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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Urat-Oxidase-Mutantiex) von Arabidopsis thaliana charakteri-
siert. Urat-Oxidase (UOX) ist ein peroxisomales nzZles Purinringkatabolismus, welches
die Oxidation von Harnsaure zu 5-Hydroxyisouratkeaiert. UOX wird wahrend der spaten
Embryonalentwicklung und im Keimling, aber auchBl&ttern, Wurzeln und Bluten expri-
miert. In jeder Nullmutante des Purinringabbausuahldiert das Substrat des betroffenen
Enzyms, aber unter Standardwachstumsbedingunggh mgiuox einen auffalligen Phano-
typ: Die Keimungsrate ist verringert und die Keimgle bleiben auf Erde in einem unent-
wickelten Stadium stecken. Die Keimlinge kdnnen Speicherlipide der Kotyledonen nicht
mobilisieren, bilden keine Primarwurzel und die idiblatter ergriinen nicht. Daher benoétigen
sie Zuckerzusatz im Medium, um zur Autotrophie rlaggen. Deuox-Phanotyp tritt in der
Xanthin-Dehydrogenase-Mutantelf)) nicht auf und ist irxdh uox komplett revertiert. Somit
ist weder der Ausfall des Purinringabbaus, nock eimaige strukturelle Funktion von UOX

in Peroxisomen fur den Phanotyp verantwortlich.

Eine kolorimetrische Methode zur Quantifizierungugarnsaure in Pflanzengeweben wurde
entwickelt und zeigte ihr Vorkommen ausschlie3lichallen Geweben vooox, vor allem
aber ihre Anh&ufung in sich entwickelnden Samemxdm undxdh uox-Samen akkumulierte
Xanthin in vergleichbarer Konzentration, ohne eirvem Wildtyp abweichenden Phanotyp
zu verursachen. Im Gegensatz zu anderen OxopunmenXanthin, hat HS offenbar eine
toxische Wirkung auf die Samen- und Keimlingsenking.

Eine Metaboliten-Analyse von Samen wurde durchgefiBaschromatographie gekoppelt
mit Massenspektrometrie zeigte einen drastisch heemb Gehalt an Uridin und Sor-
bitol/Galaktitol in uox. Letzteres deutet auf starken osmotischen Stré$send der Aus-
trocknungsphase derox-Samen hin. Eine Lipidanalyse mittels Hochleistdligsigkeits-
Chromatographie zeigte inox signifikant mehr freie Fettsduren aber weniger céig-
phospholipide und kurzkettige Triacylglyceride Verigen mit Wildtyp- undxdh uox-Samen

Transmissionselektronenmikroskopie von Kotyledom&ris Samen zeigte eine veranderte
Morphologie der Proteinspeichervakuolenuox mit Einschlissen unbekannter Zusammen-
setzung, wohingegerdh uox dem Wildtyp glich. Gleichzeitig wurde mittels SHF®ly-

Vil



Zusammenfassung

acrylamid-Gelelektrophorese der Gehalt an Speicbtgimen, wie Cruciferin, imox-Samen
signifikant verringert gefunden.

Eine konfokalmikroskopische Analyse verschiedewmeeLinien, in denen die Peroxisomen
GFP-markiert waren, zeigte einen fortschreitendeslugét der Zahl der punktférmigen
GFP-Signale wahrend der spaten Samenentwicklungiclzebeginnend nach der Harn-
saure-Akkumulation. In Embryonen ausx-Samen wies die Mehrzahl der Kotyledonen
keine oder nur wenige funktionale Peroxisomen aiypokotyle waren weniger stark
betroffen, hier waren apikal haufig noch GFP-Signadrhanden. Der peroxisomale Defekt
in uox-Kotyledonen wurde durch den zytochemischen Katalg®wveis mit Diaminoben-

zidin (DAB) bestatigt. Wahrend Wildtyp undlh uox vergleichbar zahlreiche DAB-Signale
in Semidunnschnitten von Keimblattern zeigten,tihdiese inuiox-Préparaten.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit eenieErgebnisse, dass die Harns&aure-
Akkumulation wahrend der Samenentwicklung wor die wahrscheinliche Ursache fir den
Funktionsverlust von Peroxisomen in Kotyledonen hgpokotylen ist, was dann den
Keimungsdefekt iruox-Samen und das Ausbleiben der AutotrophieuoziKeimlingen zur
Folge hat.

Vil



Summary

Summary

In this study, a urate oxidase mutantAoébidopss thaliana (uox) was characterized. Urate
oxidase (UOX) is a peroxisomal enzyme involved umipe ring catabolism which catalyzes
the oxidation of uric acid to 5-hydroxyisourate. XI@& expressed in late embryogenesis and
during germination of the seedling, but also arlatages in leaves, roots and flower parts. In
each of the mutants of purine ring degradationstiestrate of the affected enzyme accumu-
lates, but under standard growth conditions amy shows a characteristic phenotype. Its
germination rate is low and the seedlings are &atlas their growth on soil at an early stage.
The seedlings fail to mobilize their lipid resenasl do not develop a primary root or green
cotyledons. Therefore they need an external sugagslg to become autotrophic. Agh (the
xanthine dehydrogenase mutant) awith uox look normal, the lack of purine degradation
itself or a structural function of UOX in peroxisescan be ruled out as the cause olthe

phenotype.

A colorimetric method to quantify uric acid in ptarssues was established and demonstrated
its accumulation exclusively in all tissues wdx, but most prominently in developing and
mature seeds. The assay showed a comparable aetiomuwf xanthine (the substrate of
XDH) in seeds o«&dh andxdh uox without causing any obvious phenotype. Obviouslg u
acid exerts a toxic effect during seed and seedlexgelopment whereas other oxopurines

like xanthine do not.

A metabolic profiling of seeds was performed. Ghsomatography coupled to mass spec-
trometry revealed a drastic elevation of uridind aarbitol/galactitol in the seeds wdx. The
latter indicates increased osmotic stress durireg désiccation phase. Lipid analysis by
ultraperformance liquid chromatography showed ai@ant increase of free fatty acids, but
a decrease in the content of glycerophospholipmdisshort-chain triacylglycerides uox in

comparison to seeds of wild type auth uox.

Transmission electron microscopy of cotyledons aditesd from seeds revealed an altered
morphology of protein storage vacuolesuox with inclusions of unknown composition

whereasxdh uox resembled the wild type. At the same time, withSSiblyacrylamide gel




Summary

electrophoresis, the content of storage protekes druciferin was found to be significantly

lower inuox seeds.

Confocal laser scanning microscopyumk lines, in which GFP is targeted to peroxisomes,
revealed a progressive loss of punctiform GFP ¢$sgimeuox during late seed development,
starting after the accumulation of uric acid. Intana embryos dissected from dry seeds of
uox, most cotyledons contained none or only few fumal peroxisomes. Hypocotyls were
less affected, often displaying GFP signals in dpécal part. The peroxisomal defect in
cotyledons ofluox was confirmed by cytochemical staining for catalag diamino benzi-
dine (DAB), which demonstrated numerous DAB-signalsemi thin sections of cotyledons
of wild type andxdh uox but none in preparations odx.

In summary, the results of this study indicate thataccumulation of uric acid during seed
development iruox is the likely cause of the loss of peroxisomalction in cotyledons and
hypocotyls, which then leads to the germinatioredein seeds afiox and the failure ofiox

seedlings to establish.




Einleitung

1 Einleitung

1.1 Urat-Oxidase

1.1.1 Urat-Oxidase und Stickstoffmobilisierung

Ein wichtiger Unterschied zwischen Pflanzen undr@nebesteht in ihrem Verhdltnis zum
Stickstoff: Pflanzen sind an ihren Standort gebanaled kdnnen dort unter Stickstoffmangel
leiden. Sie sind dann auf die optimale Ausnutzultey aerfigbaren Ressourcen angewiesen
und remobilisieren z.B. aus ihren seneszentendtalen Stickstoff, der in Proteinen und
Nukleobasen (Purine und Pyrimidine) gespeichertust ihn fir Bluten und Samen oder
Speicherorgane verfugbar zu machen. Die Effizieer S8tickstoffverwertung stand in
Pflanzen offenbar unter so groRem Selektionsdrdaks die haufigsten Proteine varabi-
dopsis thaliana und Reis Qryza sativa) rund 15% weniger Stickstoff in ihren Seitenketten
enthalten als der Durchschnitt aller Proteine @sdn beiden Spezies. Fur Kartoffédl@num
tuberosum) und Sojabohne@lycine max) ist dieser Wert noch hdher, wahrend in den
untersuchten Tierarten kein solcher Zusammenhamgnden wurde (Elseet al., 2006).
Tiere nehmen mit ihrer Nahrung mehr als ausreiclwrgdnisch gebundenen Stickstoff auf.
Um die Akkumulation des neurotoxischen Ammoniumsectmeiden, hat die Evolution dort
Mechanismen hervorgebracht, um tberschissigens8iitkaus Aminoséduren und Nuklein-
sauren unter moglichst geringem Energie- und WasHarauch auszuscheiden, z.B. als

Harnstoff, Harnsaure, Allantoin oder Ammonium selbs

Stickstoff ist in Organismen Uberwiegend in Prateirfestgelegt, aber auch Nukleinsauren
enthalten in ihren Pyrimidin- und Purinbasen eimg¢rdchtliche Menge dieses Elements.
Pflanzen besitzen alle Enzyme, um sowohl die Pgimbasen als auch die Purinbasen fur
die Remobilisierung des darin enthaltenen Stickstedlistandig abzubauen (Zrenretral .,
2009; Werner und Witte, 2011). Allgemein beinhaltier Purinabbau in Organismen die
Dephosphorylierung der Nukleotide, danach die Hlyde der entsprechenden Nukleoside
und anschlieRend die Desaminierung und OxidationPdeinbasen (Zrennest al., 2006).
Neuere Untersuchungen Amabidopsis zeigten jedoch, dass der Purinabbau dort nach dem i
Abbildung 1.1 gezeigten Weg von AdenosinmonophosgA®P) Uber Guanosinmono-
phosphat (GMP) zu Guanosin verlauft, weil Xanthogirivo ausschlief3lich durch Desami-

nierung von Guanosin entsteht (Dahncke und Witdé 32
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Abbildung 1.1: Purinabbau und Stickstoff-Remobilisierung aus Purinnukleobasen inArabidopsis.

Der Abbau der Purinnukleotide und -nukleoside verlaufrabidopsis ausgehend vom AMP Uber
Xanthosin nach dem hier gezeigten Weg. Bei der Harnsadegimxi in Peroxisomen durch UOX entsteht
Wasserstoffperoxid (#0.), das durch Katalase entsorgt wird. AMP, Adenosinmonsjiedt; GMP,
Guanosinmonophosphat; IMP, Inosinmonophosphat; XMP, Xairttnonophosphat; NAD, Nicotinamid-
adenindinukleotid. Abbildung nach Werner und Witte (2011) Dakincke und Witte (2013).

Moglicherweise trifft dies generell fur Pflanzen. Zanthosin wird durch eine Nukleosid-
Hydrolase in Xanthin und Ribose gespalten. Der rihatierozyklus wird dann durch zwei
Oxidationen zur Offnung vorbereitet: Xanthin wirch iZytosol durch Xanthin-Dehydro-
genase (XDH) in Harnsdure (HS) umgewandelt (Hesbker., 2004; Werner und Witte,
2011), diese wird in das Peroxisom importiert, wocth Urat-Oxidase (UOX) molekularer
Sauerstoff in das Molekul eingeftuhrt wird. UOX miine Oxidoreduktase und kommt in
Organismen von Bakterien bis zu Saugetieren vorArabidopsis wird sie vom Locus
At2g26230 codiert und hat ein molekulares Gewiant 85 kDa.

UOX katalysiert die Reaktion: HS +,G- H,O - 5-Hydroxyisourat + KO, ~wofir das
Enzym weder Metallionen noch einen Redox-Cofaktendbigt (Gabisonet al., 2010).
5-Hydroxyisourat wird im Peroxisom durch zwei wedeReaktionen zuS-Allantoin
umgesetzt (Lambertet al., 2010). Dieses gelangt ins Endoplasmatische RetikER) und
wird von mehreren Hydrolasen bis zum Glyoxylat dage, wobei der Stickstoff Schritt fur
Schritt als NH frei wird (Werneret al., 2010; Werneret al., 2013). Beide Endprodukte
werden durch einen noch unbekannten Mechanismusdewns ER exportiert. Durch die
Enzyme Glutaminsynthetase und_ Glutamin-OxoglutAratnotransferase (GOGAT/
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Glutamat-Synthase) erfolgt dann die Reassimilatiest NH durch Einbau in Glutamin und
Glutamat.

Der Purinkatabolismus spielt in tropischen Legursem eine wichtige Rolle im Stickstoff-
haushalt. In der Sojabohn&lfcine max) wird der in den Wurzelkndllchen symbiotisch
fixierte Stickstoff in den dortigen Plastiden Ub8lutamin in Purinnukleotide eingebaut.
Anschliel3end ist der Purinabbau tber Xanthin undzbl$len Ureiden Allantoin und Allan-
toat essenziell, weil letztere die Transportform Siickstoff von den Orten der Fixierung zu
den Orten des Verbrauchs sind (Schubert, 1986).

1.1.2 Verlust der UOX-Funktion in Arabidopsis

Im Zuge der Erforschung des Purinabbauweges undatan beteiligten Enzyme #rabi-
dopsis wurde bei Vorarbeiten in der AG Witte eitOX-Nullmutante (lox) in Pflanzen
isoliert. Andere Enzymverlustmutanten des Purirkatgbolismus zeigen unter Standard-
wachstumsbedingungen bei normaler Nahrstoffvers@yglieinen vom Wildtyp (WT)
abweichenden Phanotyp (Todd und Polacco, 2006;hRox@ et al., 2008; Wernert al.,
2008; Wernekt al., 2013). Im Gegensatz dazu wurde erst nach Gesxtypng einer grol3en
Anzahl von Keimlingen eine homozygotedOX-T-DNA-Insertionsmutante identifiziert.
Ergrinte Keimlinge, die auf Erde aus den Samenr diwaterozygoten (WTbx) Mutter-
pflanze gezogen wurden, hatten namlich ganz tUbgemig den Genotyp WT/WT oder
WT/uox. Gleichzeitig wurden viele ungekeimte Samen gedundnd solche, bei denen die
Entwicklung der Keimlinge frihzeitig zum Stillstamggekommen war. Diese zeigten einen
charakteristischen Phanotyp, bei dem die Keimbiatteil und unentwickelt blieben. Das
kurz gestreckte Hypokotyl ergrinte, aber es wumrelae&k Primarwurzel gebildet. Mit Zucker-
zusatz, auf Festmedium angezogen, konoterKeimlinge, mit zeitlicher Verzégerung, zur
Autotrophie gelangen. In der Folge hat in unsereidr Jana Scharnberg wichtige Erkennt-
nisse gesammelt, die sie in ihrer Diplomarbeit basben hat. Sie konnte zeigen, dass durch
das Wiedereinbringen eines funktionell@d@®X-Gens inuox der Phanotyps revertiert wird
und in einerXDH UOX-Doppelmutante Xdh uox) komplett supprimiert ist (Scharnberg,
2010).

Da UOX in Peroxisomen bei Pflanzen wie Tieren vonkat und die in dieser Arbeit erziel-
ten Ergebnisse Uber das Pflanzenfeld hinaus voeweadg sein kbnnen, werden im Folgen-
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den auch die Auswirkungen des Verlustes von UOXiemschen und in der Maus beschrie-
ben.

1.1.3 UOX und Harnséure im Menschen

Der Mensch stellt gewissermal3en eine naturlid@X-Mutante dar. Wahrend die meisten
Saugetiere, wie z.B. Mause, in ihren Leberperoxaomurinbasen zu dem gut wasserlos-
lichen Allantoin abbauen und dieses mit dem Hagselueiden, ist beim Menschen HS das
Endprodukt, weil im Verlaufe der Hominiden-Evoluti@asUOX-Gen durch Mutationen
funktionslos wurde (Wwet al., 1992). Dieser Ausfall ging in mehreren Schrittem sich,
wobei anfangliche Mutationen nur die Promotorregimtrafen und eine reduzierte UOX-
Aktivitat zur Folge hatten (Odet al., 2002; Alvarez-Lario und Macarrén-Vicente, 20189.
konnte es zu einer allmahlichen Adaption an hol8eGehalte gekommen sein, z.B. durch
Herunterregulierung deDH-Expression (Ichida&t al., 2012). In Mausen hat die experimen-
telle Ausschaltung volyOX dagegen drastische Folgen. Normalerweise habeer diegn
Serumgehalt an HS von unter 1 mgldOX-knockout-Mause hatten mehr als 10-fach erhdhte
Serumspiegel und innerhalb der ersten 4 Wochen Gatlurt starben mehr als die Halfte der
Neugeborenen an dem Versagen ihrer durch Uratablagen zerstorten Nieren (W al.,
1994).

Der Komplettausfall der Urat-Oxidase in unserenf&faren geschah dann vor ca. 15 Mio.
Jahren (Odat al., 2002). Daraus resultierten erhbhte HS-Serumsprejee seiner Loslich-
keitsgrenze (um 7 mg/dl). Einerseits wurde diesdallon offenbar nicht gegenselektiert,
zum anderen wird in den Nieren ein Grol3teil derak®v resorbiert. Daher wurde schon friih
ein nutzlicher Effekt des erhdhten HS-Spiegelsd@r frihen Menschenaffen angenommen
(Ameset al., 1981). Diskutiert wird heute seine Funktion aléumtioxidans mit neuroprotek-
tiver Wirkung (Scott und Hooper, 2001), ii) als lmnstimulans, da nach dem Zelltod
freiwerdende HS winzige Kristalle bildet und einanlekularen Marker fur Zellschadigung
(damage associated molecular pattern) darstellt (Shiet al.,, 2003) oder iii) seine
blutdrucksteigernde Wirkung fiir unsere Hominidenddbren, die sich haufig salzarm
ernahren mussten (Watanatieal., 2002). Wenn aber "moderne" Erndhrungsgewohnheiten
(viel fettes Fleisch und Kohlenhydrate) und einenadische Veranlagung zusammen
kommen, sind HS-Serumspiegel jenseits 7 mg/dl dielges Es bilden sich
Natriumuratkristalle, die sich in Gelenken und Mierablagern und dort entzindliche
Prozesse wie Gicht oder Steinbildung auslésen (lRbalk, 2013).
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1.2 Peroxisomen
Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist die [EB@thitung, dass demox-Phanotyp ein
Peroxisomendefekt zugrunde liegt. Daher sollen edi€@rganellen etwas ausfuhrlicher

eingefuhrt werden.

1.2.1 ,Microbodies®

In den 1950er Jahren fanden ElektronenmikroskopikelPréparaten von Mausenieren
(Rhodin, 1954und Rattenlebern (Rouiller, 1956) kleine Organelidie sie auf den Namen
~Microbodies” tauften. Diese waren von einer eifias Membran umgeben und die bioche-
mische Untersuchung der entsprechenden Fraktiomen whtrazentrifugierten Extrakten
ergab, dass in ihnen unter Sauerstoffverbraucht@iésxidiert wurden (z.B. durch Urat-
Oxidase) wobei kD, entstand. Dieses wurde durch Katalase wieder zierS@df und
Wasser abgebaut, und so erhielten die Organele@dé des Wasserstoffperoxid-Metabo-
lismus den Namen "Peroxisomen” (de Duve und Baugl966).

In Pflanzen wurden Peroxisomen zum ersten Mal 186[Zabor von Harry Beevers aus den
Olhaltigen Samen des WunderbaumBgifus communis) isoliert. Eine Fraktion mit glei-
chem Sedimentationsverhalten und elektronenmikq@iskbem Aussehen wie die der
Peroxisomen aus Tieren zeigte ebenso Katalaseif#ttivzusatzlich aber auch die der
Enzyme des Glyoxylatzyklus. Diese Organellen etdielon den Autoren folgerichtig den
Namen "Glyoxysomen" (Breidenbacdd al., 1968). Bald darauf wurde von der gleichen
Gruppe (ebenfalls ifRicinus) gezeigt, dass sie auch die Hauptorte [€xidation waren
(Cooper und Beevers, 1969).

Im folgenden Jahr wurde in der Peroxisomenfrakdos Spinatblattextrakten neben Kata-
lase- auch Glykolat-Oxidase- und Glyoxylat-RedugtAktivitdt gefunden. Damit waren die
Blattperoxisomen als die Orte der Photorespiratvahrscheinlich geworden (Tolbeat al .,
1968). Spater wurden auch die Peroxisomen aus emdeflanzengeweben wie Knollen,
Frichten und Wurzeln untersucht (Huang und BeevE931l). Da diese eine begrenztere
Enzymausstattung aufwiesen als Glyoxysomen odetd@i@xisomen wurden sie zunachst
als "unspezialisierte Peroxisomen" bezeichnet.

Die gemeinsamen Merkmale aller bis dahin untersrcharianten von Peroxisomen waren
die Aktivitdten von Oxidasen und Katalase, dascieiSedimentationsverhalten im Saccha-

rosegradienten und das &hnliche Aussehen in etetmikroskopischen Praparaten.
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1.2.2 Glyoxysomen und Peroxisomen in Pflanzen

Aus historischen und praktischen Grinden unterdeheanan in der Botanik bis heute vor
allem Glyoxysomen wegen ihrer Bedeutung fur denabison Speicherlipiden in keimen-
den oOlhaltigen Samen von Blattperoxisomen, die an RBhotorespiration beteiligt sind.
Neuere Arbeiten auf dem Feld der Proteomik undbtdtigie zeigten aber, dass die Gemein-
samkeiten in der Enzymausstattung die Unterschbedeveitem tberwiegen. Peroxisomen
enthalten rund 300 Proteine, davon sind Uber 7@emnOxidation von Fettsauren (FS)
beteiligt, nur zehn an der Photorespiration unaird® am Abbau reaktiver Sauerstoffspezies
(Reumannet al., 2004). Glyoxysomen zeichnen sich wahrscheinliah adurch den Besitz
von lIsocitrat-Lyase (ICL), Malat-Synthase (MLS) u@drat-Synthase (CSY) vor anderen
Peroxisomen aus (Kunz al., 2006; Pracharoenwattaef al., 2007; Kunze und Hartig,
2013). Konsequenterweise wurde daher auch vorgageh] den Terminus "Glyoxysom"
ganz aufzugeben und einheitlich von Peroxisomersmechen (Pracharoenwattana und
Smith, 2008).

In derB-Oxidation von FS und dem Glyoxylatzyklus koopeiePeroxisomen mit Olkdrpern
und Mitochondrien (Abb. 1.2 und 1.3). Ebenfalls duB-Oxidation werden in Peroxisomen
aus Vorstufen die Phytohormone Jasmonsaure (JA)lndalessigsaure (IAA) gebildet. In
Eukaryoten sind sie die Orte des HS-Katabolismubs malRgeblich an der Entstehung und
Entsorgung reaktiver Sauerstoff- und StickstoffgezROS und RNS) beteiligt. In der
Photorespiration arbeiten Peroxisomen eng mit ©plasten und Mitochondrien zusammen,
um die Folgen der Oxygenasereaktion der RibuloSeébphosphat-Carboxylase/Oxygenase
(RuBisCO) zu beseitigen.

1.2.2.1 Neuentstehung von Peroxisomen

Fur die Biogenese von Peroxisomen wird heute eR/sEmi-autonomes Modell* favorisiert,
dem hauptsachlich Beobachtungen an Hefe und trenisgellkultur zugrunde liegen. Nach
diesem entstehen st novo aus spezifischen Regionen des ER. Weitere Membotape
werden dann durch Vermittlung von Biogenese-Pemxiin die Peroxisomenmembran
eingebaut (siehe dazu den Ubersichtsartikel voret-al. (2012) und Abb.1.4). Die Anzahl
der Peroxisomen wird durch den physiologischenahusder Zellen reguliert. Werden mehr
bendtigt, teilen sie sich. Sie enthalten aber ig&bsatz zu Mitochondrien und Chloroplasten
keine eigene DNA und sind daher ,semi-autonom®“.téne, die fir das Innere der Per-
oxisomen (Matrix) bestimmt sind, enthalten einetibeste Konsensus-Sequenz von Amino-
sauren eroxisomal targeting signal, PTS), die C-terminal (PTS1, haufig —SKL, alsoilser
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Lysin-Leucin) oder N-terminal (PTS2) gelegen isduiir ihre Erkennung durch Frachtim-
port-Peroxine notig sind (Goulet al., 1988; Swinkelst al., 1991). In der Matrix befinden
sich au3er den Enzymen des Metabolismus auch Bestedie z.B. PTS2 abspalten (Abb.
1.4). Weitere Proteasen flir den Abbau beschadiger nicht mehr bendtigter Proteine
wurden postuliert, konnten bislang aber nicht idzrgrt werden. In Pflanzen gibt es keinen
direkten Beleg fur eine Neubildung von Peroxisoraga dem ER und auch der Verbleib von
oxidationsgeschadigten und uberflissigen peroxisemm&roteinen ist unklar. Prinzipiell
k&dmen daflr Proteasen, Export oder der komplettbaAbdes Organells in Frage. Eine
neuere Arbeit irArabidopsis zeigte, dass bei Importpgx5-10) und Export-Mutantenpex4-1
pex22-1) der fristgerechte Abbau von MLS und ICL nach ideimung verzdgert ist (Lingard
et al., 2009). Es ist also denkbar, dass fur die Entsa@ygion Matrixproteinen ein intakter
Import-/Export-Zyklus notig ist, der diese ubigaoigrt und anschlieRend im Zytosol den
Proteasomen zum Abbau tberlasst. Im Gegensatz fuutd Saugern gibt es in Pflanzen
bislang noch keinen direkten Beweis fir Pexophagleo den intrazellularen Verdau von
Peroxisomen durch den Autophagieapparat der Z2deere Arbeiten, bei denen Autopha-
giegene inArabidopsis ausgeschaltet wurden, machen jedoch PexophagieflamzEn
zunehmend wahrscheinlich (Farneeal., 2013; Kimet al., 2013; Shibatat al., 2013).

1.2.2.2 Funktionswechsel von Peroxisomen

Die Umwandlung von Glyoxysomen in Peroxisomen (Jitund Becker, 1985; Nishimueh
al., 1986; Sautter, 1986) und umgekehrt (Nishimetral., 1993) wurde durch Doppelmar-
kierungs-Experimente mit Immunogold gezeigt, in eferdas gleichzeitige Vorkommen
peroxisomaler und glyoxysomaler Proteine in denrgdpegsstadien, d.h. ihre Colokalisation
demonstriert wurde. Diese Befunde sprechen fur #imee-Population-Hypothese" (Trelease
et al., 1971), nach der fur einen Funktionswechsel deox@®men grundsatzlich weder
Neubildung noch kompletter Abbau der Organelleroredrlich ware (Nishimuraet al.,
1996). Diese Arbeiten wurden an Gurke, WassermaloeKurbis durchgefiihrt und obwohl
fir Arabidopsis gezeigt wurde, dass Enzyme des Glyoxylatzyklus derdPhotorespiration
vorUbergehend gleichzeitig in Kotyledonen vorkomni{émgard et al., 2009), fehlt der
entsprechende Nachweis durch Colokalisation im @gthaFir die Modellpflanzérabidop-
ssist also unklar, wie z.B. die Umwandlung der Papah photorespirativer Peroxisomen
zu einer solchen von Glyoxysomen wahrend der Sagifang konkret erfolgt, d.h. welchen
Anteil daran die Veranderung des Enzymbestandearithin welchem Ausmald Neubildung

von Organellen und eventuell Pexophagie daranliggtsind.
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1.2.3 Peroxisomen in Keimung und Etablierung

Kreuzblutler wieArabidopsis thaliana legen die Speicherreserven ihrer Samen tberwiegend
als Triacylglyceride (TAG) in den Keimblattern d&mbryonen an. Dabei bilden sich
mizellenartige Erweiterungen des ER, die als Olkdabgeschniirt werden und in Kotyledo-
nenzellen eines reifen Embryos mehr als die Hald® Zellvolumens einnehmen (Mansfield
und Briarty, 1992). Diese Speicherlipide dienen d€eimling als Energiequelle und als
Kohlenstoffvorrat zur Umwandlung in Zucker bis z&meichen der Autotrophie, was in den
Pflanzenwissenschaften als ,Etablierung“ des Keigdibezeichnet wird.

Peroxisomen werden in der Keimungsphase traditicalel Glyoxysomen bezeichnet. Sie
beherbergen die Enzymausstattung, um die aus deirgeln mobilisierten FS zu impor-
tieren, zu Thioestern zu aktivieren und sie in gi&xidation schrittweise zu Acetyl-CoA
abzubauen. Dieses wird dann in einer als Glyoxykdis bezeichneten Reaktionsfolge netto
in die C4-Verbindung Succinat umgewandelt. Sucomiad aus den Peroxisomen exportiert
und Uber die Zwischenschritte Fumarat, Malat undl@petat (OAA) entsteht im Zytosol die
aktivierte C3-Verbindung Phosphoenolpyruvat (PE®)Iche nun fir Gluconeogenese und
die Bildung des Transportzuckers Saccharose zutifieng steht (Abb. 1.2 und 1.3). Neuere
Untersuchungen zeigten allerdings, dass Glyoxysomeint alle fir den Glyoxylatzyklus
bendtigten Enzyme enthalten (Abb. 1.2): Vielmehndigen sie Membrantransporter fur
Citrat, Isocitrat, Malat und Oxalacetat, weil Acase und die fur die Malat-Oxidation
relevante Malat-Dehydrogenase im Zytosol lokalisisind (Kunze et al., 2006;
Pracharoenwattare al., 2007; Kunze und Hartig, 2013).

Sugars  ——
Peroxisome T /~ Mitochondrion
) ) CSY SRR
Citrate <~ - - - Citrate OAA L ____[[__OAA <« ---t-- OAA
A
Acetyl CoA
Acyl CoA NADH NADH NADH
ACO MDH MDH ( J C D
NAD NAD NAD
Acetyl CoA
) ) ICL MLS
Isocitrate - -|>- Isocitrate Glyoxylate Malate ===~ 13 Malate < --+-> Ma*ate
; Fumarate
K Succinate ————————————————/Z ———————————— L > Succinate )

TRENDS in Plant Science

Abbildung 1.2: Lokalisation der Enzyme des Glyoxyl&zyklus.

Der Glyoxylatzyklus ist zum Teil auRerhalb der Glysomen lokalisiert. Diese zeichnen sich vor amlere
Peroxisomen wahrscheinlich nur durch den BesitzQirat-Synthase (CSY), Isocitrat-Lyase (ICL) unalit-
Synthase (MLS) aus. Aus Pracharoenwattana und $2@8).
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1.2.4 Peroxisomendefekte inArabidopsis

1.2.4.1 Einzelenzym-Mutanten

Die Aufklarung der Peroxisomenfunktion auf gendtexcEbene begann mit einer Arbeit von
Hayashiet al. (1998). Ihr Ansatz machte sich zunutze, dass infe@xidation das synthe-
tische Proherbizid 2,4-Dichlorophenoxybuttersa@@-DB) in das wirksame Herbizid 2,4-
Dichlorophenoxyessigsaure (2,4-D) umgewandelt wirdiches konzentrationsabhangig das
Wachstum der Primarwurzel des Keimlings hemmt (Waimd Wightman, 1954). In
Arabidopsis thaliana wurden nach der Behandlung von Samen mit dem Muoté&gleylme-
thansulfonat (EMS) Linien identifiziert, deren Kdinge mit 2,4-DB im Medium besseres
Wurzelwachstum als der Wildtyp zeigten. Gleichgeliendtigten die Keimlinge der vier am
schwersten betroffenen Mutantenlinien nach der KegnZuckerzusatz im Medium, um zur
Autotrophie zu gelangen. Es handelte sich alsonbf#e um Mutanten, die durch einen
Peroxisomendefekt nicht mehr 2,4-DB in 2,4-D umwednd aber gleichzeitig auch ihre
Speicherlipide nicht mehr verwerten konnten. Dueate genetische Analyse konnten die
Mutationen ped 1, ped 2, ped 3-1 und ped 3-2, fir peroxisome defective) drei Genloci
zugeordnet werden, die in dieser und spéateren tathbhéHayashet al., 2000; Hayashet al .,
2002) alsKAT2 (codiert fur 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase-2PEX14 (Peroxin 14) undPXAl
(peroxisomaler ABC Transporter 1) identifiziert \aean.

In den folgenden Jahren wurden weitere Mutante\riabidopsis identifiziert, die sich
graduell in ihrer Keimungsfahigkeit, der Zuckerabdigkeit der Keimlinge fur die Etablie-
rung und ihrer Sensitivitat fur Vorstufen von Auaimaloga wie 2,4-DB unterschieden. Dies
ist in Ubersichtsartikeln dargestellt (Goepfert Wairier, 2007; Graham, 2008; Theodoulou
und Eastmond, 2012). Hier seien die grundlegendemzipien genannt, die sich nach und
nach aus den Einzelarbeiten herauskristallisierten:
 Der Ort der Mutation innerhalb eines betroffenenn&destimmt malf3geblich die
Schwere des Phanotyps. Im Falle des Gens fur dexipemalen FS-Importer Coma-
tose ped3/pxal/cts-Mutanten)reicht das Spektrum der Phanotypen von 0% Keimung
bis zu normaler Keimung mit Etablierung ohne Zuqkzetrichet al., 2009).
* Die betroffenen Gene codieren durchweg fur Proteiiie am Speicherlipidabbau in
den Olkérpern $DP1), Transportprozessen an der Peroxisomenmembran
(PED3/PXAL/CTS, PXN/PMP38; PNC), der Fettsdureaktivierung LACS), der
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B-Oxidation ACX; MFP2; PED1I/KATZ2), am Glyoxylatzyklus ICL; MLS CSY) oder
der GluconeogenesPCK1) im Zytosol beteiligt sind (Abb. 1.3)

Die Keimungsrate ist unabhangig von der Fahigkeit Mobilisierung der Speicherli-
pide (Pritcharcet al., 2002; Kellyet al., 2011) und auch Zuckerzusatz steigert sie nicht
(Pinfield-Wellset al., 2005). Fur die Keimung ist digOxidation essenziell, da Mutan-
ten, die in der Funktionsfahigkeit dgrOxidation beeintrachtigt sind (z.Bcx1 acx2,
kat2; pxal-1; cts-1 und cts-2) eine verminderte Keimungsrate haben (Fotital.,
2006). Offenbar werden in d@rOxidation Molekiile umgesetzt, die an der Auslosung
des Keimungsvorganges entscheidend beteiligt siredfir werden z.B. JA-Vorstufen
wie OPDA diskutiert (Davet al., 2011).

Mutanten, in denen eine bestimmte Enzymaktivitdt flie Umwandlung von
Speicherlipiden zu Acetyl-CoA komplett ausgeschake haben Keimlinge, die sich
ohne Zuckerzusatz im Medium nicht etablieren konisa Enzymaktivitat kann dabei
redundant Gber mehrere Gene verteilt sein, wiaast lacs7 (Fuldaet al., 2004) oder
acx1 acx2 (Pinfield-Wellset al., 2005).

Im Gegensatz zup-Oxidation ist ein funktionierender Glyoxylatzykldgr Keimung
und Etablierung des Keimlings nicht zwingend notsignicl- und mls-Mutanten kei-
men und kommen auf Erde zur Autotrophie, wenn aughunter optimalen Lichtbe-
dingungen. Wahrscheinlich kann aus dem infd@xidation entstehenden Acetyl-CoA
in den Mitochondrien ausreichend Energie gewonnemden und die Nichtlipid-
Kohlenstoffreserven des Samens genigen dann zumiclan der Autotrophie
(Eastmonckt al., 2000; Eastmond und Graham, 2001).
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Abbildung 1.3: An der Speicherlipidverwertung beteiligte Enzyme und Transporte..

Links: Aus den Olkorpern werden Fettsauren durch Lipasen (SD®IL, MGL) aus Tri-, Di- bzw.
Monoacylglyceriden (TAG, DAG, MAG) freigesetzt und durcm deansporter Comatose (CTS) in
Peroxisomen importiert. Spatestens im Peroxisom weiida@tusch_Long Chain Acyl-CoA-Synthetasen
(LACS6/7) unter ATP-Verbrauch zu Acyl-CoA aktiviert. Inr@Oxidation werden diese durch Acyl-
CoA-Oxidase (ACX), ein multifunktionales Protein mit Hgithse (HYD)- und Dehydrogenase (DH)-
Funktion und die 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (KAT) zyklischrkirzt. Dabei entsteht jeweils Acetyl-CoA,
welches im Glyoxylatzyklus netto Succinat liefert.

RechtsZwei der "klassischen" Enzyme des Glyoxylatzyklus sitdsolisch lokalisiert (Aconitase,
ACO und Malat-Dehydrogenase, MDH). Uber den mitochondri@igratzyklus (TCA cycle) entsteht
aus Succinat Oxalacetat (OAA), welches im Zytosol ldeosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PCK) in
eine energiereiche C3-Verbindung (PEP) uberfiihrt wirds®steht dann fir die Gluconeogenese zur
Verfigung.

Aus Theodoulou und Eastmond (20:

1.2.4.2 Peroxinmutanten

Eine andere Klasse voArabidopsis-Mutanten, die abeeinen &hnlichen Keimungs- und

Etablierungs-Phanotyp zeigeist in der Funktion der Peroxine gestort, die REX-Genen

codiert werden (Abb. 1.4). Grundlegende Erkennéenigsirden an Hefen gewonnen, bei
denen es mehr als FBEX-Gene gibt (Platta und Erdmann, 2007). Beim Menscliad
14 PEX-Gene bekannt (Waterham und Ebberink, 2012Arabidopsis tiber 20. Durch eine
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Analyse von RNAiknockdown-Linien konnten sie inArabidopsis in zwei funktionelle
Klassen eingeteilt werden (Nigb al., 2007).

Die erste Klasse umfasst Peroxine, die fur die dridiogenese (PEX3, 16, 19) und die
Teilungsfahigkeit (PEX11) der Peroxisomen notwersiigl. PEX3, 16 und 19 werden daher
als Biogenese-Peroxine bezeichnet und stellen ggrarat dar, der fur den Einbau weiterer
peroxisomaler Membranproteine noétig ist. |hr Tatafall hat das Verschwinden von
Peroxisomen in der Zelle Uberhaupt und Letalitat Falge. Mutanten vormpex11l haben
dagegen Uberlange Peroxisomen, die sich nicht elen kdnnen (Erdmann und Blobel,
1995; Huet al., 2012).

Die zweite, zahlreichere Klasse von Peroxinen ssepziell fur die Aufrechterhaltung der
Peroxisomenfunktion, weil sie den Import (mdglickeise auch den Export) von Proteinen
in die Matrix leisten. Matrixproteine, wie ICL od&AT2, werden im Zytosol synthetisiert
und beinhalten eine Lokalisierungssequenz (PTST Bd&2), die von den zytosolischen
Rezeptoren PEX5 und PEX7 erkannt wird. Die Komplesezden vermittelt durch PEX13
und PEX14 importiert und die Rezeptoren anschlid3amer Beteiligung von Recycling-
Peroxinen ubiquitiniert und wieder ins Zytosol esten (Abb. 1.4). Peroxisomale Import-
mutanten konnten iArabidopsis identifiziert werden, weil in ihnen Fluoreszenzier wie
GFP-PTS1 im Zytosol mislokalisiert gefunden wurdetanoet al., 2006; Gotaet al., 2011).

In den von Nitoet al. (2007) untersuchten RNAdockdown-Linien lag die Restexpression
der Peroxine bei 20-40% und es zeigte sich, das&r,i in denen Biogenese-Peroxine
herunterreguliert waren, keinen Zucker im Medium ifir Ergriinen brauchten und weiter
2,4-DB sensitiv waren. Sie besalRen vergroRerte wddéngerte, aber meist noch eine
ausreichende Zahl funktionsfahiger Peroxisomen.iebhinmit gestértem Proteinimport
hingegen waren zuckerabhéngig und resistent gegéde [2,4-DB-Konzentrationen im
Wachstumsmedium. Sie hatten normal aussehendefuatdbtionell gestorte Peroxisomen, in
denen offenbar dig-Oxidation beeintrachtigt war (Nitet al., 2007).

Fur PEX-Mutanten gilt auch wieder, dass Transposon-Insestimtantengexs-10, pex7-2)
meist schwerere Phanotypen zeigen als Punktmut§oeeb: 1, pex7-1), die aus einer EMS-
Mutagenese hervorgegangen sind. Viele Nullmutasiteshembryoletal, wie z.Bex2 (Hu et
al., 2002),pex10 (Schumanret al., 2003; Sparkest al., 2003) undbex12 (Fanet al., 2005),
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Abbildung 1.4: Peroxine inArabidopsis.

: . . Peroxine sind hier schematisch als Kreise und
Bll:?(gr%r;iensee— Eg]r%?gir?: szézznéaéeameg?ltéf:é Ovale dargestellt. Sie lassen sich nach ihrer
von Peroxisomen-Vorstufen Funktion in verschiedene Gruppen einteilen.
(A) Biogenese-Peroxine (PEX3, 16, 19) sind fiir
die Bildung von Peroxisomen aus dem ER und
den Einbau weiterer peroxisomaler
Membranproteine nétig.

(B) Frachtimport-Peroxine (PEXS5, 7, 13, 14)

B Import von Matrixproteinen vermittelr den Rezeptor-vermittelten Import von
Matrixproteinen, wahrend Recycling-Peroxine
Rezeptor-Recycling- diese Rezeptoren wieder ins Zytosol
Peroxine transportieren. Der komplette Ausfall eines

Frachtimport-

. Peroxins hat in der Regel Letalitat zur Folge.
Peroxine

Bisher sind lediglich zwei peroxisomale Protee
charakterisiert (LON2 und DEG15). PXAL ist fiir
den Import von Fettsauren und Auxinvorstufen
(IBA) notwendig.

Blau umrandete Peroxine wurden im Bartel-Labor
charakterisiert.

http://www.bioc.rice.edu/~bartel/projects/peroxins
.jpg, mit freundlicher Genehmigung durch Prof.
Bonnie Bartel, Rice University Houston.
(Beschriftung wurde ins Deutsche Ubertragen).

Energie Auxinwirkungen

aber auch Doppelmutanten mit stark reduziertem skrgrtgehalt, wiepex7-2 pex5-1 oder
pex7-2 pex5-10 (Ramon und Bartel, 2010) kdnnen embryoletal sein.

Die pex5-10-Mutante, in der ein verkirztes PEX5-Protein geddildiird, zeigt zytosolische
Mislokalisation sowohl von GFP-PTS1 als auch voi$P-IGFP und eine niedrige Keimungs-
rate. Das Anritzen der Samenschale ermoglicht @éemturzel den Durchtritt (&hnliches gilt
fur viele Mutanten vorPED3/PXAL/CTS), doch der Keimling ist fur die Etablierung auf
externen Zucker angewiesen. Er bleibt anschlieffedeér Entwicklung hinter dem Wildtyp
zurtick und ist weniger fertil (Khan und Zolman, 2D1Es handelt sich hier also um eine
generalisierte, durchgehende Entwicklungsverzogeranfgrund der anhaltend gestorten

Peroxisomenfunktion.

1.2.5 Peroxisomendefekte bei Menschen

Storungen der Peroxisomenfunktion fihren beim Meeszu schwerwiegenden Erkrankun-
gen. Es wird auch hier unterschieden zwischen Enzgm-Defizienzen, die Stoffwechsel-
wege in den Peroxisomen betreffen und Stérungerpdesxisomalen Biogenese. Letztere
werden uberwiegend dem Zellweger Syndrom Spektrd®S) zugerechnet. Die ZSS-
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Erkrankungen werden autosomal-rezessiv vererbt,beide Allele eine®EX-Gens missen
betroffen sein, um die Krankheit hervorzurufen. ESS reicht von Fallen embryonaler
Letalitdt Uber das eigentliche Zellweger Syndromi dem die Patienten charakteristische
Missbildungen des Schédels und der Augen habenimn8auglingsalter sterben, bis zu
Patienten mit vergleichsweise milderen Verlaufsfenn{Neurologische sowie Leber- und
Nierenfunktionsstérungen), die das Jugend- und Emaenenalter erreichen (Steinbergl.,
2006; Waterham und Ebberink, 2012).

1.3 Samenentwicklung, Keimung und Etablierung

1.3.1 Samen und Samenentwicklung

Bei Samenpflanzen entwickelt sich der Embryo ireewmor dem Austrocknen geschitzten
Umgebung innerhalb (Bedecktsamer) oder auf (Naokdspa der Mutterpflanze. Er wird
dabei mit Reservestoffen fur die Zeit der Hetenoiie unmittelbar nach der Keimung
ausgestattet und anschlieBend weitgehend entw&Seekann er bei fast ruhendem Stoff-
wechsel lange Zeit Gberdauern, um erst dann zueteinvenn die Umgebung daflr glnstig
ist. Abbildung 1.5 gibt einen Uberblick des zehkn Verlaufs der Samenentwicklung und
Einlagerung von ReservestoffenAnabidopsis thaliana, Okotyp Wassilewskija (WSs).

Die Samenentwicklung verlauft bei Bedecktsamern snabidopsis in mehreren Phasen.
Nach der typischen doppelten Befruchtung wird in Bi®rphogenese durch prazis koordi-
nierte Zellteilungen die Grundgestalt des Embryogetéegt, wodurch dieser zu genau
definierten Zeitpunkten charakteristische Stadiele @lobus, heart, torpedo und bent
cotyledon durchlauft (Jurgens und Mayer, 1994).

Die anschlielBende Reifungsphase ist durch Zellwaohsind -differenzierung sowie die
Einlagerung von Reservestoffen (Samenfiullung) edewan den Embryo selbst (z.B. in
Kreuzblutlern wieBrassica und Arabidopsis) oder in zuséatzlichen Strukturen wie dem
Endosperm (z.B. iRicinus communis) gekennzeichnet. Die Samenfullung wird entschedden
von Phytohormonen (Auxine, ABA und GA) und Tranpkionsfaktoren (FUS3, ABI3 und
LEC?2) gesteuert (Bauet al., 2008).

In den Olsamen voirabidopsis bestehen die Energie- und Kohlenstoffreservenwiber
gend aus TAG in Olkorpern, die einen GroRteil deivdlumens einnehmen. Die Synthese
der Speicherlipide im Embryo findet in den Plastidgatt, wobei die bendtigten Synthese-
vorstufen aus dem Zuckerabbau stammen. An demdbe¢tsSynthase-Komplex werden
zyklisch die aus Acetyl-CoA gebildeten Malonyl-Cé&aheiten angehangt, wodurch
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1) MFr“';‘e Reifungsphase
orpho-
genese ' mm Abbildung 1.5: Samenentwicklung in

Arabidopsis.
ENDOSPERM Von oben nach unten:

2) - o 1) Phasen der Samenentwicklung;
cosnozyisch zollnlanisiory 2)+3) relatives Volumen, das Endosperm und

Embryo innerhalb des Samens einnehmen;
3) 4) Charakteristische Embryonalstadigiobus,
EMBRYO heart/torpedo, bent cotyledon, Embryo nach

Abschluss der friihen Morphogenese;
4) t v P . 5) Speicherreserven des Samens im zeitlichen
5) (o]}

Verlauf: Ol steht hier im Wesentlichen fur
Triacylglceride, die in der Spatphase der
Samenentwicklung teilweise abgebaut werden.
Die Speicherproteine werden in auffalligen
Speichervakuolen zusammengelagert.
Kohlenhydrate, wie Starke und Saccharose,
treten dagegen mengenmalfig zuriick;
6) Die Zeitachse stammt aus der Untersuchung
Stéirks — anA. thaliana Okotyp Ws.
Saccharose
Stachyose, Raffinose Modifiziert nach Bauct al. (2008).

Beschriftung wurde ins Deutsche Ubertragen.
6) 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

days post anthesis (dpa)

Proteine

zunéchst gesattigte Fettsduren entstehen. Durclatibasen werden Doppelbindungen
eingefuhrt, sodass im reifen Samen schliel3lich séitigte FS (18:1-3, 20:1) Uberwiegen. Im
ER werden sie mit Glycerol-3-Phosphat zu Mono-, id schliel3lich Triacylglycerolen
verestert und diese in Olkorpern eingelagert (Band Lepiniec, 2010). Wie Olkorper
mechanistisch aus dem ER entstehen, ist noch urnklaZusammenflieRen wird von den
sehr zahlreich in die Phospholipid-Halbmembran eegerten Oleosinen verhindert (Siloto
et al., 2006).

Der reife Embryo vomrabidopsis enthalt nur geringe Mengen Zucker, Saccharosealstid
das haufigste Kohlenhydrat (Abb. 1.5, 5). Die Happicherproteine ifrabidopsis sind
12S-Globuline (Cruciferine) und 2S-Albumine (Araibig). Sie werden als Vorlaufer in das
ER hinein synthetisiert und mittels einer Prozessigs- und Sortierungsmaschinerie in
Proteinspeichervakuolen (PSV) zusammengelagenn@laet al., 2003b; Gruist al., 2004;
Fuji et al., 2007).

In der abschlielenden Samenreifung verliert ddr siatwickelnde Same in der Austrok-
knungsphase den Groliteil seines Wassers. Es hamdehierbei um alles andere als einen
Prozess, den der Embryo nur passiv "erleidet". rivedir wurde gezeigt, dass sich in dieser
Phase die Transkription tausender Gene andert iegnGehalte an stickstoffreichen Amino-
sauren, sowie Fumarat, Succinat und Sorbitol stasteigen (Faitt al., 2006; Angelovicet
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al.,, 2010). Generell birgt zellularer Wasserverlust @efahr der Membranfusion und
Denaturierung von Proteinen. In Modellversuchen Mambran- und Proteinsystemen
wurden Substanzen identifiziert, die diese Inteoalen verhindern kénnen (Hoekstial.,
2001). Es sind dies die gleichen Aminosduren und inds&ure-Derivate (Prolin,
Glycinbetain), Polyole (Glycerol, Sorbitol) und @disaccharide (Saccharose, Trehalose), die
in Pflanzen und Mikroorganismen als sogenannte latimle Solute wirken (Hoekstr al.,
2001).

Wahrend der Austrocknungsphase wurdeBnassica napus (Eastmond und Rawsthorne,
2000; Chieet al., 2005) undArabidopsis (Baudet al., 2002) auch eine 10-28%-ige Abnahme
des Gehaltes an Speicherlipiden beobachtet. DieclBedg dieses Vorganges ist noch

unklar.

1.3.2 Dormanz

Nach dem "Haltbarmachen" durch Entwasserung teitt Same in eine metabolische Ruhe-
phase ein. Bei vielen Arten ist zu beobachten, dasfischen Samen selbst bei ausreichend
Wasser, Licht und Warme nicht sogleich keimen kdnmeas als Samenruhe oder Dormanz
bezeichnet wird. InArabidopsis ist Dormanz in den verschiedenen Akzessionen jé nac
geographischer Herkunft genetisch unterschiedltanksverankert und wird zudem von
Umweltfaktoren wahrend der Samenentwicklung begsasti (Bewley, 1997; Alonso-Blanco
et al., 2003). Im Okotyp Col-0 kann sie leicht durch g@mMWochen der trockenen Lagerung
(Nachreifung) oder einige Tage in feuchter Kaltedtfikation) gebrochen werden.

Fir die Einleitung der Samenruhe ist AbscisinsgaiA) verantwortlich, die Entscheidung
Uber ihre Aufrechterhaltung oder Brechung wird gdonal3geblich von dem Verhaltnis des
Gehalts an Gibberelinsaure (GA) und Abscissins&G:ABA) im Samen bestimmt, wie
aus der Analyse von Mutanten fur die Biosyntheser ddeaktivierung dieser Hormone
hervorging (Koornneefet al., 2002; Nambara und Marion-Poll, 2005). Defekte der
GA-Synthese oder -Perzeption verhindern Keimundyrewdd solche der ABA-Synthese oder
Perzeption Samen noch an der Mutterpflanze keirasseh (Viviparie). Bei geringerem
ABA-Gehalt im Samen wird auch weniger GA zur Keimgupendtigt. Keimungsfordernd
wirken Faktoren wie Nachreifung (Aufbewahrung ino@kenheit), Licht, Stratifikation
(feuchte Kalte), Nitrat und Stickstoffmonoxid, dim Embryo den Gehalt an GA erhdhen
oder den von ABA erniedrigen. Licht wirkt zum Begpsowohl auf den GA- wie auf den
ABA-Gehalt ein (Seat al., 2009). Schliel3lich begunstigt ein hohes GA:ABAN&tnis das
Wachstumspotential der Streckungszone und forderthgeitig den enzymatischen Abbau
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des Pektins (hauptsachlich PolygalakturonsaurdgirSamenschale, welche der Keimwurzel
mechanischen Widerstand leistet. Eine neuere Atieddrte Belege fur das Einwirken des
Transporterproteins Comatose (PED3/PXAL/CTS) asef Kaskade, die zum Pektinabbau
durch Galakturonasen in der Samenschale flhrt (Keh@d, 2010).

Zusammengefasst stehen Samenentwicklung, Dormé&mzstad Keimungspotential unter
der Kontrolle eines molekularen Netzwerkes aus Regrproteinen und Hormonen, das
Umwelteinflisse wie Licht und Temperatur integriertdd dann tber die Modulation des
Zytoskeletts und die Induktion von Abbauenzymene(v@alakturonasen) embryonales
Streckungswachstum und Zellwandstabilitat beeistl{doldsworthet al., 2008).

1.3.3 Keimung und Etablierung des Keimlings

Der Begriff Keimung wurde und wird oft ungenau dédrt. Landlaufig wird als Keimung
der gesamte Vorgang von der Quellung des SameraubisErscheinen und Ergrinen des
Keimlings an der Erdoberflache bezeichnet. Das g setzt aber bereits die erfolgreiche
Keimung voraus und bendétigt die Mobilisierung undrivertung der Speicherreserven des
Samens. Physiologisch gesehen ist die Keimung emiphasiger Prozess, der mit der
Rehydrierung des Samens beginnt (Abb. 1.6). IrFdége nehmen die Gewebe des Embryos
die mitochondriale Atmung und damit die Energieageeng wieder auf. Kurz darauf setzen
DNA-Reparatur und Translation gespeicherter mRNfmach RNA-Neusynthese und die
Synthese neuer Proteine ein (Nonogdlal., 2010). Transkriptom-Analysen #rabidopsis
haben gezeigt, dass in der anschlielenden zweliasePProzesse wie Glykolyse, Citrat-
zyklus und oxidativer Pentosephosphatweg anlaufehder Embryo seine Zuckerreserven
aufbraucht (Weitbrechtt al., 2011). Sie findet ihren Abschluss, wenn die Keurzel das
Endosperm durchbrochen hat und auf3erlich sichtbat. afiir muss zum einen durch
Streckungswachstum im Hypokotyl unmittelbar proXier Keimwurzel gentigend Druck
aufgebaut werden (Sliwinskat al., 2009), andererseits missen vor allem im Bere@h d
Mikropyle die Pektine der Samenschale durch Poaldatonasen verdaut werden (Nonogaki
et al., 2010; Weitbrechet al., 2011).

Die Nach-Keimungsphase ist durch DNA-Synthese t&klhgen und imrabidopsis durch

die Mobilisierung der TAG aus den Olkoérpern und Besteine aus den PSV gekennzeichnet
(Abb. 1.6). Um moglichst schnell autotroph zu werdauss der Keimling die Primarwurzel
mit Wurzelh&rchen und den Photosynthese-Appardiaaeh, woflr im Wesentlichen die
Lipidreserven der Kotyledonen zur Verfugung stet@aflr ist er auf eine funktionierende
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B-Oxidation in den Peroxisomen zwingend angewieseaotftt et al., 2006), wahrend der
Glyoxylatzyklus unter nicht-optimalen Lichtverhdtsen einen entscheidenden Uberlebens-
vorteil bietet (Eastmondt al., 2000; Eastmond und Graham, 2001). Die Rolle azoX-
somen fur die Umwandlung von Speicherlipiden in k&arcwurde in Abschnitt 1.2.3 be-
schrieben.

Keimung sensu stricto Nach der Keimung

Phase | Phase Il

Keimlingswachstum

Mobilisierung der Reserven
in Speichergeweben

Zellstreckungswachstum und
Durchbruch der Keimwurzel

Mobilisierung von Reserven (Oligosaccharide,
Abbau von Polymeren in sehr begrenztem Umfang)

Mobilisierung der|
aupt-Speicherreserven

Transkription und Translation neuer mRNAs

>

e — Translation oder Abbau Zellteilungen —

gespeicherter mRNA

DNA-Synthese
DNA-Reparatur

Wassergehalt des Samens / Keimlings

—— 7 c|latmung, Reparatur und Teilung von Mitochondrien

et B B il ta e s Tttt R

Je———— E Wasseraufnahme (Imbibition)

Abbildung 1.6: Phasenmodell der Keimung von Samenf#nzen.

Die Keimung im eigentlichen Sinneefisu gricto) kann in zwei Phasen unterteilt werden. Phasginbé mit
der Samenquellung und der Rehydrierung der Embuyelge. Die zelluldare Atmung setzt ein, es finden
Reparaturen, Transkription, Translation und Pratgithesen statt. In Phase Il laufen diese Prozesiser und
es werden Zuckerreserven mobilisiert. Sie findegrirAbschluss, wenn die Keimwurzel die Samenhiillen
durchbricht. Nach der Keimung beginntAnabidopsis die Mobilisierung der Hauptspeicherreserven, dsGT
aus den Olkorpern.

Modifiziert nach Nonogaki (2010). Beschriftung wariths Deutsche Ubertragen.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Ausgangspunkt dieser Arbeit war der Fund, dassAdesfall von Urat-Oxidase imrabi-
dopsis einen &hnlichen Phanotyp erzeugt, wie er bei Nubimen fir Enzyme der Speicher-
lipidverwertung auftritt: Geringe Keimungsrate umths Ausbleiben der Kotyledonen-
Entwicklung und Autotrophie der Keimlinge. Augetiil war nun, dass sowohl der
HS-Abbau als auch der fur die Keimung und Etabhgrientscheidende Prozess der
B-Oxidation in ein und demselben Organell, namliemdPeroxisom, beheimatet sind.

Da hier ein ursachlicher Zusammenhang vermutet eyugdlt ein Hauptinteresse der Unter-
suchung der Peroxisomen-Funktionalitdtumx zu verschiedenen Phasen der Pflanzenent-
wicklung. In Keimlingen und adulten Pflanzen gedtlabes mittels 2,4-DB-Test und der
Anwendung von Dunkelstress. Fur die Untersuchung Embryonen verschiedener Reife-
stadien standen transgene Linien wor und Wildtyp zur Verfligung, die unter der Kontrolle
eines starken, konstitutiven Promotors GFP2 exprem und in die Peroxisomen impor-
tieren. Diese Linien wurden am Konfokalmikroskopgewertet.

Ferner wurde eine Akkumulation von HSuox erwartet, welche zeitlich und raumlich mit
der UOX-Expression, d.h. der Aktivitdt des Purinringabb&asreliert. Laborintern stand
noch kein geeigneter quantitativer Nachweis fir 248 Verfiigung, daher war eine weitere
Aufgabe die Etablierung eines gekoppelten enzywgtatis Nachweises fur die HS-Messung
in Pflanzenextrakten aus verschiedenen Gewebemnéhdend der Embryonalentwicklung.
Um die Expression volJOX, und damit die Aktivitdt des PurinringkatabolismuasAra-
bidopsis zu dokumentieren, wurden zum einen Reporter-Linietersucht, die unter der
Kontrolle desdJOX-Promotors das EnzyfGlucuronidase (GUS) exprimieren, zum anderen
wurden anti-UOX-Immunblots von Proteinextrakten efiegtigt.

Ein weiteres Ziel war die Charakterisierung desd&®el an Metaboliten inox im Vergleich
zum Wildtyp und dexdh uox-Doppelmutante, um molekulare Ursachen fir die dattél
Wirkung der HS und den Keimungsdefekt zu ermittelerfir wurden Extrakte aus Samen
hergestellt und ihr Gehalt an Primarmetabolitepjden und Speicherproteinen analysiert.
Schliel3lich war es notwendig, die reifaax-Embryonen aus Samen auch auf dem subzel-
lularen Niveau zu untersuchen. Dafir wurden Ultradichnitt-Praparate durch die Keim-
blatter angefertigt und mittels Transmissionset@kénmikroskopie zytologische Auffallig-

keiten vonuox im Vergleich zum Wildtyp unadh uox identifiziert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Gerate und Software

Lichtmikroskop Zeiss Axioplan (Carl Zeiss AG, Obecken)

Stereolupe Nikon Model C-DS mit DN 100 Digital Neamera System (Nikon GmbH, Dusseldorf)
Stereolupe Olympus SZX 12 mit Software CellSeng@I$mpus GmbH, Hamburg)

Lichtmikroskop Zeiss Axiophot, ausgestattet mit Nwoeki-Optik sowie Kamera ProgRes CF (Jenoptik
AG, Jena) und Software Capture Pro 2.8.8 (Kodak ignshuttgart)

TEM Philips EM 208 (Philips GmbH, Hamburg)

CLSM Leica TCS SP5, ausgestattet mit einem HCX PlOAambda blue 63.0x 1.20 Water UV-Objektiv
und computergesteuert durch LAS AF Software (L&amera AG, Solms)

Photometer MultiSkan Go (Thermo Fisher Scientific.] USA)

Pflanzenanzuchtschranke APT.IIHEKBW 400 (Binder GmbH, Tuttlingen)

Western Blot Transfersystem Mini-PROTEAN 3 (Bio-Raaboratories, Miinchen)

Mini 2-D Electrophoresis System (Hoefer Inc., USA)

Retschmiihle MM400 (Retsch GmbH, Haan)

MS Office 2010 (Microsoft Corp.)

Adobe CS6 (Adobe Systems GmbH)

Graph Pad Prism 4 (Graph Pad Software Inc.)
Endnote X6 (Thomson Reuters)

ImageJ v 1.47 (NIH, USA)

Vector NTI Advance 11.0 (Invitrogen Corp.)

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Xanthin-Agarose (Sigma-Aldrich X3128)

Bio-Rad Protein-Assay-Farbereagenz 500-0006 (Bid{Reboratories, Miinchen)
Acrylamid:N,N"-Methylenbisacrylamid 29:1-L6sung (kh 01708)
Acrylamid/Bisacrylamid 30%-L&sung (Sigma-Aldrich 830)
Murashige-Skoog Medium mit MES-Puffer (Duchefa, Hea, NL)
Phytoagar (Duchefa, Haarlem, NL)

Urat-Oxidase (Uricase) aus Candida sp. (Sigma-&idd0880)
Xanthin-Oxidase (SERVA 38418)

Meerettich-Peroxidase (Sigma-Aldrich P8375)
X-Gluc-Farbesubstrat (Carl Roth 0018)

Nilrot-Farbstoff (SIGMA N3013)
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*  Amplex® Ultra Red (Invitrogen A36006)

»  Spurr’s Low-Viscosity Einbettmedium, beschriebesjurr (1969).

= PageRule? Prestained Protein Ladder (Thermo Pierce SM0671)
» 5-fach-konzentrierter GoTaq® Reaktionspuffer (PrgepéMlannheim)
» Hyperladder | DNA-Marker (Bioline, Luckenwalde)

Alle Ubrigen verwendeten Laborchemikalien besal3@alyischen Reinheitsgrad und
stammten von den Herstellern Applichem (Darmsta@g, Healthcare (Freiburg), Bio-Rad
(Minchen), Fluka (St. Gallen, Schweiz), Invitrog@arisruhe), Merck (Darmstadt), Carl
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-AldriSteinheim).

= Nitrocellulose-Membran (HybodY-ECL, GE-Healthcare)

» Keramikkugeln (1/4 inch Ceramic Spheres, MP Bioroaldi, USA)

*» 5 ml-HiTrap-Desalting Column (GE Healthcare)

=  UV-transparente Platten (UV-Star No. 655899, GreBie-One GmbH, Frickenhausen)

2.1.3 Pflanzenlinien

Alle Mutantenlinien vorArabidopsis werden in dieser Arbeit gleich wie das entspredbeen
mutierte Allel bezeichnet (z.Biox fur die UOX-Mutante). Folgende Linien standen fur die
vorliegende Arbeit zur Verfligung:

= Als Wildtyp (WT) wurde derabidopsis thaliana Okotyp Col-0 benutzt.

= Die homozygote Urat-Oxidase-MutanteoX, Locus At2g26230) wurde in unserem Labor aus der
heterozygoten SALK-Linie 131438 hergestellt, dineebestatigte T-DNA Insertion im ersten Protein-
codierenden Exon aufweist (Abb.2.1).

< N61
1886 > SALK-T-DNA <1233 UOX At2926230

I o o ol 1)

Abbildung 2.1: SALK-Linie 131438.
UOX wird in Arabidopsis von 8 Exons codiert. Gezeigt sind der Insertionder T-DNA in der verwendeten
uox-Linie sowie Lage und Orientierung der spezifiscRE&R-Primer.

= Die homozygote Xanthine Dehydrogenase 1-Mutamihl( Locus At4g34890), hergestellt aus der
heterozygoten GABI-Kat.-Linie GK-049D04, die einestitigte T-DNA Insertion im vierten Protein-
codierenden Exon tragt, wurde unserem Labor vorFrian Bittner (TU Braunschweig) zur Verfiigung
gestellt (Abb. 2.2).
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<448
1969 > GABI-Kat T-DNA
XDHL At4g34890 <1968 XDH2 At4g34900
<:I N N O I = I:!] | I ENENESS N

Abbildung 2.2: Gabi-Kat.-Linie GK-049D04.
XDH1 codiert inArabidopsis fur ein Protein von 150 kDa. Gezeigt sind der Itisesort der T-DNA sowie
Lage und Orientierung der spezifischen PCR-Primer.

= Die homozygotexdhl uox-Doppelmutante wurde durch Kreuzung in unserem Labualten.

= Die Linie pxal-1ist beschrieben in Zolmat al. (2001), die Linigoex5-10 in Khan und Zolman (2010).

=  pUOX-GUS-Linie: Fir die Erzeugung ein&OX-Promotorf-Glucuronidase (GUS)-Konstruktes wurde in
unserem Labor ein 1554 bp Promotor-Fragment voromether DNA durch PCR amplifiziert (Primer
1825 und 1826) und damit der mit Ascl und EcoRligagshnittene 35S-Promotor von pll (Matsettal .,
2013) ersetzt. EIN6US-cDNA wurde mit den Primern 403 und 438 vom phs28tuie(Scholthof, 1999)
amplifiziert und mittels EcoRI und Smal in pll inget, woraus pl2UOX-GUS (P83, Abb. 2.3.a) resul-
tierte. Dieses wurde in Col-0 transformiert.

=  p35S-UOX-Linie: Mit den Primern 1823 und 1824 wurde in uese Labor aus Blatt-RNA eindOX-
cDNA hergestellt und diese zwischen Ncol und XnmapXS2pat (Caet al., 2010) ligiert. Das erhaltene
Konstrukt (P93, Abb. 2.3.b), in detOX unter der Kontrolle eines 35S-Promotors exprimaértl, wurde

in uox transformiert.

Ncol (1)

 BeoRl ) p35S AtUOX
EcoRI (7278)
Pnos Xmal(933)
_-_RB
) __Smal (1824) pat . .
P83 pI2 r;lir;case-GUS L s3tem P93 At2g26230 uricase in pXS2pat
7838 bp T 6182 bp

pat RB pAnos RK2 ori

pAnos RK2 ori 7
LB

e~
(@) - ori& bla (b) cme% /b;

Abbildung 2.3: Vektorkonstrukte fir pUOX-GUS-Linie und p35S:UOX.
a) pUOX-GUSKonstrukt, mit dem didJOX-Expression untersucht wurde, i35SUOX-Konstrukt, welches
zur Komplementierung de@x-Phanotyps verwendet wurde.

= roGFP2-SKL-Linie: Dasp35S GRX1-roGFP2-SKL Konstrukt ist in Meyegt al. (2007) und Rosenwasser
et al. (2011) beschrieben. Es wurde in Col-0 transformiert Prof. Andreas Meyer (Universitat Bonn)

unserem Labor zur Verfligung gestellt.
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2.1.4 Antikorper

= Fir die Entwicklung von antOX und antiXDH Immunblots wurden verdiinnte Seren verwendet, die vo
immunisierten Kaninchen gewonnen wurden. Bil@X-cDNA wurde in unserem Labor mit den Primern
1823 und 1824 amplifiziert, genauso wurde mit demén 2604 und 2626 der Teil ein€DH-cDNA
amplifiziert, der fur die FAD-bindende Doméne catli®ie Fragmente wurden jeweils in pET30a einge-
figt und die erhaltenen Konstruktebincoli exprimiert. Das aufgereinigte Protein dtiscoli diente zur
Herstellung der Antiseren wie in Dahnaiteal. (2013) beschrieben.

» anti-Kaninchen IgG, AP-konjugiert (SIGMA A3687)

» anti-GFP aus Maus (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

» anti-Maus IgG, AP-konjugiert (SIGMA A3688).

2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht von Arabidopsis

2.2.1.1 ¥> MS-Festmedium fiir die Anzucht vémnabidopsis in Petrischalen

2,5 g MS-Salz (Duchefa) in 1 Liter dg@ l6sen und mit 0,1 N KOH den pH-Wert auf 5,7
einstellen, dann 0,8% Phytoagar zugeben, 30 minlp&fC autoklavieren und vor dem
Erkalten in Petrischalen giel3en.

2.2.1.2 Oberflachensterilisation der Samen
Vor dem Auslegen auf Anzuchtmedium wurden die Samemin in 70%-igem Ethanol
geschattelt, dann in 100 % Ethanol Uberflhrt undeisi einer Pipette auf steriles Whatman-

Papier zum Trocknen Uberfthrt.

2.2.1.3 Anzuchtbedingungen
Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im Langtag (L®,H.Licht/8 h Dunkelheit)

1) in einer Pflanzenkammer, ausgestattet mit Philigster HPI-T Plus 400 W-Lampen,
bei ca. 60% Luftfeuchtigkeit und ca. 100 pmof 81 Lichtstarke auf Mischerde (je
42,5% Einheitserde P und T (Gebr. Patzer GmbH) 158 PerligranG (Knauf Perlite
GmbH) oder alternativ auf ¥2 MS-Festmedium in Peaden.

2) in Binder-Klimaschranken mit Osram Lumilux-Leucbitdhren bei ca. 100 pmol '
s Lichtstarke auf %2 MS-Festmedium.

Die uox-Mutante wurde stets in der Pflanzenkammer auf Y2HdStmedium mit 2% Sac-
charose bis zur Etablierung der Keimlinge vorgemagied dann auf Mischerde umgesetzt.
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Fur Experimente, bei denen die Keimung verschied&enotypen verglichen werden
sollte, wurden die auf Mischerde oder ¥2 MS-Festomadausgelegten Samen fur 2 Tage
bei 4°C in Dunkelheit gestellt (Stratifikation).

2.2.2 PCR-Nachweis der T-DNA inuox, xdh und xdh uox.

Die Praparation genomischer DNA adAsabidopsis erfolgte nach der in Edwards al.
(1991) beschriebenen Methode mit Isopropanol. Siedev so modifiziert, dass der
Probenaufschluss mit einigen Stahlkugeln (1 mm200 ul des beschriebenen Puffers in
einer Retschmuihle erfolgte und das Pellet absami@3nit 70% Ethanol gewaschen und
luftgetrocknet wurde.

Alle Proben wurden durch PCR mit den Primern N6d 1886 (zum Nachweis der SALK-
T-DNA in uox), 1233 und 1886 (Nachweis des Wildtyp-Allels VO©X), 448 und 1969
(Nachweis der GABI-Kat-T-DNA irxdh) sowie 1968 und 1969 (Nachweis des Wildtyp-
Allels von XDH) uberpruft. Die Sequenzen aller verwendeten Prigned in Anhang 6.1
aufgefihrt.

2.2.2.1 PCR-Ansatz

20 pl PCR-Ansatz 0,5 pl laboreigene Tag-Polymeras
4 ul 5-fach konzentrierter Green GoTaq® Resigpuffer
1,5 mM MgC}
1 mM dNTP-Mix (0,25 mM pro dNTP)
0,4 uM Primer (0,2 uM pro Primer)
1 pl DNA-Préaparation

2.2.2.2 PCR-Programm

Phas¢ Temperatur Dauer
1. Denaturierun 94°C 3 min
2. Denaturierun 94°C 30

3. Annealin 55-58°C 30¢

4. Elongatiol 72°C 1,5min
5. finale Elongatio 72°C 10min
2-4: 40 Zyklen

55°C: 448 + 1969 (GABI-Kat T-DNA)
58°C: 1233 + 1886 (Wildtyp-Allel vorJOX), 1968 + 1969 (Wildtyp-Allel vorXDH), N61 + 1886 (SALK-T-
DNA).

2.2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (pH 8) 40 mM TRIS HCI
1 mM EDTA
20 mM Essigséaure
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Die Auftrennung der PCR-Amplifikate erfolgte in 1#en (w/v) Agarosegelen aus Tris-
Acetat-EDTA (TAE)-Puffer mit 50 ng ril Ethidiumbromid, die Dokumentation unter UV-

Beleuchtung.

2.2.3 Immunblots und Aktivitatstests fir UOX und XDH.
2.2.3.1 Proteinextraktion

Extraktionspuffer 100 mM HEPES (pH 7,7)
1 mM EDTA
0.1% Triton X-100
5mM DTT
0,1 mM AEBSF

Fur die Proteinextraktion wurde jeweils 1 g frisshBlattmaterial von 4-Wochen-alten
Pflanzen von Wildtypuox, xdh, xdh uox und p35SUOX in einem eisgekuhiten Mérser mit
wenig Sand in 2,5 ml Extraktionspuffer zermahleachldem Zentrifugieren (15 min bei 4°C
und 20.000) wurde die Proteinkonzentration in den Uberstanchtndem Bio-Rad Farbe-
reagenz unter Verwendung einer Protein-Standamrains Rinderserumalbumin (BSA)

bestimmt.

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgele 4-5% Acrylamid/Bisacrylamid
125 mM TRIS HCI (pH 6,8)
0,1% (w/v) SDS (fehlte in nativen Gelen)
0,1% (v/v) TEMED
0,1% (w/v) APS

Trenngele 8-10% Acrylamid/Bisacrylamid
375 mM TRIS HCI (pH 8,8)
0,1% (w/v) SDS (fehlte in nativen Gelen)
0,05% (v/v) TEMED
0,1% (w/v) APS

SDS-PAGE-Laufpuffer 25 mM TRIS
192 mM Glycin
0,5 mM SDS

SDS-PAGE-Ladepuffer 300 mM TRIS HCI (pH 6,8)
(5-fach konzentriert) 50% (v/v) Glycerin

10% (w/v) SDS

600 mM DTT

0,1% (w/v) Bromphenolblau

PAGE wurde nach dem diskontinuierlichen Verfahren vaemmli durchgefuhrt. Fir anti-
UOX-Immunblots wurde jeweils so viel Uberstand r&ifach konzentriertem SDS-Lade-
puffer gemischt und 5 min bei 95°C inkubiert, dass Bahn 50 pug Protein auf ein 10%-iges

25



Material und Methoden

Polyacrylamid (PA)-Gel geladen wurde. Fur die Imimots, die mit anti-XDH-Serum
inkubiert wurden, wurde jeweils 500 pl Uberstand Bxtrakte mit gleichem Volumen 40%-
igem PEG-4000 gemischt, 15 min auf Eis prazipitiegntrifugiert, danach das Pellet in
100 ul SDS-Ladepuffer resuspendiert, dann 5 mir6&C inkubiert und 20 pl pro Bahn auf
ein 8%-iges PA-Gel geladen.

2.2.3.3 Immunblots zum Nachweis von UOX und XDH

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

TBS-Tween (TBS-T)-Puffer 20 mM TRIS HCI (pH 7,6)
150 mM NacCl
0,1% (v/v) Tween 20

AP-Detektionspuffer 100 mM TRIS (pH 9,5)
100 mM NaCl
5 mM MgC}
0,125 mg mt BCIP
0,25 mg mt NBT

Nach dem Elektrotransfer der Proteine (iber Naent4db V und 4°C) auf Nitrocellulose-
membran erfolgte die Kontrolle des Transfers dumlersible Ponceau-Farbung (5 min in
0,1% (w/v) Ponceau-S in 5% Essigsaure). Die Membrarde anschlieRend fur 1 h bei RT
in TBS-T mit 5% Milchpulver inkubiert, um das ungifesche Binden der Serum-Antikdrper
an die Membran zu verhinderBl¢cking). Dann wurde die Membran fir 3 mal 5 min in
TBS-T gewaschen, anschlieBend erfolgte die Inkabatnit den verdinnten Seren (anti-
UOX 1:600, anti-XDH 1:800) von immunisierten Kanen fur 1 h bei RT. Danach erfolgte
Waschen fur 3 mal 5 min in TBS-T, dann die Inkutyatmit AP-konjugiertem anti-Kanin-
chen IgG (1:5000). Nach erneutem Waschen fir 35maln in TBS-T und 5 min Waschen
in TBS erfolgte abschliel3end die Entwicklung dest8in AP-Detektionspuffer.
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2.2.3.4 Nachweis der XDH-Aktivitat in nativen Polyacrylamigelen

Nativer PAGE-Laufpuffer 25 mM TRIS

192 mM Glycin
Nativer Ladepuffer 300 mM TRIS HCI (pH 6,8)
(5-fach konzentriert) 50% (v/v) Glycerin

0,1% (w/v) Bromphenolblau

Gel-Farbeldsung fiir XDH-Aktivitat 250 mM TRIS PuffgpH 8,5)
0,05% (w/v) Hypoxanthin
0,005% (w/v) PMS
0,005% (w/v) MTT

Fur den In-Gel-XDH-Aktivitatstest wurde je 500 plbé&rstand der Proteinextrakte mit
gleichem Volumen PEG-4000 gemischt, fur 15 min Bisf prazipitiert, dann zentrifugiert,
danach die Pellets in 100 pl nativem Ladepuffegeakist. Auf ein 8%-iges, natives PA-Gel
wurden 20 ul pro Bahn geladen und bei 4°C gefahbas. Gel wurde lichtgeschitzt Uber
Nacht unter leichtem Schutteln bei RT in der Faidehg inkubiert.

2.2.3.5 Messung der UOX-Aktivitat

Puffer 1 (Nachweispuffer): 10 mM Taurin PuffeH(p,0)
0,25 mM EDTA
0,01% Triton X-100
1 mMDTT

Puffer 2 (Elutionspuffer) 30 mM Taurin Puffer (D)
0,25 mM EDTA
0,01% Triton X-100
1 mMDTT
250 puM Harnséaure

Fur den UOX-Aktivitatstest wurden Proteinextrakeonwie in 2.2.3.1 beschrieben durchge-
fuhrt und nach dem Zentrifugieren jeweils 2 ml tidrerstande tber eine Gelfiltrationssaule
(HiTrap-Desalting Column) entsalzt und dabei inf@uflL Uberfiihrt. Der Proteingehalt der
entsalzten Proben wurde mit Bio-Rad Farbereagestmiuat und jeder Probe 50 pl Xanthin-
Agarose-Suspension zugesetzt. Die Ansatze wurder2@imin unter Rotieren bei 4°C
inkubiert, um UOX zu binden. Nach dem Zentrifugief@ min bei 708) wurde der Uber-
stand verworfen und die gebundene UOX fir 3 min3@8C im Schiuittler in 300 pl Puffer 2
eluiert. Jeweils 200 pl des Eluats wurde in dietid@rngen einer UV-durchlassigen Mikro-
platte pipettiert. HS absorbiert Licht der Wellexda 292 nm. Aus einer HS-Standardreihe
wurde berechnet, welcher Absorption welche HS-Katrzagion entspricht. Einer Konzentra-
tionsabnahme von 1 pM entspricht ein HS-Verbrawah ®,2 nmol in dem 200 pl-Ansatz. In
den ersten 10 min der Reaktion war fur alle Exeaéihe anndhernd lineare Abnahme der
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HS-Konzentration zu beobachten, sodass diese AmalemStoffmengan fur die Berech-
nung der Enzymaktivitat E An/10 min zugrunde gelegt und in Relation zum Gesamt
proteingehalt der entsalzten Extrakte gesetzt w(Edeeit: mU mg).

2.2.4 Immunblot und GUS-Farbung zur UOX-Expressionsanalyse

2.2.4.1 anti-UOX Immunblot

Pflanzengewebe (Blatter, Wurzeln, Samenschoten,eBantagen, Samen und Keimlinge)
verschiedener Entwicklungsstadien des Wildtyps wnrébgewogen, in Flissigstickstoff
eingefroren und bei -80°C bis zum gemeinsamen Renliechluss aufbewahrt. Die Protein-
extraktion erfolgte mit wenig Sand und mittels eo#indem Pistill (Fa. Heidolph) in 1,5 ml-
ReaktionsgefalRen. Da die Probengewebe recht uhtediche Proteingehalte haben,
wurden fur den Aufschluss zwischen 10 und 50 Voloteke Extraktionspuffer eingesetzt
(z.B. fur 10 mg Samen 500 pl Puffer, fur 100 mgt®&1000 pl Puffer). Nach dem Zentri-
fugieren (15 min, 4°C bei 200D wurden die Uberstande abgenommen und ihr Protein-
gehalt mit Bio-Rad-Farbereagenz bestimmt. Dann wulict 1 h mit eiskaltem Aceton
(Volumen 1:1) von jeder Probe ein Volumen gefélds 25 pg enthielt. Nach dem Zentrifu-
gieren wurden die Pellets in 25 pl eines 2,5-fachzlentrierten SDS-Ladepuffers gelost und
10 pg Protein pro Bahn auf 10%-ige PA-Gele geladdaktrotransfer der Proteine und
Entwicklung der Membran wurden durchgefiihrt wie @ubeschrieben.

2.2.4.2 UOX-PromotorGUS-Analyse

GUS-Farbelésung 100 mM Natrium-Phosphatpuffer TpH
0,2% (v/v) Triton X-100
1 mM KFe(CN)
1 mM K ;Fe(CN)
2 mM X-Gluc

Mit diesem Verfahren lasst sich das zeitliche uigmliche Aktivitatsmuster eines Promotors
untersuchen. Die cDNA fir das Enzy¥Glucuronidase (GUS) wird dazu unmittelbar hinter
die Sequenz dieses Promotors kloniert und nachsioamation in der Pflanze wird GUS
immer dann gebildet, wenn der interessierende Pramadxtiviert ist. GUS setzt das farblose
Substrat X-Gluc zu einem blauen Farbstoff um, detar Zelle préazipitiert und nach grind-
licher Entfernung der Pflanzenpigmente aus denrsut@ten Geweben sichtbar gemacht
werden kann. Fur die GUS-Farbung der Embryonakstadiurden Schoten entsprechenden
Alters mit einem Skalpell l&ngs angeschnitten, sedausreichend viele Samenanlagen
geobffnet wurden, ohne den Embryo zu beschadiges. amen wurden die Embryonen
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herausprapariert. Alle Praparate, Keimlinge oddar2enteile verschiedener Entwicklungs-
stadien depUOX-GUS-Linie wurden in GUS-Farbelosung gebracht und 2 dimal ein
Vakuum angelegt, um das Eindringen der Farbelosurmtas Gewebe zu ermdéglichen. Die
Praparate wurden tber Nacht bei 37°C in der Fashal) belassen. AbschlieRend wurde mit
70% Ethanol entfarbt, bis das blaue Prazipitat destiteich zu erkennen war.

2.2.5 Bestimmung der Harnsaure- und Xanthin-Gehalte in PlRnzenmaterial

Das untersuchte Samenmaterial stammte von gleiohgeen Mutterpflanzen der verschie-
denen Genotypen. Samen vwaox wurden aul3erdem auf %2 MS-Festmedium mit 2% Saccha-
rose ausgestreut, um den HS-Gehalt wahrend derufgirau bestimmen. Nach der Etablie-
rung wurdeuox auf Mischerde umgesetzt, um das Material der amdantersuchten Pflan-

zengewebe (Blatter, Wurzel, Samenanlagen) zu erhalt

2.2.5.1 Extraktion

Pflanzenteile verschiedener Entwicklungsstadien Wakityp und uox wurden abgewogen,
in Flussigstickstoff eingefroren und bei -80°C l@am gemeinsamen Probenaufschluss
aufbewahrt. Fur die Bestimmung von HS und XanthiSamen wurden Proben von Wildtyp,
uox, xdh, xdh uox und p35SUOX verwendet. Der Aufschluss aller Proben erfolgtewsahig
Sand und 5-25 Volumenteilen (z.B. 10 mg Samen {25100 mg Blatter in 500 pl) eines
Puffers (100 mM TRIS, pH 7,5) mit einem rotierend@istill in 1,5 ml-Reaktionsgefal3en.
Die Proben wurden anschlieBend gemeinsam erhibzinfh bei 95°C), zentrifugiert (15 min
bei 2000@ RT) und die Uberstande in neue Reaktionsgefaldiilise Die Pellets wurden
erneut mit dem gleichen Volumen Puffer extrahierhitzt, zentrifugiert und die Uberstande
zusammengefiihrt. AbschlieBend wurden diese Ubelstartrazentrifugiert (3 min bei
4000@), um Gewebetrimmer zu pelletieren und die UbedstdabschlieBend in neue
Reaktionsgefal3e tberfiihrt.

2.2.5.2 Nachweisreaktion mittels Amplex® Ultra Red
Der Nachweis von HS im Reaktionsansatz beruht anfReaktionen:

1) HS + Q - Hydroxyisourat + HO, (Urat-Oxidase-Reaktion)

2) Amplex® Ultra Red + HO, - Resorufin + Q (Meerretich-Peroxidase-Reaktion).
Entsprechend fur den Nachweis von Xanthin:

1) Xanthin + HO + G, > HS + HO, (Xanthin-Oxidase-Reaktion)

2) Amplex® Ultra Red + HO, - Resorufin + Q (Meerretich-Peroxidase-Reaktion).
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Es handelt sich hierbei um einen gekoppelten, eitiin Nachweis von 4., welches
stochiometrisch das farblose Substrat Amplex® URead zu dem rosaroten Farbstoff
Resorufin umsetzt. Dieser absorbiert maximal b& B und kann photometrisch bestimmt
werden. Seine Konzentration ist nach dem Lambeet-Besetz linear mit der Absorption
verknupft.

Folgendes war zu beachten:

1) H»0O, entstehin vivo bei der Oxidation von Substraten mif d wird in Blattern nach
Verletzung und Stress produziert. Die hergestelR8anzenextrakte konnten also be-
reits HO, enthalten, das nicht aus den oben aufgefluhrtektiRean stammt. Daher
musste jede Einzelmessung eines Extraktes sowdhalsiauch ohne Urat-Oxidase
bzw. Xanthin-Oxidase durchgefuhrt und die letzteYéerte von den ersteren subtra-
hiert werden.

2) Der hier fur Pflanzenextrakte adaptierteCNachweis mittels Amplex® Ultra Red
wurde flr die Messung von menschlichem Serum eheilticPflanzenextrakte enthal-
ten jedoch Pigmente, die in unterschiedlichem Austma 560 nm absorbieren. Daher
musste fur jedes vermessene Pflanzengewebe mitrhBligmentgehalt (Samen, Blat-
ter) die Standardreihe fuir HS oder Xanthin in eirtdimtergrund von Wildtyp-Extrak-
ten des gleichen Gewebes angelegt werden. Diesndglich, weil Gewebe des Wild-
typs zu keiner Zeit nennenswerte Mengen von HS #dethin enthalten. Extrakte von
stark pigmentierten Proben, die Uberdies einen mdhetabolitengehalt haben (vor al-
lem Samen), wurden verdinnt und dieser Verdunnaktgsf in der Rechnung berick-
sichtigt.

Aus Stammlésungen von Amplex® Ultra Red, Meerrbtiteroxidase und Urat-Oxidase
bzw. Xanthin-Oxidase wurde jeweils eine Arbeitsligumit und eine Kontrolllésung ohne
Urat-Oxidase bzw. Xanthin-Oxidase hergestellt. §iandardansatz (100 pl, bestehend aus
50 pl Pflanzenextrakt und 50 pl Arbeitslosung) eitb0 pM Amplex® Ultra Red, 20 mU
Meerretich-Peroxidase und 20 mU Urat-Oxidase bzmlXanthin-Oxidase.

2.2.5.3 Berechnung der Metaboliten-Konzentrationen

Alle Proben mit Arbeitslosung oder Kontrolllésungunden in Duplikaten gemessen und
Mittelwerte (Ma und M) gebildet. Aus Standardreihen fiir HS oder Xanthirrde durch
lineare Regression jeweils eine Eichgerade undndgteigung S errechnet. Damit ergab sich
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die Konzentration des Metaboliten in jedem gemesmsefinsatz nach C= (Ma-M)/S
(Extrakte und Standards wurden gleichermalRen ITrdiivet). Mit dem Extraktionsvolumen
Ve errechnete sich die Stoffmenge M Extrakt zu N = Cy X Ve. Diese stammt aus P mg
Pflanzenmaterial, und damit war die Metaboliten-EKamtration der Pflanzenprobe € Ng/P
(Einheit: umol ).

Um die Metaboliten-Konzentrationen in den Gewebbproin Relation zu ihren Trockenge-
wichten setzen zu kénnen, wurde ihr Wassergehatitteit. Dazu wurden entsprechende
Gewebeproben gewogen, dann fur 2 Tage im Warmeschrai 60°C inkubiert und an-
schlieRend wieder gewogen.

2.2.6 GC-MS Metabolitenanalyse der Samen von Wildtypuox und xdh uox

Von Samen wurden Methanol/Chloroform-Extrakte aagéaft und an diesen eine Metaboli-
tenanalyse durch Gaschromatographie mit gekoppétassenspektrometrie (GC-MS)
durchgefuhrt. Fur jede Einzelprobe wurden 20 mg &amit einer Keramikkugel in ein
2 ml-Reaktionsgefald in flissigem Stickstoff eingeéin und anschlielend in einer
Retschmithle homogenisiert (1 min bei 38).sExtraktion und Derivatisierung wurden
durchgefuhrt wie in Liseet al. (2006) beschrieben. Die Analyse der Proben erfolgtelem
DSQ™-1I-System von Thermo Fisher Scientific. Dabei wemdnach der GC die Proben
durch Elektronenstol} ionisiert und tber ihre Rédestkeit auf der Saule und ihre Flugzeit im
elektrischen Feld identifiziert. Die Analyse demBen und die Auswertung der Chromato-
gramme wurde von Dr. Britta Ehlert (FU Berlin) naadér in Lisecet al. (2006) und Luede-
mannet al. (2008) beschriebenen Methode durchgefihrt.

2.2.7 Lipidanalyse der Samen von Wildtyp,uox und xdh uox

Von jeder Einzelprobe wurden 10 mg Samen mit eikeramikkugel in einem 2 mil-
Reaktionsgefal3 in flissigem Stickstoff eingefrorend danach in einer Retschmihle
homogenisiert (1 min bei 30" Die Extraktion der Lipide und die Vermessung Beoben
wurde von Dr. Patrick Giavalisco am MPI Potsdam+@durchgefuhrt, wie in Giavalisos

al. (2011) und Hummedt al. (2011) beschrieben.

Die Samen fir die gaschromatographische und didamalyse stammten von Wildtyp-,

uox- undxdh uox-Pflanzen, die in Klimakammern im LT gleich angegogvurden.
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2.2.8 Differenzielle Interferenzkontrast-Mikroskopie

Hoyer’s Losung 15 g Gum Arabicum in 25 ml d@Hdsen,
dann 100 g Chloralhydrat und 10 g Glycerin hege

Bliiten von Wildtyp undiox wurden zur Zeit der Offnung (Anthesis) mit Bindéamdmarkiert.

Zu den Zeitpunkten 3, 5, 7 und 11 Tage nach Blifendig (dpa) wurden die markierten
Schoten geerntet und unter einer Stereolupe netr éainen Pinzette der Lange nach aufpra-
pariert. Replum und Septum mit den angeheftetereBanmiagen wurden entnommen und in
Hoyer's Losung auf einem Objekttrager platziertt einem Deckglas bedeckt und nach
2 Tagen Trocknung mit Nagellack versiegelt. DiedBil wurden an einem Zeiss Axiophot,
ausgestattet mit Nomarski-Optik, aufgenommen.

2.2.9 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Die TEM wurde in der AG Hausmann (FU Berlin) durefidhrt, wo ein etabliertes Protokoll

zur Verfigung stand.

2.2.9.1 Probenvorbereitung

Tag 1. Samen von gleichgezogenen MutterpflanzenWddtyp, uox und xdh uox wurden

fur 1 h auf feuchtes Whatman-Papier zum Quelleagielim das Entfernen der Samenschale
zu ermdglichen. Mit einem Skalpell wurden dannKltyledonen separiert.

2.2.9.2 Fixierung

Die Fixierung erfolgte in Schnappdeckelglasern wurechtem Schwenken zunéchst in
Losung | (2,5% Glutaraldehyd in 100 mM Cacodylafegfiber Nacht bei RT. An Tag 2
wurden die Proben 3 mal in Cacodylatpuffer gewascheaschlieRend wurde die Fixierung
fur weitere 4 h bei RT in Losung Il (1% Os@ 100 mM Cacodylatpuffer) fortgesetzt,
danach verblieben die Proben bei 4°C tber Nactieiselben Losung.

2.2.9.3 Entwasserung

Tag 3: Nach dreimaligem Waschen fur je 10 min icdclylatpuffer wurden die Proben in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert: JsiB0in 30%-, 50%-, 70%-, 90%-, 2 mal in
100% Ethanol, abschlieRend 2 mal in 100% getroekndithanol.
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2.2.9.4 Einbettung
Die Proben wurden auf einem Schiuttler in 3 SchriibeSpurr’s Kunstharz eingebettet:
1) 3 hineinem Mix 1:1 von 100% Ethanol : Spurr’s
2) 3 hineinem Mix 1:2 von 100% Ethanol : Spurr’s
3) Uber Nacht in reinem Spurr’s. An Tag 4 erfolgte al ™der Wechsel des Spurr-
Kunstharzes und an Tag 5 das Einfiilllen des Harzesden Kotyledonen in Beem®-
Kapseln und die Uberfiihrung in einen Trockenschii@nk Tage bei 70°C zum Aus-

harten des Harzes.

2.2.9.5 Herstellung von Ultradlinnschnitten

Die Harzbléckchen mit den eingebetteten Proben amumiit einer Rasierklinge zurechtge-
trimmt und anschlieRend mit dem Glasmesser Semsinmitte begonnen, um den interes-
sierenden Probenbereich zu lokalisieren und demiiséreich fir das Diamantmesser zu
glatten. Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem rdaatmesser angefertigt und auf Form-
var®-beschichtete Kupfertragernetzeids) tberfuhrt.

2.2.9.6 Nachkontrastierung der Ultradiinnschnitte

Die Schnitte wurden mit Uranylacetat und Bleicitthandelt, um den Kontrast fir die
Elektronenmikroskopie zu verbessern. Dazu wurden Tdi&gernetze mit der Schnittseite
nacheinander auf Uranylacetat- (30 min) und naokreiWaschschritt in ddi@ auf Blei-
citrat-Tropfen (10 min) gelegt. Nach erneutem Wascim ddHO und Trocknen erfolgte die
Auswertung am TEM.

2.2.10 SDS-PAGE der Speicherproteine in Wildtyp,uox- und xdh uox-Samen
2.2.10.1Probenvorbereitung

SDS-Aufschlusspuffer 50 mM TRIS HCI (pH 6,8)
2% (w/v) SDS
100 mM DTT
Kolloidale Coomassie-Farbelésung 0,08% (w/v) Cossr@Brilliant Blue G-250

0,8% (v/v) Phosphorsaure
8% (w/v) Ammoniumsulfat
20% (v/v) Methanol

Jeweils 10 mg Samen von verschiedenen, gleichgerog®flanzen wurden in 2 ml-
Reaktionsgefal3e eingewogen, eine Keramikkugel alggund die verschlossenen Proben

in Flissigstickstoff eingefroren. Die Proben wurdi&nl min bei 30 3 in einer Retschmiihle
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homogenisiert, danach die zermahlenen Samenprab@®d pl 95°C heilem SDS-Auf-
schlusspuffer resuspendiert (10 min bei 880uad 95°C im Thermoblock), dann zentrifu-
giert (1000@, 1 min bei RT). Die Uberstande wurden in neue ReakgefaRe tberfithrt und
die Extraktion der Pellets 2 mal bei RT wiederh@ie zusammengefiihrten Uberstande

wurden ultrazentrifugiert (3 min bei 400§)0 um Gewebetrimmer abzusondern.

2.2.10.2SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

Es wurden 400 pl des Uberstandes mit 100 pl einéxlb konzentrierten SDS-PAGE
Ladepuffer gemischt und je Probe 2 pl pro Bahnl&i%-ige PA-Gele geladen (hergestellt
aus Acrylamid:N,N"-Methylenbisacrylamid 29:1). Nasém Lauf wurden die Gele fiir 1 h in
einer Losung fixiert, die 40% Ethanol und 10% Es&ige enthielt und danach Gber Nacht in
Kolloidale Coomassie-Farbeldsung gelegt und ars8ahd durch Waschen in® entfarbt.

2.2.11 Katalase-Nachweis in Embryonen aus Samen mit DAB-Faung
2.2.11.1Katalase-Nachweis

Eine zytochemische Lokalisierung von Katalase ami&é@nnschnitten von Samenproben
mittels Diaminobenzidin (DAB)-Farbung wurde im Labwon Prof. Wanner (LMU
Munchen) durchgefuhrt, die Methode ist in Waneeal. (1982) beschrieben. DAB wird
durch Katalase oxidiert und bildet einen unldslichieraunen Niederschlag, der fotografisch
im Lichtmikroskop dokumentiert werden kann. Weil BA&uch durch andere Peroxidasen
oxidiert wird, miussen die Versuchsbedingungen dutiehEinstellung des pH-Wertes und
den Zusatz von Inhibitoren so gewéhlt werden, dassspezifischer Katalase- und damit

Peroxisomen-Nachweis zustande kommt.

2.2.11.2Quantitative Auswertung der Katalase-Lokalisierung

Fotografien der Semidinnschnitte wurden mit detv&re ImageJ ausgewertet. In mindes-
tens je 5 Schnitten durch Kotyledonen von versanead Praparaten von Wildtypox und
xdh uox wurde jeweils ein zusammenhdngendes, reprasesgativeal markiert und in

diesem die DAB-Signale ausgezahlt.

2.2.12 Lipidfarbung mit Nilrot

Die Farbetechnik ist in Greenspanal. (1985) beschrieben. Die untersuchten Keimlinge
hatten ein Alter von 12 daddys after imbibition). Beiuox wurde die Samenschale wegpra-
pariert. Die Keimlinge wurden mit einer Nilrot-L&sy (0,1 ug mt) in 2 ml-ReaktionsgefaRe
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im Dunkeln bei RT fur 5 min inkubiert, danach wundéie Praparate 3 mal fur 5 min mit
100 mM TRIS, pH 7,5, gewaschen, um den Hintergremdeduzieren. Die fotografische
Dokumentation erfolgte an einem Epifluoreszenz-lidkop Zeiss Axioplan mit Filter-Set
38HE (Anregungsfilter BP 470/40, Strahlenteiler 495, Emissionsfilter BP 525/50).

2.2.13 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (CLSM)

2.2.13.1Untersuchungsmaterial

Zur Untersuchung der Funktionalitdat von Peroxisongtanden verschiedene transgene
Linien von Wildtyp unduox zur Verfigung, die unter dem 35S-Promotor des @awier-
Mosaikvirus konstitutiv einGRX1-roGFP2-SKL Konstrukt exprimieren. Col-0-Wildtyp-
Samen einer stabil mit dem Konstrukt transformierténie wurden von Prof. A. Meyer
(Universitat Bonn) zur Verfugung gestellt. Durchekizung mituox wurden mehrere Linien
erzeugt, mit dem Ziel, eine eventuell durch HS &aaohte Storung des Redoxpotentials der
Peroxisomenmatrix inox detektieren zu kénnen. Aufgrund des dann gefurnddrastischen
Peroxisomendefekts mox wurde jedoch das Redoxpotential im Rahmen dieskeiAnicht
untersucht. Zur Auswertung am CLSM wurden Wildtyod uox-Linien mit vergleichbarer
GFP2-Expression ausgewabhilt.

2.2.13.2Probenvorbereitung

Die Samen wurden zunéachst auf feuchtes WhatmarePgestreut, um nach 1 h Quellungs-
zeit das Entfernen der Samenschale zu ermégliches.Samenanlagen und Samen (Alter
15-47 dpa) von Wildtyp undiox wurden dann unmittelbar vor dem Mikroskopieren die
Embryonen herausprapariert und auf Objekttragef®@ihmM TRIS, pH 7,5 untersucht.

2.2.13.3Einstellungen zum Registrierefcanning) der Embryopraparate am CLSM

* AnregungswellenlangeEkcitation): 488 nm, registriertes EmissionsspektrlEmission
bandwidth): 500 bis 600 nm.

* Die Blendend6ffnung Rinhole) wurde stets bei der Standard-Einstellung belasdien
1 Airy entspricht.

* Helligkeit (Gain) und Kontrast Qffset) wurden fiir jedes Praparat so gewahlt, dass fur

das registrierte Signal der volle Graustufenberait$genutzt werden konnte.
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» Die Aufzeichnung des Bildmaterials (aul3er Detag@dplgte jeweils als Bildstapek{
Sacks) mit 8 Einzelbildern von jedem Embryopraparat, eiotber Bereich so gewahlt
wurde, dass die ganze Dicke des Kotyledons odeokbtyls erfasst werden konnte.

2.2.13.4Aufbereitung und quantitative Auswertung des Biltenals

Aus der LAS-AF-Software wurden die 8 Einzelbilde&rsdGFP-Kanals von jedem Kotyledo-
nen- und Hypokotylpraparat im TIF-Format nach Indage&portiert, dort wieder zu einem
Bildstapel verbundenliiage> Stacks>I1mages to Stack) und danach durch digitale Uberla-
gerung in einemZ-Project vereint (mage—>Sacks—>Z-Project>Projection type: Max
Intensity). Daraus resultierte das Bildmaterial, wie es ibbA3.16.c-e und Abb. 3.17 zu
sehen ist.

Zur quantitativen Auswertung wurde in jedefrProject ein grof3er und reprasentativer
Bereich als Area markiert und durch die Bearbeitung mittelmage—> Adjust->Auto
Threshold—>Minimum das Hintergrundsignal reduziert, um die Zahl dgn&punkte (GFP
in Peroxisomen) alleZ-Projects untereinander vergleichbar zu machen. Bei der fiomk
Analyze>Analyze Particles wurden folgende Einstellungen gewdahfize 0,54nfinity,
Circularity 0-1, Show Outlines. Dies lieferte die Zahl der Signalpunkte. Die Riork
Analyze>Measure lieferte die Flache des markierten Areals, wordiesAnzahl der Signal-
punkte pro Flache berechnet wurde (Abb. 3.16.f).

2.2.14 Test auf funktionale g-Oxidation in uox-Keimlin