoy: NN RCIOWIN G T TTGCCACCATT@AAGATATGTCAAATGGTGTAAAAGTATTAACACTCACCCTAGCCA
GmUAH IR\ \TTGTCCAGTCAETAA

GmUAH 2 1367 kpu:NsiNeiie{erNeaierNCiy:v.

CTGTAGAGAGGCATGTGTTGGATTCTGGTTCAATTGATACTGTTGGCACTGTIGGTATCC]

[

[

=

Abbildung 54 — cDNA-Sequenzen der Ureidoglykolat Amidohydrolasen aus Sojabohne.
Nukleotide sind rot (DNA-Sequenz fiur siUAH-2R), grin (DNA-Sequenz fir siUAH-3R) und blau
(DNA-Sequenz fur siUAH-1R) unterlegt. Die Nukleotide, die das Stopkodon der GmUAH 2 bilden,
sind gelb unterlegt. Der cDNA-Sequenzvergleich wurde mit AlignX erstellt und mit Boxshade schwarz
und grau unterlegt.
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